UNIVERZITET U BEOGRADU

MEDICINSKI FAKULTET

Petar S. Duri¢

UTICAJ MEMBRANA OBLOZENIH VITAMINOM E NA NIVO
POKAZATELJA OKSIDATIVNOG STRESA KOD
HEMODIJALIZNIH BOLESNIKA SA HOMOZIGOTNOM
DELECIJOM GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZU M1

Doktorska disertacija

Beograd 2021. g.



UNIVERSITY OF BELGRADE

MEDICAL FACULTY

Petar S. Duri¢

IMPACT OF VITAMIN E-BONDED MEMBRANE ON THE
MARKERS OF OXIDATIVE STRESS IN HEMODIALYSIS
PATIENTS WITH HOMOZYGOUS GLUTATHION
TRANSFERASE M1 GENE DELETION

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2021



Mentor: Prof. dr Nada Dimkovi¢, redovni profesor Interne medicine u penziji, Medicinski Fakultet
Univerziteta u Beogradu

Komentor:  Tatjana  Simic, redovni profesor, Institut za medicinsku i  klini¢ku
biohemiju, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu, dopisni ¢lan SANU

Clanovi Komisije:

1. Prof. dr Dijana Jovanovi¢, redovni Profesor Interne medicine, Medicinski Fakultet, Univerzitet
u Beogradu, predsednik komisije

2. Doc. dr Sonja  Suvakov, docent, Institut za  medicinsku i  klini¢ku
biohemiju, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu, ¢lan komisije

3. Doc. dr Branka Miti¢, docent Interne medicine, Medicinski fakultet Univerziteta u NiSu, ¢lan
komisije

Datum odbrane:



Zelim da se zahvalim svim ljudima koji su doprineli nastajanju ove disertacije.

Prvo zelim da se iskreno zahvalim profesorki Nadi Dimkovi¢ na nesebi¢noj pomoci i velikom
trudu koji je ulozila kako u izradu same teze, tako i u moju edukaciju tokom 12 godina zajednickog
rada. Takode veliku zahvalnost dugujem i profesorki Tatjani Simi¢ na sjajnim idejama u osmisljavanju
same teze 1 nesebicnoj pomoci i savetima u samom nastajanju i izradi teze.

Zelim da se zahvalim i Doc. dr Sonji Suvakov na velikoj i nesebi¢noj pomo¢i koju mi je pruzala
od prvog dana izrade teze.

Zeleo bih i da se zahvalim i prof dr Dijani Jovanovié i doc dr Benki Miti¢, na strpljnju i
savetima koji su dodatno unapredili tezu. Veliku zahvalnost dugujem i prof dr Radomiru Naumovicu
na savetima i podrSci tokom izrade teze.

Takode veliku zahvalnost dugujem svim medicinskim tehniarima odseka hemodijalize KBC
Zvezdare, a narocito sestri Divni i Branki.

Veliku zahvalnost dugujem i svim kolegama zaposlenim na Institutu za biohemiju, narocito dr
Durdi Jeroti¢ 1 laborantkinji Sanji.

Veliku zahvalnost dugujem i svim kolegama odelenja klinicke nefrologije na bodrenju i
zajedni¢kom radu, na pomo¢i oko prikupljanja podaka i laboratorijskih uzoraka: Aci, Dragani, Ani,
Jeleni, Tanji, Nikoli, Verici, Jovani i svima ostalima.

Koristim ovu priliku da se zahvalim 1 mojoj porodici. Mojoj voljenoj supruzi Andelki koja je uz
mene ve¢ skoro dve decenije i sve vreme velika podrSska. Takode mojoj deci, Petri, Nikoliji i Sofiji,
koje su moja inspiracija. Takode zahvaljujem se i ocu Stevanu, koji me je i uveo svet medicine i uvek
bio najvazniji savetodavac.

I na kraju najvecu zahvalnost dugujem svojoj prerano preminuloj majci Sofiji, koja nazalost
nije docekala da vidi brojne uspehe nas kao porodice i ostvarivanje nasih brojnih zajednickih snova.
Hvala joj na njenoj Zrtvi i svemu §to je ucinila za mene.



Uticaj membrana obloZenih vitaminom E na nivo pokazatelja oksidativnog stresa kod
hemodijaliznih bolesnika sa homozigotnom delecijom gena za glutation transferazu M1

Rezime:

Uvod: Povecan nivo oksidativnog stresa predstavlja glavno obelezje terminalnog stadijuma bubrezne
slabosti.  Povecana produkcija slobodnih radikala i smanjena aktivnost antioksidantnih enzima
doprinosi nagomilavanju biopokazatelja oksidativnog ostec¢enja proteina, lipida i DNK kod dijaliznih
bolesnika. Clanovi superfamilije enzima glutation transferaze (GST) su u stanju da detoksikuju
nagomilane uremijske toksine kod hemodijaliznih (HD) bolesnika i poseduju snaznu antioksidantnu
aktivnost prema reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (ROS) i peroksidima. Priblizno polovini populacije
nedostaje aktivnost GSTM1 enzima usled homozigotne delecije glutation transveraze M1 (GSTM1)
gena. HD bolesnici kojima nedostaje GSTM1 aktivnost imaju povecana oksidativna oSte¢enja DNK i
vecu stopu mortaliteta nego oni koji imaju aktivan GSTM1 enzim. Jedna skorasnja studija je pokazala
da je GSTML nulti genotip faktor rizika za opsti i kardiovaskularni mortalitet kod hemodijaliznih
bolesnika, dok je uticaj ovog genotipa na kardiovaskularni morbiditet nije ispitivan. Veruje se da kod
bolesnika lecenih HD oksidativni stres izazivaju akumulacija uremijskih toksina, bioinkompatibilnost
dijaliznih membrana i sistema za ekstrakorporalnu cirkulaciju, kao i kontaminacija dijalizata. Termin
biokompatibilnost oznacava sloZene reakcije izmedu ne-bioloSkog materijala i/ili uredaja 1 Citavog
organizma. Membrana za dijalizu je centralna komponenta dijaliznog sistema i kao takva ima znacajnu
ulogu u nastanku reakcija bioinkopatibilnosti. Neadekvatna biokompatibilnost dijaliznih membrana
smatra se da je najvazniji uzrok stvaranja slobodnih radikala tokom HD. Da bi se prevazisle prethodno
navedene komplikacije leCenja HD, razmatrane su nove strategije u razvoju membrana za HD. Glavni
fokus je bio na unapredenju biokomatibilnosti kao i poboljSanje antioksidantne zastite ¢elija krvi,
cirkuliSuéih proteina i lipida koristenjem bioaktivnih jedinjenja. Plazmatski nivo antioksidanta vitamina
E smanjen je tokom HD procedure §to upucuje da njegova nadoknada moze korigovati pokazatelje
oksidativnog stresa. Upotreba membrana obloZenih vitaminom E (VEM) se smatra kao nacin kojim se
moze smanjiti oksidativni stres. Ova strategija je bazirana na ¢injenici da vitamin E deluje kao snazan
hidrofobni ¢ista¢ koji obezbeduje zastitu lipida plazme i ¢elijskih membrana od lipidne peroksidacije,
direktno smanjujuéi stvaranje ROS na mestu kontakta celija krvi i membrane. Pojedine studije
sugeriSu da biokompatibilne VEM mogu pravovremeno ukloniti ROS 1 dovesti do supresije
polimorfonuklearnog sagorevanja. Po nasim saznanjima u ovoj tezi je prvi put ispitivana primena VEM
kod bolesnika na hemodijalizi sa GSTM1 delecijom gena.

Cilj: Ciljevi ovog istrazivanja bili su da se utvrdi genski polimorfizam za GSTM1 medu hemodijalizim
bolesnicima i tako ustanovi ucestalost bolesnika sa homozigotnom delecijom gena, kao i da se izvrsi
uporedna analiza kardiovaskularnog statusa 1 prethodnih kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika sa
GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom. Takode, cij je bio da se ispita uticaj tromese¢ne primene
dijaliznih membrana obloZenih vitaminom E na parametre oksidativnog stresa 1 inflamacije kod
bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom u odnosu na bolesnike sa GSTM1 nultim genotipom le¢enih
standardnim polisulfonskim membranama, kao i da se ispitaju parametri anemije, uhranjenosti i
mineralokoStanog metabolizma kod bolesnika lecenih sa dve vrste dijaliznth membrana (VEM 1
polisulfornskim membrana).

Materijal i metode: Studija se sastojala iz dva dela. U prvom delu studije od ukupno 230 bolesnika koji
su se leceli hroniénim programom HD u Klini¢kom odeljenju za nefrologiju 1 metabolicke poremecaje
sa dijalizom “Prof. dr Vasilije Jovanovi¢” KBC Zvezdara u istrazivanje je ukljuceno 170 bolesnika koji
su ispunili ukljucujuée kriterijume i bili su voljni da u¢estvuju u istrazivanju. Genotipizacija GSTML1 je
uradena kod svih 170 bolesnika ukljucenih u istrazivanje i delecija gena GSTM1 je pronadena kod 110
bolesnika, dok je 60 bolesnika imalo aktivan gen. Potom su prikupljeni podaci o kardiovaskularnom
morbiditetu iz dijaliznih istorija (prelezan infarkt miokarda, prisustvo ishemijske bolesti srca, periferne
vaskularne bolesti, cerebrovaskularne ishemijske bolesti i sr¢ane aritmije) i poreden je kardiovaskularni
morbiditet izmedu bolesnika sa aktivnim i nultim GSTM1 genotipom. Takode, poredeni su parametri



anemije, metabolizma minerala i nutricije. U drugom delu studije, od 110 bolesnika sa GSTM1 nultim
genotipom, 80 ih je randomizovano i ukljuceno u interventni deo studije. Od ukupno 80 bolesnika, 40
ih je dijalizirano u periodu od 3 meseca sa VEM, dok je preostalih 40 dijalizirano sa high-flux
polisulfonskim membranama iste povrSine. Markeri oksidativnog oStecenja proteina, lipida i
inflamacije (tiolne grupe, malondialdehid (MDA), interleukin-6 (IL-6), zajedno sa antioksidantnom
aktivnos$cu plazme (glutation peroksidaza (GPX), superoksid dizmutaza (SOD)) odredeni su pre i posle
studije.

