1. UvoD

Hroni¢na bolest bubrega (HBB) je termin za heterogene poremecaje koji uticu na
strukturu i/ili funkciju bubrega, a koji se razlikuju na osnovu uzroka i patologije, stepena ja¢ine
bolesti i progresivnosti (1). HBB ima progresivan tok, ¢ija prevalencija permanentno raste, tako
da znacajno doprinosi morbiditetu i mortalitetu na svjetskom nivou, predstavljaju¢i javno-
zdravstveni problem. Prema podacima iz Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) za 20109.
godinu, HBB zauzima deseto mjesto medu vodeé¢im uzrocima smrti (2). Globalna stopa
mortaliteta koja se moze pripisati HBB-u za sve uzraste porasla je za 41,5% izmedu 1990. i
2017. godine, a procenjuje se da ¢e do 2040. godine HBB postati 5. uzrok smrti (3, 4). HBB je
vazan globalni zdravstveni izazov, posebno u nisko i srednje razvijenim zemljama. HBB je
prepoznata kao faktor rizika za kardiovaskularne bolesti (KVB), nezavisno od drugih
konvencionalnih faktora rizika za KVB, sto predstavlja multiplikator rizika kod bolesnika sa
HBB, narocito kod onih sa hipertenzijom i dijabetesom. Potrebno je sprovesti odredene korake
ka prevenciji, otkrivanju i leCenju HBB na nacionalnom i medunarodnom nivou kako bi se
sprijecio razvoj, usporilo napredovanje, smanjio rizik od KVB i poboljsao kvalitet Zivota, pa se
time smanjio morbiditet i mortalitet usled HBB §irom svijeta (3-5).

Prije vise od dvije decenije, 2002. godine, Nacionalna fondacija za kvalitet ishoda
bubreznih bolesti Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava (engl. National Kidney Fondation Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative, KDOQI) je izdala Smjernice za definiciju, klasifikaciju i
stratifikaciju HBB.

Komplikacije

Skrining Smanjenje Dijagnoza i tretman Procjena progresije, Dijaliza ili
HBB rizika za komorbiditeta, tretiranje komplikacija, || (rapsplantacija
faktora HBB i usporavanje priprema za
rizika skrining progresije dijalizu/transplantaciju

Slika 1. Konceptualni model HBB: Kontinuitet razvoja, progresije i komplikacija HBB i strategije za
poboljsanje ishoda. Horizontalne strelice koje pokazuju, s lijeva na desno, progresivnu prirodu HBB. Isprekidane
strelice oznaCavaju da je remisija reda od progresije. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz Levey AS, Coresh J.
Chronic kidney disease. Lancet. 2012; 379(9811): 165-80. doi: 10.1016/S0140-6736(11)60178-5. (1)



Prema ovim smjernicama, HBB se definiSe kao prisustvo oste¢enja strukture ili funkcije
bubrega tokom 3 mjeseca ili vise, bez obzira na klini¢cku dijagnozu (6,7). Pored albuminurije,
kao marker oste¢enja bubrega, navode se i1 patoloski sediment urina, patohistoloske promjene,
ili abnormalnosti videne ultrazvukom ili rentgenom (7, 8).

Na Slici 1. prikazan je konceptualni model nastanka, progresije i komplikacije HBB (1,
7). Model isti¢e znacaj skrininga i kontrole faktora rizika prije razvoja (plavo obojeno),
stadijumi bolesti (zeleno obojeno) i komplikacije, ukljuc¢ujuéi smrt (ljubi¢asto obojeno). Prema
ovoj Semi, ishodi HBB uklju¢uju progresiju do otkazivanja bubrega i smrt, prikazano
horizontalnim strelicama, i komplikacije HBB prikazane dijagonalnim strelicama, a
komplikacije i ishodi HBB mogu se javiti u bilo kom trenutku vremena. Komplikacije HBB
ukljucuju one koje poticu od ostecenja funkcije bubrega, kao §to su hipertenzija, anemija,
neuhranjenost, poremecaji metabolizma kostiju i minerala, neuropatija i smanjen kvalitet zivota
@a7.

Prevalenca HBB je u stalnom porastu, smatra se da vise od 10% populacije ima ovu
bolest, odnosno, prevedeno u brojke, procjenjuje se da oko 843,6 miliona ljudi u svijetu ima
HBB (3-5). Prema poslednjem izvjestaju Udruzenja za prikupljanje renalnih podataka USRDS
(engl. United States Renal Data System), u Sjedinjenim Americkim Drzavama oko 14% ljudi
ima HBB odnosno priblizno 31,2 miliona ljudi (9). U Srbiji nemamo podatke o incidenciji i
prevalenciji HBB, s$to nije slu¢aj samo sa naSom zemljom, dok su dostupni podaci iz 2021.
godine, 0 procentu stanovnistva koji je na lijeCenju dijalizom: naime, manje od 0,1% se lijeci
od HBB, odnosno 5644 ljudi. Porast prevalence HBB moze se dovesti u vezu sa razlicitim
faktorima rizika, kao $to su starija zivotna dob, hipertenzija, gojaznost i dijabetes melitus, koji
takode biljeze globalni porast. Faktori rizika se, prema nacionalnom vodic¢u, klasifikuju u tri
grupe: faktori koji povecavaju osjetljivost ka HBB (starost, pozitivna porodi¢na anamneza,
pripadnost odredenim etnickim grupama, mala porodajna tezina), faktori koji pokrecu HBB
(dijabetes, hipertenzija, autoimunske bolesti, infekcije, primarne bolesti bubrega,
kardiovaskularna oboljenja, lijekovi i toksini) i faktori koji ubrzavaju napredovanje HBB
(obilna proteinurija, neregulisana hipertenzija, neregulisana glikemija, pusenje, gojaznost) (7,
8)

Osim definicije HBB iz KDOQI Vodica, postoji i klasifikacija HBB na osnovu vrednosti
jacine glomerularne filtracije (JGF), sto je prikazano u Tabeli 1(7).



Tabela 1. Klasifikacija HBB prema vrijednostima JGF

Stadiium JGF Obis Prevalenca
] (ml/min/1.73m2) P (%)
1 >90 Ostecenje B bubr(,ega sa 3.3

normalnom ili pove¢anom JGF
5 60-89 Os‘tvecenje bubrega sa blago 3.0

snizenom JGF
3A 45-59 Blago do umjereno snizena JGF

4,3

3B 30-44 Umjereno do jako snizena JGF
4 15-29 Jako snizena JGF 0,2
5 <15 Otkazivanje bubrega 0,2

JGF - jacina glomerularne filtracije. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: Levin A, Stevens P, Bilous
RW, Coresh J, Francisko A, Jong PE, et al. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work
Group KDIGO 2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease.
Kidney Int Suppl. 2013; 3: 1-150. (7)

Albumin koji se produkuje u hepatocitima je najzastupljeniji protein plazme, gde ima
ulogu u odrzavanju onkotskog pritiska i zapremine krvi. Filtrira se u glomerulima, pa se
reapsorbuje u tubulima, tako da se kod zdravih ljudi preko urina izlu¢uje samo mala koli¢ina
albumina <30 mg/24 h. Albuminurija se definiSe kao povecana koli¢ina albumina u urinu, pri
¢emu se nivo albumina oznacava kao mikroalbuminurija ili makroalbuminurija.

Tabela 2. Kategorije albuminurije u HBB

Kategorija = Al Opis
gory (mg /24h) (mg/mmol) (mg/g) P
Al <30 <3 <30 Normalnquo blago
poviSena
A2 30-300 3-30 30-300 Umjereno poviSena
A3 >300 >30 >300 Jako povisena

UAE- (urine albumin excretion)- strepen izlu¢ivanja albumina urinom; UACR- (urinary albumin to creatinine ratio)-
odnos albumina i kreatinina u urinu; Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: Levin A, Stevens P, Bilous RW, Coresh
J, Francisko A, Jong PE, et al. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group KDIGO
2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease. Kidney Int Suppl.
2013; 3: 1-150. (7)



Mikroalbuminurija predstavlja koli¢inu albumina izlu¢enu urinom (engl. urine albumin
excretion-UAE) izmedu 30-299 mg/24h, odnosno, izrazeno preko odnosa albumina i kreatinina
u urinu (engl. Urinary albumin:creatinine ratio, UACR) 30-299 pg/mg. Makroalbuminurija se
definiSe kao koli¢ina UAE >300 mg/24h. Kada se mikroalbuminurija otkrije rano moguce je
adekvatnije usporiti smanjenje bubrezne fukcije, dok pojava makroalbuminurije ukazuje na
oStecenje glomerula i progresiju bubrezne insuficijencije. Brojne studije su pokazale da je
albuminurija nezavisan prediktor mortaliteta kod bolesnika sa HBB, a u tabeli 2 je prikazana
podjela HBB na tri stadijuma prema nivou albuminurije (10, 11).

Praéenje ishoda HBB i predvidanje rizika, odnosno, prognoza HBB ukljucuje nekoliko
varijabli:

1. uzrok HBB;

2. JGF kategoriju;

3. kategoriju albuminurije;

4. druge faktore rizika i komorbiditete.
Integrisanje ove Cetiri varijable u procjeni rizika i prognozi HBB prikazano je u tabeli 3.

Tabela 3. Prognoza ishoda u HBB na osnovu JGF i albuminurije

Kategorije albuminurije
Opis i raspon vrijednosti
Al A2 A3
Normalno  do | Umjereno Veoma
blago povecana | povecana visoka
<30mg/g 30-300 mg/g | >300 mg/g
<3mg/mmol 3-30 mg/mmol | >30 mg/mmol
T 1 | Normalna ili visoka >90
™
E‘ 2 Blago snizena 60-89
o
% @ 3A | Blago do umjereno snizena | 45-59
ES
= S | 3B | Umjereno do veoma snizena | 30-44
> <
= 8_
892 |4 Veoma snizena 15-29
wn S
L2
o5 5 Terminalna bubrezna bolest | <15

JGF- jac¢ina glomerularne filtracije; Zeleno- Nizak rizik; Zuto- Umjereno povisen rizik; Narandzasto- Visok rizik;
Crveno- Veoma visok rizik. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz Levin A, Stevens P, Bilous RW, Coresh J,
Francisko A, Jong PE, et al. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group KDIGO
2012 clinical practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease. Kidney Int Suppl.
2013; 3: 1-150. (7)

Kod bolesnika koji su u riziku od nastanka HBB izbegavanje nefrotoksi¢nih agenasa
moze spreciti nastanak HBB, a kod onih kod kojih se javi izvjestan stepen HBB moze se usporiti
napredovanje ka terminalnoj bubreznoj bolesti (TBB).



Prema rezultatima registra Evropskog udruzenja nefrologa (engl. European Renal
Association ERA) za 2021. godinu, incidenca zapocinjanja neke od metoda zamene bubrezne
funkcije u Srbiji iznosi 428 bolesnika (65,9 na milion stanovnika), dok prose¢na starost
bolesnika u terminalnoj fazi bubrezne bolesti iznosi 59,9 godina (12). Ukupan broj bolesnika
kod kojih je primenjivana neka od metoda zamene bubrezne funkcije u Srbiji 2021. godine je
bila 5644, odnosno 869 na milion stanovnika, §to Srbiju svrstava u zemlje sa manjom
prevalencom, s obzirom da je on najmanji u Ukrajini sa 304, a najveci u Portugalu, gdje je 1548
na milion stanovnika (12). Prema podacima iz godiS$njeg izvjestaja USRDS, incidenca TBB je
134837 (267-479 na milion stanovnika zavisno od regiona), a prevalenca je 2219 na milion
stanovnika (9). U 2017. godini u svetu je registrovan mortalitet zbog HBB kod 1,2 miliona ljudi,
dok je kod 1,4 miliona ljudi uzrok smrtnosti bio posledica KVB povezanih sa HBB, §to zajedno
¢ini 4,6% od ukupnog mortaliteta u 2017. godini (1). Prema podacima iz Godi$njeg izvestaja
udruzenja nefrologa Srbije, iz 2019. godine, smrtnost od KVB bolesnika na dijalizi je 29,3%
(13).

Metode zamjene bubrezne funkcije podrazumjevaju hemodijalizu, peritoneumsku
dijalizu i transplantaciju bubrega. Uprkos tehnoloskom napretku i nau¢nim dostignuc¢ima, stopa
mortaliteta bolesnika koji se leCe nekom od metoda zamjene funkcije bubrega je i dalje visoka,
odnosno, oéekivana duzina Zivota ovih bolesnika i dalje je zna¢ajno kraca u odnosu na opstu
populaciju istog zivotnog doba. Takode, kvalitet Zivota ovih bolesnika jeste znacajno poboljsan,
ali nije zadovoljavajuci. MoZe se reci da je izazov danasnjice u dijaliznoj praksi obezbedivanje
optimalne terapije, koja istovremeno zadovoljava interese pacijenta, medicinskog osoblja i
fonda zdravstvenog osiguranja. Danas nije cilj dijalize samo odrZavanje bolesnika u zivotu, veé¢
postizanje §to veceg stepena rehabilitacije i boljeg kvaliteta zivota, tj. priblizavanje funkciji
prirodnog bubrega u svakom smislu (14).

1.1. Dijaliza kroz istoriju

Abel i saradnici 1913. god. dizajnirali su aparat za “vivodifuziju”, pomoc¢u koga su
eksperimentalnim zivotinjama difuzijom prec¢is¢avali krv izvan organizma, a da pri tome nije
doslo do infekcije ili plu¢ne embolije. Uz pomo¢ slicnog aparata Hass (Giessen, Njemacka)
obavio je 1924. god. prvu hemodijalizu (HD) kod ¢ovjeka, na aparatu koji se sastojao od
staklenog cilindra u kojem su bile paralelno postavljene celofanske membrane kroz koje je tekla
krv bolesnika. Kao antikoagulans upotrebio je hirudin, a HD je trajala 15 min (15).

Prvauspjesna HD u svijetu je uradena 1945. godine, kada je dr Willem J. Kolff koristio
rotirajuéi vjestacki bubreg koji je sam napravio (16). Nils Alwal je u Svedskoj 1947. godine
pionirski primjenio HD kod TBB bolesnika, sto je decenijama kasnije tek postalo rutinska
praksa. Pocetkom Sezdesetih godina proslog vijeka dijaliza je trajala 8-10 sati i primjenjivana
je svaki drugi dan kod akutne insuficijenjcije bubrega. Lije¢enje bolesnika sa TBB postalo je
moguce nakon otkri¢a Scribnera i saradnika koji su kreirali prvu arteriovensku fistulu (16, 17).
Naredne dvije decenije zabiljezen je veliki tehnoloski napredak na polju dijaliznih aparata i
efikasnosti dijalizatora. U Torontu je 1993. godine zapoceta kuc¢na dijaliza, kao tretman koji je
mogao ¢eSce da se primenjuje, cak 1 tokom noci, $to je bilo komfornije za bolesnike i omogucilo
im nesmetano odvijanje dnevnih aktivnosti.

U Srbiji prvu HD kao tehniku zamjene bubrezne funkcije uradio je prof. dr Vasilije
Jovanovi¢ na Nefroloskom Odsjeku Gradske bolnice u Beogradu u oktobru 1962. godine,
lijececi bolesnika sa akutnom insuficijencijom bubrega (14, 18).
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1.2. Fizi€ki princip hemodijalize

HD je medicinski postupak ekstrakorporalnog precis¢avanja krvi, Kkoji uklanja
supstancije koje se nakupljaju u organizmu zbog privremenog ili trajnog gubitka funkcije
bubrega (15). HD ima za zadatak da oponasa ekskretornu funkciju bubrega, odstranjivanjem
azotnih jedinjenja poput uree, kreatinina ili mokra¢ne kiseline, i drugih u vodi rastvorljivih
razgradnih produkata metabolizma, elektrolita u visku, kao $to je kalijum, i vode iz tijela
bolesnika s uremijom, te time odrzava acidobazni status, normalnu koncentraciju elektrolita i
normalan meducelijski volumen. Istovremeno se odvija i nadoknada bikarbonata, s obzirom da
je odrzavanje acido-baznog statusa jedna od glavnih funkcija bubrega, pa ista kod bolesnika sa
TBB mora biti nadoknadena u postupku dijalize (14, 15).

HD se zasniva na difuziji, ultrafiltraciji, konvektivnom transportu i adsorpciji
nepozeljnih molekula od strane dijalizne membrane u pojedinim modalitetima dijalize. Dva
rastvora, krv i dijalizat, razliCitih koncentracija Cestica, razdvojene polupropusnom
membranom, teze izjednac¢avanju koncentracija tih Cestica. Pritom na efikasnost difuzije utice
koncentracijski gradijent, veli¢ina molekula, brzina protoka krvi i dijalizata, karakteristike
membrane, poput debljine, povrsine i broj pora, te adsorpcija proteina na povrsinu membrane
tokom dijalize. Difuzija predstavlja glavni mehanizam uklanjanja uremijskih toksina iz krvi
bolesnika u toku procesa dijalize. Istovremeno se uz postupak difuzije odvija i postupak
ultrafiltracije, kojim se eliminise visak te¢nosti iz bolesnika, kao i konvektivni transport, kojim
se eliminiSu otpadni produkti metabolizma zajedno sa vodom (14, 15).

1.3. Membrane za hemodijalizu

Membrane za hemodijalizu (MHD) predstavljaju  kljuéni dio sistema za
ekstrakorporalnu cirkulaciju, a od izbora membrane zavisi efikasnost samog tretmana.

Efikasnu MHD karakteriSe visoka permeabilnost za uremijske toksine, visoka
vodopropustljivost, ravnoteza izmedu propustljivosti rastvorene supstance i vode, mehanicka
¢vrstoca u vlaznom stanju, zadovoljavajuca biokompatibilnost i niska cijena.

Zavisno od materijala od kojeg su napravljene, membrane se dijele na celulozne i
sintetske. U grupu celuloznih membrana spada Cuprofan (Cuprophan®, Wuppertal, Germany),
koji se vise prakti¢no ne koristi. Poslednjih godine se dominantno Koriste sintetske membrane,
koje karakteriSe visoka hidrofobnost, veca biokompatibilnost i propustljivost za uremijske
toksine. Sintetske membrane se prave od polimera kao $to su polisulfon (PSU), polietersulfon
(PES), polimetilmetakrilat (PMMA), poliesterpolimer legure (PEPA), poliakrilonitril (PAN),
polikarbonat (PC), poliamid (PAM) i etilen vinil alkohol kopolimer (EVAL). Istovremeno ih
karakteriSe visoka oksidativna, hemijska i termalna rezistencija, ne mjenjaju se nakon
sterilizacije, a glavni nedostatk je hidrofobna priroda koja dovodi do adsorpcije proteina i
posledi¢nog smanjenja propustljivosti (14, 19).

Glavna osobina MHD je propustljivost, koja se odreduje debljinom i veli¢inom pora, a
izrazava se koeficijentom ultrafiltracije (Kuf). Kuf predstavlja broj mililitara te¢nosti na sat koja
se transportuje preko membrane za svaki mmHg gradijenta pritiska membrane i krece se od 2-
60. Na osnovu Kuf membrane se dijele na niskoprotocne i visokoprotoéne, kako je prikazano u
tabeli 4, kao i membrane sa srednjim cut off (MCO) i visokim cut off (HCO) (19).



Tabela 4. Tipovi membrana za hemodijalizu i njihove karakteristike
Propustljivost Koeficijent Radijus
M(V[\)/SO MWCO (Da) vode prosijavanja (pr?r;a)l

(mL/hW/mmHg/m?) | B2m | Albumin

Low-flux 2000-3000 15000 10-20 - <0,010 2,0-3,0

High-fluks 4000-10000 | 15000-16000 200-400 0,7-0,8 | <0,010 3,5-5,5

Medijum cut-off | 10000-13000 | 60000-10000 600-850 1 0,008 50

High cut-off 15000-20000 | 200000-300000 1100 1 0,200 8,0-12,0

MWRO - (molecular weight retention onset)

- molekulska masa supstanci koje se zadrzavaju na membrani,

MWCO - (molecular weight cut off) - molekulska masa &estica koje se ne gube tokom HD, f2m- beta dva
mikroglobulin. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: Chen YA, Ou SM, Lin CC. Influence of Dialysis
Membranes on Clinical Outcomes: From History to Innovation. Membranes. 2022. 26;12(2):152. doi:
10.3390/membranes12020152. (19)

Napredak na polju MHD postignut je uvodenjem MCO membrana. MCO membrane
imaju srednju vrijednost veli¢ine pora 5 + 0,1 nm, §to omogucava selektivnije uklanjanje
odgovarajuc¢ih molekula uz smanjen gubitak albumina. Rezultati studija pokazuju da upotreba
ovih membrana dovodi do pobolj$anja kvaliteta Zivota bolesnika na HD (19, 20).

1.4. Adekvatnost hemodijalize

Pod adekvatnom HD smatra se ona koja bolesniku pruza $to veéu duzinu i kvalitet
Zivota, kao i dobru klini¢ku toleranciju sa minimumom problema tokom HD i interdijaliznog
perioda. Nekoliko faktora uti¢e na prezivljavanje bolesnika sa HD, a adekvatnost HD
predstavlja jedan od najvaznijih faktora na koji se moze uticati (14, 21).

Za smanjenje akutnih komplikacija uremije znacajna je eliminacija malih
hidrosolubilnih Cestica, dok su za hroni¢ne komplikacije od znacaja eliminacija molekula
srednje veli¢ine i uremijskih toksina vezanih za proteine.

KDOQI vodi¢ preporucuje Kt/V (K-klirens uree, t-vrijeme trajanja dijalize, V-
distribucija uree) za procenu adekvatnosti hemodijalize, kao i procenat smanjenja uree tokom
HD (URR). Kt/V se naj¢esce racuna prema Daugirdas-ovoj formuli druge generacije:

Kt/V =-Ln(R-0,008 xt) + (4 -3,5xR) x Uf/W

gdje je In: logaritam, R je odnos izmedu uree posle dijalize i uree prije dijalize, t je
vrijeme trajanja dijalize izraZzeno u satima, Uf je zapremina ultrafiltracije izraZzena u litrima, a
W je tjelesna tezina bolesnika nakon dijalize, izrazena u kilogramima (21).

URR se izra¢unava prema sledecoj formuli:

URR= (urea prije HD — urea posle HD)/urea posle HD (21).

Smatra se da je, ako je Kt/V > 1,4, a URR > 65 %, postignuta adekvatna HD (22).
Slozenost pojma adekvatnost HD, kao i faktori koji uti¢u ilustrovani su na slici 2.
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Slika 2. Faktori koji uti¢u na adekvatnost HD Preuzeto uz izmjene iz Hrvacevi¢ R.
Savremene metode dijalize. Beograd: Grafolik; 2002. p. XI, 257 (14).

U poslednje vrijeme, koncept adekvatnosti HD znac¢ajno je napredovao, zahvaljujuci
saznanjima o uremijskim toksinima, uticaju same dijalize na pojavu specifi¢nih oboljenja, kao
i napretku u tehnologiji dijalize. Pored odgovaraju¢e vrednosti indeksa uree, potrebno je
ukljuciti 1 kompleksnu kombinaciju viSe elemenata:

- upotreba visoko permeabilnih membrana za uklanjanje uremijskih toksina vece
molekulske mase;

- §to veci stepen biokompatibilnosti dijaliznog sistema;

- korekcija acidoze;

- korekcija hiperfosfatemije;

- homeostaza tecnosti i elektrolita;

- kontrola krvnog pritiska;

- korekcija anemije;

- adekvatan nutricioni status bolesnika;

- predupredivanje akutnih i hroni¢nih komplikacija na hemodijalizi (14).

Sve ovo ima za cilj smanjenje ucestalosti hroni¢nih komplikacija dijalize, odnosno,
stope mortaliteta i poboljSanje kvaliteta zivota bolesnika na HD. Zanimljiva je ¢injenica da je u
Japanu, koji ima najnizu stopu smrtnosti, od 2005. godine uveden koncept dijalize orijentisane
prema pacijentu. Ovaj koncept u osnovi ima individualizaciju dijalizne preskripcije, odrzavanje
odgovarajuceg nutritivnog statusa bolesnika uz odsustvo nezeljenih simptoma tokom dijalize
(14, 22-23). Prethodnih godina na ovom polju se napredovalo i uveden je koncept patient
centered dialysis care koji ima za cilj poboljsanje kvaliteta zivota ali i stopu prezivljavanja
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bolesnika na HD. U ovom konceptu se preporu¢uju PMMA membrane ¢ija upotreba ima
nekoliko prednosti: poboljSava inflamatorni i nutricioni status HD bolesnika, umanjuje
uremijski pruritus i umor izazvan procesom HD (23).

1.5. Vrste hemodijalize koje su kori§¢ene u istraZivanju

1.5.1 Visokopropusna ,,High flux* hemodijaliza

Visokopropusna ,,High flux“* HD podrazumeva primjenu visoko-propustljivih
membrana sa visokim koeficijentom masenog transfera (KoA), najcesc¢e za ureu, i visokim
koeficijentom ultrafiltracije. Prednosti ,,High flux“ HD, u poredenju sa standardnom, su bolja
eliminacija uremijskih toksina i veci stepen biokompatibilnosti. Klirensi malih molekula u
,,High flux® HD su, zbog vecée propustljivosti membrana i doprinosa konvektivnog transporta,
ve¢i u odnosu na standardnu dijalizu. Bolji je i klirens B2-mikroglobulina, kao i drugih
uremijskih toksina veé¢e molekulske mase, a efikasnije je i uklanjanje uremijskih neurotoksina.
Nekoliko studija je potvrdilo da ,,High flux“ HD dovodi do smanjenja ucestalosti dijalizne
amiloidoze, poboljsanje anemije, nutricionog statusa, uremijske neuropatije i dugoro¢nog
prezivljavanja bolesnika (24, 25).

1.5.2. Hemodijafiltracija

Hemodijafiltracija (HDF) datira iz kasnih 1960-ih i nakon toga je kontinuirano
unapredivana. HDF je metoda zamjene bubrezne funkcije, kroz kombinaciju principa HD i
hemofiltracije (HF) (26). Kod konvencionalne HD, uklanjanje rastvorenih supstanci se
prvenstveno postize difuzijom, §to je kretanje molekula duz gradijenta koncentracije izmedu
krvi i dijalizata. Nasuprot tome, uklanjanje rastvora u HF zasniva se na konvektivhom
transportu, koji zavisi od brzine ultrafiltracije 1 jednak je za razli¢ite veli¢ine molekula sve dok
mogu da produ kroz pore membrane, odrazavajuc¢i njen kapacitet prosijavanja. U HDF se
kombinuju difuzni i konvektivni mehanizmi, §to dovodi do visokog uklanjanja malih molekula,
dok se takode postize visoko uklanjanje ve¢ih molekula. Medutim, kako difuzni i konvektivni
transport uti¢u jedni na druge, ukupni klirens kombinacijom obje tehnike nije tako visok, kao
zbir Klirensa svake pojedina¢ne tehnike. Difuzija smanjuje koncentraciju rastvorene supstance
u krvi i, samim tim, potencijalni kapacitet uklanjanja putem konvektivnog transporta (26, 27).
HDF uklanja velike koli¢ine vode u plazmi putem ultrafiltracije, koja se treba izovolumetrijski
nadoknaditi zamenskom te¢no$¢u koja je sterilna i nepirogena. Na osnovu vrste supstitucione
tecnosti, HDF se dijeli na klasi¢nu (off-line) i on-line HDF. Druga podjela je na osnovu mjesta
nadoknade supstitucione tec¢nosti i to na: prediluciona (te¢nost se daje u arterijsku liniju prije
dijalizatora), postdiluciona (tec¢nost se nadoknaduje posle dijalizatora u vensku komoru), mid-
dilucionu (te¢nost se nadoknaduje u specijalno dizajniranom filteru) i mijeSanu HDF (simultana
nadoknada prije i posle filtera). Uprkos tome $to se podaci iz vise studija razlikuju, on-line HDF
se smatra najefikasnijim oblikom HDF, i omogucava preci§¢avanje krvi u najSirem rasponu
molekularnih tezina, sa smanjenjem smrtnosti ove populacije bolesnika (28, 29).



