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ZNACAJ ODREPIVANJA BIOMARKERA RESORPCIJE I STVARANJA KOSTIJU
KOD PACIJENATA SA KRAINJIM STADIJUMOM BOLESTI BUBREGA

lzvod

Vodi¢i za poboljSanje kvaliteta zivota i edukaciju pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti
bubrega (Kidney Disease Outcomes Quality Initiatives, KDOQI), objavljeni od strane americke
Nacionalne Fondacije za bubreg (NKF) ukazuju na znacaj biomarkera metabolizma kostiju koje
bi trebalo odredivati kod pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega (KSBB). Prema
NKF pacijenti sa KSBB (stadijum 5) su oni &ja je GFR ispod 15 mL/min/1,73 m? To su
predijalizni pacijenti, pacijenti koji su na terapiji hemodijalizom (HD) ili kontinuiranom
ambulatornom peritonealnom dijalizom (CAPD). Osnovni serumski biomarkeri koje bi trebalo
odredivati kod svih pacijenata sa petim stadijumom bolesti bubrega su joni kalcijuma (Ca), joni
neorganskog fosfata (P), joni magnezijuma (Mg), ukupna alkalna fosfataza (ALP), intaktni
paratiroidni hormon (iPTH) i 25-hidroksi vitamin D (25D).

Medutim, metabolizam kostiju najpouzdanije mogu da prikazu jedino biomarkeri koje stvaraju
¢elije kostiju, osteoblasti i osteoklasti. Aktivnost osteoblasta, ¢elija koje su odgovorne za
stvaranje kostiju, najbolje odraZzavaju nivoi kostanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP), koji
je visoko specifican za koStano tkivo. Aktivnost osteoklasta, ¢elija koje su odgovorne za
resorpciju kostiju, specificno odrazavaju nivoi tartarat rezistentne kisele fosfataze (TRAP).
Dobar marker resorpcije kostiju jeste i beta-karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena I,
beta-CrossLaps (beta-CTx). Specifi¢ni serumski biomarkeri kostiju predstavljaju "biohemijsku
biopsiju" znacajnu za lak$u procenu i praéenje metabolizma kostiju.

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi znacaj odredivanja biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju
kod KSBB pacijenata.

Ispitivanjem je obuhvaceno 40 predijaliznih pacijenata (18 Zena i 22 muskarca) starosne dobi
25-79, 114 pacijenata na CAPD (49 Zena i 65 muskaraca) starosne dobi 30—84 i 112 pacijenata
na HD (53 Zene i 59 muskaraca) starosne dobi 25—79. Prosek trajanja leCenja hemodijalizom
bio je 76 meseci, dok su pacijenti na CAPD bili 35 meseci. Planirani biomarkeri formiranja i
resorpcije kostiju su se odredivali u serumu ispitivanih pacijenata na dan uzorkovanja i to kod
predijaliznih i CAPD pacijenata kada su dolazili na rutinske kontrolne preglede, a kod
pacijenata na HD neposredno pre terapije dijalizom. Radi odredivanja referentnih intervala u
serumu, analizirani biomarkeri su odredivani i u grupi od 50 zdravih dobrovoljaca (25 Zena i 25
muskaraca) starosne dobi od 20—70 godina.

ALP, TRAP, Ca, P i Mg su odredeni fotometrijski (Olympus AU2700 ISE). BALP je odreden
zonskom elektroforezom (Sebia Hydrasis), beta-CTx i iPTH su odredeni ECLIA metodom
(Rosche Elecsys), a 25D HPLC-om reverznih faza (ChromLine® Clinical HPLC software
Version 4.20).

Odredivanje analiziranih biomarkera u serumu se smatralo pouzdanim na osnovu koeficijenata
varijacije dobijenih testiranjem preciznosti u seriji (Kv: 0,6%—3,3%) i iz dana u dan (Kv:
1,0%-3,6%).

Ustanovljena je normalna raspodela vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera kod
predijaliznih, HD i CAPD pacijenata. Kod sve tri ispitivane grupe pacijenata uocen je uticaj
pola na vrednosti iPTH, kao i na vrednosti neorganskog fosfata kod HD pacijenata i na
vrednosti CaxP kod CAPD pacijenata. Medutim, uticaj starosti je kod sve tri grupe pacijenata
uocen jedino na vrednosti BALP. Takode, duzina trajanja HD imala je uticaj na vrednosti ALP
i BALP, a CAPD samo na vrednosti jona magnezijuma.

Kod predijaliznih i pacijenata na dijalizi vrednosti BALP su bile znacajno nize (p < 0,001), a
vrednosti TRAP i beta-CTx su bile znac¢ajno vise u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,051 p <



0,01). Efekat dijalize nezavisno od tipa potvrden je niZim vrednostima BALP kod dijaliznih u
odnosu na predijalizne pacijente (p < 0,05). Medutim, u ovom ispitivanju dobijene su znatno
niZze vrednosti beta-CTx kod HD pacijenata u odnosu na predijalizne pacijente (p < 0,05).
Dobijena je znacajna korelacija BALP, TRAP i beta-CTx sa preporu¢enim biomarkerima
metabolizma kostiju u sve tri analizirane grupe pacijenata, sa koeficijentima korelacije koji se
kre¢u od -0,493 do 0,616.

Najznacajnija promena u odnosu na tri nivoa iPTH (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL i > 300
pg/mL) uocena je u vrednostima BALP kod sve tri ispitivane grupe KSBB pacijenata, tj. jedino
su se vrednosti BALP menjale paralelno sa promenom vrednosti iPTH kod sve tri grupe KSBB
pacijenata. Najveca razlika u odnosu na nedovoljne i dovoljne koli¢ine 25D (< 50 nmol/L i >
50 nmol/L) dobijena je u vrednostima BALP kod CAPD pacijenata (p < 0,05). Uticaj terapije
vitaminom D i njegovim analozima je bio zanemarljiv na specificne biomarkere metabolizma
kostiju kod predijaliznih i HD pacijenata. Mada su vrednosti CaxP bile znacajno vise kod HD i
CAPD pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, vrednosti su bile ispod grani¢nih za ektopi¢nu
kalcifikaciju (4,6 mmol®/L?) i nisu se zna¢ajno razlikovale u odnosu na ispitivane nivoe iPTH i
u odnosu na nedovoljne i dovoljne koli¢ine 25D.

Da bi se odredila dijagnosticka tacnost specifi¢nih i preporucenih biomarkera u odnosu na
preporu¢enu vrednost iPTH (< 100 pg/mL) u detekciji adinami¢ne bolesti kostiju kod
predijaliznih i dijaliziranih pacijenata, uradena je ROC analiza. Kada su analizirane sve tri
grupe KSBB pacijenata zajedno, kao i posebno grupa HD pacijenata, najvecu dijagnosticku
vrednost pokazao je kalcijum. PovrSine ispod krivih (AUC) su se statisticki znacajno
razlikovale u odnosu na druge analizirane biomarkere (0,701, p = 0,0001 i 0,651, p = 0,007,
redom). U grupi predijaliznih i CAPD pacijenata najve¢u dijagnosti¢ku vrednost imao je BALP
(AUC = 0,688 i AUC = 0,588), mada je dobijena grani¢na znacajnost razlike sa drugim
analiziranim biomarkerima (p = 0,058 i p = 0,053).

U skladu sa ciljem, rezultati iz ovog ispitivanja podrzavaju druge objavljene podatke da
ispitivani biomarkeri (BALP, TRAP i beta-CTx) imaju uporedivu dijagnosticku tacnost kao i
preporuceni biomarkeri (Ca, P, Mg, ALP, iPTH i 25D) za procenu nivoa metabolizma Kkostiju
kod KSBB pacijenata i da mogu biti adekvatna alternativa invazivnoj metodi biopsije kostiju.

Kljuéne reci: koStani izoenzim alkalne fosfataze, tartarat rezistentna kisela fosfataza, beta-
CTx, vitamin D, krajnji stadijum bolesti bubrega
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SIGNIFICANCE OF THE DETERMINATION OF BIOMARKERS
OF BONE RESORPTION AND FORMATION
IN PATIENTS WITH END STAGE RENAL DISEASE

Abstract

Guidelines for improving the quality of life and education of patients with end-stage renal
disease (Kidney Disease Outcomes Quality Initiatives, KDOQI), published by the U.S.
National Kidney Foundation (NKF), indicate the importance of biomarkers of bone metabolism
that should be determined in patients with end-stage renal disease (ESRD). According to the
NKF, ESRD patients (stage 5) are those with a GFR below 15 ml/min/1.73 m? These are
predialysis patients, patients who are treated with hemodialysis (HD) or continuous ambulatory
peritoneal dialysis (CAPD). The basic serum biomarkers that could be determined in all
patients with the fifth stage renal disease are: calcium ions (Ca), inorganic phosphate ions (P),
magnesium ions (Mg), the total alkaline phosphatase (ALP), an intact parathyroid hormone
(iPTH) and 25-hydroxy vitamin D (25D).

However, the most reliable bone metabolism can be represented only by biomarker created by
bone cells, osteoblasts and osteoclasts. The activity of osteoblasts, the cells responsible for bone
formation, is well expressed by the levels of bone alkaline phosphatase isoenzymes (BALP),
which is highly specific for bone tissue. The activity of osteoclasts, the cells responsible for
bone resorption, specifically reflect levels of tartrate resistant acid phosphatase (TRAP). A
good marker of bone resorption is the beta-carboxy terminal telopeptide of collagen type I,
beta-CrossLaps (beta-CTx). Specific serum biomarkers of bone are "biochemical biopsy"
important to facilitate the assessment and monitoring of bone metabolism.

The aim of this study was to assess the usefulness of biomarkers of bone resorption and bone
formation in ESRD patients.

The study included 40 predialysis patients (18 women and 22 men) aged 25-79, 114 patients on
CAPD (49 women and 65 men) aged 30—84 and 112 patients on HD (53 women and 59 men)
aged 25—79. Average duration of the hemodialysis treatment was 76 months, while patients on
CAPD treated 35 months. The analysed biomarkers of bone formation and resorption were
determined in the serum of patients on the day of sampling and in predialysis patients and in
patients on CAPD when they came to the routine check-ups, and in patients on HD immediately
before dialysis therapy. To determine the reference intervals, analyzed biomarkers were
measured in a group of 50 healthy volunteers (25 women and 25 men) aged 20—70 years.

ALP, TRAP, Ca, P and Mg were determined photometrically (Olympus AU2700 ISE). BALP
values were determined with zone electrophoresis (SEBIA Hydrasis), beta-CTx and iPTH
values were determined with ECLIA (Elecsys Rosche) and 25D values were detrmined by
HPLC with reversed phase detection (HPLC ChromLineR Clinical software Version 4:20).

Determination of the analysed biomarkers is considered reliable based on the coefficients of

variation obtained by precision testing in the series (Cv: 0.6%—3.3%) and from day to day (Cv:
1.0%—-3.6%).

We established the normal distribution of the values for each of the analysed biomarkers in
predialysis and dialysed patients. There were different values of iPTH, P and CaxP levels in the
all analysed groups according to gender. However, the effect of age was observed only on the
values of BALP. Duration of the dialysis had impact only on the values of ALP and BALP in
HD patients and on Mg levels in CAPD patients.

In predialysis and dialysis patients BALP values were significantly lower (p < 0.001), but beta-
CTx and TRAP values were significantly higher (p < 0.05 and p < 0.01) compared to the
control group. The effect of the dialysis, regardless of the type of dialysis, was confirmed with
lower values of BALP in dialysis patients compared to the predialysis patients (p < 0.05).



However, in this study, we obtained much lower beta-CTx levels in HD patients as compared to
predialysis patients (p < 0.05). We found significant correlation of BALP, TRAP and beta-CTx
with the recommended biomarkers of bone metabolism in all three groups of patients, with a
correlation coefficient of -0.493 to 0.616.

The most significant change in comparison to the three iPTH levels (< 150 pg/mL, 150—-300
pg/mL and > 300 pg/mL) was observed in the BALP values in all three groups of ESRD
patients. There were parallel changes in the values of BALP and iPTH in all three groups of the
ESRD patients. With regard to the levels of 25D (< 50 nmol/L and > 50 nmol/L) in CAPD
patients, there was signifficant difference in the BALP values (p < 0.05). Effect of treatment
with vitamin D and its analogs was negligible on the specific biomarker of bone metabolism in
the predialysis and HD patients. Although CaxP values were significantly higher in HD and
CAPD patients compared to the control group, the values were below the limit of ectopic
calcification (4.6 mmol%/L?) and did not significantly differ with respect to the tested levels of
iPTH and in relation to the insufficient and a sufficient amount of 25D.

In order to determine diagnostic accuracy of specific and recommended biomarkers in relation
to the recommended value of the iPTH (< 100 pg/mL) for detection of adynamic bone disease
in predialysis and dialysis patients, we performed ROC analysis. When we analyzed all three
groups of ESRD patients and particular a group of HD patients, we found highest diagnostic
value as calcium. The areas under the curves (AUC) were significantly different in comparison
with other biomarkers analyzed (0.701, p = 0.0001 and 0.651, p = 0.007, respectively). In the
group of predialysis and CAPD patients the highest diagnostic value had BALP (AUC = 0.688
and AUC = 0.588), although there was a marginal significant difference with other analyzed
biomarkers (p = 0.058 and p = 0.053).

In accordance with the objectives, results from this study support other reported data that
examined biomarkers (BALP, TRAP and beta-CTx) have comparable diagnostic accuracy as
well as the recommended biomarkers (Ca, P, Mg, ALP, iPTH and 25D) to determine the level
of bone metabolism in ESRD patients and may be an appropriate alternative to invasive method
of bone biopsy.

Key words: bone isoenzyme of alkaline phosphatase, tartrate resistant acid phosphatase, beta-
CTx, vitamin D, end stage renal disease
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1. UvOD
1.1. SPECIFICNI BIOMARKERI METABOLIZMA KOSTIJU

Kost je metabolicki aktivno tkivo koje podleze stalnom remodelovanju kroz procese
stvaranja i resorpcije. Masu kostiju je mogucée proceniti denzitometrijskim tehnikama,
ali ja¢inu i strukturu kostiju in vivo je teSko izmeriti (1, 2). Histomorfoloski parametri
kostiju mogu da se utvrde nakon biopsije kostiju, mada za ovu invazivnu metodu retko
postoji opravdana indikacija. Suprotno statickim merenjima, pomocu biomarkera

kostiju je moguce pratiti dinamiku metabolizma kostiju (3, 4).

Biomarkeri stvaranja i1 resorpcije kostiju su fizioloski povecani i1 u ravnotezi u
detinjstvu, za vreme rasta, i zarastanja rana, pa imaju mali dijagnosti¢ki znacaj. Kada
postoji neravnoteza u procesu remodelovanja kostanog tkiva, dolazi do promene mase i
oblika kostiju, tako da promene serumskih biomarkera koStanog prometa, mogu da

ukazu u kom pravcu se menja metabolizam kostiju (ubrzan ili usporen).

Biomarkeri metabolizma kostiju su enzimi i ne-enzimski peptidi koji se oslobadaju iz
¢elija i ne-¢elijskih struktura kostiju i klasifikuju se prema metabolickom procesu koji
oslikavaju. Klini¢ki znacajna je podela na biomarkere stvaranja i resorpcije Kostiju.
Biomarkeri stvaranja kostiju su proizvodi aktivnih osteoblasta i ukazuju na njihovu
aktivnost 1 formiranje kostiju (5, 6). Biomarkeri resorpcije kostiju su proizvodi

aktivnosti osteoklasta i proizvodi raspadanja kolagena kostiju (5, 6).

1.1.1. KOSTANI IZOENZIM ALKALNE FOSFATAZE

Alkalna fosfataza (ALP) je glikoprotein koji se nalazi u veéini tkiva i organa ljudskog
organizma. Prema enzimskoj nomenklaturi je oznacen klasifikacionim brojem EC
3.1.3.1,, sa sistematskim imenom ortofosfat-monoestar fosfohidrolaza koji je aktivan u
alkalnoj sredini. U literaturi se moZe nac¢i i pod slede¢im nazivima: alkalna
fosfomonoesteraza, glicerofosfataza, alkalna fosfohidrolaza, alkalna fenil fosfataza i dr.

......

PO3, a R moze da bude razli¢ita grupa $to ne utic¢e na funkciju enzima (2,4-dinitrofenil,
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4-nitrofenil, fenil, glukoza-1, glicerol-1, metil, etil i dodecil). Mehanizam katalize
podrazumeva stvaranje serin-fosfata na aktivnom mestu enzima koji reaguje sa vodom u
alkalnom pH (pH = 10), Sto uslovljava oslobadanje neorganskog fosfata iz enzima. U
prisustvu visoke koncentracije organskog alkohola, dolazi do transfosforilacione
reakcije u kojoj se oslobadanjem neorganskog fosfata koji je vezan za enzim, fosforilise
organski alkohol. Fosfatne grupe se u reakcionom medijumu prenose sa kompleksa
enzim-fosfat i na druge fosfatne akceptore. Svoju ulogu glikoproteina ostvaruje vezujuéi
se kao ektoenzim za ¢elijsku membranu, pomocu karboksi terminalnog kraja sa glikozil
fosfatidilinozitolom (GPI), ¢ija struktura podse¢a na sidro. Aktivatori enzima su
dvovalentni joni magnezijuma (Mg?"), kobalta (Co?*) i mangana (Mn**), kao i metalni
dvovalentni jon zinka (Zn?*). Za optimalnu aktivnost enzima neophodan je tatan odnos
Mg®* i Zn**. Joni Ca®", fosfata, borata, oksalata i cijanida su inhibitori aktivnosti ovog

enzima (8).

Svoju ulogu u mineralizaciji ispoljava i u razli¢itim vrstama (biljkama, bakterijama i
Zivotinjama). Kod ki¢menjaka, alkalna fosfataza je ubikvitarni tetramerni enzim Kkoji se
nalazi na spoljnoj povrSini plazma-membrane celija i1 kovalentno je povezan
karboksilnim krajem za fosfatidil inozitol-glikofosfolipidne ostatke na unutrasnjoj
membrani ¢elije. Kod ljudi cetiri razlicita gena kodiraju stvaranje izoenzima alkalne
fosfataze: tkivno-nespecifi¢ni, intestinalni, placentalni i izoenzim sli¢an placentalnom,
koga stvaraju embrionalne ¢elije (9). Tkivno-nespecifi¢ni su izoenzimi jetre, kostiju i
bubrega i nastaju ekspresijom istog gena kao posledica posttranslacionih promena (npr.
glikozilacija) (9-11). Nastale tkivno-specifiéne varijante se razlikuju u sastavu
karboksi-hidratnih ostataka, a posledicno i u razli¢itoj osetljivosti na toplotu i

elektroforetskoj pokretljivosti (12, 13).

Kod zdravih osoba ukupna alkalna fosfataza poti¢e primarno iz jetre i kostiju i to oko
95% od ukupne ALP, a u odnosu 1:1 (14). Kostana i jetrena alkalne fosfataza (BALP i
JALP) formiraju se procesom post-translacione modifikacije (diferencijalna
glikozilacija 1 razli¢ito vezivanje ostataka sijalinske kiseline) tkivno nespecifi¢nog

genskog produkta. Razlika izmedu izoformi BALP i JALP je u nacinu vezivanja



sijalinske kiseline i O-se¢erne komponente, a male razlike poticu i od razli¢itog broja

ostataka sijalinske kiseline i N-acetil glukozamina.

Pre vise od 80 godina, zapazena je povecana ekspresija ALP u kostima i1 postavljena
prva hipoteza koja je imala za cilj da objasni znacaj ALP za formiranje koStanog tkiva
(15). Veliki broj podataka potvrduje Cinjenicu da je ALP biomarker osteogene
aktivnosti (16—19). Glavnu ulogu u mineralizaciji potvrduje i podatak da bolest koja je
poznata kao hipofosfatazija (OMIM:171760) rezultat mutacije u genu koji kodira
sintezu tkivno-nespecifi¢nih izoenzima alkalne fosfataze, a vodi razvoju fenotipa kojeg

karakteriSe smanjena mineralizacija kostiju (17).

Osnovni regulatorni mehanizam koji kontroliSe diferencijaciju osteoblasta, sazrevanje
hrskavice i ekspresiju ALP je tzv. Osteriks sistem koji podrazumeva uzajamnu aktivnost
velikog broja proteina koji su odgovorni za morfogenezu kostiju (Bone morphogenetic
protein family, BMP), kao i RUNX2 (CBAfl, AML3) grupe transkripcionih faktora
(Runt-related transcription factor 2/core-binding factor subunit alpha-1) (16). RUNX2
ekspresija u mezenhimalnim ¢elijama podsti¢e diferencijaciju osteoblasta i formiranje
kostiju. Skoriji radovi o BMP/RUNX2 sistemu ukazuju na veliki broj genskih
proizvoda, koji nastaju ekspresijom HOXI0A gena koji je znacajan transkripcioni
regulator embrionog razvoja. Oba sistema pored stimulacije osteogeneze imaju veliku
ulogu i u ekspresiji gena za tkivno-nespecificne izoenzime ALP preko remodelovanja
hromozoma (20). Posebna kontrola ekspresije izoenzima ALP je udruzeno delovanje
1,25-dihidroksi vitamina D (1,25D), retinoi¢ne Kiseline i paratiroidnog hormona (PTH),

koji interaguju sa osnovnim regulatornim sistemima (20).

Kostani izoenzim alkalne fosfataze naden u osteoblastima je specifican biomarker
formiranja kostiju, a glavna uloga BALP je kalcifikacija ekstracelijskog matriksa kostiju
formiranjem hidroksiapatita, Ca;o(OH)2(PO4)s (10). Smatra se da je kalcifikacija jedan
od prvih koraka u kona¢nom procesu mineralizacije kostiju (10). Ova teorija je
objasnjena rezultatima velikog broja radova koji su proucavali pacijente sa
hipofosfatazijom (21-23). Ova bolest nastaje kao ne-smislena mutacija gena koji kodira

tkivno-nespecificne izoenzime ALP i vodi smanjenju ili odsustvu aktivnosti ovih



enzima, §to ima za posledicu poveéane nivoe fosfoetanolamina, piridoksal-5'-fosfata i

neorganskog fosfata u krvi i u urinu.

Posttranslacione modifikacije istog mesta u genu koji kodira sintezu kostanog, jetrenog
I intestinalnog izoenzima ALP, dovode do stvaranja izoformi ovih izoenzima (10).
Razli¢it sadrzaj ugljenohidratnog lanca u pojedinacnoj izoformi izoenzima nakon
glikozilacije ili razli¢it nafin vezivanja za membranski glikozil-fosfatidil inozitol vodi
stvaranju razli¢itih izoformi BALP. Do sada su otkrivene tri izoforme BALP (B/I, Bl i
B2), a kod pacijenata kod kojih je pocela da se razvija bubrezna slabost otkrivena je i
B1x izoforma BALP (24, 25). Kod zdravih odraslih osoba u odnosu na ukupnu ALP
aktivnost postoji oko 4% aktivnosti B/I, oko 16% aktivnosti B1 i oko 37% aktivnosti B2
izoforme. Smatra se da pojedinacne izoforme BALP ukazuju na razli¢ite stadijume
osteoblastne diferencijacije u toku osteogeneze, tako da se nalaze u razlicitoj
koncentraciji pre i posle faze sazrevanja ekstracelijskog matriksa kostiju (26). Takode,
pretpostavlja se da razlika u izoformama BALP poti¢e i od toga da li se nalaze u
kortikalnim ili trabekularnim kostima, iako jo$ uvek nije jasno definisana funkcija i

znacaj pojedinacnih izoformi BALP.

Prednost BALP u odnosu na druge biomarkere metabolizma kostiju jeste u tome Sto
ovaj izoenzim ALP ima relativno dugo poluvreme Zivota in vivo (1 do 3 dana). Uticaj
cirkadijalnog ritma na njegovu aktivnost je sveden na minimun, a potvrdena je velika in
vitro stabilnost. Nije dokazan uticaj hrane na ovaj izoenzim, za razliku od ALP Kkoji se
znacajno snizava kod osoba koje su na nisko ugljenohidratnoj/visoko proteinskoj dijeti
(27). BALP se ne filtrira kroz glomerule, ¢ime je izbegnut uticaj nivoa glomerularne
filtracije na njegovu koncentraciju (aktivnost) u serumu, pa je izuzetno Koristan

biomarker kod osoba sa oslabljenom funkcijom bubrega (28).



1.1.1.1. Klini¢ki zna¢aj koStanog izoenzima alkalne fosfataze

Uzimaju¢i u obzir da je eksprimiranje BALP specificno za aktivnost osteoblasta,
poviSene i snizene vrednosti se mogu naéi u metaboli¢kim poremecajima kostiju (10).
Pod metabolickim bolestima kostiju podrazumeva se veliki broj poremecaja koji su
direktno ili indirektno povezani sa izmenjenim metabolizmom  Kostiju:
hiperparatiroidizam, hipertiroidizam, Paget-ovo oboljenje ili poremecaj stvaranja
kostiju, osteoporoza, osteomalacija i rahitis, renalna osteodistrofija, tireotoksikoza,
akromegalija, metastaze na kostima, multipli mijelom, malapsorptivni sindrom, kao i
bolesti koje su posledica neadekvatne terapije (imunosupresivi, heparin, fenitoin,
glukokortikoidi, aluminijumski antacidi). Povecani nivoi BALP se identifikuju u
stanjima povecanog metabolizma Kkostiju, dokazana je i dobra korelacija sa rastom i
razvojem kostiju kod dece, tako da nivoi BALP odrazavaju promene metabolizma
kostiju u pubertetu.

Vazna uloga BALP kao biomarkera za procenu rizika od gubitka mase kostiju
objasnjena je velikom havajskom studijom osteoporoze (Hawaii Osteoporosis Study
cohort) jos 1998. godine (29). Ispitanice sa visokim nivoima BALP imale su 80% veéu
verovatno¢u da ¢e brze gubiti masu kostiju, kao direktnu posledicu osteoporoze.
Pokazano je da je veza kontinuirana, ekvivalentno vezi izmedu gustine mase kostiju 1
fraktura. Veliki broj radova ukazuje na znacaj BALP u proceni efekta terapije kod
postmenopauzalnih osoba sa osteoporozom (30—32). Kratkotrajne promene BALP
aktivnosti su u obrnutoj srazmeri sa dugotrajnim promenama u mineralnoj gustini
kostiju. Rezultati studija ukazuju da je porast biomarkera formiranja kostiju uoéljiv veé
u toku prvih mesec dana od pocetka terapije, dok biomarkeri resorpcije kostiju rastu

nakon 6 meseci.

Kvantitativne 1 kvalitativne fluktuacije BALP imaju znacaja i kod pacijenata sa
malignim promenama. Uoceno je da BALP moze da bude koristan biomarker za
diferencijalnu dijagnozu malignih promena sa ili bez metastaza na kostima. Tako je
jednom retrospektivnom studijom pokazana dobra medusobna povezanost izmedu
BALP i specificnog prostaticnog antigena (PSA) (33). Ovim je potvrden prakti¢ni

znaCaj BALP kao biomarkera koji bi se koristio za pracenje pacijenata sa kancerom
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prostate kod kojih su se razvile metastaze na kostima. Suprotno, kod pacijenata sa
multiplim mijelomom dobijene su izrazito snizene vrednosti BALP. Grupa autora iz
Danske je pokazala da je BALP koristan biomarker za otkrivanje metastaza na kostima
kod pacijenata sa malignim promenama na dojkama 1 na plu¢ima, ali je najveci znacaj

do sada utvrden kod pacijenata sa kancerom prostate (33).

Poremecaj metabolizma minerala i kostiju je glavna odlika pacijenata sa hroni¢nom
bolesti bubrega. Renalna osteodistrofija je tradicionalni izraz kojim se defini$u razli¢ite
lezije na kostima koje su posledica hroni¢ne bolesti bubrega. Kod pacijenata sa krajnjim
stadijumom bolesti bubrega (KSBB) se pored sekundarnog hiperparatiroidizma,
osteomalacije i osteoporoze, Cesto javljaju i bolest usporenog metabolizma kostiju,
adinamicna osteopatija i depoziti beta2-mikroglobulin amiloida na kostima. Jedan broj
radova potvrduje Cinjenicu da je BALP najosetljiviji i najspecificniji biomarker u

proceni stepena remodelovanja kostiju kod KSBB pacijenata (34—37).

Pokazano je da je BALP jedini biomarker ¢ije vrednosti mogu da se koriste same po
sebi da ukazu na prisustvo ili odsustvo adinami¢ne bolesti kostiju (38). Mada su nivoi
BALP povecani u slucajevima teske osteomalacije, koja predstavlja bolest usporenog
metabolizma kostiju, ovakve vrednosti prakti¢no iskljucuju prisustvo adinamic¢ne bolesti
kostiju koja je takode bolest usporenog metabolizma kostiju. Couttenye i sar. (39) su
pokazali da je za postavljanje dijagnoze adinami¢ne bolesti kostiju veoma specifian i
osetljiv biomarker BALP, u vrednostima ispod preporucene ,,cut-off vrednosti od 27
IU/L za ovaj biomarker. 1 pored ove Cinjenice, predlaze se kombinacija BALP sa
intaktnim paratiroidnim hormonom (iPTH) za razlikovanje ubrzanog metabolizma

kostiju od adinami¢ne bolesti kostiju.

Kod primarnog hiperparatiroidizma, BALP je osetljiv biomarker promena na kostima i
kod asimptomatskih stanja ove bolesti (40). Medutim, sekundarni hiperparatiroidizam je
jedna od Ccestih poremecaja koje se razvijaju posledicno kod KSBB pacijenata.
Pokazano je da veliki znac¢aj ima BALP, kao specifi¢an biomarker metabolizma kostiju,

upravo u sekundarnom hiperparatiroidizmu zbog ¢injenice da se ne filtrira kroz bubrege



(41, 42). Nivoi BALP su i do tri puta povecani i koreliraju dobro sa nivoima iPTH. Ovo

je od izuzetnog klini¢kog znacaja kod pacijenata koji su na dijalizi.

Mada je BALP specifican biomarker metabolizma kostiju, njegova osetljivost se jo$
uvek ispituje kod pacijenata kod kojih postoje izrazene bolesti jetre (karcinom jetre i
zucnih puteva, ciroza jetre, u kojima je povecan jetreni izoenzim ALP). Dosadasnje
tehnike odredivanja ovog izoenzima pokazuju da u 6—8% slucajeva postoji ukrstena
reakcija antitela na BALP sa jetrenim izoenzimom alkalne fosfataze. U ovim

slu¢ajevima vrednosti BALP mogu da budu lazno povecane upravo zbog bolesti jetre.

1.1.1.2. Odredivanje koStanog izoenzima alkalne fosfataze

Metode za odredivanje BALP se zasnivaju na merenju koncentracije enzima kao
proteina (pg/L) ili merenju enzimske aktivnosti (IU/L). Koriste se metode inaktivacije
toplotom, hemijske inhibicije ureom, 1-fenilalaninom, 1-homoargininom i levamizolom.
Takode se primenjuju tehnike elektroforeze, izoelektri¢nog fokusiranja, precipitacije
lektinom i hromatografija (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) kao
pojedinacne tehnike ili u kombinaciji. Imunohemijska metoda kojom se meri enzimska
aktivnost je ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), dok se koncentracija ovog
izoenzima moze odrediti IRMA metodom (Immunoradiometric Assay). Ove metode se
zasnivaju na imunoreakciji izmedu monoklonskih anti-BALP antitela i BALP iz uzorka,
dok se kod IRMA odredivanja koristi sendvi¢ tehnika u kojoj se koriste dva
monoklonska antitela koja mogu da detektuju dva razlicita epitopa na BALP. Anti-
BALP antitela su dobijena imunizacijom Zivotinja sa rekombinantnim humanim BALP
(43). ELISA testovi za odredivanje BALP Kkoriste mi§ja i ov¢ja antitela na humani

BALP.

BALP se moze odrediti koris¢enjem specificnih monoklonskih ili poliklonskih antitela i
tehnikama  proto¢ne citometrije  (flow cytometry), kao i kombinacijom
imunocitohemijskih i imunofluorimetrijskih metoda (44). Do sadaSnji imunoeseji nisu

potpuno specificni za BALP jer postoji 7-17% ukrStene reakcija antitela na BALP sa



jetrenim izoenzimom, §to otezava odredivanje niskih nivoa kostanog izoenzima ovim
metodama. Medutim, veé¢ina ovih tehnika zahteva skupu opremu, vremenski je zahtevna

1 nije adekvatna za rutinsko odredivanje BALP.

Kao rutinska tehnika za odredivanje koristi se elektroforetsko razdvajanje izoenzima
ALP kojom je moguce specifi¢no identifikovati i kvantifikovati BALP (39, 41). Kao i
afinitetna hromatografija i diferencijalna precipitacija izoformi izoenzima alkalne
fosfataze, elektroforeza koristi lektin (aglutinin iz pSenice, wheat germ agglutinin
(WGA)) da razdvoji kosStani od jetrenog izoenzima. Za povecanje preciznosti testa

koriste se komercijalni interni standardi ALP izoenzima.

1.1.1.3. Referentni interval

Koncentracije BALP odredene IRMA metodom su oko 5 do 20 ng/mL, a
imunoapsorpcionim testom su redom od 11,6 do 29,6 IU/L i od 15,0 do 41,3 IU/L kod
premenopauzalnih Zena i muskaraca (43, 45). Automatizovanim hemiluminiscentnim
imunoenzimskim metodom dobijaju se vrednost od 14,3 i 20,1 ng/mL za
premenopauzalne zene i muskarce, redom (46). Normalne vrednosti BALP odredene
agar gel elektroforezom su kod Zena, muskaraca i dece, redom 20—74% ALP ili < 44
IU/L, 23-75% ALP ili < 73 IU/L i 62-100% ALP ili < 370 IU/L (47). Serumske
koncentracije BALP zavise od godina Zivota, pola, hormonskog statusa (trudnoca,
menopauza, pubertet). Koncentracije su ve¢e kod muskaraca i rastu sa godinama zivota
I kod Zena i kod musSkaraca, u skladu sa porastom koStanog prometa sa godinama
zivota. Deca imaju znatno vece koncentracije, posebno na pocetku rasta i razvoja

koStanog tkiva.

Klini¢ki znacajna ,,cut-off* vrednost BALP odredena elektroforetskom tehnikom je od
25 do 30 IU/L u proceni usporenog prometa koStanog tkiva kod KSBB pacijenata
(predijalizni i pacijenti na dijalizi) (48, 49).



1.1.2. TARTARAT REZISTENTNA KISELA FOSFATAZA

Kisela fosfataza (ACP) je Siroko rasprostranjen enzim koji se nalazi u humanim i
animalnim tkivima i biljkama. Prema enzimskoj nomenklaturi je oznaéen
klasifikacionim brojem EC 3.1.3.2. i sa sistematskim imenom ortofosfat-monoestar
fosfohidrolaza koji je aktivan u kiseloj sredini. U literaturi se moze naci i pod slede¢im
nazivima: kisela monofosfataza, glicerofosfataza, kisela fosfohidrolaza, uteroferin,
kisela nukleozid difosfat fosfataza i dr. (50). Kisela fosfataza je enzim koji spada u
grupu hidrolaza. Osnovna uloga je da katalizuje hidrolizu razli¢itih prirodnih i sintetskih
supstrata, ortofosfatnin monoestara i neorganskih pirofosfata u vodenoj sredini pri
kiselom pH (optimum pH = 5), Sto uslovljava oslobadanje neorganskog fosfata iz
enzima, nastanak alkohola i ortofosfata. U prisustvu visoke koncentracije organskog
alkohola, dolazi do transfosforilacione reakcije u kojoj se oslobadanjem neorganskog
fosfata koji je vezan za enzim, fosforiliSe organski alkohol. Fosfatne grupe se u
reakcionom medijumu prenose sa kompleksa enzim-fosfat i na druge fosfatne
akceptore. Aktivatori enzima su dvovalentni joni magnezijuma (Mg?"), kobalta (Co*") i
mangana (Mn%*), kao i metalni dvovalentni jon zinka (Zn**). Za optimalnu aktivnost
enzima neophodan je tatan odnos Mg®* i Zn?*. Joni Ca**, fosfata, borata, oksalata i

cijanida su inhibitori aktivnosti ovog enzima.

Razli¢iti izoenzimi ACP nastaju kao posledica ekspresije nekoliko razlicitih gena. lako
Imaju istu funkciju, razli¢iti izoenzimi se razlikuju u zavisnosti od toga u kom tkivu se
stvaraju, kao i na kom hromozomu se nalaze geni koji kodiraju sintezu razli¢itih formi
jednog enzima (51). Takode je znacajna razlika i u molekulskoj masi pojedinaénih
izoenzima, istovetnosti u aminokiselinskoj sekvenci, u duzini sekvence, otpornosti na
L(+) tartarat i fluorid (52). Elektroforetskim razdvajanjem na kiselom poliakrilamid
gelu, kod ¢oveka je identifikovano pet izoenzima ACP: lizozomalni (LAP), prostati¢ni
(PAP), eritrocitni (EAP), makrofagni (MAP) i osteoklastni ili koStani (tartarat resistant
acid phosphatase, TRAP) (53). Izoelektri¢na tacka koStanog izoenzima ACP je od 7,6
do 9,5. Izoenzim LAP se nalazi u velikom broju ¢elija i relativno je nespecifican, PAP
se nalazi u prostati, mozgu, slezini, jetri i trombocitima, EAP se nalazi u eritrocitima,
kao 1 drugim celijama, MAP se nalazi u makrofagama jetre, slezine 1 pluca, dok se

TRAP nalazi kao specifican izoenzim osteoklasta kostiju. Sinteza LAP, PAP, EAP,
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MAP i TRAP nastaje kao ekspresija gena na slede¢im hromozomima: 11, 3, 2, 19 i 19.
Aminokiselinska sekvenca za LAP; PAP, EAP, MAP i TRAP je sledeca: 423, 345, 157,
325 i 325. Najveca sli¢nost u aminokiselinskoj sekvenci postoji izmedu LAP i PAP
(50%) i MAP i TRAP (visok stepen sli¢nosti) (53). Najvecu molekulsku masu imaju
LAP i PAP (100 kDa), najmanju ima EAP (18 kDa), a molekulska masa MAP i TRAP
je 37 kDa. Otpornost na tartarat pokazuju EAP, MAP i TRAP, a na fluorid pokazuju
LAP, PAP, EAP i MAP (54).

Humani gen za TRAP se nalazi na duzem kraku hromozoma 19 (19p13.2—-13.3), dok je
kod miSa identifikovan na hromozomu 9 (51). Isti gen je kloniran i sekvenciran i kod
svinja, miSeva i ovaca. Kod ¢oveka ovce i svinje gen sadrzi 5 egzona i ima ATG kodon
na pocetku drugog egzona, jer prvi kodon ovoga gena nije kodiran. Unutar prvog
egzona postoje tri tkivno specificna promotera 1A, 1B, and 1C. Ovo ukazuje da se
sinteza TRAP strogo kontroliSe. Transkripcijom dobijena mRNA sa ovog gena ima
969-975 baznih parova koji kodiraju TRAP (55). Kod miSeva gen ima duzinu od 981
baznih parova, i sadrzi 327 amino kiseline. Translacija TRAP kao posledicu ima
stvaranje pojedinac¢nog polipeptida. Transkripcija gena je regulisana Mikroftalmia-

udruzenim transkripcionim faktorom (55).

Kod ¢oveka koncentracija ACP je relativno niska. Medutim, razli¢iti patofizioloSki
procesi dovode do izrazitih promena ovog enzima. Veliki broj radova objasSnjava
klini¢ki i laboratorijski znacaj pojedinacnih izoenzima ACP kao specifi¢nih biomarkera.
Nedostatak LAP je karakteristican za nasledno autozomalno recesivno oboljenje koje
dovodi do promene opSteg metabolizma (56). Povecane vrednosti PAP su
karakteristi¢ne za kancerogene promene na prostati (57). PAP se Koristi i kao forenziéni
marker kod seksualnog napastvovanja. Kod sumnje na razvoj hemolitickih poremecaja
sa odredenim alelima i testiranja oCinstva koristan biomarker je EAP. Povecane
vrednosti MAP nalaze se kod urodene greSke metabolizma cerebrozida (Gaucher-ove
bolesti). Na metastatske promene na kostima, kao i povecanu resorpciju kostiju

specifi¢no ukazuju povecane vrednosti TRAP (58).
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Kada su osteoklasti aktivni, u normalnim ili patoloskim stanjima, stvaraju velike
koli¢ine TRAP. Ovaj izoenzim je glikoprotein koji u svom aktivnom mestu ima vezan
dvovalentni fero jon (Fe*"). Zajedno sa MAP se pri elektroforetskom razdvajanju nalazi
u frakciji 5, pa su oba izoenzima ozna¢ena kao 5STRAP. Da bi se napravila razlika
izmedu ova dva izoenzima sli¢ne pokretljivosti, u literaturi su definisani redom
oznakama 5aTRAP i 5bTRAP, za izoenzim koji nije poreklom iz kostiju, kao i za
izoenzim koji potice specifi¢no iz osteoklasta. Glavna razlika izmedu MAP i TRAP je u

strukturi; osteoklasni izoenzim ne sadrzi ostatke sijalinske kiseline (51).

Kost je metabolicki aktivno tkivo. Rast i remodelovanje je normalan fizioloSki proces
koji je ubrzan u periodu rasta i razvoja, u detinjstvu i periodu adolescencije, a znatno
usporen u kasnijem periodu Zivota. Remodelovanje kostiju je rezultat aktivnosti dve
vrste ¢elija kostiju, osteoblasta koje stvaraju novu strukturu kostiju, i osteoklasta koje su
odgovorne za resorpciju i obnavljanje postojece grade kostiju. Ubrzana resorpcija
kostiju je u osnovi patofizioloSkih procesa velikog broja oboljenja kod ¢oveka (Paget-
ovog oboljenja, maligne hiperkalcemije, renalne osteodistrofije, hipertiroidizma,
hiperparatiroidizma 1 postmenopauzalne osteoporoze). U osnovi lezi poremecena
ravnoteza izmedu sinteze i resorpcije kostiju. Posledica je smanjenje koStane mase i

poveéan rizik od fraktura (59).

Povecana osteoklastna aktivnost je udruzena sa povefanom sintezom i sekrecijom
5bTRAP (60). Mada je ovaj izoenzim, slicno 5aTRAP ili MAP izoenzimu, otporan na
inhibitorno dejstvo L(+) tartarata na katalitiCcku aktivnost ACP, opste prihvac¢en naziv
izoenzima specificnog za aktivnost osteoklasta je tartarat rezistentna kisela fosfataza
(TRAP). I histohemijskim tehnikama su pomo¢u TRAP identifikovani osteoklasti (61).
Kultura osteoklasta iz uzorka kortikalne kosti ili dentina, pokazuje progresivnu
akumulaciju TRAP u kulturnom medijumu. Na ovo ukazuje i stvaranje lezije na
povrsini kostiju u toku procesa resorpcije. Takode, antitela usmerena na aktivna mesta
TRAP, znatno smanjuju njegovu normalnu Kkataliticku aktivnost, Sto uslovljava
smanjenu resorpciju kostiju. Eksperimentalni miSevi koji nisu nosioci gena za sintezu
TRAP, razvijaju blagu osteopetrozu (ubrzan rast kostiju), kao posledicu poremecene

ravnoteze remodelovanja kostiju, na raun osteoblastne aktivnosti (62). TRAP se nalazi
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u visokim koncentracijama u serumu pacijenata kod kojih su dijagnostifikovana kostana
oboljenja, u odnosu na kontrolnu grupu u kojoj postoji normalan stepen resorpcije
kostiju (61). Postoji direktna veza izmedu povecane resorpcije kostiju i povecane
koncentracije TRAP u cirkulaciji. Shodno ovome, TRAP se koristi kao serumski
biomarker za klinicku dijagnozu povecane resorpcije kostiju i za kvantitativno pracenje

stepena i1 progresije metabolickog oboljenja kostiju (63).

Osteoklasti sintetiSu TRAP u obliku latentnog inaktivnog proenzima. U literaturi se
objasnjava da je aktivirani TRAP u stvari okida¢ procesa resorpcije (64). TRAP svoju
aktivnost moze da ostvari kao ekstracelijski i intracelijski enzima. Uzimajuci u obzir da
TRAP ispoljava funkciju fosfoprotein fosfataze i1 da katalizuje oslobadanje fosfatnih
grupa iz proteinskih molekula, ovo moze da dovede i do promene strukture i funkcije
samih supstrata ovog enzima. Fosfoproteini matriksa kostiju, osteopontin, kostani
sijaloprotein i osteonektin su bioloSki supstrati za TRAP. Ovaj enzim uklanja fosfatne
grupe sa nabrojanih fosfoproteina matriksa, tako da u krajnjem dovodi i do izmenjene
adhezije osteoklasta za tkivo kostiju. Sposobnost degradacije fosfoproteina kostiju,
procesom defosforilacije, omogucava specifi¢nim proteinazama da ostvare svoje dejstvo

na organskim komponentama koStanog matriksa (61).

Literaturni podaci su jo§ uvek kontraverzni o unutar ¢elijskoj lokalizaciji TRAP (65,
66). Hallen i sar. (65) su koris¢enjem fluorescentnog mikroskopa lokalizovali TRAP
unutar transcitozolnih vezikula osteoklasta. Naucnici Reinholt (66) i FukuSima (67) su
sa svojim saradnicima objasnili da se TRAP nalazi zajedno sa organskim proizvodima
razgradnje koStanog matriksa, koji se oslobadaju za vreme resorpcije i endocitozom
ulaze u osteoklaste. Bilo da se sintetiSe unutar Celije i ulazi u transcitozolne vezikule ili
u celiju ulazi fuzijom sa raspadnim prizvodima kostiju, svoju kataliticku aktivnost
ostvaruje zahvaljuju¢i mogucéstvu da vezuje dva oblika molekula gvozda. U zavisnosti
od toga u kom se obliku nalazi gvozde, TRAP moze da bude inaktivan, aktivan, u
znatnoj meri deaktivisan i da ne sadrzi jone gvozda. U toku hidrolize fosfomonoestara,
gvozde omogucava vezivanje supstrata fosfata za aktivni centar enzima u kiseloj sredini

(pH = 4-6) (67). Pretpostavlja se da se hidroliza ostvaruje snaznim otpusStanjem
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elektrona iz molekula gvozda. Takode, literaturni podaci ukazuju da TRAP katalizuje i
formiranje slobodnih radikala, kao fosfataza pri neutralnom pH (64).

Kada se nade u cirkulaciji TRAP tezi da se veze u kompleks sa serumskim proteinima
velike molekulske mase, najéesée a2-makroglobulin (68). Mada ta¢na uloga ovog
kompleksa jos nije utvrdena, zna se da a2-makroglobulin ostvaruje funkciju nosioca i
regulatora aktivnosti citokina. Shodno ovome, pretpostavlja se da slicnu ulogu ostvaruje
i u kompleksu sa TRAP, pri ¢emu omogucava uklanjanje enzima sa mesta resorpcije
kostiju, a zatim i iz cirkulacije. Pored ovoga, TRAP je enzim koji se kao i ostali
katalizatori inaktivisu. Ovo se objasnjava gubitkom dvovalentnog gvozda iz aktivnog
centra enzima, koji se reciklira, a enzim se raspada dejstvom proteaza u plazmi i u jetri i
ekstretuje urinom. Smatra se da se u cirkulaciju oslobodi 10% intaktnog, cirkuliSuceg,
aktivnog enzima, a da su 90% sekretovanog TRAP iz osteoklasta, neaktivni fragmenti
(69).