Rezultati: Dve grupe bolesnika su se medusobno razlikovale u odnosu na osnovi uzrok TBS, gde su
bolesnici sa homozigotnom delecijom GSTML1 gena rede imali hipertenzivnu nefroangiosklerozu kao
osnovni uzrok terminalnog stadijuma bubrezne slabosti (TBS) (39,1 % naspram 61,7%), dok se DM
kao osnovni uzrok TBS ¢esce javljao kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom (18,2 % naspram
8,3%). Sto se ti¢e ostalih analiziranih demografskih karakteristika, osnovnih biohemijskih parametara i
dijaliznih parametara, grupe bolesnika se nisu medusobno razlikovale. Pri poredenju prethodnog
kardiovaskularnog morbiditeta izmedu bolesnika, sa delecijom gena i sa aktivnim GSTM1 genom, nije
pronadena razlika i zaklju€eno je da su bolesnici u obe grupe podjednako ¢esto oboljevali od IM, CVI,
AP, POAB 1 sréane aritmije. Nije pronadena razlika u ucestalosti primene agenasa stimulacije
eritropoeze (ASE), prose¢noj nedeljnoj dozi ASE (kod onih $to su ih imali u terapiji), rezistenciji na
iste, vrednostima hemoglobin i feritina, saturaciju transferina i serumskog gvozda izmedu bolesnika sa
GSTM1 aktivnim i nultim genotipom. U pogledu parametara nutricije, pronasli smo da su bolesnici sa
GSTM1 aktivnim genotipom imali statistiCki znac¢ajno nize vrednosti LDL holesterola i serumskog
fosfata, dok u pogledu drugih parametara nutricije i mineralo-kostanog metabolizma izmedu dve grupe
bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike. Nakon tri meseca dijaliziranja sa VEM membranama,
vrednosti GPX, MDA i tiolnih grupa su porasle u obe grupe, ali bez statisticki znacajne razlike izmedu
grupa. Vrednosti SOD i C reaktivnog proteina (CRP) se nisu znacajno proemenile nakon perioda
le¢enja od tri meseca. IL-6 je porastao u kontrolnoj grupi, istovremeno se smanjio u VEM grupi, ali bez
statisticki zn€ajnosti. Vrednosti hemoglobina, eritrocita, indeksa rezistencije na eritropoetin, vrednosti
serumskog gvozda i feritina se nisu statisticki znacajno razlokovale nakon tri meseca kako unutar
grupa, tako ni izmedu grupa. U pogledu drugih laboratorijskih parametara, proteina, albumina,
triglicerida, fosfora i Kt/V doslo je do zna¢ajnog poboljSanaj unutar grupa, ali bez statisti¢ki znacajne
razlike izmedu grupa.

Zakljucak: Bolesnici le¢eni HD u naSem istrazivanju ¢es$c¢e su imali GSTM1 nulti genotip u odnosu na
GSTM1 aktivni genotip. Oni sa GSTM1 nultim genotipom rede su imali hipertenzivnu
nefroangiosklerozu kao osnovni uzrok TBS u odnosu na bolesnike sa aktivnim genotipom. Izmedu
bolesnika sa GSTM1 aktivnim i nultim genotipom nije bilo razlike u pogledu kardiovaskularnog
morbiditeta 1 prethodnih kardiovaskularnih dogadaja, kao ni u pogledu parametara anemije 1
parametara gvozda. Nakon tromese¢nog perioda dijaliziranja sa VEM nije doslo do dodatnih korisnih
efekata u odnosu na standardne polisulfonske membraname u smanjenju bioprodukata oksidativnog
stresa kod bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom. Marker zapaljenja IL-6 porastao u kontrolnoj grupi
I istovremeno se smanjio u VEM grupi, ali razlika izmedu grupa nije dostigla statisticku znacajnost. U
pogledu parametara anemije i gvozda, leCenje sa VEM uticalo je samo na smanjenje saturacije
transferina, za istu koli¢inu primenjenog gvozda, istu prosecnu dozu ASE i isti nivo feritina u odnosu
na grupu bolesnika leCenu standardnim membranama. Uvid u dugorocne efekte VEM kod rizi¢nih
grupa, poput dijaliznih bolesnika sa delecionim polimorfizmom GSTML1, pruzi¢e buduéa longitudinalna
istrazivanja na ve¢om broju bolesnika.

Klju¢ne rec¢i: hemodijaliza, glutation transferaza M1, vitaminom E obloZene membrane, oksidativni
stres
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Impact of vitamin E-bonded membrane on the markers of oxidative stress in hemodialysis
patients with homozygous glutathion transferase M1 gene deletion

Abstract:

Introduction: Increased oxidative stress is a hallmark of end-stage renal disease. Both increased free
radicals production and down-regulated antioxidant enzymes activities contribute to protein, lipid and
DNA oxidative damage by-products accumulation in dialysis patients. Members of the glutathione
transferase (GST) enzyme superfamily are able to detoxify accumulated uremic toxins in hemodialysis
(HD) patients and possess strong antioxidant activity towards reactive oxygen species (ROS) and
peroxides. Approximately half of the population lacks GSTM1 enzyme activity, due to a homozygous
deletion of the glutathione transferase M1 (GSTM1) gene. HD patients lacking GSTML1 activity exhibit
enhanced oxidative DNA damage and higher mortality rate than those with an active GSTM1 enzyme.
A recent study showed that GSTM1-null genotype is a risk factor for general and CV mortality in the
HD population, but data about CV morbidity are lacking. It is believed that in patients treated with
HD, oxidative stress is caused by the accumulation of uremic toxins, bioincompatibility of dialysis
membranes and extracorporeal circulation systems, as well as dialysis fluid contamination. The term of
biocompatibility refers to complex reactions between non-biological material and/or devices and the
whole organism. The dialysis membrane is a central component of the dialysis system and as such
plays a significant role in the formation of bioincompatibility reactions. Inadequate biocompatibility of
dialysis membranes is considered to be the most important cause of free radical formation during HD.
To overcome the aforementioned complications of HD treatment, new strategies in HD membrane
development have been considered. The main focus was on improving biocompatibility as well as
improving the antioxidant protection of blood cells, circulating proteins and lipids using bioactive
compounds. The plasma level of the antioxidant vitamin E is reduced during the HD procedure, which
indicates that its compensation can correct the indicators of oxidative stress. The use of vitamin E-
bonded membranes (VEM) is considered a way to reduce oxidative stress. This strategy is based on the
fact that vitamin E acts as a powerful hydrophobic scavenger that provides protection of plasma lipids
and cell membranes from lipid peroxidation, directly reducing the formation of ROS at the point of
contact of blood cells and membranes. Some studies suggest that biocompatible VEMs can remove
ROS in a timely manner and lead to the suppression of polymorphonuclear afterburning. Also, previous
studies have shown that the use of VEM leads to a significant reduction in inflammation levels and
oxidative stress levels. There are also studies that indicate that the use of VEM can reduce the
prevalence of cardiovascular events in patients treated with HD. To our knowledge, this is the first
study to use the VEM in patients with homozygous GSTM1 gene deletion.

Aim: The aims of this study were to determine the gene polymorphism for GSTM1 among HD patients
and thus to establish the frequency of patients with homozygous gene deletion, as well as to perform a
comparative analysis of cardiovascular status and previous cardiovascular events in patients with
GSTM1 active and GSTM1 null genotype. Also, we aimed to determine three month efect of VEM on
oxidative and inflammatory status in HD patients with homozygous GSTM1 gene deletion compared to
patients treated with standard polysulfone membranes, as well as to compere the parameters of
nutrition and bone and mineral metabolism in patients treated with two types of dialysis membranes.
Methods: The study consisted of two parts. In the first part of the study, out of a total of 230 patients
being on chronic HD program in the Clinical Department of Nephrology and Metabolic Disorders with
Dialysis "Prof. Dr. Vasilije Jovanovi¢" University Hospital Zvezdara, study included 170 patients who
fulfilled inclusion criteria and were willing to participate in research. GSTM1 genotyping was
performed in all 170 patients and GSTM1 gene deletion was found in 110 (65%) patients, while other
60 (35%) patients had active gene. Data about CV morbidity were collected from medical charts
(myocardial infarction, presence of ischemic heart disease, peripheral vascular disease, cerebrovascular
ischemic disease, and cardiac arrhythmia) and date was compared between patients with GSTM1 active
and null genotype. Parameters of anemia, mineral metabolism and nutrition were also compared. Out



of 110 patients with GSTM1 null genotype, 80 were randomized and included in the interventional part
of the study. Forty patients were dialyzed for three months with VEM, while the other forty were
dialyzed with high-flux same-surface polysulfone dialyzers. Markers of protein and lipid oxidative
damage and inflammation (thiol groups, malondialdehyde (MDA), Interleukin-6 (IL-6)), together with
plasma antioxidant activity (glutathione peroxidase (GPX), superoxide dismutase (SOD)) were
determined before and after the study.