1.5.3. ProSirena HD (expanded HD/HDx)

Prosirena hemodijaliza (HDx) je izraz koji je prvi opisao Ronko 2017. godine, kao
tretman u kome se difuzija i konvekcija na pogodan na¢in kombinuju unutar dijalizatora koji
koristi medium cut-off (MCO) membrane (30). MCO membrane imaju inovativan dizajn, koji
karakteriSe prisustvo ve¢ih homogenih pora, odnosno smanjena disperzija veli¢ine pora. Visoko
selektivna i dobro kontrolisana poroznost omogucuje znacajno uklanjanje velikih i srednjih
molekula uz minimalan gubitak albumina (31). HDx nudi moguénost uklanjanja uremijskih
toksina velike molekulske mase, kao $to su citokini, faktori rasta, adipokini, k i A slobodni lanci
imuglobulina, a koji nisu bili ciljna meta dijaliznih modaliteta koji se naj¢esce koriste (32). Za
razliku od on-line HDF, HDx ne zahtjeva nadoknadu supstitucionom te¢nos¢u, te nema potrebe
za neohodnom opremom i tehnickom podrskom. Preporucuje se kod bolesnika sa loSe
kontrolisanom anemijom, sindromom nemirnih nogu, uremijskog pruritusa, bolesnika koji se
umaraju i sporo oporavljaju nakon dijalize. Smatra se da HDx, efikasnim uklanjanjem leptina,
hepcidina i proinflamatornih citokina, spre¢ava razvoj pothranjenosti, smanjuje rezistenciju na
eritropoetine i smanjuje mikroinflamaciju, ¢ime povoljno uti¢e na ishod HD bolesnika (33).

1.6. Biokompatibilnost sistema za hemodijalizu

Kontakt krvi bolesnika sa komponentama HD sistema dovodi do pokretanja lanca
bioloskih i klini¢kih reakcija poznatih pod terminom bioinkompatibilnost. Kako su komponente
HD sistema strane organizmu, interakcija krvi sa ovim komponentama dovodi do razvoja
inflamatornog odgovora. Kada je ovaj odgovor blag i dobro se podnosi, materijal se moze
nazvati biokompatibilan, a kada je odgovor intenzivan, moze negativno uticati na zdravlje
bolesnika i dovesti do Stetnih ishoda radi se o bioinkompatibilnosti. S obzirom da se kod
pacijenata na hroni¢noj hemodijalizi ove interakcije ponavljaju i deSavaju se tri puta nedeljno,
Cak i blage interakcije mogu na hroni¢noj osnovi dovesti do nezeljenih klini¢kih posledica (34,
35).

Aktivacija sistema komplementa sa poslediénom kaskadom imunoloskih reakcija,
alergijske reakcije, aktivacija sistema koagulacije krvi sa stvaranjem mikrotrombova,
disfunkcija granulocita, aktivacija monocita sa posledicnom produkcijom proinflamatornih
citokina, hipoksija tkiva, destrukcija uobli¢enih elemenata krvi, ubrajaju se u reakcije
bioinkompatibilnosti tokom dijalize, a dejstva se manifestuju po cijelom organizmu (14). Sve
ovo se klini¢ki manifestuje nizom akutnih i hroni¢nih poremecaja, $to je Sematski prikazano na
slici 3.

Alergijske reakcije su opisane kod primjene AN69 membrane kod bolesnika koji se
lije¢e ACE inhibitorima, usled pojacane produkcije bradikinina koji ne moZe da se razgradi, jer
ACE inhibitori inhibiraju enzim kininazu. Uvodenjem alternativnog antihipertenzivnog lijeka i
neutralizovanjem negativnog elektricnog napona ovih membrana uz pomo¢ omotaca od
polietilenamina pojava ovih reakcija je znatno smanjena (36, 37). Sli¢no se javlja kod
ponavljane upotrebe dijalizatora sa polisulfonskom i celuloznom membranom resterilizovanom
persiréetnom kiselinom (14, 37).
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Slika 3. Najce$ée akutne i hroni¢ne reakcije kao posledica bioinkompatibilnosti
membrana

Sindrom prve upotrebe dijalizatora manifestuje se 30 minuta od pocetka dijaliznog
tretmana. Simptomi se kre¢u od srednje ozbiljnih kao §to su: svrab, peckanje, urtikarija,kasalj,
kijanje, ka ja¢im kao $to su: guSenje, abdominalni gréevi, bol u grudima, a nastaju kao posledica
akutne aktivacije sistema komplementa, navjerovatnije uslijed rezidualnog etilen-oksida u
dijalizatoru. Ovaj sindrom se cesce javlja kod upotrebe celuloznih u odnosu na sintetske
membrane (37).

Hroni¢na stimulacija monocita, koja za poslijedicu ima produkciju proinflamatornih
citokina, igra glavnu ulogu u hroni¢noj inflamaciji bolesnika na hemodijalizi (38). Hroni¢na
inflamacija, uz restriktivnu dijetu, perzistentni katabolizam, dovodi i do malnutricije, $to
pogoduje razvoju oksidativnog stresa. Oksidativni stres povratno pojacava inflamaciju, i
predstavlja zajednicki faktor viSe hroni¢nih komplikacije kao §to su anemija, ateroskleroza,
sekundarna amiloidoza, kardiovaskularne bolesti. Malnutricija, inflamacija i oksidativni stres
¢ine jednu trijadu koja smanjenjem nivoa azot-monoksida (NO, i posledi¢ne endotelne
disfunkcije uz razvoj vaskularnih kalcifikacija, doprinose nastanku i progresiji KVB, sto
povecava stopu morbiditeta i mortaliteta (39).
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1.7.  Oksidativni stres kod bolesnika na hemodijalizi

Oksidativni stres predstavlja disbalans izmedu prekomjerne produkcije slobodnih
radikala, sa jedne strane, i sistema antioksidativne zastite, sa druge strane. Slobodni radikali su
visoko reaktivni atomi, molekuli i joni koji imaju jedan nesparen elektron u spoljasnjoj orbiti.
Jako su nestabilni, i stupaju u reakciju sa drugim molekulima, stvarajuci nove slobodne radikale
i dovodeci do ostecenja brojnih ¢elijskih strukturnih komponenti, kao §to su proteini, lipidi i
DNK (40). Slobodni radikali se stvaraju u toku normalnih fizioloskih procesa u ¢eliji, kao $to
je ¢elijsko disanje, ali i brojni egzogeni faktori mogu dovesti do njihovog formiranja, a medu
njima su jonizujuée i ultraviolentno zracenje, pusenje i zagadenje vazduha (41).

Na slici 4. su navedena reaktivna kiseonikova jedinjenja (ROS, engl. reactive oxygen
species) i reaktivna azotna jedinjenja (RNS, engl. reactive nitrogen species) (40). Rjede se
spominju reaktivna jedinjenja sumpora (RSS, engl. reactive sulfur species) i ugljenika (RCS,
engl. reactive carbonyl species). RSS su dobila na znac¢aju posljednjih 20 godina, a obuhvataju
vodonik-sulfid (H2S), persulfide i polisulfide koji u najvecoj mjeri nastaju endogenom sintezom
iz cisteina. Najznacajniji iz ove grupe jeste H2S, koji u niskim koncentracijama ima fiziolosku
ulogu u signalnim putevima (gasni transmiter zajedno sa ‘NO i CO), dok u visokim
koncentracijama djeluje toksi¢no, inhibira citohrom-oksidazu i tako ometa proces celijskog
disanja (42). RCS obuhvataju $irok spektar jedinjenja, kao §to su a, B-nezasi¢eni aldehidi,
dialdehidi i keto aldehidi, a koja mogu nastati egzogenim ili endogenim putem. Buduéi da su
akrolein, aceton, glioksal, formaldehid uobicajeni industrijski zagadivaci, oni egzogenim putem
ulaze u ¢elije. Drugi egzogeni izvori su dim cigarete, aditivi iz hrane, smede obojena hrana. Sa
druge strane, RCS nastaju endogenim putem u procesima lipidne peroksidacije, oksidacije
aminokiselina i glikacije (43). RCS imaju vaznu ulogu u imunskom odgovoru, regulaciji genske
ekspresije i u signalnim putevima, ali zbog svoje visoke reaktivnosti vezu se za nukleofilne
grupe makromolekula, kao §to su proteini, nukleinske kiseline i aminofosfolipidi, mjenjajuci
ireverzibilno njihovu funkciju i formirajuéi tzv. zavr$ne produkte glikacije (engl. advanced
glycation end products) i lipooksidacije (engl. advanced lipoxidation end products) (43).

12



Reaktivna jedinjenja kiseonika (ROS)

Radikali: Nisu radikali:
0~ Superoksid HZOO21 l\l(-)d“l":k !)u:nk\'ul
; g HOCI™ ipohloritni anjon
OH: Hidroksil
O3 Ozon
ROZ' Peroksil 102 Singlet kiseonik
RO: Alkoksilni ONOO~ Peroksinitritni anjon
HO, Hidroperoksil

Reaktivna jedinjenja azota (RNS)

Radikali: Nisu radikali:
ONOO™ Peroksinitritni anion
ROONO Alkilperoksinitril
NOz' Azot (lj"l(\i(l"i N203 Azot trioksid

NZO4 Azot tetroksid

HNO,  Nitritna kiselina
NOZ+ Nitritni anjon

NO™ Nitroksil anjon

NO* Nitrozil katjon
NOZCI Nitril Hlorid

NO- Azot monoksidni

Slika 4. Primeri ROS i RNS. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz Ferreira CA, Ni D, Rosenkrans ZT, Cai
W. Scavenging of reactive oxygen and nitrogen species with nanomaterials. Nano Res. 2018 Oct;11(10):4955-
4984. doi: 10.1007/s12274-018-2092-y (44).

Tokom procesa ¢elijskog disanja u mitohondrijama, djelimi¢nom redukcijom kiseonika
nastaje superoksidni anjon (O2"), koji se u prisustvu enzima superoksid-dismutaze prevodi u
H20>. Ukoliko katalaza ne ukloni H202, on ¢e pro¢i kroz membranu i u ,,Fentonovoj reakciji‘
sa jonima gvozda i bakra formirati jako reaktivna jedinjenja, hidroksil i hidroperoksil radikal
(HO', HO?") (45, 46).

Fe?*+ H,0, — Fe**+OH"+ OH~

Fe**+ H,0, — Fe?*+ HOy + H*

lako po svojoj strukturi vodonik-peroksid nije slobodni radikal, on se smatra izvorom
brojnih slobodnih radikala. Reakcijom sa hloridnim jonima, u prisustvu mijelopreoksidaze,
nastaje hipohlorna kiselina i jako reaktivni hipohloritni anjon (OCI), koji dalje dovodi do
ozbiljnog ostecenja celije (40, 41).

Od reaktivnih azotnih jedinjenja isticu se azotmonoksidni radikal (‘"NO), azot-dioksidni
radikal ("NOz) i peroksinitritni anjon (ONOO"), koji predstavljaju izuzetno jake slobodne
radikale (46). Azot-monoksid je fizioloski medijator, koji ima mnogobrojne uloge, medu kojima
su najznacajnije vazodilatacija, inhibicija agregacije trombocita, odbrana organizma od
patogena, kao i uloga neurotransmitera u centralnom i perifernom nervnom sistemu (47).
Nasuprot tome, u patoloskim uslovima, prekomjerna proizvodnja i produzeno delovanje ‘NO
mogu dovesti do oSteéenja tkiva. U reakciji ‘'NO sa O~ nastaje peroksinitritni anjon,
najagresivniji od reaktivnih azotnih jedinjenja, koji dovodi do lipidne peroksidacije i do
oStecenja proteinskih struktura (47, 48).
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Protiv Stetnog dejstva slobodnih radikala organizam se bori uz pomo¢ brojnih enzimskih
i neenzimskih antioksidanasa, tako $to neutraliSe nastale slobodne radikale i/ili spre¢ava
nastajanje novih (49). Enzimski antioksidansi su superoksid-dismutaza, katalaza i glutation-
peroksidaza. Superoksid-dismutaza (SOD), koja katalizuje dismutaciju superoksidnog radikala
do vodonik-peroksida, javlja se u tri forme: citoplazmatska (SOD1), mitohondrijalna (SOD2) i
ektracelularna (SOD3), zavisno od tkivne distribucije (49, 50). Glutation-peroksidaza se nalazi
u citosolu i mitohondrijama i katalizuje oksidaciju glutationa uz utro$ak vodonik-peroksida
(49). Katalaza se nalazi unutar peroksizoma i kataliSe konverziju vodonik-peroksida u vodu i
kiseonik (50). Neenzimski antioksidansi prihvataju slobodan elektron, ili doniraju elektron
reaktivnim jedinjenjima kiseonika, i tako sami postaju slobodni radikali, ali znatno manje
reaktivni, a zatim pod dejstvom odgovarajué¢ih enzima se regenerisu (51). U grupu neenzimskih
antioksidansa ubrajaju se proteini koji vezuju metalne jone (ceruloplazmin, transferin, albumin,
feritin, mioglobin), tioli (glutation, N-acetilcistein), vitamini C i E, koenzim Q10, melatonin,
mokraéna kiselina, bilirubin, polifenoli, flavonoidi, karotenoidi, selen, omega-3 i omega-6
masne kiseline (52).

Nizak nivo slobodnih radikala potreban je u procesima proliferacije, odbrane organizma
od patogena, transdukcije signala i ekspresije gena (53). Nasuprot tome, prekomjerno stvaranje
slobodnih radikala dovodi do osteéenja strukture lipida, proteina i nukleinskih kiselina, ¢ime se
naruSava integritet membrane, remeti se uloga klju¢nih enzima i dolazi do poremecaja na nivou
ekspresije gena (54). Najbolji primjer je proces lipidne peroksidacije, koji predstavlja niz
lan¢anih reakcija u kojima ROS napada polinezasi¢ene masne kiseline §to za rezultat ima
formiranje toksi¢nih aldehida i novih slobodnih radikala. Na ovaj nacin dolazi do ozbiljnog
ostecenja funkcionalnosti Celije, jer se narusava njen integritet, fluidnost i funkcija membrane
(53,54).

Povezanost oksidativnog stresa sa patofiziologijom brojnih akutnih i hroni¢nih
patoloskih stanja, ukljucuju¢i HBB i TBB, potvrdilo je vise studija (55, 56). Pokazano je da u
plazmi kod pacijenata sa HBB postoji povisena koncentracija markera oksidativnog stresa (56).
Kombinacija oksidativnog stresa, hroni¢ne inflamacije i endotelne disfunkcije formira trijadu
koja odrzava dvosmerni zacarani krug izmedu HBB i sistemskih komplikacija. Shodno tome,
oksidativni stres ne samo da doprinosi progresiji HBB, vec i proizilazi iz njega (57, 58).
Izmjenjena funkcija mitohondrija uz prekomjernu produkciju slobodnih radikala smatra se
kljuénim faktorima koji doprinose povecanom oksidativnom stresu kod bolesnika sa HBB.
Postoji korelacija izmedu bubrezne slabosti i markera inflamacije, kao sto su visokoosetljivi C-
reaktivni protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), faktor nekroze tumora-a (TNF-a) i fibrinogen.
Ovi molekuli mogu doprineti oksidativnom stresu kroz modulaciju razli¢itih signalnih puteva
(59). Zauzvrat, povecéani oksidativni stres moze intenzivirati inflamaciju, stvarajué¢i zacarani
krug voden aktivacijom faktora nuklearne transkripcije kB (NF-xB), koji regulise aktivaciju i
regrutovanje imunih c¢elija. Kroz ovaj mehanizam, inflamatorni citokini povezani sa
oksidativnim stresom mogu ostetiti bubrezna tkiva, promovisuci apoptozu, nekrozu i fibrozu,
igraju¢i klju¢énu ulogu u patogenezi i progresiji HBB (60). Dodatno, kod pacijenata sa HBB
oksidativni stress se javlja usled akumulacije uremijskih toksina. Ovi toksini doprinose i
inflamaciji i oksidativnom stresu, tako Sto privlace polimorfonuklearne celije, aktiviraju IL-1b
i IL-8 i pokre¢u urodeni imuni odgovor. Kod bolesnika sa TBB, sama HD moze dodatno da
pogorsa oksidativni stres tokom svake sesije, usled oslobadanja ROS od strane fagocita na
povr§ini MHD. Stavise, hemodijaliza iscrpljuje antioksidativni kapacitet tela, uklanjanjem
antioksidativnih jedinjenja tokom samog procesa HD (61). Ovaj povecani oksidativni stres
moze dovesti do endotelne disfunkcije, pogorsati aterosklerozu i doprineti razvoju KVB ili
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razli¢itih maligniteta kod bolesnika sa TBB (62). Povecana proizvodnja ROS takode izaziva
strukturne promene u Bz-mikroglobulinu, $to je povezano sa incidencom amiloidoze kroz
inflamatorne procese u HBB (63). Druga stanja povezana sa oksidativnim stresom kod HBB
ukljuCuju anemiju, malnutriciju, hipertenziju, fibrozu bubrega, neuroloske poremecaje i
ubrzano starenje (64, 65).

1.8. Inflamacija kod bolesnika na hemodijalizi

Inflamacija je prirodni i neophodni slozeni bioloski odgovor organizma na razne
stimulanse, kao $to su patogeni, oStecene Celije ili toksi¢ne materije. Odgovorna je za migraciju
¢elija imunskog sistema na ciljno mesto stimulansa, nakon niza koraka koje olakSavaju i
koordiniraju citokini, hemokini i proteini akutne faze (66). Dok je akutna inflamacija poZeljan
odgovor na dejstvo Stetnog stimulusa, hroni¢na inflamacija predstavlja neprilagoden odgovor
na dejstvo Stetnog stimulusa, koji moze dovesti do ostecenja tkiva i fibroze.

Prvi put je predlozeno 1983. godine da inflamacija, putem oslobadanja interleukina-1
(IL-1) iz monocita, kao glavnog citokina inflamacije, uz interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze
tumora o (TNF-a), stoji u osnovi brojnih komplikacija kod bolesnika na hroni¢noj dijalizi.
Danas je poznato da razvoj inflamacije pocinje u ranijim stadijumima HBB, mnogo prije
potrebe za hroni¢nom dijalizom, a poviseni nivoi inflamatornih biomarkera, kao §to su IL-6 i
CRP ukazuju na to da se HBB i hroni¢na dijaliza mogu posmatrati kao inflamatorni procesi
niskog stepena (67). Zanemarujuéi etiologiju HBB, moze se rec¢i da je hroni¢na inflamacija
ujedno i uzrok i posledica patofiziologije HBB. U stvari, hroni¢na inflamacija niskog stepena
prepoznata je kao vazan faktor koji doprinosi riziku od smrtnosti, kardiovaskularnih dogadaja,
progresije bubrezne bolesti i drugih Stetnih ishoda, i kod HBB i kod hroni¢ne dijalize (67, 68).
Upravo je studija sa nasih prostora pronasla zna¢ajnu pozitivnu linearnu korelaciju izmedu IL-
1B sa indeksom tjelesne mase (ITM) kod bolesnika na HD sa malnutricijom, odnosno sa
paratireoidnim  hormonom  (PTH) kod dijaliznih  bolesnika sa  sekundarnim
hiperparatireoidizmom, ukazujuéi da ovaj citokin ucestvuje u patogenezi navedenih klinickih
komplikacija (69).

Vise faktora, odnosno puteva, doprinose razvoju hroni¢ne inflamacije kod bolesnika sa
HBB, posebno kod bolesnika na hemodijalizi. Kako opada nivo bubrezne funkcije, smanjen
klirens, udruzen sa povecanom produkcijom proinflamatornih citokina, dovodi do povecanja
njihove koncentracije u cirkulaciji.

Uremijski toksini dovode do izmjenjenog imunskog odgovora i dodatno pogorsavaju
inflamatorno stanje, kroz promovisanje oksidativnog stresa. Interakcije izmedu genetske
predispozicije, zivotnog stila, ishrane, okruzenja, predstavljaju epigenetske faktore Kkoji
doprinose inflamaciji (70). Moze se re¢i da izmedu inflamacije i oksidativnog stresa postoji
pozitivna povratna sprega, u kojoj se medusobno pojacavaju. Povisen nivo slobodnih radikala
pokrec¢e kaskadu intracelularnih signalnih puteva koji aktiviraju NF-kB, zbog ¢ega dolazi do
pojacane ekspresije proinflamatornih gena. S druge strane, aktivirani neutrofili oslobadaju
veliku koli¢inu slobodnih radikala, §to dovodi do povisenog oksidativnog stresa na mestu
inflamacije (71). HBB karakterise izmjenjen metabolizam adipoznog tkiva u kome postoji visok
nivo ekspresije proinflamatornih gena. Hroni¢na inflamacija niskog stepena, kod pacijenata na
HD, povezana je sa nezeljenim klinickim ishodima, ukljucujuéi smrtnost od svih uzroka,
kardiovaskularne dogadaje, progresiju bolesti bubrega, smanjenu motoricku funkciju,
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kognitivno oStecenje, kao i druge stetne posledice, ukljuc¢ujuéi poremecaj metabolizma minerala
i kostiju (CKD-MBD), anemiju i insulinsku rezistenciju (67).

1.9. Telomere

Telomere su proteinske strukture koje se nalaze na krajevima svakog kraka hromozoma
eukariotske DNK. Ove hromozomske kapice su jedna od najvaznijih struktura koje cuvaju
strukturni integritet linearne DNK tokom svakog ciklusa replikacije (72). Telomere se sastoje
od tri komponente: telomerne DNK, ,shelterin“ kompleksa i telomeraza kompleksa.
Molekularna analiza pokazala je da se telomerna DNK sastoji od dugackog dvolan¢anog dijela
koji se sastoji od niza ponavljajucih sekvenci (TTAGGG), a koji se zavrSava jednolancanim
dijelom iste ponavljajuce sekvence duzine 50-300 nukleotida uvijek orijentisanim u pravcu 5’-
3’. ,,Shelterin“ kompleks ¢ini Sest razli¢itih proteinskih subjedinica, vezuje telomernu DNK
tako Sto se jednolancani niz ponavljajucih sekvenci umece tj prodire u dvolancani niz telomerne
DNK formirajuéi strukturu u obliku slova T poznatu pod nazivom T-petlja. Formirajuéi ovu T-
petlju ,,shelterin® kompleks vrsi zastitnu ulogu jer omogucuje da terminalni dio telomere ostane
sakriven. Dodatno ovaj kompleks djeluje protektivno tako $to inibira aktivaciju nekoliko tipova
kinaza koje bi dovele do prekida celijskog ciklusa, kao 1 viSe puteva kojima se vrsi popravka
oste¢enja DNK (73). Telomere predstavljaju nekodiraju¢i segment DNK ¢ija je funkcija zastita
krajeva DNK od vezivanja ,,end to end, omogucavaju¢i potpunu hromozomsku replikaciju i
sluze¢i kao molekularni tajmer kontrolisanjem Zzivotnog vijeka eukariotske celije. Telomere
takode sprecavaju da se slobodni krajevi hromozoma pojave kao dvolancani prekidi DNK, §to
zauzvrat §titi krajeve od sluc¢ajne popravke DNK (74).

Sa svakom diobom ¢elije, telomere se postepeno skrac¢uju. Naime, duzina telomera kod
ljudi varira izmedu 10-15 kilobaznih parova (kbp), a procjenjuje se da se sa svakom diobom
skrati za 50-250 bp (75). Skracivanje telomera, u proliferiSu¢im ¢elijama samoobnavljajuéih
tkiva, kao $to su hematopoetske ¢elije, ¢elije koZe i ¢elije gastrointestinalnog epitela u izvjesnoj
mjeri ublaZzava enzim telomeraza. Telomeraza kompleks se sastoji od telomerazne reverzne
transkriptaze (engl. telomerase reverse transcriptase, TERT), telomeraznog RNK Sablona
(engl. telomerase RNK template component, TERC) i nekoliko pomo¢nih proteina kao $to su:
diskerin, NHP2, NOP10, GAR1 1 TCABI. TERT predstavlja kataliticku subjedinicu telomeraze
i sintetiSe de novo telomernu DNK koriste¢i TERT kao Sablon i 3” kraj hromozoma kao prajmer.
Dok pomo¢ni proteini stabilizuju telomerazni kompleks, ucestvuju u njegovom sastavljanju 1
reguli$u njegovu lokalizaciju i aktivnost unutar jedra (73) .

Medutim, vec¢ina odraslih stem ¢elija 1 somatskih tkiva nema dovoljan nivo aktivnosti
telomeraze da odrzava duzinu telomera konstantno, tako da one posle izvjesnog broja dioba
dostizu kriticnu duzinu, odnosno tacku starenja. Tada se aktiviraju inhibitori ¢elijskog ciklusa
p21 1 pl6, zaustavlja se proliferacija Celije, i ¢elija ulazi u proces apoptoze i ¢elijske smrti $to
predstavlja fizioloSko starenje ili M1 fazu (eng. mortality stage 1) (75, 76). Moze se desiti da
¢elija izbjegne ovu kontrolnu tacku i nastavi sa diobom, telomere postaju ekstremno kratke i
pokrec¢u se proteini odgovorni u slu¢aju oSte¢enja DNK i dolazi do ,,end to end* vezivanja
slobodnih krajeva hromozoma, ¢ime se oni destabilizuju i dolazi do apoptoze ¢elije Sto
predstavlja M2 fazu (eng. mortality stage 2). Ukoliko izbjegne i ovu tacku provjere, onda se
nastavlja dalje skracivanje telomere te one u jednom momentu dostizu konstantnu duzinu a
¢elija postaje besmrtna odnosno moze beskrajno da proliferiSe $to je slucaj sa tumorskim
¢elijama (76).
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Starenje celija osim prekida proliferacije prate i promjene u hromatinu, genskoj
ekspresiji, organelama i1 samoj morfologiji ¢elije. Osim toga, ove Celije sintetiSu jedan set
proinflamatornih citokina koji je oznacen kao sekretorni fenotip u ¢ijoj je osnovi starenje (eng.
senescence associated secretory phenotype, SASP) $to za krajnji rezultat ima sistemsku
hroni¢nu inflamaciju. Skraéivanje telomera i poremecaj njihove funkcije dovodi se u vezu sa
razli¢itim bolestima u ¢ijoj je osnovi starenje, za Sta je odnedavno u upotrebi termin
telomeropatije odnosno telomerni sindrom (77).

Brojni endogeni 1 egzogeni faktori uticu na skrac¢enje telomera a medu njima su zivotni
stil, puSenje, konzumacija alkohola, gojaznost, inflamacija, faktori okoline i oksidativni stress
(slika 5). PodloZnost dejstvu ROS smatra se da proistie iz velike koli¢ine guanina u sastavu
telomera. Svi navedeni faktori su prisutni u patogenezi HBB i TBB tako da se moze re¢i da
postoji povezanost izmedu skracenja telomere i razvoja HBB (77,78).

Unutrasnji faktori Spoljasnji faktori
* celijska *  Zivotni stil (ishrana,
dioba/starenje pusenje)
* oiteCenje DNK *  mentalni stres/depresija
* inflamacija *  stres

Bolesti u ¢ijoj

v Zdravlje r s osnovi je starenje
v Normalan Zivotni Skracivanje telomera v Skracen Zivotni
vijek vijek

Unutrasnji faktori Spoljasnji faktori
* telomeraza *  zdrav nadin Zivota
*  polni hormoni * fizi€ka aktivnost/vjeZbanje

* smanjen stres

TERT genska terapija (AAV vektori)
TERT aktivacioni molekuli (npr. polni hormone, lijekovi i dr.)
TERT mRNK

Slika 5. Faktori koji doprinose skradivanju telomera. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz Bar
C and Blasco MA. Telomeres and telomerase as therapeutic targets to prevent and treat age-related
diseases [version 1; peer review: 4 approved]. F1000Research 2016,5 (F1000 Faculty Rev):89
(https://doi.org/10.12688/f1000research.7020.1) (79).
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1.10. Klotho protein

Kada su 1997. Kuro i saradnici otkrili Klotho protin, okarakterisali su ga kao protein
koji usporava starenje, kao i da je prvenstveno eksprimiran u epitelnim ¢elijama tubula bubrega
(80). Oni su kod miseva sa hipomorfnim alelom za Klotho zapazili nastanak sindroma
visestrukog otkazivanja organa, kao i ubrzano starenje, skracen zivotni vijek, poremecen
metabolizam minerala, arterosklerozu, kardiomiopatiju, atrofiju koze, osteoporozu (81). Danas
se zna da Klotho protein ucestvuje u vise procesa koji uti¢u pozitivno na organizam i Stite ga,
ali takode i da igra patofizioloSku ulogu u brojnim bolestima vezanim za starenje, izmedu ostalih
HBB. Novije studije su pokazale povezanost izmedu razvoja i progresije HBB i smanjenja nivoa
Klotho proteina (82, 83).