Hallen i sar. (65) su objasnili vremenski zavisnu aktivnost TRAP. Za aktivaciju
inaktivnih i novosintetisanih oblika TRAP potrebna je inkubacija od Cetiri sata na 37
°C, dok je za deaktivaciju potrebno 24 sata. Ovo ukazuje da je odredivanje TRAP u
uzorku seruma, u stvari dinamicki test kojim se moze pratiti resorpcija kostiju. Izmereni
serumski nivoi TRAP ukazuju na koli¢inu aktivnosti osteoklasta u periodu od 24 ¢asova

pre vadenja krvi.

1.1.2.1. Klini¢ki zna¢aj tartarat rezistentne kisele fosfataze

Klini¢ki zna¢aj TRAP se upravo zasniva na direktnom uceS¢u ovog enzima u
patoloSkim stanjima resorpcije kostiju. Nivo ovog biomarkera u serumu ima direktan
kvantitativni 1 dinamicki odnos sa koli¢inom resorpcije koja se iz dana u dan menja.
Ova cCinjenica je znacajna za dijagnozu, pracenje i leCenje izrazitog gubitka koStanog
tkiva u nekim bolestima. Takode, odredivanjem nivoa TRAP moze da se kontrolise
uticaj pojedina¢nih hormona na povecanje ili supresiju resorpcije kostiju. Profilakticka

hormonska terapija estrogenom u cilju spreavanja postmenopauzalne osteoporoze,

13



suprimira resorpciju osteoklasta i1 aktivnost TRAP (60). Terapija interferonom y
sprecava diferencijaciju osteoklasta u aktivnu formu celija koje stvaraju TRAP.
Upotreba bifosfonata, kao Sto je alendronat spretava PTH posredovanu resorpciju
kostiju (60). Neka istraZzivanja ukazuju da integrini koji su inhibitori osteoklasta,
spreCavaju vezivanje osteoklasta za koStano tkivo pre nego Sto se TRAP sintetiSe i
oslobodi iz ovih ¢elija (70, 71). Interesantno je da fluor, koji se trenutno Kkoristi kao
sastavni deo leCenja osteoporoze, poznat inhibitor aktivnosti TRAP (72). Uzimajuci ovo
u obzir, pozitivan efekat fluora na kosti se pored delovanja na hidroksiapatit ogleda i u

inhibitornom delovanju na TRAP.

1.1.2.2. Odredivanje tartarat rezistentne kisele fosfataze

Metode za odredivanje TRAP se zasnivaju na merenju koncentracije enzima kao
proteina (pg/L) ili merenju enzimske aktivnosti (IU/L). Prvobitno su enzimske
aktivnosti TRAP odredivane kinetickim metodama (60). Specifi¢nost enzimskih
odredivanja usavrSena je upotrebom selektivnih inhibitora kao Sto su fluor i heparin, ali
i koris¢enjem selektivnih supstrata kao $to je a-naftil fosfat. Razli¢ita imunoodredivanja
mere aktivnost enzima nakon vezivanja za specifi¢no antitelo, koriS¢enjem supstarata
para-nitrofenil fosfata (pNPP) na pH 5,5. Imunohemijska metoda kojom se meri
enzimska aktivnost je ELISA, dok se koncentracija ovog izoenzima moze odrediti
IRMA metodom. Imunoodredivanja mogu da budu kompetitivna, u kojima se koriste
poliklonska antitela i sendvic-eseji koji koriste dva monoklonska antitela (73, 74).
Klini¢ki znacaj imunoeseja kojima se odreduje celokupna TRAP, kao i nivoi kod
pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega, ostaje da se potvrdi buduc¢im

istrazivanjima (75, 76).

Takode, aktivhost TRAP se moze izracunati 1 racunskim putem nakon
spektrofotometrijskog odredivanja aktivnosti ukupne Kkisele fosfataze (75).
Kolorimetrijskom metodom se moZe odrediti aktivnost ACP i PAP, a iz razlike

aktivnosti dobija se aktivnost ne-prostaticne kisele fosfataze ili TRAP, uzimajuci u

14



obzir da najveci procenat ACP ¢ine upravo prostati¢ni i tartarat rezistentni kostani

izoenzim kisele fosfataze.

1.1.2.3. Referentni interval

Kada se TRAP odreduje iz razlike ukupne ACP i PAP, referentne vrednosti zavise od
metode kojom se odreduju ukupni enzim i prostati¢ni izoenzim. Aktivnost TRAP zavisi
od starosti i pola. Referentne vrednosti za TRAP, odredene spektrofotometrijskom
metodom su za devojcice i de¢ake do 15 godina starosti redom 1,5-5,7 IU/L i 2,8-5,8
IU/L, za Zene i musSkarce do 50 godina starosti redom 0,8-2,8 IU/L i 1,2-2,8 IU/L, a za
zene i muskarce preko 50 godina starosti redom 1,4-3,7 IU/L i 1,2—-2,8 1U/L (60).

Vrednosti serumske TRAP su znaéajno vise kod pacijenata na dijalizi sa sekundarnim
hiperparatiroidizmom oboljenjem koStanog tkiva u odnosu na pacijente sa normalnim ili
niskim metabolizmom kostiju (58). Serumski nivoi TRAP jako koreliraju sa aktivnoséu
osteoklasta kod pacijenata na dijalizi (77, 78). Za detekciju ubrzane resorpcije kostiju

smatra se da je znacajna grani¢na vrednost aktivnosti TRAP > 6,5 IU/L (78).

1.1.3. BETA-KARBOKSI TERMINALNI DEO UKRSTENIH VEZA
KOLAGENA |

Manji deo koStanog tkiva se sastoji od celija, osteoblasta, osteocita i osteoklasta, jer u
strukturi kosti dominira kalcifikovani matriks (79). Matriks se primarno sastoji od
vlakana kolagena (uglavnhom tip ). Ovaj tip kolagena sadrzi u osnovi
glikozaminoglikan i nekolagene proteine. Tip | kolagen je glavni kolagen, koji ima
heliksnu strukturu, tako da se ukrsteno vezuju amino- i karboksilni-krajevi molekula. U
osnovi koStanog tkiva nalaze se kristali hidroksiapatita (Cayo(PO4)s(OH)2), koji je
vretenastog oblika koji su u ravnoteZi sa vlaknima kolagena. Kolagen tip | se talozi u
obliku listi¢a, a Cvrstina je obezbedena povezivanjem, tj. umrezavanjem ovih vlakana
pomocu amino- i karboksi- kraja molekula. UkrStene veze kolagena su piridinolini koji

su otporni na degradaciju i oslobadaju se za vreme resorpcije kostiju. U literaturi se
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Cesto koriste dva naziva kao sinonimi za telopeptide kolagena: beta-CTx i beta-
Crosslaps (80). Medutim, postoji mala razlika u testovima pomocu kojih se odreduju
ove molekule. Beta-CTx i beta-Crosslaps testovi prepoznaju fragmente kolagena 1 beta
izomerizacije 8AA-oktapeptida (EKAHD-beta-GGR) koji je sastavni deo epitopa
lociranih na karboksi-terminalnim telopeptidima (81). Beta-Crosslaps se odnosi na
fragmente koji sadrze najmanje jedan 8AA peptid, dok se beta-CTx odnosi na

fragmente koji sadrZze najmanje dva 8AA peptida (82).

Za vreme resorpcije kostiju osteoklasti sekretuju smeSu kiselih i neutralnih proteaza,
terminalne fragmente, tj. N- i C- terminalne telopeptide (NTx i CTx). Sa starenjem
koStanog tkiva, alfa forma aspartata prisutna u CTx se prevodi u beta formu (beta-CTx).
U toku resorpcije kostiju beta-CTx se oslobada u cirkulaciju i predstavlja specifican
biomarker degradacije zrelog kolagena tipa | (83). Povecani nivoi beta-CTx su

detektovani u serumu osoba sa pove¢anom resorpcijom kostiju (84).

Beta-CTx pokazuje znacajnu dnevnu varijaciju, sa najviSim vrednostima u jutarnjim
casovima. U literaturi se navodi pad jutarnjih vrednosti u odnosu na podnevne i do 38%
(85).

1.1.3.1. Klini¢ki znacaj beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena |

Odredivanje beta-CTx u serumu ima klini¢ki znacaj kod pacijenata sa razli¢itim
metabolickim oboljenjima koStanog tkiva. Najces¢e se javlja kao posledica
hipertiroidizma, hiperparatiroidizma, osteoporoze, osteopenije, Paget-ove bolest,
multiplih mijeloma, metastaza na kostima ili naslednih oboljenja formiranja i
remodelovanja kostiju, koje za posledicu imaju izmenjenu ravnoteZu stvaranja i
resorpcije kostiju (86). Takode, beta-CTx se koristi kao pomoéni serumski biomarker u
cilju pracenja antiresorptivne terapije (bifosfonati i hormonska terapija) kod zena u
postmenopauzi koje lece osteoporozu ili kod osoba kod kojih je dijagnostikovana

osteopenija (87). U literaturi se navodi znacaj odredivanja kod peridontalne destrukcije
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tkiva (88). Veliki klini¢ki znacaj ima i kao pomo¢ni biomarker u dijagnozi razli¢itih

stanja koja su udruzena sa povecanim metabolizmom kostiju.

Kod pacijenata koji uzimaju antiresorptivne lekove, poZeljno je da se detektuje
smanjenje serumskih nivoa beta-CTx oko 25% ispod bazne linije, 3 do 6 meseci nakon
pocetka terapije, $to ukazuje na adekvatan terapijski odgovor kostanog tkiva (87). Kod
pacijenata koji su na visokim dozama biotina (> 5 mg/dan), pravilno je uzeti uzorak za
analizu 8h nakon davanja poslednje doze, da bi se izbegla interferencija. Smanjena
funkcija bubrega dovodi do smanjenja urinarne ekskrecije i posledi¢no povecanja nivoa
beta-CTx u serumu (89). Povecani serumski nivoi beta-CTx posledi¢éno ukazuju na

povecéanu resorpciju kostiju.

1.1.3.2. Odredivanje beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena I

Metode za odredivanje beta-CTx se zasnivaju na merenju koncentracije terminalnih
fragmenata proteina kolagena tip | (pg/mL). Jedna grupa autora je objavila rezultate
radioimuno odredivanje (Radio Immuno Assay, RIA) za C-terminalni telopeptid
kolagena tip I (ICTP) u serumu (90). U odredivanju su koris¢ena zeCja antitela
usmerena protiv ukrstenih veza ICTP koji nastaju nakon delovanja kolagenaza na
kostano tkivo. Medutim, ovaj metod odredivanja ima malu osetljivost na promene koje
nastaju u resorpciji kostiju kao posledica osteoporoze, ali detektuje povecanje
koncentracije ICTP kod mijeloma i malignih promena sa metastazama na kostima.
Smatra se da je mala osetljivost posledica detektovanja aktivnosti katepsina K, koji je
odgovoran za resorpciju kolagena u osteoporozi, Sto uzrokuje lazno nize vrednosti
ICTP.

Imunoodredivanja za CTx Koriste antitelo usmereno protiv sintetskog fragmenta CTx
koji odgovara ostatku a;(l) lanca kolagena tip I u veli¢ini od 15 do 22 ugljenikovih
atoma (EKAHD-B-GGR) (82). Ovaj region sadrzi ukrstene veze hidroksilizina na 16C
ostatku. Najveéi broj rutinskih metoda prepoznaje beta izomer, koji nastaje u toku
starenja koStanog tkiva prelaskom peptida sa a-karboksil grupe na beta-karboksi grupu.

Ovim se omogucava da se meri CTx koji poti€e iz zrelog kolagena, ne iz prekursornog
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proteina, tako da se specificno reflektuje nivo resorpcije kostiju. Za odredivanje
imunohemijskim metodama, neophodno je da C-terminalni deo ne sadrzi arginin (91).
Beta-CTx moze da se meri i u 24-¢asovnom urinu ELISA metodom upotrebom
poliklonalnih zec¢jih antitela. Mada odredivanje beta-CTx U 24-Casovnom urinu moZze da
ima prednosti u odnosu na odredivanje u serumu, jer se prevazilazi uticaj cirkadijalnih
promena i ishrane, glavni problem je sakupljanje 24-casovnog urina. Takode test koji
odreduje terminalne telopeptide kolagena 1 u urinu prepoznaje samo jedan epitop 8AA
peptida (92). U serumu se za merenje CTx koriste dva monoklonska ov¢ja antitela (91).
S obzirom da svaki molekul kolagena ima dva telopeptida sa ay(l) lancem, upotrebom
dva antitela koja su usmerena na beta izomer, obezbeduje se da se meri samo beta/beta
forma. Ova metoda je automatizovana, tako da se koncentracija beta-CTx moZze
odredivati na imunohemijskim analizatorima koriS¢enjem elektrohemiluminiscentne

detekcije (93).

1.1.3.3. Referentni interval

Vrednosti beta-CTx zavise od pola i od starosti. U periodu rasta i razvoja tkiva kostiju,
kada je povecano remodelovanje kostiju, povecano je stvaranje ali i resorpcija kostiju,
pa su vrednosti beta-CTx blago povecane. Kod muske i Zenske populacije od 14. do 17.
godine starosti referentne vrednosti se krecu od: 0,435-2,924 ng/mL i 0,242-1,291
ng/mL, redom (94). Kod osoba od 30. do 50. godina starosti postoje definisane
referentne vrednosti po dekadama i1 ne razlikuju se znacajno u odnosu na dekadu:
0,060—0,700 ng/mL za muskarce i 0,040—0,465 ng/mL za Zene (40—49 godina Zivota)
(94). Jos uvek ne postoje definisane referentne vrednosti za zene preko 50 godina. Mada
veliki broj radova ukazuje na povecane vrednosti beta-CTx kao biomarkera resorpcije
kostiju kod KSBB pacijenata jo§S uvek ne postoji jasno definisana grani¢na vrednost

koja bi ukazivala na ubrzan ili usporen metabolizam kostiju (86, 95-98).
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1.2. PREPORUCENI BIOMARKERI METABOLIZMA KOSTIJU

Remodelovanje kostanog tkiva je pod stalnim uticajem metabolizma kalcijuma, fosfata,
magnezijuma, kao i brojnih hormona, primarno hormona paratiroidne Zlezde i 1,25D.
Kostano tkivo se gotovo u celosti sastoji od jona kalcijuma (90%), jona fosfata (85%) i
jona magnezijuma (55%). Koncentracije jona kalcijuma, neorganskog fosfata i
magnezijuma u organizmu zavise od kona¢nog udruzenog uticaja talozenja i resorpcije
minerala kostiju, intestinalne apsorpcije i ekskrecije putem bubrega. Ova tri procesa su

primarno regulisana sa PTH i 1,25D.

Medicina zasnovana na dokazima je bila osnov za definisanje vodica ,,Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative** (KDOQI) za pracenje metabolizma i bolesti kostiju kod
KSBB pacijenata (99). Vodi¢i preporu¢uju da se metabolizam kostiju prati
odredivanjem cetiri osnovna biomarkera: ALP, jona kalcijuma, neorganskog fosfata,
IPTH i 25-hidroksi vitamina D (25D).

1.2.1. UKUPAN KALCIJUM

Kalcijum je jedan od pet najznacajnijih elemenata, kao i najrasprostranjeniji katjon u
ljudskom organizmu (79). Nalazi se rasporeden u tri telesna prostora: skeletu, mekim
tkivima i ekstracelijskoj te¢nosti. U mekim tkivima i ekstracelijskoj te¢nosti se nalazi
svega 1% telesnog kalcijuma. U skeletu se uglavnom nalazi kao ekstracelijski kristal,
hidroksiapatit [Caig(PO4)s(OH)2]. Skelet je glavni rezervoar koji obezbeduje
intracelijski i ekstracelijski pool kalcijuma. Intracelijski kalcijum ima klju¢ne uloge u
vaznim fizioloskim procesima, kao S$to su miSi¢ne kontrakcije, sekrecija hormona,
metabolizam glikogena i deoba celija. Kalcijum se u ¢eliji nalazi u citozolu, i kada je
éelija u stanju mirovanja koncentracija je manja od 10°, §to je manje od koliGine
kalcijuma u ekstracelijskoj tecnosti koja je oko 10 mol/L (100). U plazmi se nalazi
50% kao slobodan (jonizovani), 40% vezan za plazma proteine i 10% kompleksiran sa
malim anjonima: bikarbonat, laktat, fosfat i citrat (100). Ekstracelijski kalcijum se
koristi kao prekursor za intracelijske potrebe za kalcijumom, za mineralizaciju koStanog

tkiva, za procese koagulacije krvi i za aktiviranje potencijala plazma membrane.
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Kalcijum stabiliSe plazma-membranu ¢elije kroz regulisanje procesa propustljivosti i
nadrazljivost. Smanjena koncentracija slobodnog kalcijuma dovodi do povecane
neuromisi¢ne nadrazljivosti i tetanije, a povecana koncentracija redukuje neuromisi¢nu
nadrazljivost (100). Ukupna koncentracija u plazmi je pod kontrolom kalcijum-
reguliSu¢ih hormona PTH i 1,25D.

1.2.1.1. Klini¢ki znacaj ukupnog kalcijuma

Poremecaj metabolizma kalcijuma se ogleda u smanjenju ili povecanju koncentracije

ukupnog kalcijuma, Sto dovodi do hipokalcemije ili hiperkalcemije.

Nizak nivo ukupnog kalcijuma u serumu (hipokalcemija) je najcesc¢e posledica
smanjenja kalcijuma koji je vezan za albumin ili smanjenja slobodnog kalcijuma (101).
Najces¢i uzrok pseudohipokalcemije (smanjenje ukupnog kalcijuma, a nivo slobodnog
je nepromenjena) je hipoalbuminemija, zato Sto 10 g/L albumina vezuje oko 0,2 mg/dL
kalcijuma. Stanja udruZzena sa smanjenom koncentracijom albumina u serumu su
hroni¢na bolest jetre, nefrotski sindrom, kongestivna srana slabost 1 malnutricija.
Najces¢i uzrok hipokalcemije je hroni¢na bolest bubrega i hipomagnezijemija. U
hroni¢noj bolesti bubrega hipokalcemiji doprinose hipoproteinemija, hiperfosfatemija,
nizak nivo 1,25D (smanjena sinteza zbog neadekvatne funkcionalne mase bubrega) i
smanjen odgovor kosStanog tkiva na dejstvo PTH. Smanjenje kalcijuma dovodi do
smanjenja magnezijuma koji posredno smanjuje sekreciju ovog kalcijum-regulatornog
hormona (102). Hipoparatiroidizam je najc¢esce posledica oSte¢enja paratiroidnih zlezda
u toku hiruskih zahvata na vratu (90%) ili rede idiopatski. Pseudohipoparatiroidizam je
biohemijski slican hipoparatiroidizmu, ali pacijenti imaju nasledno povecane
oblik, pseudohipoparatiroidizam tip | (Albrajt-ova nasledna osteodistrofija),
molekularna osnova je smanjenje aktivnosti guanin nukleotid regulisu¢eg kompleksa,

Ns, koji je usko povezan sa kompleksom adenilat ciklaze.
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Kod hospitalizovanih pacijenata, akutna simptomatska hipokalcemija moze da nastane
iz viSe razloga. Brza remineralizacija kostanog tkiva nakon hiruskog zahvata zbog
primarnog hiperparatiroidizma (sindrom gladnih kostiju), leCenje hipertiroidizma ili
hematoloSkih maligniteta mogu dovesti do hipokalcemije. Hipokalcemija dodatno
komplikuje akutne hemoragije ili edematozni pankreatitis. Takode, hipokalcemija se
javlja i u slucaju deficita vitamina D, zbog smanjene intestinalne apsorpcije kalcijuma i

izostanka odgovora kostanog tkiva na dejstvo PTH (104).

Klinicki se hipokalcemija ispoljava najces¢e kao neuromuskularna hiperekscitabilnost,
u obliku tetanije, paresteze i iznenadnog napada (100). Naglo smanjenje kalcijuma
moZe biti udruzeno sa hipotenzijom i elektrokardiografskim abnormalnostima. Kod
simptomatske hipokalcemije, kalcijum se daje intravenski, a ako je hipokalcemija
sekundarna kao posledica hipoparatiroidizma ili pseudohipoparatiroidizma, oralno se

daju vitamin D i saplementi kalcijuma.

Odredivanjem serumskog kalcijuma, albumina i magnezijuma procenjuje se funkcija
bubrega. Pacijenti koji imaju hipoparatiroidizam imaju niske ili neodgovarajuci
normalne koncentracije iPTH, dok je vrednost ovog kalcijum-reguliSu¢eg hormona
poveéana u slucaju pseudohipoparatiroidizma, ali i u sluéaju sekundarnog

hiperparatiroidizma, kojeg prati nizak nivo 25D i visok nivo ALP (103).

Hiperkalcemija nastaje kada je priliv kalcijuma u ekstracelijsku tenost iz koStanog
tkiva, intestinalnog trakta ili bubrega veci od gubitka kalcijuma (105). Ovo se deSava
kada povecana resorpcija koStanog tkiva kao posledica maligniteta dovodi do
hiperkalciurije. Kada se prevazide kapacitet bubrega da sekretuje filtrirani kalcijum,
razvija se hiperkalcemija. Hiperkalcemija nastaje i kada je povecana intestinalna
apsorpcija kalcijuma kao posledica intoksikacije vitaminom D, kada je povecano
zadrZavanje kalcijuma na nivou bubrega kod terapije tiazidnim diureticima, kada je
povecana resorpcija kostiju zbog imobilizacije, ili kombinovanim mehanizmima kod
primarnog hiperparatiroidizma (106). Iako postoji veliki broj razlicitih etiologija
hiperkalcemije, primarni hiperparatiroidizam je najces$¢i kod ambulantnih pacijenata,

dok su kod hospitalizovanih pacijenata uzroci povecanju kalcijuma prisutni maligniteti.
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Ova dva poremecaja ¢ine 90% do 95% svih uzroka hiperkalcemije (107). Primarni
hiperparatiroidizam se karakteriSe pove¢anom sekrecijom PTH Sto rezultuje
hiperkalcemijom. U 80% do 85% slucajeva posledica povecane sekrecije PTH su
izolovani adenomi, oko 15% ¢ini hiperplazija ¢elija paratiroidne Zlezde, a manje od 1%
je zbog karcinoma paratiroidne zlezde. Takode, preko 60% pacijenata sa primarnim

hiperparatiroidizmom su Zene u postmenopauzi.

Odredivanjem kalcijuma otkriva se viSe od 80% pacijenata sa hiperparatiroidizmom
detektuje u ranoj fazi bolesti, kada najées¢e nisu prisusutni simptomi, koji su uglavnom
nespecificni 1 povezani sa neuromuskularnim sistemom. KarakteriSu se zamorom,
slabo$¢u i malaksalo$¢u sa blagom hiperkalcemijom. Kalcijum obi¢no ne prelazi 3
mmol/L (105). Takode se javlja depresija, apatija i gubitak koncentracije.
Hiperkalcemija moze da dovede do blagog nefrogenog dijabetes insipidusa sa
povecanim osecajem zedi, polidipsijom i poliurijom. Hroni¢na hiperkalcijemija i
hiperkalciurija mogu da dovedu do stvaranja kamena u bubregu Sto je uzrok bubreznih
kolika. Nefrokalkuloze dovode do sporog razvoja slabosti bubrega, a ¢esto se javlja 1

osteoporoza.

definisanje funkcije paratiroidne Zlezde i diferencijalnu dijagnozu hiperkalcemije (108).
Serumski nivo 1,25D je najces¢e u gornjem opsegu referentnog intervala ili povecan u
slu¢aju primarnog hiperparatiroidizma, zato $to PTH stimuliSe stvaranje 1,25D (106).
Suprotno, u slucaju neparatiroidne hiperkalcemije, nivoi PTH i 1,25D su normalni ili
niski. Kada su prisutna granulomatozna oboljenja kao sarkoidoza ili limfomi
koncentracija 1,25D je poviSena zato Sto obolela tkiva sadrze 25-hidroksivitamin D-1a-

hidroksilazu koja je neophodna za stvaranje 1,25D (109).

U hiperkalcemiji sa hiperparatiroidizmom javlja se blaga hiperhloremijska metabolicka
acidoza, a u slucaju neparatiroidne hiperkalcemije, dolazi do blage hipohloremijske
metabolicke alkaloze (108). Mada se u hiperparatiroidizmu javlja ¢esto hipofosfatemija,
odredivanje fosfata u serumu ima ogranicen dijagnosticki znacaj zbog hipofosfatemije

koja postoji kod pacijenata sa kanceromatoznim promenama koje kao posledicu imaju
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hiperkalcemiju. Hiperkalcemija postoji kod 10% do 20% pacijenata sa kancerima (110).
Tumori dovode do hiperkalcemije stvarajuci peptid koji je slican sa PTH (PTHrP), koji
se sekretuje u cirkulaciju 1 stimuliSe resorpciju koStanog tkiva ili zbog fizickog
ostecenja kostanog tkiva usled pojave metastaza na kostima. PTHrP se vezuje za PTH
receptore, imitira delovanje PTH i osnovni je posrednik hiperkalcemije u malignitetu.
Citokini kao Sto su limfotoksin, interleukin-1, faktor nekroze tumora (TNF) i PTHrP su
znacajni medijatori hiperkalcemije u multiplim mijelomima i nekim hematoloskim
malignitetima. Neki limfomi udruzeni sa steCenim sindromom imunodeficijencije
uzrokuju hiperkalcemiju stvaranjem 1,25D. Literaturni podaci pokazuju da 5%
pacijenata sa hiperkalcemijskim kancerom imaju udruzeni primarni hiperparatiroidizam
(1112).

Pacijentima sa primarnim hiperparatiroidizmom, sa znacima i simptomima
hiperkalcemije se hiruski uklanjanja paratiroidna zlezda. Ako je pacijent bez simptoma,
prate se serumski nivoi kalcijuma, klirens kreatinina, kalcijum u urinu i gustina kostiju
(112). Kod pacijenata sa malignitetima, znaci i simptomi hiperkalcemije su lako
uocljivi, zato $to su nivoi kalcijuma u brzom porastu i preko nivoa koji se ocekuju kod
primarnog hiperparatiroidizma (111). Kao dodatni simptomi, javljaju se i letargija,

mucnina i povracanje.

Lecenje je usmereno na smanjenje serumskog kalcijuma diureticima, smanjenje
osteoklastne resorpcije ili na upotrebu steroida koji redukuju intestinalnu apsorpciju
kalcijuma kod 1,25D-posredovane hiperkalcemije (112).

1.2.1.2. Odredivanje ukupnog kalcijuma

Metode koje se koriste za kvantifikovanje kalcijuma mere slobodni (jonizovani)
kalcijum ili ukupan kalcijum. Uzimajuéi u obzir da je kalcijum jonizovan bilo u
slobodnoj formi bilo da je jonskim vezama spojen za proteine ili male anjone,
odgovaraju¢i naziv bi bio slobodan kalcijum, analogno slobodnim hormonima (npr.

slobodnom tiroksinu ili slobodnom testosteronu) (113). Mada se slobodan kalcijum
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smatra najboljim indikatorom statusa kalcijuma u organizmu, jer je bioloski aktivan i
dobro regulisan sa PTH i 1,25D, literaturni podaci pokazuju da ukupan kalcijum ima
jako dobar klinicki znacaj i da ne moze u potpunosti biti zamenjen odredivanjem

slobodnog kalcijuma (114).

U klinickim laboratorijama se za merenje serumskog kalcijuma koriste fotometrijska
metoda, metoda koja koristi jon selektivnu elektrodu (ISE) i po potrebi atomska
apsorpciona spektrometrija (115). Spektrofotometrijsko merenje se izvodi uz upotrebu
metalohromnih indikatora ili boja. Najcesce se koriste o-krezolftalein komplekson ili
arsenazo Il koji selektivno vezuju kalcijum. Mada je atomska apsorpciona
spektrofotometrija ta¢nija i preciznija, spektrometrija je automatizovana i prakti¢nija za

rutinske potrebe.

1.2.1.3. Korigovanje koncentracije ukupnog kalcijuma

Cinjenica da na koncentraciju ukupnog kalcijuma uti¢e nivo serumskih proteina,
posebno albumina i organskih i neorganskih anjona, razvijen je koncept prilagodene ili
korigovane koncentracije serumskog kalcijuma (116). lako je predlozen veliki broj
jednacina za korigovanje ukupnog kalcijuma, u klini¢koj praksi se najcesce koriste one
koje koriste koncentraciju albumina. Problem je da se usklade metode za odredivanje
albumina i kalcijuma, kao i populacione razlike pacijenata u nivoima ova dva
biomarkera. lako je korekcija ukupnog kalcijuma za vrednosti albumina nasla klinicki
znacaj kod pacijenata sa bolestima jetre i niskim nivoima ukupnih proteina, kod

pacijenata sa hroni¢nom slabos¢u bubrega nije od velikog klini¢kog znacaja (117).

1.2.1.4. Referentni interval

Vrednosti kalcijuma u serumu zavise od unosa hranom, ali i od metode odredivanja.
Neki radovi pokazuju razliCite vrednosti serumskog kalcijuma u zavisnosti od pola i

godina starosti (118). Referentni interval kalcijuma u serumu i plazmi je od 2,12-2,20
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mmol/L do 2,54-2,57 mmol/L. Sadasnje metode su jako precizne, dostizu KV od 1,5%

iz dana u dan, pa ¢ak i manje.

1.2.1.5. Preporuke KDOQI vodica

Kod KSBB pacijenata i pacijenata na dijalizi nivoi kalcijuma zavise od unosa soli
kalcijuma (Ca-acetat, Ca-karbonat, Ca-citrat, Ca-acetat/Mg karbonat), Kkoji vezuju
fosfate, ali i od unosa oralnih vitamin D sterola. Takode, kod pacijenata na dijalizi,
serumski nivoi zavise i od nivoa kalcijuma u dijalizatu. Preporuke su da kod pacijenata
koji primaju kalcijumske vezivace fosfata, ciljna vrednost koncentracije kalcijuma u
dijalizatu bude 2,50 mEg/L (1,25 mmol/L) (119, 120). Takode, kod pacijenata koji u
terapiji koriste jedinjenja koja vezuju fosfate bez kalcijuma (aluminijum hidroksid,
aluminijum karbonat, sevelamer HCI), ciljne vrednosti kalcijuma u dijalizatu treba da
bude 2,50—-3,00 mEg/L (1,25-3,00 mmol/L) na osnovu serumskih nivoa kalcijuma i
potrebe za terapijom aktivnim vitamin D sterolima (119, 120). Preporuke su da se nivoi
kalcijuma kod KSBB pacijenata i pacijenata na dijalizi odrZzavaju u referentnom

intervalu, a koncentracije kalcijuma odreduju na svakih 1 do 3 meseca.

1.2.2. NEORGANSKI FOSFAT

Organizam odrasle osobe sadrZi u proseku oko 600 g (19,4 mola) fosfora koji se nalazi
u obliku neorganskih 1 organskih fosfata, od cega je 85% sastavni deo koStanog tkiva,
dok se ostatak nalazi u sastavu mekih tkiva (121). Mada se u organizmu nalaze dva
oblika fosfora, samo se neorganski fosfat moze meriti. Neorganski fosfat se nalazi u
obliku monovalentnih (H,PQO,) i dvovalentnih (HPO,") fosfatnih anjona. Odnos ova dva
oblika anjona zavisi od pH i iznosi oko 1:1 u acidozi, 1:4 na pH = 7,4 i 1:9 u alkalozi.
Oko 10% fosfata u serumu je vezano za proteine; 35% u kompleksu sa kalcijumom,
natrijumom, magnezijumom, a ostatak, Sto je oko 50% se nalazi u slobodnom obliku.

Estri organskog fosfata se primarno nalaze u ¢elijskim elementima krvi.
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Neorganski fosfat je glavna komponenta hidroksiapatita u kostima, koji ima znacajnu
ulogu u odrzavanju ekstracelijskog i intracelijskog pool-a fosfata. U mekim tkivima se
fosfat nalazi u ¢eliji uglavnom kao organski fosfat koji ulazi u sastav nukleinskih
kiselina, fosfolipida, fosfoproteina i visoko-energetskih jedinjenja koja ucestvuju u
metabolizmu. Adenozin trifosfat, kreatinin fosfat i drugi fosfati, uc¢estvuju u fizioloskim
procesima u organizmu Kkoji su energetski-zavisni, kao Sto su kontrakcije miSica,
neuroloSke funkcije i transport elektrolita. Fosfat je osnovni element cikli¢nih
nukleotida, kao Sto je cikli¢ni adenozin monofosfat i nikotinamid-adenin dinukleotid
fosfat. Takode, fosfor je vazan za aktivaciju nekoliko enzima: adenilat ciklaza, 25-
hidroksi-D-1a-hidroksilaza i enzimi koji posreduju u sintezi 2,3-difosfoglicerata, koji
reguliSe afinitet hemoglobina prema kiseoniku. Intracelijski fosfor posreduje u
regulaciji intermedijarnog metabolizma proteina, masti i ugljenih hidrata, kao i u

genskoj transkripciji i rastu ¢elija (121).

1.2.2.1. Klini¢ki znac¢aj neorganskog fosfata

Poremecaj metabolizma fosfata se ogleda u smanjenju ili povecanju koncentracije
fosfata, Sto dovodi do hipofosfatemije ili hiperfosfatemije. Hipofosfatemija predstavlja
koncentraciju neorganskog fosfata u serumu ispod donje granice referentnog intervala,
koja je obi¢no < 0,81 mmol/L, a uobicajena je kod hospitalizovanih pacijenata (oko 2%)
(122). Smanjenje neorganskog fosfata ne mora biti povezano sa gubitkom intracelijskog
fosfata, tako da moze doc¢i i do gubitka fosfata iz ¢elija, a da koncentracije u serumu
budu normalne ili blago povecane. Osnovni uzrok hipofosfatemije moze biti prelazak
ekstracelijskog fosfata u celiju, gubitak fosfata putem bubrega, smanjena intestinalna

absorpcija fosfata i gubitak intracelijskog fosfata.

Kod pacijenata sa primarnim ili sekundarnim hiperparatiroidizmom, dolazi do izrazitog
povecanja sekrecije PTH, Sto smanjuje sposobnost bubrega da zadrzava fosfate i
rezultuje gubitkom fosfata (123). Takode, pacijenti koji su na terapiji antacidima Koji
sadrze aluminijum i magnezijum mogu da razviju hipofosfatemiju, zbog vezivanja

fosfata u intestinalnom traktu i sprecavanja apsorpcije fosfata (124).
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Klinicka manifestacija hipofosfatemije zavisi od stepena gubitka fosfata. Blaga
hipofosfatemija (0,48 do 0,77 mmol/L) obi¢no nije udruzena sa klinickim znacima i
simptomima, izuzev kod pacijenata sa osteomalacijom i rahitisom koje su posledica
hroni¢nog gubitka fosfata (122). Serumski fosfat manji od 0,48 mmol/L dovodi do
misi¢ne slabosti, akutne respiratorne slabosti, smanjene sposobnosti sréanog misica da
izbacuje krv iz pretkomora. Pri jako niskim vrednostima fosfata (< 0,32 mmol/L) dolazi
do rabdomiolize, povecanog afiniteta hemoglobina za kiseonik, tj. hipoksije, zbog
smanjenog stvaranja 2,3-difosfoglicerata, a < 0,16 mmol/L fosfata dovodi do jake

hemolize, mentalne konfuzije i kome (122).

Hiperfosfatemija se najcesce javlja sekundarno kao posledica nesposobnosti bubrega da
ekskretuju fosfat. Kod akutne ili hroni¢ne slabosti bubrega, smanjenje brzine
glomerularne filtracije redukuje ekskreciju fosfata bubregom, Sto dovodi do
hiperfosfatemije. Brzo povecanje serumskog fosfata je udruzeno sa hipokalcemijom.
Posledi¢no se javljaju tetanija, osecaj trnjenja i hipotenzija. Dugotrajna hiperfosfatemija
je najéeS¢e udruzena sa sekundarnim hiperparatiroidizmom, osteitis fibrozom i
kalcifikacijom mekih tkiva bubrega, krvnih sudova, kornee, koze i periartrikularnog
tkiva. Kod KSBB pacijenata koji imaju hipoparatiroidizam terapijski pristup je
prvenstveno usmeren na smanjenje unosa fosfata hranom, kao i vezivaca fosfata (npr.
kalcijum karbonata) (125, 126).

1.2.2.2. Odredivanje neorganskog fosfata

Metoda koja se najcesSce koristi zasniva se na reakciji jona fosfata sa amonijum
molibdatom do stvaranja kompleksa fosfomolibdata ¢iji se intenzitet meri
spektrofotometrijski na 340 nm (127). Za formiranje kompleksa neophodan je kiseli pH,
kao 1 odgovarajuca koncentracija proteina, da ne bi doslo do precipitacije. Koristi se

veliki broj redukujuéih supstanci.

Druge metode koriste vanadat za spektrofotometrijsko merenje ili se zasnivaju na

enzimskom odredivanju na neutralnom pH c¢ime se izbegava problem adekvatnog
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stvaranja kompleksa fosfata i boje (128). U enzimskim metodama se kao enzimi koriste:
glikogen fosforilaza, fosfoglukomutaza i glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, a prati se
formiranje redukovane forme nikotinamid-adenin dinukleotid fosfata (NADPH), purin
nukleozid fosforilaza i ksantin oksidaza kojim se meri stvaranje vodonik peroksida i
hromogeni supstrat i sukroza fosforilaza, fosfoglukomutaza i glukoza-6-fosfat
dehidrogenaza, a meri se formiranje NADPH (129).

1.2.2.3. Referentni interval

Koncentracije serumskog fosfata zavise od starosti, pa su kod odraslih osoba od 0,81 do
1,45 mmol/L, a kod dece od 1,29 do 2,26 mmol/L (118). Za oko 50% su vece
koncentracije fosfata kod novorodencadi i opadaju u toku detinjstva, kao posledica
efekta hormona rasta da poveca bubrezni prag za fosfate. Serumske koncentracije se
starenjem kod osoba Zenskog pola ne menjaju, dok se kod starijih muSkaraca smanjuju.
Zbog dnevne varijacije u nivoima serumskog fosfata, preporuceno je odredivanje
jutarnjih koncentracija. Koncentracije su visSe u popodnevnim i vecernjim satima, a

zavise od unosa hranom i od vezbanja.

1.2.2.4. Preporuke KDOQI vodica

Kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizi preporuka je da se serumski
neorganski fosfat odrzava u uskom opsegu od 1,13 do 1,78 mmol/L (130, 131). Takode,
preporuke su da se povecani nivoi neorganskog fosfata kod ovih pacijenata, smanjuju
do normalnih preporucenih vrednosti, upotrebom jedinjenja koja vezuju fosfate. Odabir
jedinjenja koja vezuju fosfate zavisi od stadijuma bubrezne slabosti, dodatne terapije i
eventualnih sporednih efekata, kao i prisustva drugih poremecaja u sklopu metabolic¢ke
bolesti bubrega. Takode, preporuke su da se ograni¢i upotreba jedinjenja koja sadrze
kalcijum, kao i upotreba kalcitriola i analoga vitamina D, a da se obezbedi poveéano
uklanjanje fosfata dijalizom, posebno kada su nivoi iPTH konstantno niski (< 150

pg/mL), a da se koncentracije neorganskog fosfata odreduju na svaka 1 do 3 meseca.
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1.2.3. PROIZVOD KALCIJUM-FOSFOR

Davne 1917. godine americki nau¢nik Karl Binger (132) je pokazao da infuzija fosfata
kod pasa dovodi do tetanije, po prvi put pokazuju¢i inverzan odnos cirkuliSuc¢eg fosfata
I kalcijuma. Prvobitni radovi o formiranju koStanog tkiva su kao osnovnu predpostavku
koristili ¢injenicu da se kalcijum i fosfor taloze (133—135). Nekoliko godina kasnije je
objavljen rad koji ukazuje da je Ca-P proizvod (CaxP) manji od 2,8 mg?/dL? udruZen sa
pojavom rahitisa kod dece i kod eksperimentalnih pacova, a da su ove promene na
kostima potpuno odsutne ukoliko je CaxP veéi od 3,2 mg?/dL? (136). Ovo je o&ekivana
sekundarna reakcija koStanog tkiva na promene odnosa kalcijuma i fosfora, Sto je u
skladu sa formiranjem CaHPOj, i regulisano stvaranjem rastvorljivih Ca** i HPOy, §to je
nekoliko studija potvrdilo (137—139). Literaturni podaci u tom periodu ukazuju da
dodatak fosfata u humani serum u in vitro uslovima, ili intravenska infuzija fosfata kod
zivotinja, takode odrzavaju nivoe CaxP stalnim, zbog rastvorljivosti CaHPO, (140,
141). Tek se u poslednjih dvadesetak godina razvio koncept o CaxP kao klinicki
znaCajnom biomarkeru, i prihvacen je prvobitno od strane epidemiologa, koji su
pokazali da postoji korelacija izmedu CaxP i ishoda KSBB pacijenata (142—147). Mada
neki radovi navode da vaskularna kalcifikacija postoji i u odsustvu hiperkalcemije i
hiperfosfatemije, vodi¢i za ishod pacijenata sa bubreznim bolestima zasnovani na
dokazima su uveli CaxP kao biomarker koji moze da pomogne u definisanju ektopi¢ne
kalcifikacije kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizi (98). Preporuke su da
kod PreD pacijenta i pacijenata na dijalizi vrednosti CaxP treba odrzavati ispod 4,6
mmol%/L?, odrzavanjem nivoa kalcijuma i fosfata u serumu u granicama normale (98).
Potrebno je da buduéi radovi objasne da li CaxP treba posmatrati kao nezavisan faktor

rizika ili je pristup ektopi¢noj kalcifikaciji pojednostavljen i nau¢no nedosledan.

1.2.4. MAGNEZIJUM

Magnezijum je Cetvrti po redu najzastupljeniji katjon u organizmu Coveka i drugi
najznacajniji intracelijski katjon. Ukupna koli¢ina magnezijuma je oko 25 g (1,03
mola), od koje se 55% nalazi u koStanom tkivu (148). Jedna trecina iz kostiju sluzi kao

skladiste za razmenjivi magnezijum pomocu kojeg se odrzava konstantna koncentracija
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izvan ¢elije. Oko 45% magnezijuma se nalazi unutar ¢elije, $to je oko 1-3 mmol/L.
Povecéanje koncentracije magnezijuma, prati povecanje metabolicke aktivnosti ¢elije.
Unutar celije ve¢ina magnezijuma je vezana za proteine i negativno naelektrisane
molekule, 80% u citozolu je vezan za ATP, a Mg-ATP je supstrat za preko 300 enzima i
enzimskih sistema (adenilat ciklaza, Na*-K*-adenozin trifosfat (ATP-aza), Ca’*-ATP-
aza, fosfofruktokinaza i kreatin kinaza), kao i guanin nukleotid regulatornih proteina Gs
i Gi (148). Magnezijum je vazan u procesima oksidativne fosforilacije, glikolize,
replikacije celije, metabolizma nukleotida 1 biosinteze proteina. Takode se smatra
prirodnim antagonistom kalcijuma jer antagonizuje dejstvo kalcijuma, vezujuci se za

¢elijske membrane i proteine, regulisuci transport elektrolita (148).

Takode se magnezijum nalazi u jedru, mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu u
znacajnom procentu. Oko 0,5-5,0% ukupnog magnezijuma cirkuliSe slobodno (148).
Transport kroz ¢elijsku membranu je regulisan specificnim Mg-transportnim sistemom.
Vancelijski magnezijum sadrzi oko 1% ukupnog magnezijuma iz organizma. Oko 55%
je slobodno, 30% vezano za proteine (primarno albumin), a oko 15% je kompleksirano
sa fosfate, citrate i druge anjone. Jedna od najznacajnijih uloga je u regulaciji
neuromuskularne ekscitabilnosti i regulaciji kontrakcije i relaksacije miSi¢a. Vazna
uloga je regulacija vaskularnog tonusa, sréanog ritma, arterijskog pritiska i periferne
cirkulacije, kao i regulacija funkcije trombocita. Takode, posreduje u inhibiciji

insulinske rezistencije, smanjenju aritmija i redukciji procesa osteoporoze (149, 150).

Homeostaza magnezijuma u organizmu zavisi od ravnoteze izmedu apsorpcije GIT-om
iz hrane, renalne ekskrecije i puferske funkcije koStanog tkiva. Centralni organ u
regulaciji homeostaze magnezijuma je bubreg (148). Oko 80% se iz plazme filtrira kroz
glomerul, 20% reapsorbuje u proksimalnom tubulu, a 70% se reapsorbuje u tankom
ascedentnom delu tubula pasivnim paracéelijskim mehanizmom. Ostalih 10% se
apsorbuje aktivnim transcelijskim mehanizmom u distalnom uvijenom delu tubula.
Samo 3—5% se izlucuje urinom. Aktivna reapsorpcija zavisi od koncentracija unutar 1
van celije, acidobazne ravnoteze, koriSCenja estradiola, ciklosporina i tiazidnih
diuretika. Povecani unos zitarica iz hrane povecava pH urina, tj. smanjuje kiselost, ali

dovodi do povecanog zadrzavanja magnezijuma preko bubrega. Sa druge strane unos
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mesa i mleénih proizvoda povecava kiselost urina, ali povecava i apsorpciju

magnezijuma iz intestinalnog trakta.

1.2.4.1. Klini¢ki znacaj magnezijuma

Poremec¢aj metabolizma podrazumeva nedostatak (hipomagnezijemiju) ili povecanu
koncentraciju magnezijuma (hipermagnezijemiju). Hipomagnezijemija je Cesta u
bolni¢kim uslovima (10% pacijenata na prijemu, kao i 65% pacijenata u jedinicama
intenzivne nege) kao posledica gubitka putem GIT-a ili putem bubrega (152). Gubitak
preko bubrega je udruzen sa povecanim gubitkom kalcijuma. Nedostatak je obi¢no
sekundarna promena, pa moze biti zamaskirana postojanjem primarne bolesti ili usled
delovanja nekog leka. Usled ovoga javlja se povecana nadrazljivosti miSica, tetanija ili
osec¢aj oduzimanja. Medutim, ovi simptomi se javljaju 1 u slucaju hipokalcemije koju
Cesto prati hipomagnezijemija. Mada je hipomagnezijemija uglavnom prolazna,
nedostatak magnezijuma slabi sekreciju PTH i dovodi do neosetljivosti bubrega i
koStanog tkiva na dejstvo PTH (102).