Results: The two groups of patients differed in the cause of end stage renal disease (ESRD), patients
with homozygous deletion of the GSTM1 gene were less likely to have hypertensive
nephroangiosclerosis (39.1% vs. 61.7%), while diabetes melitus was more common in patients with
GSTM1 null genotype (18.2% vs. 8.3%). Regarding the other demographic characteristics, basic
biochemical parameters and dialysis parameters, there were no significant differences between two
groups. Patients equally suffered from myocardial infarction, ischemic heart disease, peripheral
vascular disease, cerebrovascular accident and cardiac arrhythmia regardless of GSTN1 genotype. No
difference was found in the frequency of erythropoiesis-stimulating agents (ESA) administration, the
average weekly dose of ESE (in those who had them in therapy), ESA resistance, hemoglobin and
ferritin values, transferrin and S-iron saturation between groups. In terms of nutritional parameters, we
found that patients with GSTML1 active genotype had significantly lower values of LDL cholesterol and
serum phosphate, while other parameters of nutrition and mineral-bone metabolism there was no
significant difference. After three months of therapy, GPX, MDA,and thiol groups increased
significantly in both groups, but without difference between groups. SOD and C reactive protein
(CRP) did not change significantly during the three-month period. IL-6 increased in the control group,
and at the same time, decreased in the VEM group, but without statistical significance. Hemoglobin
(Hb) value, red blood cells, erythropoiesis resistance index (ERI), serum ferritin and iron did not
change significantly within or between groups. Regarding other laboratory parameters, proteins,
albumins, triglycerides, serum phosphorus, serum bicarbonate and Kt/\V showed significant
improvements within groups but with no significant difference between groups.

Conclusions: Patients treated with HD in our study were more likely to have the GSTM1 null genotype
compared to the GSTML1 active genotype. Those with GSTM1 null genotype were less likely to have
hypertensive nephroangiosclerosis as the primary cause of ESRD compared to patients with active
genotype. There was no difference between patients with GSTM1 active and null genotype in terms of
cardiovascular morbidity and previous cardiovascular events, as well as in terms of anemia and iron
parameters. After a three-month period of dialysis with VEM, there were no additional beneficial
effects compared to standard polysulfone membranes in reducing oxidative stress bioproducts in
patients with GSTM1 null genotype. The IL-6 inflammatory marker increased in the control group and
decreased at the same time in the VEM group, but the difference between the groups did not reach
statistical significance. In terms of anemia and iron parameters, treatment with VEM had only a
reduction in transferrin saturation, for the same amount of iron administered, the same average dose of
ASE and the same level of ferritin compared with the group of patients treated with standard
membranes. Insight into the long-term effects of VEM in high-risk patients, such as dialysis patients
with GSTM1 deletion polymorphism, should be confirmed by future longitudinal studies in a larger
number of patients.
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1. UvOD

Terminalni stadijum bubrezne slabosti (TBS) je tesko klinicko stanje koje nastaje kao posledica
ireverzibilnog gubitka bubrezne funkcije. Klinicki stadijumi hroni¢ne bubrezne slabosti (HBB) su
posledica smanjenja jacine glomerulske filtracije, koji ukazuju na nivo bubreznog oste¢enja i gubitka
bubrezne funkcije. National Kidney Foundation Clinical Practice Guidelines for Chronic Kidney
Disease klasifikuje TBS kao stadijum 5 HBB. U ovom stadijumu jac¢ina glomerulske filtracije pada
ispod 15 ml/min/1.73 m? u periodu od minimum 3 meseca, te bolesnik zahteva zamenu bubrezne
funkcije uz pomo¢ hemodijalize, peritoneumske dijalize ili transplanatcije bubrega (1). Oboleli bubrezi
nisu viSe u stanju da uklanjaju uremijske toksine iz krvi u urin, dolazi do oSteenja ne samo
ckskretorne, ve¢ i sekretorne i metaboli¢ke funkcije bubrega S$to ima za posledicu nastanak uremije i
nagomilavanje potencijalno Stetnih uremijskih toksina u Krvi kao §to su urea, fosfor, homocistein, beta
2 mikroglobulin, ali i brojnih drugih poremecaja (2, 3). Uremija pogada biolosku funkciju brojnih tkiva
U organima, indukuju¢i imunoloske promene te inhibira ili podsti¢e imuni odgovor sa poremecajima
stecenog i/ili urodenog imuniteta (1). Aktivirani polimorfonukleari, neutrofili i monociti koji su deo
urodenog imuniteta sposobni su da proizvode citokine i da aktiviraju druge zapaljenske cCelije i tako
dovode do povecane proizvodnje pro-zapaljenskih citokina i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). Ovo
ima za posledicu razvoj oksidativnog stresa kod bolesnika sa TBS (4, 5). Iz tog razloga, sistemsko
zapaljenje 1 oksidativni stres su cesto zajedniCke karakteristike bolesnika sa TBS 1 mogu voditi ka
drugim komplikacijama kao $to su atreoskleroza, endotelna disfunkcija, gubitak misica, amiloidoza
povezana sa dijalizom, kao i kaheksija (6-9). Od 1960-ih godina HD omogucava i produzava zivot
bolesnicima obolelim od TBS. Medutim, uprkos tehnoloskom napretku koji je doveo do brojnih
unapredenja hemodijaliznog lecenja, hemodijalizna procedura per se je i dalje povezna sa brojnim
akutnim i hroni¢nim komplikacijama. To Se najvise ogleda u veoma visokom morbiditetu i mortalitetu
bolesnika sa TBS. Kardiovaskularne (KV) bolesti predstavljaju vodec¢i uzrok smrti kod bolesnika
le¢enih HD (10). Na osnovu podataka dva najveca registra za TBS, United States Renal Data Sistem
(USRDS) i European Registry (EDTA), rizik za nastanak KV komplikacija zavisno od stadijuma HBB
je od 3,5 do 50 puta veci nego u opstoj populaciji, pogotovu u odmakloj fazi bolesti. KV faktori rizika
u HBB mogu se podeliti u tradicionalne i netradicionalne. U netradicionalne faktore rizika spadaju:
anemija, hiperhomocisteinemija, endotelna disfunkcija, hipervolemija, proteinurija, neadekvatno
lucenje angiotenzina II, inflamacija, infekcija, poremecaj metabolizma minerala kao i oksidativni stres
(11). Parfrey i Foley su podelili netradicionalne faktore rizika u dve grupe: u prvu grupu spadaju oni
faktori koji se mogu prepoznati kao faktori rizika u opstoj populaciji, ali imaju visu prevalenciju u
HBB (poviseni nivo homocisteina ili Lp(a) lipoprotein, kao 1 oksidativni stres). Druga grupa ukljucuje
faktore rizika koji se primarno javljaju kod bolesnika sa HBB (anemija ili poviSeni proizvod kalcijum —
fosfor) (12).

1.1 Slobodni radikali i redoks homeostaza u organizmu

Kod aerobnih organizama u metaboli¢kim procesima dolazi do postepene oksidacije organskih
jedinjenja, prenosa redukcionih ekvivalenata u formi redukovanih koenzima do kompleksa u
respiratornom lancu mitohondrija, pomoc¢u kojih se elektroni prenose na molekulski kiseonik kao
krajnji akceptor elektrona. U procesu tkivnog disanja tj. oksidativnoj fosforilaciji u ¢elijama koje
sadrZze mitohondrije, stvara se najveca koli¢ina energije. Evolutivno, aerobni organizmi su, razvijajuci
mehanizme koris¢enja kiseonika, paralelno razvijali mehanizme zaStite od njegove toksi¢nosti.
Toksi¢nost kiseonika proizilazi iz njegovog prelaska u slobodne radikale. Ovaj proces se deSava u
katalizovanim reakcijama uz pomo¢ oksidaza i oksigenaza, transferom elektrona na molekulski
kiseonik (13). U organizmu se i pod fizioloskim uslovima, produkuju slobodni radikali koji imaju
vazne uloge u prenosu signala u ¢elijama (14, 15), regulisanju vaskularnog tonusa (16, 17), a aktivno
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ucestvuju i u imunoloskoj regulacijii T celija (18) (Tabela 1). Najve¢i deo kiseonika nastalog
metabolickim procesima ¢elija, redukuje se do vode ili transformiSe uz pomo¢ enzima. Od preostalog,
malog dela kiseonika nastaju reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS). ROS su porodica molekula koji se
stvaraju u svim aerobnim c¢elijama. Oni poseduju slobodne elektrone i veoma su reaktivni. U
fizioloskim uslovima ROS se kontinuirano stvaraju kao proizvod ¢elijskog disanja i enzimskih reakcija
(ksantin oksidaza, mijeloperoksidaza, NO sintetaza, ciklookigenaza, lipookigenaza). lako se ROS
fiziolo$ki stvara u mitohondrijama, ali se moZe sintetisati i u fagocitnim ¢éelijama, kao i u vaskularnom
zidu i u mnogim drugim tkivima (19). Pored ROS, reaktivne azotne vrste (RNS) se javljaju tokom
metaboli¢kih procesa u ¢elijama (20). Reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste, imaju brojne znacajne uloge,
ukljucujuéi i prenos signala, eliminaciju invazivnih patogena, zarastanje rana kao i popravku ostecenog
tkiva (Tabela 2).

Tabela 1. Reaktivne kiseoni¢ne 1 azotne vrste

REAKTIVNE KISONICNE VRSTE REAKTIVNE AZOTNE VRSTE
SLOBODNI NERADIKALSKI SLOBODNI NERADIKALSKI
RADIKALI OBLICI RADIKALI OBLICI

Superoksidni anjon Vodonik peroksid (H202) | Azot-monoksid ('NO) Nitrozil katjon i anjon
radikal (O2™") (NO*i NOY)
Hipohlorna kiselina Radikal azot dioksida
Hidroksil radikal (OH") | (HOCI) ('NOyp) Azotna kiselina (HNOy)
Hidroperoksil radikal Singlet kiseonik (*0) Dinitro-trioksid (N20s)
(HO2)
Organski hidroperoksid Dinitro-tetraoksid (N204)
Alkoksil radikal (RO") (ROOH)
Peroksinitrit (ONOOQO")
Peroksil radikal (RO2") | Ozon (Os)
AlKilil peroksinitrit
(RONOOQ)

lako se u organizmu nalaze u veoma niskoj koncentraciji, slobodni radikali mogu ispoljiti
toksi¢ne efekte. Koli¢ina slobodnih radikala moZe prevazi¢i celularni antiokidantni kapacitet, dovodeci
do oksidativnog stresa. Tezeci da spare elektrone u hemijskoj reakciji oksidacije, dolazi do brzog i
nepredvidivog vezivanja za susedne molekule, proteine, lipide, ugljene hidrate i nukleinske kiseline od
kojih su sacinjeni strukturni elementi celije (13). Stvaranjem novih hemijskih veza, oslobada se
energija i par elektrona prelazi u nize energetsko stanje. Pored gore pomenutih endogenih, brojni
egzogeni faktori dovode do prekomernog stvaranja slobodnih radikala, kao $to su zagadenje, radijacija,
pusenje cigareta, lekovi i ksenobiotici.