Domen za vezivanje
FGF23

o-Klotho

Slika 6. Molekularni prikaz strukture Klotho proteina (sivo obojen je a- Klotho, ljubicasto
domen za vezivanje FGF23 a zuto domen za vezivanje receptora). Preuzeto uz izmjene na srpski
jezik iz: Phan P, Saikia BB, Sonnaila S, Agrawal S, Alraawi Z, Kumar TKS, lyer S. The Saga of Endocrine
FGFs. Cells. 2021; 10(9):2418. https://doi.org/10.3390/cells10092418. (84)

Klotho proteini obuhvataju slede¢e podfamilije: a-Klotho, B-Klotho i y-Klotho. a-Klotho se
moze naci U bubrezima i paratiroidnim zlezdama, p-Klotho se eksprimira u jetri i masnom tkivu
i ove dve podfamilije imaju bioloske funkcije, dok se y-Klotho eksprimira u oku, vezivhom
tkivu, i za sada je njegova uloga nejasna (81, 82).

a-Klotho (Klotho) je transmembranski protein, sa jednim prolazom kroz membranu,
koji se sastoji od velikog ekstracelularnog domena, transmembranskog domena i kraceg
intracelularnog domena (Slika 6.). Pod dejstvom metaloproteinaza ADAM 10 i ADAM 17,
moze se odvojiti njegov ekstracelularni domen, tako da se javljaju dvije forme: membranski
vezan Klotho (mKIlotho) i solubilni Klotho (sKlotho) (85). Gen za ove dvije forme, kao i njihove
funkcije prikazani su naslici 7.
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Slika 7. Membranski i solubilni a-Klotho. a) Gen za a-Klotho i njegove varijante; b) Funkcije
membranskog i solubilnog a-Klotho. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz Kuro-o M (2019) The Klotho proteins
in health and disease. Nat Rev Nephrol 15:27-44 (80).

mKlotho formira binarni kompleks sa receptorom faktora rasta fibroblasta 23 (FGF23)
(FGFR) i povecava afinitet vezivanja za receptor samog FGF23. Klotho je takode odgovoran
za metabolizam fosfata i kalcijuma, homeostazu vitamina D, ucestvuje u inflamatornim
signalnim putevima, u kardiovaskularnoj homeostazi (86). Pored oblika vezanog za membranu,
sKlotho djeluje nezavisno od FGF23, ispoljavajuéi svoje dejstvo kao endokrini i parakrini
hormon tj. ostvarujuci anti-aging efekte na viSe sistema organa, putem supresije vise signalnih
puteva, faktora rasta, regulacijom jonskih kanala i receptora. sKlotho pokazuje antioksidativnu
aktivnost, posredovanu inhibicijom insulin/insulinu slicnog faktora rasta-1 (IGF-1) i
transformiSuceg faktora rasta- p1 (TGF-B1) signalinih puteva, i takode aktiviranjem Fox O
faktora transkripcije i inhibicijom Toll-like receptora 4 (TLR4) (87).

Novija istrazivanja pokazala su da Klotho modulacijom signalnih puteva dovodi do
povecane ekspresije odgovarajucih antioksidanasa. Naime, inhibicijom insulin/IGF-
1/PI3K/Akt/FoxO signalnog puta, Klotho promovise ekspresiju mitohondrijalne SOD2 i
katalaze, dok aktivacijom protektivnog Nrf2 signalnog puta promoviSe ekspresiju
hemoksigenaze i glutation-peroksidaze (88). Antiinflamatorno dejstvo Klotho-a se ogleda u
suprimiranju NF-«xB i posledi¢no suprimiranju luéenja prolinflamatornih citokina koje izaziva
NF-xB, a §to smatra klju¢nim faktorom u progresiji hroni¢ne inflamacije kod HBB (82).

Klotho djeluje protektivno na bubrege, §to se ispoljava kroz inhibiciju starenja,
inhibiciju apoptoze ¢elija, antioksidativnu i antiinflamatornu ulogu, kroz indukciju autofagije,
Cuvanje stem Celija, supresiju renalne fibroze (81).

Glomeruli ne filtriraju sKlotho, ve¢ procesom translokacije on prolazi kroz tubule sa
bazolateralne ka luminalnoj strani i zatim se ekskretuje putem urina. Tako bubrezi igraju
dvojaku ulogu u homeostazi Klotho-a, budu¢i da ucestvuju u njegovoj produkciji i luéenju u
cirkulaciju, ali i uklanjanju iz cirkulacije putem urina (81, 89). Sa padom funkcije bubrega
dolazi do smanjenja produkcije Klotho proteina, time i smanjenja njegovih povoljnih uticaja na
bubrege (90).
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1.11. Mortalitet kod bolesnika na hemodijalizi

Godisnja stopa mortaliteta bolesnika na HD nekoliko puta je ve¢a u poredenju sa opstom
populacijom. Na slici 8 prikazano je poredenje izmedu ocekivanih preostalih godina zivota za
bolesnike na dijalizi ili bolesnike sa transplantiranim bubregom u odnosu na ops$tu populaciju.
Bolesnici koji tek zapo¢inju HDimaju veci rizik od smrtnog ishoda, u odnosu na one koji su vec¢
duze na dijalizi, posebno prvih nekoliko mjeseci (91).
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Slika 8. Ocekivane preostale godine Zivota kod bolesnika na dijalizi i bolesnika sa

transplantatom u odnosu na opstu populaciju. Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: ERA-EDTA
registra dostupno na ERA-Registry-Annual-Report-2021_231206.pdf (era-online.org)(12)

Na osnovu podataka iz DOPS studije, u kojoj je ucestvovalo 11 zemalja, povecana je
rana stopa mortaliteta u periodu do 120 dana od zapoc¢injanja le¢enja dijalizom. Stopa ranog
mortaliteta bila je najveca u Japanu, a najniza u Velikoj Britaniji. Mogu¢i razlozi za to su
karakteristike bolesnika i njegove njege prije zapocinjanja HD, razlike u vezi sa samom HD u
smislu same pripreme za HD, vaskularnog pristupa, nacionalnih skrining programa i na kraju,
odustajanje od HD (91).

Blizu 4 miliona ljudi u svijetu se le¢i nekim od modaliteta zamjene bubrezne funkcije,
a hemodijaliza jeste naj¢e$¢i modalitet, obuhvataju¢i 69% bolesnika u terminalnoj fazi HBB.
KVB se javljaju kod dvije tre¢ine pacijenata na dijalizi, a kod 50% bolesnika je uzrok smrti.
Spektar KVB koji se javlja kod bolesnika na dijalizi je $irok i proteze se od komplikacija
izazvanih aterosklerozom, kao sto su infarkt miokarda i sr¢ana insuficijencija, preko nefatanih
1 fatalnih aritmija do iznenadne sr¢ane smrti. Za razliku od nekih drugih hroni¢nih bolesti, ¢ija
se smrtnost smanjila na globalnom nivou u toku posljednjih decenija, sa HBB to nije slucaj, ve¢
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sasvim suprotno, smrtnost u ovoj populaciji je u porastu (91). Dodatno, bolesnici na dijalizi
imaju smanjen kvalitet Zivota, Citav niz simptoma i klinickih ishoda (Slika 9), koje nije lako
kontrolisati, tako da njihovo pazljivo pracenje i ispitivanje moze pomo¢i u pravljenju strategije

za smanjenje rizika u ovoj populaciji (92,93).

A

Od rastuceg znacaja

~ Od vitalnog znacaja

Gréevi Anksioznost i stress Svrab Paratireoidni
Kalcijum Finansijska sposobnost Nivo fosfata hormon
Svjesnost Uzivanje u hrani Seksualna funkcija  Sindrom nemirnih

Zdravlje kostiju Spavanje Mutnina i povracanje nogu

Slika 9. Piramidalni prikaz simptoma i klini¢kih ishoda kod bolesnika na dijalizi. Preuzeto
uz izmjene na srpski jezik iz: Bello AK, Okpechi IG, Osman M.A. et al. Epidemiology of haemodialysis
outcomes. Nat Rev Nephrol 2022; 18: 378-395. https://doi.org/10.1038/s41581-022-00542-7 (93).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uzimajuéi u obzir sve prethodno navedene Cinjenice, kao i efekte koje Klotho protein,

skracenje duzine telomera, oksidativni stres i inflamacija pa i dijaliza sama po sebi imaju na
morbiditet i mortalitet pacijenata sa TBB, postavljeni su sledeci ciljevi ove studije:

1.

Utvrditi da li postoji razlika u koncentracijama Klotho proteina u krvi bolesnika na
hemodijalizi prije i posle dijaliznog tretmana, kao i nakon 6 mjeseci od pocetka studije.

Utvrditi da li postoji razlika u duZzini telomera leukocita periferne krvi bolesnika na
hemodijalizi, prije i posle dijaliznog tretmana, kao i nakon 6 mjeseci od pocetka studije.

3. Utvrditi da li postoji razlika u koncentracijama parametara redoks statusa
(markeri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite) u krvi bolesnika na
hemodijalizi prije 1 posle dijaliznog tretmana, kao i nakon 6 mjeseci od pocetka
studije.

4. Uporediti koncentracije Klotho proteina, parametara redoks statusa i duzinu
leukocitnih telomera kod bolesnika na hemodijalizi, sa vrijednostima istih
parametara, kod zdravih osoba uparenih po godinama i polu sa grupom

bolesnika.

5. Izracunati skor za procjenu mortaliteta po Floege-u i primjeniti ga na nasu grupu
bolesnika.

6. Izracunati skor za procjenu Sestomjese¢nog mortaliteta po Santos-u i primjeniti

ga na nasu grupu bolesnika.

7. Utvrditi dijagnosti¢ki znacaj odredivanja Klotho proteina, duzine telomera
leukocita periferne krvi, markera oksidativnog stresa u predikciji komplikacija
TBB, poveéanih skorova za rizik od mortaliteta, kao i za pojavu akutnih
kardiovaskularnih bolesti (akutni infarkt miokarda, akutni mozdani udar) 1
smrtnog ishoda u Sestomjese¢nom periodu.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je ukljuceno 130 bolesnika (98 muskaraca, 75,4%) prosjecne starosti 66
(54-72) godina, koji su na redovhom programu HD u Klinickom odeljenju za nefrologiju i
metaboli¢ke poremecaje sa dijalizom ,,Prof dr Vasilije Jovanovi¢“ KBC ,,Zvezdara“. Bolesnici
su dijalizirani tri puta nedeljno u trajanju 4 do 5 h, uz primenu poliamidnih i polisulfonskih
membrana, niskog ili visokog fluksa.

Kod 56 (43%) bolesnika osnovna bolest je bila hipertenzija, dok je dijabetes mellitus
uzrokovao TBB kod 30 (23,1%), glomerulonefritisi kod 14 (10,8%), policisti¢na degeneracija
bubrega kod 14 (10,8%) a nepoznat uzrok TBB imalo je 16 bolesnika (12,3%).

U studiji je ucestvovalo i 39 zdravih ispitanika (19/20 48,7/52,3)prosje¢ne starosti 59
(56-62,5)koji su ¢inili kontrolnu grupu a koji su regrutovani na Farmaceutskom fakultetu.

Svi ucesnici studije su detaljno upoznati sa ciljevima i ofekivanim ishodima studije.
Nakon informisanja i potpisivanja pristanka za ucestvovanje, Svi ispitanici su dobili
standardizovani upitnik. Popunjavanjem upitnika dali su podatke o zivotnim navikama (tip
ishrane, stepen fizicke aktivnosti, konzumiranje alkohola, pusenje, terapija i porodi¢na istorija
bolesti). 1z istorija bolesti prikupljeni su slede¢h demografski podaci: starost, tjelesna tezina i
visina, obim struka i kukova, sistolni i dijastolni pritisak, kao i klini¢ki podataci: osnovni uzrok
bolesti, duzina trajanja dijalize, prisustvo kardiovaskularnih bolesti, kao i prisustvo drugih
komorbiditeta.

Studija je planirana 1 sprovedena prema etiCkim principima u skladu sa HelsinSkom
deklaracijom, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta KBC ,,Zvezdara“ sa sjednice odrzane
22.01.2021. godine.

3.2. Uzimanje uzoraka i njihovo ¢uvanje

Za potrebe istrazivanja ispitanicima je uzimana periferna venska krv. Ukupno je uzeto
22 mL krvi slede¢om dinamikom: prije HD 1 vakutajner sa EDTA antikoagulansom od 6 mL,
i 1 serumski vakutajner sa serum gel separatorom od 10 mL ,a posle zavrSene HD 1 vakutajner
sa EDTA antikoagulansom od 6 mL. Svi uzorci su nakon transporta na Farmaceutski fakultet
bili obradeni, skladisteni na -80° C do analiziranja, dok su ostaci odloZeni na na nac¢in propisan
za bioloski otpad.

3.3. Osnovne hematoloske i biohemijske analize

U sklopu redovnog kontrolnog pregleda ucesnicima je uraden osnovni biohemijski i
hematoloski profil u laboratoriji Sluzbe za laboratorijsku dijagnostiku (SLD) KBC ,,Zvezdara“
i to:

- parametri lipidnog statusa (ukupan holesterol, LDL-holesterol, HDL-holesterol,
trigliceridi);
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- dijalizni parametri (kreatinin, urea, mokra¢na kiselina);
- enzimski profil jetre (AST, ALT, LDH, GGT);

- glukoza;

- ukupni proteini, albumin;

- CRP;

- feritin;

- kalcijum;

- PTH.

Svi navedeni parametri su uradeni rutinskim metodama na automatskom analizatoru
Roche/Hitachi Cobas c¢501 (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) i preuzeti iz
informacionog sistema SLD KBC ,,Zvezdara“.

Kompletna krvna slika (5-part diff) je odredena na hematoloskom brojacu XN 1000
(Sysmex Corporation, Kobe, Japan) metodom proto¢ne fluorescentne citometrije.

U laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu
odredena je koncentracija Klotho proteina, duzina telomera i parametri redoks statusa.

3.4. Odredivanje koncentracije humanog Klotho proteina

U uzorcima plazme uzetih prije i nakon HD odredena je koncentracija humanog Klotho
proteina metodom sandwich ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent assay). Radi se o visoko
specifi¢noj tehnici koja se koristi za detekciju 1 kvantifikaciju raznih antigena. Vezujuce
antitijelo (At) je adsorbovano ili kovalentno vezano za ¢vrstu fazu a dodaje se uzorak koji sadrzi
antigen od interesa koga veZe adsorbovano At. Zatim se dodaje enzimom obiljezeno detekciono
At koje se veze za drugi epitop na antigenu od interesa i formira se sendvi¢ koji ¢ine dva At i
izmedu njih antigen. Dodaje se supstrat i pod katalitickim dejstvom enzima nastaje proizvod
¢ija je kolicina direktno proporcionalna koli¢ini antigena u uzorku (94). U nasem istrazivanju
kori$éen je komercijalni DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis, SAD). Prema uputstvu
proizvodaca rastvor vezujucih At se razblaZi na radnu zapreminu sa PBS puferom. Ploc¢e sa 96
bunari¢a potrebno je pripremiti za rad tako $to se u svaki bunar¢i¢ sipa 100 pL rastvora At koja
vezuju, ploce se pokriju i inkubiraju tokom no¢i na sobnoj temperaturi. Nakon toga ploce se
peru sa puferom za ispiranje (Wash Buffer) i to se ponavlja tri puta pri ¢emu je veoma bitno
kompletno ukloniti svu te€nost nakon svakog ispiranja. Stoga se nakon treceg ispiranja ploca
prevrne na papirnu vatu kako bi se uklonili zaostali tragovi pufera. U svaki bunarci¢ se dodaje
Diluent 1 inkubira na sobnoj temperaturi sat vremena nakon ¢ega se ponavlja korak ispiranja i
ploce su spremne za rad. U ovako pripremljenu plocu dodaje se 100 uL uzorka u svako polje,
ploca pokriva 1 inkubira 2 h na sobnoj temepraturi nakog Cega slijedi korak ispiranja. Slijedi
dodavanje detekcionog At u svako polje na ploci 1 inkubacija pokrivene ploce na sobnoj
temperaturi 2 h i ponovi korak ispiranja. Zatim se u svako polje dodaje Streptavidin konjugovan
sa peroksidazom rena i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi bez izlaganja direktnoj
svjetlosti. Posle koraka ispiranja dodaje se rastvor supstrata u svako polje i pokrivena ploca
inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi bez izlaganja direktnoj svjetlosti. Ponovi se ispiranje
1 u svako polje doda rastvor za zaustavljanje reakcije (Stop Solution), ploca se pokrije 1 dobro
se izmjeSa a zatim se izvr$i oCitavanje apsorbance na 450 nm uz korekciju na 540 i 570 nm. Sva
mjerenja su obavljena na SPECTROstar Nano UV/VIS (BMG Labtech, Ortenberg, Germany)
citacu.
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Prema uputstvu proizvodaca pripremljen je set standardnih rastvora, a za svaku plo¢u
odredena je posebna standardna kriva. Standard se rastvori u odredenoj zapremini pufera za
raredivanje prema uputstvu ¢ime je dobijena pocéetna koncentracija od 5000 pg/mL. U prvu
epruvetu sipano je 1000 pL rekonstituisanog standarda, dok je u preostalih Sest epruveta dodato
500 pL pufera za razredivanje. Zatim se iz prve epruvete prenese 500 pL standarda u slede¢u
epruvetu, sadrzaj homogenizuje ¢ime je dobijeno razblazenje 1:2 odnosno koncentracija 2500
pg/mL. Postupak serijskog razblazivanja ponavlja se na isti nac¢in do poslednje epruvete i tako
se dobijaju sledece koncentracije standarda: 5000, 2500, 1250, 625, 313, 156 i 78,1 pg/mL sto
je prikazano na slici 10.

500ul.  S00uL  500pL  500pL  500uL 500uL
r\ = YU an YWan Wan Wan YWan

o —
Rekonstituisani 5000 2500 1250 625 313 156 78.1
standard pgmL pg/mL pg/mL pgmL pg/mL pg/mL pg/mL

Slika 10. Rekonstitucija standarda prema uputstvu proizvodaca. Preuzeto uz izmjene
na srpski jezik iz: Human Klotho DuoSet (rndsystems.com) (95)

3.5. Izolovanje PBMC i odredivanje duZine telomera

3.5.1. Izolovanje PBMC

Mononuklearne celije periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cell, PBMC)
iz pune krvi su izolovane koris¢enjem Ficoll-Paque® gradijenta (Cytiva, Global Life Sciences
Solutions, Marlborou, SAD). Koriste¢i centrifugu sa swing-out rotorom radi dobijanja ravnog
sloja buffy coat-a, EDTA- vakutajneri su centrifugirani na 1250 g 10 min. Prvi izdvojeni sloj u
vakutajneru koji predstavlja plazmu se uklanja vode¢i racuna da se ne poremeti sledeci sloj
buffy coat a zatim se pomocu Pasterove pipete prenese buffy coat sloj u epruvetu sa PBS
puferom i izvr$i homogenizacija dobijene mjesavine PBS-a i buffy coat-a njenim uvlacenjem i
ispustanjem iz pipete. U sledeCem koraku se dobijena mjeSavina pazljivo prenosi u novu
epruvetu sa 2 ml Ficoll Paque gradijenta tako $to se lagano ispusta niz zid epruvete vodeci
rac¢una da se pri tom ne dotakne sloj Ficoll-a. Slijedi sporo centrifugiranje 20 minuta na 1000 g
¢ime se postize izdvajanje slojeva plazme, PMBC, Ficoll-a i sloja eritrocita sa granulocitima na
dnu epruvete. Da bi se ovi slojevi razdvojili u potpunosti Ficoll treba biti temperiran na sobnu
temperaturu. Sloj PBMC u vidu bjelicastog prstena se pazljivo izvuce Pasterovom pipetom i
prenese u ependorficu od 2mL koja se zatim dopuni do crte PBS puferom. Sadrzaj u ependorfici
se blagom inverzijom izmje$a a zatim centrifugira na 800 g 7 min, nakon C¢ega se dobijeni
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supernatant odbaci dok u talogu ostaju PBMC. Ukoliko su eritrociti zaostali u talogu §to se vidi
po obojenosti taloga dodaje se amonija¢ni rastvor za liziranje eritrocita. Nakon 5-10 minuta
stajanja da bi se lizirali eritrociti ponovi se centrifugiranje 7 min na 800 g i ponovo odbaci
supernatant. Talog se ispira uz resuspendovanje ¢elija sa ImL PBS i centrifugira na 800 g 7
min. Supernatant se dekantuje a istaloZene ¢elije se zamrznu i ¢uvaju na -80 °C do dalje obrade.

3.5.2. Ektrakcija genomske DNK iz PBMC

Genomska DNK iz PBMC je ekstrahovana koris¢enjem komercijalnog DNK kompleta
(Flexi GENE DNA kit, Qiagen). Pufer za liziranje se dodaje u epruvetu sa izolovanim PBMC i
izmjeSa inverzijom 5 puta a zatim centrifugira 20 s na 10 000 x g. Dobijeni supernatant se odbaci
a epruveta okrene naopako na ¢ist list papirne vate da bi se viSak supernatanta sa ruba epruvete
ocjedio vodeci racuna da talog ostane u epruveti. Smjesa proteaze i denaturacionog pufera u
odnosu 1:100 pripremljena neposredno prije postupka izdvajanja, se dodaje u epruvetu koja se
zatvori i na vorteksu odmah promjesa otprilike 5 s dok se ne homogenizuje talog, $to se vizuelno
opservira. Epruveta se stavlja 10 min u vodeno kupatilo na 65 °C. Slede¢i korak je klju¢an za
sam proces izdvajanja DNK jer sa dodatkom 100% izopropanola i inverzijom epruvete dolazi
supernatant se odbaci a epruveta okrene naopako na Cist list papirne vate da se upije visak
supernatanta, istovremeno vode¢i ra¢una da DNK u obliku bijelog taloga ostane u epruveti.
Tako istalozena DNK se ispira sa 70% etanolom promjesa na vorteksu 5 s i ponovo centrifugira
3min na 10 000 x g uz ponavljanje postupka sa odbacivanje supernatanta i ocjedivanjem viska
na Cistoj papirnoj vati. Istalozena DNK se ostavi Smin da se osusi na vazduhu dok sva tecnost
ne ispari a zatim se dodaje hidratacioni pufer kako bi se talog DNK rastvorio a to se postiZze u
potpunosti stavljanjem epruvete u vodeno kupatilo 30 min na 65 °C. Nakon izolovanja DNK na
prethodno opisan nacin, potrebno je odrediti njenu koncentraciju kao i prinos i Cistocu.
Koncentracija DNK je odredena spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije na 260 nm
(SPECTROstar Nano with LVis plate; BMG LABTECH, Ortenberg, Njemacka). Prinos se
izraCunava mnozenjem dobijene koncentracije 1 zapremine koriS¢enog uzorka, dok se Cistoc¢a
procjenjuje mjerenjem koncentracija na 230 1 280 nm i izraunavanjem odnosa sa
koncentracijom dobijenom na 260 nm. Odnos apsorbanci A260/A280 ima raspon vrijednosti
od 1,7-1,9 dok nize vrijednosti ukazuju na kontaminaciju proteinima, dok odnos apsorbanci
A260/A230 treba da bude iznad 2 a niZe vrijednosti ukazuju na kontaminaciju organskim
rastvara¢ima. U uzorcima koje smo koristili u istrazivanju medijana za odnos A260/A230 je
iznosila 2,20 (2,09-2,25) odnosno za A260/A280 1.83 (1,81-1,84) s§to ukazuje na odsustvo
znacajne kontaminacija organskim rastvara¢ima i proteinima.

3.5.3. Odredivanje duzine telomera PBMC

Za odredivanje duzine telomera PBMC kori$c¢ena je metoda PCR u realnom vremenu
,»real time* PCR takode poznata kao kvantitativna PCR (qPCR). Postoji nekoliko varijacija
gPCR metode za odredivanje duzine telomera, ali je u osnovi princip isti. gPCR omogucava
pracenje amplifikacije, detekciju i kvantifikaciju DNK od interesa u realnom vremenu tokom
samog procesa amplifikacije. KoriS¢enjem florescentnih boja ili specifi¢nih proba omogucava
se detekcija, prati se fluorescentni signal koji proporcionalno raste sa porastom koli¢ine PCR
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proizvoda tokom svakog ciklusa PCR reakcije a mjeri se u realnom vremenu. Sama reakcija
prolazi kroz nekoliko faza. Denaturacija na visokoj temperaturi (95°C) odnosno razdvajanje
dvolan¢ane DNK na pojedina¢ne lance uz destabilizaciju sekundarne strukture. Slijedi
hibridizacija prajmera i faza ekstenzije uz DNK polimerazu na 72°C. Fluorescentna boja se veze
za dvolancanu DNK i sa porastom koli¢ine stvorene DNK u svakom ciklusu proporcionalno
raste i fluoroscentni signal. Na krivoj koja prati proces amplifikacije razlikuju se tri dijela
linearni pocetak, eksponencijalna faza i plato faza $to je prikazano na slici 11(96). Na x-osi je
prikazan broj PCR ciklusa a na y- osi intenzitet fluorescencije. Baseline predstavlja broj ciklusa
gPCR u toku kojih je fluorescentni signal priutan, ali je jo§ uvijek ispod praga detekcije.
Treshold ili grani¢na linija predstavlja momenat u reakciji kada intenzitet fluoroscentnog
signala prelazi pozadinski Sum. Na grafiku je predstavljena kao linija koja se nalazi iznad
baseline a presjeca reakcionu krivu u poc¢etku njene eksponencijalne faze. U dana$nje vrijeme
ova linija se unaprijed definise softverski. Treshold cycle (Ct) ili prema MICE nomenklaturi Cq
predstavlja broj ciklusa PCR u kome kriva reakcije presjeca ovu grani¢nu liniju odnosno kada
signal zaista poti¢e od uzorka koji analiziramo (97).

2,000,000 4

Plato faza

1,000,000 A

2,
k)
=
W
2 .
= Uzorak Eksponencijalna
= faza
s Ct
R Treshold linija ¢
=
3 ___________________
-
0 -
Baseline Nema uzorka
| |
0 20 40

Broj PCR ciklusa

Slika 11. Kriva amplifikacije

Preuzeto uz prevod na srpski jezik iz: Artika IM, Dewi YP, Nainggolan IM, Siregar JE, Antonjaya U.
Real-Time Polymerase Chain Reaction: Current Techniques, Applications, and Role in COVID-19 Diagnosis.
Genes (Basel). 2022 Dec 16;13(12):2387. doi: 10.3390/genes13122387. (96)

U ovom istrazivanju koriS¢ena je metoda po Cawthonu sa modifikacijama (98).
Ukratko, izolovana genomska DNK se amplifikuje PCR reakcijom uz prisustvo telomernih
prajmera, a uporedo sa njom kvantifikuje se i referentni gen, tzv ,,single-copy* gen, koji ima
samo dve kopije u diploidnom genomu. Kao refrentni gen koris¢en je albumin.
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Koristili smo sledece sekvence prajmera:
Telomerni prajmer:
(5-CACTAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT-3"),
telomere- reverzni prajmer:
(5’-TGTTAGGTATCCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA-3’),
Alb — prajmer
(5’-CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCT T
i albumin - reverzni prajmer
(5’-GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGGAAAAGCATGGTCGCCTGTT-3).