Hipermagnezijemija retko postoji zbog intoksikacije, ali je ¢est poremecaj u bolnickim
uslovima (153). Simptomatska hipermagnezijemija je najées$ce posledica povecanog
unosa antacida, sredstva za klistiranje ili parenteralnih te¢nosti koje sadrze ovaj mineral.
Kod pacijenata koji imaju istovremeno oslabljenu funkciju bubrega, a samim tim
ograniCenu sposobnost bubrega da izluCe visak magnezijuma, dolazi do izraZzene
hipermagnezijemije. Ako vrednosti prelaze 2—3 mmol/L mogu da se jave znaci,
letargije, pospanosti i hiporefleksije (153). Kod trudnica sa hipertenzijom
(preeklampsija i eklampsija) magnezijum se koristi kao standardna terapija $to moze
uzrokovati intoksikaciju majke i ploda magnezijumom (154). Hipermagnezijemija
uzrokuje smanjenje koncentracije kalcijuma u serumu, najverovatnije zbog inhibicije
PTH sekrecije, ali i smanjenja dejstva PTH na ciljnim organima (102). Medusoban
odnos kalcijuma, magnezijuma i PTH je kompleksan, ali jo§ uvek nema dovoljno
klini¢kih studija koje bi jasno objasnile evidentan uticaj visokih koncentracija

magnezijuma na supresiju PTH nivoa.
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Kod KSBB pacijenata koji funkciju bubrega odrzavaju dijalizom zbog smanjenog
uklanjanja fosfata javlja se hiperfosfatemija. Razvijen je veliki broj jedinjenja koja
vezuju fosfate od kojih se u velikoj meri koristio magnezijum hidroksid (155, 156).
Mada su prvobitna klini¢ka ispitivanja ukazivala da kod pacijenata koji primaju
magnezijum hidroksid dolazi do razvoja nezeljenih efekata na GIT, utvrdilo se da je u
odnosu na druga jedinjenja koja vezuju fosfate koji sadrze metale ili polimer, siguran,
efikasan i jeftin, ali i da smanjuje pojavu kardiovaskularnih oboljenja. Kod pacijenata sa
hroni¢énom bubreZznom insuficijencijom hipermagnezijemija najceS¢e nastaje zbog
intoksikacije terapijom, a blago povecanje koncentracije magnezijuma ukazuje da treba
prekinuti terapiju. Smatra se da snizene koncentracije mogu biti faktor rizika za Ceste i
jake glavobolje kod pacijenata na dijalizi (157, 158). Kod pacijenata na dijalizi nivo
magnezijuma se moZze regulisati smanjenjem njegove koncentracije u dijalizatu. Jedna
Japanska studija na velikom broju pacijenata sa KSBB na hemodijalizi je pokazala da je
centralna vrednost magnezijuma bila u gornjem delu referentnog opsega, mada je
dobijena normalna raspodela (159). Koncentracije magnezijuma u donjem delu
referentnog intervala kod KSBB pacijenata i pacijenata na dijalizi su tesno povezane sa
vaskularnom kalcifikacijom i kardiovaskularnom smrtno$¢u (159). Medutim, postoje
literaturni podaci koji ukazuju na Cinjenicu da bi optimalne koli¢ine magnezijuma

sprecile gubitak mineralne gustine kostanog tkiva (160).

1.2.4.2. Odredivanje magnezijuma

Koncentracije magnezijuma u serumu su se odredivale velikim brojem razli¢itih tehnika
(fluorimetrija, plamena emisiona spektroskopija, jon selektivna elektroda i atomska
apsorpciona spektrometrija), ali se danas u klini¢kim laboratorijama najéesée koriste
fotometrijske metode, iako se smatra da je atomska apsorpciona spektrometrija
referentna metoda. Za fotometrijsko odredivanje koriste se metalohromni indikatori koji
menjaju boju prilikom selektivnog vezivanja za magnezijum (161). Najcesce se koriste
kalmagit (1-(1-hidroksi-4-metil-2-fenilazo)-2-naftol-4-sulfonska kiselina), formazan
(1,5-bis(3,5-dihloro-2-hidroksifenil-3-formazan karbonitril), metiltimol plavo, magon i
ksilidil plavo (1-azo-2-hidroksi-3-(2,4-dimetilkarboksanilido)-naftalen-1'-(2-
hidroksibenzen), metalohromne boje koja formiraju obojen kompleks sa magnezijumom
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u alkalnoj sredini, ¢ija se apsorbancija meri na razliCitim talasnim duzinama.
Interferencu kalcijuma redukuje specificni kalcijum-heliraju¢i agens EGTA (161).
Takode, stvaranje teSkih metalnih kompleksa se sprecava dodavanjem kalijum cijanida i
polivinilpirolidona, a interferencija proteina i lipemije se uklanja dodavanjem

polivinilpirolidona.

1.2.4.3. Referentni interval

Referentni interval za magnezijum zavisi od metode i aparata na kom se odreduje, a
serumske koncentracije se kre¢u u opsegu od 0,7 do 1,15 mmol/L (118). Sadrzaj u
eritrocitima je oko tri puta ve¢i od serumskih vrednosti. Mada se dnevne potrebe
razlikuju u odnosu na pol i godine starosti, joS uvek su u upotrebi jedinstvene referentne
vrednosti za koncentracije magnezijuma u serumu. Preporuka za KSBB pacijente je da

se koncentracije magnezijuma odrzavaju u granicama normale (156).

1.2.5. INTAKTNI PARATIROIDNI HORMON

Paratiroidni hormon je pored 1,25-dihidroksi vitamin D (1,25D) primarni hormon koji
reguliSe metabolizam minerala i kostiju. PTH sintetiSu i sekretuju paratiroidne Zlezde,
dve donje i dve gornje, locirane bilateralno na ili blizu kapsule tiroidne Zlezde (162).
PTH sekretuju glavne celije, koje pored oksifilnih éelija ulaze u sastav paratiroidnih
zlezda. Koncentracija PTH u plazmi zavisi od sinteze i sekrecije ovog hormona od
strane paratiroidnih Zlezda, kao i od metabolizma i izlu¢ivanja putem jetre i bubrega.
Svoje direktno dejstvo PTH ostvaruje na kosti i bubrege, dok indirektno deluje na nivou

gastrointestinalnog trakta, reguliSe nivo kalcijuma i fosfata u plazmi.

PTH se sintetiSe kao prekursor, pre-pro-PTH, koji sadrzi 115 aminokiselina. U
transportu PTH iz endoplazmatskog retikuluma do mesta skladiStenja u paratiroidnim
zlezdama ucestvuje amino(N)-terminalni hidrofobni kraj svojom "pre" ili vodecom
sekvencom od 25 aminokiselina. "Pre" i "pro" N-ternimalni kraj koji sadrzi 6

aminokiselina se enzimskim putem odvajaju u toku intracelijske obrade, a pre
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pakovanja u Goldzijev aparat. Sve ovo kao posledicu ima formiranje iPTH koji sadrzi
84 aminokiseline, molekulske mase od 9425 kD. Formirani iPTH se sekretuje, ¢uva ili
razgraduje unutar Celija. Za razliku od proinsulina, proPTH se ne sekretuje i ne cirkulide

tako da se ne moze izmeriti.

Za bioloSku aktivnost iPTH odgovorna je prva tre¢ina N-terminalnog regiona
aminokiselinskog lanca ove molekule (162). Sintetisan je PTH(1-34) koji je iste
aktivnosti kao iPTH(1-84) u interakciji sa PTH/PTHrP receptorom (tip 1 PTH receptor).
Kao posledica aktivnosti iPTH na nivou koStanog tkiva i bubrega dolazi do povecanja
koncentracije kalcijuma u plazmi i do pojacanog izlucivanja fosfora urinom. Oksidacija
ostataka aminokiseline metionin na poziciji 8 ili 18 dovodi do gubitka bioloSke
aktivnosti. PTH sadrzi veliki broj baznih aminokiselina. Sredisnji deo molekula PTH je

imunogen zbog hidrofobnosti i specifi¢nosti.

Primarni akutni fizioloski regulator sinteze, metabolizma i sekrecije PTH je
koncentracija slobodnog kalcijuma u krvi ili ekstracelijskoj te¢nosti (163). Kalcijum
osetljivi receptori na plazma membrani paratiroidnih celija reaguju na promenu
koncentracije kalcijuma ekstracelularno i aktiviraju intracelijske procese koje vode
oslobadanju slobodnog kalcijuma putem kalcijumskih kanala. Povecanje ekstracelijskog
kalcijuma inhibira PTH sintezu i sekreciju i povecava metabolizam PTH, dok smanjenje
ima suprotan efekat. Posledica ovoga je inverzan sigmoidalan odnos izmedu sekrecije
PTH i slobodnog kalcijuma. Kod zdrave osobe maksimalna sekrecija i supresija PTH se
postize blagom hipokalcemijom, odnosno blagom hiperkalcemijom. U zavisnosti od
fizioloskog ili patoloSkog procesa, kao i od individualnih karakteristika osobe, srednja
vrednost sigmoidalnog odnosa kalcijuma i PTH je ona koncentracija kalcijuma pri kojoj

se postize polovina maksimalne sekrecije PTH (163).

Sinteza i sekrecija PTH zavisi i od 1,25D, fosfora i magnezijuma (162). 1,25D
interaguje sa receptorima za vitamin D na paratiroidnim Zlezdama u cilju hroni¢ne
supresije PTH sinteze, tako S§to se sprecava transkripcija PTH gena, a posledi¢no i
sekrecija (164). Hiperfosfatemija i hipofosfatemija posledi¢no povecavaju i smanjuju

sintezu i sekreciju PTH. Literaturni podaci ukazuju na uticaj samo jako visokih ili
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niskih koncentracija magnezijuma na sekreciju PTH, dok blage promene ovog minerala
nemaju znacajnu ulogu u metabolizmu PTH (102, 165). Hroni¢ne izrazite
hipomagnezijemije, kao u slu¢aju alkoholizma, smanjuju sekreciju PTH, dok akutna
hipomagnezijemija moze stimulisati sekreciju PTH. Hipermagnezijemija suprimira
oslobadanje PTH preko kalcijum-osetljivih receptora, iako manje delotvorno nego sam

kalcijum.

Regulacija hemostaze kalcijuma i fosfora od strane PTH odvija se direktnim
delovanjem ovog hormona na bubrege i koStano tkivo, a indirektno regulacijom 1,25D
na nivou intestinalnog trakta (164). PTH interaguje sa PTH/PTHrP receptorima koji se
nalaze na plazma membrani ciljnih ¢elija. Ova interakcija pokre¢e niz kaskadnih
reakcija, od generisanja ciklicnog adenozin monofosfata (cAMP), aktivacije kinaza,
fosforilacije proteina, povecanog ulaska kalcijuma u ¢eliju i posledi¢no povecane
intracelijske  koncentracije, stimulacije aktivnosti fosfolipaze C 1 stvaranja
diacilglicerola i fosfoinozitid-aktivisanih enzima i transportnih sistema, kao i sekrecije

lizozomalnih enzima (164).

U bubrezima, PTH svoju aktivnost ostvaruje kroz slede¢a delovanja: 1) indukuje 25-
hidroksivitamin D la-hidroksilazu, poveéavaju¢i stvaranje 1,25D, §to dovodi do
stimulacije intestinalne apsorpcije 1 kalcijuma i fosfata, 2) povecava reapsorpciju
kalcijuma u distalnom uvijenom delu tubula nefrona, 3) smanjuje reapsorpciju fosfata u
proksimalnim tubulima i 4) inhibira aktivnost Na*-H" antiportera, §to podsti¢e blagu

hiperhloremijsku metabolicku acidozu u stanjima hiperparatiroidizma (164).

Delovanje PTH na koStano tkivo se ogleda kroz stimulaciju resorpcije ili formiranja
kostiju u zavisnosti od koncentracije ali i od duzine delovanja PTH. Dugotrajno dejstvo
visokih koncentracija PTH vodi poveéanoj resorpciji kostanog tkiva. Ovo je posledica
direktne promene aktivnosti ili broja osteoblasta, a indirekine na osteoklastima.
Prvobitan efekat resorpcije kostiju je vazan za odrzavanje homeostaze kalcijuma, dok je

dugotrajna resorpcija vazna za krajnje sistemske potrebe i homeostazu kostanog tkiva.
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Udruzeno direktno delovanje PTH na kosti i bubrege i indirektno delovanje na
intestinalni trakt preko 1,25D dovodi do promene koncentracije kalcijuma i fosfora u
serumu i urinu. U serumu su poviSene koncentracije ukupnog i slobodnog kalcijuma,
dok su koncentracije fosfata smanjene. U urinu su poviSene koncentracije neorganskog
fosfata i cAMP, dok je koncentracija kalcijuma poviSena jer poviSena filtracija
kalcijuma prevazilazi poviSenu tubularnu reapsorpciju (kalcijum poti¢e od pojacane
resorpcije kostiju i intestinalne apsorpcije kalcijuma). Kod zdrave osobe, povisen
kalcijum u serumu redukuje sekreciju PTH preko negativne povratne sprege, ¢ime se

odrzava homeostaza.

PTH cirkuliSe kao bioloski aktivan intaktni hormon i u obliku karboksil (C)-terminalnih
fragmenata koji sadrze srednji deo molekula i C-terminalne aminokiseline, ali bez
bioloski aktivnog amino(N)-terminalnog regiona. Heterogenost PTH je posledica: 1)
sekrecije i intaktnog hormona i C-terminalnih fragmenata od strane paratiroidnih Zlezda,
2) perifernog metabolizma intaktnog hormona u jetri i bubrezima do C-terminalnih
fragmenata i 3) renalnog Kklirensa iPTH i C-terminalnih fragmenata (165).
Hipokalcemija povecava sekreciju iPTH u paratiroidnim Zlezdama, dok hiperkalcemija
dovodi do jakog smanjenja ili potpunog odsustva sekrecije, dok se sekrecija C-
terminalnih fragmenata i pored ovoga nastavlja. Bioloski aktivan iPTH se brzo uklanja
iz plazme (poluzivot je < 5 minuta) razgradujuci se do C-terminalnih fragmenata u jetri
i bubrezima ili klirensom kao iPTH putem bubrega (165). Perifernim metabolizmom
IPTH se inaktiviSe, ali se ne mogu detektovati bioloski aktivne koncentracije N-

terminalnih fragmenata (166).

CirkuliSu¢i imunoreaktivni PTH je primarno sastavljen od "inaktivnih" C-terminalnih
fragmenata, a sekundarno od intaktnog hormona (koji se meri kao iPTH drugom
generacijom imunoeseja). Ovi fragmenti ne sadrze N-terminalni region i klasi¢nu PTH
bioloSku aktivnost, pa se smatraju inaktivnim degradacionim produktima. Nedavni
radovi objasSnjavaju da su identifikovani receptori za C-terminalni PTH na ¢elijama
kostanog tkiva, Sto ukazuje na moguci uticaj ovih fragmenata na sazrevanje i biolosku
aktivnost osteoblasta i osteoklasta (167, 168). C-terminalni fragmenti se filtriraju preko

glomerula i imaju poluzivot manji od 1 ¢as. Kod osoba sa oslabljenom funkcijom
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bubrega, poluzivot i cirkuliSu¢e koncentracije znacajno rastu. Ukupni imunoreaktivni
PTH ¢ine 5-25% intaktni hormon, a 75-95% C-terminalni fragmenti (169). Relativna
koncentracija intaktnog hormona i fragmenata varira u zavisnosti od fizioloskih i

patoloskih procesa.

1.2.5.1. Klini¢ki znacaj intaktnog paratiroidnog hormona

Odredivanje PTH je znacajno za diferencijalnu dijagnozu hiper- i hipokalcemije, $to je
osnova za procenu funkcije paratiroidnih Zlezda kod osoba sa oslabljenom funkcijom

bubrega, kao i kod poremecaja metabolizma minerala i koStanog tkiva.

PoviSene vrednosti iPTH postoje kod pacijenata sa primarnim hiperparatiroidizmom,
dok se kod bolesnika sa neparatiroidnom hiperkalcemijom, kao i hipekalcemijom koja
je udruzena sa malignitetima, vrednosti iPTH nalaze u donjem delu referentnog
intervala, pa i ispod normale (110). Kod pacijenata sa stabilnom hiperkalcemijom iPTH
je u gornjem delu referentnog intervala ili neoc¢ekivano visok i ukazuje na primarni
hiperparatiroidizam. Preporuka je da se pre terapije hiperkalcemije odrede vrednosti
IPTH, zato Sto sekrecija PTH moze biti stimulisana opadanjem nivoa serumskog
kalcijuma. Povecane vrednosti kod pacijenata sa hiperkalcemijom i malignitetima retko
postoje zbog ektopi¢nog lu¢enja PTH (170). Hiperkalcemija u malignitetu je obi¢no
udruzena sa metastazama na kostima i/ili produkcijom PTHrP. Medutim, PTHrP ne
pokazuje ukrStenu reakciju sa PTH ni u jednom imunohemijskom testu kojim se
primarnog  hiperparatiroidizma  (171). Kod  pacijenata sa  primarnim
hiperparatiroidizmom PTH(1-84) je povecan u 96% slucajeva, dok je u 73% bio
povecan iPTH. Studija je analizirala mali broj pacijenata, tako da ostaje na budu¢im

studijama da utvrde prednost PTH(1-84) nad iPTH.

Kod pacijenata sa hipoparatiroidizmom nivoi iPTH su subnormalni ili na donjoj granici
referentnog intervala, a kod pacijenata sa hipokalcemijom neodgovarajuce niske.
Problem u odredivanju niskih koncentracija lezi u Cinjenici da su testovi kojim se

odreduje 1PTH neprecizni za ovaj opseg vrednosti, ali i u postojanju nespecificnih
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efekata samog seruma pacijenta, zbog matriksa testa koji ne sadrzi ligande za
odredivanje celog molekula iPTH (postoji ukrStena reakcija sa N-terminalnim

skrac¢enim fragmentima PTH molekula) (172).

Kod sekundarnog hiperparatiroidizma PTH je povecan pre nego Sto se detektuju
abnormalno niski nivoi ukupnog ili slobodnog kalcijuma, kao parametar koji je

odrzavanje serumskog kalcijuma u granicama referentnih vrednosti (173).

Kod KSBB pacijenata, merenje PTH je znacajno u proceni funkcije paratiroidne Zlezde,
nivoa koStanog prometa i poboljSanju tretiranja ovih oboljenja. Status paratiroidnih
zlezda se procenjuje odredivanjem iPTH u uzorcima seruma kod bolesnika pre dijalize
da bi se izbegao uticaj razlicitih faktora, kao $to su serumski kalcijum posle dijalize i tip
membrane za dijalizu, koji uticu na sekreciju i uklanjanje PTH (174, 175). Za procenu
akutnog odgovora paratiroidnih Zlezda na promene nivoa kalcijuma, predlaze se
poredenje nivoa iPTH u predijaliznim i postdijaliznim uzorcima. Mada se PTH(1-84)
moze koristiti za tacniju procenu statusa paratiroidnih Zlezda i prometa koStanog tkiva,
kao 1 pracenje terapije kod KSBB pacijenata, problem su metode odredivanja ovog
molekula, kao i terapeutski ciljevi iPTH koji su utvrdeni vodi¢ima (dva do Cetiri puta
vrednosti gornje granice referentnog intervala) (99). Za razliku od visokih nivoa iPTH
koji specifi¢no ukazuju na sekundarni hiperparatiroidizam, ¢esto niski nivoi iPTH ne
mogu biti pouzdani pokazatelj adinami¢ne bolesti kostiju. Ostaje da dalji radovi pokazu
njegovu efikasnost i efektivnost.

Koncentracije iPTH mogu biti izmenjene u hiper- i hipotiroidizmu, ali i u slucaju
terapije litijjum karbonatom. PTH se smanjuje i u inverznom je odnosu sa T3
koncentracijama hiperparatiroidnih pacijenata. Serumski PTH raste kod pacijenata koji
postaju hipotiroidni nakon terapije radioaktivnim jodom, ali se smanjuje kod

supstitucione terapije kao posledica promenjenih nivoa kalcijuma u serumu (176).
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1.2.5.2. Odredivanje intaktnog paratiroidnog hormona

Za odredivanje IPTH su se uglavnom koristili kompetitivni imunoeseji, zbog
mogucnosti da mere niske koncentracije ovog molekula, kao 1 visoke koncentracije C-
terminalnih fragmenata. Medutim, kompetitivni testovi se viSe ne koriste jer imaju
ograni¢enu specifi¢nost i/ili osetljivost (177). S druge strane, metode koje mogu da
odrede srednji region molekule PTH i C-terminalne fragmente imaju takode
ograniCenja: 1) mere primarno C-terminalne fragmente, koji su prisutni u mnogo vecoj
koncentraciji od bioloski aktivnog intaktnog hormona, ¢ije koncentracije reguliSu nivoi
kalcijuma, 2) slab su pokazatelj funkcije paratiroidnih zlezda jer izmerene koncentracije
zavise od perifernog metabolizma i glomerularne filtracije parametara, 3) postoji
problem u interpretaciji kod pacijenata sa oslabljenom funkcijom bubrega (PTH mozZe
biti lazno povecan, i do 30 puta od gornje granice referentnog intervala, kod pacijenata
na dijalizi bez sekundarnog hiperparatiroidizma) i 4) kod neparatiroidne hiperkalcemije
postoje ¢esto lazno blago povecane vrednosti C-terminalnih fragmenata (178, 179). Sve
nekompetitivne metode za odredivanje iPTH koje su i aplikovane na imunohemijske
analizatore. Ovim metodama se moze odrediti aminokiselinska sekvenca humanog
iIPTH (hPTH), a samim tim i struktura fragmenata hPTH i analoga ovih fragmenata koji
se mogu koristiti kao imunogeni, nosaci i kalibratori, kao 1 za odredivanje specificnosti
antiseruma i antitela. Znatan su doprinos dale razumevanju sekrecije, metabolizma i

uklanjanja cirkulisu¢ih formi PTH.

Pojedina¢na antitela su najéei¢e obeleZena radioaktivnim jodom (‘1) (IRMA) ili
hemiluminiscentnom molekulom (ICMA) kao Sto je akridinijum estar, kao i ELISA ili
EIA testom koji koristi ALP da prevodi supstrat (1,2-dioksetan fosfat) do
hemiluminiscentnog proizvoda) (180). Skola Ameri¢kih Patologa koriste¢i rezultate
interlaboratorijskih istrazivanja navodi da se nekompetitivni imunotestovi prve
generacije za iIPTH mogu Koristiti kao komercijalno dostupne metode i potpuno
automatizovane (181). Prva generacija, nekompetitivnih metoda za iPTH pokazuje
ukrStenu reakciju sa N-terminalnim skracenim fragmentima, ¢ime se precenjuje
koncentracija i bioloska aktivnost iPTH (180). Koris¢enjem sintetskog PTH(7-84),

pokazana je ukrstena reakcija od oko 40%. Ovo je dovelo do razvoja metoda druge
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generacije za odredivanje iPTH, koje koriste N-terminalna antitela i ne pokazuju
ukrstenu reakciju sa sintetskim PTH(7-84), tj. ne prepoznaju N-terminalne skracene
fragmente PTH (182). U literaturi se navodi da se ovim metodama odreduje "bio-
intaktni PTH, PTH(1-84)" ili "ceo PTH" ili "CAP" (ciklaza—aktivisan PTH), kao i da N-
terminalni skraceni PTH molekul moze biti bioloski aktivan (182, 183). Sintetski
PTH(7-84) koji se koristi kao dobar predstavnik N-terminalnog skrac¢enog PTH,
smanjuje serumski kalcijum, antagonizuje kalcemijske, fosfatemijske i fosfaturi¢ne
efekte iPTH kod tiroparatiroidektomi¢nih Zivotinja i vezuje se za C-terminalni PTH
receptor odvojen od PTH/PTHTrP receptora (184).

Druga generacija metoda za odredivanje iPTH koja meri N- terminalni skraceni PTH, u
odredenom stepenu precenjuje koncentraciju biolodki aktivnog intaktnog hormona.
Stepen je metod-zavisan i 50% veéi od proseka od PTH(1-84) kod pacijenata sa
primarnim hiperparatiroidizmom ili krajnjim stadijumom bolesti bubrega (182).

Nemoguénost prve generacije metoda kojima se meri iPTH da tacno izmere bioloski
aktivan intaktni hormon, je objasnjenje za ¢injenicu da iPTH nije pouzdan pokazatelj
koStanog prometa kod pacijenata na dijalizi (185, 186). Odredivanjem PTH cesto ne
moze da se napravi razlika izmedu pacijenata sa niskim, normalnim i visokim
prometom koStanog tkiva. Takode, leCenje pacijenata u cilju suprimiranja iPTH do
normalne ili blizu normane vrednosti ¢esto rezultuje pojavom adinamiéne bolesti
kostiju. Za adekvatnu procenu prometa koStanog tkiva kod pacijenata sa renalnom
osteodistrofijom preporucuje se racunanje odnosa PTH(1-84)/N-terminalnog skra¢enog
fragmenta, zbog sposobnosti PTH(7-84) da antagonizuje bioloSku aktivanost iPTH
(187, 188). Odnos se racuna nakon merenja iPTH (testovima prve generacije) i PTH(1-
84) (testovima druge generacije), nakon Cega se nivo N-terminalnih skracenih
fragmenata odreduje oduzimanjem vrednosti PTH(1-84) od vrednosti iPTH. Medutim,
potrebno je da budué¢i radovi dokazu klinicki znacaj merenja PTH(1-84) i iPTH i
raCunanja odnosa u proceni koStanog prometa kod pacijenata Sa renalnom

osteodistrofijom.
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Testovi druge generacije kojima se meri iPTH nisu apsolutno specificni za ovaj
molekul, jer su nedavni radovi ukazali na postojanje amino-terminalne forme koja se
razlikuje od iIPTH molekula i N-terminalnih skra¢enih fragmenata (182). Ova forma
predstavlja oko 20% iPTH molekula koji se meri testovima druge generacije, tako da

klinicki znacaj odredivanja ove forme, ostaje da se potvrdi buducim istrazivanjima.

1.2.5.3. Referentni interval

Referentni intervali PTH zavise od metode kojom se odreduje molekul. Tipi¢ni
referentni intervali su za iPTH (prva generacija testova) od 10—65 pg/mL, a za PTH(1-
84) (druga generacija testova) od 6—40 pg/mL (189, 190). Za interpretaciju nivoa PTH
uvek mora da se uzme u obzir nivo kalcijuma u trenutku uzorkovanja. Gornja granica
referentnog intervala za PTH zavisi od nivoa vitamina D, pa se pri odredivanju PTH

dobijaju znatno nizi nivoi isklju¢ivanjem osoba sa insuficijencijom vitamina D (191).

Koncentracije iPTH kod zdravih osoba rastu paralelno sa godinama Zzivota (192).
Normalne su ili niske kod trudnica, nize kod fetusa, a rastu u toku prvih nekoliko dana

Zivota, kao odgovor na neonatalnu hipokalcemiju (193, 194).

1.2.5.4. Preporuke KDOQI vodica

Pacijenti sa ubrzanim koStanim prometom imaju najvece koncentracije PTH zbog
sekundarnog hiperparatiroidizma (posebno izrazeno u osteitis fibrozi). Kod pacijenata
sa usporenim koStanim prometom nivoi PTH su jako niski. Nivoi PTH koji se nalaze u
srednjem delu referentnog opsega se mogu naéi kod bolesnika sa adinamiénim
(aplasti¢nim) usporenim koStanim prometom i kod rane osteitis fibroze (195). Znacajno
preklapanje koncentracija postoji izmedu razli¢itih formi renalne osteodistrofije. Kod
pacijenata na dijalizi, preporucene ,,cut-off* vrednosti (nivo klinicke odluke) su manji
od 100 ili 150 pg/mL i veci od 250—300 pg/mL u razlikovanju usporenog i ubrzanog
koStanog prometa (99, 195). Ukoliko su vrednosti iPTH < 150 pg/mL preporucuje se
odrzavanje nivoa iPTH niskim dozama vitamina D, dok se u slu¢aju iPTH vrednosti >

300 pg/mL preporucuje povecanje doze vitamina D do postizanja preporuc¢enih nivoa
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IPTH od 150-300 pg/mL. Da bi se sprecila supresija paratiroidnih zlezda, ali i
adinami¢na 1 hiperparatiroidna bolest kostiju poZzeljni terapeutski nivoi iPTH
(odredivani prvom generacijom imunoeseja) bili bi dva do Cetiri puta vrednosti gornje
granice referentnog intervala, a u¢estalost odredivanja koncentracija iPTH je na svakih
3 do 6 meseci. Kod KSBB pacijenata vrednosti PTH ispod 65 pg/mL se gotovo u

potpunosti podudaraju sa pojavom adinamic¢ne bolesti kostiju.

1.2.6. 25-HIDROKSI VITAMIN D

Vitamin D se stvara endogeno izlaganjem koZe suncevim zracima i apsorpcijom iz
hrane koja sadrzi ili je suplementirana vitaminom D. Metabolizmom se stvara bioloski
aktivna forma hormona (1,25D) koja reguliSe metabolizam kalcijuma i fosfora, pa
nedostatak vitamina D dovodi do defekta u mineralizaciji i izmenjenog formiranja
koStanog tkiva. Metaboliti vitamina D su kao holekalciferol ili ergokalciferol
(196—198). Holekalciferol (vitamin D3) se stvara u kozi iz 7-dihidroholesterola pri
izlaganju ultravioletnim B sunc¢evim zracima. Koli¢ina zavisi od izloZenosti koze suncu,
godiSnjeg doba, starenja. Ergokalciferol (vitamin D;) se moze dobiti zracenjem
ergosterola koji se dobija iz kvasca. Vitamin D, se razlikuje od vitamina D3 u postojanju
dve C-C veze izmedu 22 i 23 ugljenikovog atoma i metil grupe na 24 ugljenikovom

atomu.

Znacajne koliCine vitamina D se nalaze u malom broju namirnica: masnom tkivu i jetri
ribe pogotovo ono iz jetre bakalara, Zzumancu jajeta i jetri zivotinja (199). Preporucen
dnevni unos za osobe preko 50 godina starosti je 400 IU (10 pg) (197).

Vitamin D, i vitamin D3 se metaboliSu u 25D pomocu D-25-hidroksilaze (CYP27B1) i
citohrom P450 enzima u jetri (200). Koncentracija 25D u serumu je oko 10—65 ng/mL,
a poluvreme zivota je 2—3 nedelje. Pri fizioloskim koncentracijama 25D je neaktivan.
25(0OH)D; i 25(0OH)Ds3 se u bubrezima i placenti metaboliSe u bioloski aktivan hormon,
1,25D, dejstvom CYP27B1 i citohroma P450 (200). Cirkulisu¢e koncentracije su oko
15—60 pg/mL, Sto je oko 1/1000 koncentracije 25D, a poluzivot 1,25D je 4—6 Casova
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(200). Takode, cirkuliuc¢e koncentracije 1,25D su strogo regulisane primarno dejstvom
PTH, fosfora, kalcijuma i 25D kao supstrata (201). PTH i hipofosfatemija poveéavaju
sintezu 1,25D, povecéavajuci aktivnost CYP27B1, dok hipokalcemija deluje indirektno
stimuliSuci sekreciju PTH (201). Hiperkalcemija i hiperfosfatemija redukuju CYP27B1
I koncentracije 1,25D. Sam 1,25D indukuje 25(OH)D-24-hidroksilazu, enzim koji
dovodi do stvaranja 24,25-dihidroksivitamina D (24,25D) najzastupljenijeg
dihidroksiliranog vitamina D u serumu. Aktivnost ovog enzima redukuje stvaranje

bioloski aktivne forme 1,25D.

Vitamin D, 25D i 1,25D se u cirkulaciji vezuju za vitamin D-vezujuci protein (Vitamin
D binding protein, DBP) specifi¢ni visoko afinitetni transportni protein poznat i pod
nazivom grupno-specificna komponenta (202). Kod c¢oveka, DBP sadrzi 458
aminokiselinskih ostataka i ima molekulsku masu od 51335. DBP se sintetise u jetri i
cirkuliSe u visku (oko 400 mg/L), tako da je svega manje od 5% vezujucih mesta
popunjeno. Afinitet vitamina D i metabolita za DBP je sledec¢i: 25D > 1,25D > vitamin
D. Samo 0,03% 25D i 0,4% 1,25D se nalazi slobodno u plazmi kod zdrave osobe (202).
Koncentracije DBP rastu u trudnoéi i sa estrogenskom terapijom, a smanjuju se kod

nefrotskog sindroma.

1,25D odrzava nivoe kalcijuma i fosfora konstantnim u serumu delujuéi na intestinalni
trakt, kostano tkivo, bubrege i paratiroidne Zlezde. U tankom crevu stimuliSe apsorpciju
kalcijuma, primarno u duodenumu, a apsorpciju fosfora u jejunumu i ileumu (203). U
visokim koncentracijama 1,25D povecava resorpciju koStanog tkiva indukujuéi
monocitne stem celije u kostnoj srzi da se diferenciraju do osteoklasta i stimuliSuci
osteoblaste, stvaraju se citokini i drugi faktori koji pojacavaju osteoklastnu aktivnost.
StimuliSu¢i osteoblaste povecavaju i cirkuliSu¢e koncentracije ALP i1 nekolagenih
proteina kostiju. U bubrezima 1,25D inhibira sopstvenu sintezu i stimuliSe metabolizam,
deluje direktno na paratiroidne Zlezde i inhibira sintezu i sekreciju PTH. Takode,
ispoljava svoju funkciju vezujuci se za specifi¢ne receptore jedra za vitamin D, koji su

analozi steroidnih receptora za androgene, estrogene i kortikosteroide (204, 205).
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1.2.6.1. Klini¢ki znacaj 25-hidroksi vitamina D

Odredivanje vitamina D je korisno za diferencijalnu dijagnozu hipo-, hiperkalcemije ili
hiperkalciurije, kao i za procenu statusa vitamin D kod zdravog ¢oveka, ali i kod osoba
sa poremecajima metabolizma kostiju i minerala. Klinicki zna¢aj ima odredivanje samo
25D 1 1,25D, jer do danas nije utvrden znacaj odredivanja ukupnog vitamina D, 24,25D
ili drugih metabolita (206). Najbolja procena nutricionog statusa vitamina D odreduje se
merenjem 25D. Ovaj metabolit je glavna cirkuliSu¢a forma vitamina D, a vrlo mali
uticaj imaju dnevna varijacija, izlaganje svetlosti i unos hranom, zbog dugog
poluvremena Zivota. Uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da se 25D sintetiSe u jetri i njegove
koncentracije u serumu u manjem stepenu zavise od funkcije bubrega, veliki broj
radova potvrduje prednost ovog biomarkera nad 1,25D kod pacijenata sa krajnjim
stadijumom bolesti bubrega (207-210).

CirkuliSu¢e koncentracije 25D se smanjuju zbog nedostatka vitamina D, neadekvatnim
prevodenjem vitamina D u 25D, ubrzanim metabolizmom 25D i povecanim urinarnim
gubitkom vezivanjem za transportni protein. Smanjene koncentracije vitamina D
postoje zbog neadekvatnog izlaganja suncevim zracima, nedovoljnog unosa hranom,
malapsorpcionog sindroma ili resekcija na delovima gastrointestinalnog trakta. TeSko
hepatocelularno oboljenje je udruzeno sa neadekvatnim prevodenjem vitamina D u 25D.
Lekovi kao Sto su fenitoin, fenobarbital i rifampin podsti¢u enzime koji metaboliSu
lekove, a ovi ubrzavaju metabolizam vitamina D i njegovih metabolita. Koncentracije
25D u serumu su smanjene kod pacijenata sa nefrotskim sindromom zbog povecanog
gubitka DBP i 25D urinom. Merenje 25D ima ograniCenja u slu¢aju hiperkalcemije.
Kod ovih pacijenata koncentracija vitamina D je obi¢no ve¢a od 250 nmol/L, u kom
slu¢aju se mora potvrditi da 1i je re¢ o intoksikaciji zbog unoSenja velikih koli¢ina

vitamina D ili 25D (211).

Kod pacijenata sa oboljenjem bubrega dolazi do smanjenja aktivnosti CYP27B1 u
bubrezima, pa se kod ovih osoba stvara manje bioloski aktivne forme 1,25D, tako da se
ovim pacijentima tradicionalno daje supstituciona terapija vitaminom D, 1,25D ili
analozima. Mada kod ovih pacijenata postoji ekstrarenalna 1-a hidroksilacija, literaturni

podaci jo$ uvek razmatraju da li umesto inaktivne forme, ovim pacijentima treba davati
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aktivnu formu vitamina D i analoga (212—214). Neki analozi vitamina D kao Sto je

parakalcitol, zapravo snizavaju 1,25D, pa deluje kao mimetik vitamina D.

U jednoj placebo-kontrolisanoj studiji u kojoj su koriS¢eni kalcitriol, alfakalcidiol,
parikalcitol i dokserkalciferol detektovano je povecanje nivoa fosfora, Sto je ukazivalo
da ne postoji razlika izmedu razli¢itih sterola u njihovom efektu na fosfor (215).
Lecenje sa vitaminom D treba da se prekine ako nivoi fosfora prevazilaze 2,08 mmol/L,

zbog rizika od daljeg povecanja (215).

Slabljenjem funkcije bubrega, snizeni nivoi 1,25D i kalcijuma, a povecani nivoi fosfora
vode razvoju sekundarnog hiperparatiroidizma i posledi¢no smanjenju gustine koStanog
tkiva. Sekundarni hiperparatiroidizam se karakterisSe pove¢anim nivoom PTH i udruzen
je sa poremecajem koStanog prometa (renalnom osteodistrofijom) i loSim ishodom
pacijenata na dijalizi. Pre wuvodenja Kkalcitriola za le¢enje sekundarnog
hiperparatiroidizma, pacijentima sa KSBB su se prvobitno davale velike doze vitamina
D hranom. Medutim, veéina studija je ukazivala na mali efekat ovakvog lecenja, tako da
se kalcitriol uvodi kao standardna terapija za sekundarni hiperparatiroidizam (216—220).
| pored toga, KDOQI vodi¢i ukazuju na cinjenicu da kod predijaliznih pacijenata i
pacijenata na dijalizi jo$ uvek nije utvrden efekat "nutricione" supstitucije vitaminom D
(ergokalciferolom i holekalciferolom) na regulisanje nivoa 1,25D, zato Sto su oni
izrazito smanjeni (221). Problem kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizi je
nedovoljno literaturnih podataka, da bi blaga suplementacija ergokalciferolom koja
povecéava nivoe 25D, povecala i 1,25D ili smanjila iPTH, u cilju homeostaze kalcijuma i

fosfora, tj. regulisanja metabolizma kostiju.

1.2.6.2. Odredivanje 25-hidroksi vitamina D

lako se holekalciferol i 1,25D mogu odredivati u serumu, najbolje je odredivati 25D
(99, 221). Prednost 25D je u dugom poluzivotu, od oko 3 nedelje i Cinjenici da 25-
hidroksilacija nije striktno regulisana, a samim tim ni transformacija u aktivni proizvod,
1,25D (222). Holekalciferol ima kratak poluzivot, oko 24 ¢asa, tako da nivoi U serumu

zavise od trenutnog izlaganja suncu i unosa hranom. Odredivanje je otezano zbog
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izrazenih lipofilnih osobina, te ne postoji komercijalni nacin odredivanja (223).
Nastanak aktivne forme 1,25D je regulisan koncentracijom 25D, a serumski poluzivot
1,25D je samo 4—6 sati, te nivo u cirkulaciji daje podatak o trenutnom statusu hormona
(224).

Prva rutinska metoda za odredivanje 25D u humanom serumu se zasnivala na
kompetitivnom proteinskom vezivanju (Competitive Protein Binding Assay, CBPA),
koja je koristila DBP, kao primarni vezujuci agens (225). Metoda Koristi ekstrakciju
organskim rastvaraem, susenje u struji azota i preciS¢avanje ekstrakta hromatografijom
na koloni. Prinos znaajno varira, te se mora odredivati za svaki uzorak. Slede¢a metoda
koja se koristila je RIA tehnika, sa J*?, kao obeleZivatem (226). Takode se mogu
koristiti i enzimski imuno eseji (EIA). Danas se u rutinskoj praksi Koristi
elektronemiluminiscentni imuno esej (Electrochemiluminescence Immuno Assay,
ECLIA) (227). Medutim, ova metoda koristi DBP kao vezujuéi agens, Sto predstavlja
problem u odredivanju 25D, kao molekule koja je mozda najhidrofobnija supstanca koja
se odreduje CBPA metodom. Lipofilna priroda dovodi do matriks efekta koji menja
sposobnost vezujuéeg agensa, antitela ili vezujuéeg proteina, da se veze za analit od
interesa u uzorku 1 standardu na isti nacin. lako veliki broj laboratorija odreduje vitamin
D kompetitivnim imunoesejima, problem ovih metoda je odredivanje niskih
koncentracija 25D, koje su karakteristicne za KSBB pacijente. Mada odredivanje 25D
nakon HPLC razdvajanja, i nakon odvajanja detekcijom metodom masene
spektrometrije, zahteva specifi¢énu opremu, uvezbano osoblje, veliku zapreminu uzorka,
jos uvek se koristi za potvrdivanje tacnosti metoda koje se zasnivaju na kompetitivnim

imunoesejima, tj. kao referentna metoda (228, 229).

1.2.6.3. Referentni interval

Referentni interval za vitamin D zavisi od metode, ali su okvirne vrednosti za 25D od
25-162 nmol/L (192, 230). Donja granica se smatra neodgovarajuce niska, tako da
kriti¢na vrednost za nedostatak vitamina D jo$ uvek nije jasno definisana. Koncentracije
manje od 50—75 nmol/L su udruzene sa povec¢anim koncentracijama PTH i smanjenom

apsorpcijom kalcijuma (231).
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Nedavne studije potvrduju znacajan uticaj godiSnjeg doba, rase, godina Zzivota,
fizioloskih i patoloskih stanja na status vitamina D (232, 233). CirkuliSu¢e koncentracije
25D zavise od godina Zivota pa su vece kod dece i toku puberteta (period rasta i
razvoja), a opadaju sa godinama Zivota. Takode povecane koncentracije 25D se nalaze i
u trudnodi. Postoji opSte slaganje da minimalne vrednosti 25D, potrebne za odrzavanje
zdravog kosStanog sistema iznose 50—80 nmol/L (192, 234). Ispod ovih vrednosti
pocinje da raste nivo PTH. Novija saznanja ukazuju da su vrednosti zna¢ajno vise od 80

nmol/L, potrebne za opSte zdravlje (206, 234).

1.2.6.4. Preporuke KDOQI vodica

KDOQI vodic¢i ukazuju na ¢injenicu da i kod zdravih osoba preko 60 godina starosti
nivoi 25D ispod 25 nmol/L, pa ¢ak i u opsegu 40—80 nmol/L, mogu biti udruzeni sa
povecanim nivoima PTH i smanjenjem koStane mase, kao 1 povecanim stepenom
preloma (99, 222). Ove koncentracije 25D su Ceste kod predijaliziranih pacijenata i
pacijenata na dijalizi. KDOQI vodi¢i predlazu da pacijenti na hemodijalizi i
peritonealnoj dijalizi sa nivoima iPTH preko 300 pg/mL primaju terapiju aktivnim
vitamin D sterolima (kalcitriol, alfakalcidol, parikalcitriol ili dokserkalciferol) u cilju
smanjenja PTH do pozeljnih vrednosti od 150-300 pg/mL, uz paralelno odredivanje
vrednosti 25D (222). Na osnovu podataka velikog broja studija KDOQI navodi ,,cut
off,, vrednost za 25D od 37,5 nmol/lL za procenu tezine sekundarnog
hiperparatiroidizma (222). Nize vrednosti 25D od naznacene su u direktnoj vezi sa
tezinom sekundarnog hiperparatiroidizma, ¢ak i kod pacijenata na dijalizi, a posledi¢no

I sa nivoom kostanog metabolizma, tj. ukazuju na smanjen metabolizam kostiju.
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1.3. FUNKCIJA BUBREGA KOD PACIJENATA SA KRAINJIM
STADIJUMOM BOLESTI BUBREGA

Bubrezi imaju centralnu ulogu u homeostatskim mehanizmima ljudskog organizma. Oni
imaju ekskretornu, regulatornu i endokrinu funkciju. Pomocu ekskretorne funkcije
bubrega organizam se oslobada brojnih krajnjih proizvoda metabolizma, kao i viska
neorganskih supstanci koje se unose hranom. Pomoc¢u glomerularne filtracije i tubularne
sekrecije, odrzava se konsantan optimalan sastav krvi, kao i drugih telesnih te¢nosti.
Mehanizmi diferencijalne reapsorpcije i sekrecije na nivou tubula nefrona su efektori
regulatorne funkcije bubrega, kojom se reguliSe i odrzava acidobazna homeostaza i

homeostaza vode i elektrolita.

Oboljenje bubrega nastaje kao posledica velikog broja oboljenja i poremecaja koji slabe
funkciju bubrega. Najpre slabi funkcija nefrona, filtriraju¢ih jedinica bubrega, S$to
dovodi do nemoguénosti bubrega da ukloni otpad i viSak tec¢nosti. Hroni¢na bolest
bubrega se definise smanjenim stepenom funkcije bubrega (< 60 mL/min/1,73 m?) u
periodu od tri meseca ili viSe (235). Nacionalna americka druzenja (National Kidney
Foundation, NKF) i KDOQI predlozila su klasifikaciju hroni¢ne bolesti bubrega u 5
stadijuma u zavisnosti od tezine oStecenja ili stepena smanjenja funkcije, a na osnovu
nivoa glomerularne filtracije. Stadijum 1 se karakteriSe blagim smanjenjem funkcije
bubrega, u kome je GFR normalan (funkcionalno vise od 90% bubrega ili GFR > 90
mL/min/1,73 m?), ali sa izmenjenim hemijskim i mikroskopskim karakteristikama
urina. Stadijum 2 karakteriSe blago smanjenje funkcije bubrega, sa GFR koja ukazuje na
60-89% funkcije bubrega ili GFR 60-89 mL/min/1,73 m?. Stadijum 3 karakterise
umerena hroni¢na slabost bubrega u kome GFR ukazuje na 40—59% funkcije bubrega ili
umerena do ozbiljno smanjena funkcija bubrega sa GFR od 30-44 mL/min/1,73 m?.
Stadijum 4 karakteriSe teSka hroni¢na slabost bubrega u kome GFR ukazuje na 15-29%
funkcije bubrega. Stadijum 5 karakteriSe poslednji stadijum slabosti bubrega u kome
GFR ukazuje na manje od 15% funkcije bubrega ili GFR < 15 mL/min/1,73 m? (235).
Obi¢no bolest bubrega pocinje sporo i neprimetno, a napreduje tokom godina.
Slabljenje funkcije bubrega je individualno i ne smanjuje se svakom pacijentu sa
hroni¢nom bolesti bubrega funkcija bubrega od stepena 1 do stepena 5. Stadijum 5 se

naziva i krajnji stadijum slabosti bubrega (KSBB). U KSBB je svega 15% normalne
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aktivnosti, ali ne znaci nuzno i prestanak funkcije bubrega. Postoje simptomi koji se
javljaju kod KSBB pacijenata i pre stadijuma 5: anemija, glavobolja, mala krvarenja i
modrice, ¢est umor 1 ose¢aj mamurluka, slabost, problem sa koncentracijom, konfuzija,
napadi, muc¢nina i povracanje, slab apetit, osecaj Zedi, gr€evi u miSi¢ima, noc¢no
mokrenje, svrab, dijareja, promene boje koze, oticanje i nadutost, teSkoce u disanju,

visok krvni pritisak, izmenjen menstrualni ciklus, problem sa varenjem.