Mnoga klini¢ka stanja izazvana zapaljenjem sklona su razvoju oksidativnog stresa (21) i raste
broj dokaza koji sugeriSe da je oksidativni stres ukljucen u patogenezu brojnih oboljenja od kojih su
kardiovaskularna naj¢esc¢a (22). Mnoge studije su pokazale da poveéana proizvodnja ROS dovodi do
zapocinjanja, ali i progresije KV bolesti kao i njihovih klini¢kih posledica (23). Endotel ima vaznu
ulogu u kontroli vaskularne funkcije. Kad je netaknut, endotel proizvodi regulatorne molekule koji
pruzaju anti-aterogenu zastitu. Visoko reaktivne vrste, kao §to je ROS, menjaju eskpresiju endogenih
vazoaktivnih medijatora endotela, doprinose¢i aterogenim procesima. Upravo ta naruSena ravnoteza
izmedu stvaranja slobodnih radikala i antioksidantnih odbrambenih mehanizama u korist prvih se
definise kao oksidativni stres (24).



Tabela 2: Reaktivne kiseoni¢ne vrste i njihove uloge u organizmu

Superoksidni
anjon radikal

(027)

02 stvara in vivo kao posledica redukcije molekularnog kiseonika kroz aktivnost
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze. U toku procesa fagocitoze u
leukocitima se stvara 16 puta viSe u odnosu na koli¢inu stvorenu u ¢elijama u mirovanju.
Ucestvuje u reakcionom mehanizmu indol-amin-dioksigenaze, biosintezi prostaglandina
kao i u procesu fagocitoze. U prevelikoj koncentraciji moze dovesti do oStecenja tkiva.
Dokazano je da povecana koncentracija Oz dovodi i do oStecenja DNK i do procesa
lipidne peroksidacije (25).

Vodonik
peroksid
(H202)

Vodonik peroksid nastaje dvoelektronskom redukcijom molekulskog Kiseonika,
redukcijom superoksid anjon radikala ili dizmutacijom superoksid anjon radikala u
prisustvu SOD (26). Najstabilniji slobodni radikal, sposobnost da slobodno difunduje kroz
¢elijske membrane omogucava mu da svoje toksi¢ne efekte ispoljava daleko od mesta
nastanka ROS. Stetni efekti H,O, su dozno zavisni. Nastaje najvise u peroksizomima, ali i
u mitohondrijama, mikrozomima i ¢elijskoj membrani. Efekat vodonik peroksida obrnuto
srazmeran koncentraciji katalaze u datom c¢elijskom odeljku (27). Takode, enzim glutation
peroksidaza (GPx) razlaze vodonik peroksid. Indirektno, SOD moze spreciti aktivnost
H20,. Uklanjaju¢i O, onemogucava Haber-Weissovu reakciju i stvaranje H,O, (28). S
obzirom da ima sposobnost da prodire u jedro, H20; u ¢elijama moze da izazove oSteenje
DNK, sledstveno dovode¢i do mutageneze i karcinogeneze. Takode, dovodi do oStecenja
¢elijske membrane i mobilisanja kalcijuma iz ¢elijskih depoa, nakon Cega se aktiviraju
kalcijum zavisne proteaze i nukleaze (29). H.O; direktno interferira sa ¢elijskim putevima
koji regulusu proliferaciju (30).

Hidroksil
radikal
(OH")

Hidroksil radikal (OH"), koji nastaje nepotpunom redukcijom molekulskog kiseonika sa tri
elektrona i tri protona, je najtoksi¢nija reaktivna kiseoni¢na vrsta. Najodgovorniji je za
citotoksi¢ne efekte kiseonika. Ima izuzetno kratko poluvreme zivota, §to znaci da brzo
reaguje sa biomolekulima pored sebe. OH' reaguje sa skoro svim molekulima u
organizmu: sa Secerima, aminokiselinama, fosfolipidima, DNK bazama i organskim
kiselinama (31). OH" se stvara u procesu fagocitoze, kao i kad god postoje uslovi za
Haber-Weissovu i Fentonovu reakciju. Imajuc¢i u vidu da ne postoje specificni mehanizmi
kojima se ovaj radikal uklanja iz organizma, ulogu preuzimaju mehanizmi kojima se
spreCava njegov nastanak. Ti mehanizmi obuhvataju spreCavanje dismutacije O27,
razlaganje H,O, do vode i vezivanje jona gvozda i bakra (26, 27). U tom smislu njegovo
toksi¢no dejstvo inhibiraju katalaza, helatori gvozda i SOD (32)

Singlet
kiseonik
(*O2)

Singlet kiseonik nastaje u velikom broju enzimskih i neenzimskih reakcija, u kojima se
formiraju holesterol, sekosterol aldehid i ozon. Prekomerna produkcija ovih oksidanasa
igra vaznu ulogu u patogenezi fizioloSkih poremecaja kao Sto su dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, fotostarenje koze i1 pojedine vrste karcinoma. Kao visoko
elektrofilni molekul, on reaguje sa nezasi¢enim masnim Kkiselinama, aminokiselinskim
ostacima bogatim elektronima. Tokom akutne infekcije, kao deo procesa za unistenje
bakterija, aktivisani neutrofili produkuju singlet kiseonik (33, 34).

1.2 Antioksidativni sistem

Preduslov zivota u aerobnim uslovima je uklanjanje ROS i ublazavanje njihovih Stetnih dejstava.
Aerobni organizmi tokom evolucije su razvili slozen sistem antioksidativne zaStite za sprecavanje
stvaranja i ‘hvatanje’ vec¢ stvorenih radikala, kao i popravku ostec¢enja izazvanih kiseoni¢nim
radikalima (35). Antioksidant je svaka supstanca koja, kada je prisutna u malim koncentracijama u
poredenju sa oksidabilnim supstratom, znacajno smanjuje ili sprecava oksidaciju tog supstrata (31).
Idealan antioksidant je onaj koji smanjuje nivo ROS, istovremeno dozvoljavajuc¢i njihove korisne
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uloge, kao S§to su celijska signalizacija i redoks regulacija (35). Brojna hidrosolubilna i liposolubilna
antioksidativna jedinjenja, koja Zivi organizmi uzimaju putem hrane ili antioksidativni enzimi koje svi
aerobni organizmi eksprimiraju, imaju ulogu da inaktivisu ROS ili da prekidaju reakcije u kojima oni
nastaju. Razlikujemo neenzimske i enzimske antioksidante. Antikosidantni enzimi razlazu i uklanjaju
slobodne radikale (Tabela 3). Neenzimski antioksidansi predstavljaju sekundarnu liniju odbrane. Oni
prekidaju lancane reakcije stvaranja slobodnih radikala. Tu spadaju endogeni produkti ¢elije, egzogena
jedinjenja koja se unose putem hrane i sinteti¢ki produkti. Neenzimski antioksidansi se dalje mogu
podeliti na liposolubilne i hidrosolubilne, ¢ime je predodredeno mesto njihovog delovanja.
Liposolubilni (npr. vitamin E, karotenoidi, lipoinska kiselina) deluju u unutrasnjosti membrane, a
hidrosolubilni (npr. vitamin C) u ¢elijskim tecnostima kao §to je citosol (27, 36).

Tabela 3. Nenzimski i enzimski antioksidanti

Antioksidantni enzimi Neenzimski antioksidanti
superoksid dismutaza (SOD) vitamini C i E, beta karoten, glutation,
katalaza (CAT) albumini, metalotionein, transferin, urati,
glutation peroksidaza (GPx) bilirubin, ceruloplazmin, mokra¢na kiselina,
glutation reduktaza (GR) estrogeni, dihidrolipoinska kiselina, koenzim
glutation-S-transferaza (GST) Q10, flavonoidi, kalcijumski  blokatori,

alopurinol, deferoksamin, N-acetilcistein i
inhibitori angiotenzin konvertujueg enzima
(ACE).

1.2.1 Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) igra glavnu ulogu u zastiti ¢elije od oksidativnog osteé¢enja. Ona
katalizuje reakciju dismutacije visoko reaktivnog superoksidni anjon radikala (O2™") uz nastanak manje
reaktivnog H20: i molekularnog kiseonika, pri ¢emu se jedan molekul Oz prevodi u Oz, a drugi
redukuje do H20 (37). Nastali vodonik peroksid se pod dejstvom katalaze u peroksizomima i glutation
peroksidaze u mitohondrijama razlaZze do vode i molekularnog kiseonika, ¢ime se konac¢no sprecavaju
oksidativna oS$te¢enja celije (37). Superoksid dismutaza je primarni enzim u intracelularnom
antioksidativnom sistemu zaStite 1 kompenzatorno povecava svoju aktivnost kada se prekomerno
povecéava stvaranje superoksidnog anjona. On se veoma ¢esto koristi kao pokazatelj antioksidativnog
kapaciteta (32).