Konaéne reakcione smese za odredivanje duzine telomera i ,,single-copy” referentnog
gena su sadrzale: qPCR reakcionu smjesu (5k HOT FIREpol ® EvaGreen ® kPCR Mik Plus
(ROKS), Solis Biodine, Tartu, Estonija), forward prajmer, reverse prajmer i DNK matrica. PCR
odredivanje je izvrSeno prema slede¢im termalnim protokolima:

Protokol za uzorak Protokol za albumin
E;Er;]peratura Vrijeme | Broj ciklusa ;I;Er;]peratura Vrijeme Broj ciklusa
95 12 minuta |1 95 12 minuta 1
15 sekundi -
95 S sekundi | | 95 15 sekundi
49 20 sekundi -
95 15 sekundi 60 10 sekundi | 49
60 10 sekundi | 40 87 35 sekundi
72 35 sekundi

Sva PCR merenja su obavljena u realnom vremenu na PCR sistemu 7500 (Applied Biosistems,
Foster Citi, CA,SAD). PreraCunavanje rezultata je obavljeno metodom standarne krive.
Mjesanjem jednake koli¢ine DNK svih uzoraka koji se analiziraju formira se ,,pul® iz koga se
dobija standard najvece koncentracije a zatim prave serijska razblaZenja da bi izradila
standardna kriva. Kori$¢eni su standardi slede¢ih relativnih koncentracija 50 ng/pL, 12,5
ng/uL, 3,125 ng/uL i 0,78125 ng/pL. Na x-osi standardne krive nalaze se logaritmovane
vrijednosti koncentracije DNK, dok se na y-osi nalaze Cq vrijednosti. Standardna kriva mora da
zadovolji tri uslova da bi se mogla koristiti a to su: odgovarajuci nagib, odgovarajuc¢a linearnost
I niska varijacija u seriji. Nagib standardne krive predstavlja mjeru efikasnosti amplifikacije
tokom reakcije a izrazava se u procentima. Vrijednost nagiba od -3,32 odgovara 100%
efikasnosti a prihvaljiv nagib je od -3,21 do-3,59 odnosno 95-105 % efikasnosti. Standardne
devijacije Cq vrednosti svakog razblazenja standarda predstavlja varijaciju unutar serije.
Standardi su analizirani u svakoj seriji u triplikatu zajedno sa uzorcima, a potrebno je da je
standardna devijacija dobijenih Cq vrednosti manja od 0,2 da bi varijacija unutar serije bila
mala. Uslov za linearnost je R%> 0,99. Sa standardne krive koja ispunjava ove uslove moze se
na osnovu dobijene Cq vrednosti za svaki pojedinacni uzorak izracunati koli¢ina DNK od
interesa pri cemu je odnos inverzan $to je Cq vrednost manja, to ¢e biti veca koli¢ina DNK.
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Primjeri standardnih kriva za telomere i albumin kori§¢enih u ovom istrazivanju prikazani su
na slikama 12. i 13. Na x-osi standardne krive nalaze se logaritmovane koncentracije standarda
a na y-osi Cq vrijednosti.
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Slika 12. Primjer standardne krive za albumin
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Slika 13. Primjer standardne krive za telomere

S obzirom na veliki broj koraka od pocetnog uzorka do krajnjeg rezultata koji
obuhvataju izolaciju ¢elija, izolaciju DNK i kona¢no PCR reakciju, kao i na varijabilnosti u
svakom od tih koraka, dobijena Cq vrednost sama po sebi ne moze biti mjera duzine telomera.
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Da bi se kompenzovale varijacije u svakom od navedenih koraka, potrebno je izvrsiti korekciju
Cq vrednosti za duzinu telomera u odnosu na interni standard, odnosno endogenu kontrolu §to
se zove proces normalizacije. U tu svrhu se koristi referentni gen koji pokazuje stabilnost kroz
cijeli tok eksperimenta. U nasem slucaju kao referentni gen je koriSten gen za albumin.
Metodom ,,delta-delta Cq“ poznatom kao Livak metoda poredene su Cq vrijednosti nasih
uzoraka sa Cq vrijednostima referentnog gena albumina i duzina telomera se izrazava kao T/S
odnos , odnosno kao odnos prose¢ne duzine telomera (T) na jedan referentni gen (S).

3.6. Odredivanje parametara redoks statusa

3.6.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.6.1.1. Uznapredovali produkti oksidacije proteina

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products
AOPP) su odredeni spektrofotometrijskom metodom koju su postavili Witko-Sarsat i saradnici
(99). Ova metoda se zasniva merenju apsorbance razblazenog uzorka (uzorak se razblazuje sa
fosfatnim puferom koncentracije 20mM, pH 7,4 u odnosu 1:5) na 340 nm, nakon dodatka
sir¢etne kiseline i rastvora KJ koncentracije 1,16M. Za izradu standardne krive (opseg
koncentracije 10-100 pmol/L) Koristi se rastvor hloramina T u fosfatnom puferu pH 7,4.
Koncentracija AOPP se izrazava preko pmol/L hloramina T ekvivalenata (umol hloramina T
Equiv./L). Odredivanje je izvrSeno na analizatoru ILAB 300 + (Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija).

3.6.1.2. Superoksid anjon radikal

Odredivanje brzine stvaranja superoksid anjon radikala je zasnovano na metodi koju su
opisali Auclair i Voisin (100). Metoda je zasnovana na sposobnosti superoksid anjon radikala
da redukuje nitro grupu supstituisanog aromati¢nog jedinjenja kao $to je nitrobluetetrazolijum
[NBT2,2’-di-p-nitrofenil-5,5’-difenil-3,3°-(3,3’-dimetoksi-4,4’-
difenilen)’ditetrazoliumhlorid]. Redukcija Zuto obojenog NBT-a do plavog formazana se koristi
kao mera stvaranja superoksidnog radikala u hemijskim i bioloskim sistemima. Redukcija NBT-
a se odvija u dva koraka: a) nepotpuna redukcija do monoformazana; b) potpuna redukcija do
diformazana. U oksidovanoj formi NBT je rastvorljiv u vodi. Redukcijom u diformazan se
smanjuje njegova rastvorljivost u vodi, zbog ¢ega se dodaje zelatin koji odrzava formazan u
rastvornom obliku. U vodenim rastvorima, u reakcijama u kojima se stvara O~ dolazi do
nepotpune redukcije NBT-a do monoformazana. Stimulacija redukcije NBT-a pri visim pH
vrednostima je rezultat inhibicije reakcije spontane dismutacije kiseonika, koja kompetira sa
reakcijom redukcije NBT-a. Redukcija NBT-a se stoga pove¢ava smanjenjem pritiska kiseonika
u medijumu, $to se postize uvodenjem azota pod pritiskom, i to 1 h pre odredivanja. Nivo ovog
radikala je odreden na analizatoru ILAB 300 + (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) a
rezultati su izrazeni kao pmol NBT/min/L.
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3.6.1.3. Malondialdehid (MDA)

Koncentracija malondialdehida je odredena preko metode za odredivanje tiobarbiturna
kiselina-reagujucih supstanci (TBARS) (101). Sprektrofotometrijska metoda se zasniva na
reakciji malondialdehida sa tiobarbiturnom kiselinom, pri ¢emu nastaje kompleks ruzi¢aste
boje, a ¢iju apsorbanciju mjerimo na 535 nm. Za izra¢unavanje koncentracije MDA koris¢ena
je standardna kriva konstruisana upotrebom standarda koncentracije od 0,1 mmol/L - 1 mmol/L.
Za mjerenje apsorbancije koriS¢en je spektrometar SPECTROstar Nano UV/VIS (BMG
Labtech, Ortenberg, Njemacka).

3.6.1.4. Ishemijom modifikovan albumin (IMA)

IMA je odreden metodom po Bar-Oru (102). Radi se o kolorimetrijskom testu kojim se
mjeri vezivanje kobalta za N-terminalni dio albumina, a rezultat se izrazava u jedinicama
apsorbance (ABSU). Tacnije, mjeri se preostali slobodni kobalt ostao nakon vezivanja za
albumin. Vrijednosti ve¢e od 0,400 ABSU se smatraju pozitivnim rezultatom, odnosno
prisustvom klini¢ki znacajne ishemije. Za mjerenje apsorbancije koriS¢en je spektrometar
SPECTROstar Nano UV/VIS (BMG Labtech, Ortenberg, Njemacka).

3.6.1.5. Totalni oksidativni status (TOS)

Metoda za odredivanje TOS se zasniva na oksidaciji fero jona iz kompleksa sa o-
dianizidinom do feri jona, pod uticajem oksidanasa prisutnih u serumu (103). Nastali feri jon
zatim formira obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini, a poveéanje apsorbancije
izmereno na 560 nm je proporcionalno koncentraciji ukupnih oksidanasa prisutnih u uzorku. Za
preracunavanje koncentracije totalnog oksidativnog statusa konstruisana je standardna kriva
(opseg koncentracije 2,5-50 mmol/L), pri ¢emu je kao standard koris¢en vodeni rastvor
vodonik-peroksida. Dobijeni rezultati su izrazeni u pmol/L vodonik-peroksid ekvivalenata
(umol H20> Equiv./L). Odredivanje je izvrSeno na analizatoru ILAB 300+ (Instrumentation
Laboratory, Milan, Italija).

3.6.1.6. Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB)

Merenje PAB omogucava istovremeno odredivanje prooksidanasa i antioksidanasa u
datom uzorku, time i procjenu postojece ravnoteze izmedu njih. Princip metode za odredivanje
prooksidativno-antioksidativnog balansa se zasnhiva na reakciji hromogena 3,3'5,5"-
tetrametilbenzidin (TMB) sa H20> u prisustvu enzima peroksidaze, ali i na istovremenoj reakciji
TMB hromogena sa mokra¢nom kiselinom kao antioksidansom, pri ¢emu dolazi do smanjenja
intenziteta boje hromogena. Intenzitet boje proporcionalan je koli€ini prisutnih prooksidanasa,
dok smanjenje intenziteta boje ukazuje na dominantno prisustvo antioksidanasa u uzorku (104).
Za preraCunavanje prooksidativno-antioksidativnog balansa konstruisana je standardna kriva
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sastavljena od rastvora 1 mmol/L H202 i 3mmol/L mokraéne kiseline u razli¢itim odnosima. Za
mjerenje apsorbancije na 450 nm koris¢en je spektrometar SPECTROstar Nano UV/VIS (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany).

3.6.2. Odredivanje parametara antioksidativne zasStite

3.6.2.1. Totalni antioksidativni status (TAS)

Metoda za mjerenje TAS poti¢e od Erel-a i saradnika, a zasniva se na redukciji
hromogena katjona 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), odnosno
njegovom obezbojavanju (105). Intenzitet obezbojavanja smaragdno zelenog hromogena, tj.
smanjenje apsorbancije, srazmerno je koncentraciji ukupnih antioksidanasa prisutnih u serumu.
Za preraCunavanje koncentracije TAS konstruisana je standardna kriva (opseg koncentracije
0,2-2 mmol/L), pri ¢emu je kao standard kori$¢en hidrosolubilni ekvivalent vitamina E - Trolox
(6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), 2 mmol/L, rastvoren u fosfatnom
puferu (30 mmol/L) pH=7,4. Dobijeni rezultati su izrazeni u mmol/L Trolox ekvivalenta.
Odredivanje je izvrSeno na analizatoru ILAB 300 + (Instrumentation Laboratory, Milano,
Italija).

3.6.2.2.  Ukupne sulfhidrilne (SH) grupe

Metoda za odredivanje ukupnih SH grupa po Ellman-u zasniva se na reakciji alifati¢nih
tiolnih jedinjenja prisutnih u uzorku sa 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzoevom kiselinom (DTNB) u
baznoj sredini (fosfatni pufer (0,2 mol/L KoHPOs- EDTA) pH 9,0) (106). Kao proizvod ove
reakcije nastaje p-nitrofenoksidni anjon, jako Zute boje, ¢iju apsorbanciju merimo na 412 nm.
Za preracunavanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa konstruisana je standardna kriva
(opseg koncentracije 0,1 mmol/L -1 mmol/L), pri ¢emu je kao standard koris¢en vodeni rastvor
redukovanog glutationa. Za mjerenje apsorbancije koris¢en je spektrometar SPECTROstar
Nano UV/VIS (BMG Labtech, Ortenberg, Njemacka).

3.6.2.3. Superoksid-dizmutaza (SOD)

Za odredivanje aktivnosti SOD je koris¢ena modifikovana metoda koju su postavili
Misra i Fridowich (107). Spontan autooksidacija andrenalina u baznoj sredini na pH 10,2 se
inhibira pod dejstvo SOD sto ¢ini osnovu metode. Aktivnost SOD se racuna kao procenat
inhibicije autooksidacije adrenalina i izrazava u relativnim jedinicama koje se dobijaju
mjerenjem apsorbance nastalog produkta oksidacije koji ima crvenu boju bez prisustva SOD,
Sto predstavlja kontrolu, i u prisustvu SOD tj analizi na 480 nm. Relativna jedinica aktivnosti
SOD predstavlja onu aktivnost koja pod odredenim uslovima dovodi do 50 % inhibicije
autooksidacije adrenalina. U nasem istrazivanju kori§¢ena je ona koncentracija adrenalina koja
¢e u kontroli dati promenu apsorbancije u minuti od 0,025. Odredivanje je izvrSeno na
analizatoru ILAB 300 + (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija).
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3.7. Izracunavanje NLR indeksa

U istrazivanju je kao marker inflamacije koris¢en NLR indeks, a za izratunavanje NLR

indeksa koristili smo formulu:
NLR= ABN/ABL
gdje je:

ABN- apsolutni broj neutrofila, a ABL- apsolutni broj limfocita izrazeni u broju

celija/ul.

3.8. Izracunavanje skora po Floege-u

Da bismo izracunali dvogodisnji skor mortaliteta, koristili smo Floege skor rizika koji
potice iz Framinghamske studije (108).

Tabela 5. Markeri rizika i odgovarajucéi skor poeni za dvogodis$nji skor rizika od smrtnosti

svih uzroka

Parametar (jedinice) i vrijednosti

Dvogodis$nji skor rizika od smrtnosti svih uzroka

HR?95%CI" Poeni
Starost (godine) 1,04 (1,03-1,04)
<39 -5
40-49 -2
50-59 0
60-69 2
70-79 4
>80 6
Status pusenja
Nepusaci 1 0
Bivsi pusaci 1,16 (1,03-1,31) 1
Trenutni pusaci 1,28 (1,02-1,59) 1
Indeks tjelesne mase (kg/m?)
<185 1,66 (1,36-2,03) 3
18,5-25 1
25-30 0,88 (0,78-0,99) -1
>30 0,80 (0,69-0,92) -1
Istorija kardiovaskularnih
bolesti
Da 1,30 (1,17-1,44)
Ne 1 0

Istorija kancera
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Da 1,75 (1,49-2,05)

Ne 1

Uzrok nastanka HBB

Hipertenzija 1,00 (0,79-1,27) 0
Glomerulonefritis 1 0
Dijabetes 1,43 (1.14-1,79) 2
Intersticijalna bolest bubrega 1,30 (1,03-1,66) 1
Policisti¢na bolest bubrega 0,83 (0,58-1,20) -1
Ostalo 1,12 (0,89-1,39) 1
Vaskularni pristup

Fistula/graft 1 0
Kateter 1,42 (1,251,61) 2
Promjena fistula/graft u kateter 1,32 (1,06-1,63) 2
Promjena katetera u fistula/graft | 1,08 (0,88-1,34) 0
Protok krvi (mL/min)

< 267,0 1 0
267,0 - 298,7 0.89 (0,77-1.03) -1
298,7 - 332,1 0,88 (0,76-1,02) -1
>332,1 0,83 (0,71-0,97) -1
Hemoglobin (g/L)

<100 1,24 (1,11-1,38)

100 - 120 1 0
>120 0,82 (0,71-0,96) -1
Feritin (ug/L)

<500 0,85 (0,76-0,96) -1
>500 1 0
C-reaktivni protein (mg/L)

<2,6 1 0
26-70 1,31 (1,08-1,59) 2
7,0-18.2 1,58 (1,31-1,90) 3
>18,2 2,11 (1,77-2,53) 4
Albumin u serumu (g/L)

<35 1,42 (1,27-1,59)

>35 1 0
Kreatinin (pumol/L)

<4311 1,46 (1,23-1,72) 2
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431,1-539,2 1,19 (1,01-1,41) 1
539,2 - 672,9 1,09 (0,92-1,30)
>672,9 1 0

Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: Floege J, Gillespie 1A, Kronenberg F, Anker S, Gioni I, Richards
S et al. Development and validation of a predictive mortality risk score from a European hemodialysis
cohort. Kidney Int. 2015; 87: 996-1008. (109).

Floege-ov skor se zasnhiva na laboratorijskim parametrima, kao $to su hemoglobin,
feritin, C-reaktivni protein, serumski albumin, kreatinin i nivoi kalcijuma, vaskularni pristup i
stvarni protok krvi, kao HD parametri i klini¢ko-epidemioloSki podaci, kao $to su starost,
pusacki status, indeks telesne mase, istorija kardiovaskularnih bolesti i kancera, i etiologija
primarne bolesti. Ovi podaci su konvertovani u bodove, koris¢enjem kalkulatora za bodove za
procenu mortaliteta od svih uzroka, a pacijenti su shodno dobijenim bodovima kategorisani u
nisko- (< 5 poena), srednje- (5-9 poena) i visoko- (> 9 poena) rizi¢ne grupe. Vrijednost
pojedina¢nih parametara u bodovima prikazana je u tabeli 5.

3.9. Izra¢unavanje skora po Santosu

Santos i saradnici (109) predlozili su jednostavan skor za predvidanje mortaliteta kod
pci jenata na hemodijalizi. Skor se bazira na upotrebi klin¢kih i laboratorijskih parametara za
procjenu kratkoro¢nog motraliteta kod ove populacije pacijenata.

Tabela 6. Parametri i odgovarajuci poeni za procjenu skora 6-mjesecnog mortaliteta

Prediktori Sestomjese¢nog mortaliteta Poeni
Starost (godine)

D T 0
TS ettt ettt ettt eeasrresastsasasessasnsnsansans 2
Koronarna arterijska bolest

N uiiiiuiiiiiiiiniiiniiietisnesssrosssssnssssnsosnssssnsonnses 0
) 2
Cerebrovaskularna bolest sa hemiplegijom

N iiiiiiiiitiiiiniiiieneiissenstcsensssosessssssensssssnnsns 0
) 2
Albumin (g/L)

D TN 0
B0-34,9. i iiiiiiiiiiiiiiirntttrrstresestssansesnananans 1
L 30uininiiiieieieieieieiuiararararararteesntnrnenenenenas 2
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Vrijeme provedeno na nefrologiji (mjeseci)

D 7 0
Dk It (1R 1
DK 2

Preuzeto uz izmjene na srpski jezik iz: Santos J, Oliveira P, Malheiro J, Campos A, Correia S, Cabrita
A, Lobato L, Fonseca I. Predicting 6-Month Mortality in Incident Elderly Dialysis Patients: A Simple
Prognostic Score. Kidney Blood Press Res. 2020;45(1):38-50. doi: 10.1159/000504136 (110).

Parametri kori$¢eni za raGunanje skora po Santos-u su: godine starosti, nivo albumina u serumu,
prisustvo/odsustvo koronarne arterijske bolesti, cerebrovaskularne bolesti sa hemiplegijom i
vrijeme od postavljanja nefroloske dijagnoze do zapocinjanja dijalize. Parametri i odgovarajuci
poeni su prikazani u tabeli 6.

Mi smo izvrs$ili modifikaciju Santos skora, s obzirom da nam nije bio dostupan podatak
o vremenu proteklom od dijagnoze bolesti do pocetka hemodijalize, tako da smo proracun vrsili
bez tog podatka za sve ispitanike.

3.10. Statisticka analiza podataka

Statisti¢ka obrada podataka izvrSena je upotrebom SPSS softvera (verzija 22.0, IBM,
New York, SAD), a kao minimalni uslov za postojanje statistiCke znacajnosti smatrana je
vjerovatnoca p< 0,05. Za provjeru jacine studije koristili smo program G*Power (verzija3.1.9.4
Univerzitet Kil, Nemacka) i dobili vrijednost 0,8 sto je uslov za validnost studije.

Za provjeru raspodjele podataka primjenjen je Kolmogorov-Smirnov test. Kontinuirani
podaci koji su slijedili normalnu raspodjelu su prikazani kao aritmeti¢ke srednje vrijednosti *
standardne devijacije. Promjenjive koje nisu pratile normalnu raspodjelu su prikazane kao
medijane i interkvartalni rasponi (IKR, 25-75. percentilne vrednosti). Kategori¢ki podaci Su
prikazani kao brojevi (procenti).

Za poredenje podataka koji slijede normalnu raspodjelu koriséen je Student-ov t-test ili
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey-Snedecor post hoc testom, dok je
poredenje podataka koji ne slijede normalno raspodjelu uradeno preko Mann-Whitney i
Kruskal-Wallis testova. Za poredenje uparenih podataka (pocetak studije i nakon 6 mjeseci)
koristili smo Wilcoxon test parova. Chi-kvadrat (¥2) testom su provjeravane razlike izmedu
kategorickih promljenjivih. Faktorskom analizom smanjen je broj promjenljivih na adekvatan
broj, a sledstvenom binarnom logistickom regresijom izdvojeni su znacajni prediktori stope
mortaliteta. Provjera korelacije izmedu ispitivanih parametara izvrSena je primenom Spearman-
ove neparametarske korelacione analize. Prediktori prezivljavanja su analizirani primenom
Kaplan-Meier analize prezivljavanja.
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4. REZULTATI

4.1. Osnovni sociodemografski podaci i rezultati laboratorijskih
analiza kod bolesnika na dijalizi i kontrolne grupe

Demografski, klini¢ki i laboratorijski podaci 130 hemodijaliznih bolesnika i 39 zdravih
ispitanika sumirani su u tabeli 7.

Tabela 7. Demografske, klinicke karakteristike i laboratorijski podaci bolesnika na
hemodijalizi i zdravih ispitanika

Parametri, jedinice Kontrolnagrupa | BolespicinaHD | p
Starost (godine) 59 (56-62,5) 66 (54-72) 0,049
Pol (muski/Zenski) n (%) 19/20 (48,7/52,3) | 98/32 (75,4/24,6) <0,001
ITM (kg/m2) 26,5+ 3,7 25,7+ 4,7 0,165
Konzumiranje cigareta n (%) | 8 (20) 37 (28) <0,001
Krvni pritisak sistolni (mmHg) | 123 (120-140) 130 (120-142) 0,196
Frr:\n/qnljlg) pritisak  dijastolni 80 (74-87) 80 (65-80) <0,001
Osnovni uzrok TBB

Hipertenzija n (%) / 56 (43,1) /
Glomerulonefritis n (%) / 14 (10,8) /
Dijabetes n (%) / 30 (23,1) /
g;:)icistiéna bolest bubrega n / 14 (10,8) /
Ostalo n (%) / 16 (12,3) /
Dijalizni staz (mjeseci) / 40,0 (20,0-91,0) /

Kt/V / 1,48 (1,37-1,67) /

PTH (pg /mL) / 263 (135-488) /
Kreatinin (umol/L) / 882 (749-1032) /

Urea (umol/L) / 23,4 (20,9-27,5) /
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Ukupni proteini (g/L) 73 (69-75) 68 (65-72) <0,001
Albumin (g/L) / 39 (37-41) /
Glukoza (mmol/L) 5,8 (5,2-6,3) 5,9 (5,2-7,1) 0,182
Kalcijum (mmol/L) / 2,3 (2,2-2,4) /
Fosfat (mmol/L) / 1,7 (1,3-1,9) /

LDH (U/L) 335 (307-413) 338 (293-388) 0,646
CRP (mg/L) 1,9 (0,5-2,3) 4,8 (1,7-11,5) <0,001
Ukupan broj leukocita (10°%/L) |/ 6,5 (5,3-8,1) /

NLR

Hemoglobin (g/L) / 107 (98-113) /

ITM-indeks tjelesne mase; TBB terminalna bubrezna bolest; Kt-V - mjera adekvatnost hemodijalize; PTH-
paratireoidni hormon; LDH-laktat-dehidrogenaza; CRP-C-reaktivni protein. Kontinuirani podaci sa normalnom
raspodjelom prikazani su kao srednja vrednost + standardna devijacija, podaci koji ne slijede normalnu raspodijelu
prikazani su kao medijana i interkvartilini raspon, dok su kategori¢ki podaci prikazani kao apsolutne frekvence.
Chi-kvadrat testom poredene su kategori¢ke promjenjljive dok je Mann-Whitney testom poredene promjenjljive
sa normalnom distribucijom. p vrijednosti su izvedene iz Tukey post hoc testa.

Ispitanici u obje grupe su bili sli¢nih godina i imali su sli¢an indeks tjelesne mase (ITM).
Zastupljenost muskaraca i pusaca bila je statisti¢ki znacajno veca kod bolesnika na hemodijalizi
u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001). Nesto vise vrijednosti sistolnog pritiska su zabiljezene
kod bolesnika na hemodijalizi, ali bez statisticke znacajnosti, dok je dijastolni pritisak bio
statisti¢ki znacajno visi u kontrolnoj grupi (p<0,001). Izmedu ispitivanih grupa nije bilo razlike
u koncentraciji glukoze i aktivnosti LDH, dok su ukupni proteini bili znac¢ajno nizi kod
bolesnika na hemodijalizi (p<0,001). Vrijednost inflamatornog markera CRP je bila statisticki
znacajno visa kod bolesnika na hemodijalizi u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001). Vecina
bolesnika imala je hipertenziju kao uzrok slabosti bubrega (43%), zatim dijabetes (23,1%),
glomerulonefritis (10,8 %), policisticnu bolest bubrega (10,8), a ostali uzroci doveli su do
razvoja TBB kod 12,3% bolesnika.
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4.2. Relativna duZine telomera leukocita bolesnika na hemodijalizi
prije i posle dijaliznog tretmana

Grafici raspodjele vrijednosti TL kod bolesnika na HD prije i posle HD prikazani su na
slici 14.
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Slika 14. Raspodjela vrijednosti duZine telomera leukocita kod HD pacijenata prije HD
(A) i posle HD (B)

Sa oba grafika se vidi da podaci o duzini telomera leukocita kod HD pacijenata nisu
normalno distribuirani. Medijana vrijednosti TL prije HD sesije iznosila je 0,92, a kretala se od
0,47 do 2,47, sto je prikazano u tabeli 8.

Tabela 8. Statisticki parametri duZine telomera prije i posle dijalize kod bolesnika na
hemodijalizi i u kontrolnoj grupi

Parametar

NajniZa vrijednost

Najvisa vrijednost

Medijana
(25.-75. percentil)

grupa, T/S

TL prije HD, T/S 0,47 247 0,92 (0,70-1,14)
TL posle HD, T/S 0,38 237 0,95 (0,69-1,23)
VL Kol 0,13 4,46 1,41 (1,11-1,63)

TL - duzina telomera leukocita; HD - hemodijaliza; U kolonama su prikazani redom, statisti¢ki

minimum, maksimum i medijana sa interkvartilnim rasponom
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Minimalna vrijednost TL posle HD sesije iznosila je 0,38, dok je maksimalna vrijednost
bila 2,37. Medijana vrijednosti TL posle HD sesije je bila nesto visa u odnosu na vrijednost
prije HD i iznosila je 0,95. U poredenju sa vrijednostima TL u kontrolnoj grupi vrijednosti TL
i prije i posle HD su znacajno nize.

Daljom analizom sakupljenih podataka vrijednosti TL prije i posle HD sesije poredene
su prema polu, godinama starosti, konzumiranju cigareta, ITM, dijaliznom stazu, vrstama
dijalizne membrane, dijabetesu, kardiovaskularnim bolestima i prezivljavanju (Tabela 9; Slike
15- 23).