Da bi se odrzala funkcija bubrega i Zivot pacijenta, neophodna je dijaliza ili
transplantacija bubrega. Dijaliza i transplantacija bubrega su terapije zamene bubrega
(replacement therapy) jer se sa njima pokuSava zameniti normalno funkcionisanje
bubrega. Predijalizni bolesnici koji su kandidati za donaciju bubrega, dok se ne
obezbedi adekvatan transplant, moraju da budu odredeno vreme na dijalizi, od nekoliko
meseci do tri godine. Medutim, bolesnici koji nisu odgovaraju¢i za transplantaciju
bubrega, zbog ozbiljnih zdravstvenih problema kao Sto su kanceri i teska sréana
oboljenja, moraju da budu na dijalizi do kraja zivota. Obi¢no je ovo sigurnija opcija od
transplantacije. Postoje dva tipa dijalize: hemodijaliza (HD) i peritonealna dijaliza

(kontinuirana ambulatorna peritonealna dijaliza, CAPD).

Hemodijaliza je do skoro bila ces¢i tip dijalize. Davne 1913. godine su americki
naucnik John J Abel i saradnici su patentirali aparat za preciS¢avanje krvi koji su nazvali
"vividiffusion” (236). On se sastojao iz koloidnih Cev¢ica kroz koje je proticala krv, a
oko cevcica se nalazio slani rastvor tecnosti. Koristili su ga za leCenje uremic¢nih
zivotinja. Prvi klini¢ki koristan dijalizator je primenjen 1943. godine, a nekoliko godina
kasnije i prototip moderne dijalize (237). Aparat za HD je sastavljen od krvne pumpe i
pumpe za dijalizatorku tecnost, proporcioniraju¢e pumpe, heparinske pumpe, detektora
za hemoglobin, vazdusnog detektora, elektronskog pokazatelja toka dijalize,
elektronskog prekidaca toka krvi itd. Krvna pumpa obezbeduje protok krvi kroz linije i
dijalizator, a pumpa za dijaliznu te¢nost omogucava protok tecnosti za dijalizu u
suprotnom pravcu od toka krvi. Te¢nost za HD odnosi Stetne materije iz krvi, a iz nje u
krv ulaze jedinjenja koja ¢e popraviti odnos izmedu kiselina i baza i soli u organizmu.
Aparat za HD meSa dejonizovanu vodu, odgovaraju¢i koncentrat soli, ¢ime se stvara

dijalizna tecnost 1 zagreva do telesne temperature. Heparinska pumpa tokom HD
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ubrizgava heparin da krv ne koaguliSse. Detektori na aparatu sluze da obezbede
maksimalnu sigurnost tokom HD, jer se hemodijaliza automatski prekida u slucaju
aktivacije detektora da bi bile sprecene ozbiljne komplikacije, usled prskanja dijalizne
membrane ili zbog vazdusne embolije. Hemodijaliza predstavlja razmenu jedinjenja
kroz polupropustljivu membranu, koja se odvija procesima difuzije i ultrafiltracije.
Hroni¢ni program HD podrazumeva lecenje KSBB bolesnika redovnim ponavljanim
dijalizama. NajCesce se bolesnici dijaliziraju 3 puta nedeljno po 4 do 5 sati. U zavisnosti
od potrebe dijaliza moZe da traje 2 ili 6 puta nedeljno (programi dnevne, noéne dijalize,

spore dijalize, hemofiltracije itd).

Nemacki nau¢nik Wegner je 1877. godine je u eksperimentu na Zivotinjama prvi uocio
proces transporta metabolita kroz peritoneum (238). Medutim, za razliku od
hemodijalize, mogucnosti peritonealne dijalize se istrazuju tek od 1920. godine, ali je
trebalo da prode nekoliko dekada da bi ovaj vid terapije bio klinic¢ki prihvacen za veci
broj pacijenata. Opna abdomena (peritoneum) je tanka, glatka membrana povrsine oko
dva kvadratna metra i nalazi se oko Citave abdominalne Supljine. Zahvaljujuci ¢injenici
da je peritoneum dobro prokrvljen, predstavlja savrSenu prirodnu filter membranu. U
peritonealnoj dijalizi se peritoneum koristi za leenje dijalizom. Preko katetera se u
odredenim vremenskim intervalima ubacuje specijalna tec¢nost, dijalizni rastvor. Ova
teCnost okruzuje peritoneum i omogucava da metaboliti migriraju kroz tanke krvne
sudove u dijaliznu te¢nost, koja se nakon nekoliko sati uklanja preko katetera. Takode
se uklanja i viSak vode, principom osmoze, jer se u dijaliznu te¢nost dodaje Secer, u
vecoj koncentraciji nego $to je u krvi. Medutim, zbog pojave peritonitisa kod velikog
broja ovih pacijenata, te¢nost za peritonealnu dijalizu se prvobitno ¢uvala u velikim
staklenim bocama koje su mogle da se povezu preko gumenih cevi sa kateterom.
Pomocu katetera, posebnih plasti¢nih kesa za jednokratnu upotrebu i cevi je omogucen
adekvatan i siguran protok tec¢nosti u peritonealnoj dijalizi. Klinicki znacaj CAPD
omogucila su 1978. godine dva americka nau¢nika (239). Razmena teCnosti sa
odpadom, sa Cistom te¢nosti za dijalizu traje 30 do 40 minuta, a koristi se pokretna

oprema, tako da je postupak elegantniji.
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Od stanja pacijenta zavisi koji ¢e tip dijalize da koristi kao terapiju. Medutim, kod
pacijenata koji su imali vece operacije na abdomenu, uvek se preporucuje HD. Moguce
je da pacijent prede sa jednog tipa dijalize na drugi. Sa oba tipa dijalize se postizu sli¢ni
rezultati, mada uspeh zavisi od velikog broja faktora (godina, trajanja dijalize,
primarnog uzroka same bolesti bubrega, kao i prisustva bolesti srca ili dijabetesa).
Ocekivani Zivotni vek pacijenata na dijalizi je oko 20 godina ali i duZe, a zavisi 1 od
prisustva policistiéne bolesti bubrega, glomerulonefritisa, visokog krvnog pritiska,

dijabetesa itd.

1.4. METABOLIZAM KOSTANOG TKIVA KOD PACIJENATA SA
KRAJNJIM STADIJUMOM BOLESTI BUBREGA

Poremecaj mineralnog i koStanog metabolizma je ¢esta pojava kod KSBB pacijenata. U
literaturi su ovi poremecaji bili sveobuhvatno definisani jednim imenom - renalna
osteodistrofija. Medutim, vodi¢i KDOQI ukazuju da klini¢ke, biohemijske i promene
snimaka nakon denzitometrije, mogu da se smatraju jednim klinickim entitetom ili
sindromom. Zato se predlaze nov naziv ovom poremecaju: mineralni i koStani
poremecaji u hroni¢noj bolesti bubrega (Chronic Kidney Disease—Mineral and Bone
Disorder, CKD-MBD) Glavne karakteristike ovog poremecaja su: hipokalcemija,
sekundarni hiperparatiroidizam, hiperfosfatemija, smanjena intestinalna apsorpcija
kalcijuma, poremeéen metabolizam vitamin D, poremecaj koStanog prometa,
kalcifikacija mekih tkiva, najceS¢e koronarnih arterija i sr€anih valvula, izmenjen
metabolizam fosfata, kalcijuma i magnezijuma u bubrezima, periferna vazodilatacija
(svrab), proksimalna miopatija, ulceracija koZe i nekroza mekih tkiva (240, 241).
Pocetak ovih promena se deSava u ranim stadijumima hroni¢ne bolesti bubrega i
nastavlja smanjenjem bubrezne funkcije, ali i uticajem razlicitih terapijskih pristupa

ovim pacijentima.

Kod KSBB pacijenata postoji sekundarna hiperplazija paratiroidnih Zlezda, sto dovodi
do povecanih nivoa PTH u cirkulaciji. Ovo nastaje zbog hipokalcijemije koja se razvija
u toku bolesti bubrega, ali i zbog nedovoljnih nivoa 1,25D koji direktno moze da deluje

na funkciju paratiroidnih Zlezda. Sa progresivnim gubitkom funkcije bubrega, smanjuje
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se broj receptora za vitamin D i kalcijum-osetljive receptore na paratiroidnim zlezdama,
Sto dovodi do neosetljivosti zlezda na dejstvo vitamina D i kalcijuma. Dodatan razvoj
hiperfosfatemije direktno deluje na funkciju i rast paratiroidnih Zlezda, a sve ovo
doprinosi pogorSanju sekundarnog hiperparatiroidizma. Postoje tri hipoteze kojima se
pokusSala objasniti patogeneza hipokalcemije: 1) zadrzavanje fosfata, 2) neosetljivost
koStanog tkiva na efekte PTH na kalcijum i 3) izmenjen metabolizam vitamina D (242).
Medutim u patogenezi hipokalcemije i sekundarnog hiperparatiroidizma ovi procesi se
u znatnoj meri preklapaju, pa sva tri zajedno mogu da pomognu u objasSnjenju, praéenju

i leCenju izmenjenog metabolizma minerala i koStanog tkiva kod pacijenata sa KSBB.

Priroda i tip poremecaja kostiju zavisi o bolesnika, a histomorfoloski parametri pomazu
u klasifikaciji oboljenja koStanog tkiva u nekoliko dijagnostickih kategorija: blago
hiperparatiroidno oboljenje kostiju, srednje do teSko hiperparatiroidno oboljenje kostiju,
meSano oboljenje kostiju, osteomalacija i adinami¢na bolest kostiju (242). Neki
pacijenti mogu da razviju samo jedan tip oboljenja, dok se kod nekih moze javiti
mesana bolest kostanog prometa. Takode se mogu javiti osteoskleroza, osteoporoza i
osteopenija. Blage promene metabolizma kostiju se mogu detektovati i u ranim
stadijumima hroni¢ne bolesti bubrega (Stadijum 2), ali slabljenjem funkcije bubrega ovi
poremecaji se jako pogorSavaju. Dodatni faktori koji mogu da menjaju metabolizam
kostiju kod KSBB pacijenata su starost, postmenopauzalni status, rasa, nutricioni
nedostatak vitamin D, lekovi koji menjaju metabolizam vitamina D (antikonvulzivi),

maligniteti sa ili bez metastaza i dugotrajna imobilizacija.

Zlatni standard za definisanje tipa renalne osteodistrofije prema NKF i KDOQI
vodi¢ima je biopsija kostiju, tj. analiziranje histomorfoloSkih markera kostiju (241).
Histomorfometrijom mogu da se razlikuju staticki i dinamicki biomarkeri kostiju.
Staticki histomorfometrijski parametri podrazumevaju: odnos volumena tkivo/kosti,
debljina osteoida, odnos povrsine osteoida/kosti, odnos volumena fibroznog tkiva/kosti.
Dinamicki parametri su stepen formiranja kostiju, ucestalost aktivacije i vreme
kasnjenja mineralizacije. U proceni dinamike morfologije kostiju, neophodno je in vivo
tetraciklinsko obelezavanje kostiju. Tetraciklini se vezuju za povrsSine na kostima koje

karakteriSe aktivno formiranje i fluoresciraju pri ultravioletnoj svetlosti. Postoji
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nekoliko Sema za tetraciklinsko obelezavanje, a kod pacijenata sa izrazito oSteCenom
funkcijom bubrega primenjuje se kombinacija razli¢itih tetraciklina sa razli¢itom
fluorescencijom (243, 244). Potrebno je da izmedu dva obelezavanja prode dovoljno
dug period od 4 do 6 dana da bi se tetraciklin vezao za osteoid. Medutim, postoje Seme i
za kratkotrajno "hitno" obelezavanje, koje zavisi od klini¢ara. Ovo ukazuje na
kompleksnost biopsije kostiju kao invazivne metode, a za koju retko postoji potpuno
opravdana indikacija. Mada do sada ni za jedan biomarker formiranja i resorpcije
kostiju nije potvrden dovoljan nivo dijagnosticke tacnosti, postoji veliki broj literaturnih
podataka koji ukazuju na ¢injenicu da biomarkeri formiranja i resorpcije kostiju jako

dobro koreliraju sa histomorfoloSkim markerima (3—5, 34, 35, 37-39, 47—49, 245, 246).

1.4.1. Lezije koStanog tkiva zbog ubrzanog metabolizma kostiju kod pacijenata

sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega

Ubrzan metabolizam kostiju se u literaturi moze naéi pod nazivom hiperparatiroidna
bolest kostiju (89, 247). PoviSeni nivoi PTH u krvi su odgovorni za povisen broj i
aktivnost osteoklasta, Sto vodi povecanoj resorpciji kostiju. Stepen resorpcije je u
direktnoj vezi sa procesom fibroze u kostnoj srzi, a histoloskim nalazima se moze
potvrditi osteitis fibroza (248). Fibroza kostne srZzi je uzrokovana aktivacijom
mezenhimalnih ¢elija kostiju, koje sazrevaju u Celije sli¢ne fibroblastima (fibroblast-like
cells), Sto dovodi do fibroze tkiva kostiju. Ovi poremecaji su praceni i procesima
poveéanog formiranja kostiju, Sto se objasnjava stvaranjem povisene koli¢ine osteoida.
Hiperparatiroidna bolest kostiju koja dovodi do osteitis fibroze, predstavlja oboljenje
povecanog metabolizma kostiju u kome je poviSen broj i osteoklasta i osteoblasta,
poveéana osteoklastna resorpcija, endostelna fibroza i akumulacija fibroznih vlakana u

kostano tkivo.

Literaturni podaci su pokazali da su za bolest ubrzanog metabolizma Kkostiju
karakteristi¢ni visoki nivoi fosfata, iPTH i ALP (249). Medutim, visoki nivoi iPTH ne
moraju uvek da ukazu na ubrzan promet kostiju. Takode, literaturni podaci potvrduju

povecanu pozitivhu prediktivhu vrednost za ubrzan promet kostiju i negativnu
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prediktivnu vrednost za usporen metabolizam kostiju, ako se uz iPTH odreduje i BALP
(34, 35, 37, 39, 41, 47, 250—-254). Glavna prednost BALP je Sto koncentracije ne zavise
od nivoa glomerularne filtracije i stepena bubrezne slabosti, tako da vrednosti u serumu
u potpunosti odraZzavaju nivo metabolizma kostiju. Urena i sar. (41) navode da vrednosti
BALP preko 20 ng/mL, same po sebi imaju 100% specifi¢nost i osetljivost za ubrzan
metabolizam kostiju, dok u kombinaciji sa iPTH preko 200 pg/mL, specifi¢nost opada
na 80%. Jarava i sar. (254) ukazuju na nesto viSe vrednosti BALP od oko 30 ng/mL kao
pozitivne prediktivne vrednosti za ubrzan metabolizam kostiju, pogotovo kod pacijenata
na dijalizi koji su i pri viSim vrednostima BALP imali smanjenu mineralnu gustinu
kostiju. Mada se u nekim radovima vrednosti BALP izrazavaju kao koncentracije, a u
drugim kao aktivnost, literaturni podaci ukazuju da ne postoji ni statisticki, ni klinicki

znacCajna razlika u dobijenim vrednostima u proceni ubrzanog prometa kostiju (255).

1.4.2. Lezije koStanog tkiva zbog smanjene mineralizacije

Smanjena mineralizacija osteoida vodi stvaranju rahitisa kod dece i osteomalacije kod
odraslih. Osteomalacija predstavlja sekundarno oboljenje kostiju 1 karakterise se
smanjenjem  stepena  mineralizacije i  rezultuje  nagomilavanjem  viSka
nemineralizovanog osteoida (248, 256). Dijagnoza osteomalacije se moze ta¢no utvrditi
jedino histomorfoloski, procenom smanjene dekalcifikacije kostiju. Treba naglasiti da
prisustvo viska osteoida ne zna¢i nuzno i osteomalaciju, a moze biti i posledica
povecane sinteze kolagena, koja prevazilazi normalnu mineralizaciju. Posledice
osteomalacije su deformiteti kostiju, bol u kostima, prelomi i misi¢no-koStane
invalidnosti. Za ta¢nu dijagnozu koristi se dvostruko tetraciklinsko obelezavanje kostiju

(257-259).

Kod pacijenata na dijalizi najées¢e se kao razlog usporenom prometu kostiju navodilo
preoptereéenje aluminijumom, ali i relativan ili apsolutan nedostatak vitamina D i
njegovih metabolita i/ili neosetljivost na njihovo dejstvo (260). Vitamin D deluje na
sintezu i sazrevanje kolagena, direktno stimuliSe mineralizaciju kostiju, i povecava
nivoe kalcijuma i fosfata u prostoru izvan ¢elija kostiju. Kod KSBB pacijenata sa

niskim nivoima 25D ¢esto dolazi do razvoja osteomalacije. Mada kod ovih pacijenata
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postoji neosetljivost na terapiju vitaminom D, dugotrajna terapija vitaminom D
poboljsava ishod pacijenata sa osteomalacijom i do izleCenja (220, 259). Kod
eksperimentalnih Zivotinja i pacijenata sa KSBB, dokazano je izmenjeno formiranje i
sazrevanje kolagena, tj. ukrSteno vezivanje kolagena, §to utie i na mineralizaciju
kostiju (106, 260—262). Takode, u osteomalaciji je inhibirano sazrevanje amorfnog
kalcijumfosfata do kristala. Kod ovih pacijenata je poveéan sadrzaj magnezijuma, Sto
remeti normalnu mineralizaciju. Magnezijum stabilizuje amorfni kalcijumfosfat i
inhibira njegovu transformaciju u hidroksiapatit. Paralelno raste i sadrzaj pirofosfata,
Sto dodatno inhibira mineralizaciju. Kod pacijenata na dijalizi, dolazi do razvoja
osteomalacije i zbog toksicnosti aluminijuma koji se koristi kao veziva¢ fosfata u

kontroli hiperfosfatemije (258).

Literaturni podaci pokazuju da niski nivoi iPTH i BALP gotovo uvek prate usporen
metabolizam Kkostiju (34, 41, 47, 263, 264). Okuno i sar. (98) su pokazali da postoji
znaCajna korelacija izmedu povecanih koncentracija beta-CTx i rizika za smanjenje
metabolizma kostiju i da beta-CTx ima sli¢nu prediktivnu vrednost kao i iPTH, kod

pacijenata na hemodijalizi.

1.4.3. Adinami¢na bolest kostiju

Ranih osamdesetih godina pros§log veka uveden je termin "aplasticno" ili "adinami¢no"
oboljenje kostiju kojim je objaSnjavan nizak metabolizam kostiju bez nagomilavanja
osteoida, sa tankim osteoidnim rubom (38). Adinamic¢na bolest kostiju karakterise
smanjeno stvaranje kolagena od strane osteoblasta, a posledicno i smanjena
mineralizacija kolagena. Kasniji radovi su prikazali razliku izmedu dva oboljenja
smanjenog prometa kostiju: adinami¢na bolest kostiju, kao oboljenja u kome dolazi do
gubitka mase kostiju, i osteomalacije, kod koje ne postoji dobra mineralizacija, ali je
prisutno osteoidno tkivo. U adinamicnoj bolesti kostiju postoji odsustvo ili vrlo malo
osteoblasta, kao i odsustvo ili minimalna peritrabekularna fibroza (za razliku od osteitis
fibroze). Smanjenjem mesta za remodelovanje u kostima, smanjen je stepen formiranja

kostiju.
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Adinami¢na bolest kostiju se najces¢e razvija kod KSBB pacijenata i pacijenata na
dijalizi. Zbog terapije aluminijumom ovi pacijenti razviju vremenom adinamic¢nu bolest
kostiju (265—270). Medutim i pored toga $to je aluminijum izbaCen iz upotrebe ne
smanjuje se prevalencija adinamic¢ne bolesti kostiju kod ovih pacijenata (271). Ovo
moze da se objasni ¢injenicom da je sve veci broj starijih pacijenata, pacijenata sa
dijabetes melitusom, kao i da su pacijenti izlozeni relativno visokim dozama vitamina D
i oralne terapije kalcijumom (272, 273). Takode, terapija glukokortikoidima koja dovodi
do osteoporoze i hipoparatiroidizam su znacajan faktor rizika za adinami¢nu bolest
kostiju (274—276). Relativni hipoparatiroidizam se smatra najznacajnijim faktorom
rizika za adinami¢nu bolest kostiju (277-281). Kao glavni uzrok navode se niski nivoi
IPTH(1-84) ili relativan viSak antagonista PTH fragmenata (npr. PTH(7-84)) koji imaju
negativan efekat na metabolizam kosti. U jednoj studiji u kojoj je radena biopsija
kostiju pacijentima na dijalizi vrednosti iPTH < 120 pg/mL, odredene IRMA metodom
su imale visoku prediktivnu vrednost za adinami¢nu bolest kostiju, dok su vrednosti >
450 pg/mL prakti¢no iskljuéile adinami¢nu bolest kostiju (282). Opseg vrednosti od
120-250 pg/mL je pozZeljan za optimalnu osteoblastnu aktivnost (1,5%) i odsustvo
fibroze, kod pacijenata koji nisu na terapiji kalcitriolom (274). Prema ovim autorima,
kod pacijenata na dijalizi sa konstantnim iPTH < 70 pg/mL, godinu dana nakon
paratiroidektomije, biopsijom kostiju je potvrden usporen metabolizam kostiju ili
adinami¢na bolest kostiju. Adinami¢na bolest kostiju karakterie neosetljivost kostiju na
anabolicko dejstvo PTH na kosti, koje se ostvaruje nishodnom regulacijom PTH/PTHrP
receptora na povrsini osteoblasta (283, 284). Takode, dijabetes melitus deluje negativno
na metabolizam kostiju smanjujuci indekse formiranja i resorpcije kostiju (285). Neki
radovi navode poveznost izmedu adinamicne bolesti kostiju i vaskularne kalcifikacije
kod pacijenata na hemodijalizi (286, 287). Ovo moze da se objasni ¢injenicom da je u
adinamic¢noj bolesti kostiju Smanjena je sposobnost vezivanja kalcijuma u tkivo kostiju,
sto dovodi do povecanja koncentracija kalcijuma u serumu, a posledi¢no i taloZzenja na

mekim tkivima.

Smanjena sposobnost kostiju da popravi mikrooSte¢enja jako povecava rizik od
preloma, a karakteriSe se bolom u kostima. Kod dece pre puberteta adinami¢na bolest

kostiju je povezana sa smanjenjem linearnog rasta i pove¢anom retardacijom u razvoju
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(38, 288). Iz svega ovoga se zakljuCuje da je adinami¢na bolest kostiju jedna
multifaktorska bolest, a buduci radovi treba da objasne klinicki znacaj i ulogu dodatnih

medijatora kao Sto su citokini i faktori rasta.

1.4.4. Preporuke KDOQI vodica

Kod KSBB pacijenata KDOQI vodi¢i zasnovani na dokazima navode vrednosti iPTH
manje od 50 pg/mL i vrednosti BALP manje od 27 IU/L kao pouzdane u proceni
adinamic¢ne bolesti kostiju (39, 289). Pouzdanost iPTH kao pojedina¢nog biomarkera
zavisi od testa kojim se odreduje, tj. razlike u odnosu agonista (PTH(1-84)) i
antagonista PTH formi (PTH(7-84)). Sa druge strane, BALP se do sada smatra
najkorisnijim klinickim biomarkerom u proceni formiranja kostiju (34, 35, 37-39,
250—254). Povecani nivoi iskljucuju prisustvo adinamicne bolesti kostiju, medutim
povecane vrednosti zajedno sa ukupnom ALP mogu biti prisutne kod nekih pacijenata
sa teSkom osteomalacijom (34, 290). Kombinacija biomarkera iPTH i BALP moZe da
pomogne razlikovanje ubrzanog i usporenog metabolizma kostiju. Takode, znacajno
pracenje promene biomarkera u vremenskom periodu sluzi i kao odgovarajuci
pokazatelj efekata terapije koja ima za cilj da poveca nivoe iPTH, kako bi se povecao

metabolizam kostiju.
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2. CILJ RADA

Uzimaju¢i u obzir da je "zlatni standard” za definisanje nivoa metabolizma kostiju
biopsija kostiju, invazivna metoda, preporuke vodic¢a za poboljSanje kvaliteta Zivota i
edukaciju pacijenata sa bubreznom bolesti (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative,
KDOQI) su da se metabolizam Kkostiju moze proceniti odredivanjem serumskih
biomarkera. Medutim, preporuceni biomarkeri, kalcijum, neorganski fosfat, intaktni
paratiroidni hormon (iPTH) i 25-hidroksi vitamin D (25D) nisu primarni biomarkeri
kostiju, ve¢ indirektno ukazuju na nivo metabolizma koStanog tkiva. Izmenjen
metabolizam kostiju kod pacijenata sa hroni¢cnom bolesti bubrega moze da pocne i u
ranim stadijumima bolesti, ali se otkriva tek u krajnjem stadijumu bolesti bubrega
(KSBB) sa izrazenim simptomima, kod predijaliznih pacijenata ili pacijenata na
hemodijalizi (HD) i kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD). Na
osnovu nivoa serumskih biomarkera moguée je proceniti ubrzan ili usporen
metabolizam kostiju, ali je njihovo odredivanje korisno i za procenu efekta terapije

(dijalize), kao i progresije bolesti u zavisnosti od trajanja terapije.

Cilj rada je bio da se utvrdi znacaj odredivanja biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju

kod KSBB pacijenata.

U tom smislu je prvo bilo potrebno da se utvrdi pouzdanost koriS¢enih testova za sve
biomarkere koji su odredivani u serumu: alkalna fosfataza (ALP), koStani izoenzim
alkalne fosfataze (BALP), tartarat rezistentni izoenzim kisele fosfataze (TRAP), beta-
karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena | (beta-CTx), proizvod jona kalcijuma i
neorganskog fosfata (CaxP), iPTH i 25D.

Takode, bilo je neophodno ispitati raspodelu vrednosti ispitivanih biomarkera u
kontrolnoj grupi u odnosu na pol i godine starosti i odrediti referentne vrednosti za sve
analizirane biomarkere kod zdrave populacije, tj kontrolne grupe, koje su karakteristi¢ne
za svaku medicinsku laboratoriju, kako bi se uporedivale sa vrednostima ALP, BALP,
TRAP, beta-CTx, jona kalcijuma, magnezijuma i neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i

25D kod predijaliznih pacijenata, HD i CAPD pacijenata.
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Takode, bilo je potrebno ispitati raspodelu vrednosti analiziranih biomarkera resorpcije i
stvaranja kostiju kod KSBB pacijenata, kao i eventualni uticaj pola i godina starosti.
Posto je ispitivana populacija obuhvatala bolesnike koji su na terapiji razli¢itim vrstama
dijalize i razli¢itog trajanja ove terapije planirano je da se ispita u kojoj meri su
izmenjene vrednosti ispitivanih biomarkera u odnosu na trajanje dijalize, ali i u kojoj

meri se razlikuju ispitivani biomarkeri u odnosu na vrstu dijalize (HD i CAPD).

Posto su trenutne preporuke da se nivo metabolizma kostiju kod predijaliznih pacijenata
I pacijenata na dijalizi procenjuje na osnovu nespecifi¢nih biomarkera za tkivo kostiju
(ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, iPTH i 25D), planirano je da
se specificni biomarkeri osteoklasta, osteoblasta i kolagena kostiju, BALP, TRAP i
beta-CTx uporede sa preporuc¢enim biomarkerima kod KSBB pacijenata i u odnosu na
kontrolnu grupu. U tom smislu, ispitana je korelacija koncentracija BALP, TRAP i beta-
CTx sa vrednostima preporuc¢enih biomarkera (ALP, joni kalcijuma, magnezijuma,
neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D).

Preporuke su da se u odnosu na tri razli¢ita nivoa iPTH moze proceniti ubrzan,
normalan ili usporen metabolizam kostiju, pa je planirano da se ispita u kojoj su meri
izmenjene vrednosti specifiénih biomarkera u odnosu na preporucene, U sva tri nivoa
vrednosti iPTH (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL, > 300 pg/mL), odnosno koji biomarker
najbolje prati niske, srednje i visoke nivoe iPTH, tj. pomocu koga biomarkera je
moguce proceniti nizak, normalan ili ubrzan metabolizam kostiju. Takode, kod KSBB
pacijenata adekvatno dozirana terapija vitaminom D, moze u velikoj meri spreciti
pogorSanje metabolizma kostiju upravo na osnovu vrednosti specifi¢nih biomarkera
kostiju uz paralelno merenje nivoa 25D. U odnosu na ovu ¢injenicu, ispitivaée se U
kojoj meri su izmenjeni analizirani biomarkeri kod nedovoljnih i dovoljnih nivoa 25D,
tj. koji biomarker najbolje korelira sa nivoima 25D. Kao posledica dugotrajne bolesti
bubrega i neadekvatnog regulisanja nivoa kalcijuma i fosfora, kod KSBB pacijenata
moze da se razvije kalcifikacija mekih tkiva, najceS¢e vaskularna kalcifikacija.
Preporuke su da proizvod CaxP bude kontrolisan kako bi se izbegla ektopi¢na
kalcifikacija. Zato je bilo potrebno da se ispita kako nivo CaxP prati biomarkere
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metabolizma kostiju u sva tri nivoa iPTH, kao i nedovoljne i dovoljne nivoe 25D (< 50
nmol/L i > 50 nmol/L).

Takode, da bi se potvrdio zna¢aj pojedina¢nih biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju
kod KSBB pacijenata u detekciji smanjenog metabolizma kostiju, potrebno je bilo da se
ispitaju dijagnosticke vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx, kao 1 preporucenih
biomarkera za metabolizam kostiju kod KSBB pacijenata, u odnosu na preporucen

graniéni nivo iPTH (< 100 pg/mL) za adinami¢nu bolest kostiju.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. KOMERCIJALNI REAGENSI I HEMIKALIJE

U eksperimentalnom radu su koris¢eni slede¢i komercijalni test reagensi:

1.

>

© © N o o

14.

15.

16.

17.

18.

19.

HYDRAGEL 7 ISO-PAL komplet reagenasa, PN 4112, Sebia, Evry, Pariz,
Francuska

Rastvor za odbojavanje, PN 4540, Sebia, Evry, Pariz, Francuska

Rastvor za ispiranje, PN 4541, Sebia, Evry, Pariz, Francuska

ISO-PAL komercijalna liofilizovana kontrola, 4793, Sebia, Evry, Pariz,
Francuska

Alkalna fosfataza, OSR6001, Beckman Coulter, Inc., Unated States

Kisela fosfataza, OSR6101, Beckman Coulter, Inc., Unated States

Kalcijum, OSR60117, Beckman Coulter, Inc., Unated States

Neorganski fosfat, OSR6122, Beckman Coulter, Inc., Unated States
Magnezijum, OSR6189, Beckman Coulter, Inc., Unated States

. System Calibrator, 66300, Beckman Coulter, Inc., Unated States
11.
12.
13.

Control Level 1, ODC0003, Beckman Coulter, Inc., Unated States

Control Level 2, ODC0004, Beckman Coulter, Inc., Unated States

Elecsys B-CrossLaps/serum komplet reagenasa, 11972308, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany

Elecsys B-CrossLaps/serum CalSet (CROSSL Call i CROSSL Cal2), 11972316,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

Parathyroid hormone (PTH, intact), 11972103, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany

PTH CalSet (PTH Call i PTH Cal2), 11972219 122, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany

PreciControl Bone (PC BONE1, PC BONE2 i PC BONES3), 11972227 122,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany

25-OH-Vitamin D3 za HPLC, komplet reagenasa, 195-6530R, Bio-Rad
Laboratories, Irvine, CA, Unated States

25-OH-Vitamin D3 za HPLC, analiticki kertridz, 195-6539, Bio-Rad

Laboratories, Irvine, CA, Unated States
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20.

21.

22.

23.

24.

Mobile Phase, 195-6537G, 195-6537G, Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA,
Unated States

Reversed Phase Micro-Guard™ Refill Cartrages, 195-6003, Bio-Rad
Laboratories, Irvine, CA, Unated States

Serum Calibrator Set za HPLC, 195-6536, Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA,
Unated States

Internal Standard Set za HPLC, 195-6545, Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA,
Unated States

Serum Control Set za HPLC (Control 1 i Control 2), 195-6540, Bio-Rad
Laboratories, Irvine, CA, Unated States

U eksperimentalnom radu su koriS¢ene sledec¢e hemikalije 1 rastvori:

1.

Natrijum hlorid (NaCl, Merck, Dermstadt, Germany)

Fizioloski rastvor (0,9%, 0,154 mol/L NaCl) — pripremljen je rastvaranjem 9 g
natrijum hlorida u 1L dejonizovane vode.

Koncentrovani etanol (96%)

Natrijum hidroksid (NaOH, Lachema, Neratovica, Czech Republic)

1 mol/L rastvor NaOH — propremljen je rastvaranjem 4 g natrijum hidroksida u
100 mL dejonizovane vode.

5. Metanol

3.2. PRIBOR | APARATI

U eksperimentalnom radu je kori§¢en slede¢i pribor:

o A~ w

vakutajner epruvete za serum, BD Vacutainer ® System, 366430 (Becton and
Dickinson Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

plasti¢ne i staklene epruvete sa odgovaraju¢im stalkovima

ependorf i pool epruvete

automatske pipete firme "Oxford" sa odgovaraju¢im nastavcima

staklene obicne i trbusaste pipete

stakleni normalni sudovi, erlenmajeri i menzure za pravljenje rastvora
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U eksperimentalnom radu su kori$¢eni slede¢i aparati:

Sebia Hydrasis, poluautomatski aparat za elektroforezu

Skener

Olympus AU2700 analizator, Olympus Diagnostica, Hamburg, Dermany
Elecsys 2010 analizator, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany
Bio-Rad HPLC sistem, Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA, Unated States
digifuga GL centrifuga, Heraeus, Germany

mikser "Vortex Genie 2 TM", Lighting, Switzerland

analiticke vage, Sartorius, Wien, Austria

zamrzivac na -70 °C, SANYO Electic Co, Osaka, Japan

© 0 N o 0 bk~ w DN PE

3.3. MATERIJAL

U ovom radu obuhvacene su tri grupe bolesnika: populacija predijaliznih pacijenata koji
imaju krajnji stadijum bolesti bubrega ali koji nisu joS na dijalizi, prema Klasifikaciji
KDOQI vodica. Predijalizni pacijenti su primljeni na Kliniku za nefrologiju, Klinickog
centra Srbije, radi njihove rutinske kontrole koja se sprovodi radi evaluacije bolesti.
Druga grupa bolesnika su bili KSBB pacijenti koji su na hroni¢nom programu
hemodijalize na Klinici za nefrologiju, Klinickog centra Srbije. Treca grupa je
obuhvatala bolesnike sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega koji su na programu
CAPD u dnevnoj bolnici poliklinickog odeljenja Klinike za nefrologiju, Klini¢kog
centra Srbije. Biohemijske analize za ove pacijente su odredene u laboratoriji Sluzbe za
poliklini¢ku laboratorijsku dijagnostiku, u Centru za medicinsku biohemiju, Klinickog
centra Srbije u Beogradu. Ispitivanje je odobreno od strane Etickog odbora Klinickog

centra Srbije u Beogradu, dana 13.12.2012. godine pod brojem 5030/9.

Obuhvaceno je ukupno 266 pacijenata: 40 predijaliznih pacijenata koji imaju GFR < 15
mL/min/1,73 m? (18 Zena i 22 muskarca), 114 CAPD npacijenata (49 Zena i 65
muskaraca) i 112 pacijenata koji su na hroni¢nom programu hemodijalize tri puta
nedeljno (53 Zene i 59 muskaraca). Prose¢no trajanje programa HD iznosi 76 meseci, a

CAPD 25 meseci. Prosecne godine starosti predijaliznih bolesnika su od 20 do 82
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godine, HD bolesnika od 25 do 79 godina, a CAPD bolesnika od 30 do 84 godine.
Uzroci bolesti bubrega kod predijaliznih pacijenata bili su: hroni¢ni glomerulonefritis
(N = 12), hipertenzivna nefropatija (N = 10), hroni¢ni pijelonefritis (N = 8), policisti¢na
bolest bubrega (N = 4), balkanska endemska nefropatija (N = 4) i drugi (N = 2). Uzroci
bolesti bubrega kod HD pacijenata bili su: hroni¢ni glomerulonefritis (N = 21),
vaskularni nefritis (N = 18), hipertenzivna nefropatija (N = 15), opstruktivna nefropatija
(N = 13), dijabeticna nefropatija (N = 12), kalkuloza bubrega (N 10),
tubulointersticijalni nefritis (N = 8), nefroangioskleroza (N = 7), policisti¢éna bolest
bubrega (N = 5) i drugi (N = 3). Uzroci bolesti bubrega kod CAPD pacijenata bili su:

hroni¢ni glomerulonefritis (N = 19), hipertenzivna nefropatija (N = 17), hroni¢ni
pijelonefritis (N = 14), policisti¢na bolest bubrega (N = 17), opstruktivna nefropatija (N
= 12), dijabeti¢na nefropatija (N = 16), tubulointersticijalni nefritis (N = 10) i drugi (N
=9).

Za odredivanje referentnih intervala u ispitivanje je uklju¢eno i 50 zdravih osoba
(kontrolna grupa, KG), dobrovoljaca (27 Zena i 23 muskarca) starosne dobi od 25 do 70
godina. Uzorci krvi od zdrave populacije su sakupljani pocetkom 2010. godine. Osobe
su odabrane na osnovu rezultata laboratorijskih testova (bili su u okviru referentnih
intervala koji se koriste u Sluzbi za poliklinicku laboratorijsku dijagnostiku, Centra za
medicinsku biohemiju, Klinickog centra Srbije) i upitnika popunjenog pre vadenja krvi.
Laboratorijski testovi su obuhvatali jetrene biomarkere (bilirubin i enzime), renalne
biomarkere (urea, kreatinin, mokra¢na kiselina), glukozu, ukupne proteine, laktat
dehidrogenazu, C-reaktivni protein, krvnu sliku i nalaz jutarnjeg urina (negativan
protein na test trakama i negativan nalaz eritrocita i leukocita u sedimentu urina). Na
osnovu upitnika odabrane su osobe bez prisustva hroni¢nog ili akutnog oboljenja i koje

nisu uzimale farmakolo3ki aktivne supstance.

Uzorci krvi predijaliznih pacijenata su sakupljani izmedu 7 i 9 ¢asova, posle perioda
gladovanja, kada su pacijenti dolazili na redovne kontrole, a uzorci krvi HD i CAPD
pacijenata su sakupljani neposredno pre terapije dijalizom. Nakon venepunkcije venske
krvi i perioda potrebnog za koagulaciju (oko 45 minuta), krv je centrifugirana 15 minuta

na 3000 obrtaja/minuti na sobnoj temperaturi radi odvajanja seruma.
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ALP, ACP, kalcijum, magnezijum, neorganski fosfat, beta-CTx, iIPTH i BALP su
odredivani odmah po odvajanju seruma. Proizvod CaxP je izraCunavan mnozenjem
izmerenih vrednosti kalcijuma i neorganskog fosfata za svakog pacijenta. Vrednosti
TRAP su izraGunavane oduzimanjem vrednosti PAP od vrednosti ACP. Ostaci seruma
su ¢uvani na -70 °C najduze 6 meseci po odvajanju seruma. 25D je odreden u seriji

zamrznutih uzoraka.

Za odredivanje biohemijskih parametara koris¢eni su komercijalni testovi i analizatori:
Sebia Hydrasis, Roche Elecsys 2010, Olympus AU2700 i Bio-Rad HPLC sistem.
Pouzdanost izmerenih vrednosti redovno je proveravana odredivanjem odgovarajucih
komercijalnih kontrola i primenom principa unutraSnje kontrole kvaliteta rada u

biohemijskoj laboratoriji.

3.4. METODE

3.4.1. Odredivanje aktivnosti ukupne alkalne fosfataze

Aktivnosti ALP u serumu odredivane su spektrofotometrijskom metodom na
automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700 (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg, Germany). Princip se zasnhiva na merenju brzine konverzije p-nitro-
fenilfosfata (pNPP) do p-nitrofenola (pNP) u prisustvu magnezijuma, zinka i 2-amino-
2-metil-1-propanola (AMP) kao fosfatnog akceptora pri pH 10,4. Promena apsorbance
zbog formiranja pNP se meri bihromatski na 410/480 nm i direktno je proporcionalna

aktivnosti ALP u uzorku.

Za odredivanje ALP koriS¢eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter gotovi

za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Reagens (OSR6004) - finalna koncentracija reaktivnih sastojaka: 2-amino-2-

metil-1-propanol (AMP) pH 10,4, p-nitrofenil fosfat, HEDTA, cink sulfat,

magnezijum acetat i konzervans
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e Standard (System calibrator) (66300) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (0,5 mL), sastoji se od humanog seruma sa hemijskim aditivima i
odgovaraju¢im enzimima humanog, zivotinjskog ili biljnog porekla, koristi se za
kalibraciju

e Kontrolni uzorak 1 (QC1 ODCO0003) - liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrZzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 2

e Kontrolni uzorak 2 (QC2 ODC0004) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,

koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 1

Prema uputstvu proizvodaca, uzorak seruma stabilan je 7 dana ako se ¢uva na
temperaturi od 2-25 °C; test je linearan u opsegu aktivnosti enzima od 5-1500 IU/L,
donja granica detekcije je 1 IU/L, referentni interval za odrasle je 30-120 IU/L,
znacajne interference su manje od 10% pri koncentraciji bilirubina od 47,9 mmol/L,
manje od 10% pri koncentraciji hemoglobina od 4,5 g/L i manje od 3% pri koncentraciji
triglicerida od 10 mmol/L.

3.4.2. Odredivanje aktivnosti kostanog izoenzima alkalne fosfataze

Aktivnosti BALP u serumu odredivane su tehnikom zonske agar gel elektroforeze na
poluautomatskom aparatu Hydrasis (Sebia, Francuska). Individualni izoenzimi ALP se
razdvajaju tehnikom gel elektroforeze na osnovu razlike u naelektrisanju. Medutim,
elektroforetska pokretljivost BALP i JALP je priblizno ista jer je uslovljena jedino
glikolizacijom ili post-translacionim modifikacijama. Potreban je poseban postupak sa
uzorkom zato Sto jetreni, koStani i placentalni izoenzim P1 (kada je prisutan), migriraju
zajedno u jednoj Sirokoj frakciji. Od anode ka katodi, migracija izoenzima je sledeca:
J1+BALP (+P1), J2 (makrohepati¢ni ili brzi jetreni izoenzim) i I1, 12 i 13. Kada je
prisutan P2 migrira izmedu I1 i 12. U jako ikteri¢cnim uzorcima kompleks alkalne

fosfataze i lipoproteina (lipo frakcija) moze da se vidi blizu mesta aplikacije. l1zuzev
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intestinalnih izoenzima, BALP i jetreni izoenzimi imaju na povrsSini ostatke sijalinske
kiseline. Razdvajanje L1 i BALP elektroforetskom tehnikom, omoguceno je pustanjem
uzorka u duplikatu i nanoSenjem reagensa lektina u jednoj traci. Izdvojene frakcije se
kvantifikuju na GELSCAN denzitometru (Sebia, Francuska) koriS¢enjem CCD
tehnologije (Coupled Charged Device) pomocu koje je omoguéeno da se sa
elektroforegrama sa ekrana definiSu pojedinacne frakcije, ali 1 kvantifikuju kao relativna
1 apsolutna aktivnost pojedina¢nog izoenzima u odnosu na poznatu aktivnost ALP.
Vrednosti J1 i P1 izoenzima se ocitavaju sa trake sa lektinom. Vrednost BALP se
izraunava oduzimanjem procenta J1 i eventualno prisutne P1 frakcije od procenta
J1+BALP (+P1) frakcije sa trake baz lektina. Druge frakcije, J2, 11, 12, 13, P2 i lipo

frakcija se oCitavaju sa trake bez lektina.

Za odredivanje BALP korisc¢eni su komercijalni reagensi firme Sebia:
e Hydragel 7 ISO-PAL komplet (PN 4112) - ukljucuje:

- agarozne gelove, spremne za upotrebu; svaki gel sadrzi 10 g/L agaroze,
alkalni pufer pH 9,1 + 0,05, aditive, 0,1 % natrijum azid (nije otrovan u
definisanim koncentracijama), a neophodan za optimalno izvodenje
metode
- puferovani trake-sunderi, spremni za upotrebu; svaka traka sadrzi
alkalni pufer pH 9,3 + 0,2, aditive, 0,5% natrijum azid (nije otrovan u
definisanim koncentracijama), koriste se da omoguce kontakt izmedu
gela i elektroda na aparatu
- lektin, liofilizovan, rastvara se sa tacno 0,5 mL fizioloSkog rastvora (9
g/L), sadrzi aglutinin iz pSeni¢nih klica, Koristi se da odvoji BALP od J1
izoenzima ALP.
- supstrat, spreman za upotrebu; sadrzi 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat,
BCIP) u AMP puferu pH 10,0 i aditive, koristi se za vizualizaciju
odvojenih frakcija izoenzima ALP
- hromogen, spreman za upotrebu; sadrZi nitro plavi tetrazolijum (NBT)

u vodi, koristi se za pripremu supstrata za vizualizaciju u odnosu (1:4)
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- aplikatori, polugotovi, za nanos$enje uzorka i lektina na ta¢no definisane
pozicije na gel, potrebno je odvojiti plasticni vrh aplikatora pre
postavljanja na gel

- tanki filter papiri, polugotovi, koriste se za upijanje viska vlage sa
povrSine gela pre nanoSenja uzorka

- debeli filter papiri, polugotovi, koriste se za upijanje viSka reagensa
nakon enzimatske vizualizacije

- plasticna maska, za jednokratnu upotrebu, koristi se da zastiti gel od

suSenja za vreme elektroforetske migracije

Rastvor za odbojavanje (PN 4540), razblazava se sa dejonizovanom vodom (5
mL rastvora u 5 L vode), sadrzi limunsku kiselinu, koristi se za ispiranje gela
nakon enzimatske vizualizacije i suSenja gela, kao i za ispiranje dela aparata
gde se gel boji

Rastvor za ispiranje (PN 4541), razblaZzava se sa dejonizovanom vodom (cela
bocica u 5 L vode), sadrzi alkalni pufer pH 8,8 i natrijum azid (0,625%), sluZi
za CiS¢enje dela aparata gde se gel boji

Kontrolni uzorak ISO-PAL (PN 4793) - liofilizovan, rastvara se u
dejonizovanoj vodi (0,5 mL), sadrzi pool humanih seruma sa izoenzimima

alkalne fosfataze, koristi se kao normalni humani serum za kontrolu kvaliteta

Prema uputstvu proizvodaca, uzorak seruma stabilan je 7 dana na 2-8 °C; donja granica
detekcije je od 2 do 3 IU/L pojedinacnih izoenzima ALP, test je linearan do 600 1U/L
ALP, a za vrednosti preko se preporucuje razblazenje uzorka seruma Sa fizioloSkim
rastvorom; preporucene vrednosti BALP za Zene su < 44 IU/L, za muskarce < 73 IU/L,
a za decu < 370 IU/L.