1.2.2 Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza (GPX) je seleno-cistein zavisni protein. Enzim se nalazi u
mitohondrijama, citosolu, peroksizomima i intermembranskom prostoru, u skoro svim ¢elijama.
Redukuje H2O> u vodu i hidroperokside masnih kiselina do alkohola uz glutation kao kofaktor (38, 39).
Glutation (GSH) je najrasprostranjeniji unutarcelijski tiol (40). Tioli su klasa molekula koja se
karakterise prisustvom sulfhidrilnih ostataka (-SH) na njihovim aktivnim mestima (40). U normalnom
redoks stanju celije, skoro sav glutation je u redukovanom obliku (GSH), a svega oko 1% u
oksidovanom obliku GSSG (glutation disulfid) (41). U stanju oksidativnog stresa, koncentracija GSH
se brzo smanjuje, dok se potencijalno toksicni GSSG povecava.

1.2.3 Glutation-S-transferaze i polimorfizmi gena za GST
Glutation transferaze (GSTs) su superfamilija enzima koji pripadaju fazi dva enzima koji igraju
znacajnu ulogu u reakcijama detoksikacije (42). Clanovi ove velike porodice enzima su u stanju da
detoksikuju brojna toksi¢na jedinjenja i poseduju snaznu antioksidantnu aktivnost prema ROS i
peroksidima (42). Superfamiliju glutation S-transferaza ¢ine tri familije:
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1) citoplazmatske,

2) mitohondrijalne i

3) mikrozomalne GSTSs.

Citoplazmatske GST sadrze 7 velikih klasa oznafenih imenima grckih slova i skracenicama
rimskih slova: alpha (GST A; pet ¢lanova), mu (GST M; pet ¢lanova), pi (GST P; jedan ¢lan), theta
(GST T; dva ¢lana), zeta (GST Z; jedan ¢lan), omega (GST O; dva ¢lana) i sigma (GST S; jedan ¢lan)
(43). Svi GST izoenzimi igraju znafajnu ulogu u biotransformaciji toksi¢nih jedinjenja i hemijskih
agenasa iz okruzenja (44). Pored metabolizma razli¢itih egzogenih jedinjenja, glutation transferaze su
ukljucene i u unutaréelijsko vezivanje, transport i katalizu leukotrijena, prostaglandina i steroidnih
hormona (42). Nadalje, mnogi endogeno nastali bioprodukti oksidativnog stresa se takode inaktiviraju
delovanjem GST (45).

1.2.3.1 Polimorfizam gena za glutation transferazu M1

Termin genski polimorfizam odnosi se na razliku u DNK sekvenci izmedu pojedinaca, grupa ili
populacija. Genski polimorfizam predstavlja ponavljenje unutar populacije, dve ili vise
diskontinuiranih genetskih varijanti (alela) specifiéne osobine u takvim odnosima da se ne mogu
odrzavati jednostavnom mutacijom. Odredeni oblik genske varijante smatra se alelom ako je njegova
ucestalost veca od 1% u opstoj populaciji. Uzroci polimorfizama ukljucuju, polimorfizam jednog
nukleotida (“snip”), ponavljanje sekvenci, insercije, delecije i rekombinacije. Najces¢i polimorfizam je
polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism, SNP), u kome dolazi do
zamene samo jednog nukleotida. Medutim i delecioni polimorfizam nije redak. Kod ovog tipa
polimorfizma dolazi do kompletnog gubitka funkcionalnog gena $to dovodi do odsustva transkripcije
proteina.

Klasu mu gena ¢ine proteini koji su priblizno 5 kb duZzine i kod ljudi svih 5 gena je skupljeno
zajedno na hromozomu 1p13.3 (46) rasporedeni kao 5-GSTM4-GSTM2GSTM1-GSTM5-3' (47). Do
sada su identifikovana tri alella GSTM1 klase: GSTM1*A, GSTM1*B i GSTM1*0, a posledn;ji je
rezultovao u deleciji celog gena i potom celoukupnim gubitkom enzimske aktivnosti. Distribucija
delecije GSTM1 gena se kre¢e od 18-66 % u razli¢itim etnickim grupama (48). Priblizno pola bele i
azijske populacije nema aktivnost GST M1 enzima usled homozigotne delecije GST M1 gena, dok je u
africkoj populaciji delecija prisutna kod oko 25 % populacije (48,49). Bolesnici na HD kojima
nedostaje aktivnost enzima GSTM1 pokazuju povecanu sklonost ka oksidativnim ostec¢enjima DNK i
imaju ve¢i mortalitet u odnosu na one sa aktivnim GSTM1 enzimom (50, 51). Suvakov i sar. su
pokazali da delecija GSTM1 gena dovodi do povec¢anog sadrzaja proizvoda ostecenja lipida i proteina
kod HD bolesnika (52). Skorasnje istrazivanje u populaciji HD bolesnika je potvrdilo da je GSTM1
nulti genotip faktor rizika za opstu, ukupnu KV smrtnost, kao i za smrtnost usled infarkta miokarda
(53). Zakljucak navedene studije ukazao je na moguénost stratifikacije HD bolesnika na osnovu GST
genotipa, $to bi moglo dovesti do pokusaja individualizacije leCenja bolesnika antioksidantima (53).

1.3 Povezanost okidativnog stresa i hroni¢ne bubrezne slabosti

Oksidativni stres predstavlja glavno obelezje TBS. Kako oboljenje bubrega napreduje i razvija se
TBS, opisano je i povecano stvaranje slobodnih radikala (54). Takode, pokazano je da se aktivnost
GPX i SOD smanjuje sa progresijom bubrezne slabosti (55). Oksidativni molekuli doprinose
napredovanju bubreznog o$tecenja potenciranjem bubrezne ishemije, iniciranjem glomerularne lezije,
éelijske smrti, apoptoze i kona¢no stimulisanjem teskog zapaljenskog procesa (56, 57). Stavise,
oksidativni stres znacajno doprinosi nastanku nekoliko stanja koji predisponiraju hroni¢ne slabosti
bubrega (HBS), kao Sto su dijabetes, hipertenzija i ateroskleroza dovodeé¢i posredno do progresije
bubrezne slabosti (56). U bubreznoj slabosti se moze uo€iti nagomilavanje ROS i/ili smanjenje
antiokidativnih kapaciteta (56). Konkretno, nakupljanje ROS, narocito O2", dovodi do inaktivacije i
deficita NO koji je kljuéni antioksidant koji §titi bubreznu funkciju poveéavajuéi protok krvi kroz
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bubrege, povecavanjem natriureze, regulisanjem tubulo-glomerularne funkcije 1 odrzavanjem
homeostaze teCnosti i elektrolita. Nedostatak NO i visok nivo Oz u plazmi se smatraju kljucnim
promoterima oksidativnog stresa. Nekoliko in vivo studija naglasilo je da je HBS stanje deficita NO™ a
zivotinjski modeli sa hipertenzijom su pokazali povisene vrednosti Oz u endotelu i u bubrezima.
Zivotinje sa deficitom NO razvile su retenciju soli, hipertenziju, albuminuriju i glomeruloskelrozu.
Oralni unos prekursora NO, L-arginina kod nefrektomisanih pacova povecao je procenjenu jacinu
glomerulske filtracije (¢GFR) i poboljsao funkciju glomerula (56-58). Mnoge studije su zakljuéile da
nedostatak NO zbog inaktivacije sa Oz ili zbog smanjenog stvaranja NO u bubrezima doprinosi
napredovanju HBS (56). U uslovima ograni¢enog substrata, kofaktorska oksidacija (59) ili
posttranslaciona modifikacija tiola (60) endotelna NO sintetaza je pokazano da se odvaja, pri ¢emu
umesto da oksidira arginin i da stvara citrulin i NO, elektroni se prenose univalentno na kiseonik i daju
O (61). Yilmaz i sar. kao i Oka i sar. su pokazali da eritrociti kod bolesnika u ranim stadijumima
HBB (1-2) imaju poviSen oksidativni stres porede¢i sa zdravim ispitanicima (62, 63). Nadalje,
pokazatelji oksidativnog stresa su snazno obrnuto povezani sa eGFR i njihov nivo se progresivno
povecava sa smanjenjem bubrezne funkcije (62). Sli¢ne rezultate su pokazali Terawaki i sar. u kohorti
sa 55 nedijaliznih bolesnika sa razli¢itim stadijumima bubrezne slabosti (prosecan eGFR 50 ml/min).
Prema njihovim podacima, nivo oksidiranog albumina u plazmi se progresivno povecavao sa
pogorsanjem HBS (64). U jednoj drugoj studiji preseka, biomarkeri oksidativnog stresa kao $to su nivoi
8-izoprostana i serumskog totalnog antioksidantnog kapaciteta (TAC) menjali su se postepeno zajedno
sa opadanjem bubrezne funkcije kod bolesnika sa HBB 1-4 i eGFR je bila jak i nezavisan prediktor
nivoa 8-izoprostana, nakon prilagodavanja za nekoliko faktora (65). Medutim, ovi nalazi nisu u skladu
sa rezultatima Oberg i sar. koji nisu pronasli povezanost izmedu nivoa 2-izoprostana i eGFR u kohorti
od 60 bolesnika (HBB 3-5). Relativno mali broj ispitanika i distribucija u svakoj fazi (60 % su bili u
fazi 4-5 HBB, moglo bi se identifikovati kao ozbiljna limitacija navedene studije (66). Jedna druga
prospektivna studija procenjivala je nekoliko pokazatelja oksidativnog stresa pre i posle transplantacije
kod 19 bolesnika. Pre transplantacije nivoi CRP-a u plazmi, faktora tumorske nekroze-o (TNF-a), IL-6,
F2-izoprostana i karbonil proteinskih grupa su bili znacajno poviSeni u odnosu na zdrave dobrovoljce u
kontrolnoj grupi, te su potom znacajno opali nakon transplantacije bubrega. Stoga, autori su sugerisali
da obnavljanje funkcije bubrega sa transplantacijom moze igrati znac¢ajnu ulogu u suzbijanju hroni¢nog
zapaljenja i oksidativnog stresa usled TBS i njenog lecenja (67).

Oksidativni stres prati HBS ¢ak 1 u ranim fazama, napreduje zajedno sa slabljenjem bubreZne
funkcije 1 postaje teZi u TBS. Oksidativni stres 1 HBS 1 njihova medusobna povezanost moZe voditi ka
daljem pogorSanju bubrezne slabosti (68).