Tabela 9. Analiza duZine telomera leukocita prema socio-demografskim i klini¢kim

karakteristikama bolesnika prije i posle dijalize

.. Duzina
Parametar (N) D;:.Z;n:'l[t)elomera p telomera posle | p
pri) HD
Muski (N=98) | 0,01 (0,69-1,11) 0,95 (0,71-1,17)
Pol - 0,296 0,266
Zenski(N=32) | 0,95 (0,73-1,21) 1.05 (0,68-1,49)
Konzumiranje | NePUSAti (N93) | 0,89 (0,70-1,11) 201 0,93 (0,69-1,18) .
clgareta Pusadi (N=37) 0,92 (0,69-1,16) 1,06 (0,81-1,40)
<50 (N=17) (a) | 0,99 (0,78-1,09) 1,09 (0,95-1,33)
51-60 (N=36) (b) | 0,93 (0,77-1,17) 0,97 (0,79-1,23)
S;Zr.ﬁsét 61-70 (N=33) () | 0,87 (0,70-1,09) | 0,340 | 0,83 (0,59-1,28) | 0,184
71-80 (N=35) (d) | 0,90 (0,73-1,05) 0,90 (0,66-1,12)
>80 (N=9) (e) 0,68 (0,57-0,99) 1,12 (0,73-1,79)
<20 (N=13) (@) | 1,02 (0,92-1,45) 1,31 (0,96-1,48)
20-24,9 (N=53) (b) | 0,92 (0,69-1,16) 1,08 (0,74-1,26)
ITM, kg/m? 0,054 1 0,025
g 2530 (N=43) () | 0,84 (0,68-0,95) g’ig)aa (0,68
>30 (N=21) (d) 0,96 (0,69-1,17) 0’76a (0.66-
1,11)
<12 (N=26) () | 0,79 (0,63-1,01) 0,93 (0,69-1,25)
Difalizni staz, | 13-36 (N=35) (B) | 0,89 (0,69-1,09) o0 0,94 (0,69-1,17) 200
mjeseci 37-60 (N=25) (c) | 1,05 (0,89-1,32)= | 0,88 (0,65-1,37) |
61 (N=34)(d) | 0,93 (0,71-1,11) 1,09 (0,78-1,23)
MHD (Hai)gh flux (N=91) 1 5 90 (0,70-1,10) | 0,849 | 0,95 (0,69-1,23) | 0,491
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HDF (N=28) (b)

0,92 (0,69-1,19)%

HDx (N=11) (c)

0,92 (0,79-1,03)

0,98 (0,73-1,36)

0,78 (0,68-1,16)

Umrli (N=39)

0,85 (0,67-1,02)

0,77 (0,63-1,08)

Da (N=91) 0,92 (0,70-1,13) 1,08 (0,75-1,32)
Dijabetes 0,766 0,012
Ne (N=39) 0,91 (0,70-1,19) 0,84 (0,63-1,06)
Da (N=44) 0,89 (0,67-1,09) 0,97 (0,70-1,31)
KVB 0,430 0,980
Ne (N=86) 0,92 (0,71-1,16) 0,93 (0,69-1,19)
Prezivjeli (N=91) | 0,93 (0,73-1,21 1,08 (0,77-1,36
seue MR ( ) | 0,034 ( ) | <0001
prezivljavanja

HD - hemodijaliza, ITM - indeks tjelesne mase, MHD - membrane za hemodijalizu, HDF - hemodijafiltracija, HDx
- prosirena hemodijeliza, KVB - kardiovaskularne bolesti. Podaci su prikazani kao medijane i interkvartilni raspon.
Poredenje je vrieno Kruskal-Wallis testom (P), sa Mann Whitney U testom kao post-hoc testom Podgrupe u okviru
svake varijable su obelezene slovom u zagradi (prva kolona), statisticki znacajna razlika izmedu podgrupa je
oznacena slovom pored vrednosti parametra za odredenu podgrupu i to: p<0,05 (jedno slovo), p<001 (dva slova),
p<0,001 (tri slova).

Nesto visa vrijednost TL primjeéena je kod zena u odnosu na muskarce i kod pusaca u
odnosu na nepusace i prije i posle HD sesije, ali ta razlika nije dostigla statisticku znac¢ajnost

(Slika 151 16).
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Slika 15. Duzina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od pola
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Slika 16. Duzina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na konzumiranje
cigareta

HD bolesnike smo podjelili u pet grupa prema starosti, ali nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u vrijednosti TL izmedu starosnih grupa ni prije ni posle HD. Duzina telomera leukocita
prije HD je statisticki bila zna¢ajno niza u grupi kod umjereno gojaznih (ITM 25-30 kg/m?) u
odnosu na grupu neuhranjenih (ITM<20 kg/m?) (p=0,009). Vrijednosti TL posle HD su nize
kod umijereno gojaznih (ITM 25-30 kg/m?) i gojaznih (ITM >30 kg/m?) u odnosu na
neuhranjene (ITM< 20 kg/m?) (p=0,009 i p<0,05), $to je prikazano na slikama 17 i 18.
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Slika 17. DuZina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na starost
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Slika 18. Duzina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na ITM (kg/m?)

Na osnovu duzine lecenja hemodijalizom, bolesnici su podijeljeni u 4 grupe, a duzina
TL prije HD je bila statisticki znac¢ajno visa u tre¢oj grupi (3-5 godina na HD) u odnosu na prvu
grupu (manje od godinu dana na HD) (p=0,007). Nakon HD sesije nije bilo statisticki zna¢ajne
razlike u vrijednostima TL u ove Cetiri grupe bolesnika. HD bolesnici su podijeljeni u tri grupe
prema vrsti MHD, a vrijednost TL prije HD je statisti¢ki znacajno je bila visa kod druge grupe
bolesnika koji su na HDF u odnosu na high-fluks HD (p=0,007). U vrijednostima TL posle HD
sesije u odnosu na vrstu MHD nije bilo razlike (Slika 19 i 20).
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Slika 19. Duzina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od duZine
lijeCenja dijalizom (mjeseci)
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Slika 20. DuzZina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od MHD

Nije bilo statisticki znacajne razlike u vrijednosti TL prije dijalizne sesije kod HD
bolesnika koji imaju dijabetes, dok je vrijednost TL posle dijalizne sesije bila statisti¢ki niza
kod HD bolesnika koji imaju dijabetes. Razlika u vrijednostima TL prije i posle dijalizne sesije
nije bila statisti¢ki znacajna kod HD bolesnika koji imaju KVB, u odnosu na one koji nemaju
(Slika 21 i 22).
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Slika 21. DuZina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) kod bolesnika sa ili bez
dijabetesa

44



1.9
1.7
1.9
1.4
~ ~
wn v
-~ -~ i
£ 121 £ 14
- -
= =
0.9
0.94
1 1 1
0.4 0.4+ T
T T T T
ne da ne da
KVB KVB

Slika 22. DuZina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) kod bolesnika sa ili bez
KVB

Vrijednost TL kod HD bolesnika koji su preminuli u toku 18 mjeseci od pocetka studije
je bila statisti¢ki zna¢ajno niza u odnosu na prezivjele i prije (p=0,034) i posle HD sesije (p
<0,001), §to je prikazano na slici 23.
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Slika 23. Duzina telomera leukocita prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od
prezivljavanja posle 18 mjeseci pracenja
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4.3. Klotho protein kod bolesnika na hemodijalizi prije i posle
hemodijaliznog tretmana

Grafici raspodjele vrijednosti Klotho proteina kod HD bolesnika prije i posle HD sesije
prikazani su na slici 24. Kao $to se vidi na slikama, vrednosti Klotho proteina bolesnika ne prate
normalnu distribuciju, ni pre ni nakon HD.
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Slika 24. Raspodjela vrijednosti Klotho proteina kod bolesnika prije hemodijalize (A) i
posle hemodijalize (B)

Medijana vrijednosti Klotho prije HD sesije iznosila je 64,2 pg/mL a izmjerene
koncentracije su se kretale u rasponu od 1,9 do 2232,4 pg/mL, $to je prikazano u tabeli 10.

Tabela 10. Osnovni statisticki parametri vrednosti Klotho prije i posle dijalize

Medijana

Parametar Najniza vrijednost | Najvisa vrijednost (25.-75. percentil)

Klotho protein prije

HD, pg/mL 19 2232 64,2 (25,5-119,8)
Klotho protein posle ]
HD, pg/mL 0,5 2386 68,2 (22,6-152,9)

Skracenice: HD — hemodijaliza.

Minimalna vrijednost Klotho prije HD sesije iznosila je 0,5 pg/mL dok je maksimalna
vrijednost bila 2386 pg/mL. Medijana vrijednosti Klotho posle HD sesije je bila nesto visa u
odnosu na vrijednost prije HD i iznosila je 68,2 pg/mL.

Vrijednosti Klotho proteina prije i posle HD poredene su prema polu, godinama starosti,
konzumiranju cigareta, ITM, dijaliznom stazu, vrstama MHD, dijabetesu, KVB i
prezivljavanju. Rezultati su prikazani tabelarno (Tabela 11) i graficki na slikama 25 - 33.
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Tabela 11. Analiza Klotho proteina prema socio-demografskim i Kklini¢kim
karakteristikama bolesnika na HD prije i posle dijalize
Klotho Klotho
Parametar (N) orije HD P posle HD P
Muski (N=98) | 76,3 (34,4-151,4) 67,9 (22,6-160,9)

Pol Zenski (N=32) | 37.3(13.098.8) | °°Y [8a.4 (22.9-1485) | 9°°
- NepuSadi (N=93) | 64,6 (25,9-137,4) 43,6 (20,4-160,9)
Konzumiranje cigareta | p o (N=37) | 56,7 (24.-113,1) | ' * [78,5 (24,4-1490) | 0*84

<50 (N=17) () | 92,2 (29,2-105,4) 18,9 (7,9-33,6)
51-60 (N=36) (b) | 108,4 (39,5-201,5) 93,3 (42,5-210,3)"
Starost, godine 61-70 (N=33) (c) 447 (21,1-111,7)° | 0,039 | 104,3 (36,9-161,4)* | 0,009
71-80 (N=35) (d) | 45,4 (15,9-76,7)" 42,8 (18,9-111,7)°
>80 (N=9) (e) 92,5 (5,7-243,1) 90,3 (8,6-147,0)
<20 (N=13) (a) | 98,8 (16,7-187,5) 1529 (52,4-243,4)
20-24,9 (N=53) (b) | 54,3 (20,0-117,2) 84,4 (27,0-160,9)
2
ITM, kg/m 25:30 (N=43) (©) | 52,8 (34,7-109.5) | %8 [3356 (13.0-76,3) 7 | 0008
>30 (N=21) (d) | 75,9 (29,6-202,2) 106,5 (63,8-193,4)°
<12 (N=26) 77,0 (35,9-179,4) 52,8 (18,9-121,6)
. [13-36 (N=35) 73,4 (19,3-151,4) 68,2 (31,4-161,7)
Dijalizni staz, miesecl 37.60 (N= 25) 169 (23.3-944) | ©'% [63:8 (263-1264) | 9%
>61 (N=34) 59,0 (26,3-109,5) 74,1 (30,3-164.,7)
High flux (N=91) | 70,8 (21,1-111,7) 63,8 (18,9-135,2)
Vrste MHD HDF (N=28) 46,9 (28,9-142,9) | 0,936 | 98,8 (46,9-210,3) | 0,329
HDx (N=11) 37,3 (35,9-152,2) 42,5 (28,9-106,5)
3} Ne (N=91) 66,0 (30,7-151,4) 72,7 (26,3-180,1)
Dijabetes Da (N=39) 535 (22.283.7) | 0204 417 (204-1100) | 0342
Ne (N=86) 56,1 (27,0-158,8) 80,0 (20,4-183,8)
KVB Da (N=44) 69.7 (24.4-112.0) | %12 [502 (2a.4-1223) | %333
o Prezivjeli (N=91) | 66,0 (31,8-136,7) 67,5 (26,3-160,9)
Prezivijavanje Umrli (N= 39) 154 (22,0907 | “?1? (a4 (a11-1459) | 94

HD - hemodijaliza, ITM - indeks tjelesne mase, MHD - hemodijalizne membrane, HDF -hemodijafiltracija, HDx
- prosirena hemodijaliza, KVB - kardiovaskularne bolesti. Podaci su prikazani kao medijane i interkvartilni raspon.
Poredenje je vrSeno Kruskal-Wallis testom (P), sa Mann Whitney U testom kao post-hoc testom. Podgrupe u okviru
svake varijable su obelezene slovom u zagradi (prva kolona), statisticki zna¢ajna razlika izmedu podgrupa je
oznacena slovom pored vrednosti parametra za odredenu podgrupu i to: p<0,05 (jedno slovo), p<001 (dva slova),
p<0,001 (tri slova).

Vrijednost Klotho proteina prije HD sesije je bila statisticki znacajno visa kod
muskaraca u odnosu na zene (p=0,017), dok posle HD nije bilo znacajne razlike (Slika 25).
Takode, kod puSaca u odnosu na nepusace, i prije i posle HD sesije, razlika nije dostigla
statistiCku znacajnost (Slika 26).
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Slika 26. Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na konzumiranje cigareta

HD bolesnike smo podjelili u pet grupa prema starosti. Vrijednosti Klotho proteina prije
HD su u tre¢oj (61-70 godina) i ¢etvrtoj grupi (71-80 godina) statisticki znac¢ajno niZze u odnosu
na vrijednost Klotho proteina u drugoj grupi (51-60 godina) (p=0,045 i p=0,003). Vrijednosti
Klotho proteina posle HD su statisti¢ki znacajno vise u drugoj (51-60 godina) i tre¢oj grupi (61-
70 godina) u odnosu na prvu grupu (<50 godina) (p=0,001 i p=0,012). Statisticki znacajno nize
vrijednosti posle HD takode su se javile u ¢etvrtoj grupi (71-80 godina) u odnosu na drugu
grupu ispitanika (51-60 godina) (p=0,020). Vrijednosti Klotho proteina posle HD su statisticki
nize kod umjereno gojaznih (ITM 25-30 kg/m?) u odnosu na neuhranjene (ITM< 20 kg/m?)
(p=0,009) i gojaznih (ITM >30 kg/m?) u odnosu na normalno uhranjene (ITM 20-24,9 kg/m?)
(p=0,03), dok su vrijednosti Klotho proteina statisticki vise kod gojaznih (ITM >30 kg/m?) u
odnosu na umjereno gojazne (ITM 25-30 kg/m?) (p=0,04), sto je sve graficki prikazano i na
slikama 27-28.
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Slika 27. Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na starost ispitanika
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Slika 28. Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od vrednosti ITM (kg/m?)

Prema duzini le¢enja HD bolesnici su podijeljeni u 4 grupe. Vrijednosti Klotho proteina
prije i posle HD nisu se znacajno razlikovale u sve Cetiri ispitivane grupe (Slika 29). Bolesnici
na HD su prema vrsti MHD podijeljeni u tri grupe, a vrijednost Klotho-a se nisu razlikovale ni
prije ni posle HD u ispitivanim grupama (Slika 30).
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Slika 29. Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od duZine le¢enja hemodijalizama
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Slika 30. Vrijednosti Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od vrste dijalizne
membrane

Razlika u vrijednostima Klotho proteina prije i posle HD nije bila statisticki znacajna
kod HD bolesnika koji imaju dijabetes ni KVB u odnosu na one koji nemaju, sto je graficki
prikazano na slikama 31-32.

50



>

300.0+ 300.0-

= =)

= g

2 g

o &

= =

= 2000 £ 20004

— Qo

z £

= -

= 2

2

] 1

= =

A =3

S 1000 =  100.0-

Z 4

oo 1 T ool T T
T T ! T T
ne da ne da
Dijabetes Dijabetes

Slika 31. Vrijednosti Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od prisustva ili
odsustva dijabetesa
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Slika 32. Vrijednosti Klotho prije HD (A) i posle HD (B) u zavisnosti od prisustva ili
odsustva KVB

Vrijednost Klotho proteina kod HD bolesnika koji su preminuli u toku 18 mjeseci od

pocetka studije nije bila statisti¢ki znacajno razli¢ita u odnosu na prezivjele bolesnike, ni prije
ni posle HD (Slika 33).
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Slika 33. Vrednosti klotho prije HD (A) i posle HD (B) u odnosu na preZivljavanja
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4.4. Poredenje vrijednosti TL i Klotho proteina prije i posle hemodijalize

Slede¢i korak u analizi podataka bio je poredenje vrijednosti duzine telomera leukocita
i Klotho proteina kod HD bolesnika prije i posle HD, §to je prikazano u tabeli 12.

Tabela 12. Vrijednosti Klotho i TL prije i posle hemodij

alize

Parametar

Prije HD

Posle HD p

Klotho protein, pg/mL

64,2 (25,5-119,8)

68,2 (22,6-152,9) 0,027

TL, T/S

0,92 (0,70-1,14)

0,95 (0,69-1,23) 0,209

HD - hemodijaliza, TL — duzina telomera leukocita periferne krvi.
interkvartilni raspon. Za poredjenje je koris¢en Wilcoxon test parova.

Vrijednosti su prikazane kao medijane i

Vrijednosti Klotho proteina nakon HD sesije bile su znacajno vise u odnosu na
vrijednosti prije HD sesije (p=0,027), dok vrijednosti TL posle HD jesu bile nesto vise ali
razlika nije bila statisti¢ki znacajna.
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4.5. Poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
izmedu hemodijaliznih bolesnika i kontrolne grupe

Vrijednosti parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite bolesnika na HD i
kontrolne grupe prikazane su u tabeli 13.

Tabela 13. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod bolesnika na HD i
kontrolne grupe

Parametar, jedinice Ko_ntrolna grupa HD_ bolesnici 0
(N=39) (N=130)

AOPP, umol/L 33,2 (26,7-35,7) 48,2 (30,4-69,6) <0,001
PAB, U/L 72,2 (63,9-86,6) 46,4 (38,9-57,0) <0,001
IMA, ABSU 0,12 (0,09-1,13) 0,10 (0,07-1,40) 0,133
TOS, umol/L 14,94 (8,8-21,2) 26,8 (6,68-131,66) 0,028
MDA, pmol/L 1,31 (1,01-1,77) 1,53 (1,19-2,23) 0,003
O2-,umol NBT/min/L 14,4 (12,3-16,8) 27,0 (18,0-38,0) <0,001
TAS, pmol/L 1073,34 (693,03-1273,50) 1324 (1239-1455,50) <0,001
SOD,U/L 115 (115-115) 136 (129-142) <0,001
SHG, mmol/L 0,68 (0,57-0,72) 0,26 (0,22-0,33) <0,001

HD - hemodijaliza, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, PAB - prooksidativno-antioksidativni
balans, IMA - ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance, TOS - totalni oksidativni status,
MDA - malondialdehid, O, -superoksid anjon radikal, TAS - totalni antioksidativni status, SOD - superoksid-
dizmutaza, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe.

Vrijednosti parametara su prikazane kao medijana i interkvartilni raspon. Poredenje je izvrseno Mann-

Whitney U testom.

Izmedu parametara oksidativnog statusa kod dvije posmatrane grupe ispitanika uoc¢ena
je znacajna razlika. AOPP i TOS su bili znacajno visi kod HD bolesnika (p<0,001), dok je
vrijednost PAB bila viSa u grupi zdravih ispitanika (p<0,001). Izmedu grupa IMA se nije
statisticki znacajno razlikovala, a bolesnici na HD su imali statisticki znacajno vise vrijednosti
MDA (p=0,003) i O>" (p<0,001). SHG su bile statisticki znacajno vise u kontrolnoj grupi
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(p<0,001), dok su grupi HD bolesnika bile statisticki znac¢ajno vise vrijednosti TAS (p<0,001)
i SOD (p<0,001).

4.6. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite bolesnika
na hemodijalizi prije i posle hemodijalizne sesije

Slede¢i korak u analizi bio je poredenje parametara oksidativnog stresa i antioksidativne
zaStite kod bolesnika na HD prije i posle HD sesije. Rezultati poredenja su prikazani u tabeli
14.

Tabela 14. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite prije i posle
hemodijalize

Parametar Prije HD PosleHD p
AOPP, pmol/L 48,2 (30,4-69,6) 76,7 (60,2-90,3) <0,001
PAB, U/L 46,4 (38,9-57,0) 69,4 (55,7-80,5) <0,001
MDA, pmol/L 1,53 (1,19-2,23) 1,28 (1,04-1,50) 0,921
IMA, ABSU 0,10 (0,07-1,40) 0,12 (0,09-1,85) <0,001
Oz27, umol NBT/min/L 27,0 (18,0-38,0) 26,5 (19,0-35,5) 0,994
SOD,U/L 136 (129-142) 151 (141-158) <0,001
SHG, mmol/L 0,26 (0,22-0,33) 0,41 (0,31-0,56) <0,001

HD - hemodijaliza, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, PAB - prooksidativho-antioksidativni
balans, MDA — malondialdehid, IMA - ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance O -
superoksid anjon radikal, SOD - superoksid-dizmutaza, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe. Vrijednosti su prikazane
kao medijane i interkvartilni raspon. Za poredjenje je koris¢en Wilcoxon test parova.

Prooksidativni parametri AOPP, PAB, IMA su bili statisti¢ki znac¢ajno visi nakon HD
sesije (p<0,001). Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu MDA i Oz~ prije i posle HD.
Parametri antioksidativne zastite SOD 1 SHG su bili znacajno visi posle HD u odnosu na
vrijednosti prije HD sesije (p<0,001).
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4.7. Korelacija duZine telomera leukocita sa parametrima oksidativnog
stresa i antioksidativne zaStite kod bolesnika na hemodijalizi

Za ispitivanje povezanosti kao i jacine veze izmedu TL i parametara oksidativnog stresa
i antioksidativne zasStite Koristili smo Spearmanovu Kkorelaciju. Rezultati ove analize su
prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. Korelacija duZine telomera leukocita sa parametrima oksidativnog statusa i
antioksidativne zaStite

Parametar TL prije HD TL posle HD
AOPP prije HD, pmol/L -0,179" -0,184
AOPP posle HD, pmol/L 0,076 0,052
SOD prije HD, U/L 0,141 0,041
SOD posle HD, U/L 0,050 -0,026
O2” prije HD, pmol NBT/min/L | 0,029 0,092
O2"posle HD, umol NBT/min/L | -0,112 -0,091
SHG prije HD, mmol/L -0,212" -0,193"
SHG posle HD, mmol/L -0,018 0,024
PAB prije HD, U/L 0,089 -0,073
PAB posle HD, U/L 0,066 0,100
IMA prije HD, ABSU -0,202" -0,192"
IMA posle HD, ABSU -0,065 0,009
MDA prije HD, pmol/L -0,102 0,014
MDA posle HD, pmol/L -0,105 -0,260™
TAS prije HD, pumol/L 0,133 0,089
TAS posle HD, umol/L 0,058 0,113
TOS prije HD, pmol/L -0,198* -0,170

TL — duzina telomera leukocita periferne krvi, HD - hemodijaliza, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije
proteina, SOD - superoksid-dizmutaza, O, -superoksid anjon radikal, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe, PAB -
prooksidativno-antioksidativni balans, IMA - ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance MDA
- malondialdehid, TAS - totalni antioksidativni status, TOS - totalni oksidativni status. Prikazane su vrijednosti
Spreman-ovog koeficijenta korelacije; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Prema rezultatima korelacione analize duZina telomera leukocita je u statisticki

znacajnoj negativnoj korelaciji sa AOPP prije HD (p=0,05), SHG prije HD (p=0,020), IMA
prije HD (p=0,029) i TOS prije HD (p=0,032). Takode, vrijednost TL posle HD je u statistic¢ki
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znacajnoj negativnoj korelaciji sa SHG prije HD(p=0,044), IMA prije HD (p=0,049) i MDA
posle HD (p=0,007).

4.7.1 Korelacija Klotho proteina sa parametrima oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite kod bolesnika na hemodijalizi

Spearmanovu korelacionu analizu smo primjenili za provjeru povezanosti i jaCine veze
izmedu Klotho proteina i parametara oksidativnog statusa i antioksidativne zastite, a dobijeni
rezultati su prikazani u tabeli 16.

Tabela 16. Korelacija Klotho proteina sa parametrima oksidativnog statusa i
antioksidativne zaStite

Parametar Klotho prije HD Klotho posle HD
AOPP prije HD, pmol/L 0,022 0,069
AOPP posle HD, pmol/L 0,036 0,046
SOD prije HD, U/L 0,038 0,019
SOD posle HD, U/L 0,094 0,180
Oz prije HD, pmol NBT/min/L | 0,030 -0,163
O2~posle HD, umol NBT/min/L | -0,065 -0,043
SHG prije HD, mmol/L 0,039 -0,035
SHG posle HD, mmol/L 0,098 -0,013
PAB prije HD, U/L -0,169 0,016
PAB posle HD, U/L -0,080 0,020
IMA prije HD, ABSU 0,089 -0,129
IMA posle HD, ABSU 0,223" 0,039
MDA prije HD, pmol/L 0,031 -0,140
MDA posle HD, pmol/L -0,057 0,112
TAS prije HD, umol/L 0,121 0,062
TAS posle HD, pmol/L 0,101 0,034
TOS prije HD, umol/L -0,008 0,207*

HD - hemodijaliza, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, SOD - superoksid-dizmutaza, Oy -
superoksid anjon radikal, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe, PAB - prooksidativno-antioksidativni balans, IMA -
ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance MDA - malondialdehid, TAS - totalni
antioksidativni status, TOS - totalni oksidativni status. Prikazane su vrijednosti Spreman-ovog koeficijenta
korelacije; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Dobijena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu Klotho proteina prije HD i
IMA posle HD (p=0,031), kao i izmedu Klotho proteina posle HD sa TOS prije HD (p=0,044).
Ostali parametri koje smo ispitivali nisu pokazali znacajnu povezanost sa Klotho proteinom.

4.7.2. Korelacija Klotho proteina sa duzinom telomera leukocita kod
bolesnika na hemodijalizi prije i posle dijalize

Kao slede¢i korak uradili smo ispitivanje meduzavisnosti izmedu Klotho proteina i TL
prije i posle HD. Rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Korelacija Klotho proteina prije i posle dijalize sa duZinom telomera leukocita

prije i posle hemodijalize

Parametar Miging [gille | Mg [pesk TL prije HD | TL posle HD
HD HD

Klotho prije HD, pg/mL / 0,525*** -0,072 0,013

Klotho posle HD, pg/mL 0,525*** / -0,002 0,091

TL prije HD, T/S -0,072 -0,002 / 0,302**

TL posle HD, T/S 0,013 0,091 0,302** /

HD - hemodijaliza, TL — dudina telomera leukocita periferne krvi.Prikazane su vrijednosti Spreman-ovog
koeficijenta korelacije; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Utvrdena je pozitivna Korelacija izmedu koncentracija Klotho proteina prije i posle HD
(p<0,001). Takode i izmedu TL prije i posle HD pokazana je pozitivna korelacija (p=0,002).

4.8. Floegeov skor rizika od smrtnosti i poredenje parametara po
grupama sa niskim, srednjim i visokim rizikom

Kao sledeci korak u analizi podataka izracunali smo Floege-ov skor rizika za smrtnost
(FSRS) bolesnika na HD. Na osnovu izra¢unatog skora 130 ispitivanih bolesnika podijelili smo
u tri grupe prema niskom, srednjem i visokom riziku od smrtnosti, sto je prikazano u tabeli 18.
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Tabela 18. Floegeov-skor rizika od smrtnosti bolesnika na hemodijalizi

Floege-ov skor rizika Vrijednost skora Broj ispitanika
Nizak rizik 1,0 (-0,5-2,0) 56
Srednji rizik 5,0 (4,0-6,0) 34
Visok rizik 9,0(75-11,0) 40

Zatim smo uradili poredenje demografskih i klini¢kih podataka, Klotho proteina, duzine
telomera leukocita i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite prije i posle HD
sesije, u odnosu na skor rizika od smrtnosti. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 19.

Tabela 19. Pregled ispitivanih parametara prema Floege-ovom skoru rizika od smrtnosti

Parametar Nizak rizik Srednji rizik Visok rizik P
FSRS 1,0 (-0,5-2,0) 5,0 (4,0 - 6,0) 9,0 (7,5-11,0)

N 56 34 40

Starost, godine 54,5 (50,0-61,5) 67,5 (58-72,6) @ 72,5 (70,0-79,0)% | <0,001
Pol (muski/Zenski), n (%) | 42/14 (42,9/43,8) | 23/11 (23,5/34,4) | 33/7 (33,7/21,9) 0,334
Status puSenja, da/ne (%) | 21/35 (56,8/37,69) | 9/25 (24,3/26,9) 7/33 (18,9/35,5) 0,097
ITM, kg/m? 25,47+4,12 26,06+5,05 25,66+5,11 0,846
Dijalizni staZ, mjeseci 34,5 (12,0-82,0) 435 (27,0-115,0) | 43,0 (19,0-85,0) 0,495
Klotho prije HD, pg/mL 64,6 (30,7-114,6) 77,1(22,6-121,2) 54,6 (21,1-158,8) 0,898
Klotho posle HD, pg/mL | 71,2 (26,3-176,4) | 47,6 (19,6-126,4) | 78,5 (31,4-147,0) 0,528
TL prije HD, T/S 0,92 (0,71-1,15) 0,94 (0,77-1,10) 0,87 (0,66-1,14) 0,585
TL posle HD, T/S 0,99 (0,78-1,25) 0,83 (0,66-1,17) 1,09 (0,73-1,29) 0,132
PAB prije HD, U/L 43,3 (37,7-48,3) 50,0 (44,6-58,8)° | 53,4 (39,9-66,5% | 0,010
PAB posle HD, U/L 63,5 (51.9-77.4) 71.1 (64.6-78.6) 74.8 (5.4-87.9) 0,138
AOPP prije HD, pmol/L | 47.6 (29.4-76.2) 48.9 (33.5-68.5) 48.3 (30.2-64.4) 0,875
AOPP posle HD, pmol/L | 77,1 (60,6-90,9) 75,6 (60,6-83,0) 78,6 (60,4-91,6) 0,746
MDA prije HD, umol/L 1,44 (1,19-2,17) 1,53 (1,15-2,04) 1,68 (1,44-2,43) 0,338
MDA posle HD, pmol/L | 1,63 (1,00-18,40) | 1,37 (0,88-22,27) | 1,56 (0,98-26,41) 0,471
IMA prije HD, ABSU 0,107 (0,073-0,150) | 0,109 (0,072-0,139) | 0,083 (0,069-0,117)* | 0,062
IMA posle HD, ABSU 0,133 (0,093-0,274) | 0,109 (0,093-0,134) | 0,116 (0,095-0,146) | 0,072
O2- prije HD, pmol

ST 29,0 (18,0-38,5) 25,0 (19,0-32,0) 26,0 (17,0-38,0) 0,673
Oz~ posle HD, mol

NBT/nF:in I H 32,0 (25,5-42,0) 22,0 (16,5-28,0)2 | 22,0 (16,0-29,0)2* | <0,001
SHG prije HD, mmol/L 0,268 (0,232-0,378) | 0,255 (0,219-0,320) | 0,243 (0,195-0,300)* | 0,067
SHG posle HD, mmol/L | 0,465 (0,360-0,643) | 0,393 (0,291-0,494) | 0,360 (0,277-0,517)% | 0,004
TP, mmol/L 69 (66-72) 67 (66-73) 68 (63-72) 0,611
Albumin, mmol/L 40 (38-42) 39 (36-41) 38 (34-40)*@ 0,002

FSRS - Floegeov skor rizika od smrtnosti, ITM - indeks tjelesne mase, HD - hemodijaliza, TL - duZina telomera leukocita
periferne krvi, PAB - prooksidativno-antioksidativni balans, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, MDA -
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malondialdehid, IMA - ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance, O, -superoksid anjon radikal, SHG
- ukupne sulfhidrilne grupe, TP — ukupni proteini. Vrijednosti parametara su prikazane kao medijane i interkvartilni raspon.
P (Kruskall-Wallis test); post-hoc test Mann-Whitney U test: @ - p<0,05; @ - p<0,01; 2 - p<0,001 vs. grupa sa niskim
rizikom.