3.4.3. Odredivanje aktivnosti tartarat rezistentne kisele fosfataze

Aktivnosti ACP u serumu odredivane su spektrofotometrijskom metodom na
automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700 (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg, Germany). Princip se zasniva na Hilmanovoj reakciji u kojoj kisela

fosfataza katalizuje reakciju prevodenja 1 naftil fosfata u prisustvu vode u fosfat i 1-
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naftol, a 1-naftol reaguje sa hromogenim supstratom Fast Red TR so i dovodi do
stvaranja azo boje. Koli¢ina boje je direktno proporcionalna aktivnosti ACP. Za
odredivanje aktivnosti TRAP, po preporuci proizvodaca, koristi se dodatno i
neprostaticna ACP metoda. Dodatkom tartarata inhibira se PAP, ¢ija se aktivnost meri,
a aktivnost TRAP se dobija oduzimanjem aktivnosti ACP i PAP, Sto moze da se podesi

kao automatsko preracunavanje aktivnosti TRAP u softveru programa.

Za odredivanje ACP koris¢eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter gotovi
za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Reagens (OSR6101) — finalna koncentracija reaktivnih sastojaka:
- za ukupnu ACP metodu: citratni pufer (pH = 4,8), 1-naftil fosfat, Fast Red TR
so, Pentandiol
- za neprostaticnu ACP metodu: tartarat, citratni pufer (pH = 4,8), 1-naftil
fosfat, Fast Red TR so, Pentandiol
e Standard (System calibrator) (66300) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (0,5 mL), sastoji se od humanog seruma sa hemijskim aditivima i
odgovarajucim enzimima humanog, zivotinjskog ili biljnog porekla, koristi se
za kalibraciju
e Kontrolni uzorak 1 (QC1 ODCO0003) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima 1 odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 2
e Kontrolni uzorak 2 (QC2 ODC0004) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 1
Prema uputstvu proizvodaca serum treba odvojiti odmah od celija 1 dodati 1 kap
stabilizatora (ACP St) na 1 mL uzorka, dvojeni serum bez dodatka stabilizatora stabilan
je 15 minuta ako se Cuva na 15-25 °C; treba izbegavati ikteri¢ne, lipemicne i
hemolizovane uzorke; referentne vrednosti su < 7 IU/L, test je linearan u opsegu

aktivnosti enzima 0-100 IU/L, najnizi nivo detekcije iznosi 0,05 IU/L.
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3.4.4. Odredivanje koncentracije kalcijuma

Koncentracije kalcijuma odredivane su spektrofotometrijskom metodom na
automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700 (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg, Germany). Princip se zasniva na reakciji kalcijum jona (Ca®") sa
Arsenazo Il (2,2°-[1,8-Dihidroksi-3,6-disulfonaftilen-2,7-bisazo]-bisbenzenearsoni¢na
kiselina) pri ¢emu se formira intenzivan ljubi¢ast kompleks, bihromatski se meri
apsorbancija Ca-Arsenazo Il compleksa na 660/700 nm. Nastalo povecanje
apsorbancije u reakcionoj smesi je direktno proporcionalno koncentraciji kalcijuma u
uzorku. Magnezijum ne uti¢e znacajno na odredivanje kalcijuma koje koristi Arsenazo
.

Za odredivanje kalcijuma koriS¢eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter

gotovi za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:

¢ Reagens (OSR60117) — finalna koncentracija reaktivnih sastojaka:
- Imidazol (pH 6,9), Arsenazo 11 (0,1-0,2%), Triton X-100, Konzervansi

e Standard (System calibrator) (66300) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (0,5 mL), sastoji se od humanog seruma sa hemijskim aditivima i
odgovaraju¢im enzimima humanog, zivotinjskog ili biljnog porekla, koristi se za
kalibraciju

e Kontrolni uzorak 1 (QC1 ODCO0003) - liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 2

e Kontrolni uzorak 2 (QC2 ODC0004) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,

koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 1
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Prema preporuci proizvodaca uzorak seruma stabilan je 7 dana na 15-25 °C, a 3 nedelje
na 2-8 °C, referentni interval za odrasle je 2,20-2,65 mmoL/L, test je linearan u opsegu

koncentracija od 1-5 mmol/L, najniZi nivo detekcije je 0,01 mmol/L.

3.4.5. Odredivanje koncentracije magnezijuma

Koncentracije magnezijuma u serumu su odredivane spektrofotometrijskom metodom
na automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700 (Olympus Diagnostica
GmbH, Hamburg, Germany). Princip se zasnhiva na direktnoj metodi u kojoj
magnezijum joni reaguju u jako baznoj sredini pri ¢emu se stvara obojeni kompleks sa
bojom ksilidil plavo. Meri se apsorbancija stvorene boje bihromatski na 520/800 nm i
proporcionalna je koncentraciji magnezijuma u uzorku. Intreferencija koja poti¢e od
prisustva kalcijuma se eliminiSe dodatkom glikoletardiamin-N,N,N",N - tetrasiréetne
kiseline (GEDTA).

Za odredivanje magnezijuma kori$¢eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter
gotovi za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Reagens (OSR6189) - finalna koncentracija reaktivnih sastojaka:
-amino-n  kaproinska kiselina, tris pufer, glikoletardiamin-N,N,N",N"-
tetrasiréetne kiselina, ksilidil plavo
e Standard (System calibrator) (66300) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (0,5 mL), sastoji se od humanog seruma sa hemijskim aditivima i
odgovaraju¢im enzimima humanog, zivotinjskog ili biljnog porekla, koristi se za
kalibraciju
e Kontrolni uzorak 1 (QC1 ODCO0003) - liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 2
e Kontrolni uzorak 2 (QC2 ODC0004) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,

koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 1
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Prema uputstvu proizvodaca uzorak seruma je stabilan 7 dana na 15-25 °C, referentni
interval za muskarce je 0,73-1,06 mmol/L, a za Zene 0,77-1,03 mmol/L, test je linearan

u opsegu koncentracija od 0,2-3,3 mmol/L, a najnizi nivo detekcije je 0,01 mmol/L.

3.4.6. Odredivanje koncentracije neorganskog fosfata

Koncentracije neorganskog fosfata u serumu su odredivane su spektrofotometrijskom
metodom na automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700 (Olympus
Diagnostica GmbH, Hamburg, Germany). Princip testa se zasniva na reakciji
neorganskog fosfata sa molibdatom pri ¢emu se stvara heteropolikiseli kompleks.
Koriséenjem surfaktanata eliminiSe se potreba za pripremom filtrata bez proteina.
Apsorbancija na 340/380 nm je direktno proporcionalna koncentraciji neorganskog

fosfata u uzorku.

Za odredivanje neorganskog fosfata koriséeni su komercijalni reagensi firme Beckman
Coulter gotovi za upotrebu i direktno se stavljaju na aparat:
e Reagens (OSR6122) - finalna koncentracija reaktivnih sastojaka:
- sumporna kiselina, amonijumheptamolibdat, glicin, konzervans
e Standard (System calibrator) (66300) — liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (0,5 mL), sastoji se od humanog seruma sa hemijskim aditivima i
odgovaraju¢im enzimima humanog, Zivotinjskog ili biljnog porekla, koristi se za
kalibraciju
e Kontrolni uzorak 1 (QC1 ODCO0003) - liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima i odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,
koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 2
e Kontrolni uzorak 2 (QC2 ODC0004) - liofilizovan, rastvara se u dejonizovanoj
vodi (5,0 mL), sadrzi humani serum sa hemijskim aditivima 1 odgovaraju¢im
enzimima humanog ili Zivotinjskog porekla, konzervansima i stabilizatorima,

koristi se za kontrolu kvaliteta zajedno sa kontrolnim uzorkom 1
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Prema uputstvu proizvodaca uzorak seruma je stabilan 4 dana ukoliko se ¢uva na 2-8
°C i 1 dan ako se ¢uva na 15-25 °C, referentni interval je 0,81-1,45 mmol/L, test je
linearan u opsegu koncentracija od 0,32-6,40 mmol/L, najniZi nivo detekcije je 0,10

mmol/L.

3.4.7. Odredivanje koncentracije betaCTx

Koncentracije beta-CTx su odredivane ECLIA metodom na Roche Elecsys 2010
analizatoru (Roche Diagnostics GmbH). Princip je sendvi¢ imunoesej koji Koristi
biotinom obloZzena monoklonska anti beta-CTx antitela, kao i mikropartikule obloZene
streptavidinom i monoklonsko anti beta-CTx specifi¢éno antitelo u kompleksu sa
rutenijumom. Nakon dve inkubacije sa specificnim antitelima reakciona smesSa se
aspirira u mernu celiju gde mikropartikule magnetski oblazu povrSinu elektrode.
Nevezana supstanca se uklanja sa ProCell rastvorom, a napon na elektrodi dovodi do
hemiluminiscentne emisije Ciji se intenzitet meri fotomultiplikatorom. Rezultati se
odreduju iz kalibracione krive i automatski preracunavaju u koncentracije za svaki

uzorak.

Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Roche gotovi za upotrebu i direktno se
stavljaju na aparat:
e Elecsys B-CrossLaps kompleti reagenasa (11972308) — ukljucuje:
- Streptavidinom oblozene mikropartikule (0,72 mg/mL; vezuju¢i kapacitet —
470 ng biotina/mg mikropartikula i konzervanse
- Anti B-CrossLaps-antitelo~biotin (miSje monoklonsko anti p-CrossLaps
antitelo oblozeno biotinom (2,5 mg/L)), fosfatni pufer (100 mmol/L) pH 7,2 i
konzervanse
- Anti B-CrossLaps antitelo u kompleksu sa rutenijumom (misje monoklonsko
anti B-CrossLaps, 2,4 mg/L rutenijuma), fosfatni pufer (100 mmol/L, pH 7,2) i
konzervanse
e Standardi B-CrossLaps CalSet (11972316), CROSS Call i CROSS Cal2,

spremni za upotrebu, sadrze matriks konjskog seruma sa sintetskim peptidom (B-
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CTx) u dve merne koncentracije (0,05 ng/mL i 2,0 ng/mL), koristi se za
kalibraciju

e Kontrolni uzorci (PC BONE 1-3, 11972227), liofilizovan, rastvara se u
dejonizovanoj vodi (2,0 mL), sadrzi sintetski peptid B-CTx u matriksu konjskog

seruma, koristi se za kontrolu kvaliteta

Prema uputstvu proizvodaca uzorak seruma stabilan je 8 sati na 20-25 °C ili 8 sati na 4—
8 °C, 3 meseca na -20 °C ili duze na -70 °C, izbegavati ponovno zamrzavanje; merni
opseg je 0,01-6,00 ng/mL, vrednosti ispod ili iznad donje ili gornje granice mernog
opsega se izrazavaju kao < 0,01 ng/mL ili > 6,00 ng/mL, proizvoda¢ ne preporucuje
razblazenje zbog Sirokog opsega merenja; ocekivane vrednosti za muskarce 30—50
godina < 0,584 ng/mL, 50-70 godina < 0,704, > 70 godina < 0,854, za Zene pre
menopauze < 0,573, a za Zene posle menopauze < 1,008; donja granica detekcije

(analiti¢ka osetljivost) je 0,01 ng/mL, a funkcionalna osetljivost je 0,07 ng/mL.

3.4.8. Odredivanje koncentracije iPTH

Koncentracije iPTH u serumu su odredivane ECLIA metodom na Roche Elecsys 2010
analizatoru (Roche Diagnostics GmbH). Princip je sendvi¢ imunoesej koji koristi
biotinom obloZzena monoklonska anti PTH antitela, kao i mikropartikule obloZene
streptavidinom i monoklonsko anti PTH specifiéno antitelo u kompleksu sa
rutenijumom. Nakon dve inkubacije sa specificnim antitelima reakciona smesa se
aspirira u mernu c¢eliju gde mikropartikule magnetski oblazu povrSinu elektrode.
Nevezana supstanca se uklanja sa ProCell rastvorom, a napon na elektrodi dovodi do
hemiluminiscentne emisije Ciji se intenzitet meri fotomultiplikatorom. Rezultati se
odreduju iz kalibracione krive i automatski preracunavaju u koncentracije za svaki

uzorak.
Za odredivanje koriS¢eni su reagensi firme Roche gotovi za upotrebu i direktno se

stavljaju na aparat:

e Elecsys iPTH kompleti reagenasa (11972103) — ukljucuje:
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- Streptavidinom obloZene mikropartikule (0,72 mg/mL; vezujuéi kapacitet —
470 ng biotina/mg mikropartikula i konzervanse
- Anti-iPTH antitelo ~ biotin (miSje monoklonsko anti-iPTH antitelo obloZzeno
biotinom (2,5 mg/L)), fosfatni pufer (100 mmol/L) pH 7,2 i konzervanse
- Anti-iPTH antitelo u kompleksu sa rutenijumom (miSje monoklonsko anti-
IPTH, 2,4 mg/L rutenijuma), fosfatni pufer (100 mmol/L, pH 7,2) i konzervanse
e Standardi iPTH CalSet (11972219), PTH Call i PTH Cal2, spremni za upotrebu,
sadrze matriks humanog seruma sa sintetskim peptidom (PTH) u dve merne
koncentracije (0,005 pg/mL i 4500 pg/mL), koristi se za kalibraciju
e Kontrolni uzorci (PC BONE 1-3, 11972227), liofilizovan, rastvara se u
dejonizovanoj vodi (2,0 mL), sadrzi sintetski peptid PTH u matriksu konjskog

seruma, koristi se za kontrolu kvaliteta

Prema uputstvu proizvodaca uzorak seruma je stabilan 8 sati na 15-25 °C, 2 dana na 2—
8 °C ili 6 meseci na -20 °C; merni opseg je 1,20-5000 pg/mL, vrednosti ispod ili iznad
donje ili gornje granice mernog opsega se izrazavaju kao < 1,20 pg/mL ili > 5000
pg/mL, proizvodac ne preporucuje razblazenje zbog Sirokog opsega merenja; ocekivane
vrednosti su 15-65 pg/mL; donja granica detekcije (analiticka osetljivost) je 1,20

pg/mL, a funkcionalna osetljivost je 6,0 pg/mL.

Mada su prvobitno koncentracije iPTH kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na
dijalizi odredivane IRMA metodom (IRA, CIS Bio international, Saclay, France), zbog
odredivanja iPTH u serumima KG, metodom ECLIA, naknadno su odredivane
koncentracije iPTH metodom ECLIA i za predijalizne pacijente i pacijente na dijalizi.
Vrednosti iPTH odredene IRMA 1 ECLIA metodom su pokazivale dobru medusobnu
korelaciju, tako da su u ovom doktorskom radu, statisti¢ki obradene vrednosti iPTH
koje su odredene ECLIA metodom za sve analizirane grupe. Korelacija vrednosti iPTH
za predijalizne, HD i CAPD pacijente odredene sa dve navedene metode prikazana je u
Tabeli I.
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Tabela | Korelacija vrednosti iPTH odredenih IRMA i ECLIA metodom u serumima
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata

Analizirane grupe | iPTH, pg/mL (IRMA) |iPTH, pg/mL (ECLIA) r (p*)
X*Sd X +Sd
PreD 351,0+192,4 350,7 £ 197,8 0,9982
HD 142,4 + 91,5 1154 £ 82,2 0,9967
CAPD 128,0 + 87,5 171,4 £+ 138,4 0,9973
*p < 0,001

3.4.9. Odredivanje koncentracije 25-hidroksi vitamina D

Koncentracije 25D u serumu odredivane su HPLC metodom upotrebom reverznih faza

za razdvajanje i UV detekcijom na 265 nm (ChromLine® Clinical HPLC System

softvare Version 4.20B). Za precipitaciju se koriste tri razlicita precipitaciona reagensa,

a za analizu se koristi supernatant, paralelno uz interni standard. Za separaciju se koristi

izokratski HPLC sistem, a nakon razdvajanja i UV detekcije sledi kvantitativna

evaluacija.

Za odredivanje 25D korisc¢eni su komercijalni reagensi firme Bio-Rad:

Reagens komplet (195-6530R) - koji ukljucuje:

- reagens A, spreman za upotrebu, sadrzi acetonitril (50 mL)

- reagens B, spreman za upotrebu, sadrzi etanol (250 mL)

- reagens 1, spreman za upotrebu, sadrzi trihlor siréetnu kiselinu (1,0 g), rastvara
se u reagensu A (10 mL)

- reagens 2, spreman za upotrebu, (40 mL)

- reagens 3, spreman za upotrebu, sadrzi kalijum fosfat (25 mL)

- mobilnu fazu, spremna za upotrebu, sadrzi metanol (2400 mL)

Interni standard (195-6545), liofilizovan, rastvara se sa reagensom A (8 mL),
koristi se za kalibraciju i prera¢unavanje koncentracije analize i kompenzaciju
eventualnih gubitaka tokom pripreme uzoraka

Set kalibratora (195-6536), liofilizovan, rastvara se u destilovanoj vodi (3 mL),

koristi se za kalibraciju

76



e Set kontrolnih seruma (195—6540), (Kontrola 1 i 2), liofilizovani, rastvaraju se u

destilovanoj vodi (3,0 mL)

Interni standard i reagensi 1, 2 i 3 se dodaju u svaku vrstu uzorka (kalibrator, kontrole i
analizu) i nakon centrifugiranja analizira se supernatant sve tri vrste uzorka. Za
izraGunavanje koncentracije 25D u serumu potrebni su slede¢i podaci: pik ili maksimum
supstance A u hromatogramu uzorka (A uzorka), pik ili maksimum supstance A u
hromatogramu kalibracionog standarda (A standarda), pik ili maksimum internog
standarda u hromatogramu uzorka (IS uzorka), pik ili maksimum internog standarda u
hromatogramu kalibracionog standarda (IS standarda) i koncentracija C supstance u
kalibracionom standardu (C standard). Koncentracija 25D u uzorku (nmol/L) se
izraCunava iz koli¢nika proizvoda A uzorka x IS standarda i A standarda x IS uzorka

pomnoZeno sa C standard.

Prema uputstvu proizvodaca, uzorak seruma stabilan je 5 dana na 2-8 °C, a do 6 meseci
na -20 °C, test je linearan do 250 ng/mL, donja granica detekcije je 5 ng/mL, rikaveri
testa je 97,7%, normalan opseg u letnjem periodu je 20-120 ng/mL, blagi nedostatak
zimi je 10-50 mg/mL, srednji nedostatak je 4-10 ng/mL, a teSki nedostatak je < 4
ng/mL.

3.5. ANALIZA PODATAKA

U radu su izracunavani sledec¢i statisti¢ki parametri:

e srednja vrednost (x), standardna devijacija (Sd) i koeficijenat varijacije (Kv)
e medijana (Me) i percentilne vrednosti

e interval pouzdanosti (Cl, Confidence Interval)

e Pearsonov koeficijenat korelacije

e Spearmenov koeficijenat korelacije

e Povrsina ispod ROC krive (AUC); standardna greska (SE), ,,cut-off* vrednost.
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U radu su primenjene sledece statistiCke metode:

e Kolmogorov-Smirnov test

e parametarski Student t-test

e neparametarski t-test (Mann-Whitney U-test)

e parametarska korelaciona analiza (Pearsonov test)

e neparametarska korelaciona analiza (Spearmenov test)

e parametarska analiza varijanse (ANOVA test)

e neparametarska analiza varijanse (Kruskal-Wallisov test)

e Analiza ROC (Receiver Operating Characteristic) krive

Za statisticku analizu 1 dobijanje dijagrama koriS¢eni su kompjuterski statisticki

programi SPSS Statistics for Windows, verzija 17.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois) i

MedCalc softvare, 2008, Mariakerke, Belgium).
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4. REZULTATI

4.1. ANALITICKE KARAKTERISTIKE METODA ZA ODREDIVANJE
ISPITIVANIH BIOMARKERA

Pouzdanost korisc¢enih testova za sve biomarkere koji su odredivani u serumu je ispitana
odredivanjem nepreciznosti u seriji i nepreciznosti iz dana u dan. Nepreciznost u seriji
je ispitana 10 puta ponovljenim odredivanjem u jednoj seriji u kontrolnim uzorcima i
pool-ovima seruma. Nepreciznost iz dana u dan (izmedu serija) je ispitivana
odredivanjem istih kontrolnih uzoraka seruma i pool-ova u toku uzastopnih 10 dana.
Izradunati statisti¢ki parametri (X — srednja vrednost, Sd — standardna devijacija, Kv —
koeficijenat varijacije) ispitivanja nepreciznosti prikazani su u Tabelama II-X.
Vrednosti statistickih parametara prikazanih u Tabelama I1-X ukazuju da se odredivanje
ispitivanih  biomarkera moze smatrati pouzdanim za ostvarivanje ciljeva ovog

ispitivanja, s obzirom da su dobijene vrednosti Kv bile nize od 5%.

Tabela Il Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje ALP (IU/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 23 0,5 2,0 30 0,5 1,7
Pool serum 2 254 1,6 0,6 264 1,3 0,5
Kontrolni serum 1 64 1,1 1,7 66 1,1 1,6
Kontrolni serum 2 178 3,0 1,7 169 0,9 0,5

Tabela 111 Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje BALP (1U/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) X Sd | Kv (%)
Pool serum 1 42 1,4 3,3 47 1,7 3,6
Pool serum 2 79 2,4 2,9 72 2,1 2,9
Kontrolni serum 1 56 1,9 3,4 52 2,3 4,2
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Tabela IV Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje TRAP (IU/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) | X Sd Kv (%)
Pool serum 1 6 0,1 0,6 6 0,1 1,2
Kontrolni serum 1 7 0,1 1,5 8 0,1 1,1
Kontrolni serum 2 15 0,2 0,9 17 0,2 0,7

Tabela V Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje betaCTx (ng/mL)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 0,41 0,008 1,9 0,52 0,012 2,3
Pool serum 2 3,42 0,031 0,9 3,55 0,029 0,8
Kontrolni serum1 | 0,82 0,017 2,1 0,89 0,021 2,4
Kontrolni serum2 | 3,12 0,069 2,2 3,19 0,072 2,3

Tabela VI Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje jona kalcijuma
(mmol/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 1,72 0,031 1,7 1,84 0,041 2,1
Pool serum 2 3,31 0,034 0,9 3,25 0,032 0,9
Kontrolni serum 1 1,93 0,023 2,1 1,99 0,024 1,0
Kontrolni serum2 | 3,42 0,032 0,9 3,51 0,045 1,1
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Tabela VIl Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje jona

magnezijuma (mmol/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 0,82 0,011 1,2 0,81 0,013 1,2
Pool serum 2 3,25 0,024 0,6 3,05 0,021 0,7
Kontrolniserum1 | 1,09 | 0,026 1,8 1,19 0,016 0,8
Kontrolni serum2 | 3,45 0,035 0,9 3,56 0,024 0,6

Tabela V111 Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje neorganskog

fosfata (mmol/L)

Uzorak Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd | Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 1,05 | 0,013 0,9 0,98 0,017 1,0
Pool serum 2 2,11 0,024 0,9 2,99 0,026 0,7
Kontrolni serum 1 1,12 0,023 1,8 1,21 0,015 0,8
Kontrolni serum 2 2,01 0,022 0,9 3,36 0,023 0,6

Tabela IX Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje iPTH (pg/mL)

Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
Uzorak _ _

X Sd | Kv (%) X Sd Kv (%)
Pool serum 1 26,5 0,47 1,8 27,4 0,52 1,9
Pool serum 2 527,4 | 10,03 1,9 515,7 11,03 2,1
Kontrolni serum 1 57,9 0,82 1,4 61,2 1,08 1,7
Kontrolni serum 2 654,3 | 11,27 1,7 679,5 12,20 1,8
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Tabela X Nepreciznost u seriji i iz dana u dan metode za odredivanje 25D (nmol/L)

Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
Uzorak _ _
X Sd | Kv(%)| x Sd Kv (%)
Pool serum 1 64,2 1,86 2,9 58,3 1,75 3,0
Kontrolni serum 1 23,5 0,87 3,7 24,9 1,14 4.6
Kontrolni serum 2 91,7 2,11 2,3 92,7 1,76 1,9

4.2. VREDNOSTI ISPITIVANIH BIOMARKERA U KONTROLNOJ GRUPI

Radi dobijanja referentnih vrednosti parametara odredivanih u ovom ispitivanju,

odredene su aktivnosti, odnosno koncentracije ALP, BALP, TRAP, beta-CTx,

kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D u serumima kontrolne

grupe (zdrave osobe, dobrovoljaci). Kontrolnu grupu je ¢inilo 50 zdravih osoba, 23

muskarca (46%) i 27 zena (54%), starosne dobi od 25 do 70 godina, koji su odabrani

direktnom metodom. Pri uklju¢ivanju osoba u kontrolnu grupu primenjeni su neophodni

kriterijumi kao Sto su odsustvo bolesti, neunoSenje farmakoloski aktivnih supstanci i

normalno fiziolosko stanje. U Tabeli XI prikazani su dobijeni statisticki podaci za

kontrolnu grupu.

Tabela XI Statisticki parametri odredivanja ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

Biomarkeri X+ Sd Medijana (opseg)
ALP (IU/L) 63 +10,8 69 (43-87)
BALP (1U/L) 53+ 8,1 53 (36-70)
TRAP (1U/L) 5+12 5 (3-6)
Beta-CTx (ng/mL) 1,43 £0,653 1,35 (0,37-3,01)
Kalcijum (mmol/L) 2,52 +0,091 2,53 (2,31-2,73)
Magnezijum (mmol/L) 0,99 + 0,064 0,99 (0,87-1,10)
Neorganski fosfat (mmol/L) 1,25 +£0,135 1,25 (1,00-1,56)
CaxP (mmol%/L?) 2,9+ 0,56 2,90 (1,72-4,30)
iPTH (pg/mL) 40,1 + 9,69 38 (23-61)
25D (nmol/L) 74,7 + 10,47 73,5 (52-97)
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Primenom Kolmogorov-Smirnov testa ispitano je da li vrednosti odredivanih
biomarkera (ALP, BALP, TRAP, beta-CTx, kalcijuma, neorganskog fosfata,
magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D) u serumu prate Gauss-ovu raspodelu u kontrolnoj
grupi. Histogrami frekvencija vrednosti biomarkera u kontrolnoj grupi prikazani su na
Slici 1 i Slici 2.
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Slika 1. Distribucija relativnin frekvencija a) aktivnosti ukupne alkalne fosfataze
(ALP), b) aktivnosti kosStanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP), v) aktivnosti tartarat
rezistentne kisele fosfataze (TRAP) i g) koncentracija beta-karboksi terminalnog dela

ukrstenih veza kolagena | (beta-CTx) u kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 2. Distribucija relativnih frekvencija koncentracija a) kalcijuma, b) magnezijuma,

v) neorganskog fosfata, g) proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP), d)

intaktnog paratiroidnog hormona (iPTH) i &) 25-hidroksi vitamina D (25D) u kontrolnoj

grupi (KG)
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4.2.1. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

u odnosu na pol

Za svaki biomarker koji je imao normalnu raspodelu vrednosti primenom Student t-
testa, odnosno primenom Mann-Whitney U testa za biomarkere koji nisu imali
normalnu raspodelu vrednosti, ispitano je da li postoji statisticki znacajna razlika u
vrednostima u kontrolnoj grupi u odnosu na pol. Statisticki znacajno viSe vrednosti za

BALP, beta-CTx i magnezijum su dobijene kod Zena (Tabela XII).

Tabela XI1 Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera u kontrolnoj grupi u odnosu na

pol

Biomarker Zene Muskarci p*

ALP, IU/L 62 +9,3 64 + 10,7 0,701
BALP, IU/L 56+7,1 49+74 <0,05
TRAP, IU/L 5+13 5+1.8 0,809
Beta-CTx, ng/mL 1,59 + 0,743 1,21 +£0,472 <0,05
Kalcijum, mmol/L 2,51 +0,075 2,52 +0,126 0,730
Magnezijum, mmol/L 1,01 + 0,062 0,97 £ 0,065 <0,05
Neorganski fosfat, mmol/L| 1,27 +0,124 1,23 +0,153 0,332
CaxP, mmol*/L? 2,83+0,52 2,98 + 0,61 0,366
iPTH, pg/mL 38,9+8,72 41,7 + 10,68 0,314
25D, nmol/L 76,7+ 12,01 72,3+7,94 0,133

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika

4.2.2. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

u odnosu na godine zivota

Za svaki biomarker koji je imao normalnu raspodelu vrednosti primenom Student t-
testa, odnosno primenom Mann-Whitney U testa za biomarkere koji nisu imali
normalnu raspodelu vrednosti, ispitano je da li postoji statisticki znacajna razlika u

vrednostima u kontrolnoj grupi u odnosu na godine Zivota (Tabela XIII). Nije dobijena
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statistiCki znaajna razlika u vrednostima ispitivanih biomarkera u odnosu na godine
Zivota, izuzev za vrednosti BALP, koje su bile nesto nize kod osoba koje su imale preko
60 godina Zivota, mada je dobijena grani¢na znacajnost (p = 0,052), s obzirom da se
smatra da zdrave osobe preko 60 godina starosti, koje imaju niske nivoe 25D i/ili visoke
nivoe iPTH, imaju smanjenu mineralnu gustinu kostiju i povecan stepen od preloma

kostiju (223).

Tabela XI11 Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera u kontrolnoj grupi u odnosu

na godine Zivota

Biomarker <60 godina > 60 godina p*

ALP, IU/L 62+11,1 63 + 10,3 0,995
BALP, IU/L 54 +8,3 51+8,2 0,052
TRAP, IU/L 5+1.2 5+14 0,267
Beta-CTx, ng/mL 1,42 + 0,661 1,41 + 0,662 0,967
Kalcijum, mmol/L 2,53+ 0,084 2,50+ 0,112 0,266
Magnezijum, mmol/L 0,99 £ 0,073 0,99 + 0,058 0,747
Neorganski fosfat, mmol/L 1,24 + 0,154 1,26 + 0,121 0,555
CaxP, mmol*/L* 2,9+0,43 2,9 + 0,69 0,655
IPTH, pg/mL 40,8 +9,92 39,3+9,64 0,600
25D, nmol/L 75,3+11,82 73,9+8,72 0,630

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika

4.2.3. Referentni intervali ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

Za analizirane vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi izracunati su
referentni intervali neparametarskom metodom, kao unutarpercentilni intervali.
Odredivanje unutarpercentilnih intervala se naj¢e$¢e koristi 1 preporuceno je od strane
medunarodnog udruzenja za klinicku hemiju (International Federation for Clinical
Chemistry, IFCC) (291). DefiniSe se kao interval koji je ograniCen sa dva percentila
referentne raspodele. Percentil je vrednost koja deli referentnu raspodelu na takav nacin
da odredeni procenat njenih vrednosti ima vrednost koja je veca ili jednaka grani¢noj

donjoj vrednosti i manja ili jednaka grani¢noj gornjoj vrednosti. Uobicajeno je da se
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referentni interval definiSe kao centralni 95% interval ograni¢en sa 2,5 i 97,5
percentilom. Iako su preporuke da se za odredivanje referentnih intervala analizira
optimalan broj podataka od 120 uzoraka po parametru, alternativno se moze koristiti
najmanje 20 uzoraka od adekvatno odabranih referentnih individua (291, 292). Na ovaj
nacin su izracunati 2,5 i 97,5 percentil, primenom statisticCkog programa. Razlicite
vrednosti 2,5 i 97,5 percentila su izracunate za pol tamo gde je postojala statisticki

znacCajna razlika.

Dobijene su slede¢e vrednosti 2,5 i 97,5 percentila za analizirane biomarkere u

kontrolnoj grupi:

e ALP:43-89 IU/L
e BALP: 36-70 IU/L
Zene: 38-69 1U/L
muskarci: 37-63 1U/L
e TRAP:3-6 IU/L
e betaCTx: 0,41-2,83 ng/mL
Zene: 0,40-2,85 ng/mL
muskarci:0,50-1,98 ng/mL
e Kalcijum: 2,32-2,72 mmol/L
e Magnezijum: 0,88-1,09 mmol/L
Zene: 0,91-1,09 mmol/L
muskarci: 0,88-1,05 mmol/L
e Neorganski fosfat: 1,02-1,54 mmol/L
o CaxP: 1,87-4,15 mmol*/L?
e iPTH: 23,7-57,6 pg/mL
e 25-hidroksi vitamin D: 54,8-95,5 nmol/L

Podaci dobijeni za 2,5 i 97,5 percentil za vrednosti BALP, TRAP i CaxP se ne slazu sa
literaturnim podacima, jer se za ova tri biomarkera koriste preporucene ,,cut off*
vrednosti za BALP (< 44 TU/L za zene i < 73 IU/L za muskarce), za TRAP (< 6,5 IU/L)

i za CaxP (4,6 mmol?/L?), u odnosu na preporuke proizvodaca (47, 78).
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4.3. RASPODELA VREDNOSTI BIOMARKERA RESORPCIJE | STVARANJA
KOSTIJU KOD PACIJENATA SA KRAJNJIM STADIJUMOM BOLESTI
BUBREGA

4.3.1. Vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata sa krajnjim stadijumom
bolesti bubrega u odnosu na pol

Za svaki parametar Student t-testom ispitano je da li postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika u
vrednostima kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata u odnosu na pol. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + Sd, a statisti¢ka znacajnost (p) je predstavljena kao

vrednost dvostranog testa (Tabele XIV—XVI).

Tabela X1V Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod predijaliznih pacijenata u
odnosu na pol

Biomarker Zene Muskarci p*

ALP, IU/L 82 +63,1 80323 0,169
BALP, IU/L 38+17,3 32+15.2 0,706
TRAP, IU/L 7+14 8+11 0,178
Beta-CTx, ng/mL 3,51+ 0,803 3,74 £0,872 0,852
Kalcijum, mmol/L 2,130,244 2,06 =+ 0,166 0,077
Magnezijum, mmol/L 0,86 £ 0,132 0,84 £ 0,153 0,604
Neorganski fosfat, mmol/L 1,44 £ 0,271 1,67 £ 0,367 0,275
CaxP, mmol*/L* 3,5+0,63 3,7+0,65 0,762
iPTH, pg/mL 408,5 + 211,62 348,8 + 173,72 <0,05
25D, nmol/L 30,7+12,31 31,7+9,39 0,101

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika
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Tabela XV Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod HD pacijenata u odnosu

na pol

Biomarker Zene Muskarci p*

ALP, IU/L 57 +17,4 58 +£18,2 0,796
BALP, IU/L 21+121 22 +11,7 0,607
TRAP, IU/L 8+1,6 8+14 0,495
Beta-CTx, ng/mL 4,03 +1,184 3,90+ 1,073 0,560
Kalcijum, mmol/L 2,38 £0,132 2,38 £0,151 0,963
Magnezijum, mmol/L 0,98 £ 0,117 1,01+ 0,126 0,157
Neorganski fosfat, mmol/L 2,03+0,274 1,40 £ 0,221 < 0,05
CaxP, mmol*/L? 4,1+1,15 3,8+1,04 0,240
iPTH, pg/mL 88,6 + 71,97 136,7 + 86,64 < 0,05
25D, nmol/L 30,9 + 20,48 31,6 + 21,62 0,866

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika

Tabela XVI Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod CAPD pacijenata u

odnosu na pol

Biomarker Zene Muskarci p*

ALP, IU/L 53+16,1 57+16,4 0,239
BALP, IU/L 20+11,3 23 +10,2 0,140
TRAP, IU/L 6+1,7 6+2,6 0,660
Beta-CTx, ng/mL 3,47 + 0,680 3,56 + 0,831 0,574
Kalcijum, mmol/L 2,29 £ 0,192 2,26 £ 0,154 0,426
Magnezijum, mmol/L 0,93 £ 0,186 0,93 £ 0,147 0,967
Neorganski fosfat, mmol/L 1,60 + 0,424 1,49 + 0,309 0,099
CaxP, mmol*/L? 3,7+0,85 3,4 0,69 <0,05
iPTH, pg/mL 167,2 + 132,44 174,5 +143,37 <0,05
25D, nmol/L 46,2 + 10,64 47,6 +12,76 0,540

*p <0,05, statisti¢ki znacajna razlika
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Kod predijaliznih pacijenata dobijene su statisticki znacajno vise vrednosti iPTH kod
zena (p < 0,05). Kod HD pacijenata dobijene su statisticki znacajno viSe vrednosti
neorganskog fosfata, odnosno statisti¢ki znacajno nize vrednosti iPTH (p < 0,05) kod
Zena, dok su kod CAPD pacijenata dobijene statisticki znac¢ajno vise vrednosti CaxP i

statisti¢ki znacajno nize vrednosti IPTH (p < 0,05) kod Zena.

4.3.2. Vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata sa krajnjim stadijumom

bolesti bubrega u odnosu na godine Zivota

Za svaki parametar Student t-testom ispitano je da li postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika u
vrednostima u odnosu na godine Zivota (< 60 godina i > 60 godina) predijaliznih, HD i
CAPD pacijenata. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + Sd, a statistiCka

znacajnost (p) je predstavljena kao vrednost dvostranog testa (Tabele XVII—X1X).

Tabela XVII Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod predijaliznih pacijenata

u odnosu na godine Zivota

Biomarker <60 godina > 60 godina p*

ALP, IU/L 72 + 30,2 84 +£59,4 0,353
BALP, IU/L 34+175 32+14,7 <0,05
TRAP, IU/L 7+11 718 0,555
Beta-CTx, ng/mL 3,49 + 0,835 3,81+0,844 0,282
Kalcijum, mmol/L 2,16 £ 0,247 2,13 +0,188 0,696
Magnezijum, mmol/L 0,88 + 0,151 0,86 + 0,142 0,635
Neorganski fosfat, mmol/L 1,52 + 0,334 1,52 + 0,347 0,985
CaxP, mmol*/L? 3,1+0,61 3,1+0,63 0,974
iPTH, pg/mL 337,3+233,91 367,8 + 140,61 0,627
25D, nmol/L 30,3+8,85 32,6 +£12,67 0,507

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika
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Tabela XVIII Poredenje vrednosti odredivanih

odnosu na godine Zivota

biomarkera kod HD pacijenata u

Biomarker < 60 godina > 60 godina p*

ALP, IU/L 59+18,3 95 +17,5 0,226
BALP, IU/L 23+113 20+ 12,7 <0,05
TRAP, IU/L 8+11 8+14 0,310
Beta-CTx, ng/mL 4,03 +1,145 3,91+ 1,108 0,595
Kalcijum, mmol/L 2,38 +0,151 2,380,143 0,770
Magnezijum, mmol/L 1,02 + 0,122 0,98 £ 0,117 0,071
Neorganski fosfat, mmol/L 1,63 + 0,404 1,70 + 0,398 0,357
CaxP, mmol*/L? 4,0+0,98 3,9+1,20 0,686
iPTH, pg/mL 116,1 + 80,33 113,8 + 85,76 0,900
25D, nmol/L 32,6 + 21,522 29,4 + 20,31 0,441

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika

Tabela XIX Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod CAPD pacijenata u

odnosu na godine Zivota

Biomarker < 60 godina > 60 godina p*
ALP, IU/L 55 +154 55 +17,2 0,816
BALP, IU/L 23+115 19+9,8 p <0,05
TRAP, IU/L 6+21 6+1,7 0,866
Beta-CTx, ng/mL 3,55 +0,753 3,51 +0,824 0,819
Kalcijum, mmol/L 2,29+0,177 2,26 £ 0,168 0,220
Magnezijum, mmol/L 0,96 + 0,154 0,90+0,171 0,066
Neorganski fosfat, mmol/L 1,55+ 0,344 1,54 + 0,375 0,944
CaxP, mmol*/L? 350,78 3,6+0,77 0,350
iPTH, pg/mL 173,9 + 125,72 163,1 + 147,34 0,691
25D, nmol/L 47,4 + 12,22 46,4 + 10,76 0,647

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika
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U ovom ispitivanju nije postojala statisticki znacajna razlika u vrednostima ispitivanih
biomarkera kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizi, koji su bili mladi i stariji
od 60 godina Zivota, izuzev vrednosti BALP koje su bile statisticki zna¢ajno vise kod

pacijenata mladih od 60 godina (p < 0,05).

4.3.3. Vrednosti ispitivanih biomarkera u odnosu na trajanje dijalize

Za svaki parametar Student t-testom ispitano je da li postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika u
vrednostima u odnosu na duzinu trajanja dijalize (< 30 meseci i > 30 meseci) kod HD i
CAPD pacijenata. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = Sd, a statisticka

znacajnost (p) je predstavljena kao vrednost dvostranog testa (Tabele XX—XXI).

Tabela XX Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod HD pacijenata u odnosu

na trajanje dijalize

Biomarker < 30 meseci > 30 meseci p*

ALP, IU/L 64 +17,4 55+17,3 <0,05
BALP, IU/L 26 + 14,2 20+ 11,6 <0,05
TRAP, IU/L 8+11 714 0,682
Beta-CTx, ng/mL 4,16 + 0,916 3,92+1,174 0,395
Kalcijum, mmol/L 2,40 £ 0,123 2,37 £ 0,156 0,350
Magnezijum, mmol/L 0,99+0,114 1,00 + 0,122 0,694
Neorganski fosfat, mmol/L 1,65 + 0,461 1,67 £ 0,383 0,787
CaxP, mmol*/L? 4,2 +1,15 3,9+ 1,08 0,208
iPTH, pg/mL 127,4 + 60,75 111,7 + 88,96 0,497
25D, nmol/L 33,7+ 23,24 30,7 £ 20,47 0,540

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika
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Tabela XXI Poredenje vrednosti odredivanih biomarkera kod CAPD pacijenata u

odnosu na trajanje dijalize

Biomarker < 30 meseci > 30 meseci p*

ALP, IU/L °4+174 o7 + 14,7 0,399
BALP, IU/L 21 +10,2 22 +10,6 0,476
TRAP, IU/L 6+1,6 6+11 0,320
Beta-CTx, ng/mL 3,58 + 0,797 3,430,755 0,389
Kalcijum, mmol/L 2,29 £ 0,167 2,26 £ 0,193 0,383
Magnezijum, mmol/L 0,95 + 0,156 0,88 £ 0,167 <0,05
Neorganski fosfat, mmol/L 1,55+ 0,355 1,53 + 0,377 0,810
CaxP, mmol*/L* 3,5+0,82 3,5+ 0,66 0,963
iPTH, pg/mL 174,9 + 144,75 154,8 + 116,12 0,493
25D, nmol/L 46,5+ 11,71 47,6 +11,23 0,657

*p < 0,05, statisticki znacajna razlika

U ovom ispitivanju dobijene su statisti¢ki znacajno nize vrednosti ALP i BALP kod HD

pacijenata koji su bili na dijalizi duze od 30 meseci (p < 0,05) i statisticki zna¢ajno nize

vrednosti magnezijuma kod CAPD pacijenata koji su bili na dijalizi duze od 30 meseci

(p < 0,05).
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4.3.4. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod predijaliznih pacijenata

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa ispitano je da li raspodela vrednosti analiziranih
biomarkera kod predijaliznih pacijenata prati Gauss-ovu raspodelu. Karakteristike
raspodele za svaki ispitivani biomarker za predijalizne pacijente, prikazane su tabelarno
(Tabela XXII) i graficki (Slika 3 i Slika 4). Ustanovljena je normalna raspodela

vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera kod predijaliznih pacijenata.

Tabela XXI1 Raspodela vrednosti odredivanih biomarkera kod predijaliznih pacijenata

Biomarker X Sd Me | Min | Max | 5-95 percentil | p*

ALP, IU/L 77 44,2 64 30 98 37-93 0,989
BALP, IU/L 32 16,4 23 11 63 14-62 0,779
TRAP, IU/L 7 1,3 8 6 12 6-9 0,829
Beta-CTx, ng/mL 354 | 0,844 | 3,85 | 2,0 5,0 2,42-5,0 0,053
Kalcijum, mmol/L 2,14 | 0,213 | 2,12 | 1,63 | 2,64 1,83-2,57 0,700
Magnezijum, mmol/L 0,86 | 0,146 | 0,84 | 0,57 | 1,17 0,64-1,09 0,788
Neorganski fosfor, mmol/L| 1,49 | 0,308 | 1,55 | 0,96 | 2,26 1,11-2,15 0,739
CaxP, mmol*/L* 31 | 060 | 312 (2,13 443 2,28-4,23 | 0,863
iPTH, pg/mL 350,7 | 197,84 | 343,9 | 56,6 | 964,0 | 58,9-644,1 0,165
25D, nmol/L 29,4 | 10,46 | 30,0 |12,0| 52,0 14,3-48,4 0,688

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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ukrstenih veza kolagena | (beta-CTx) kod predijaliznih pacijenata (PreD)
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4.3.5. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata na hemodijalizi

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa ispitano je da li raspodela vrednosti analiziranih

biomarkera kod ispitivanih hemodijaliziranih pacijenata prati Gauss-ovu raspodelu.

Karakteristike raspodele za svaki ispitivani biomarker za pacijente na hemodijalizi,

prikazane su tabelarno (Tabela XXIII) i graficki (Slika 5 i Slika 6). U ovom ispitivanju

ustanovljena je normalna raspodela vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera kod

pacijenata na hemodijalizi.

Tabela XXI1I Raspodela vrednosti odredivanih biomarkera kod HD pacijenata

Biomarker X Sd Me | Min | Max | 5-95 percentil p*

ALP, IU/L 58 185 | 56 21 100 31-95 0,869
BALP, IU/L 27 26,3 | 20 4 o4 5-45 0,672
TRAP, IU/L 8 1,4 8 5) 19 6-10 0,569
Beta-CTx, ng/mL 221 | 152 | 1,76 | 0,53 | 7,00 0,61-6,75 0,064
Kalcijum, mmol/L 237 [ 0146 | 2,39 | 1,63 | 2,71 2,12-2,60 0,310
Magnezijum, mmol/L 1,00 | 0,117 | 1,01 | 0,06 | 1,63 0,83-1,20 0,568
Neorganski fosfor, mmol/L] 1,66 | 0,396 | 1,63 | 0,61 | 6,92 1,06-2,44 0,984
CaxP, mmol*/L? 39 | 1,09 [ 390|114 | 944 2,20-5,88 | 0,561
iPTH, pg/mL 115,4 | 82,21 | 99,4 | 10,1 | 326,6 13,9-289,4 0,281
25D, nmol/L 39,5 4142 | 234 | 6,0 | 267,0 10,0-70,5 0,210

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 6. Distribucija relativnih frekvencija koncentracija a) kalcijuma, b) magnezijuma,

v) neorganskog fosfata, g) proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP), d)

intaktnog paratiroidnog hormona (iPTH) i d) 25-hidroksi vitamina D (25D) kod

pacijenata na hemodijalizi (HD)
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4.3.6. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata

na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa ispitano je da i

raspodela analiziranih

biomarkera kod ispitivanih pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj

dijalizi prate Gauss-ovu raspodelu.

Karakteristike raspodele za svaki ispitivani

biomarker za ispitivane pacijente na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi,

prikazane su tabelarno (Tabela XXIV) i grafi¢ki (Slika 7 i Slika 8). U ovom ispitivanju

ustanovljena je normalna raspodela vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera kod

pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi.