1.4 Povezanost okidativnog stresa i hemodijalizne procedure

Kod bolesnika le¢enih hroni¢cnom HD brojni faktori doprinose proizvodnji slobodnih radikala sa
jedne strane, dok sa druge strane smanjen antioksidantni kapacitet dovodi do dobro definisanog
koncepta oksidativnog stresa. Takode, ovi bolesnici imaju znacajan elektrolitni dizbalans, visoke
koncentracije citokina i zapaljenskih medijatora. Uz to ovi bolesnici se obi¢no lece od anemije kao i
razli¢itih metaboli¢kih poremecaja, koji takode mogu biti uzrok oksidativnog stresa. Ipak, veruje se da
je glavni uzrok oksidativnog stresa HD bolesnika nagomilavanje uremijskih toksina, bioinkopatibilnost
dijaliznih membrana i kontaminacija dijalizata. Postoje brojni dokazi koji ukazuju da je povisen nivo
oksidativnog stresa glavno obelezje HD procedure, koji je rezultat gubitka antioksidanata tokom same
HD procedure i nagomilavanje oksidativnih proizvoda (68). Chen i sar. su sugerisali da HD procedura
dovodi do stvaranja Oz, mocnog reaktivnog molekula kiseonika (69), dok je jedna druga studija
pokazala direktan porast plazmatskog nivoa ROS nakon svake HD procedure (70). Tokom HD
procedure, krv je izlozena dijaliznim membranama i dijaliznoj tecnosti, Sto zapocinje aktivaciju
komplemenata, trombocita i leukocita. To posledi¢éno dovodi do stvaranja ROS ve¢ nekoliko minuta
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nakon pocetka HD (70-72). Maher i sar. su pokazali da proizvodi lipidne peroksidacije rastu 30 minuta
nakon pocetka HD procedure i pretpostavili su da je mogucéi patofizioloski mehanizam ovih dogadaja
aktivacija komplemenata ili oslobadanje slobodnih masnih kiselina usled heparina (71). Loughrey i
sar. su uporedivali bolesnike lecene hronicnom HD i bolesnike u stadijumu 5 HBB lecenih
konzervativnom terapijom. Porede¢i sa bolesnicima u stadijum 5 HBB, bolesnici leCeni HD imali su
znacajno vise pokazatelje lipidne peroksidacije (MDA) i nize koncetracije antioksidanata u plazmi
(vitamin C i selen), ukazujuci da se oksidativni stres pove¢ava HD procedurama (72). Nadalje, Nguyen-
Khoa i sar. pokazali su da trajanje dijaliznog tretmana je znacajan nezavisan faktor oksidativnog stresa
(73). Ova observacija bi mogla biti paradoksalna, s obzirom da produzena dijalizna sesija, kao §to je
produzena no¢na hemodijaliza, ima brojne blagotvorne ishode.

Za bolesnike leCene HD karakteristicno je povecanje nivoa inflamacije i lipidne peroksidacije
(74). Sama HD procedura promovise stvaranje i nagomilavanje oksidativnih proizvoda kroz aktivaciju
trombocita, komplemenata i polimorfonukleara. Nakon HD sesije, serumski ROS su bili vi$i nego pre
pocetka dijalizne sesije u kohorti od 80 stabilnih HD bolesnika (75). Dve studije su pokazale da su
plazmatski nivoi ROS porasli kod HD bolesnika poredeci sa zdravim kontrolama (76, 77). Da bi se
ovaj pronalazak objasnio, Grenata i sar. su sugerisali da disfunkcija respiratornog sistema mitohondrija
moze biti razlog stvaranja ROS, koja je oSteCena u HBS i dalje pogorSana kod HD bolesnika (77).
Handelman i sar. su pokazali da je nivo F2-izoprostana u plazmi snazno povezan sa vrednostima CRP
u HD grupi, sugeriSuéi da postoji tesna veza izmedu oksidativnog stresa i zapaljenja kod bolesnika
lecenih hroni¢nim hemodijalizama (78).

Kod bolesnika na HD registrovana je i smanjena aktivnost SOD i GPX (62). lzgleda da
intravenska primena heparina moze da dovede do otpustanja ekstracelularne SOD sa povrsine
endotelnih ¢Celija (79). Obzirom da je ekstracelularna SOD vazna odrednica bioraspoloZivosti azot
oksida u endotelnim c¢elijama, bilo kakav gubitak ovog enzima remeti normalnu endotelnu funkciju
(80). Mimi¢ Oka i sar. su takode opisali znacajno nize vrednosti aktivnosti katalaze u plazmi, povezane
sa veéim stvaranjem vodonik peroksida kod bolesnika sa TBS (55). Cak i ne-enzimski sistem odbrane
od oksidativnog stresa je kompromitovan kod bolesnika sa TBS. Naime, HD procedura sama po sebi
doprinosi gubitku vitamina C, glavnog ne-enzimskog antioksidantnog molekula (81). Postoje dokazi
da niska koncetracija vitamina C u plazmi moze biti prediktor kako fatalnih tako i ne-fatalnih
kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika lecenih HD (81). Takode, Taddei i sar. su pokazali da niske
koncetracije vitamina C u plazmi mogu uticati na endotel zavisnu vazodilataciju i doprineti endotelnoj
disfunkciji i aterosklerotskim procesima (82).

1.4.1 Tipovi dijaliznih membrana i uticaj na oksidativni stres

lako HD svakako ima brojne benefite za same bolesnike obolele od TBS, sama procedura moze
da izazove zapaljensku reakciju i da doprinese razvoju oksidativnog stresa. Opisane su brojne posledice
upotrebe dijaliznih membrana. Tokom HD krv bolesnika dolazi u kontakt sa nekoliko komponenti
ekstrakorporalnog sistema ukljucujuéi igle, krvne linije, te€nost za dijalizu 1 dijalizatore. Ovaj kontakt
dovodi do pokretanja Citavog niza bioloskih i klinickih reakcija koje su obuhvacene nazivom
bio(in)kompatibilnost (83). Termin bio(in)kompatibilnost oznacava slozene reakcije izmedu ne-
bioloSkog materijala i/ili uredaja 1 Citavog organizma. Na klinickom planu to se manifestuje nizom
akutnih (pirogene reakcije, alergijske reakcije, sindrom ,,prve upotrebe®, arterijska hipotenzija) i
hroni¢nih poremecaja (hroni¢no zapaljenje, dijalizna amiloidoza, malnutricija, infekcije, anemija,
poremecaj sna i1 oksidativni stres). Membrana za dijalizu je centralna komponenta dijaliznog sistema 1
kao takva ima znacajnu ulogu u nastanku reakcija bioinkopatibilnosti. Neadekvatna biokompatibilnost
dijaliznih membrana smatra se najvaznijim uzrokom stvaranja slobodnih radikala tokom HD (84).
Hemodijalizne membrane su se razvijale u nekoliko faza da bi unapredile svoju biokompatibilnost i HD
adekvatnost, da bi povecale sposobnost smanjenja oksidativnog stresa i zapaljenja, kao i da bi bolje
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uklanjale uremijske toksine. Sposobnost HD membrana da uklanjaju rastvorljive Cestice iz krvi zavisi
od veli¢ine njihovih pora. Membrane se takode dele na visoko ili nisko efikasne u zavisnosti od
sposobnosti da uklanjaju male Cestice. Visoko-propusne i nisko-propusne membrane se razlikuju na
osnovu sposobnosti da uklanjaju velike molekule. Visoko-propusne membrane imaju vece pore nego
nisko-propusne, §to dozvoljava difuziju vece koli¢ine molekula srednje molekulske mase kao S$to je B2-
mikroglobulin, koji je nezavisan prediktor za sveopsti mortalitet (85-87). Nekoliko studija je pokazalo
da je primena visoko-propusnih membrana povezana sa poboljSanjem klirensa molekula srednje
molekulske mase (88). U poredenju sa nisko-propusnim membranama, visoko-propusne membrane
imaju i druge prednosti: manju prokoagulantnu aktivnost i manju aktivaciju komplemenata, manji
inflamatorni odgovor sa manjom sekrecijom citokina i proteina akutne faze (IL-6, CRP), bolje dejstvo
na lipidni profil i manji rizik od infekcija (89). Ove prednosti objasnjavaju ucestaliju primenu visoko-
propusnih membrana koje poboljSavaju ishod bolesnika i stope prezivljavanja. Prethodnih godina,
strategija HD je bila da se koriste ultra visoko-propusni protein-vezujuéi dijalizatori i tehnike koristec¢i
protein adsorbujuce povrSine membrana. Takve tehnike kombinuju direktno uklanjanje velikih
molekula i njihovu adsorbciju (90). Pored razlike u propusnoj moci, dijalizne membrane se razlikuju i
po materijalu od kojeg su napravljene. U Tabeli 4 je prikazano da HD membrane mogu biti napravljene
od prirodnih ili sinetskih polimera nezavisno da li su visoko ili nisko propusne (91).

Nekoliko istrazivackih grupa je pokazalo da tip dijalizne membrane koja se koristi kod HD
bolesnika moze imati znacajnu ulogu i u nastanku oksidativnog stresa. Dasgupta i sar. su pronasli da je
primena polisulfonskih dijalizatora pracena nizim nivoom stvaranja proizvoda lipidne peroksidacije,
poredec¢i sa kuprofanskim membranama (92). Jedna druga studija je pokazala da u poredenju sa
kuprofanskim, regenerisane celulozne mebrane su bile povezane sa nizim stvaranjem pokazatelja
oksidativnog stresa (93). Efekti ova dva tipa membrana na stvaranje oksidativnog stresa pripisani su
povecéanoj proizvodnji H2O: i stvaranju vode, zbog regenerisanih celuloznih membrana kroz aktivnosti
katalaze 1 GPX. U saglasju sa ovim saznanjima, drugi istraZivaci su pokazali da bolesnici koji se lece
HD sa kuprofanskim membranama pokazuju znac¢ajno visi nivo ROS u monocitima i PMN u poredenju
sa onima koji se dijaliziraju sintetskim polusulfonskim mmbranama (94,95).