U poredenju sa grupom sa niskim FSRS rizikom, u druge dvije grupe bolesnici su bili
statisticki znacajno stariji (p<0,001). Takode, vrijednost PAB prije HD je bila statisticki
znacajno visa u grupi bolesnika sa visokim FSRS (p<0,01) i1 srednjim FSRS (p<0,05) u odnosu
na grupu sa niskim FSRS. Znacajno nize vrijednosti O2~posle HD su zabelezene u grupama sa
visokim i srednjim FSRS u odnosu na grupu sa niskim FSRS (p<0,001). Nivo SHG posle HD i
albumina bio je statisticki znacajno nizi u grupi sa visokim u odnosu na grupu sa niskim FSRS
(p<0,05 i p<0,01).

4.9. Faktorska analiza parametara odredivanih kod bolesnika na
hemodijalizi

Primjenili smo faktorsku analizu na odgovaraju¢e socidemografske karakteristike 1
parametre kao Sto su Klotho, TL i parametre oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u cilju
dobijanja potencijalnih prediktora visokog rizika od smrtnosti ispitanika. Kaiser-Meyer-Olkin
parametar (>0.500) i Bartlett’s test (p<<0.001) potvrduju validnost ovog modela. Rezultati su
prikazani u tabeli 20.

Tabela 20. Faktori estrahovani faktorskom analizom

Faktori Estrah9 vane VIl Varijabilnost
opterecenjima
MDA (0,844)

Prooksidativni faktor 027 (0,753) 16,3%
AOPP (-0,699)
IMA (0,851)

Protein-redoks faktor SHG (0,835) 15,6%

. Kt/V (0,816)

o ™ | ol 0559

P P Dijalizni staz (0,644)
TL (0,792)

Antioksidativni faktor SOD (0,653) 10,2%
PAB (0,853)

PAB-Klotho faktor Klotho protein (-0,528) 9,4%

MDA - malondialdehid, Oy -superoksid anjon radikal, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, IMA
- ishemijom modifikovan albumin, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe, TL — duZina telomera leukocita periferne
krvi, SOD - superoksid-dizmutaza, PAB - prooksidativno-antioksidativni balans.
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Sa ciljem smanjenja broja ispitivanih nezavisnih varijabli, parametri su prema jednakoj
varijabilnosti grupisani u faktore. Faktorskom analizom je izdvojeno pet faktora koji
objasnjavaju 65,4% ukupne varijabilnosti i to: prooksidativni faktor koji ¢ine MDA, O2" i
AOPP objasnjava 16,3%, a slijede protein—redoks faktor sastavljen od IMA i SHG sa 15,6%,
hemodijalizni faktor povezan sa polom koji ¢ine Kt/V, pol i dijalizni staz sa 13,9%,
antioksidativni faktor sastavljen od TL i SOD sa 10,2 % i na kraju, PAB-Klotho faktor sa 9,4%
ukupne varijabilnosti.

4.10. Binarna logisticka regresiona analiza skorova generisanih u
faktorskoj analizi

Sledece u analizi podataka uradili smo binarnu logisti¢ku regresiju a dobijeni rezultati
su prikazani u tabeli 21.

Tabela 21. Binarna logisticka analiza skorova iz faktorske analize potencijalnih
prediktora smrtnosti u grupi bolesnika na hemodijalizi

Faktori B (SE) \é\(’;;‘]'fijcijem OR (95%C.1.) p
Prooksidativni faktor -0,193 (0,271) 0,507 0,824 (0,485-1,403) | 0,477
Protein-redoks faktor -0,479 (0,327) 2,149 0,619 (0,326-1,175) | 0,143
Hemodijalizni —factor | 545 0 248) | 0,035 0,955 (0,588-1,551) | 0,851
povezan sa polom

fA”“OkS'da“"”"T'— 0,057 (0,249) | 0,052 1,059 (0,649-1,726) | 0,820
actor

PAB-KIlotho faktor 0,923 (0,377) | 6,007 2,520 (1,200-5,270) | 0,014

B- koeficijent, SE- standardna greska, OR- odnos Sansi C.I.- interval pouzdanosti, TL — duzina telomere
leukocita periiferne krvi

Izmedu pet faktora koje smo ukljucili u binarnu logisti¢ku regresuju izdvojio se PAB i
Klotho (redoks-Klotho) faktor kao znacajan prediktor smrtnosti analiziranih bolesnika
(p=0,014).
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4.11. Poredenje parametara izmedu prezZivjelih ispitanika i ispitanika

preminulih tokom studije

S obzirom na visoku stopu smrtnosti bolesnika na hemodijalizi, na osnovu ishoda smo
podijelili ispitanike na dvije grupe, prezivjeli i preminuli, i poredili odgovarajuce parametre
izmedu ovih grupa, $to je prikazano u tabeli 22. S obzirom na veliki porast smrtnosti u ovoj
populaciji bolesnika, koji je izazvala globalna infekcija uzrokovana virusom SARS-CoV-2

(COVID-19), morali smo da uzmemo u obzir i njen uticaj na ispitanike.

Tabela 22. Razlike u socio-demografskim, antropometrijskim, klinickim i biohemijskim
parametrima izmedu preZivjelih i preminulih ispitanika

Svi bolesnici

Prezivjeli

Preminuli

FEUEUIET n=130 n=91 (70%) n=39 (30%) P
Starost, godine 66 (54-72) 60 (53-70) 72 (65-76) <0,001
Pol (muski/Zenski), n (%0) 98/32 (75,4/24,6) | 71/20 (78/22) 27/12 (69,2/30,8) | 0,198
ITM, kg/m? 25,7 +4,7 24,5 (22,4-27,3) | 25,9 (23,9-30,8) 0,006
Konzumiranje cigareta, n (%) 37 (28) 31 (83,8) 6 (16,2) 0,023
Dijalizni staz, mjeseci 40,0 (20,0-91,0) | 32,0(16,5-77,5) | 45,0 (31,0-113,0) | 0,069
g@c;vm-ig (negativni/pozitivii), N [ 76,54 585141 5) | 64/27(70,3/29.7) | 12/27(30,8/69,2) | <0,001
gE)VID-w status vakcinisanja, n 130 (100) 91(70) 39 (30) /
Komorbiditeti, n (%):

Dijabetes 39 (30) 25 (64,1) 14 (35,9) 0,339
Hipertenzija 118 (90,8) 84 (71,2) 34 (28,8) 0,355
Ostale KVVB 44 (33,8) 24 (54,5) 20 (45,5) 0,006
Uzrok smrti, n (%)

COVID-19 22 (56,4)

KVB 6 (15,4)
Cerebrovaskularna bolest 3(7,7)

Infekcija/ sepsa 4 (10,3)

Kancer 1(2,6)
Gastrointestinalna bolest 1(2,6)

Ostalo 1(2,6)

Nepoznat 1(2,6)

LDH, U/L 338 (293-388) 327 (282-380) 364 (318-418) 0,029
Limfociti, 10"M9/L 1,36 (1,03-1,73) | 1,48 (1,09-1,79) | 1,18 (0,835-1,45) | 0,008
NLR 3,29 (2,52-4,19) | 3,02 (2,33-3,91) | 3,84(3,16-5,05) 0,001
Kreatinin, umol/L 882 (749-1032) 925 (762-1044) | 803 (673-931) 0,012
Albumin, g/L 39 (37-41) 39 (38-41) 38 (35-41) 0,047
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CRP, mg/L 4,8 (1,6-11,5) 3,5(1,3-9,1) 8,2 (4,7-15,9) 0,002
SOD prije HD, U/L 136 (129-142) 136 (128-140) 138 (134-144) 0,020
TL prije HD, T/S 0,92 (0,69-1,12) |0,93(0,73-1,21) | 0,85(0,67-1,02) 0,034
TL posle HD, T/S 0,98 (0,72-1,27) | 1,08 (0,77-1,36) | 0,77 (0,63-1,09) < 0,001
Klotho protein prije HD, pg/mL 84,7 (31,8-169,5) | 92,2 (36,6-172,8) | 74,9 (27,0-158,8) | 0,212
Klotho protein posle HD, pg/mL 99,9 (34,7-190,4) | 94,4 (36,6-191,2) | 116,1 (33,6-189,7) | 0,949
FSRS 4 (1-7) 3 (0-6) 7 (5-9) < 0,001

ITM - indeks tjelesne mase, COVID-19 — infekcija virusom Sars-Cov-2, KVB - kardiovaskularne bolesti, LDH -
laktat dehidrogenaza, NLR - odnos neutrofila i limfocita, CRP - C-reaktivni protein, SOD - superoksid-dizmutaza,
HD - hemodijaliza, TL - duZina telomera leukocita periferne krvi, FSRS - Floegeov skor rizika od smrtnosti.
Vrijednosti parametara su izraZzena kao medijana i interkvartilni raspon, a p poti¢e iz Mann-Whitney U testa,
odnosno Chi-kvadrat testa za kategori¢ke varijable.

U grupi preminulih su bili statisticki zna¢ajno stariji bolesnici (p<0,001) sa ve¢im ITM
(p=0,006) u odnosu na prezivjele, a u grupi preminulih je bilo zna¢ajno manje pusaca (p=0,023).
Svi bolesnici su bili vakcinisani protiv COVID-19 infekcije, a u grupi preminulih bilo je
znacajno vise COVID-19 pozitivnih pacijenata koji su u toku studije imali COVID-19 infekciju,
Sto je bio i najcesci uzrok smrti (56,4%) ovih bolesnika. U grupi preminulih su bili zna¢ajno
visi inflamatorni markeri LDH (p=0,029), NLR (p=0,001) i CRP (p=0,002). Kao statisticki
znacajno nizi u grupi preminulih bolesnika bili su limfociti (p=0,008), kreatinin (p=0,012) i
albumin (p=0,047). Vrijednost SOD prije HD i FSRS su bili zna¢ajno vi$i u grupi preminulih
(p=0,020; p<0,001), dok je duzina telomera leukocita bila zna¢ajno niza i prije (p=0,034) i posle
sesije HD (p<0,001).

4.12. COVID-19 i mortalitet kod bolesnika na hemodijalizi

Takodje smo ispitali i uticaj COVID-19 na mortalitet bolesnika na HD. Najprije smo
podjelili bolesnike na one koji su imali i one koji nisu imali COVID-19 infekciju, i tako dobili
dve grupe ispitanika. Zatim smo izvrs$ili dodatnu podjelu bolesnika, na osnovu ishoda na kraju
studije (prezivjeli/preminuli). Tako smo dobili Cetiri grupe i to:

- PNK grupa- prezivjeli koji nisu imali COVID-19;

- PK grupa- prezivjeli koji su imali COVID-19;

- UNK grupa- umrli koji nisu imali COVID-19;

- UK grupa- umrli koji su imali COVID-19.

Poredenja odgovarajucih parametara izmedu ove 4 grupe prikazana su u tabeli 23.
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Tabela 23. Poredenja parametara u podgrupama na osnovu preZivljavanja i COVID-19 statusa

COVID-19 status: negativan

COVID-19 status: pozitivan

p

E?%nem il’n‘;:ji“je“/Ni‘igvi o | umrtimisu_imali | Prezivietyimati | Umrliimali - kovid

(PNK) e | |oome |97 008w)

64 (49,2%) : : '
Starost (godine) 60 (53-71) 72 (67-76)% 56 (46-67)" 71 (63-76)% o < 0,001
Pol (muski/Zenski) n (%) | 171177 41066) | 7/5 (55,4/41,7) 23/3(88,5/115) | 21/7 (75/25) 0,221
ITM(kg/m?) 23,7 (21,3-26,9) | 28,1 (24,8-32,3 | 255(239-27,9) | 259(23,6-302% | 0,008
Status pusenja n (%) 22 (34,4) 1(8,3) 8 (30,8) 6 (21,4) 0,237
Dijalizni staZ (mjeseci) 31 (16,5-76,0) 41,5 (15,5-113,0) | 48 (10,0-89,0) 48 (31,5-129,5)? 0,261
rC]:(((?A)\;ID-19 uzrok smrti / / / 22 (78.6) /
LDH (U/L) 326 (282-374) 324 (304-374) 323 (281-432) 377 (345-449) b 0,033
Limfociti (1079/L) 152 (1,17-1,88) | 1,07 (0,85-1,25)% | 1,17 (0,97-1,62)* | 1,22 (0,83-1,65) ® 0,005
NLR 2,95(2,19-360) | 3,75(351-4,79)% | 3,34 (258-4,11) | 3,80 (291-511)% | 0,004
NS ey 925 (775-1033) | 768 (640-844) = | 903 (738-1070)° | 836 (706-980) 0,038
Albumin (g/L) 39 (38-41) 38 ( 36-39) 39 (38-41) 38 (34-41) 0,196
CRP (mg/L) 2,9 (1,3-8,7) 9,4 (3,8-15,9) * 5,1 (1,3-9,4) 8,2 (4,8-13,6) @ 0,012
SOD prije HD (U/L) 136 (128-140) 135 (127-142) 135 (125-140) 139 (134-146) = 0,087
VLl R Ios) 092 (0.77-1,23) | 0,84 (0,69-0,92) | 0,94 (0,69-1,16) | 0,85 (0,66-1,08) 0,203
TL posle HD (T/5) 1,08 (0,77-1,38) | 0,66 (0,52-0,83) % | 1,14 (0,81-1,27)" | 0,84 (0,66-1,10) "¢ | 0,002
Klotho prije HD (pg/mL) [ 638 (30,7-116,8) | 52,0 (20,4-83,7)= | 99,2 (32,9-172,8) | 45,4 (26,3-109,5) 0,637
Klotho posle HD (pg/mL) [ g9 9 (33,6-191,2) | 106,5 (16,3-156,2) | 35,1 (10,1-71,2) | 63,5 (27,1-144,8) 0,088
FSRS 3 (1-6) 6 (6-8) @ 1(0,5-6)™ 7 (4-10) @@ < 0,001

ITM - indeks tjelesne mase, COVID-19 — infekcija virusom Sars-Cov-2, LDH - laktat dehidrogenaza, NLR —odnos
neutrofila i limfocita, CRP - C-reaktivni protein, SOD - superoksid-dizmutaza, HD - hemodijaliza, TL - duZina
telomera leukocita periferne krvi, FSRS — Floegeov skor rizika od smrtnosti.
Vrijednosti parametara su prikazane kao medijane i interkvartilni raspon. p potice iz Kruskall-Wallis testa, dok je
iz Mann-Whitney U testa * # %2 p<0,05, 0.01, 0.001 vs. grupa PNK; P bb.bbp<(0 05, 0.01, 0.001 vs. grupa UNK i &
€6 €€ p<0.05, 0.01, 0.001 vs. grupa PK
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Bolesnici iz UK grupe bili su znacajno stariji u odnosu na one iz PNK i PK grupe (p<
0,01 1 p< 0,001). Zanimljivo je da su u PK grupi bili najmladi ispitanici. Najvecu vrijednost
ITM imali su u grupi UNK, dok su u UK grupi vrijednosti ITM bile statisticki znac¢ajno vise u
odnosu na PNK grupu (p<0,01). Najduzi dijalizni staz imali su bolesnici u grupi UK, i u
poredenju sa PNK statisti¢ki znac¢ajno veci (p< 0,05). Nivo LDH, CRP i NLR je bio znacajno
visi u UK grupi u odnosu na PNK (p<0,01), dok je broj limfocita bio znacajno nizi (p< 0,05).
Takode, u UK grupi je primjecen znacajno visi FSRS u poredenju sa PNK (p< 0,001) i PK
(p<0,001). Duzina telomera leukocita posle HD sesije je bila znacajno niza u UK grupi u
poredenju sa PNK (p<0,01) i PK (p< 0,05) grupom, ali ipak najniza TL je bila u grupi UNK.

Uticaj COVID-19 infekcije na smrtnost ispitivanih bolesnika prikazan je na slici 34.
Primjetan je znacajan porast stope mortaliteta HD bolesnika u periodu COVID pandemije.

10,0
0,0

2018 2019 2020 2021 2022 2023
Period od 2018-2023

Stopa smrtnosti, %

Slika 34. Stopa smrtnosti u periodu od 2018-2023 (podaci iz Klini¢kog odeljenja za nefrologiju
1 metabolicke poremecaje sa dijalizom ,,Prof dr Vasilije Jovanovi¢* KBC ,,Zvezdara*)
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4.13. Kaplan-Meier analiza prezivljavanja

Da bismo procjenili sposobnost pojedinih parametara kao prediktora prezivljavanja,
primjenili smo Kaplan-Meier analizu za LDH, NLR, CRP, FSRS, TL i COVID-19 statusa.
Dodatno smo, primjenom logisticke regresione analize, Sve ove parametre sumirali u zbirni
rizik kao novi parametar. Rezultati su prikazani graficki za svaki parametar pojedina¢no na
slikama 35-41.
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Slika 35. Kaplan-Meier analiza za zbirni rizik
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Slika 36. Kaplan-Meier analiza za COVID-19
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Slika 37. Kaplan-Meier analiza za FSRS

1,0 -
0,8 -
_ﬂ)
=
s
-
2 0,6 -
2
N
g
~
K
=
g
o 0,2 4
NLR Mjeseci prezivljavanja Log rank
(>75.percentila) (95%CI)
0.0 - <42 15,7 (14,7-16,7) 11,8 p=0,001
’ —.>42 12,3 (10,2-14.4)
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

Vrijeme (mjeseci)

Slika 38. Kaplan-Meier analiza za NLR
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Kumulativno prezivljavanje

0.2 TL posle HD Mjeseci prezivljavanja Log rank
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Slika 39. Kaplan-Meier analiza za TL posle HD

1,0

0,8 4
RS
2 0,6
3
204 -
._3 0,2 4
CRP Mjeseci prezivljavanja Log rank
(>75.percentil) (95%CI)
<114 15,8 (14,8-16.,7) 5.3 p=0.022
5,3 p=0,022
0,04 "">114 13,7 (11,8-14,5)
T T T T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0

Vrijeme (mjeseci)

Slika 40. Kaplan-Meier analiza za CRP
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Slika 41. Kaplan-Meier analiza za LDH

Svi parametri koje smo testirali pokazali su zna¢ajan uticaj na prezivljavanje, a kao
najznacajniji se izdvojio ovaj zbirni rizik (Log rank = 25,4; p < 0,001). Ostali parametri koji
utiCu na prezivljavanje, prema znacajnosti su: COVID-19 status (Log rank: 20,2; p < 0,001),
visok FSRS (Log rank: 12,2; p < 0,001), NLR (Log rank: 11,8; p = 0,001), TL posle HD ispod
75. percentila (Log rank: 9,8; p = 0,002), CRP iznad 75. percentila (Log rank: 5,3; p = 0,022),
LDH vrijednost medijane (Log rank: 4,67; p = 0,031).

Ispitanici sa vrijednosS¢u zbirnog rizika manjom od 75. percentila imali duZe vrijeme
prezivljavanja, 16,7 mjeseci u odnosu na 11 mjeseci kod onih koji su imali vise vrijednosti od
75. percentila. Takode, oni koji su prelezali COVID-19 su imali krace vrijeme prezivljavanja,
12,1 mjeseci u odnosu na 16,8 mjeseci u grupi bolesnika koji nisu imali COVID-19. Sli¢no je i
sa FSRS, oni ispitanici sa niskim rizikom Zivjeli su duze (15,9 mjeseci) u odnosu na ispitanike
sa visokim FSRS (12,5 mjeseci). Kod ispitanika koji su imali nizu vrijednost NLR od 4,2 (75.
percentil) prezivljvanje je bilo 15,7 mjeseci, naspram 13,3 mjeseca kod onih sa vrijednosc¢u
NLR preko 4,2. Takode, duzina TL posle HD manja od 0,7 (75. percentil) pratilo je duze
prezivljavanje, 15,6 mjeseci u odnosu na 12,2 mjeseca, ukoliko je vrijednost TL posle HD bila
viSa od 0,7. Razlika je postojala i kod vrijednosti CRP od 11,4 (75. percentil). Ispitanici sa nizim
CRP od 11,4 imali su 15,8 mjeseci prezivljavanje, dok je ono kod ispitanika sa visSim CRP
iznosilo 13,7 mjeseci. Vrijednosti LDH ispod medijane pratilo je duze prezivljavanje (16,4
mjeseci) u odnosu na ispitanike sa vrijednos¢u LDH iznad medijene (13,9 mjeseci).

Potom smo Kaplan-Meier analizu uradili u dve grupe na osnovu COVID-19 statusa
(Tabela 24).
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Tabela 24. Podaci iz Kaplan-Meierove analize

Parametar COVID-19 negativni bolesnici | COVID-19 pozitivni bolesnici
N% nN=76 (58,5) n=54 (41,5)

NLR Log rank 5,45, p=0,020 Log rank 3,04, p=0,081

LDH, U/L Log rank 0,012, p=0,913 Log rank 5,37, p=0,021

CRP, mg/L Log rank 5,49, p=0,019 Log rank 0,67, p=0,413

TL posle HD, T/S Log rank 12,85, p< 0,001 Log rank 2,80, p=0,094

FSRS Log rank 0,78, p=0,376 Log rank 7,43, p=0,006

Zbirni rizik Log rank 3,15, p=0,208 Log rank 15,57, p<0,001

NLR - odnos neutrofila i limfocita, LDH — laktat-dehidrogenaza, CRP - C-reaktivni protein, TL - duZina telomera
leukocita periferne krvi, HD - hemodijaliza, FSRS — Floegeov skor rizika od smrtnosti

Za COVID-19 negativne ispitanike znac¢ajnim prediktorima pokazali su se TL posle HD
(p <0,001), CRP (p=0,019) i NLR (p=0,020), dok su za COVID-19 pozitivne ispitanike to bili
zbirni rizik (p<0,001), FSRS (p=0,006) i LDH (p=0,021). Moze se reci da je priroda prediktora
za COVID-19 negativne ispitanike vise imunoloska, dok su prediktori u grupi COVID-19
pozitivnih ispitanika metabolic¢ke prirode.

4.14. Poredenje osnovnih biohemijskih parametara na pocetku studije
i nakon Sest mjeseci

U skladu sa ciljevima istrazivanja uporedili smo vrijednosti biohemijskih i
hematoloskih parametara, Klotho proteina kao 1 parametara oksidativnog stresa na pocetku
studije i nakon 6 mjeseci pracenja, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 25.
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Tabela 25. Poredenje biohemijskih, hematoloskih, Klotho proteina i parametara
oksidativnog stresa na pocetku studije i nakon 6 mjeseci

Medijana Medijana
Parametar (25.-75. percentil) | (25.-75. percentil) P
Prva tacka Posle 6 mjeseci

AOPP, umol/L 48,2 (30,3-70,1) 50,9 (46,7-59,2) 0,269
SOD, U/L 136 (129-142) 84 (66-103) <0,001
O27, umol NBT/ min/L | 27 (18-38) 25 (15-31) 0,001
SHG, mmol/L 0,26 (0,23-0,34) 0,41(0,31-0,56) <0,001
PAB, U/L 46,4 (38,9-57,3) 49,5 (38,6-66,9) 0,025
MDA, pumol/L 1,5(1,2-2,2) 1,5(1,2-1,9) 0,820
IMA, ABSU 0,1 (0,07-0,14) 0,09 (0,07-0,13) 0,923
TAS, pumol/L 1326 (1246-1464) | 763 (627-904) <0,001
TOS, umol/L 26,8 (6,65-131,9) | 9 (5,8-19,5) <0,001
Leukociti, 10"9/L 6,5 (5,3-8,1) 6,4 (5,2-7,9) 0,022
Limfociti, 10°9/L 1,4 (1,03-1,7) 1,4 (1,1-1,7) 0,112
NLR 3,3(2,5-4,2) 3,1(2,4-4,1) 0,366
Albumin, g/L 39 (37-41) 40,5 (38-42,5) < 0,001
Kreatinin, pmol/L 889 (749-1032) 865 (744-1027) 0,341
Fosfat, mmol/L 1,7 (1,3-1,9) 1,6 (1,3-2,1) 0,843
Feritin, ng/mL 178 (112-292) 189 (87,5-325) 0,901
LDH, U/L 338 (293-388) 343 (295-415) 0,040
CRP, g/L 4,8 (1,7-11,5) 3,9(1,9-8,2) 0,693
Klotho, pg/mL 64,2 (25,2-119,7) | 291 (182-849) < 0,001

AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, SOD - superoksid-dizmutaza, O, - superoksid anjon radikal,
SHG - ukupne sulfhidrilne grupe, PAB - prooksidativno-antioksidativni balans, MDA - malondialdehid, IMA -
ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance, TAS - totalni antioksidativni status, TOS - totalni
oksidativni status, NLR —odnos neutrofila i limfocita, LDH - laktat dehidrogenaza, CRP - C-reaktivni protein, HD
— hemodijaliza. Podaci su prikazani kao medijane i interkvartilni raspon. Poredenje je vrseno Mann Whitney U
testom odakle potice i p vrijednost.

Izmedu vrijednosti parametara AOPP, MDA 1 IMA u ove dvije poredbene tacke nije
bilo statisticki znacajne razlike. Vrijednosti Oz~ i TOS su bile statisticki znac¢ajno nize nakon
Sest mjeseci (p=0,001; p<0,001), dok je vrijednost PAB bila statisti¢ki viSa nakon Sest mjeseci
(p=0,025). SOD i TAS su bili statisti¢ki znacajno nizi nakon Sest mjeseci (p<0,001), dok su
SHG bile znacajno viSe nakon Sest mjeseci (p <0,001).

Apsolutni broj leukocita je bio znacajno nizi nakon 6 mjeseci (p=0,022), dok se razlika
izmedu broja limfocita nije pokazala znacajnom. Vrijednost NLR i CRP, kao inflamatornih
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parametara, se nije razlikovala, dok je nivo LDH bio znacajno vi$i nakon Sest mjeseci
(p=0,040). Razlika se nije pokazala znacajnom za vrijednosti kreatinina, fosfora, gvozda i
feritina. Vrijednost albumina i Klotho proteina je bila statisticki znac¢ajno visa nakon Sest
mjeseci (p<0,001).