Tabela XXIV Raspodela vrednosti odredivanih biomarkera kod CAPD pacijenata

Biomarker X Sd Me | Min | Max | 5-95 percentil | p*

ALP, IU/L 55 16,5 57 30 98 30-86 0,483
BALP, IU/L 22 11,4 20 4 50 7-43 0,708
TRAP, IU/L 6 2,7 6 2 14 4-9 0,214
Beta-CTx, ng/mL 3,43 | 0,773 | 3,42 |197| 5,28 2,44-5,01 0,630
Kalcijum, mmol/L 2,27 | 0,176 | 2,25 | 1,74 | 2,96 1,98-2,55 0,363
Magnezijum, mmol/L 091 | 0,251 | 0,93 |0,58 | 1,85 0,67-1,19 0,841
Neorganski fosfat, mmol/L| 1,53 | 0,357 | 152 | 0,79 | 2,94 1,00-2,22 0,587
CaxP, mmol?/L? 3,5 0,77 340 [1,74| 7,32 2,44-5,01 0,640
iPTH, pg/mL 171,4 | 138,47 | 1242 | 5,2 | 515,1 18,8-457,4 0,397
25D, nmol/L 47,0 | 11,83 | 450 |27,0| 76,0 29,0-67,0 0,500

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 7. Distribucija relativnih frekvencija a) aktivnosti ukupne alkalne fosfataze
(ALP), b) aktivnosti kosStanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP), v) aktivnosti tartarat
rezistentne kisele fosfataze (TRAP) i g) koncentracija beta-karboksi terminalog dela
ukrstenih veza kolagena | (beta-CTx) kod pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj

peritonealnoj dijalizi (CAPD)
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Slika 8. Distribucija relativnih frekvencija koncentracija a) kalcijuma, b) magnezijuma,

v) neorganskog fosfata, g) proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP), d)
intaktnog paratiroidnog hormona (iPTH) i d) 25-hidroksi vitamina D (25D) kod

pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD)
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4.4. POREDPENJE VREDNOSTI BALP, TRAP, BETA-CTx | PREPORUCENIH
BIOMARKERA KOD PACIJENATA SA KRAJNJIM STADIJUMOM
BOLESTI BUBREGA U ODNOSU NA KONTROLNU GRUPU

Posto su trenutne preporuke da se nivo metabolizma kostiju kod predijaliznih pacijenata
1 pacijenata na dijalizi procenjuje na osnovu nespecifi¢nih biomarkera za tkivo kostiju
(ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D),
planirano je da se specifi¢ni biomarkeri osteoklasta, osteoblasta i kolagena kostiju,
BALP, TRAP i beta-CTx uporede sa preporuc¢enim biomarkerima kod KSBB pacijenata
I u odnosu na kontrolnu grupu. U tom smislu, ispitana je korelacija koncentracija
BALP, TRAP i beta-CTx sa vrednostima preporuc¢enih biomarkera (ALP, joni

kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D).

4.4.1. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera
kod pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega u odnosu na

vrednosti u kontrolnoj grupi

Radi procene u kojoj su meri izmenjene vrednosti analiziranih biomarkera kod KSBB
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, primenjen je ANOVA test da bi se ustanovilo
da li postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima ispitivanih parametara izmedu
analiziranih grupa, Sto je prikazano graficki za BALP, TRAP i beta-CTx i preporucene
biomarkere (Slike 9-18). Rezultati su prikazani kao boks-plots grafici koji pokazuju 10,
50, 75 1 90 percentil, kao i statisticku znacajnost (p).

Rezultati poredenja ukazuju da su koncentracije BALP i kalcijuma bile znacajno nize
kod predijaliznih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu: BALP (Me: 23 vs. 53 IU/L, p
< 0,001) i kalcijum (Me: 2,12 vs. 2,53 mmol/L, p < 0,01), dok su koncentracije
neorganskog fosfata i iPTH bile zna¢ajno vise kod predijaliznih pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu: 1,55 vs. 1,25 mmol/L, p < 0,05 i 343,9 vs. 38,0 pg/mL, p < 0,01,
redom. Kod HD pacijenata dobijene znacajno nize vrednosti ALP (Me: 56 vs. 69 IU/L,
p <0,001) i 25D (Me: 23,4 vs. 73,5 nmol/L, p < 0,01), kao i BALP (Me: 20 vs. 53 IU/L,
p < 0,001) i kalcijuma (Me: 2,39 vs. 2,53 mmol/L, p < 0,05) u odnosu na kontrolnu
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grupu. Vrednosti ostalih analiziranih biomarkera bile su znacajno razlicite kod HD
pacijenata u odnosu na predijaliznu grupu: neorganski fosfat (Me: 1,63 vs. 1,55
mmol/L, p < 0,05), CaxP (Me: 3,90 vs. 3,12 mmol?/L?, p < 0,05), iPTH (Me: 99,4 vs.
343,9 pg/mL, p < 0,05) i beta-CTx (Me: 1,76 ng/mL vs. 3,85 ng/mL, p < 0,05). U
odnosu na kontrolnu grupu, CAPD pacijenti su imali zna¢ajno vise vrednosti (Student t-
test, p < 0,05): TRAP (Me: 6 vs. 5 IU/L), neorganskog fosfata (Me: 1,52 vs. 1,25
mmol/L), CaxP (Me: 3,40 vs. 2,9 mmol?/L?) i iPTH (Me: 124,2 vs. 38,0 pg/mL).
Vrednosti ALP, BALP i kalcijuma kod CAPD pacijenata su bile zna¢ajno niZe u odnosu
na kontrolnu grupu: ALP (Me: 57 vs. 69 IU/L, p < 0,05) i BALP (Me: 20 vs. 53 IU/L, p
< 0,001) i kalcijum (Me: 2,25 vs. 2,53 mmol/L, p < 0,01), dok je za magnezijum
dobijena grani¢na statisticka znacajnost (p = 0,057). Vrednosti BALP i iPTH kod
CAPD pacijenata su bile znacajno nize (p < 0,05) u odnosu na predijalizne pacijente
(Me: 20 IU/L vs. 23 1U/L i 124,2 pg/mL vs. 343,9 pg/mL). Takode, dobijene su
znacajno nize vrednosti 25D kod predijaliznih i HD pacijenata u odnosu na CAPD (Me:
30,0 nmol/L i Me: 23,4 nmol/L vs. Me: 45,0 nmol/L).
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Slika 9. Koncentracije koStanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP) kod predijaliznih
pacijenata (PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata na kontinuiranoj
ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi
(KG)
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Slika 10. Koncentracije tartarat rezistentne kisele fosfataze (TRAP) kod predijaliznih
pacijenata (PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata na kontinuiranoj
ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi
(KG)
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Slika 11. Koncentracije beta-karboksi terminalog dela ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx) kod predijaliznih pacijenata (PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata
na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u
kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 12. Koncentracije alkalne fosfataze (ALP) kod predijaliznih pacijenata (PreD),
pacijenata na hemodijalizi (HD) 1 pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj
peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 13. Koncentracije kalcijuma (Ca) kod predijaliznih pacijenata (PreD), pacijenata
na hemodijalizi (HD) i pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi

(CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 14. Koncentracije magnezijuma (Mg) kod predijaliznih pacijenata (PreD),

pacijenata na hemodijalizi

peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 15. Koncentracije neorganskog fosfata (P) kod predijaliznih pacijenata (PreD),

pacijenata na hemodijalizi (HD) 1 pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj

peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 16. Koncentracije proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) kod
predijaliznih pacijenata (PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata na
kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u

kontrolnoj grupi (KG)
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Slika 17. Koncentracije intaktnog paratiroidnog hormona (iPTH) kod predijaliznih
pacijenata (PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata na kontinuiranoj
ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi
(KG)
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Slika 18. Koncentracije 25-hidroksi vitamina D (25D) kod predijaliznih pacijenata
(PreD), pacijenata na hemodijalizi (HD) i pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj

peritonealnoj dijalizi (CAPD) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi (KG)

4.4.2. Korelacija vrednosti BALP, TRAP i beta-CTx sa vrednostima preporucenih

biomarkera kod predijaliznih pacijenata

Da bi se ustanovila povezanost nivoa BALP, TRAP i beta-CTx sa nivoima preporu¢enih
biomarkera (ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i
25D) za pracenje metabolizma kostiju odreden je Spearmenov koeficijent korelacije
koncentracija specifi¢nih sa preporuc¢enim analiziranim biomarkerima kod predijalizinih
pacijenata (Tabela XXV—-XXVII). Mada koeficijenti korelacije izmedu specifi¢nih

biomarkera nisu bili visoki, korelacija je bila statisticki znacajna.
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Tabela XXV Korelacija vrednosti BALP sa vrednostima TRAP, beta-CTx, ALP,

kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod predijaliznih

pacijenata
Biomarker BALP (IUIL)
r 95% CI p*

TRAP (IU/L) 0,321 0,146—0,496 p <0,05
Beta-CTx (ng/mL) -0,315 -0,788-0,392 p <0,05
ALP (IU/L) 0,616 0,388-0,773 p < 0,001
Kalcijum (mmol/L) -0,288 -0,405 do -0,171 p <0,05
Magnezijum (mmol/L) -0,136 -0,426-0,179 p = 0,396
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,177 -0,460-0,138 p =0,268
CaxP (mmol?/L?) 0,240 -0,272-0,646 p=0,353
iPTH (pg/mL) -0,019 -0,321-0,287 p = 0,905
25D (nmol/L) -0,113 -0,625-0,467 p=0,114

*p < 0,05 - postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera

Tabela XXVI Korelacija vrednosti TRAP sa vrednostima beta-CTx, ALP, kalcijuma,

magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod predijaliznih pacijenata

Biomarker TRAP (IUIL)
r 95% CI p*

Beta-CTx (ng/mL) 0,280 -0,529-0,823 p =0,501
ALP (IU/L) 0,112 -0,220-0,421 p =0,508
Kalcijum (mmol/L) -0,149 -0,459-0,194 p = 0,395
Magnezijum (mmol/L) -0,463 -0,582 do -0,344 p <0,01
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,301 -0,426 do -0,176 p < 0,05
CaxP (mmol“/L?) -0,099 -0,598—0,455 p=0,736
iPTH (pg/mL) -0,044 -0,368-0,288 p=0,796
25D (nmol/L) -0,214 -0,743-0,480 p =0,552

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera
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Tabela XXVII Korelacija vrednosti beta-CTx sa vrednostima ALP, kalcijuma,

magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod predijaliznih pacijenata

Beta-CTx (ng/mL)

Biomarker
r 95% ClI p*

ALP (IU/L) -0,142 -0,708-0,536 p = 0,695
Kalcijuma (mmol/L) 0,597 -0,111-0,903 p < 0,05
Magnezijuma (mmol/L) -0,013 -0,637-0,622 p=0,973
Neorganskog fosfata (mmol/L) -0,333 -0,796-0,375 p =0,347
CaxP (mmol?/L?) -0,178 -0,703-0,472 p=0,599
iPTH (pg/mL) 0,012 -0,622-0,637 p=0,973
25D (nmol/L) -0,411 -0,658 do -0,084 p <0,05

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera

Za biomarkere izmedu kojih je postojala statistiCki znacajna korelacija, linearnom

regresionom analizom graficki je prikazana povezanost u okviru 95% CI i 95%

predikcionog intervala (Slike 19-21).
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Slika 19. Korelacija vrednosti kostanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP) sa

vrednostima ukupne alkalne fosfataze (ALP), tartarat rezistentne kisele fosfataze

(TRAP), beta-karboksi terminalnog dela ukrsteninh veza kolagena | (beta-CTx) i

kalcijuma kod predijaliznih pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i

95% predikcionog intervala
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Slika 20. Korelacija vrednosti tartarat rezistentne Kkisele fosfataze (TRAP) sa

vrednostima magnezijuma i fosfora kod predijaliznih pacijenata; grafici prikazuju

korelaciju u okviru 95% ClI i 95% predikcionog intervala
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Slika 21. Korelacija vrednosti beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena |

(beta-CTx) sa vrednostima kalcijuma i 25-hidroksi vitamina D (25D) kod predijaliznih

pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95% predikcionog intervala
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4.43. Korelacija vrednosti BALP, TRAP i beta-CTx sa vrednostima

preporucenih biomarkera kod pacijenata na hemodijalizi

Da bi se ustanovila povezanost nivoa BALP, TRAP i beta-CTx sa nivoima preporu¢enih
biomarkera (ALP, kalcijuma, magnezijuma, fosfora, CaxP, iPTH i 25D) za pracenje
metabolizma kostiju odreden je Spearmenov koeficijent korelacije koncentracija
ispitivanih sa preporu¢enim analiziranim biomarkerima kod pacijenata na hemodijalizi
(Tabela XXVII-XXX). Mada koeficijenti korelacije izmedu ispitivanih biomarkera nisu

bili visoki, korelacija je bila statisticki znacajna.

Tabela XXVIII Korelacija vrednosti BALP sa vrednostima TRAP, beta-CTx, ALP,

kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, IPTH i 25D kod HD pacijenata

Biomarker BALP (IUL)
r 95% ClI p*

TRAP (1U/L) 0,297 0,011-0,583 p <0,05
Beta-CTx (ng/mL) 0,504 0,121-0,887 p <0,01
ALP (IU/L) 0,353 0,291-0,415 p <0,001
Kalcijum (mmol/L) -0,242 -0,421-0,063 p < 0,05
Magnezijum (mmol/L) 0,086 -0,113-0,279 p =0,394
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,493 -0,964 do -0,022 p < 0,05
CaxP (mmol?/L?%) -0,289 -0,372 do -0,206 p<0,05
iIPTH (pg/mL) 0,540 0,402-0,560 p <0,01
25D (nmol/L) -0,225 -0,442-0,008 p <0,05

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera
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Tabela XXIX Korelacija vrednosti TRAP sa vrednostima beta-CTx, ALP, kalcijuma,
magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod HD pacijenata

Biomarker TRAP (IUIL)
r 95% CI p*

Beta-CTx (ng/mL) -0,217 -0,314 do -0,120 p <0,05
ALP (IU/L) 0,026 -0,176-0,226 p =0,802
Kalcijum (mmol/L) -0,079 -0,269-0,115 p=0,422
Magnezijum (mmol/L) -0,214 -0,335 do -0,093 p <0,05
Neorganski fosfat (mmol/L) 0,039 -0,165-0,240 p=0,707
CaxP (mmol“/L?) -0,065 -0,259-0,133 p=0,517
iIPTH (pg/mL) 0,368 0,246—0,490 p <0,05
25D (nmol/L) 0,278 0,198-0,358 p <0,05

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera

Tabela XXX Korelacija vrednosti beta-CTx sa vrednostima ALP, kalcijuma,

magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod HD pacijenata

Beta-CTx (ng/mL)
Biomarker
r 95% ClI p*

ALP (1U/L) -0,036 -0,235-0,165 p=0,725
Kalcijum (mmol/L) 0,127 -0,068-0,313 p =0,202
Magnezijum (mmol/L) 0,011 -0,185-0,206 p=0,911
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,043 -0,242-0,160 p =0,681
CaxP (mmol?/L%) 0,217 0,023-0,396 p < 0,05
iPTH (pg/mL) 0,516 0,461-0,541 p <0,01
25D (nmol/L) 0,028 -0,153-0,239 p = 0,656

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera
Za biomarkere izmedu kojih je postojala statisticki znacajna korelacija, linearnom

regresionom analizom graficki je prikazana povezanost u okviru 95% CI i 95%

predikcionog intervala (Slike 22—24).

115




-] o L) =
S0 = ’ S0
—_— - o
- . — o
10 . 6o 0l
= o = L
E_ - d 30
(-] ="
= - — 3
- e
= 20 g 0
) | [=] L
==} ==
10 = 10 =
[+] (4]
4 =1 1 1 L 1 oy
20 40 ol L) 100 5
HD ALP, ILVL HD TRAP, ILVL
60 60 =
S0 ) - e — S0
- _.—-—'—'_'_'_'_'_'_'_ =) € o
—_— = o
ol o o El
5 ¢ 5 .0
= sof = sof .
o = @_ o O -
= = <
= 20 = 20k —
a a - -
= =
10 10
[s] (4]
1ok 1 1ok 1 1 1 1 1 1 1 1
1 2.0 2.1 22 23 24 2.5 2.6 27 28
D Kaleijum, mmol/T.
60 = 60 =
50
A =
= =
= =]
- 30 s
=" ="
= =
- -
| 20 [=:]
= L =
== =
10}
(4]
10k 1 -
1 2 3 4 : ] 7 ] 50 100 150 200 250 300 350
HD CaxP, mmol*/1L? HD iPTH, pg/mL

HD BALP, IU/L

L] 20 40 ] 80 100
HL» 250, nmaol/L

Slika 22. Korelacija vrednosti kostanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP) sa
vrednostima ukupne alkalne fosfataze (ALP), tartarat rezistentne kisele fosfataze
(TRAP), beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena 1 (beta-CTx),
kalcijuma, proizvoda kalcijuma i fosfora (CaxP), iPTH i 25-hidroksi vitamina D (25D)
kod HD pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95% predikcionog

intervala
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Slika 23. Korelacija vrednosti tartarat rezistentne kisele fosfataze (TRAP) sa
vrednostima beta-karboksi terminalnog dela ukrstenin veza kolagena | (beta-CTx),
magnezijuma, iPTH i 25-hidroksi vitamina D (25D) kod HD pacijenata; grafici

prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95% predikcionog intervala
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Slika 24. Korelacija vrednosti beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena |
(beta-CTx) sa vrednostima proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) i iPTH
kod HD pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95% predikcionog

intervala
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4.4.4. Korelacija vrednosti BALP, TRAP i beta-CTx sa vrednostima
preporucenih biomarkera kod pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj

peritonealnoj dijalizi

Da bi se ustanovila povezanost nivoa BALP, TRAP i beta-CTx sa nivoima preporuc¢enih
biomarkera (ALP, kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D) za
pracenje metabolizma kostiju odreden je Spearmenov koeficijent korelacije
koncentracija ispitivanih sa preporuc¢enim analiziranim biomarkerima kod pacijenata na
kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (Tabela XXXI-XXXIII). Mada
koeficijenti korelacije izmedu ispitivanih biomarkera nisu bili visoki, korelacija je bila

statisticki znacajna.

Tabela XXXI Korelacija vrednosti BALP sa vrednostima TRAP, beta-CTx, ALP,
kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iIPTH i 25D kod CAPD pacijenata

Biomarker BALP (IUIL)
r 95% CI p*

TRAP (1U/L) 0,321 0,287-0,355 p<0,05
Beta-CTx (ng/mL) 0,427 0,291-0,563 p <0,05
ALP (IU/L) 0,406 0,222—-0,561 p <0,0001
Kalcijum (mmol/L) -0,287 -0,456 do -0,096 p <0,05
Magnezijum (mmol/L) -0,029 -0,220-0,162 p=0,761
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,200 -0,377 do -0,010 p <0,05
CaxP (mmol?/L?%) -0,294 -0,465 do -0,103 p < 0,05
iPTH (pg/mL) 0,320 0,217-0,423 p <0,05
25D (nmol/L) 0,318 0,136-0,479 p <0,001

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera
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Tabela XXXII Korelacija vrednosti TRAP sa vrednostima beta-CTx, ALP, kalcijuma,

magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod CAPD pacijenata

Biomarker TRAP (IULL)
r 95% CI p*

Beta-CTx (ng/mL) -0,211 -0,326—0,096 p <0,05
ALP (IU/L) 0,086 -0,116-0,280 p =0,404
Kalcijum (mmol/L) -0,011 -0,202-0,182 p =0,916
Magnezijum (mmol/L) -0,312 -0,422 do -0,202 p <0,05
Neorganski fosfat (mmol/L) 0,221 0,042-0,400 p < 0,05
CaxP (mmol“/L?) 0,203 0,010-0,383 p = 0,040
iIPTH (pg/mL) 0,341 0,212—0,470 p <0,05
25D (nmol/L) 0,215 0,030-0,386 p<0,05

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera

Tabela XXXIIlI Korelacija vrednosti beta-CTx sa vrednostima ALP, kalcijuma,

magnezijuma, neorganskog fosfata, CaxP, iPTH i 25D kod CAPD pacijenata

Beta-CTx (ng/mL)

Biomarker
r 95% CI p*

ALP (1U/L) 0,250 0,043-0,437 p < 0,05
Kalcijum (mmol/L) -0,049 -0,240-0,154 p =0,637
Magnezijum (mmol/L) -0,059 -0,253-0,139 p = 0,556
Neorganski fosfat (mmol/L) -0,035 -0,230-0,162 p=0,728
CaxP (mmol“/L?) 0,017 -0,187-0,220 p =0,870
iPTH (pg/mL) -0,079 -0,277-0,124 p=0,443
25D (nmol/L) 0,274 0,128-0,420 p <0,05

*p < 0,05 — postoji znacajna korelacija izmedu biomarkera

Za biomarkere izmedu kojih je postojala statistiCki znacajna korelacija, linearnom

regresionom analizom graficki je prikazana povezanost u okviru 95% CI i 95%

predikcionog intervala (Slike 25-27).
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Slika 25. Korelacija vrednosti kostanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP) sa

vrednostima ukupne alkalne fosfataze (ALP), tartarat rezistentne kisele fosfataze

(TRAP), beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena 1 (beta-CTx),

kalcijuma, fosfora, proizvoda kalcijuma i fosfora (CaxP), iPTH i 25-hidroksi vitamina
D (25D) kod CAPD pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95%
predikcionog intervala
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Slika 26. Korelacija vrednosti tartarat rezistentne kisele fosfataze (TRAP) sa

vrednostima beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena | (beta-CTx),

magnezijuma, fosfora, iPTH i 25-hidroksi vitamina D (25D) kod CAPD pacijenata;

grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95% predikcionog intervala
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Slika 27. Korelacija vrednosti beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena |
(beta-CTx) sa vrednostima ukupne alkalne fosfataze (ALP) i 25-hidroksi vitamina D
(25D) kod CAPD pacijenata; grafici prikazuju korelaciju u okviru 95% CI i 95%

predikcionog intervala

45. POREPENJE BALP, TRAP, BETA-CTx I PREPORUCENIH
BIOMARKERA U ODNOSU NA NIVOE iPTH, VREDNOSTI VITAMINA
D I PROIZVODA KALCIJUMA | NEORGANSKOG FOSFATA

Preporuke su da se u odnosu na tri razli¢ita nivoa iPTH moZe proceniti ubrzan,
normalan ili usporen metabolizam kostiju, pa je planirano da se ispita u kojoj su meri
izmenjene vrednosti specificnih biomarkera u odnosu na preporucene, u sva tri nivoa
vrednosti iPTH (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL, > 300 pg/mL), odnosno koji biomarker
najbolje prati niske, srednje i visoke nivoe iPTH, tj. pomoc¢u koga biomarkera je
moguce proceniti nizak, normalan ili ubrzan metabolizam kostiju. Takode, kod KSBB
pacijenata adekvatno dozirana terapija vitaminom D, moze u velikoj meri spreciti
pogorSanje metabolizma kostiju upravo na osnovu vrednosti specifi¢nih biomarkera
kostiju uz paralelno merenje nivoa 25D. U odnosu na ovu ¢injenicu, ispitivace se u
kojoj meri su izmenjeni analizirani biomarkeri kod nedovoljnih i dovoljnih nivoa 25D,

tj. koji biomarker najbolje korelira sa nivoima 25D.
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Kao posledica dugotrajne bolesti bubrega i neadekvatnog regulisanja nivoa kalcijuma i
fosfora, kod KSBB pacijenata moze da se razvije kalcifikacija mekih tkiva, najcesce
vaskularna kalcifikacija. Preporuke su da proizvod CaxP bude kontrolisan kako bi se
izbegla ektopi¢na kalcifikacija. Zato je bilo potrebno da se ispita kako nivo CaxP prati
biomarkere metabolizma kostiju u sva tri nivoa iPTH, kao i nedovoljne i dovoljne nivoe
25D.

4.5.1. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera u

odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH

Da bi se procenilo u kojoj meri BALP, TRAP, beta-CTx i preporuceni biomarkeri prate
nivoe IPTH, ispitana je raspodela vrednosti analiziranih biomarkera u odnosu na nivoe
IPTH: < 150 pg/mL, 150—300 pg/mL i > 300 pg/mL kod predijaliznih i dijaliziranih
pacijenata, posebno. U odnosu na nivoe iPTH americ¢ka organizacija NKF i KDOQI je
klasifikovala nivo metabolizma kostiju na usporen i ubrzan metabolizam kostiju (< 150
pg/mL i > 300 pg/mL). Vrednosti iPTH 150—-300 pg/mL ukazuju na normalan

metabolizam kostiju.

U Tabelama XXXIV—XLIII je prikazana raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTX i
preporucenih biomarkera u odnosu na tri razli¢ita nivoa iPTH, posebno za predijalizne i
dijalizirane pacijente. Grupe predijaliznih, HD i CAPD pacijenata su predstavljene
rimskim brojevima I, Il i Il u odnosu na nivoe iPTH: < 150 pg/mL, 150—-300 pg/mL i >
300 pg/mL, redom. Kolmogorov-Smirnov testom utvrdena je normalna raspodela
vrednosti analiziranih parametara kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata, podeljenih
u grupe u odnosu na nivoe iPTH, izuzev vrednosti BALP kod pacijenata na hemodijalizi
koji su imali iPTH nivoe > 300 pg/mL i vrednosti 25D kod pacijenata na hemodijalizi
koji su imali iPTH < 150 pg/mL. Primenom Wilcoxonovog testa za parametre koji nisu
imali normalnu raspodelu i parametarskog ANOVA testa za parametre sa normalnom
raspodelom ustanovljeno je da su postojale statisti¢ki znacajne razlike izmedu pojedinih
grupa pacijenata (Slike 28-37). Student t-test je pokazao da su kod predijaliznih
pacijenata znacajno nize vrednosti beta-CTx u grupi Il (p < 0,01), kao i vrednosti

kalcijuma i 25D (p < 0,05), dok su nivoi ostalih parametara znacajno vise (p < 0,05).
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Kod HD pacijenata vrednosti BALP su bili znacajno visi u grupi Il (Wilcoxonov test, p
< 0,05), dok su vrednosti TRAP bili znac¢ajno visi u grupi I (Student t-test, p < 0,05);
koncentracije beta-CTx su bile znacajno nize u grupi I (Student t-test, p < 0,01) u
odnosu na Il i 11, kao i zna¢ajno nize u grupi II u odnosu na grupu III (Student t-test, p
< 0,01); koncentracije kalcijuma su bile znac¢ajno nize u grupi III, a fosfora i CaxP u
grupi II u odnosu na ostale grupe. Kod CAPD pacijenata nivoi TRAP su bili znacajno
visi u 111 grupi (Student t-test, p < 0,05), a koncentracije fosfora i CaxP nacajno nize u
grupi 11 (Student t-test, p < 0,05).
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Tabela XXXIV Raspodela vrednosti BALP u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150—-300 pg/mL; Il >
300 pg/mL)

BALP (IU/L)
Nivo iPTH N X Sd Me | Min | Max p*
[ 9 34 182 | 25 14 | 62 | 0,560
PreD I 8 31 16,4 | 31 13 | 63 | 0526
T 23 33 16,1 | 32 11 | 63 | 0,485
[ 57 16 7,2 16 3 38 | 0,197
HD I 25 20 7,2 24 7 48 | 0,588
T 30 50 24,4 | 60 10 | 145 | 0,040
[ 54 20 10,7 | 18 5 46 | 0,489
CAPD I 23 21 9,3 22 4 40 | 0,914
i 37 25 121 | 22 12 | 50 | 0,583

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 28. Koncentracije kostanog izoenzima alkalne fosfataze (BALP) u odnosu na
niske, preporucene i visoke nivoe iPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD
pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90
percentil.
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Tabela XXXV Raspodela vrednosti TRAP u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150-300 pg/mL; Il >
300 pg/mL)

TRAP (1U/L)
Nivo iPTH N X Sd Me | Min Max p*
| 9 7 1,1 7 5 9 0,987
PreD 1 8 7 1,4 8 6 9 0,442
i 23 7 1,3 7 6 9 0,989
| S7 8 1,1 8 6 11 0,553
HD 1 25 8 1,2 8 5 10 0,843
i 30 8 1,3 7 6 10 0,255
| 54 6 2,1 6 3 9 0,782
CAPD 1 23 6 2,2 5) 2 8 0,757
i 37 7 2,4 7 3 13 0,760
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 29. Koncentracije tartarat rezistentne kisele fosfataze (TRAP) u odnosu na niske,
preporucene i visoke nivoe iPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata.
Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XXXV Raspodela vrednosti beta-CTx u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150—300 pg/mL; 1l >
300 pg/mL)

beta-CTx (ng/mL)

Nivo iPTH N X Sd Me | Min | Max p*
I 9 3,88 | 0,882 | 394 | 242 | 5,00 0,855
PreD I 8 2,87 | 0,343 | 3,00 2,42 | 3,07 0,183

1l 23 366 | 0,836 |393| 2,01 | 505 0,227
I 57 193 | 1,031 153 | 054 | 3,93 0,266
HD 1 25 207 | 1,373 |231| 0,54 | 7,00 0,256
1l 30 303 | 1,705 |3,21| 0,54 | 7,00 0,298
I 54 345 | 0,734 | 3,37 | 197 | 528 0,819
CAPD 1 23 3,79 | 0,774 | 3,63 | 2,57 | 511 0,654
1l 37 345 | 0861 |319| 2,16 | 511 0,643

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)

s5F [— F Goo [r—
WL L
E 5
3 -1 — 4 - —_
=" [ -
2t A |
2F | I
T —— BN
t 'r pu— —
O N 1 L Y] od L 1
I o ot I i juis
PreD beta-CTx, ng/mL HD beta-CTx. ng/mL
sF
a4k _l—
r I I T
3 __ [ ]
1
(V)

1 ! L
I il 1L
CAPD beta-CTx, ng/mL

Slika 30. Koncentracije beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena I (beta-
CTx) u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH kod predijaliznih (PreD), HD
I CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50,
75190 percentil.
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Tabela XXXVII Raspodela vrednosti ALP u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150—300 pg/mL; 1l >
300 pg/mL)

ALP (1U/L)
Nivo iPTH N X Sd | Me | Min | Max p*
[ 9 69 | 351 | 64 | 30 140 0,936
PreD I 8 58 | 152 | 53 | 46 89 0,481

1l 23 84 50,3 | 68 41 276 0,065
I 57 57 18,4 | 54 27 100 0,406
HD 1 25 60 17,2 | 59 38 94 0,851
1l 30 57 18,4 | 53 29 100 0,339
I 54 56 16,2 | 57 30 96 0,926
CAPD 1 23 52 17,1 | 55 30 86 0,886
1l 37 57 18,1 | 55 30 98 0,742

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 31. Koncentracije ALP u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD) HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots
grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XXXVIII Raspodela vrednosti kalcijuma u odnosu na razlicite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150—300 pg/mL; 1l >
300 pg/mL)

Kalcijum (mmol/L)

Nivo iPTH N X Sd Me Min Max p*
I 9 2,20 | 0,232 2,19 1,94 2,64 0,927
PreD 1 8 2,18 | 0,242 2,08 1,88 2,56 0,771

i | 23 2,14 | 0,211 2,15 1,81 2,59 0,475
| 57 2,39 | 0,143 2,41 2,08 2,71 0,440
HD 1 25 2,36 | 0,163 2,39 2,04 2,62 0,316
i | 30 2,37 | 0,144 2,38 2,09 2,68 0,885
| 54 2,29 | 0,172 2,25 1,87 2,67 0,278
CAPD 1 23 2,27 | 0,171 2,23 1,98 2,63 0,758
mn | 37 2,24 | 0,174 2,24 191 2,60 0,807

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)

PreD Kalcijum, mmol/L HD Kalenjum, mmol/L

0

20
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Slika 32. Koncentracije kalcijuma u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH
kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots
grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XXXIX Raspodela vrednosti magnezijuma u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH
kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; 11 150—300 pg/mL; 11

> 300 pg/mL)
Magnezijum (mmol/L)
Nivo iPTH N X Sd Me Min | Max p*
| 9 0,84 0,164 | 0,82 0,60 1,17 0,490
PreD 1 8 0,87 0,204 | 0,85 0,57 1,13 0,953
i 23 08 | 0122 | 0,84 | 0,66 | 1,08 0,924
| 57 1,00 0,111 | 1,02 0,79 1,26 0,881
HD 1 25 1,01 0,115 | 1,01 0,86 1,28 0,989
i 30 099 | 0123 | 099 | 083 | 1,28 0,811
| 54 0,96 0,173 | 0,97 0,58 1,40 0,906
CAPD 1 23 0,90 0,122 | 0,89 0,66 1,11 0,980
i 37 09 | 0161 | 090 | 058 | 1,19 0,924
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 33. Koncentracije magnezijuma u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe

IPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-

plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XXXL Raspodela vrednosti neorganskog fosfata u odnosu na razli¢ite nivoe
IPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; 1l 150—300

pg/mL; 111 > 300 pg/mL)

Neorganski fosfat (mmol/L)
Nivo iPTH N X Sd | Me | Min | Max p*
| 9 1,42 0,343 | 1,37 | 0,96 1,90 0,989
PreD 1 8 1,64 0,372 | 1,60 | 1,11 2,26 0,995
1] 23 1,51 0,312 | 1,53 | 1,13 2,24 0,753
| 57 1,70 0,405 | 1,66 | 1,04 2,68 0,964
HD 1 25 1,56 0,384 | 1,59 | 0,90 2,44 0,890
1 | 30 1,68 | 0411 |1,71| 0,89 | 250 | 0,986
| 54 1,58 0,321 | 1,56 | 0,79 2,50 0,977
CAPD 1 23 1,44 0,303 | 1,45 | 1,02 2,14 0,714
| 37 1,53 | 0462 | 1,49 | 089 | 240 | 0,835

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 34. Koncentracije fosfora u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH

kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots

grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLI1 Raspodela vrednosti proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) u
odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I <
150 pg/mL; 11 150—300 pg/mL; I11 > 300 pg/mL)

CaxP (mmol%/L?)
Nivo iPTH N X Sd Me Min Max p*
| 9 32 | 0,73 | 3.2 2,1 4,2 0,998
PreD I 8 33 | 053 | 34 2,3 3,7 0,778
| 23 | 31 | 062 | 31 2,2 4,4 0,636
| 57 | 41 | 107 | 40 1,8 6,6 0,968
HD I | 25 | 41 | 127 | 37 2,2 6,8 0,461
| 30 | 37 | 1,00 | 38 1,9 59 0,981
| 54 | 36 | 071 | 36 2,5 5,2 0,507
CAPD I | 23 | 32 | 072 | 32 2,1 48 0,728
| 37 | 34 | 091 | 32 1,9 51 0,878

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 35. Koncentracije proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) u odnosu na
niske, preporuc¢ene i visoke nivoe iPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD
pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90

percentil.
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Tabela XLII Raspodela vrednosti iPTH u odnosu na razli¢ite nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; Il 150—300 pg/mL; 11l >
300 pg/mL)

iPTH (pg/mL)

Nivo iPTH N X Sd Me Min | Max p*
I 9 95,9 41,12 | 68,0 | 56,6 | 140,6 | 0,305
PreD 1 8 220,3 | 35,63 | 224,0 | 166,0 | 263,0 | 0,682

i 23 473,4 | 139,73 | 443,0 | 311,0 | 950,0 | 0,804
I 57 71,9 4221 | 641 | 0,10 | 149,1 | 0,511
HD 1 25 209,7 | 50,41 | 201,9 |140,5| 296,7 | 0,397
1l 30 662,5 | 296,22 | 658,5 |309,3 | 1150,0 | 0,125
I 54 79,0 46,21 | 85,0 6,2 | 180,7 | 0,512
CAPD 1 23 2144 | 42,34 | 2240 | 151,7 | 293,6 | 0,577
1l 37 3949 | 63,23 | 369,8 | 304,9 | 515,1 | 0,310

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 36. Koncentracije iPTH u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots
grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLI11 Raspodela vrednosti 25-hidroksi vitamina D u odnosu na razli¢ite nivoe
IPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata (I < 150 pg/mL; 1l 150—300
pg/mL; 111 > 300 pg/mL)

25-hidroksi vitamina D (nmol/L)

Nivo iPTH N X Sd Me | Min Max p*
I 9 28,2 | 10,72 | 30,0 | 12,0 45,0 0,997
PreD I 8 23,2 9,72 | 21,0 12,0 36,0 0,986

1l 23 | 339 981 |325]| 17,0 52,0 0,815
I 57 | 40,9 | 36,92 | 478 | 9,0 267,0 0,004
HD 1 25 | 355 | 2451 | 283 | 90 78,7 0,162
1l 30 | 357 | 21,04 | 331 60 64,0 0,486
I 54 | 46,2 | 13,84 | 47,0 8,0 67,0 0,561
CAPD 1 23 | 413 | 1433 |43,0| 10,0 67,0 0,478
i 37 | 46,4 | 1652 | 47,0 6,0 76,0 0,807

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 37. Koncentracije 25-hidroksi vitamina D u odnosu na niske, preporucéene i visoke
nivoe iIPTH kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni
kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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4.5.2. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera u

odnosu na nedovoljne i dovoljne nivoe 25-hidroksi vitamina D

Da bi se procenilo u kojoj meri terapija vitaminom D i njegovim analozima uti¢e na
vrednosti ispitivanih biomarkera BALP, TRAP, beta-CTx, kao i preporuc¢enih
biomarkera za prac¢enje metabolizma kostiju, ispitana je raspodela ovih parametara u
odnosu na nedovoljne i dovoljne nivoe 25D. Americke organizacije (NKF i KDOQI) i
nacionalno udruZenje za edukaciju pacijenata sa bolestima bubrega (National Kidney
Disease Education Program, NKDEP) su dale preporuke za nivoe vitamina D koje bi
trebalo odrzavati kod KSBB pacijenata u odnosu na nivoe iPTH. Smatra se da su niski
nivoi 25D udruzeni sa smanjenim metabolizmom kostiju, a ta¢no definisana ,,cut-off*
vrednost jo$ nije utvrdena kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata. U radu su
predijalizni, HD i CAPD pacijenti podeljeni u dve grupe I i Il u zavisnosti od vrednosti
25D: < 50 nmol/L i > 50 nmol/L, redom. Koncentracije 25D < 50 nmol/L ukazuju na
nedostatak vitamina D, a samim tim i pove¢anu verovatno¢u od usporenog metabolizma

kostiju.

U Tabelama XLIV—LIII je prikazana raspodela BALP, TRAP, beta-CTx i preporu¢enih
biomarkera za procenu metabolizma kostiju u odnosu na nedovoljne i dovoljne nivoe
25D za KSBB pacijente. Primenom Kolmogorov-Smirnov testa utvrdeno je da su
vrednosti ispitivanih biomarkera u I i Il grupi predijaliznih, HD i CAPD pacijenata
pokazivale normalnu raspodelu, izuzev vrednosti iPTH kod CAPD pacijenata koji su
imali nivoe 25D > 50 nmol/L i vrednosti 25D kod HD pacijenata koje su < 50 nmol/L.
Primenom Kruskal-Wallisovog testa nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu

vrednosti ispitivanih biomarkera u analiziranim subgrupama (Slike 38—47).
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Tabela XLIV Raspodela vrednosti BALP u odnosu na nivoe 25D (I <50 nmoL/L; Il >

50 nmol/L)
BALP (1U/L)
Nivo 25D N X Sd Me | Min | Max p*
| 34 33 16,2 31 11 63 0,428
PreD
I 6 34 13,3 28 20 58 0,848
HD I 80 23 19,1 19 4 145 0,054
1 32 25 23,1 23 3 142 0,062
I 63 19 9,2 18 4 43 0,698
CAPD
I 51 | 26 | 124 | 23 8 50 0,583
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 38. Koncentracije BALP u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su

predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLV Raspodela vrednosti TRAP u odnosu na nivoe 25D (I <50 nmoL/L; Il >

50 nmol/L)
TRAP (IU/L)
Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*
| 34 7 14 7 5 9 0,941
PreD
I 6 8 1,3 7 7 9 0,903
I 80 8 1,7 8 5 11 0,721
HD
1 32 8 1,3 7 6 10 0,493
I 63 6 2,5 6 2 14 0,434
CAPD
I 51 | 6 13 6 4 10 0,915
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 39. Koncentracije TRAP u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su
predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.

137



Tabela XLVI Raspodela vrednosti beta-CTx u odnosu nivoe 25D (I < 50 nmoL/L; Il >
50 nmol/L)

beta-CTx (ng/mL)

Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*
oreD I 34 365 | 0,864 | 3,86 | 200 | 5,00 0,191
re
T 6 352 | 0355 | 355 | 3,01 3,93 0,958
o I 80 221 | 1532 | 163 | 054 | 7,00 0,067
T 32 204 | 1527 | 185 | 054 | 7,00 0,061
I 63 357 | 0733 | 356 | 216 | 5,28 0,245
CAPD
I 51 3,42 0,844 | 3,34 | 1,97 5,24 0,308

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)

PreD beta-CTx, ng/mL HD beta-CTx, ng/mL

oF L L
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Slika 40. Koncentracije beta-karboksi terminalnog dela ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx) u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50 nmoL/L; 11 > 50 nmol/L) kod
predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots
grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLVII Raspodela vrednosti ALP u odnosu nivoe 25D (I <50 nmoL/L; 1l > 50

nmol/L)
ALP (1U/L)
Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*
I 34 77 45,4 64 30 276 0,052
PreD
I 6 63 13,6 62 46 86 0,558
HD I 80 56 16,1 53 29 100 0,506
I 32 62 21,2 58 27 100 0,176
I 63 51 17,7 50 30 96 0,581
CAPD
I 51 61 | 151 60 37 98 0,250
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 41. Koncentracije ALP u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su

predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLVIII Raspodela vrednosti kalcijuma u odnosu na nivoe 25D (I < 50 nmoL/L;
I1 > 50 nmol/L)

Kalcijum (mmol/L)

Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*
| 34 2,16 0,224 | 2,16 1,81 2,64 0,341
Preb I 6 2,20 0,172 | 2,28 1,88 | 2,31 0,622
| 80 2,39 0,147 | 2,40 2,04 | 2,68 0,654
Hb I 32 2,36 0,166 | 2,36 2,08 | 2,71 0,833
| 63 2,29 0,182 | 2,25 1,87 2,67 0,164
CAPD

I 51 224 | 0161 | 224 1,96 | 255 | 0,844

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 42. Koncentracije kalcijum u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su
predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela XLI1X Raspodela vrednosti neorganskog fosfata u odnosu na nivoe 25D (I < 50

nmoL/L; Il > 50 nmol/L)

Neorganski fosfat (mmol/L)

Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*
oreD | 34 | 154 | 0343 | 1,56 0,96 226 | 0,553
re
T 6 1,40 | 0,141 | 1,40 1,19 1,60 | 0,994
o I 80 | 1,63 | 0371 | 1,60 0,90 256 | 0977
T 32 | 1,73 | 0462 | 1,71 0,89 2,68 | 0,904
I 63 | 148 | 0346 | 1,48 0,79 240 | 0,793
CAPD
I 51 | 1,63 | 0374 | 161 0,89 250 | 0,964

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 43. Koncentracije neorganskog fosfata u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D
(I < 50 nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata.
Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela L Raspodela vrednosti magnezijuma u odnosu na nivoe 25D (I < 50 nmoL/L; Il

> 50 nmol/L)
Magnezijum (mmol/L)
Nivo 25D N X Sd Me Min | Max p*
BreD | 34 0,85 0,143 0,82 0,57 1,17 0,379
re
1 6 0,93 0,122 0,99 0,69 1,01 0,476
HD | 80 1,01 0,122 1,02 0,80 1,28 0,822
1] 32 0,99 0,112 0,98 0,79 1,19 0,877
| 63 0,92 0,155 0,90 0,58 1,27 0,930
CAPD
I 51 095 | 0171 | 096 | 0,66 | 1,40 | 0,405
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 44. Koncentracije magnezijum u odnosu na nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su
predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela LI Raspodela vrednosti proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) u
odnosu na nivoe 25D (I <50 nmoL/L; 11 > 50 nmol/L)
CaxP (mmol®/L?)

Nivo 25D N X Sd Me Min Max p*

I 34 3,2 0,64 3,13 213 443 | 0974
PreD

T 6 3,0 0,26 3,08 2,56 3,36 | 0,569
o I 80 4.0 1,12 3,87 1,87 6,80 | 0,717

T 32 3,9 1,05 3,99 1,92 629 | 0,734

I 63 3.4 0,79 3,17 1,98 528 | 0,158
CAPD

I 51 3,4 0,72 3,60 2,53 523 | 0,900

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 45. Koncentracije proizvoda kalcijuma i neorganskog fosfata (CaxP) u odnosu na
nivoe 25-hidroksi vitamina D (I < 50 nmoL/L; 11 > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD),
HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10,
50, 751 90 percentil.
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Tabela LII Raspodela vrednosti iPTH u odnosu na nivoe 25D (I <50 nmoL/L; 1l > 50
nmol/L)

iPTH (pg/mL)

Nivo 25D N X Sd Me Min | Max p*
oreD | 34 3575 |20292| 351,0 | 56,6 | 950,0 | 0,917
re
T 6 2593 | 116,51 | 2130 | 166,0 | 4720 | 0,494
o I 80 1206 | 7571 | 1432 | 108 | 3143 | 0,618
T 32 113,1 | 98,05 | 1225 | 10,1 | 3266 | 0,329
I 63 163,0 |121,65| 1450 81 | 4790 | 0,540
CAPD
I 51 1830 |159,93| 109,0 52 | 5151 | 0,031

*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 46. Koncentracije iPTH u odnosu na nivoe 25 hidroksi vitamina D (I < 50
nmoL/L; Il > 50 nmol/L) kod predijaliznih (PreD), HD i CAPD pacijenata. Podaci su
predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10, 50, 75 i 90 percentil.
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Tabela LII1 Raspodela vrednosti 25D u odnosu na nivoe 25D (I < 50 nmolL/L; 1l > 50

nmol/L)
25D (nmol/L)
Nivo 25D N X Sd Me Min | Max p*
| 34 30,2 9,62 30,0 12,0 45,0 0,941
PreD
| 6 52,2 1,72 52,0 50,0 55,0 0,936
HD I 80 20,6 10,41 17,5 6,0 45,0 0,038
I 32 61,0 12,04 64,9 50,0 | 267,0 | 0,888
I 63 39,0 6,74 40,1 27,0 49,0 0,206
CAPD
I | 51 | 589 | 707 | 570 | 500 | 760 | 0,250
*p > 0,05 — normalna raspodela (Kolmogorov-Smirnov test)
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Slika 47. Koncentracije 25D u odnosu na nivoe vitamina D kod predijaliznih (PreD),

HD i CAPD pacijenata. Podaci su predstavljeni kao box-plots grafici koji pokazuju 10,
50, 751 90 percentil.
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46. DIJAGNOSTICKA VREDNOST BALP, TRAP, BETA-CTx |
PREPORUCENIH BIOMARKERA ZA PROCENU ADINAMICNE
BOLESTI KOSTIJU

Dijagnosticka vrednost koncentracija BALP, TRAP i beta-CTx, kao i preporuc¢enih
biomarkera ALP, kalcijuma, magnezijuma, fosfora i CaxP za procenu adinami¢ne
bolestikostiju kod KSBB pacijenata, procenjena je primenom analize ROC (receiver
operating characteristic) krive. Podaci su prikazani kao povrsina ispod ROC krive
(AUC), 95% interval pouzdanosti (95% CI) i standardna greska (SE).