Tabela 4. Sastav hemodijaliznih membrana: prednosti i ogranicenja

TIP NAZIV OGRANICENJA

MEMBRANE

PREDNOSTI

Veca aktivacija PMN i
komplementa u odnosu na
modifikovane celulozne i
sintetske membrane
Penetracija bakterijskih
produkata iz dijalizata u
krvotok

Ne uklanjana molekule
srednje velicine iz krvi

Dobro odstranjuje male
supstance

Veca adekvatnost HD
tretmana u odnosu na
modifikovane celulozne i
PS membrane

Nemodifikovana
Cuprophan®
celulozna

Modifikovana

celulozna

Celulozno acetatna
(CA) (zamena -
hidroksilne grupe -
acetatnom)

Manja aktivacija
komplementa u odnosu na
nemodifikovane celulozne
membrane

Apoptoza neutrofila veca u
odnosu na PS membrane
Veca aktivacija
komplementa u odnosu na
sintetske membrane




Hemophan®
(-hidroksilne grupe
zamenjene -tercijalnim
aminima)

Manja aktivacija
komplementa u odnosu na
nemodifikovane celulozne

Veca produkcija
proinflamatornih citokina
u odnosu na PAM
membrane

Sintetska modifikovana
celulozna (SMC)
(-hidroksilne grupe
parcijalno zamenjene -
benzil grupama)

Manja aktivacija
komplementa u odnosu na
nemodifikovane celulozne
membrane

Manje uklanjane R3,-
mikroglobulina u odnosu
na sintetske membrane

Kupramonijum rajonska
vlakna

Manja aktivacija
komplementa u odnosu na
Hemophan® i

Vedi gubitak albumina
nego kod PS i PAM

Sintetske

Polikarbonatna (PC)

nemodifikovane celulozne | membrane
membrane
Prirodno hidrofilnih Veca produkcija

karakteristika

Niza aktivacija
komplementa u odnosu na
nemodifikovane celulozne
membrane

inflamatornih markera u
odnosu na PAM membrane
Veca aktivacija
komplementa u odnosu na
PAN i PS membrane

Polisulfonska (PS)

Dobro odstranjivanje B,-
mikroglobulina

Manja stopa mortaliteta u
odnosu na celulozne
membrane

Izaziva aktivaciju
neutrofila

Veca aktivnost neutrofila u
odnosu na EVAL
membrane

Povecana produkcija
proinflamatornih citokina

Poliamidna (PAM)

Odli¢no odstranjivanje B32-
mikroglobulina

Rizik od anafilakticke
reakcije

Perzistentna neznatna
aktivacija komplemena

Polietersulfonska (PES)

Odli¢no uklanjanje srednje
velikih molekula

Adsorpcija proteina na
povrsini membrane
Perzistentna aktivacija
imunskog sisitema

Poliakrilonitrilna (PAN)

Adsorpcija
proinflamatornih, malih i
srednje velikih proteina i
produkata bakterija

Niza neutrofilna aktivnost
u odnosu na PMMA
membrane

Produkcija bradikinina
Vec¢i rizik od anafilakti¢kih
reakcije u odnosu na druge
sintetske membrane
Perzistentna neznatna
aktivacija komplementa

Poli (metil-metakrilat)
(PMMA)

Odli¢no uklanjanje srednje
velikih molekula

Niza produkcija
proinflamatornih citokina
u odnosu na PS membrane
Pozitivni efekti na anemiju

Perzistentna neznatna
aktivacija komplementa
Uzrokuje srednje izraZzenu
leukopeniju
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Niska permeabilnost
Poliester polimer legure | albumina Perzistentno niska

(PEPA) Dobro odstranjivanje f3,- aktivacija komplementa
mikroglobulina

Prirodno hidrofilne
osobine sa niskom
adsorpcijom proteina
Uklanja molekule velike
Etilen-vinil alkohol molekularne mase
kopolimer (EVAL) Bolja redukcija
oksidativnog stresa u
odnosu na CA membrane
Niza aktivacija neutrofila u
odnosu na PS membrane

Nisu opisane

Bioaktivne Smanjuje oksidativni stres | Perzistentna niska
Oblozene vitaminom E | PoboljSava zapaljenski aktivacija komplementa
membrane status i anemiju kao kod PS membrana

Tabela preuzeta i adaptirana od Kohlova M i sar. (89)

Pored proizvodnje ROS, nekoliko istrazivaca je proucavalo uticaj razli¢itih membrana za HD na
lipidnu peroksidaciju. Sevillano i sar. su pronasli da HD sa kuprofanskim membranama izaziva porast
koncetracije MDA u eritrocitima, dok su se istovremeno nivoi smanjili sa HD procedurama uz
cululozno acetetne membrane (96). Kosch i sar. sproveli su randomizovanu, jednostruko-slepu, studiju
preseka sa ciljem da utvrde uticaj razli¢itih HD membrana na oksidativni stres i endotelnu disfunkciju.
Ukupno dvanaest stabilnih hemodijaliznih bolesnika su randomizovali na kuprofansku i polisulfonsku
membranu za dijalizu. Protokom-posredovana dilatacija brahijalne arterije i plazmatski nivoi
alfatokoferola (AT) i ox-LDL su procenjeni pre i posle dijalizne procedure. Nasuprot polisulfonskoj,
HD sa kuprofanskom membranom bila je pracena znacajnim smanjenjem kako protok-posredovanom
dilatacijom brahijalne arterije tako i serumskim nivoima AT, sugeriSu¢i da je vrsta membrane znacajna
odrednica endotelne disfunkcije i oksidativnog stresa. Medutim, na nivo ox LDL nije uticao ni jedan
tretman (97). Nasuprot tome, neki istrazivaci nisu pronasli razliku u efektima dijalize sa kuprofanskim
membranama u odnosu na dijalizu sa polisulfonskim membranama po pitanju stvaranja ROS (98), dok
su neke druge studije pokazale da polisulfonske membrane stvaraju manji oksidativni stres od
kuprofanskih membrana (93). Jedna druga studija poredila je celulozne membrane obloZene
vitaminom E i polisulfonske membrane. Membrane od celuloze di-acetata su dovele do povecanog
oSte¢enja DNK oksidativnim stresom u leukocitima poredeci sa polisulfonskim membranama, dok je
ostecenje DNK bilo priblizno isto kod vitaminom E oblozenih membrana i polisulfonskih membrana
(99). Sli¢no tome, polisulfonske membrane su dovele do visih nivoa MDA u plazmi i do smanjene
GPX aktivnosti i nivoa selena u plazmi, porede¢i sa modifikovanom celuloznom membranom
(hemofanskom) kod hemodijaliznih bolesnika (100). Postoje podaci da je regenerisana celulozna
membrana dovela do znacajnog porasta nivoa serumske mijeloperoksidaze (MPO), naprednih
produkata oksidacije proteina (AOPP) i 8-hidroksi-2’-deoksigunozina, poredivsi sa polisulfonskim
membranama. Autori su dosli do zakljucka, da biokompatibilnost HD membrana ima klju¢ni uticaj na
razvoj oksidatativnog stresa povezanog sa HD procedurom (101). Dijaliza sa kuprofanskim
membranama dovodi do veéeg porasta MDA 1 veceg smanjenja antioksidanata (vitamina E, katalaze)
poredeci sa polisulfonskim membranama (102). Medutim, po nasim saznanjima, nisu radene studije
koje su ispitivale prezivljavanje bolesnika i velike kardiovaskularne dogadaje u zavisnosti od primene
gore navedenih membrana. Stoga je tip dijalizne membrane koja se koristi tokom HD znacajna
odrednica statusa oksidativnog stresa i moze imati znacajnu ulogu u razvoju endotelne disfunkcije.
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lako je viSe istrazivaca proucavalo efekte razli¢itih tipova dijaliznih membrana na stvaranje
oksidativnog stresa, rezultati su i dalje kontradiktorni.

1.4.2 Hemodijalizni modaliteti i oksidativni stres

Poredeci sa standardnom HD, le¢enje hemodijafiltracijom (HDF) kod hemodijaliznih bolesnika
ima znaCajne pozitivne efekte na pokazatelje oksidativnog stresa i zapaljenja i stoga moze imati
zaStitnu ulogu protiv ateroskleroze i KVB (103). Blagotvorni zastitni uticaj HDF na oksidativni stres je
posledica nekoliko faktora: ultracista dijalizna te¢nost, biokompatibilne membrane, hemodinamska
stabilnost i bolja kontrola anemije. Takode, poboljsanje klirensa uremijskih toksina velike i srednje
molekulske tezine, kao §to su inflamatorni citokini, homocistein, poliamini i $2- mikroglobulin (103-
106). Nakon 6-mese¢nog perioda leenja standardnom HD, Filiopoulus i sar. nastavili su lecenje 9
stabilnih HD bolesnika sa postdilucionom hemodijafiltracijom u periodu od 9 meseci i pokazali su da je
na kraju studije postajao znacajan porast totalnog antioksidantnog kapaciteta kao i znac¢ajno smanjenje
markera oksidativnog stresa kao $to su SOD i ROS. Nadalje, hemodijafiltracija je smanjila zapaljenje,
§to je pokazano smanjenjem visoko osetljivog CRP-a i 1L-6 (107).

1.5 Pokazatelji oksidativnog stresa kod bolesnika na hemodijalizi
Direktno merenje ROS i RNS in vivo je veoma tesko i ¢esto nepouzdano zbog veoma kratkog
poluzivota slobodnih radikala kao i posledi¢nih veoma brzih promena koncentracije istih. U pokusaju
da se prevazidu ove poteskoce, uvedene su metode za odredivanje stabilnih krajnjih proizvoda
oksidacije makromolekula (Tabela 5).