4.15. Skor po Santos-u

U daljoj analizi podataka uradili smo modifikovani Santos skor za procjenu 6-
mjesecnog mortaliteta, i izvrSili poredenje klju¢nih parametara u podgrupama proisteklim iz
ovog skora. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Pregled ispitivanih parametara prema Santos skoru

Parametar Nizak rizik Srednji rizik Visok rizik

Santos skor 0(0) 1(1-2) 2 (3-6) P

N 62 54 14

Starost, godine 59,5 (52-67) 68,5 (56-75) @ 77 (72-79) % bb < 0,001
Pol (muski/Zenski) n (%) 42/20 (32,3/15,4) | 45/9 (34,6/6,9) 11/3 (8,5/2,3) 0,145
Konzumiranje cigareta da/ne (%) | 19/43 (14,6/33,1) | 16/38 (12,3/29,2) 2/12 (1,5/9,2) 0,458
Dijabetes da/ne (%) 47/15 (36,2/11,5) | 36/18 (27,7-13,8) 8/6 (6,2/4,6) 0,304
ITM (kg/m2) 25,445 25 26,0+4,4 25,6+2,76 0,615
Dijalizni staZ (mjeseci) 43 (20-105) 36 (17-89) 43 (23-65) 0,672
PTH, pg/mL 296 (143-516) 246 (127-448) 169 (95-268) 0,179
NLR 3,00 (2,30-3,64) | 3,68 (2,67-4,96)* | 3,89 (2,92-5,33)2 0,011
Albumin, mmol/L 40 (38-42) 38 (35-40) @ 37 (34-39) @ < 0,001
LDH, U/L 327 (283-370) 347 (304-415) 367 (285-393) 0,241
CRP, mg/L 2,70 (1,20-6,70) | 7,15(2,35-19,60)* | 12,15 (4,80-28,10)%@ | < 0,001
Klotho prije HD, pg/mL 49,8 (21,1-101,4) | 103,5(35,8-172,8) | 34,4 (6,0-78,9)° 0,046
Klotho posle HD, pg/mL 93,3 (33,6-160,9) | 71,2 (31,4-189,7) 11,6 (9,3-32,5)% 10,006
TL prije HD, T/S 0,98 (0,75-1,21) | 0,85 (0,68-1,08) 0,83 (0,62-0,95) 0,026
TL posle HD, T/S 1,02 (0,69-1,31) | 0,95 (0,70-1,17) 0,91 (0,76-1,13) 0,761
FABIEIERI, B 46,4 (30,4-52,7) |439(37.4-603)  |552(429-665)°  |0123
PAB posle HD, U/L 68,7 (54,9-76,7) | 68,0 (54,3-81,2) 79,8 (70,0-94,0) 0,121
AOPP prije HD, umol/L 45 (26,7-68,3) 49,5 (33,8-72,1) 45,2 (29,9-53,2) 0,337
AOPP posle HD, umol/L 77,4 (59,8-89,9) | 76 (60,6-89,1) 86,6 (68,86-92,5) 0,657
MDA prije HD, pmol/L 1,53 (1,23-2,29) | 1,50 (1,17-2,06) 1,68 (1,29-2,23) 0,689
MDA posle HD, pmol/L 1,50 (0,98-28,16) | 1,56 (0,94-17,11) 1,17 (0,95-12,32) 0,621
IMA prije HD, ABSU 0,10 (0,08-0,14) | 0,09 (0,06-0,13) 0,10 (0,07-0,12) 0,217
IMA posle HD, ABSU 0,12 (0,09-0,25) | 0,11 (0,09-0,15) 0,12 (0,09-0,15) 0,503
Oz prije HD, umol NBT/min/L | 26 (19-38) 23 (17-42) 26 (16-38) 0,730
O~ posle HD, pmol NBT/min/L | 29 (21-40) 23 (17-30)° 25 (14,5-30) 0,040
TOS, pmol/L 35,0 (8,0-132,3) | 26,8 (6,9-131,8) 10,3 (4,7-129,9) 0,571
SOD prije HD, U/L 136 (128-141) 149 (139-157) 151 (140-161) 0,683
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SOD posle HD, U/L 151 (143-159) 137 (131-142) 137 (131-142) 0,425
SHG prije HD, mmol/L 0,27 (0,22-0,35) | 0,25 (0,20-0,32) 0,26 (0,24-0,31) 0,268
SHG posle HD, mmol/L 0,42 (0,29-0,58) | 0,39 (0,32-0,52) 0,47 (0,31-0,55) 0,718
TAS, pmol/L 1396 (1278-1498) | 1308 (1245-1395) | 1279 (1117-1480) 0,071
Prezivjeli/preminuli (n%) 52/10 (40,0/7,7) | 32/22 (24,6/16,9)@ | 7/7(5,4/5,4) = 0,003

ITM - indeks tjelesne mase, PTH - paratireoidni hormon, NLR - odnos neutrofila i limfocita, LDH
laktatdehidrogenaza, CRP - C-reaktivni protein, HD - hemodijaliza, TL - duzina telomera leukocita periferne krvi,
PAB - prooksidativno-antioksidativni balans, AOPP - uznapredovali produkti oksidacije proteina, MDA -
malondialdehid, IMA - ishemijom modifikovan albumin, ABSU - jedinice apsorbance O~ -superoksid anjon
radikal, TOS - totalni oksidativni status, SOD - superoksid-dizmutaza, SHG - ukupne sulfhidrilne grupe, TAS -
totalni antioksidativni status. Vrijednosti parametara su prikazane kao medijane i interkvartilni raspon dok su
kategori¢ki podaci prikazani kao apsolutne frekvence. p potice iz Kruskall-Wallis testa, dok je iz Mann-Whitney
U testa 2 2 n<(,05; 0.01; 0,001 vs. grupa sa niskim rizikom. ® °* p<0,05; 0.01; vs. grupa sa srednjim rizikom.
Chi-kvadrat testom poredene su kategoricke promjenjljive.

U poredenju sa grupom sa niskim Santos rizikom, u druge dvije grupe bolesnici su bili
znacajno stariji (p<0,001). Znacajno vise vrijednosti NLR su registrovane u grupi sa srednjim
Santos rizikom (p<0,01) i visokim Santos rizikom (p<0,05), u odnosu na grupu bolesnika sa
niskim Santos rizikom. Sli¢no je i sa vrijednosti CRP, koja je bila statisticki znacajno visa u
grupi sa visokim rizikom (p<0,001) i srednjim rizikom (p<0,01) u odnosu na grupu sa niskim
rizikom. Nivo albumina je bio zna¢ajno nizi u grupama sa visokim (p<0,01) i srednjim Santos
rizikom (p<0,01) u odnosu na grupu sa niskim rizikom. Vrijednost PAB prije i posle HD je bila
znacajno visa u grupi bolesnika sa visokim Santos rizikom (p<0,05) u odnosu na grupu sa
niskim rizikom. Znacajno nize vrijednosti Oz~ posle HD su registrovane u grupi sa srednjim
Santos rizikom u odnosu na grupu sa niskim (p<0,05). Koncentracija Klotho proteina prije HD
je bila znacajno niza u grupi ispitanika sa visokim Santos rizikom (p<0,05) u odnosu na grupu
sa srednjim rizikom, a statisti¢ki se znacajno razlikovala koncentracija Klotho proteina posle
HD, i to u grupi sa visokim Santos rizikom (p<0,01) u odnosu na obje grupe sa srednjim i niskim
Santos rizikom. TL prije HD su bile zna¢ajno krace u grupi sa visokim (p<0,05) u odnosu na
grupu sa niskim Santos rizikom.
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5. DISKUSIJA

Asimptomatski pocetak, potkrepljen ¢injenicom da 90% odraslih sa HBB nije svjesno
da je obolelo, progresivan tok, uz porast prevalence i faktora rizika, samo su neke od
karakteristika ove bolesti, usled kojih ona predstavlja izuzetno vaZan javno-zdravstveni
problem. Prema trenutnoj procjeni, oko 850 miliona ljudi §irom svijeta boluje od HBB, §to je
znacajno veéi broj oboljelih od dijabetesa (oko 589 miliona), kancera (oko 20 miliona) ili HIV-
a (40,8 miliona) (110-113). U tre¢em izdanju Globalnog atlasa zdravlja bubrega, od strane
medunarodnog udruZenja nefrologa (engl. International Society of nefrology-Global Kidney
Health Atlas) iz 2023. godine, ukazano je na velike razlike u klju¢nim elementima pruzanja
njege bolesnicima sa TBB izmedu zemalja koje su ucestvovale u istrazivanju (110). Postoje
znacajne varijacije u dostupnosti modaliteta za zamjenu bubrezne funkcije, procenta bolesnika
koji mogu da im pristupe, nacina finansiranja zamjene bubrezne funkcije 1 pratecih
medikamenata, nepostojanju odgovarajucih registara na nacionalnom nivou, dostupnosti
zdravstvenog informacionog sistema, broju zdravstvenih radnika ukljucenih u njegu bolesnika
sa TBB i na kraju, samom kvalitetu i preprekama pruzanja njege bolesnicima koji zive sa ovom
bolesti. Navedene razlike najvise su uocljive u slabo razvijenim i zemljama u razvoju, ali je u
odnosu na prethodno izdanje ovog Atlasa iz 2019. godine uocen napredak u smislu povecanja
broja centara koji omogucavaju HD, peritonealnu dijalizu i transplantaciju Sirom svijeta, i
blagog porasta broja zemalja u kojima je veéini bolesnika kojima je neophodna dijaliza
omogucen i pristup dijalizi (110). Sve ovo navedeno potvrduje veliki teret koji bubrezne bolesti
predstavljaju po javno-zdravstveni sistem i ukazuje na potrebu za odrzivim naporima kako bi
se na globalnom nivou doslo do rjeSenja. Rano otkrivanje bolesti, uz razvoj strategija za
prevenciju bolesti, rano otkrivanje faktora rizika koji dovode do HBB, dobra kontrola krvnog
pritiska, glikoregulacija, prevencija i leCenje gojaznosti, moraju biti dostupni u svim sredinama
nezavisno od stepena razvoja. Mere prevencije, koje dovode do spreCavanja nastanka HBB,
usporavanje progresije i odlaganje zapocinjanja leCenje metodama zamene bubrezne funkcije,
podrazumevaju edukaciju bolesnika, higijensko dijetetski rezim, izbjegavanje nefrotoksi¢nih
lekova i sredstava, kao i dostupnost medikamenata koja mogu usporiti HBB poput SGLT2
inhibitora, antagonista mineralokortikoidnih receptora (MRA) i drugih (110). Moze se reci da
je od istorijskog znacaja prihvatanje rezolucije od strane SZO u maju 2025 péime je dat prioritet
HBB medu nezaraznim bolestima na globalnom nivou. I upravo su Cetiri kljucne stavke ove
rezolucije: promovisanje globalne svjesnosti i edukacija o HBB, pojacana prevencija i rano
prepoznavanje bolesti, pristup dostupnom 1 kvalitetnom tretmanu 1 ojacavanje zdravstvenog
sistema kako bi se mogli ispuniti zadati ciljevi (114).

Uvodenje dijalize kao terapije znacajno je produZzilo prezivljavanje bolesnika sa TBB,
ali je mortalitet ostao i dalje veoma visok. U ovoj studiji ispitana je povezanost izmedu nivoa
Klotho proteina, duzine telomera leukocita, parametara redoks statusa sa predvidanjem
mortaliteta kod HD bolesnika, sa osvrtom na kardiovaskularne bolesti kao naj¢es¢i uzrok smrti
ovih bolesnika. Udruzenom analizom rutinskih laboratorijskih parametara i novijih markera
oksidativnog stresa i bioloskog starenja, pronasli smo kombinaciju parametara za ranije
prepoznavanje HD bolesnika koji imaju veci rizik za smrtni ishod.

Skrac¢ivanje telomera je neizbjezan proces koji se deSava sa starenjem, ali koji se takode
ubrzava usled odredenih faktora, kao §to su stres, savremen nacin zivota, hroni¢na inflamacija,
oksidativni stres i hroni¢ne bolesti (115). Dodatno, skraéivanje telomera ima znacajnu ulogu u
razvoju bolesti poput kardiovaskularnih, neurodegenerativnih ili dijabetesa, dok odredene
hroni¢ne bolesti mogu ubrzati ovaj proces, ¢ine¢i ga centralnim faktorom u nastanku mnogih
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zdravstvenih problema. Starenje bubrega je sloZen proces na koji uti¢e veliki broj faktora, a u
toku koga bubreg prolazi kroz niz progresivnih strukturnih i funkcionalnih promjena (115). Vise
studija je ispitalo povezanost TL sa smanjenjem bubrezne funkcije i progresijom HBB, a nesto
manje studija novijeg datuma govori o povezanosti TL sa mortalitetom i morbiditetima kod
pacijenata na HD, dok ima i kontradiktornih rezultata koji pokazuju da su duze telomere
povezane sa ve¢com stopom kardiovaskularnog mortaliteta (116). Kao moguce objasnjenje,
navedeno je da su duzinu telomera odredivali iz uzorka pune krvi, a ne iz leukocita, da bolesnici
sa kra¢im telomerama bolje podnose stresore koji su u vezi sa HBB (hroni¢na inflamacija,
oksidativni stres i sl.), $to dovodi do smanjenja kardiovaskularnog rizika, samim tim i boljeg
prezivljavanja HD bolesnika. Dodatno, moguca je razlika u skracivanju telomera 1
regenerativnoj sposobnosti enzima telomeraze kao kompenzatornog mehanizma izmedu opste
populacije i HD bolesnika (116). Kod bolesnika sa TBB prisutni su: hroni¢na inflamacija i
oksidativni stres, uz akumulaciju uremijskih toksina. Ova stanja, zajedno sa efektom HD, mogu
da objasne skracenje telomera kod bolesnika na HD, $to je zabelezeno u nasoj studiji, kao i u
drugim (117, 118). Kada se porede vrijednosti TL izmedu bolesnika na HD i zdravih ispitanika,
registrovali smo znacajno nize TL kod bolesnika 0,92 (0,70-1,14) vs. kontrolna grupa 1,33
(1,09-1,62) (Tabela 8.). Stefanidis i saradnici nisu nasli razliku u duzini telomere u PBMC kod
HD bolesnika u poredenju sa kontrolnom grupom, ali su pokazali da do skra¢enja TL dolazi
nakon vise godina provedenih na HD (119). Drugi autori su pronasli zna¢ajno kra¢e TL kod
HD bolesnika u poredenju sa zdravim ispitanicima (120). Obje ove studije ukljucuju relativno
mali broj bolesnika na HD. Buduéi da je studija koju su sproveli Vukasinovi¢ i saradniCi
pokazala znacajno povecanje u TL nakon primarne perkutane koronarne intervencije izvedene
odmah nakon akutnog infarkta miokarda, o¢ekivali smo da ¢e HD takode uticati na duzinu
telomere (121). Mali porast nakon HD je primjecen, ali u poredenju sa vrijednostima prije HD
nije bio statisticki zna¢ajan.

Vrijednosti TL u naSoj grupi ispitanika su bile neSto vise kod Zena u odnosu na
muskarce, iako statisticki razlika nije dosegla zna¢ajnost, §to je 1 pokazano u nekoliko studija
(115, 122). Razlog se mozda ogleda u ¢injenici da je kod muskaraca kraci zivotni vijek u odnosu
na zene, Sto se reflektuje preko duzine telomera. Dodatno, kod Zena postoji zaStitna uloga
estrogena, kako direktna tako i indirektna, preko antiinflamatornog i antioksidantnog dejstva
ovog hormona (115, 122). lako pusenje predstavlja dobro poznati faktor rizika po zdravlje, u
smislu izvora slobodnih radikala, i time pojacavanja oksidativnog stresa i inflamacije, $to
posledi¢no dovodi i do skracenja telomera, podaci u literaturi pokazuju neslaganja kada je u
pitanju povezanost izmedu pusenja i skracenja telomera (123, 124). Rezultati veceg broja
studija pokazuju da su kod pusaca krace telomere u odnosu na nepusace ili bivse pusace, dok
ima studija koje nisu pronasle povezanost izmedu statusa pusenja i duzine telomere (124, 125).
Studija Wulaningsih i saradnika je pokazala skrac¢enje duzine telomera kod pusaca od 50 baznih
parova u odnosu na nepusace, uz dodatno skrac¢enje od 169 baznih parova kod pusaca koji trose
viSe od 30 pakovanja cigareta u toku godinu dana (124). Druga studija je pokazala da kod pusaca
dolazi do gubitka od 5 baznih parova po potrosenom pakovanju cigareta u odnosu na nepusace
(125). Za razliku od podataka iz studija u kojima je kod puSaca pokazano skracenje TL u odnosu
na nepusace, nasi podaci govore suprotno: razlika u duzini telomera nije statisticki znacajna,
ve¢ sui TL nesto duze kod pusaca, $to je pokazano u studiji Barageti i saradnici iz 2015. godine
(115, 126). Moguce objasnjenje naSih rezultata mozda moze biti mali broj pusaca medu
ucesnicima u istrazivanju (37/130 ispitanika).

Pored pusenja, kao jedan od mnogih faktora koji doprinose skra¢enju TL je i gojaznost.
Imaju¢i u vidu povezanost izmedu gojaznosti sa oksidativnim stresom 1 inflamacijom, ne ¢udi
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povezanost izmedu gojaznosti i skracenih telomera. Uprkos €injenici da je gojaznost znacajan
konvencionalni faktor rizika za razvoj razliCitih bolesti, pokazano je da su visoke vrijednosti
ITM, koje odrazavaju gojaznost, povezane sa boljim prezivljavanjem kod bolesnika na
hemodijalizi, dok su niZe vrijednosti ITM povezane sa povecanim mortalitetom ovih bolesnika
(116). Nasi rezultati su pokazali da su kod umjereno gojaznih i gojaznih bolesnika na HD
znacajno nize vrijednosti TL, §to se slaZe sa rezultatima iz drugih studija (115, 127). Valdes i
saradnici su u svojoj studiji pokazali da kod gojaznih Zena postoji skracenje od 240 baznih
parova u odnosu na negojazne (125).

Nasi rezultati su pokazali da je duzina telomera znacajno veca kod pacijenata na HDF u
odnosu na high-flux HD. Ipak, nema preciznih podataka u literaturi o odnosu izmedu vrste
dijaliznog postupka i duzine telomera HD bolesnika. Maduell i Broseta su pregledom literature
poredili u¢inak vise dijaliznih modaliteta. Kao indikator u¢inka formirali su globalni skor
uklanjanja, kao razliku izmedu zbirne stope uklanjanja B2-mikroglobulina, mioglobina,
prolaktina, a:-mikroglobulina, ai-kiselog glikoproteina, sa jedne strane, i stope uklanjanja
albumina, sa druge strane. Najveci skor je imala HDF, zatim prosirena HD, a najmanji skor
high-flux HD (128). U drugoj studiji pokazan je pozitivan efekat HDF na indeks insulinske
rezistencije u odnosu na konvencionalnu HD (129). HDF je u sirokoj upotrebi u Evropi i Aziji,
dok se nesto slabije upotrebljava u SAD zbog propisa Agencije za hranu i lijekove- FDA (engl.
Food and Drug Administration) (130). U Evropi su izvedene cetiri velike randomizovane
kontrolisane studije u kojima su poredeni klini¢ki ishodi izmedu HDF i konvencionalne HD.
Peters i sardnici su meta analizom podataka iz ove cetiri studije pokazali da primjena HDF
dovodi do 14% snizenja generalnog mortaliteta, a 23% kada se posmatraju samo
kardiovaskularni uzroci smrti u poredenju sa bolesnicima kod kojih se primjenjuje standardna
HD (131).

Rezultati nasih ispitivanja su pokazali da su prezivjeli bolesnici imali na po¢etku studije
znacajno vise vrijednosti TL i prije 1 posle sesije dijalize u odnosu na bolesnike koji su preminuli
tokom studije. Sli¢ne rezultate dobili su i u drugima studijama da su skra¢ene telomere u vezi
sa povecanim rizikom od ukupnog mortaliteta (132,133). Nasuprot tome, rezultati novijeg
istrazivanja pokazali su da su duze telomere povezane sa ve€im rizikom za razvoj infarkta
miokarda, ishemijskih udara i kardiovaskularne smrti (115,116). Kao moguce objasnjenje za
ove kontradiktorne i neocekivane rezultate navodi se da je duzina telomera odredivana u punoj
krvi, a ne samo u leukocitima kao i da heterogenost ispitanika po pitanju etiologije osnovne
bolesti predstavlja dodatni faktor koji moze uticati na interpretaciju rezultata.

Visegodisnja dijaliza dovodi do generisanja i aktivacije imunskih ¢elija, posebno
neutrofila 1 monocita kod bolesnika u poredenju za opStom populacijom. To kreira
proinflamatornu sredinu koja dovodi do preranog starenja i apoptoze imunskih ¢elija, samim
tim 1 mononuklearnih ¢elija periferne krvi koje smo mi koristili za odredivanje duZine telomera.
Jasno je da se u takvim uslovima moze ocekivati skra¢ivanje duZine telomera zbog stalnog
uticaja proinflamatornih faktora na sve €inioce sistemske cirkulacije (134). Noviji koncept
nazvan “klonska hematopoeza neodredenog potencijala” (CHIP, engl. clonal hematopoesis od
indeterminate potential) se javlja kod oko 10% osoba starijih od 70 godina i ispoljava se kao
klonska ekspanzija hematopoetskih ¢celija bez razvoja maligniteta krvi (135). Osobe sa ovim
sindromom imaju povecan rizik od smrtnosti, posebno od kardiovaskularnih bolesti. Uzimajuci
u obzir da se faktori rizika za razvoj CHIP javljaju i kod pacijenata na dijalizi (konzumiranje
cigareta, muski pol, hroni¢na inflamacija, citotoksicna terapija i odredene naslijedene genetske
varijante) postoji mogucnost da je ovaj sindrom cesS¢i kod hroni¢nih bubreznih bolesnika.
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Nekontrolisana hematopoeza moze da utice na kvalitet i osobine/funkcionalnost leukocita a
time i na funkcionalnost imunskog sistema (135, 136).

Chang Hu i saradnici su ispratili metabolizam Klotho proteina, posebno nacin
eliminacije putem urina, buduci da je tu bilo mnogo nepoznanica i pitanja koji su zahtijevali
odgovore (137). Pokazali su da su bubrezi kao organ u kome se Klotho najvise eksprimira
odgovorni za njegovo oslobadanje u cirkulaciju uz pomo¢ metaloproteinaza. Takode, bubrezi
su odgovorni za eliminaciju slobodnog Klotho proteina iz krvi i njegovo izlu€ivanje putem
urina. Ono $to treba naglasiti je da se Klotho ne fitrira u glomerulima, $to je na neki nacin i
oc¢ekivano, buduéi da se radi o proteinu veli¢ine 130 kDa. Klotho je prisutan u lumenu, apikalnoj
1 bazalnoj membrani proksimalnih 1 distalnih tubula. Kroz tubule se krec¢e procesom
translokacije u jednom smjeru od bazolateralne ka apikalnoj membrani a zatim se sekretuje kroz
apikalnu membranu u lumen tubula, koji i predstavlja mjesto djelovanja Klotho proteina.
Imajuéi u vidu da su bubrezi zaduzeni za proizvodnju, preuzimanje i eliminaciju Klotho
proteina iz cirkulacije, moZe se sa razlogom pretpostaviti da je taj proces izmjenjen i
neadekvatan kod bolesnika sa bilo kojom bole$¢u bubrega, a posebno kod bolesnika sa TBB
(137). Nasi rezultati povisenog Klotho proteina nakon HD su u suprotnosti sa rezultatima Hibab
I saradnika, koji su pronasli povisen nivo Klotho proteina prije HD u odnosu na koncentraciju
izmerenu posle HD. Razlog ovog neslaganja mogu biti razli¢it dizajn studije, manji broj i
razli¢ite karakteristike HD bolesnika (138).

Rezultati nase studije pokazali su nesto viSe vrijednosti Klotho proteina kod muskaraca
nego kod Zena, $to je u suprotnosti sa rezultatima studije Wanga i saradnika (139). Kao mogu¢
razlog navodi se pozitivna korelacija izmedu estradiola i ekspresije Klotho proteina, tj. da
estradiol 1 nacin zivota specifican za pol moze dovesti do razli¢itog procesa starenja izmedu
muskaraca i Zzena. Medu starosnim grupama pokazali smo nize vrijednosti Klotho proteina kod
starijih bolesnika u odnosu na mlade, $to je bilo 1 ocekivano.

Poremecaj u ravnotezi izmedu prooksidanata i antioksidanasa se razvija u ranijim
stadijumima HBB, a pogorsava se kako bolest napreduje ka terminalnoj fazi (140). Ovaj slijed
nezeljenih dogadaja je evidentan u bubrezima, buduci da su oni znacajan izvor antioksidanasa.
Sve tri izoforme SOD, kao klju¢nog antioksidantnog enzima, prisutne su u bubrezima i imaju
vaznu ulogu u pogorSavanju i ublazavanju razli€itih bubreZnih bolesti. Izoforma SODI1 ¢ini
30% ukupne aktivnosti SOD u bubrezima i smanjuje nivo TNF-a i IL-1 u tkivima, takode
djeluje i na NF-kB signalni put sprecavaju¢i njegovu aktivaciju i posledi¢no, na oksidativno
oStecenje DNK. SODI1 reguliSe remodelovanje bubreZzne mikrovaskulature i osjetljivost na
angiotenzin Il. Smanjena eksprimiranost i/ili aktivnost izoforme SOD2 dovodi do pogorsanja
bubrezne funkcije, tubulointersticijalne fibroze, inflamacije i apoptoze. lzoforma SOD3
lokalizovana je u proksimalnim tubulima i kolokalizuje sa eritropoetinom, u smislu da u slucaju
nedostatka ove izoforme dolazi do slabijeg porasta nivoa eritropoetina preko aktivacije NOX
signalnog puta (141). Katalaza je Siroko prisutna u citoplazmi proksimalnih tubula
jukstamedularnog korteksa, dok je nema u glomerulima, distalnim tubulima, Henleovoj petlji,
ni sabirnim kanalima. Smatra se da katalaza djeluje preko regulacije unutrasnjeg renin-
angiotenzin sistema, ili preko aktivacije Nrf2 i hem oksigenaza-1 (HO-1) signalnog puta. Od
pet aktivnih izoformi glutation peroksidaze, GP2 i 5 se ne nalaze u bubrezima, a najvise je
rasprostranjena izoforma 1, koja se nalazi u podocitima i mezengijalnim ¢elijama uz izoformu
4, dok se izoforma 3 nalazi u bazalnoj membrani proksimalnih i distalnih tubula (141). Uz
snizen kapacitet nabrojanih enzimskih komponenti antioksidativne zastite kod ovih bolesnika,
snizen je i nivo vitamina C, usled nedostatka svezeg voca i povréa u ishrani da bi se izbjegla
hiperkalemija, kao i zbog gubitka ovog vitamina pri samoj dijalizi, snizen je intracelularni nivo
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vitamina E, koncentracija selena, uz deficijenciju GSH antioksidativnog zastitnog sistema. Sa
druge strane, evidentan je porast aktivnosti prooksidanata kod ovih bolesnika, usled
uznapredovalih godina, dijabetesa, akumulacije uremijskih toksina. Promjene u odnosu pro i
antioksidanasa prisutne su u svim stadijumima HBB, ali su posebno izrazene kod bolesnika na
HD, dobrim djelom i usled samog postupka HD (142). Na ovaj poremecaj ravnoteze redoks
sistema dodatno uti¢e neadekvatno uklanjanje prooksidativnih supstanci, smanjena proizvodnja
antioksidanasa uz njihovu pojacanu eliminaciju tokom samog postupka HD (143). Analiza
parametara redoks statusa prije i posle dijalize pokazala je znaCajan negativni uticaj HD na
oksidativni stres u smislu povecanih nivoa markera oksidativnog stresa i snizenih nivoa markera
antioksidativne zastite. U naSoj studiji, AOPP i PAB kao prooksidanti, su bili zna¢ajno poviseni
nakon dijalize, $to je u skladu sa rezultatima Almadary i saradnika (144). Almadary i saradnici
su pokazali povecanje oksidativnog stresa izrazeno preko poviSenih vrijednosti PAB prije
dijalize uz jos vise vrijednosti PAB nakon dijalize, a kao mogu¢ razlog naveli su sam proces
dijalize (144). Nasuprot ovome, Tajbakhsh i saradnici (145) su u studiji sa 91 bolesnikom na
hemodijalizi pokazali snizenje koncentracija markera oksidativnog stresa nakon sesije
hemodijalize. U isto vreme povecavala se aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, katalaza i
glutation peroksidaza), $to je objasnjeno preko pozitivnog uticaja na aminotiole u cirkulaciji.
Studije konzistentno potvrduju da tip membrane koja se koristi tokom hemodijalize moze da
igra znacajnu ulogu u produkciji oksidanata (146). U nasoj studiji kori$¢ene su tri razli¢ite vrste
dijaliznih membrana ali nismo uspjeli da pokazemo vezu izmedu nivoa oksidanata zavisno od
vrste membrane vjerovatno zbog malog broja ispitanika, pa tacan uticaj svake pojedinac¢ne vrste
membrane ostaje nejasan. Pored poveéanja prooksidanata nakon HD, utvrdili smo povecanje
aktivnosti i enzimskog (SOD) i neenzimskog (SHG) dijela antioksidativne zastite, vjerovatno
uzrokovano aktivacijom kompenzatornih mehanizama preko NRF2 i elementa antioksidantnog
odgovora, ¢ija aktivacija povecava ekspresiju nekoliko gena za antioksidativne enzime/proteine
(147, 148). Amino terminalni kraj polipeptidnog lanca albumina je mjesto veoma osjetljivo na
biohemijske modifikacije uzrokovane od strane oksidativnog stresa, usled Cega nastaje
modifikovani albumin, poznat pod nazivom IMA. Predlozena su tri mehanizma koji mogu
dovesti do nastanka IMA: autodegradacija aminoterminalnog kraja polipeptidnog lanca
albumina, degradacija aminoterminalnog kraja pod dejstvom slobodnih radikala nastalih nizom
posledi¢nih reakcija usled tkivne hipoksije u stanju poveéanog oksidativnog stresa, i vezivanje
masnih kiselina za druga vezujuca mjesta na albuminu §to dovodi do alosternih modifikacija u
strukturi albumina. Ovi mehanizmi nisu eksperimentalno potvrdeni a za sva tri je zajednicko da
dovode do smanjena sposobnosti albumina da vezuje jone prelaznih metala (149). Nasa studija
kao i studija Kiyici i saradnika pokazuje povisene koncentracije IMA nakon dijalize, paralelno
sa sniZzenjem koncentracije albumina. Ovo ukazuje da process oksidativne izmjene tece
paralelno 1 ¢ak se produbljuje iako se sama koncentracija albumina smanjuje, Sto dodatno
smanjuje antioksidativni potencijal plazme i doprinosi progresiji bubrezne bolesti (150).