Izracunati su ROC grafici posebno za predijalizne, hemodijalizirane pacijente i
pacijente na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi sa granicom odluke koje
odgovaraju vrednostima iPTH ispod 100 pg/mL, odnosno koje odgovaraju granici
izmedu adinami¢nog metabolizma kostiju i normalnog koStanog prometa. Podaci iz
ROC analize su prikazani u Tabeli LIV i Tabeli LV. Izracunati intervali pouzdanosti za
analizirane biomarkere koji ne ukljucuju vrednost 0,500 ukazuju da biomarker ima
sposobnost da razlikuje dve grupe pacijenata. Poredenjem povrsina ispod ROC krivih za
ispitivane biomarkere metabolizma kostiju sve tri grupe KSBB bolesnika zajedno, za
BALP i kalcijum se dobija p < 0,05, $to znaci da postoji statisticki zna¢ajna razlika u
osetljivosti i specificnosti ovih biomarkera u odnosu na druge ispitivane biomarkere za
razlikovanje adinami¢ne bolesti kostiju od normalnog metabolizma kostiju (Slike
48-51).

Vrednosti ,,cut-off“ koje su date u Tabelama LIV i LV su vrednosti koje su u
statistiCkom programu oznacene kao optimalne, odnosno to su vrednosti koje
odgovaraju najvecoj ta¢nosti — vrednosti sa minimalno lazno negativnih i minimalno
laZzno pozitivnih vrednosti. Kao $to je poznato, osetljivost je verovatnoc¢a da ¢e rezultat
testa biti pozitivan kada je bolest prisutna, a specifi¢nost je verovatnoc¢a da ¢e rezultat
testa biti negativan kada bolest nije prisutna (293). U ovom slu¢aju, gde su pacijenti
podeljeni prema granici izmedu adinamicne kosti i normalno metaboliSu¢e kosti,
osetljivost oznaCava procenat pacijenata, koji imaju koncentraciju odredenog
biomarkera (npr. BALP) iznad ,,cut-off* vrednosti, od ukupnog broja pacijenata koji

imaju vrednosti iPTH manju od grani¢ne (iPTH < 100 pg/mL). Specifi¢nost oznacava

146



procenat pacijenata sa npr. BALP manjim od ,,cut-off“ vrednosti, od ukupnog broja

pacijenata koji imaju vrednost iPTH vecu od grani¢ne (iPTH > 100 pg/mL).

Tabela LIV Podaci iz ROC analize za BALP, kalcijum i magnezijum za pacijente sa
krajnjim stadijumom bolesti bubrega (,,cut-off“ vrednosti predstavljaju optimalne

koncentracije biomarkera za identifikovanje adinamicne bolesti kostiju).

Biomarker iz ROC analize

AUC SE p* 95% ClI Osetljivost | Specifi¢nost Cut-off
BALP

0,597 | 0,036 | 0,003 | 0,534—-0,661 57,2% 58,1% 24 1U/L
Kalcijum

0,701 | 0,030 | 0,0001 | 0,642-0,760 | 67,9% 73,8% 2,34 mmol/L
Magnezijum

0,548 | 0,034 | 0,411 | 0,489-0,599 57,0% 51,4% 0,96 mmol/L

*p < 0,05 — postoji statisticki znacajna razlika
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Tabela LV Podaci iz ROC analize za BALP, TRAP, beta-CTx, kalcijum, magnezijum,

neorganski fosfat i CaxP posebno za predijalizne pacijenate (PreD), pacijenate na

hemodijalizi (HD) i kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD) (,,cut-

off* vrednosti predstavljaju optimalne koncentracije biomarkera za identifikovanje

adinamicne bolesti kostiju) (*p < 0,05 — postoji statisticki znacajna razlika)

Biomarker iz ROC analize

AUC | SE p* 95% CI  |Osetljivost [Specifi¢nost Cut-off
BALP
PreD | 0,688 | 0,049 | 0,058 | 0,522—0,853 | 84,4% 58,2% 27 1IU/L
CAPD | 0,588 | 0,048 | 0,053 | 0,483—0,693 64,1% 62,6% 25 IU/L
TRAP
PreD | 0,572 | 0,113 | 0,532 | 0,351-0,794 | 50,2% 49,8% 7 IU/L
Beta-CTx
PreD | 0,529 | 0,120 | 0,800 | 0,294-0,764 | 45,3% 49,2% 2,98 ng/mL
HD | 0,579 | 0,056 | 0,163 | 0,470-0,688 | 57,8% 56,4% 3,01 ng/mL
ALP
PreD | 0,525 | 0,103 | 0,826 | 0,324-0,726 | 52,4% 53,7% 55 IU/L
Kalcijum
PreD | 0,588 | 0,103 | 0,447 | 0,385-0,791 68,1% 75,2% 2,32 mmol/L
HD | 0,651 | 0,055 | 0,007 | 0,543—0,759 69,2% 73,4% 2,33 mmol/L
CAPD | 0,538 | 0,054 | 0,490 | 0,431-0,644 62,3% 63,1% 2,31 mmol/L
Magnezijum
CAPD | 0,504 | 0,055 | 0,939 | 0,396—0,612 56,4% 51,2% 0,95 mmol/L
Neorganski fosfat
HD | 0,514 | 0,056 | 0,809 | 0,405—-0,623 | 42,5% 57,9% 1,49 mmol/L
CaxP
HD | 0,555 | 0,055 | 0,329 | 0,447-0,663 | 48,7% 50,9% | 3,5 mmol“/L’
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Slika 48. ROC grafik za grani¢nu vrednost iPTH < 100 pg/mL za adinami¢nu bolest
kostiju za koStani izoenzim alkalne fosfataze (BALP), tartarat rezistentan izoenzim
kisele fosfataze (TRAP), beta-karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx), ALP, kalcijum, magnezijum, neorganski fosfat i proizvod kalcijuma i
neorganskog fosfata (CaxP) kod pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega
(KSBB: predijalizni pacijenti i pacijenti koji su na terapiji hemodijalizom i
kontinuiranom ambulatornom peritonealnom dijalizom). PovrSine ispod ROC krivih
(AUC) se nisu statisticki znacajno razlikovale za sve parametre (p > 0,05), osim §to je

AUC za kalcijum bila znac¢ajno visa od AUC za ostale analize (p = 0,0001).
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Slika 49. ROC grafik za grani¢nu vrednost iPTH < 100 pg/mL za adinami¢nu bolest
kostiju za kostani izoenzim alkalne fosfataze (BALP), tartarat rezistentan izoenzim
kisele fosfataze (TRAP), beta-karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx), ALP, Kkalcijum, magnezijum, neorganski fosfat i proizvod kalcijuma i
neorganskog fosfata (CaxP) kod predijaliznih pacijenata. PovrSine ispod ROC krivih
(AUC) se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale za sve parametre (p > 0,05), osim Sto je

AUC za BALP bila znacajno visa od AUC za ostale analize (p = 0,0001).
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Slika 50. ROC grafik za grani¢nu vrednost iPTH < 100 pg/mL za adinami¢nu bolest
kostiju za koStani izoenzim alkalne fosfataze (BALP), tartarat rezistentan izoenzim
kisele fosfataze (TRAP), beta-karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx), ALP, kalcijum, magnezijum, neorganski fosfat i proizvod kalcijuma i
neorganskog fosfata (CaxP) kod pacijenata na hemodijalizi. PovrSine ispod ROC krivih
(AUC) se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale za sve parametre (p > 0,05), osim §to je

AUC za kalcijum bila zna¢ajno niza od AUC za ostale analize (p = 0,0001).
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Pacijenti na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi
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Slika 51. ROC grafik za grani¢nu vrednost iPTH < 100 pg/mL za adinami¢nu bolest
kostiju za kostani izoenzim alkalne fosfataze (BALP), tartarat rezistentan izoenzim
kisele fosfataze (TRAP), beta-karboksi terminalni deo ukrstenih veza kolagena | (beta-
CTx), ALP, Kkalcijum, magnezijum, neorganski fosfat i proizvod kalcijuma i
neorganskog fosfata (CaxP) kod pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj
dijalizi. PovrSine ispod ROC krivih (AUC) se nisu statisticki znacajno razlikovale za

sve parametre (p > 0,05), osim S$to je AUC za BALP bila znacajno visa od AUC za
ostale analize (p = 0,0001).
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5. DISKUSIJA

Pravovremeno otkrivanje ubrzanog ili usporenog metabolizma kostiju kod KSBB
pacijenata (predijaliznih i pacijenata na dijalizi), kao i adekvatna primena terapije moze
da smanji progresiju bolesti kostiju, ali i eventualne komplikacije. Mada do poremecaja
metabolizma kostiju moze doéi i u ranim fazama hroni¢ne bolesti bubrega, subjektivni
simptomi mogu biti potpuno odsutni. S obzirom da su klinicki simptomi najcesce
neprimetni, ,,screening” za ubrzan ili usporen metabolizam Kkostiju zasniva se na
laboratorijskim nalazima. Kod KSBB pacijenata nivo metabolizma kostiju neophodno
je pratiti odredivanjem ALP, kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, iPTH i 25D
(99, 221, 222, 235, 241, 242). lako su ovo preporuceni biomarkeri, njihove

koncentracije su indirektni pokazatelji metabolizma kostiju.

Specifi¢ni proizvodi ¢elija kostiju, osteoblasta i osteoklasta, koStani izoenzim alkalne
fosfataze, tartarat rezistentna kisela fosfataza i beta-karboksiterminalni delovi ukrstenih
veza kolagena direktno ukazuju na procese formiranja i resorpcije kostiju. Medutim,
objavljena su neka istrazivanja koja nisu potvrdila superiornost specifi¢nih biomarkera
kostiju u odnosu na preporucene (97, 246, 264, 294). Naime, potrebno je da buduci
radovi proucavaju dugotrajne promene biomarkera metabolizma kostiju i time potvrde
klinicki znacaj ili pak prednost u odnosu na invazivnu metodu biopsije kostiju. Takode,
neophodno je standardizovati metode koje se koriste za njihovo odredivanje. KoStani
izoenzim alkalne fosfataze i tartarat rezistentna kisela fosfataza mogu da se odreduju
ELISA tehnikom ali i spektrofotometrijski, dok se BALP moze kvantifikovati i
elektroforetskom tehnikom. U odnosu na njih osnovna prednost odredivanja

preporucenih biomarkera kostiju u serumu je dostupnost standardizovanih metoda.

Kostani izoenzim alkalne fosfataze je glikoprotein naden do sada samo u osteoblastima
i specifiCan je biomarker formiranja kostiju. Glavna uloga BALP je kalcifikacija
ekstracelijskog matriksa kostiju formiranjem hidroksiapatita. Povecane vrednosti se
mogu naci kod povecanog rasta tkiva kostiju (rast koStanog tkiva u adolescentnom
periodu, kanceri kostiju ili metastaze na kostima, hiperparatiroidizam), dok se niske

vrednosti ovog biomarkera nalaze kod usporenog metabolizma kostiju (adinami¢ne
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bolesti kostiju). Znacajno smanjene vrednosti BALP su pronadene kod pacijenata na

dijalizi kod kojih je doslo do razvoja adinami¢ne bolesti kostiju (34, 35, 36—39).

Tartarat rezistentna kisela fosfataza je glikozilirani monomerni metaloenzim naden na
povrsini osteoklasta i direktni je pokazatelj ubrzanog metabolizma osteoklasta, tj.
povecano se oslobada sa povrsine osteoklasta u sluc¢aju ubrzane resorpcije kostiju. Kod
KSBB pacijenata povecane koncentracije ukazuju naj¢eS¢e na povecanu resorpciju
kostiju usled sekundarni hiperparatiroidizam (78). Medutim, smanjene koncentracije

mogu da budu posledica adinami¢ne bolesti kostiju (294).

Beta-CTx je protein koji je sastavni deo kolagena kostiju, a formira se kao posledica
sazrevanja kostiju. Nakon aktivacije osteoklasta i resorbovanja tkiva kostiju, tokom
procesa remodelovanja kostiju, beta-CTx se oslobada u cirkulaciju. Poveéane vrednosti
ovog biomarkera ukazuju na ubrzanu resorpciju kostiju, a za sada potvrden klinicki
znaCaj ovog biomarkera je u praCenju antiresorptivne terapije (87). Jedan broj
literaturnih podataka ukazuje na znac¢aj beta-CTx u proceni nivoa metabolizma kostiju
kod KSBB pacijenata, ali joS uvek nema podataka 0 grani¢nim nivoima ovog
biomarkera kod ubrzanog ili usporenog metabolizma kostiju (86).

Posto su trenutne preporuke da se nivo metabolizma kostiju kod predijaliznih pacijenata
I pacijenata na dijalizi procenjuje na osnovu nespecifi¢nih biomarkera za tkivo kostiju
(ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, iPTH i 25D), planirano je da
se specificni biomarkeri osteoklasta, osteoblasta i kolagena kostiju, BALP, TRAP i
beta-CTx uporede sa preporuc¢enim biomarkerima kod KSBB pacijenata i u odnosu na
kontrolnu grupu. U tom smislu, ispitana je korelacija koncentracija BALP, TRAP i beta-
CTx sa vrednostima preporuc¢enih biomarkera (ALP, joni kalcijuma, magnezijuma,

neorganskog fosfata, iPTH i 25D).

Preporuke su da se u odnosu na tri razli¢ita nivoa iPTH moZe proceniti ubrzan,
normalan ili usporen metabolizam kostiju, pa je planirano da se ispita u kojoj su meri
izmenjene vrednosti specificnih biomarkera u odnosu na preporucene, u sva tri nivoa

vrednosti iPTH (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL, > 300 pg/mL), odnosno koji biomarker
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najbolje prati niske, srednje i visoke nivoe iPTH, tj. pomoc¢u koga biomarkera je
moguce proceniti nizak, normalan ili ubrzan metabolizam kostiju. Takode, kod KSBB
pacijenata adekvatno dozirana terapija vitaminom D, moZe u velikoj meri spreéiti
pogorSanje metabolizma kostiju upravo na osnovu vrednosti specificnih biomarkera
kostiju uz paralelno merenje nivoa 25D. U odnosu na ovu ¢injenicu, ispitivacée se u
kojoj meri su izmenjeni analizirani biomarkeri kod nedovoljnih i dovoljnih nivoa 25D,
tj. koji biomarker najbolje korelira sa nivoima 25D. Kao posledica dugotrajne bolesti
bubrega i neadekvatnog regulisanja nivoa kalcijuma i fosfora, kod KSBB pacijenata
moze da se razvije kalcifikacija mekih tkiva, najCesc¢e vaskularna kalcifikacija.
Preporuke su da proizvod CaxP bude kontrolisan kako bi se izbegla ektopi¢na
kalcifikacija. Zato je bilo potrebno da se ispita kako nivo CaxP prati biomarkere

metabolizma kostiju u sva tri nivoa iPTH, kao i nedovoljne i dovoljne nivoe 25D.

Takode, da bi se potvrdio znacaj pojedinacnih biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju
kod KSBB pacijenata u detekciji smanjenog metabolizma kostiju, potrebno je bilo da se
ispitaju  dijagnosti¢ke vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx, kao i preporucenih
biomarkera za metabolizam kostiju kod KSBB pacijenata, u odnosu na preporucen

grani¢ni nivo iPTH (< 100 pg/mL) za adinamic¢nu bolest kostiju.

5.1. ANALITICKE KARAKTERISTIKE METODA ZA ODREPIVANJE
ISPITIVANIH BIOMARKERA

Za biomarkere koji su odredivani u ovom ispitivanju kori$é¢eni su komercijalni testovi.
Koncentracije ALP, TRAP, jona kalcijuma, neorganskog fosfata i magnezijuma
odredeni su fotometrijski. Mada se u literaturi navodi da TRAP5b ima zadovoljavajuce
dijagnosticke karakteristike za procenu metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata,
metode za odredivanje ovog biomarkera nisu automatizovane i najces¢e se ne odreduje
u rutinskoj praksi (58—61). Iz ovog razloga su u doktorskoj disertaciji ispitane vrednosti
TRAP, koje se jednostavno mogu preracunati iz izmerenih aktivnosti ukupne ACP i
prostati¢ne kisele fosfataze. Takode, vrednosti BALP su odredivane metodom zonske
agar-gel elektroforeze. Mada se u literaturi navode imunohemijske metode za

odredivanje koncentracija BALP, ove metode nisu apsolutno specificne za koStani
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izoenzim alkalne fosfataze (36, 43). Pored toga, KDOQI vodi¢i zasnivaju svoje
preporuke za odredivanje BALP u proceni i pracenju metabolizma kostiju na radovima
koji su koristili metodu zonske elektroforeze (99). Takode, koncentracije beta-CTX i
iPTH su odredivane ECLIA metodom. Mada su prvobitno koncentracije iPTH kod
predijaliznih i pacijenata na dijalizi odredivane IRMA metodom (IRA, CIS Bio
International, Saclay, France), zbog odredivanja iPTH u serumima kontrolne grupe,
metodom ECLIA, naknadno su odredivane koncentracije iPTH metodom ECLIA i za
predijalizne i pacijente ma dijalizi. Vrednosti iPTH odredene IRMA i ECLIA metodom
su pokazivale dobru medusobnu korelaciju, tako da su u ovom doktorskom radu,
statisticki obradene vrednosti iPTH koje su odredene ECLIA metodom za sve
analizirane grupe. Korelacija vrednosti iPTH za predijalizne, HD i CAPD pacijente
odredene sa dve navedene metode prikazana je u Tabeli I. Mada se u literaturi navodi da
odredivanje PTH razliitim metodama moZe imati uticaj na dijagnozu renalne
osteodistrofije, u ovom radu su dobijeni visoki koeficijenti korelacije u sve tri grupe
KSBB pacijenata (p < 0,001) (Tabela I) (178). Koncentracije 25D su odredivane HPLC
metodom koja se smatra referentnom metodom (224). Pouzdanost koris¢enih testova za
sve parametre ispitana je odredivanjem nepreciznosti u seriji 1 nepreciznosti iz dana u
dan. Vrednosti koeficijenata varijacije prikazanih u Tabelama 1I-X ukazuju da se
ispitivani biomarkeri mogu smatrati pouzdanim za ostvarivanje ciljeva ovog ispitivanja,
s obzirom da su dobijene vrednosti Kv bile nize od 5%. Odredivanje analiziranih
biomarkera u serumu se smatralo pouzdanim na osnovu koeficijenata varijacije
dobijenih testiranjem preciznosti u seriji (Kv: 0,6%-3,3%) i iz dana u dan (Kv:
1,0%—3,6%) posebno za svaki analizirani biomarker (Tabela I1-X).

5.2. VREDNOSTI ISPITIVANIH BIOMARKERA U KONTROLNOJ GRUPI

Radi dobijanja referentnih vrednosti parametara odredivanih u ovom ispitivanju,
odredene su vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx, ALP, kalcijuma, neorganskog fosfata,
magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D u serumima zdravih osoba, dobrovoljaca (kontrolna
grupa). Kontrolnu grupu je Cinilo 50 zdravih osoba, 23 muskarca (46%) i 27 Zena
(54%), starosne dobi od 25 do 70 godina, koji su odabrani direktnom metodom. Pri

uklju¢ivanju osoba u kontrolnu grupu primenjeni su neophodni kriterijumi kao Sto su
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odsustvo bolesti, neunoSenje farmakoloski aktivnih supstanci i normalno fiziolosko
stanje. Dobijeni podaci za kontrolnu grupu prikazani su u Tabeli XI. Primenom
Kolmogorov-Smirnov testa potvrdeno je da vrednosti odredivanih biomarkera (ALP,
BALP, TRAP, beta-CTx, kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, CaxP, iPTH i
25D) u serumu prate Gauss-ovu raspodelu kod ispitanika zdrave populacije, Sto je
prikazano graficki pomocu histograma frekvencija vrednosti biomarkera kontrolne

grupe (Slika 1 i 2).

5.2.1. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

u odnosu na pol

U ovom radu kod ispitivane zdrave populacije dobijene su statisticki znacajno razliite
vrednosti BALP, beta-CTx i magnezijuma izmedu Zena i muskaraca (p < 0,05) (Tabela
XII). Ovo je u slaganju sa literaturnim podacima, mada su za beta-CTx i magnezijum
jo$ uvek u upotrebi jedinstvene referentne vrednosti (118, 148). Takode, podaci dobijeni
u ovom radu za 2,5 i 97,5 percentil za vrednosti BALP, TRAP i CaxP se ne slazu sa
preporukama proizvodaca, jer se za ova tri biomarkera u klinickoj praksi koriste
preporucene ,,cut off* vrednosti za BALP (< 44 IU/L za zene i < 73 1U/L za muskarce),
za TRAP (< 6,5 IU/L) i za CaxP (4,6 mmol%/L?), a ne referentni interval (47, 78).

5.2.2. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

u odnosu na godine Zivota

U ovom radu kod ispitivane zdrave populacije nije dobijena statisticki znacajna razlika
u vrednostima ispitivanih biomarkera u odnosu na godine Zivota, izuzev za vrednosti
BALP, koje su bile nesto nize kod osoba koje su imale preko 60 godina zivota, mada je
dobijena grani¢na znacajnost (p = 0,052) (Tabela XIII). Vrednost od 60 godina
navedena je kao grani¢na, s obzirom da se smatra da zdrave osobe preko 60 godina
starosti, koje imaju niske nivoe 25D i/ili visoke nivoe iPTH, imaju smanjenu mineralnu
gustinu kostiju i povecan stepen od preloma kostiju (223). Medutim, ovo su oc¢ekivano
izmenjene vrednosti 25D i iIPTH, koje dovode do promenjenih nivoa jona kalcijuma,

neorganskog fosfata i magnezijuma, kod predijaliznih pacijenata i pacijenata koji su na
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terapiji dijalizom. Iako se u literaturi navode razli¢ite vrednosti ispitivanih biomarkera u
odnosu na godine starosti, preporuke proizvodaca su jedinstveni referentni intervali za

TRAP, beta-CTx, jone kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, iPTH i 25D.

5.2.3. Referentni intervali ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi

Za analizirane vrednosti ispitivanih biomarkera u kontrolnoj grupi izraCunati su
referentni intervali neparametarskom metodom, kao unutarpercentilni intervali.
Uobicajeno je da se referentni interval definiSe kao centralni 95% interval ogranicen sa
2,5 1 97,5 percentilom. lako su preporuke da se za odredivanje referentnih intervala
analizira optimalan broj podataka od 120 uzoraka po parametru, alternativno se moze
koristiti najmanje 20 uzoraka od adekvatno odabranih referentnih individua (291, 292).
Razli¢ite vrednosti 2,5 i 97,5 percentila su izracunate za pol tamo gde je postojala
statisticki znacajna razlika. Podaci dobijeni za 2,5 i 97,5 percentil za vrednosti BALP,
TRAP i CaxP se ne slazu sa literaturnim podacima, jer se za ova tri biomarkera koriste
preporucene ,,cut off** vrednosti za BALP (<44 IU/L za zene i < 73 IU/L za muskarce),
za TRAP (< 6,5 IU/L) i za CaxP (4,6 mmol?/L?), u odnosu na preporuke proizvodaca
(47, 78).

5.3. RASPODELA VREDNOSTI BALP, TRAP, BETA-CTx I PREPORUCENIH
BIOMARKERA METABOLIZMA KOSTIJU KOD PACIJENATA SA
KRAJNJIM STADIJUMOM BOLESTI BUBREGA

Adekvatna procena nivoa metabolizma kostiju je klju¢no dijagnosticko sredstvo za
globalni menadZzment poremecaja metabolizma minerala i kostiju kod pacijenata sa
hroni¢nom bolesti bubrega. Mada se za procenu metabolizma kostiju kao zlatni standard
koristi biopsija kostiju, ovo je invazivna metoda i u klini¢koj praksi se ne moze
ponavljati, jer su za histomorfometriju kostiju neophodne specijalizovane laboratorije.
Biomarkeri metabolizma kostiju predstavljaju "biohemijsku biopsiju", pomocu kojih je

znatno lakse proceniti koStano oboljenje, primeniti odgovarajucu terapiju, pratiti nivo
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koStanog prometa i sprovoditi prevenciju progresije bolesti i eventualnih komplikacija
(37, 78, 241, 295-297).

5.3.1. Vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata

sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega u odnosu na pol

Ispitivanjem vrednosti biomarkera u odnosu na pol predijaliznih pacijenata dobijene su
jedino statisticki znacajno viSe koncentracije iPTH kod Zena, u odnosu na musku
populaciju (p < 0,05), dok se vrednosti ostalih analiziranih biomarkera nisu razlikovale
u odnosu na pol pacijenta (Tabela XIV). Mada se u literaturi navodi uticaj hormonskog
statusa zene na vrednosti iPTH, preporuceni referentni opseg iPTH se ne razlikuje u
odnosu na pol pacijenta (298, 299). lako se analizirane vrednosti BALP ne razlikuju u
odnosu na pol, u preporuci prizvodaca testa za ovaj biomarker se navode razliCite
referentne vrednosti za Zzene i muskarce, dok literaturni podaci ne ukazuju na uticaj pola
na ovaj biomarker formiranja kostiju kod predijaliznih pacijenata (282, 299). Takode, u
literaturi se ne navodi razlika u vrednostima TRAP u odnosu na pol, sa ¢im se slazu 1
nasi podaci (58, 282, 295). Vrednosti beta-CTx kod analiziranih predijaliznih pacijenata
se ne razlikuju u odnosu na pol pacijenata, mada literaturni podaci ukazuju na uticaj
pola kod zdrave populacije, na vrednost ovog biomarkera razgradnje kolagena, kao i na
uticaj hormonskog statusa kod Zena i razli¢ite vrednosti kod Zena pre 1 posle menopauze

(300).

U ovom ispitivanju analizirane su vrednosti biomarkera metabolizma kostiju u odnosu
na pol hemodijaliznih pacijenata (Tabela XV). Dobijena je statisti¢ki znacajna razlika
izmedu muskaraca i1 Zena za vrednosti fosfora i1 iPTH, mada se u literaturi navodi da ne
postoji uticaj pola na vrednosti analiziranih biomarkera kod pacijenata na hemodijalizi
(301).

U ovom ispitivanju analizirane su vrednosti biomarkera u odnosu na pol CAPD
pacijenata. Dobijena je statisticki znacajna razlika izmedu muskaraca i zena (p < 0,05)
samo u vrednostima CaxP i iPTH (Tabela XVI). Literaturni podaci ukazuju na pozitivnu

korelaciju CaxP sa ekstravaskularnim komplikacijama kod pacijenata na dijalizi (131,
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142, 302). Jedna multicentricna longitudinalna studija potvrduje pozitivan efekat
odrzavanja nizih vrednosti iPTH i CaxP kod dijaliziranih pacijenata, stabilizovanje i
smanjenje progresije bolesti, spreCavanje progresije poremecaja metabolizma minerala i
kostiju, kardiovaskularnih poremecaja i smrtnosti (303). Medutim, do sada nema

objavljenih literaturnih podataka koji ukazuju na znacaj uticaja pola na CaxP.

5.3.2. Vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata

sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega u odnosu na godine Zivota

U odnosu na starost predijaliznih pacijenata, statisticki znacajna razlika je postojala
samo u koncentracijama BALP (p < 0,05), dok se vrednosti ostalih specifi¢nih i
preporucenih biomarkera nisu razlikovale kod analiziranih grupa ispod i iznad 60
godina starosti (Tabela XVII). Medutim, s obzirom da se sve veci broj predijaliznih
pacijenata odlucuje na transplantaciju, a ne na dijalizu, mali je broj literaturnih podataka
o vrednostima biomarkera stvaranja i resorpcije kostiju kod starije populacije KSBB

pacijenata koji nisu na dijalizi (304).

Kada se analizirao uticaj starosti na vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata koji
su na terapiji hemodijalizom (Tabela XVIII), jedino su dobijene statisticki znacajno vise
vrednosti BALP kod pacijenata ispod 60 godina starosti (p < 0,05) Sto je u saglasnosti
sa literaturnim podacima (305, 306). Medutim, u ovom ispitivanju nije potvrden uticaj
starosti na vrednosti TRAP, beta-CTx i na vrednosti preporucenih biomarkera. Mada
literaturni podaci ukazuju na efekat starosti na vrednosti biomarkera metabolizma
kostiju, posebno kod KSBB pacijenata, u upotrebi su jedinstvene preporucene vrednosti
od strane proizvodaca u odnosu na koje se posmatra promena ovih biomarkera (TRAP,
beta-CTx, joni kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D) (79,
80, 81).

U odnosu na godine Zivota CAPD pacijenata, u ovom ispitivanju je dobijena statisticki
znacajna razlika (p < 0,05) u vrednostima BALP izmedu pacijenata koji imaju ispod i
iznad 60 godina zivota (Tabela XIX), iako su vrednosti bile znacajno nize u odnosu na

preporucene (x = 23 IU/L i x = 19 IU/L, redom). Mada je broj literaturnih podataka koji
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objasnjavaju efekat godina starosti na biomarkere resorpcije i stvaranja kostiju kod
CAPD pacijenata nedovoljan, godine starosti se smatraju nezavisnim faktorom za razvoj
i progresiju renalne osteodistrofije kod KSBB pacijenata (254).

5.3.3. Vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata

sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega u odnosu na trajanje dijalize

U ovom radu analizirane su vrednosti ispitivanih biomarkera (ALP, BALP, TRAP, beta-
CTx, joni kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D) kod
pacijenata koji su na terapiji razliitim vrstama dijalize (hemodijaliza i kontinuirana
ambulatorna peritonealna dijaliza), da bi se procenio eventualni efekat tipa dijalize na
metabolizam kostiju (Tabela XX i XXI). U skladu sa literaturnim podacima, odabrana je
granica od 30 meseci, u odnosu na koju je analizirana razlika biomarkera resorpcije i
stvaranja kostiju kod HD i CAPD pacijenata (99, 174, 306).

Dobijene su statisticki znacajno nize vrednosti ALP i BALP (p < 0,05) kod pacijenata
koji su na terapiji hemodijalizom duze od 30 meseci (Tabela XX). Mada duze trajanje
terapije hemodijalizom nije imalo znacajan uticaj na promenu TRAP, beta-CTX |
preporucenih biomarkera (kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, iPTH 1 25D),
kao i na vrednosti CaxP, smanjenje aktivnosti specifi¢nih biomarkera za osteoblastnu
aktivnost ukazuje na direktan efekat na osteoblastnu aktivnost, Sto je u slaganju sa
literaturnim podacima (174, 257, 306).

Takode, u odnosu na trajanje kontinuirane ambulatorne peritonealne dijalize dobijene su
statisti¢ki znacajno nize vrednosti magnezijuma (p < 0,05) kod CAPD pacijenata koji su
bili na terapiji ovom dijalizom preko 30 meseci, iako su vrednosti bile u granicama
referentnih vrednosti (Tabela XXI). Ovi podaci su u skladu sa literaturnim podacima
koji ukazuju na znacajan efekat sadrzaja magnezijuma u peritonealnom dijalizatu na

iPTH i 25D, a samim tim i na kalcijum i neorganski fosfat (157, 307—-310).
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5.3.4. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod predijaliznih pacijenata

U ovom ispitivanju je ustanovljena normalna raspodela za svaki od analiziranih
biomarkera kod predijaliznih pacijenata (Tabela XXII). Mada raspodela vrednosti
ispitivanih biomarkera nije odstupala od Gauss-ove raspodele, najveca ucestalost
dobijena je za ALP, BALP, TRAP i beta-CTx redom: 50—-60 IU/L, 10—20 IU/L, 7-7,5
IU/L i 3,5-4,0 ng/L (Slika 3). Takode, najveca ucestalost za kalcijum, magnezijum,
neorganski fosfat, CaxP, iPTH i 25D dobijena je za slede¢e vrednosti: 2,0—-2,2 mmol/L,
0,8-0,9 mmol/L, 1,2-1,4 mmol/L, 3,0-3,5 mmol%/L% 400,0-600,0 pg/mL i 30-35
nmol/L (Slika 4). Podaci iz ovog rada ukazuju da najveci broj predijaliznih pacijenata
ima nize vrednosti BALP i viSe vrednosti iPTH u odnosu na medijanu, Sto je u skladu su
sa literaturnim navodima da kod ovih pacijenata postoji izmenjen koStani promet, ali i
da ova dva biomarkera (BALP i iPTH) imaju veliki znacaj u dijagnozi, pracenju i
prognozi metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata (281, 283). Najveéi procenat
predijaliznih pacijenata imao je vrednosti CaxP u okviru preporucenih vrednosti za

ektopi¢nu kalcifikaciju (98).

5.3.5. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata na hemodijalizi

U ovom radu je kod pacijenata koji su bili na terapiji hemodijalizom ustanovljena
normalna raspodela za svaki od analiziranih biomarkera (Tabela XXII1). Mada raspodela
vrednosti ispitivanih biomarkera nije odstupala od Gauss-ove raspodele, najveca
ucestalost dobijena je za ALP, BALP, TRAP i beta-CTx redom: 50—60 IU/L, 10—20
IU/L, 7,5-8 IU/L i 3,5-4,0 ng/L (Slika 5). Takode, najveca ucestalost za kalcijum,
magnezijum, neorganski fosfat, CaxP, iPTH i 25D dobijena je za sledece vrednosti:
2,4-2,5 mmol/L, 1,0-1,1 mmol/L, 1,6-1,8 mmol/L, 3,5-4,5 mmol*/L? 50,0-100,0
pg/mL i 10—20 nmol/L (Slika 6). U ovom radu, kod HD pacijenata, uocava se efekat
dijalize na vecu ucestalost niskih vrednosti BALP 1 viSih vrednosti TRAP, ali i nizih
vrednosti iPTH i 25D u odnosu na preporucene (> 30 1U/L, < 6,5 IU/L, 150—-300 pg/mL
i > 50 nmol/L, redom) (48, 49, 78, 99). Takode, uocava se efekat dijalize na
stabilizovanje nivoa kalcijuma, neorganskog fosfata i magnezijuma u odnosu na

predijalizne pacijente. Medutim, kod HD pacijenata vec¢i procenat vrednosti CaxP bio je
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malo ispod grani¢nih vrednosti koje ukazuju na eventualne komplikacije (ektopicna,

vaskularna kalcifikacija), Sto je u slaganju sa literaturnim podacima (98, 142).

5.3.6. Raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera kod pacijenata na

kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi

U ovom radu je kod pacijenata koji su bili na terapiji kontinuiranom ambulatornom
peritonealnom dijalizom ustanovljena normalna raspodela za svaki od analiziranih
biomarkera (Tabela XXIV). Mada raspodela vrednosti ispitivanih biomarkera nije
odstupala od Gauss-ove raspodele, najvec¢a ucestalost dobijena je za ALP, BALP,
TRAP i beta-CTx redom: 50—60 TU/L, 10—15 IU/L, 6-7 IU/L i 3,0-3,5 ng/L (Slika 7).
Takode, najveca ucestalost za kalcijum, magnezijum, neorganski fosfat, CaxP, iPTH i
25D dobijena je za slede¢e vrednosti: 2,2—2,3 mmol/L, 1,0—1,1 mmol/L, 1,4-1,6
mmol/L, 3,0-3,5 mmol%/L? 1,0-100,0 pg/mL i 40-50 nmol/L (Slika 8). Pored niskih
vrednosti BALP i iPTH, efekat peritonealne dijalize ogleda se i u poviSenim
vrednostima magnezijuma, $to je u slaganju sa literaturnim podacima, koji ukazuju da je
hipermagnezijemija udruzena sa renalnom osteodistrofijom i niskim vrednostima iPTH,
ali da dovodi do manje ucestalih vaskularnih komplikacija kod CAPD pacijenata (155,
157). Najveca ucestalost vrednosti 25D kod CAPD pacijenata je bila oko preporuc¢enih
za pacijente na dijalizi (< 50 nmol/L). Medutim, HD pacijenti su imali najmanju
ucestalost istih vrednosti (40—50 nmol/L), §to je u skladu sa literaturnim podacima o

razli¢itom efektu tipa dijalize na biomarkere metabolizma kostiju (311).

5.4. POREPENJE VREDNOSTI BALP, TRAP, BETA-CTx I PREPORUCENIH
BIOMARKERA KOD PACIJENATA SA KRAJNJIM STADIJUMOM
BOLESTI BUBREGA U ODNOSU NA KONTROLNU GRUPU

Posto su trenutne preporuke da se nivo metabolizma kostiju kod predijaliznih pacijenata
1 pacijenata na dijalizi procenjuje na osnovu nespecifi¢nih biomarkera za tkivo kostiju
(ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfata, iPTH i 25D), planirano je da

se specificni biomarkeri osteoklasta, osteoblasta 1 kolagena kostiju, BALP, TRAP i
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beta-CTx uporede sa preporu¢enim biomarkerima kod KSBB pacijenata i u odnosu na
kontrolnu grupu. U tom smislu, ispitana je korelacija koncentracija BALP, TRAP i beta-
CTx sa vrednostima preporucenih biomarkera (ALP, joni kalcijuma, magnezijuma,

neorganskog fosfata, iPTH i 25D).

5.4.1. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera
kod pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega u odnosu na

vrednosti u kontrolnoj grupi

U ovom ispitivanju vrednosti ispitivanih specificnih biomarkera (BALP, TRAP i beta-
CTx) kod predijaliznih pacijenata nisu bile u granicama dobijenih referentnih vrednosti
kontrolne grupe (Slika 70—12). Koncentracije BALP su bile statisti¢ki zna¢ajno nize u
odnosu na zdravu populaciju (x = 32 1U/L, p < 0,001), dok su koncentracije TRAP i
beta-CTx bile statisti¢ki znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu (x = 7 IU/L, p <
0,05 i x = 3,54, p < 0,01 ng/mL). Dobijene vrednosti specifiénih biomarkera osteoblasta,
osteoklasta 1 kolagena kostiju ukazuju na usporen rad osteoblasta 1 blago povecan rad
osteoklasta, tj. povecanu resorpciju kostiju i razgradnju kolagena. Od preporucenih
biomarkera metabolizma kostiju vrednosti ALP, fosfora i CaxP su bile u granicama
referentnih vrednosti, dok su koncentracije kalcijuma, magnezijuma i 25D bile
statisticki znacajno niZe u odnosu na vrednosti kontrolne grupe (x = 2,14 mmol/L, p <
0,01, x = 0,86 mmol/L, p < 0,05 i 29,4 nmol/L, p < 0,01) (Slika 9, 13—16 i 18).
Vrednosti iPTH predijaliznih pacijenata su bile statisticki znacajno vise u odnosu na
vrednosti zdravih osoba (x = 350,7 pg/mL, p < 0,01) (Slika 17). Mada povecane
vrednosti iPTH ukazuju na hiperparatiroidizam, u literaturi se navodi ¢injenica da
hiperparatiroidizam moze biti udruzen sa povecanim rizikom od fraktura kod KSBB
pacijenata, uzimajuéi u obzir povecanu resorpciju kostiju, a smanjeno stvaranje (282,
297). Medutim, na ¢injenicu da prisustvo visokih vrednosti iPTH moze biti udruzeno sa
smanjenim stvaranjem kostiju kod analiziranih predijaliznih pacijenata, pokazuju
dobijene niske vrednosti BALP, a visoke vrednosti TRAP i beta-CTx, koje ukazuju na

povecanu resorpciju tkiva kostiju.
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Kod pacijenata koji su bili na hemodijalizi vrednosti BALP su bile statisti¢ki zna¢ajno
niZze u odnosu na kontrolnu grupu (x = 27 IU/L, p < 0,001), dok su vrednosti TRAP bile
znacajno vise (X = 8 IU/L, p < 0,05) (Slika 10 i 11). Mada su koncentracije beta-CTx
bile u referentnom opsegu, bile su nesto vise u odnosu na zdravu populaciju, ali razlika
nije bila statisticki znacajna (x = 2,21 ng/mL, p = 0,054) (Slika 12). U literaturi se na
osnovu vrednosti biomarkera metabolizma kostiju uglavnom istrazuje smanjenje
metabolizma 1 otkrivanje adinami¢ne bolesti kostiju ili definisanje ubrzanog
metabolizam kostiju, a sve u cilju davanja pravovremene terapije, kao i1 pracenja
delovanja terapije ili otkrivanja eventualnih komplikacija, najceS¢e ekstravaskularnih
kalcifikacija (99, 312). Vrednosti analiziranih biomarkera metabolizma kostiju u ovom
ispitivanju ukazuju na smanjenu aktivnost osteoblasta kod pacijenata na hemodijalizi, a
ukoliko se ne prati i ne odrzava koStani promet naj¢es¢e dolazi do razvoja adinamicne
bolesti kostiju kod ovih pacijenata, potpunog odsustva osteoblasta i smanjenog
formiranja tkiva kostiju.

Vrednosti ALP, kalcijuma, magnezijuma i CaxP su bile u granicama referentnih
vrednosti, i nisu se znac¢ajno razlikovale u odnosu na vrednosti zdrave populacije, ali su
koncentracije neorganskog fosfata i iPTH bile znacajno vise u odnosu na zdravu
populaciju (x = 1,66 mmol/L, p < 0,01 i x = 115,4 pg/mL, p < 0,05, redom) (Slika 9,
13-17). Medutim, ukoliko se uzme u obzir preporuceni opseg za pacijente na dijalizi za
iPTH (150-300 pg/mL), dobijene vrednosti kod analizirane populacije su bile znacajno
nize (x = 115,4, p < 0,05). Skoriji literaturni podaci ukazuju da niZze vrednosti iPTH od
preporucenih za pacijente na dijalizi mogu da ukazu na veéi stepen prezivljavanja
hemodijalizirane populacije (313). Takode, neki literaturni podaci ukazuju da niske
vrednosti iPTH ne moraju nuzno da ukazuju na hipodinami¢ne procese kosStanog tkiva
(263, 301, 313). Vise vrednosti fosfora od preporuc¢enih mogu da ukazu na neadekvatnu
primenu lekova koji vezuju fosfate. Dobijene koncentracije 25D su bile znacajno nize u
odnosu na vrednosti zdrave populacije (x = 39,5 nmol/L, p < 0,01), $to je u saglasnosti
sa literaturnim podacima koji ukazuju na ucestalost deficita vitamina D kod HD

pacijenata (Slika 18) (222, 314).
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U ovom ispitivanju su, kod CAPD pacijenata, vrednosti BALP bile statisti¢ki zna¢ajno
nize (x = 22 IU/L, p < 0,001), dok su vrednosti TRAP i beta-CTx bile znacajno vise u
odnosu na kontrolnu grupu (x = 6 IU/L, p < 0,05 i x = 3,43 ng/mL, p < 0,01, redom)
(Slika 10-12). Literaturni podaci ukazuju na povecCane vrednosti intestinalnog
izoenzima ALP kod CAPD pacijenata, ali i na sekundarni hiperparatiroidizam kojeg
prate viSe vrednosti BALP, tako da ostaje da se daljim istraZzivanjima objasni moguci
smanjen metabolizam kostiju kod ove populacije i dobijene sniZzene vrednosti BALP
(315). Dobijene vrednosti TRAP i beta-CTx su u saglasnosti sa literaturnim podacima,
Sto moze da ukaze na povecanu resorpciju kostiju kod CAPD pacijenata (316, 317).
Vrednosti magnezijuma, fosfora i CaxP su bile u granicama referentnih vrednosti
kontrolne grupe, ali su vrednosti kalcijuma bile statisticki znacajno nize (X = 2,27
mmol/L, p < 0,01) (Slika 13—16). Mada su koncentracije iPTH bile znacajno vise u
odnosu na gornju granicu referentnog opsega kontrolne grupe, nalazile su se u
preporu¢enom opsegu za iPTH za pacijente na dijalizi (x = 171,4 pg/mL, p < 0,05)
(Slika 17). Kod KSBB pacijenata na dijalizi najce$¢e dolazi do sekundarnog
hiperparatiroidizma 1 povecanih nivoa iPTH iznad preporucenog opsega (150—300
pg/mL). Medutim, odrzavanjem niskih koncentracija kalcijuma i magnezijuma u
dijalizatu moze da se reguliSe sekrecija iPTH, ali viSe koncentracije kalcijuma i
magnezijuma mogu da dovedu do smanjene produkcije iPTH 1 posledicno do
adinamic¢ne bolesti kostiju (308). Jedna koreanska grupa autora potvrduje da nizi
serumski nivoi magnezijuma imaju znacajan povoljan efekat na prezivljavanje i na
kardiovaskularne komplikacije pacijenata na dijalizi, a preduslov konstantnih nivoa
magnezijuma u serumu je i odrzavanje nivoa magnezijuma u dijalizatu (309). Nivoi
25D su bili znadajno nizi u odnosu na referentni opseg kontrolne grupe (x = 47,0
nmol/L, p < 0,05) $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Slika 13) (318).
Korigovanjem deficita vitamina D kod CAPD pacijenata, koriguju se ne samo nivoi
iPTH 1 kalcijuma, ve¢ se omogucava adekvatnije leCenje dijalizom i lakSe podnosenje

njenih posledica.
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5.4.2. Korelacija vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera

kod predijaliznih pacijenata

Nacionalni vodi¢i za pracenje ishoda hroni¢ne bolesti bubrega i KSBB pacijenata
(KDIGO) ukazuju na vaznost analitickog koncepta kada se uzimaju u obzir biomarkeri
metabolizma kostiju (99, 229, 246, 296). Ove preporuke predlazu da bi odredivanje
koncentracija iPTH i BALP trebalo da se koristi za procenu oboljenja kostiju zato $to su
jako visoke ili niske vrednosti pouzdan pokazatelj osnovnog oboljenja kostiju. U
literaturi se kao obecavajuci biomarker metabolizma kolagena kostiju opisuje beta-CTx
(37, 99). Medutim, najnoviji literaturni podaci Delanaye i saradnika (37) ukazuju na
prednost dugoro¢nog (longitudinalnog) prac¢enja pacijenata u odnosu na striktno
dijagnosticke (transverzalne) studije. Takode, terapeutski pristup KSBB pacijenata ne
treba da se zasniva na pojedinacnim vrednostima iPTH, ve¢ na dinamici sekrecije PTH,
tj. dinamici promene specifi¢énih biomarkera metabolizma kostiju (37). Ocekuje se da
budu¢i radovi na ovu temu doprinesu daljim preporukama o frekvenciji merenja iPTH i
BALP kod KSBB pacijenata, na osnovu koje bi moglo da se govori o kriti¢noj razlici ili
najmanje znacajnoj promeni analiziranog biomarkera u dijagnozi i prognozi oboljenja

kostiju.

U ovom ispitivanju dobijena je statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija BALP sa ALP
(p < 0,001) i sa TRAP (p < 0,05), kao i statisti¢ki negativna korelacija sa beta-CTX i
kalcijumom (p < 0,05) (Tabela XXV, Slika 19). Uzimajuci u obzir niske nivoe BALP
kod analizirane grupe pacijenata, negativna korelacija koncentracije BALP sa nivoima
beta-CTx i kalcijuma (r = -0,315 i r = -0,288, redom) mozZe da ukaZze na smanjenu
aktivnost osteoblasta, uz istovremeno povecano raspadanje kolagena kostiju. Medutim,
dobijene korelacije nisu u saglasnosti sa literaturnim podacima, koji navode pozitivnu
korelaciju BALP i beta-CTx (86). Ostaje da buduéi radovi objasne odnos specificnog
biomarkera stvaranja kostiju, sa raspadnim produktom kolagena, kao i da li postoji
Znacajna razlika u metabolizmu kostiju predijaliznih pacijenata u odnosu na pacijente na
dijalizi. U ovom ispitivanju, dobijena je statisticki znacajna negativna korelacija izmedu
TRAP i magnezijuma (r = -0,463, p < 0,01) i fosfora (r = -0,301, p < 0,05) (Tabela
XXVI, Slika 20). Takode, dobijena je statisti¢ki znacajna (p < 0,05) pozitivna korelacija
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beta-CTx sa izmerenim vrednostima kalcijuma (r = 0,597) i negativna korelacija sa 25D
(r =-0,411) (Tabela XXVII, Slika 20).

5.4.3. Korelacija vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera
kod pacijenata na hemodijalizi

Kada su analizirane korelacije biomarkera kod HD pacijenata dobijena je statisticki
znacajna pozitivna korelacija BALP sa ALP (p < 0,001), sa TRAP (p < 0,05), i PTH i
beta-CTx (p < 0,01), ali i negativna korelacija sa kalcijumom, fosforom, CaxP i 25D (p
< 0,05) (Tabela XXVIII, Slika 22). Kada se analizirala korelacija izmedu TRAP, beta-
CTx i magnezijuma, mada su dobijeni nizi koeficijenti korelacije, ona je bila statisticki
znacajna (r = -0,217 i r = -0,214, p < 0,05, redom). Takode, postojala je statisticki
znacajna pozitivna korelacija TRAP i iPTH i 25D (p < 0,05) (Tabela XXIX, Slika 23).
Kod HD pacijenata dobijena je statisticki znacajna pozitivna korelacija beta-CTx sa
CaxP (p < 0,05) i sa iPTH (p < 0,01) (Tabela XXX, Slika 24). Mada jo$ uvek postoji
mali broj radova koji objaSnjavaju znacaj odredivanja beta-CTx kod HD pacijenata,
korelacije u ovom ispitivanju se slazu sa postoje¢im literaturnim podacima, a dobijene
povecane vrednosti mogu da ukazuju na povecanu razgradnju kolagena, tj. na poveéane

procese resorpcije i ubrzan metabolizam kostiju (99).

5.4.4. Korelacija vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera
kod pacijenata na kontinuiranoj ambulatornoj peritonealnoj dijalizi

U ovom ispitivanju dobijene su statistiCki znacajna pozitivna korelacija BALP sa ALP
(r = 0,406, p < 0,0001), sa 25D (r = 0,318, p < 0,001), ali i sa TRAP, beta-CTx i iPTH
(p < 0,05). Takode, dobijena je statisticki znac¢ajna negativna korelacija (p < 0,05) sa
kalcijumom, magnezijumom, fosforom i CaxP (Tabela XXXI, Slika 25). Vrednosti
TRAP su bile u pozitivnoj korelaciji (p < 0,05) sa fosforom, iPTH i 25D, kao i u
negativnoj korelaciji (p < 0,05) sa beta-CTx i magnezijumom (Tabela XXXII, Slika 26).
U literaturi se inverzna korelacija iPTH i magnezijuma kod CAPD pacijenata navodi
kao faktor koji doprinosi razvoju adinamicne bolesti kostiju (308, 309). Kod CAPD
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pacijenata vrednosti beta-CTx su bile u pozitivnoj korelaciji (p < 0,05) sa ALP i 25D
(Tabela XXXIII, Slika 27).

5.5. POREDENJE BALP, TRAP, BETA-CTx | PREPORUCENIH
BIOMARKERA U ODNOSU NA NIVOE iPTH, VREDNOSTI VITAMINA D
| PROIZVODA KALCIJUMA | NEORGANSKOG FOSFATA

Preporuke su da se u odnosu na tri razli¢ita nivoa iPTH moZe proceniti ubrzan,
normalan ili usporen metabolizam kostiju, pa je planirano da se ispita u kojoj su meri
izmenjene vrednosti specificnih biomarkera u odnosu na preporucene, u sva tri nivoa
vrednosti iPTH (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL, > 300 pg/mL), odnosno koji biomarker
najbolje prati niske, srednje i visoke nivoe iPTH, tj. pomocu koga biomarkera je
moguce proceniti nizak, normalan ili ubrzan metabolizam kostiju (99). Uzimajuéi u
obzir da grani¢ne vrednosti iPTH koje se koriste u proceni nivoa metabolizma kostiju
zavise od metode kojom se ovaj biomarker odreduje, objavljene su nove KDIGO
preporuke 0 znacaju dvostruke i devetostruke vrednosti gornje granice referentnog
intervala za iPTH (130-585 pg/mL), poSto se smatra da su vrednosti iPTH > 400—-600
pg/mL usko povezane sa morbiditetom i mortalitetom kod pacijenata na dijalizi (236).
Medutim, ne postoji univerzalni standard pomocu kojeg se mogu kalibrisati razli€iti
testovi za IPTH. lako je preporuka da se koristi 95/646 Internacionalni standard, jo$
uvek se ispituje znacaj etaloniranja razli¢itih metoda ovim kalibratorom (318). Prema
tome, promena prvobitno preporuc¢enih opsega za vrednosti iPTH prema KDOQI, u Siri
opseg vrednosti prema KDIGO je samo elegantan nadin da se prevazidu problemi
varijabilnosti izmedu metoda, bioloSka varijacija PTH i moguci uticaj razli¢ite terapije
na dijagnosticki zakljucak. Takode, vrednosti iPTH u ovom ispitivanju su odredivane u
periodu pre objavljivanja KDIGO preporuka, zbog ¢ega su u radu koris¢ene KDOQI
preporuke (99, 263).

Takode, kod KSBB pacijenata adekvatno dozirana terapija vitaminom D, moze u
velikoj meri spreciti pogorSanje metabolizma kostiju upravo na osnovu vrednosti
specificnih biomarkera kostiju uz paralelno merenje nivoa 25D. U odnosu na ovu

¢injenicu, ispitivace se u kojoj meri su izmenjeni analizirani biomarkeri kod
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nedovoljnih i dovoljnih nivoa 25D, tj. koji biomarker najbolje korelira sa nivoima 25D.
Kao posledica dugotrajne bolesti bubrega i neadekvatnog regulisanja nivoa kalcijuma i
fosfora, kod KSBB pacijenata moze da se razvije kalcifikacija mekih tkiva, najcesce
vaskularna kalcifikacija. Preporuke su da proizvod CaxP bude kontrolisan kako bi se
izbegla ektopi¢na kalcifikacija. Zato je bilo potrebno da se ispita kako nivo CaxP prati
biomarkere metabolizma kostiju u sva tri nivoa iPTH, kao i nedovoljne i dovoljne nivoe
25D.

5.5.1. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera

u odnosu na niske, preporucene i visoke nivoe iPTH

U zavisnosti od razli¢itth nivoa iPTH, preporuceni su razliCiti terapijski pristupi
metabolitima vitamina D u lecenju bolesti kostiju kod KSBB pacijenata. Terapija ima za
cilj da odrzi nivoe PTH u granicama od 150—300 pg/mL (99, 220, 319). U literaturi se
navodi da niZze vrednosti iPTH mogu dovesti do usporenog metabolizma Kostiju, a
ukoliko su vrednosti ispod 100 pg/mL iPTH mogu da ukaZzu na adinamiénu bolest
kostiju (99). Veca osetljivost se postize kombinacijom sa vrednostima BALP, pa se
smatra da su ova dva biomarkera najbolji pokazatelj u diferencijalnoj dijagnozi
usporenog i ubrzanog metabolizma kostiju (39, 78, 287). U ovom ispitivanju su
analizirani specifi¢ni 1 preporuceni biomarkeri metabolizma kostiju u zavisnosti od

razli¢itih opsega iPTH posebno kod predijaliznih i dijaliziranih pacijenata.

Kod sve tri grupe pacijenata uocava se da vrednosti BALP prate nivoe iPTH: najnize su
kod pacijenata sa vrednostima iPTH ispod 150 pg/mL, a najviSe u grupi preko 300
pg/mL iPTH za sve tri grupe pacijenata, $to moze da ukaze na moguce smanjenje
metabolizma kostiju kod pacijenata sa vrednostima iPTH manjim od 150 pg/mL i kod
predijaliznih pacijenata i kod pacijenata na dijalizi nezavisno od tipa dijalize (Tabela
XXXIV, Slika 28). Medutim, najveca razlika u vrednostima BALP dobijena je kod HD
pacijenata sa vrednostima iPTH ispod i iznad preporu¢enih vrednosti (16 1U/L vs. 60
IU/L) (Tabela XXXIV). Literaturni podaci potvrduju razliku u vrednostima preporuc¢enih
1 specificnih biomarkera metabolizma kostiju predijaliznih pacijenata u odnosu na one

koji su na terapiji dijalizom, pa ¢ak i na znatan uticaj tipa dijalize u odnosu na nivoe
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IPTH koji mogu ukazati na usporen, normalan ili uve¢an metabolizam kostiju (49, 300,
303).

U ovom ispitivanju su dobijene niZze vrednosti TRAP kod dijaliziranih pacijenata kod
kojih se terapijom postize preporuceni nivo iPTH, Sto ukazuje na pozitivan efekat
dijalize na resorpciju kostiju, koja uz adekvatnu terapiju dovodi do normalizovane
aktivnosti osteoklasta i smanjenja vrednosti TRAP (Tabela XXXV, Slika 29). Suprotno
ovome, kod predijaliznih pacijenata vrednosti TRAP su viSe kod pacijenata sa
preporuc¢enim nivoima iPTH, u odnosu na nize ili viSe nivoe iPTH. Mada se u literaturi
TRAP navodi kao dobar pokazatelj resorpcije kostiju kod analiziranih grupa pacijenata
vrednosti ovog biomarkera ne prate nivoe iPTH, a takode dobijaju se male promene
TRAP u odnosu na niske, preporu¢ene i visoke vrednosti iPTH. Ovo moZze da se
prevazide odredivanjem koncentracija TRAPS5b molekule kao mnogo specifi¢nije za
osteoklastnu aktivnost. Medutim, za odredivanje ovog biomarkera ne postoje
automatizovane metode, $to je glavni problem za uvodenje u rutinsku laboratorijsku

dijagnostiku.

U literaturi se navodi da je beta-CTx dobar pokazatelj metabolizma kolagena I, koji je
glavni sastojak matriksa kostiju, ali su uglavnom analizirani pacijenti sa osteoporozom,
mada jedan broj radova ukazuje na beta-CTx kao pouzdan marker razgradnje kolagena i
kod KSBB pacijenata (37, 86—88). U ovom ispitivanju su dobijene viSe vrednosti beta-
CTx kod predijaliznih, a nize vrednosti kod CAPD pacijenata koji nisu imali regulisane
nivoe iPTH (Tabela XXXVI, Slika 30), Sto je u saglasnosti sa jednim brojem radova koji
ukazuju na poviSene vrednosti beta-CTx kod neregulisanih nivoa iPTH, i pozitivan
efekat dijalize i medikamentozne terapije na smanjenje nivoa beta-CTx, postizanjem

preporucenog opsega iPTH (96, 317).

U ovom ispitivanju vrednosti preporuc¢enih biomarkera, ALP, kalcijuma, magnezijuma,
neorganskog fosfata i CaxP, nisu bile znacajno razli¢ite u odnosu na razli¢ite nivoe
IPTH kod sve tri grupe analiziranih pacijenata (Tabela XXXVII-Tabela XLI, Slika
31-35). Mada se u literaturi navodi da viSi nivoi CaxP mogu da ukazu na ekstrakostane

kalcifikacije, postoji jedan broj radova koji ukazuje na pozitivan efekat ovog proizvoda
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na prevenciju smanjenog metabolizma kostiju (222, 302). Kod sve tri grupe pacijenata
dobijeni niZi nivoi 25D u odnosu na preporucene, nezavisno od nivoa iPTH (Tabela
XLHI, Slika 37). Po najnovijim preporukama KDIGO vodica, terapija vitaminom D i
analozima u cilju supresije poviSenih nivoa PTH, nije indikovana kod predijaliznih
pacijenata ukoliko nije prisutna sumnja ili potvrda deficita vitamina D (235). Medutim,
u ovom ispitivanju su dobijene nize vrednosti 25D u odnosu na tri nivoa iPTH, kod sve
tri grupe analiziranih pacijenata, $to ukazuje na potrebu terapije vitaminom D ili

analozima i kod KSBB pacijenata koji nisu na terapiji dijalizom.

5.5.2. Raspodela vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i preporucenih biomarkera

u odnosu na nedovoljne i dovoljne nivoe 25-hidroksi vitamina D

Medunarodno prihvacena definicija nedostatka vitamina D je koncentracija u krvi < 50
nmol/L (207, 231). Smatra se da je u najvecem procentu zastupljena kod predijaliznih
pacijenata, a kod KSBB pacijenata terapija vitaminom D i analozima ima za cilj da
poveca nivoe iPTH. U prisustvu dovoljnih koli¢ina vitamina D, smatra se da dalja
terapija nema efekat na poboljSanje kardiovaskularnin komlikacija ili na smanjenje
rizika od smrtnosti, ali i na metabolizam kostiju (320).

Poredenjem vrednosti BALP kod predijaliznih pacijenata u odnosu na pacijente na
dijalizi, dobijene su statisticki zna¢ajno razliite vrednosti, ne uzimajuéi u obzir status
vitamina D (nedostatak i dovoljna koli¢ina vitamina D) (p < 0,05) (Tabela XLIV, Slika
38). Takode, nivoi BALP su bili visi kod grupa sa dovoljnom koli¢inom vitamina D, Sto
je u slaganju sa literaturnim podacima, koji ukazuju na povoljan efekat dovoljne
koli¢ine vitamina D na metabolizam kostiju, a posredno i na koncentracije specificnih
biomarkera kostiju (42, 89, 209, 213, 216—218). Medutim, nedavno je francuska grupa
autora objavila rad u kome su pokazali da je terapija 25-hidroksiholekalciferolom imala
za posledicu blago sniZenje nivoa BALP (320). U predijaliznoj i CAPD grupi pacijenata
sa nivoima 25D > 50 nmol/L, vrednosti TRAP su bile viSe, a beta-CTx niZe u odnosu na
grupu sa nedovoljno vitamina D (Tabela XLV i XLVI, Slika 39 i 40). Mada su u ovom
ispitivanju vrednosti TRAP bile nesto nize u grupi HD pacijenata sa dovoljnim nivoima

25D, one su ukazivale na povecanu aktivnost osteoklasta (Tabela XLV). Takode, nivoi
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beta-CTx su bili neSto visi u grupi HD pacijenata sa nizim vrednostima 25D, $to moze
da ukaZe na povecane procese razgradnje kolagena, a smanjenje stvaranja kostiju kod
pacijenata sa nedovoljno vitamina D (Tabela XLVI). Do sada nema puno literaturnih
podataka o efektima terapije vitaminom D i analozima na TRAP i beta-CTx kod KSBB

pacijenata.

Za razliku od pacijenata na dijalizi, predijalizni pacijenti su imali nesto viSe vrednosti
ALP u grupi sa nedovoljnom koli¢inom vitamina D, ali razlika nije bila znacajna
(Tabela XLVII, Slika 41). Primarni cilj terapije vitaminom D i analozima jeste
snizavanje nivoa iPTH i regulisanje sekundarnog hiperparatiroidizma kod pacijenata na
dijalizi. Kao posledica nekontrolisane terapije moze do¢i do snizavanja nivoa ALP 1
razvoja adinamiéne bolesti kostiju kod ovih pacijenata. Vise vrednosti ALP kod
pacijenata na dijalizi sa dovoljnom koli¢inom vitamina D, ukazuju na dobro
kontrolisanu terapiju i uspesno regulisanje sekundarnog hiperparatiroidizma. U ovom
ispitivanju su dobijene ocekivano nize vrednosti kalcijuma kod predijaliznih pacijenata,
nezavisno od statusa vitamina D (Tabela XLVIII, Slika 42). Vrednosti kalcijuma kod
pacijenata na dijalizi su bile u preporu¢enom opsegu, mada su vrednosti bile nize u
grupama sa dovoljno vitamina D. Ovo nije u slaganju sa literaturnim podacima da
terapija vitaminom D povecava apsorpciju kalcijuma i moze dovesti do hiperkalcemije
(187, 201). Za razliku od kalcijuma, vrednosti neorganskog fosfata su u grupi sa
dovoljno vitamina D kod predijaliznih pacijenata bile niZe, a kod dijaliznih pacijenata
bile viSe u odnosu na grupu sa nedovoljno vitamina D (Tabela XLIX, Slika 43).
Medutim, nedavno je francuska grupa naucnika ukazala na potrebu da se primena
terapije vitaminom D i analozima jo$ jednom preispita, zbog povecanja metabolizam
kostiju kao posledice terapije (320). Koncentracije magnezijuma i CaxP se nisu
zna€ajno razlikovale izmedu analiziranih grupa predijaliznih i dijaliznih pacijenata
(Tabela L i LI, Slika 44 i 45). U grupi predijaliznih pacijenata sa nedovoljno vitamina
D, vrednosti magnezijuma su bile nize od donje granice referentnih vrednosti, $to je u
slaganju sa literaturnim podacima da vitamin D povecava apsorpciju i vrednosti
magnezijuma kod KSBB pacijenata, mada sam mehanizam nije objasSnjen (321).
Takode, mali je broj radova koji ukazuju na direktan efekat vitamina D na CaxP (216,

217). NiZe vrednosti iPTH u sve tri grupe pacijenata sa 25D > 50 nmol/L mogu ukazati
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na pozitivan efekat terapije vitaminom D i analozima, Sto je u slaganju sa literaturnim
podacima (Tabela LII, Slika 46) (207, 212214, 218).

5.6. DIJAGNOSTICKA VREDNOST BALP, TRAP, BETA-CTx |
PREPORUCENIH BIOMARKERA ZA PROCENU
ADINAMICNE BOLESTI KOST1JU

Za postavljanje konacne dijagnoze bolesti kostiju kod KSBB pacijenata sve se rede
preporucuje biopsija kostiju kao invazivna, neprijatna metoda. lako se smatra da je
biopsija kostiju "zlatni standard" za definisanje nivoa metabolizma kostiju, veliki broj
radova ukazuje na klinicki znacaj biomarkera (99, 222, 223, 236, 242, 243). Na osnovu
vrednosti preporucenih biomarkera moze se sa velikim stepenom pouzdanosti definisati
ubrzan ili usporen metabolizam kostiju. Najveéi problem je Sto nijedan biomarker ne
moze predvideti meSanu uremijsku bolest kostiju, mada su ove bolesti i retke kod
KSBB pacijenata. Posledn;ji literaturni podaci ukazuju na znacaj udruzenih vrednosti
IPTH i BALP za definisanje adinamiéne bolesti kostiju kod pacijenata na dijalizi (37).
KDOQI vodic¢i ukazuju da najveci broj pacijenata koji ima vrednosti iPTH < 100 pg/mL
razvije adinami¢nu bolest kostiju, ali Coen i sar. su dobili najve¢i Younden-ov indeks
(0,93) za BALP u odnosu na ostale analizirane biomarkere (iPTH, ALP, osteokalcin,
TRAP i deoksipiridinijum) u dijagnozi usporenog metabolizma kostiju (78). Jedna
studija koja je ispitivala prediktivne vrednosti BALP i iPTH u dijagnozi adinami¢ne
bolesti kostiju, pokazala je da su vrednosti < 27 IU/L i < 150 pg/mL pouzdan pokazatelj
adinamicne bolesti kostiju kod dijaliziranih pacijenata sa visokom osetljivosti (78,1% i
80,6%) 1 specificnosti (86,4% i 76,2%) (39). Nema puno podataka o dijagnostic¢koj
vrednosti TRAP za otkrivanje adinamiéne bolesti kostiju. Medutim, postoje literaturni
podaci koji ukazuju da povecane vrednosti beta-CTx imaju bolji Younden-ov indeks
(0,24) u odnosu na iPTH (0,12) u definisanju povecanog gubitka mase kostiju, a samim
tim 1 u razvoju adinamicne bolesti kostiju (98). Takode, postoji mali broj literaturnih
podataka o prediktivnim vrednostima biomarkera kostiju kod predijaliznih pacijenata za
adinami¢nu bolest kostiju, mada je usporen metabolizam i kod ove grupe pacijenata
detaljno opisan u literaturi (49, 282, 322).

174



U ovom ispitivanju su analizirane dijagnosticke vrednosti BALP, TRAP, beta-CTX i
preporucenih biomarkera metabolizma kostiju u odnosu na preporuc¢ene granicne
vrednosti iPTH za usporen metabolizam kostiju (< 100 pg/mL). Kada su analizirane
vrednosti svih KSBB pacijenata zajedno, ROC analiza je pokazala da je AUC za
kalcijum bila najveca (0,701), tj. za kalcijum je u ovom ispitivanju dobijena najbolja
prediktivna vrednost za detekciju usporenog metabolizma kostiju (osetljivosti i
specifi¢nosti su 67,9% i 73,8%, redom) (Tabela LIV, Slika 48). Takode, ROC analiza je
pokazala da je AUC za BALP (0,597) bila neSto manja od AUC za kalcijum, ali da je
postojala statisticki znacajna razlika (p < 0,05). U ovom ispitivanju optimalna ,,cut off“
vrednost BALP za detekciju usporenog metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata bila
je 24 1U/L, §to je u slaganju sa literaturnim podacima (47-49). Medutim dobijena je

nesto niza osetljivost 1 specificnost (57,2% 1 58,1%).

Takode, analizirane su vrednosti biomarkera posebno za predijalizne pacijente,
pacijente na hemodijalizi i CAPD pacijente. PovrsSina ispod ROC krive za BALP za
predijalizne pacijente nije se znacajno razlikovala od AUC za druge analizirane
biomarkere metabolizma kostiju (TRAP, beta-CTx, ALP i kalcijum), ali je bila najvisa
(0,688) (Tabela LV, Slika 49). Osetljivost i specifiénost BALP za optimalnu ,,cut off*
vrednost (27 IU/L) su bile nesto veée u odnosu na osetljivost i specifi¢nost drugih
analiziranih biomarkera u predijaliznoj grupi pacijenata (84,4% i 58,2%). Dobijena ,,cut
off* vrednost je u slaganju sa literaturnim podacima u kojima se opisuje ista metoda
odredivanja ovog biomarkera, mada su osetljivost i1 specificnost nesto manje (35, 39,
281, 300, 304). U literaturi je klinicki znacaj potencijalnih biomarkera metabolizma
kostiju ispitan poredenjem sa "zlatnim standardom" za odredivanje nivoa metabolizma

kostiju, tj. histomorfoloskim analizama (34, 35, 37, 38, 47, 49, 179, 252, 294, 295, 322).

Ispitivanjem vrednosti biomarkera posebno za pacijente na hemodijalizi, ROC analizom
je dobijena najveca statisticka znacajnost za vrednosti kalcijuma (p = 0,007) (Tabela
LV, Slika 50). Povrsina ispod ROC krive za kalcijum je bila 0,651. Takode, znacajne
vrednosti AUC dobijene su i za vrednosti neorganskog fosfata i CaxP (0,514 i 0,555).
Vrednost AUC za beta-CTx, kao specificnog biomarkera metabolizma kostiju kod

pacijenata na hemodijalizi je bila 0,579. Iako je kalcijum preporu¢en biomarker za
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pracenje metabolizma kostiju, nema puno literaturnih podataka za njegovu
dijagnosticku vrednost. Medutim, literaturni podaci ukazuju da kada se porede
performanse BALP, TRAP i beta-CTx sa iPTH, kao preporu¢enog biomarkera, kod
pacijenata na hemodijalizi, postoji sli¢na klinicka vrednost ispitivanih biomarkera za

dijagnozu, odredivanje nivoa metabolizma kostiju i predvidanje progresije bolesti (34,
37,41, 76, 98, 294).

U ovom radu, ROC analiza je pokazala najve¢u povrsinu ispod krive kada su ispitivane
vrednosti BALP kod CAPD pacijenata. Dobijena AUC za BALP u ovoj grupi bila je
0,588 (Tabela LV, Slika 51). Takode, vrednosti BALP ispod ,,cut off* od 25 IU/L, mogu
sa 64,1% osetljivosti i 62,6% specifi¢nosti ukazati na usporen metabolizam kostiju kod
CAPD pacijenata. Najveci broj literaturnih podataka ukazuje da BALP ima bolje
performanse u odnosu na ALP za detekciju sniZenja ili pove¢anja metabolizma kostiju, i
to uglavnom kod pacijenata na hemodijalizi (28, 36, 39, 41). Medutim i za CAPD
pacijente, u ovom radu su dobijene bolja osetljivost i specificnost BALP u odnosu na
vrednosti preporucenog biomarkera ALP (Tabela LV, Slika 51). Rezultati ovog
istrazivanja podrzavaju postojece literaturne podatke u konstataciji da postoji dobro
slaganje BALP, TRAP i beta-CTx sa preporucenim biomarkerima, ali i da postoji bolja
korelacija vrednosti ispitivanih biomarkera sa vrednostima iPTH u odnosu na ostale
preporucene biomarkere (ALP, joni kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma,
CaxP i 25D). Takode, kod pacijenata kod kojih postoje niske vrednosti iPTH, niske
vrednosti BALP, blago povisene TRAP i beta-CTx mogu da ukazu na smanjenje
metabolizma kostiju. Vrednosti ispitivanih specifi¢énih biomarkera resorpcije i stvaranja
kostiju mogu pomoc¢i u proceni i pra¢enju nivoa metabolizma kostiju, kao i u proceni i

pracenju eventualnih komplikacija, ali i korigovanju odgovarajuce terapije.

Na osnovu rezultata ovog ispitivanja moze se zakljuciti da ispitivani biomarkeri imaju
uporedivu dijagnosticku ta¢nost kao i preporuceni biomarkeri za procenu nivoa
metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata. Ovi rezultati podrzavaju postojece
literaturne podatke u konstataciji da biomarkeri metabolizma kostiju kao ,,biohemijska
biopsija“, mogu biti adekvatna alternativa invazivnoj metodi biopsije kostiju kao

,,Zlatnom standardu*.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu svega izlozenog moze se zakljuciti sledece:

1. Odredivanje BALP, TRAP 1 beta-CTx, kao 1 preporucenih biomarkera za
ispitivanje metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata moze se smatrati pouzdanim
na osnovu dobijenih vrednosti koeficijenata varijacije za nepreciznost u seriji (Kv:
0,6—3,3%) i nepreciznosti iz dana u dan (Kv: 1,0-3,6%).

2. Referentni opseg za BALP, beta-CTx i magnezijum kod Zena bile su: 38—69 TU/L,
0,40-2,85 ng/mL i 0,91-1,09 mmol/L, redom, a za muskarce: 37-63 IU/L,
0,50—1,98 ng/mL 1 0,88—1,05 mmol/L, redom.

3. Kod zdrave populacije zene su imale statisticki znacajano vise vrednosti BALP,
beta-CTx i magnezijuma u odnosu na muskarce (p < 0,05).

4. Kod ispitivane zdrave populacije uticaj godina nije bio statisticki znacajan na
vrednosti analiziranih biomarkera, izuzev za vrednosti BALP, koje su bile nesto
nize kod osoba koje su imale preko 60 godina zivota, mada je dobijena grani¢na
znacajnost (p = 0,052).

5. Dobijeni referentni intervali za ALP, jone kalcijuma, neorganskog fosfata, iPTH i
25D su se slagali sa intervalima koje preporucuju proizvodaci testova sa kojima su
biomarkeri odredivani. Dobijene vrednosti za beta-CTx i jone magnezijuma su u
slaganju sa literaturnim podacima, mada su za ova dva biomarkera joS uvek u
upotrebi jedinstvene referentne vrednosti.

6. Podaci dobijeni u ovom radu za 2,5 i 97,5 percentil za vrednosti BALP, TRAP i
CaxP nisu u slaganju sa preporukama proizvodaca, jer se za ova tri biomarkera u
klini¢koj praksi koriste preporucene ,,cut off* vrednosti.

7. Kod predijaliznih pacijenata nije postojala statisticki znacajna razlika u
vrednostima ispitivanih biomarkera u odnosu na pol pacijenata, izuzev vrednosti
iPTH koje su se znaCajno razlikovale izmedu Zena 1 muskaraca: 408,5 vs. 348,8
pg/mL, p < 0,05.

8. Kod HD pacijenata postojala je statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u vrednostima
fosfora i iPTH u odnosu na pol pacijenata: kod Zena su dobijene vrednosti 2,03
mmol/L i 88,6 pg/mL, a kod muskaraca 1,40 mmol/L i 136,7 pg/mL, redom. Na

vrednosti ostalih ispitivanih biomarkera pol nije imao znacajan uticaj.
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10.

11.

12.

13.

14.

Kod CAPD pacijenata, pol je imao znacajan uticaj na vrednosti CaxP i iPTH (p <
0,05). Vrednosti CaxP i iPTH bile su redom kod Zena i muskaraca: 3,73 i 3,37
mmol%/L?, 167,2 i 174,5 pg/mL.

Kada je ispitivan uticaj starosti na vrednosti ispitivanih biomarkera kod KSBB
pacijenata, dobijena je statisticki znaCajna razlika izmedu pacijenata mladih i
starijin od 60 godina Zivota, jedino u vrednostima BALP. Vrednosti BALP
predijaliznih, HD i CAPD pacijenata su bile za pacijente mlade od 60 godina: 34
IU/L, 23 IU/L i 23 IU/L, a za pacijente starije od 60 godina: 32 1U/L, 20 IU/L i 19
IU/L, redom.

Duzina trajanja hemodijalize imala je znacajan uticaj na vrednosti ALP i BALP;
kod pacijenata koji su bili duze od 30 meseci na dijalizi vrednosti (medijane) ovih
biomarkera su bile znacajno nize (p < 0,05): 64 IU/L vs. 55 IU/L za ALP i 26 1U/L
vs. 20 IU/L za BALP. Duzina trajanja kontinuirane ambulatorne peritonealne
dijalize imala je uticaj samo na vrednosti magnezijuma (p < 0,05). Vrednosti
magnezijuma kod pacijenata koji su bili na ovoj dijalizi ispod 30 meseci bila je 0,95
mmol/L, a vrednost kod pacijenata koji su bili preko 30 meseci na ovoj dijalizi bila
je 0,88 mmol/L.

Ustanovljena je normalna raspodela vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera
kod predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizi.

Vrednosti BALP su kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata bile znac¢ajno nize u
odnosu na kontrolnu grupu (Me: 23 1U/L, 20 1U/L i 20 IU/L vs. 53 IU/L, p <
0,001). Vrednosti TRAP su kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata bile znacajno
viSe u odnosu na kontrolnu grupu (Me: 8 IU/L, 8 IU/L i 6 IU/L vs. 5 IU/L, p <
0,05). Vrednosti beta-CTx kod predijaliznih i CAPD pacijenata su bile znacajno
viSe u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,01), sa medijanama od 3,85 ng/mL i 3,42
ng/mL u odnosu na 1,35 ng/mL, dok su vrednosti HD pacijenata bile vise u odnosu
na kontrolnu grupu, ali razlika nije bila statisticki znacajna (Me: 1,76 ng/mL, p =
0,054).

Vrednosti ALP su bile znacajno nize kod HD i CAPD pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu (Me: 56 vs. 69 IU/L, p < 0,001 i Me: 57 vs. 69 IU/L, p < 0,05).
Mada su vrednosti ALP predijaliznih pacijenata bile nesSto nize u odnosu na
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16.

17.

18.

19.

20.

kontrolnu grupu, razlika je bila na granici statisticke znacajnosti (Me: 64 vs. 69
IU/L, p = 0,058).

Kada su analizirane vrednosti kalcijuma, dobijena je statisticki znaCajna razlika
izmedu predijaliznih i CAPD pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (Me: 2,12
mmol/L i 2,25 mmol/L vs. 2,53 mmol/L, p < 0,01). Takode i vrednosti
hemodijaliznih pacijenata su bile zna¢ajno nize u odnosu na kontrolnu grupu (Me:
2,39 mmol/L vs. 2,53 mmol/L, p < 0,05).

Vrednosti magnezijuma predijaliznih pacijenata bile su znacajno nize u odnosu na
kontrolnu grupu (0,84 mmol/L vs. 0,99 mmol/L, p < 0,05). Koncentracije
magnezijuma HD i CAPD pacijenata nisu bile znacajno razli¢ite u odnosu na
kontrolnu grupu (p = 0,232 i p = 0,057).

Kada su analizirane vrednosti neorganskog fosfata, dobijene su znacajno vece
koncentracije predijaliznih i CAPD pacijenata (p < 0,05) kao i HD pacijenata (p <
0,01) u odnosu na kontrolnu grupu (1,55 mmol/L, 1,63 mmol/L i 1,52 mmol/L vs.
1,25 mmol/L, redom).

U ovom ispitivanju analizirane su vrednosti CaxP predijaliznih pacijenata u odnosu
na kontrolnu grupu, i nije dobijena znaajna razlika (3,12 mmol%/L* vs. 2,89
mmol?/L?, p = 0,632). Vrednosti kod dijaliziranih pacijenata su bile zna¢ajno vise u
odnosu na kontrolnu grupu: 3,90 mmol?/L? p < 0,01 za hemodijalizu i 3,40
mmol%/L?, p < 0,05 za CAPD.

Vrednosti iPTH predijaliznih (343,9 pg/mL, p < 0,01), HD pacijenata (99,4 pg/mL,
p < 0,05) i CAPD pacijenata (124,2 pg/mL, p < 0,05) su bile o¢ekivano znacajno
veée u odnosu na kontrolnu grupu (Me: 38 pg/mL). Vrednosti 25D predijaliznih i
HD pacijenata (30,0 nmol/L i 23,4 nmol/L) su bile zna¢ajno nize (p < 0,01) u
odnosu na vrednost kontrolne grupe (73,5 nmol/L). Vrednosti CAPD pacijenata su
se takode razlikovale od kontrolne grupe (45,0 nmol/L vs. 73,5 nmol/L, p < 0,05).
Takode, vrednosti BALP kod pacijenata na dijalizi, nezavisno od tipa dijalize su
bile statisticki zna¢ajno nize u odnosu na predijalizne pacijente (p < 0,05). Na
vrednosti TRAP kod dijaliziranih pacijenata imao je uticaj tip dijalize; vrednosti
CAPD pacijenata su bile znacajno nize u odnosu na HD pacijente (p < 0,01).
Vrednosti beta-CTx kod HD pacijenata bile su nize u odnosu na predijalizne

pacijente (p < 0,05).
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Vrednosti ALP kod HD pacijenata su bile znacajno nize u odnosu na predijalizne
pacijente (p < 0,01). Koncentracije kalcijuma HD pacijenata su bile zna¢ajno vise u
odnosu na predijalizne (p < 0,05).

Medutim, vrednosti magnezijuma HD pacijenata su bile znacajno vise u odnosu na
predijaliznu grupu (1,01 mmol/L vs. 0,84 mmol/L, p < 0,05). Vrednosti
neorganskog fosfata kod HD pacijenata su bile znacajno viSe u odnosu na
predijalizne pacijente (p < 0,05). Takode, vrednosti CaxP kod HD pacijenata bile su
znacajno viSe od predijaliznih pacijenata (p < 0,05). Takode, vrednosti iPTH
dijaliziranih pacijenata su bile znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na predijalizne
pacijente, nezavisno od tipa dijalize. Vrednosti 25D CAPD grupe bile znacajno vise
od predijaliznih i HD pacijenata (p < 0,05).

Koeficijenti korelacije BALP sa ostalim biomarkerima kod predijaliznih pacijenata
od -0,315 do 0,616, bili su statisticki znacajni (p < 0,001 sa ALP i p < 0,05 sa
TRAP, beta-CTx i kalcijumom).

Koncentracije TRAP su bile u negativnoj korelaciji sa magnezijumom (-0,463, p <
0,01) i fosforom (-0,301, p < 0,05) kod predijaliznih pacijenata. Kod pacijenata na
hemodijalizi, dobijena je statisticki znacajna (p < 0,05) pozitivna korelacija TRAP
sa iIPTH i 25D (0,368 i 0,278), a negativna korelacija (p < 0,05) sa beta-CTx i
magnezijumom (-0,217 i -0,214). Kod CAPD pacijenata dobijena je znacajna
pozitivna korelacija (p < 0,05) sa fosforom, iPTH i 25D (0,221, 0,341 i 0,215), a
negativna korelacija (p < 0,05) sa beta-CTx i magnezijumom (-0,211 i -0,312).

Kod predijaliznih pacijenata, beta-CTx je bio u pozitivnoj korelaciji sa kalcijumom
(0,597, p < 0,05) i negativnoj korelaciji sa 25D (-0,411, p < 0,05). Kod HD
pacijenata beta-CTx je imao znaéajnu pozitivhu korelaciju sa CaxP (0,217, p <
0,05) i sa iPTH (0,516, p < 0,01). Kod CAPD pacijenata, beta-CTx je bio u
pozitivnoj korelaciji sa ALP i 25D (0,250 i 0,274).

U grupi predijaliznih pacijenata sa iPTH < 150,0 pg/mL, dobijene su znacajno nize
vrednosti BALP i neorganskog fosfata (25 IU/L i 1,37 mmol/L, p < 0,05) u odnosu
na grupe sa iPTH od 150,0-300,0 pg/mL i iPTH > 300,0 pg/mL. Kod HD
pacijenata jedino su vrednosti BALP bile znac¢ajno nize (16 IU/L, p < 0,05) u grupi
IPTH < 150,0 pg/mL, dok se vrednosti ispitivanin biomarkera CAPD pacijenata

nisu znacajno razlikovale.
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U grupi sa preporucenim vrednostima iPTH, kod predijaliznih pacijenata dobijene
su nize vrednosti beta-CTx (3,00 ng/mL), dok su vrednosti 25D bile nize i kod
predijaliznih i HD pacijenata (21,0 nmol/L i 28,3 nmol/L).

Kod pacijenata sa iPTH > 300,0 pg/mL, dobijene su znacajno vise vrednosti BALP
I beta-CTx za HD pacijente (60 IU/L i 3,21 ng/mL, p < 0,05), medutim nije
dobijena znacajna razlika u vrednostima TRAP izmedu ispitivanih grupa.

Kod predijaliznih pacijenata koji su imali nedostatak vitamina D, kod kojih su
vrednosti 25D bile manje od 50 nmol/L, dobijene su zna¢ajno vise vrednosti fosfora
1 iPTH (1,54 mmol/L vs. 1,40 mmol/L i 351,0 pg/mL vs. 213,0 pg/mL, p < 0,05), a
nize vrednosti magnezijuma (0,82 mmol/L vs. 0,99 mmol/L, p < 0,05), u odnosu na
pacijente sa dovoljnom koli¢inom vitamina D.

Kod HD pacijenata koji su imali nedostatak vitamina D, kod kojih su vrednosti 25D
bile manje od 50 nmol/L, dobijene su znacajno VviSe vrednosti jedino iPTH, u
odnosu na pacijente sa dovoljnom koli¢inom vitamina D (143,2 pg/mL vs. 122,5
pg/mL, p < 0,05).

Kod CAPD pacijenata koji su imali nedostatak vitamina D, kod kojih su vrednosti
25D bile manje od 50 nmol/L, dobijene su zna¢ajno nize vrednosti BALP (18 1U/L
vs. 23 IU/L, p < 0,05), ALP (50 IU/L vs. 60 IU/L, p < 0,05) i CaxP (3,17 mmol%/L?
vs. 3,60 mmol?/L? p < 0,05) u odnosu na pacijente sa dovoljnom koli¢inom
vitamina D.

Da bi se procenila dijagnosticka tacnost specificnih ispitivanih i preporucenih
biomarkera za detekciju smanjenog nivoa metabolizma kostiju uradena je ROC
analiza. Kada su analizirani biomarkeri sve tri grupe KSBB pacijenata zajedno
najveca dijagnosticka vrednost dobijena je za kalcijum. PovrSina ispod ROC krive
bila je 0,701 i1 znaCajno se razlikovala od AUC za druge koStane biomarkere.
Dobijena osetljivost i specifi¢nost (67,9% 1 73,8%) za optimalnu ,,cut-off* vrednost
za kalcijum (2,34 mmol/L) je bila znacajno viSa u odnosu na druge analizirane
biomarkere (p = 0,0001).

U ovom ispitivanju u grupi predijaliznih pacijenata, najveca osetljivost (84,4%) je
dobijena za detekciju smanjenog metabolizma kostiju za vrednost BALP od 27
IU/L, sa najve¢com AUC od 0,688.
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Kod pacijenata koji su bili na terapiji hemodijalizom najveca dijagnosticka vrednost
u proceni smanjenog metabolizma kostiju dobijena je za kalcijum. PovrSina ispod
ROC krive bila je 0,651 i znafajno se razlikovala od AUC za druge koStane
biomarkere. Dobijena osetljivost 1 specificnost (69,2% 1 73,4%) za optimalnu ,,cut-
off* vrednost za kalcijum (2,33 mmol/L) je bila znacajno visa u odnosu na druge
analizirane biomarkere (p = 0,007).

Kod pacijenata koji su bili na terapiji kontinuiranom ambulatornom peritonealnom
dijalizom najveca dijagnosticka vrednost u proceni Smanjenog metabolizma kostiju
dobijena je za BALP (AUC = 0,588), mada je znaCajnost razlike sa drugim

analiziranim biomarkerima bila grani¢na (p = 0,053).
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7. SUMARNI ZAKLJUCCI

Na osnovu svega izlozenog moze se zakljuciti sledece:

1. Odredivanje BALP, TRAP i beta-CTx, kao 1 preporucenih biomarkera za
ispitivanje metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata moze se smatrati pouzdanim
na osnovu dobijenih vrednosti koeficijenata varijacije za nepreciznost u seriji (Kv:
0,6—3,3%) 1 nepreciznosti iz dana u dan (Kv: 1,0-3,6%).

2. Dobijeni referentni intervali u ovom ispitivanju za ALP, jone kalcijuma,
neorganskog fosfata, iPTH 1 25D su se slagali sa intervalima koje preporucuju
proizvodaci testova sa kojima su biomarkeri odredivani i nije uocen uticaj pola i
starosti na analizirane vrednosti u kontrolnoj grupi. Medutim, dobijeni referentni
intervali za beta-CTx i jone magnezijuma su bili razli¢iti u odnosu na pol zdrave
populacije, Sto je u slaganju sa literaturnim podacima, mada su joS uvek u upotrebi
jedinstvene referentne vrednosti. Takode, podaci dobijeni za 2,5 i 97,5 percentil za
vrednosti BALP, TRAP i CaxP se ne slazu sa preporukama proizvodaca, jer se za
ova tri biomarkera u klini¢koj praksi koriste preporucene ,,cut off* vrednosti.

3. Ustanovljena je normalna raspodela vrednosti za svaki od analiziranih biomarkera
kod predijaliznih, HD i CAPD pacijenata. Kod sve tri ispitivane grupe pacijenata
uocen je uticaj pola na vrednosti iPTH, kao 1 na vrednosti neorganskog fosfata kod
HD pacijenata i na vrednosti CaxP kod CAPD pacijenata. Medutim, uticaj starosti
je kod sve tri grupe pacijenata uocen jedino na vrednosti BALP. Takode, duzina
trajanja HD imala je uticaj na vrednosti ALP i BALP, a CAPD samo na vrednosti
jona magnezijuma.

4. Kaod predijaliznih i pacijenata na dijalizi vrednosti BALP su bile znacajno nize (p <
0,001), a vrednosti TRAP i beta-CTx su bile zna¢ajno vise (p < 0,051 p <0,01) u
odnosu na kontrolnu grupu. Efekat dijalize nezavisno od tipa potvrden je nizim
vrednostima BALP kod dijaliznih u odnosu na predijalizne pacijente. Medutim, u
ovom ispitivanju dobijene su znacajno nize vrednosti beta-CTx kod HD pacijenata
u odnosu na predijalizne pacijente (p < 0,05). Dobijena je dobra korelacija BALP,
TRAP i beta-CTx sa preporucenim biomarkerima metabolizma kostiju u sve tri

analizirane grupe pacijenata, sa koeficijentima korelacije od -0,493 do 0,616.
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5. Najznacajnija promena u odnosu na tri nivoa iPTH (< 150 pg/mL, 150—-300 pg/mL
1> 300 pg/mL) uocena je u vrednostima BALP kod sve tri ispitivane grupe KSBB
pacijenata, tj. jedino su se vrednosti BALP menjale paralelno sa promenom
vrednosti iPTH kod sve tri grupe KSBB pacijenata. Najveca razlika u odnosu na
nedovoljne i dovoljne koli¢ine 25D (< 50 nmol/L i > 50 nmol/L) dobijena je u
vrednostima BALP kod CAPD pacijenata. Uticaj terapije vitaminom D i njegovim
analozima je bio zanemarljiv na specificne biomarkere metabolizma kostiju kod
predijaliznih i HD pacijenata. Mada su vrednosti CaxP bile zna¢ajno vise kod HD i
CAPD pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, vrednosti su bile ispod grani¢nih za
ektopitnu kalcifikaciju (4,6 mmol?/L?) i nisu se znaGajno razlikovale u odnosu na
ispitivane nivoe iPTH i u odnosu na nedovoljne i dovoljne koli¢ine 25D.

6. Najveca dijagnosticka vrednost za sve tri grupe KSBB pacijenata zajedno, kao i
posebno za HD pacijente dobijena je za kalcijum. PovrSine ispod krivih (AUC) su se
statisti¢ki znacajno razlikovale u odnosu na druge analizirane biomarkere (0,701, p
= 0,0001 i 0,651, p = 0,007, redom). Medutim, u grupi predijaliznih i CAPD

pacijenata najveca dijagnosticka vrednost dobijena je za BALP (AUC = 0,688 i
AUC = 0,588), mada je znacajnost razlike sa drugim analiziranim biomarkerima bila

grani¢na (p = 0,058 i p = 0,053).

Na osnovu rezultata ovog ispitivanja moze se zakljuciti da ispitivani biomarkeri
imaju uporedivu dijagnosticku ta¢nost kao i1 preporuceni biomarkeri za procenu
nivoa metabolizma kostiju kod KSBB pacijenata. Ovi rezultati podrzavaju
dosadasnje literaturne podatke u konstataciji da biomarkeri metabolizma kostiju kao
»biohemijska biopsija*“, mogu biti adekvatna alternativa invazivnoj metodi biopsije

kostiju kao ,,zlatnom standardu®.
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