U toku poslednje dvije dekade primjetan je tehnoloski napredak u oblasti HD i lecenja
bolesnika, a samo malo poboljsanje prezivljavanja bolesnika na HD, dok je stopa smtrnosti
ostala visoka. Podaci iz godiSnjeg izvjestaja USRDS pokazuju znacajno skra¢enu projekciju
duzine Zivotnog vijeka bolesnika na HD u poredenju sa opstom populacijom. Razvijeno je
nekoliko modela za predvidanje smrtnosti kod bolesnika na HD, ali se jo§ uvijek nijedan ne
nalazi u rutinskoj klini¢koj upotrebi, jer im nedostaje robustnost, uopstenost i primjenjljivost.
Mi smo Koristili Floege-ov kalkulator za ra¢unanje poena za procjenu rizika i na osnovu njega
podijelili bolesnike u grupe sa niskim (< 5 poena), srednjim (5-9 poena) i visokim (> 9 poena)
rizikom od smrti (108). Model novijeg datuma predstavili su Chaudhuri i saradnici. U studiji je
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ucestvovalo preko 95 hiljada HD bolesnika iz 37 dijaliznih centara sa pet kontinenata, koje su
pratili 3 godine. Ispitivano je preko 25 parametara, koji su sakupljani iz elektronske medicinske
dokumentacije, kao $to su parametri inflamacije (ukupan broj leukocita, CRP), anemije (feritin
i hematokrit), metabolizma minerala i kostiju (kalcijum i fosfor), nutritivnog statusa (albumin,
kreatinin, tezina prije i posle dijalize i sl.), hidratacije (ukupna koli¢ina vode u tijelu,
interdijalizni prinos), bikarbonati, kalijum, kao i demografske karakteristike bolesnika.
Razvijena su dva modela za predikciju mortaliteta bolesnika na HD: tradicionalni statisticki i
napredni metod masinskog ucenja. Oba metoda su se pokazala jako dobrim, i u oba modela
cetiri od pet glavnih prediktora mortaliteta su isti parametri: stariji bolesnici sa niZim
albuminom i kreatininom, a viSim CRP imali su ve¢i rizik od smrtnosti u toku 3 godine pracenja.
Napredni model je izdvojio visok hematokrit kao tre¢i faktor po znacajnosti, dok u
tradicionalnom modelu hematokrit se nije pokazao znacajnim. Razlika izmedu ova dva modela
ipak ide u korist naprednog modela masinskog ucenja, jer tradicionalni model pretpostavlja
linearan odnos izmedu varijabli i nema reSenje u sluc¢aju podataka koji nedostaju (151).

Bolesnici sa najvisim FSRS su bili znacajno stariji od bolesnika svrstanih u grupu sa
niskim rizikom. Da su bolesnici sa visokim rizikom od smrtnog ishoda prema izraCunatom
FSRS u stanju povisenog oksidativnog stresa potvrdeno je nalazom znacajno povisenih
vrednosti PAB prije HD i snizenim koncentracijama albumina i SHG posle HD u odnosu na
grupu sa niskim skorom rizika (Tabela 19). Od ukupnog broja preminulih bolesnika najvise je
bilo u grupi sa srednjim skorom rizika i to 49%, dok je 23% ovih bolesnika bilo u grupi sa
visokim rizikom.

Santos skor za procjenu Sestomjeseénog mortaliteta kod bolesnika na HD, uz nasu
modifikaciju, dao je gotovo identi¢ne karakteristike bolesnika koji su pod visokim rizikom od
mortaliteta, kao i Floegeov skor. Stariji bolesnici na HD, sa povisenim inflamatornim
markerima uz skracene telomere leukocita i snizen Klotho protein, imaju visok Santos rizik od
mortaliteta.

Postoji vise razlicitih indeksa/skorova, od kojih su neki u upotrebi za procjenu ranog
mortaliteta (3 ili 6 mjeseci od zapocinjanja hemodijalize), i kardiovaskularnog mortaliteta
nakon zapocinjanja hemodijalize, kao $to su Ivori indeks, Obi indeks, Inauguma skor 1 sli¢ni
(152-155). U novije vrijeme se prelazi na donoSenje zajednicke odluke od strane nefrologa,
bolesnika i njegove porodice, prilikom prelaska na hemodijalizu kao terapiju. Upravo tada se
pokazuje koliko su vazni ovi skorovi za procjenu mortaliteta, jer oni omogucavaju
sveobuhvatnu procenu, uzimaju¢i u obzir sociodemografske, laboratorijske 1 klinicke
parametre. Analizom ovih podataka i sledstvenim bodovanjem, dobijaju se skorovi, koji daju
dodatne informacije, koje pomazu bolesnicima sa TBB i njihovim porodicama da shvate rizike
i benefite koje ovaj tretman nosi sa sobom. Prema KDIGO Smjernicama kao i kampanji
Americkog Drustva Nefrologa pod nazivom “Biraj pazljivo”, naglaSava se vaznost procjene
ovog rizika kod svakog bolesnika individualno, prilikom donosenja odluke o zapocinjanju
hemodijalize (155, 156).

U ovoj studiji pokazali smo da su bolesnici sa visokim nivoom LDH pod vec¢im rizikom
od smrtnog ishoda svih uzroka nakon 18 mjeseci pra¢enja. U grupi bolesnika koji su preminuli
pokazalo se da su bolesnici bili stariji, sa viSim nivoom LDH i poviSenim markerima
inflamacije, kao $to su NLR indeks, CRP i snizen broj leukocita. Ovi rezultati se slazu sa
rezultatima Azaba i saradnika, koji su pronasli da je NLR indeks koristan inflamatorni marker
pogorSanja bubrezne funkcije, objasnjavajuci to ¢injenicom da je ovaj marker kombinacija dva
inflamatorna markera (157). NLR indeks se dobija kao odnos apsolutnog broja neutrofila i
apsolutnog broja lifmocita. Ovi podaci se dobijaju u sklopu rutinske analize krvne slike i ne
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zahtjevaju dodatne troSkove, Sto znacCi da bi integracija NLR indeksa u laboratorijski
informacioni sistem (LIS) znacajno doprinijela pracenju bolesnika na HD. Takode, nasi
rezultati su u skladu sa rezultatima Zhanga i saradnika koji su pokazali daje visok NLR indeks
povezan sa visokim rizikom od sveukupne smrtnosti (158). Visok NLR, CRP i snizen apsolutni
broj limfocita su karakteristika inflamacije koja je prisutna kod bolesnika sa TBB. Xiang i
saradnici su pokazali postepeno smanjivanje broja limfocita kako HBB napreduje, dok je
analiza subpopulacija limfocita pokazala da dolazi do porasta u procentu NK ¢elija uz smanjenje
procenta B ¢elija. Takode, oni su pokazali da ovakav status subpopulacije limfocita ima jaku
korelaciju sa JGF, a vjerovatno je uzro¢nik povezanost sa uremijom (159).

Zajedno sa ova tri parametra visokim NLR, CRP i snizenim apsolutnim brojem
limfocita, visok nivo LDH bi mogao biti bolji prediktor smrtnosti u ovoj populaciji bolesnika,
jer objasnjava drugaéiju stranu bolesti bubrega. Inflamacija, sama po sebi, takode moze
doprinijeti viSem LDH nivou, a ne treba zaboraviti ni infekciju kao stanje kome su bolesnici na
HD izuzetno podlozni (160). U prilog tome, najveca aktivnost LDH primjec¢ena je kod bolesnika
na HD koji su imali COVID-19, a koji su preminuli tokom studije (Tabela 23). U toku dijalize,
Vaziri i saradnici su prona$li porast u ukupnom nivou serumske LDH, sa samo jednim
prolaskom krvi kroz ekstrakorporalnu cirkulaciju, kao rezultat oslobadanja LDH iz trombocita.
Dodatno, hemokoncentracija izazvana ultrafiltracijom dovodi do oslobadanja enzima tokom
prolaska kroz ekstrakorporalni sistem, $to takode doprinosi ovom fenomenu (161). Prema
rezultatima Chenga i saradnika, bolesnici na HD imaju vi$i nivo LDH u odnosu na bolesnike sa
ishemijskom bolesti srca i zdrave ispitanike, sto ukazuje na povecan anaerobni metabolizam
kod HD bolesnika, kao i da je iz tog razloga moguce da bolesnici na HD ne mogu da
kompenzuju ostecenje tkiva nastalo u samom postupku HD, $to se ogleda kroz poviSen nivo
LDH (162). Inflamatorne ¢elije oslobadaju LDH i takode doprinose poviSenom nivou ovog
enzima u serumu. Inflamacija i infekcija su stanja koja su veoma €esta kod bolesnika na HD, a
podaci govore u prilog LDH kao prognostickog markera u ovim stanjima (163). Imunske ¢elije
mogu, zbog povecanih potreba za energijom, da predu sa oksidativne fosforilacije u
mitohondrijama na aerobnu glikolizu, ¢iji krajnji produkt laktat katalizuje upravo LDH. Ovaj
efekat, poznat kao Warburgov efekat, doprinosi progresiji nekih bolesti, poput pluc¢ne
hipertenzije, ateroskleroze, ili policisti¢ne bolesti bubrega, tako da povisen nivo LDH moze biti
pokazatelj napretka bolesti (160, 164) Laboratomicki rezultati (engl. ,,Laboratory
resultomics ”) je novi termin izveden iz koncepta OMICKI (engl. OMICS), koji ukljucuje Getiri
velike cjeline: genomicku, transkriptomicku, proteomicku i metabolomic¢ku. U ovom kontekstu
laboratomicki se odnosi na opseznu analizu laboratorijskih rezultata u cilju pronalazenja
biomarkera sa visokom dijagnostickom specificnoscu i senzitivnosc¢u (165). Wu i saradnici su,
testiraju¢i ovaj koncept izdvojili LDH kao najbolji prediktor za 48 razli¢itih bolesti, medu
kojima su i bolesti bubrega (166). U naSoj studiji pokazali smo da su u grupi preminulih
ispitanika skrac¢ene telomere, i prije i posle dijalize, u odnosu na duzinu telomera kod zdravih
ispitanika, zajedno sa povisenim FSRS. Takode, kod prezivjelih je primjeéen trend poveéanja
duzine telomera nakon dijalize u odnosu na vrijednost prije dijalize, dok je kod preminulih
primjecen trend skrac¢enja duzine telomera nakon dijalize. Starenje, povisen oksidativni stres,
efekat dijaliznog postupka sam po sebi mogli bi da objasne ovo skracenje telomera, koje je u
korelaciji sa prethodno objavljenim studijama (117).

Koriste¢i Spermanovu korelacionu analizu, ispitali smo povezanost izmedu TL i
parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite, a zatim smo to isto uradili i za
koncentraciju Klotho proteina. Na kraju smo ispitali korelaciju izmedu TL i Klotho prije i posle
HD. Dobijeni rezultati ukazuju na znacajnu povezanost izmedu koncentracije Klotho proteina,
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duzine TL i oksidativnog stresa kod bolesnika na HD. Negativna korelacija izmedu TL i nivoa
AOPP, SHG, IMA i TOS prije HD ukazuje da oksidativni stres dovodi do skra¢enja duzine TL
kod bolesnika na HD. Nasi nalazi su u skladu sa prethodnim studijama koje pokazuju da su
bolesnici na HD izloZeni hroni¢nom oksidativnom stresu te da su krace telomere povezane sa
kardiovaskularnim komplikacijama i pove¢anim mortalitetom. Pokazana statisticki znacajna
pozitivna korelacija izmedu Klotho prije HD i IMA posle HD, kao i Klotho posle HD sa TOS
prije HD moze se tumaciti kao potencijalni adaptivni odgovor na stanje povecanog oksidativnog
stresa. U medusobnoj korelaciji utvrdena je pozitivna korelacija i kod TL prije i posle HD 1 kod
Klotho prije i posle HD sto sugeriSe da su ova dva parametra dobri pokazatelji bioloskog
starenja i oksidativnog statusa kod bolesnika na HD.

Primjenili smo faktorsku analizu na odgovarajuce socidemografske karakteristike i
parametre kao $to su Klotho, TL i parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, u cilju
dobijanja potencijalnih prediktora visokog rizika od smrtnosti (tabeli 20). Sa ciljem smanjenja
broja ispitivanih nezavisnih varijabli, parametri su prema jednakoj varijabilnosti grupisani u
faktore. Tako je faktorskom analizom izdvojeno pet faktora koji objasnjavaju 65,4% ukupne
varijabilnosti, a to su prooksidativni faktor, protein—redoks faktor, hemodijalizni faktor,
antioksidativni faktor i PAB-Klotho faktor. Grupisanje prooksidanasa (O27) i produkata
njihovog delovanja (MDA, AOPP) u isti faktor potvrduje njihovu usku povezanost, odnosno
ukazuje na delovanje prooksidanasa na lipidne i proteinske biomolekule pri ¢emu nastaju
njihovi hemijski izmenjeni produkti koje smo detektovali u krvi. Eksplicitan dokaz hemijskih
promena molekula proteina od strane ROS je prikazao Antolini sa saradnicima (167). Protein-
redoks faktor kombinuje IMA kao predstavnika prooksidativne promene albumina i ukupnih
sulthidrilnih grupa Coje se smanjenje u krvi bolesnika moze objasniti sa jedne strane njihovim
troSenjem a sa druge sniZenom koncentracijom albumina u grupi pacijenata sa najvi§im FSRS,
jer je albumin nosilac ovih zastitnih grupa u cirkulaciji (168). Antioksidativni faktor, koji je
ekstrahovan faktorskom analizom, je potvrdio vezu izmedu antioksidatvnog enzima SOD i
duzine telomera leukocita sto potvrduje da antioksidantno okruzenje $titi telomere od brzeg
skrac¢ivanja. Binarna logisti¢ka regresiona analiza koja je pratila faktorsku analizu je izdvojila
redoks-Klotho faktor (kombinaciju PAB i Klotho proteina) kao znacajnog prediktora
mortaliteta bolesnika na hemodijalizi. Direktan uticaj oksidativnog stresa na smanjenje
koncentracije Klotho proteina u HBB su potvrdili i Podkowinska i saradnici (169). Povisena
koncentracija nosioca prooksidantnog delovanja (PAB) moze uticati na snizenje koncentracije
Klotho proteina, §to potvrduje znacaj ovog proteina u razvoju i progresiji TBB. Qian i saradnici
su analizirali faktore rizika za povecanje mortaliteta kod bolesnika na dijalizi u SAD. Bolesnici
na dijalizi se CeS¢e hospitalizuju 1 imaju vecu stopu mortaliteta u poredenju s drugim
bolesnicima, pri ¢emu hospitalizacije zna¢ajno doprinose morbiditetu, smrtnosti i troskovima
zdravstvene zastite. Primjenom prostorno-vremenske faktorske analize, autori su identifikovali
visokorizi¢ne regione SAD u kojima je povecan broj hospitalizacija 1 mortalitet bolesnika na
HD, a pracenje bolesnika je pruzilo uvid u obrasce povecne stope hospitalizacije 1 mortaliteta
(170).

Grupu preminulih ispitanika Cinili su stariji bolesnici sa viSim ITM 1 neSto duzim
vremenom provedenim na HD. Kontradiktorno je sto se u ovoj grupi nalazilo manje pusaca, a i
zastupljenost komorbiditeta je bila niza u odnosu na grupu prezivjelih. Inflamatorni markeri
LDH, CRP, NLR su bili visi u grupi preminulih uz snizen broj limfocita i snizenu koncentraciju
albumina. Kao $to je ve¢ bilo govora, duzina TL i prije i posle HD bila je niza u ovoj grupi
ispitanika, uz povisen FSRS.
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Prvi potvrdeni slu¢aj COVID-19 infekcije u naSoj zemlji datira od 6. marta 2020.
godine, a pandemija je proglasena 19. marta 2020. (171). Ova infekcija dovela je do znacajnog
povecanja smrtnosti medu bolesnicima na HD, §to je ilustrovano na Slici 28. U naSoj studiji
formirali smo Cetiri razli¢ite grupe na osnovu kombinacije statusa preZivljavanja i statusa
COVID-19 tokom trajanja studije. Znacajan nalaz ovog dela studije odnosi se na ¢injenicu da
je u grupi umrlih bolesnika koji su tokom trajanja studije prelezali COVID-19 infekciju, ovaj
dogadaj iako nije bio neposredan uzrok smrti, doveo je do dodatnog slabljenja imunskog
sistema ovih HD bolesnika ¢ime je doprineo nepovoljnom ishodu. Od 28 (21,5%) ispitanika
koji su preminuli a koji su prelezali COVID-19 infekciju 22 (78,6%) je preminulo upravo od
ove infekcije (Tabela 23). Vazno je naglasiti da su svi ispitanici bili vakcinisani protiv COVID-
19, od momenta kad su vakcine postale dostupne u nasoj zemlji. Bolesnici iz UK grupe su bili
stariji, sa zna¢ajno visSim BMI, LDH, NLR, CRP, FSRS i snizenim brojem limfocita, zajedno
sa skrac¢enim telomerama nakon dijalize u poredenju sa PNK grupom. Nasi rezultati su u skladu
sa podacima Goicoechea i saradnika (172), pokazujuci da su najznacajniji prediktori smrti kod
HD bolesnika sa COVID-19 infekcijom bili dijalizni staz, snizen broj limfocita, povisen nivo
LDH, koncentracija bilirubina i CRP-a (Tabela 23). Nasi bolesnici koji su preminuli nisu imali
sposobnost da povecaju duzinu telomera nakon dijalize u poredenju sa duzinom telomere pre
dijalize, dok su prezivjeli ispitanici zadrzali ovu sposobnost.

Detaljnim pregledom literature, Hansrivijit (173) je identifikovao nekoliko faktora koji
predstavljaju znacajne prediktore smrtnosti kod HBB bolesnika, a oni su na osnovu vrijednosti
povrsine ispod krive podijeljeni u tri grupe: prediktori od visokog znacaja, odli¢ni prediktori i
prihvatljivi prediktori. Medu ovim prediktorima su se izdvojili ehokardiografski podaci zajedno
sa biomarkerima (BNP, NT-proBNP, CRP), u grupi odli¢nih, i NLR u podgrupi prihvatljivih
prediktora. Nasi rezultati ukazuju na model multimarkera koji ukljucuje nivo Klotho proteina,
skracenje duzine telomera leukocita i oksidativni stres kao znacajne prediktore smrtnosti kod
HD bolesnika tokom 6 meseci prac¢enja (174). Kaplan-Meier analiza prezivljavanja nasih
bolesnika u zavisnosti od COVID-19 statusa pokazuje da je uzrok smrti kod nezarazenih
bolesnika na HD uglavnom imunoloske prirode, dok je kod COVID-19 pozitivnih bolesnika
uzrok smrti ¢eS¢e povezan sa metabolickim faktorima. Godisnja stopa smrtnosti HD bolesnika
je nekoliko puta veca u odnosu na opstu populaciju a kao vodeci uzrok smrti izdvajaju se KVB
(175). Bolesnici na HD imaju odredene karakteristike koje mogu uticati na tok bolesti,
ukljucujuéi visoku prevalencu komorbiditeta, slabost, 1 jedinstveni profil imunskog sistema koji
karakteriSe hroni¢na sistemska inflamacija 1 prevremeno starenje imunskog sistema, koje moze
umanjiti sposobnost efikasnog reagovanja na tako jaku infekciju kao $to je COVID-19 (176).
Tokom inicijalne faze pandemije COVID-19, moglo se uoditi da logisticki faktori i organizacija
ustanova u kojima se obavlja dijaliza znac¢ajno utiCu na Sirenje infekcije. Svi ovi faktori zajedno
mogu objasniti visoku kratkorocnu stopu smrtnosti zabiljeZenu medu HD bolesnicima sa
COVID-19, koja se kretala izmedu 20% i 30% zarazenih bolesnika (177). Neophodno je
prepoznati HD bolesnike koji imaju povisen rizik za smrtni ishod sto prije, kako bi se mogao
poboljsati tok bolesti i ishod. Ova potreba je jos vise naglasena sa pojavom COVID-19, ako se
uzme u obzir posledice koje je izazvala kod HD bolesnika. Neki od ovih parametara koje smo
analizirali mogu da se inkorporiraju u klinicku praksu, i pomognu u naporima da se preveniraju
moguce komplikacije bolesnika na HD.

Progresija prooksidativnih procesa i iscrpljivanje antioksidativne zaStite kod naSih
bolesnika bilo je evidentno tokom njihovog Sestomjesecnog pracenja. Paralelno sa promjenom
specifiénih parametara odredivanih u ovoj studiji, uoc¢eno je smanjenje broja ukupnih leukocita,
Sto potvrduje iscrpljivanje imunskog sistema usled dugogodiSnjeg hroni¢nog oboljenja.
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Povecanje aktivnosti enzima LDH tokom 6 mjeseci koliko je trajala studija uz pocetno vise
aktivnosti ovog enzima kod bolesnika koji su umrli u odnosu na pocetne vrednosti kod
bolesnika koji su prezivjeli pokazuje generalno pogorSanje zdravstvenog stanja bubreznih
bolesnika tokom perioda pracenja. Intrigantno povecanje albumina i Klotho proteina izmjereno
nakon sest mjeseci, moglo bi da ukaze da duze zive bolesnici koji imaju razvijenije odbrambene
mehanizme i sposobnost da se sintezom zastitnih proteina na razli¢itim nivoima uspjesnije bore
sa hroni¢nim patoloskim procesom.

Ova studija ima nekoliko ograni¢enja. Najvaznije ograni¢enje je relativno mali broj
ispitanika, posebno kada se oni podijele po podgrupama od interesa, na primer po uzroku koji
je doveo do razvoja bolesti (npr. dijabetes, glomerulonefritis). Da bi se obuhvatio veci broj
ispitanika potrebno je organizovati multicentriénu studiju, $to prevazilazi mogucnosti
organizacije rada na ovoj doktorskoj disertaciji. Takode, treba uzeti u obzir i efekte terapije koju
su dobijali bolesnici (npr., ACE inhibitore, diuretike, kortikosteroide i eritropoetin), sto je
takode moglo imati uticaja na rezultate.
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6. ZAKLJUCCI

Ova studija u fokusu je imala pronalazenje veze izmedu rutinskih laboratorijskih
parametara 1 novijih markera oksidativnog stresa i bioloskog starenja kod bolesnika na
hemodijalizi. Osnovni cilj je bio formulisanje kombinacije parametara koja bi pomogla u
prepoznavanju bolesnika na hemodijalizi koji imaju visok rizik od mortaliteta. Analizom
rezultata ove doktorske disertacije definisani su slede¢i zakljuéci:

1.

10.

11.

12.

13.

Duzina telomera leukocita kod bolesnika na hemodijalizi je znacajno niza u odnosu
na referentne vrijednosti i prije i posle hemodijalizne sesije. Preminuli ispitanici su
imali znacajno nize vrijednosti duzine telomera leukocita u odnosu na prezivjele;
Nivo Klotho proteina je takode znadajno nizi kod bolesnika na hemodijalizi u
odnosu na referentne vrijednosti;

Utvrdena je znacajno vis$a koncentracija Klotho proteina posle sesije hemodijalize u
odnosu na koncentaciju prije hemodijalize;

Kod bolesnika na HD utvrden je znacajno visi nivo oksidativnog stresa, Sto se ogleda
kroz poviSene vrijednosti uznapredovalih produkata oksidacije proteina,
malondialdehida, totalnog oksidativnog statusa, superoksid anjon radikala, dok
snizena vrijednost ukupnih sulfhidrilnih grupa ukazuje na snizen antioksidativni
kapacitet kod hemodijaliznih bolesnika;

Poredenjem parametara redoks statusa prije i posle hemodijalizne sesije utvrden je
porast u njihovim vrijednostima, §to odrazava uticaj samog procesa hemodijalize na
oksidativni stres;

Utvrdena je negativna korelacija izmedu duZine telomere leukocita i ukupnih
sulfhidrilnih grupa, ishemijom modifikovanog albumina, malodialdehida i totalnog
oksidativnog statusa;

Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu nivoa Klotho proteina 1 ishemijom
modifikovanog albumina i totalnog oksidativnog statusa;

Pozitivna korelacija je utvrdena izmedu duZine telomere leukocita prije i posle
hemodijalizne sesije;

Takode je utvrdena pozitivna korelacija izmedu koncentracije Klotho proteina prije
i posle hemodijalize;

Floegeov skor za procjenu rizika od mortaliteta pokazao je da bolesnici sa visokim
skorom imaju slede¢e karakteristike: stariji su, imaju poviSene vrijednosti
prooksidanasa, kao $to su prooksidativno antioksidativni balans i superoksid anjon
radikal, a snizen antioksidatvni kapacitet, $to se ogleda kroz nize vrijednosti ukupnih
sulthidrilnih grupa i nizak albumin;

Santosov skor za procjenu Sestomjesec¢nog mortaliteta kod bolesnika na hemodijalizi
pokazao je da stariji bolesnici, sa poviSenim inflamatornim markerima, povisenim
prooksidativno-antioksidativnim balansom, uz snizen Klotho protein i skrac¢ene
telomere leukocita, imaju visok rizik od mortaliteta;

Binarna logisticka regresija je izdvojila kombinaciju prooksidativni-antioksidativni
balans 1 Klotho protein kao znacajanog prediktora mortaliteta bolesnika na
hemodijalizi;

Utvrden je znacajan uticaj COVID-19 infekcije na porast mortaliteta bolesnika na
hemodijalizi. U grupi bolesnika koji su imali kovid, i koji su preminuli u toku studije,
pokazano je da se radi o starijim bolesnicima, sa duZim dijaliznim staZzom, sa
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14.

15.

poviSenim inflamatornim markerima, visokim Floegeovim skorom za procjenu
rizika od mortaliteta, a kra¢im telomerama,

Kaplan-Meier analiza je kao najznacajniji prediktor mortaliteta izdvojila zbirni rizik
sastavljen od sledec¢ih parametara: poviSena aktivnost enzima laktat-dehidrogenaze,
povisen neutrofili-limfociti odnos, povisen nivo C-reaktivnog proteina, visok
Floegeov skor za procjenu rizika od mortaliteta, skracena duzina telomere leukocita
I status COVID-19 infekcije;

Snizen Klotho, zajedno sa skra¢enjem duZzine telomera, uz povisen oksidativni stres
i snizenu antioksidativnhu odbranu, kao i poviseni inflamatorni markeri, zajedno
predstavljaju klinicke karakteristike bolesnika na hemodijalizi koje mogu biti
povezane sa povisenom stopom mortaliteta.
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