Tabela 5. Biopokazatelji oksidativnog o$te¢enja mereni u plazmi ili urinu

Biomarkeri oksidativnog oste¢enja

Proteini Lipidi DNK
e Tiol (-SH) grupe ¢ MDA e 8-OH-
e Karbonilne grupe e MDA-konjugati deoksiguanozin
e AOPP e F2-izoprostani e 5-OH-metil uracil
e Nitrotirozin o 4-HNE

AOPP- uznapredovali proizvodi oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products); AGEs- uznapredovali
krajnji proizvodi glikozilacije; MDA- malondialdehid, 4-HNE, &etiri hidroksi nonenal

Modifikovanje bioloskih makromolekula (proteina, lipida, DNK 1 ugljenih hidrata) se deSava
stvaranjem ROS in vivo. Njihovi proizvodi se mere u razli¢itim bioloskim uzorcima (plazma, serum,
¢elijski lizat, homogenat tkiva) i mogu da odraze stepen oksidativnog stresa u razli¢itim patoloskim
stanjima. Proteini su vrlo skloni oksidativnom oste¢enju. Znacajan proizvod oksidativnog ostecenja
proteina je smanjenje koli¢ine tiol (SH-) grupa. SH-grupe albumina se smatraju da su mete za reakciju
sa slobodnim radikalima. Ostaci aminokiselina Hcy i Cys formiraju disulfide u reakcijama oksidacije i
spremene su za dalju modifikaciju. Gubitak tiola je opisan kod HBS (58,108). Lipidi su takode
pogodeni oksidativnim oSte¢enjima. Odredivanje obima peroksidacije ukljucuje pre svega merenje
MDA i ostalih aldehida koji predstavljaju degradacione produkte lipidne peroksidacije i u stanju su da
reaguju sa tiobarbituricnom kiselinom. MDA je triugljeni¢ni aldehid, koji moZe nastati razli¢itim
mehanizmima. Dahle i sar. su prvi opisali mehanizam nastanka zasnovan na ¢injenici da samo Oni
peroksidi koji poseduju a ili § nezasi¢ene veze su sposobni da se podvrgnu ciklizaciji i da kona¢no
formiraju MDA (109). Nepoznata je distibucija MDA kao i referentna koncetracija u ops$toj populaciji.
Medutim, dokumentovano je da su koncetracije MDA u plazmi poviSene kod razli¢itih bolesti,
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ukljucujuéi i HD (110) u porodenje sa zdravim dobrovoljcima. Opisano je da je poviSen nivo MDA
povezan sa povecanim kardiovaskularnim rizikom (111, 112). Malondialdehid je u stanju da veze
proteine i formira stabilne proizvode, koji se takode nazivaju uznapredovalim produktima peroksidacije
lipida. Ove modifikacije mogu prouzrkovati strukturne i funkcionalne promene oksidovanih proteina.
Pored cinjenice da su bioprodukti oksidativnhog oSte¢enja makromolekula poviseni, pokazano je da
njihove koncetracije kod bolesnika sa HBS dalje rastu kako opada bubrezna funkcija (62, 113)

1.6 Posledice oksidativnog stresa kod bolesnika na hemodijalizi

1.6.1 Inflamacija

Oksidativni stres i zapaljenje su nerazdvojno povezni i glavne su krakteristike HBS kao i
pokretaci daljeg napredovanja HBS. Prisustvo i tezina sistemskog zapaljenja doprinosi nastanku
oksidativnog stresa koji je povezan sa HBS, §to predstavlja uslov u kom stvaranje ROS premasuje
kapacitet antioksidantne zastite (114). Zapaljensko mikrookruzenje posredovano citokinima, indukuje
prekomernu ekspresiju reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta, bioaktivnih lipida kao 1 adhezivnih
molekula. Citokini kontroliSu zapaljenski odgovor i posreduju u njihovim posledi¢nim efektima preko
proteina akutne faze, kao $to su CRP, fibrinogen i albumin. U skorasnjoj studiji koja je analazirala
povezanost izmedu nekoliko inflamatornih biomarkera i napredovanja HBS, autori su izvestili da su
poviseni cirkuliSué¢i nivoi fibrinogena i TNF-a, kao i smanjen serumski aloumin povezani sa brzim
gubitkom funkcije bubrega kod bolesnika sa HBS i ovi markeri su nezavisni prediktori napredovanja
HBS (115).

Kod velikog broja bolesnika, koji se lece ponavljanim hemodijalizama postoji seroloski dokaz o
povisenim nivoima cirkuliSu¢ih pokazatelja zapaljenja, kao $to su interleukin 6 (IL-6) i CRP (116,
117). IL-6 jedan je od pokazatelja zapaljenja i zavisno od okolnih ¢inioca, moze imati i pro-
inflamatorne i anti-inflamatorne efekte. Izlu¢uju ga makrofagi i T limfociti, kao i glatkomisi¢ne celije u
zidovima krvnih sudova ali i skeletni mi$i¢i, osteoblasti i adipociti (116). Svoje pro-zapaljenske efekte
ostvaruje putem zapocinjanja imunskog odgovora podstaknutog traumom tkiva, tako Sto stimulise
sintezu IL-10, dok antiiflamatorno deluje tako Sto inhibiSe izluc¢ivanje faktora nekroze tumora (TNF) i
interleukina 1 (IL-1). On je reaktant akutne faze, slobodno prolazi hemato-encefalnu barijeru i inicira
sintezu prostaglandina E> (PGE2) u hipotalamusu, te tako posredno ucestvuje u povecanju telesne
temperature. U odgovoru na infektivne agense, lu¢e ga makrofagi a IL-6 tada preko toll like receptora
(TLR) aktivira intracelularne signalne puteve, §to vodi amplifikaciji inflamatornog odgovora i dodatnoj
produkciji citokina (118).

1.6.2 Anemija

Anemija je Cesto prisutna kod bolesnika sa TBS i uglavnom je posledica nemoguénosti obolelih
bubrega da stvaraju dovoljnu koli¢inu eritropoetina da bi otpocela eritropoeza i posledi¢no korigovala
anemija (119). Prisustvo zapaljenja kod HD bolesnika je takode povezano sa smanjenim odgovorom na
agense stimulacije eritropoeze (ASE) koji se koriste za lecenje anemije (120, 121). Nivo nekoliko pro-
zapaljenskih citokina je povisen kod bolesnika na HD, kao §to su IL-1, faktor tumorske nekroze alfa
(TNF- a), interferon —y (IFN) i IL-6, a koji su u stanju da inhibiraju eritropoezu i da doprinose
pogorsanju anemije (122). Tako je pokazano da IL-6 ometa proliferaciju kostane srzi (123) i da je
povezan i sa dozom ASE kod HD bolesnika (124). Takode, neke studije su pokazale da je korekcija
anemije uz ASE bolja kada se smanji oksidativni stres (125). Uz to, anemija sama po sebi pogorSava
oksidativni stres kroz faktore kao $to su tkivna hipoksija i promene u metabolizmu kateholamina.

Primena intravenskog gvozda dodatno pojacava oksidativni stres (126). Ovo narocito dolazi do
izrazaja pri primeni gvozda niskomolekularne tezine (127). Primena i.v. gvozda saharoze kod
hemodijaliznih bolesnika bila je pracena sa znacajnim porastom slobodnog gvozda, ukupnog peroksida
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i bioloskih pokazatelja lipidne peroksidacije koji su se nakupili gotovo odmah nakon pocetka primene
gvozda i dostigli maksimalne nivoe kroz 30 minuta (128). Sli¢no navedenoj studiji, Muller i sar. su
pronasli da su bolesnici koji su primali intra vensko (i.v.) gvozde tokom HD sesije imali znacajno
povecano stvaranje MDA 1 specificna ostecenja DNK izazavanja oksidativnim stresom nakon 30
minuta od pocetka primene infuzije sa gvozdem (99). Tovbin i sar. pokusali su da utvrde uticaj
primene i.v. gvozda na oksidaciju proteina i zapaljenje kod HD bolesnika. Intravenska primena 100 mg
gvozda posle 3,5 sati dijalize sa visokopropusnim membranama dovodi do porasta oksidacije proteina
za 37 % Sto je ustanovljeno preko nivoa AOPP (129). Nasuprot ovome, jedna druga studija nije
pronasla vezu izmedu nivoa nekoliko markera oksidativnog stresa u plazmi (GPX, SOD, TAC, vitamin
C 1 MDA), kao i nivoa feritina, saturacije transferina i intravenske primene gvozda kod 34 stabilna HD
bolesnika koji se le¢e ASE (130).

Iako je Siroko prihvaéeno, da je i.v. primena gvozda snazno povezana sa oksidativnim odgovorom
tokom HD sesija, nedostatak dokaza koji podrzavaju direktnu vezu izmedu i.v. primene gvozda i losih
klini¢kih ishoda, kao i nesporna korisna uloga korekcije anemije na oksidativni stres, zapaljenje i
prezivljevanje dovodi nas do snazne preporuke za oprezanu i pravilnu primenu gvozda u cilju lecenja
anemije kod HD bolesnika (68).

1.6.3 Kardiovaskularne komplikacije

Tokom prvih godina lecenja hemodijalizom, HD procedura je trajala do 20 h i odvijala se jednom
do dva puta nedeljno u bolnickim uslovima i od tada do danas ona produzava zivot obolelima od TBS
(131). HD koja se odvija tri puta nedeljno u kuénim uslovima uvedena je u klinicku praksu 1964.
godine (132, 133). Nakon §to se vreme trajanja HD skratilo tokom 80-ih godina, zahvaljujuci napretku
dijalizne procedure, bolesnici i nefrolozi suo€ili su se sa nizom problema, iako se klini¢ki ishod
dijalizne prokripcije smatrao prihvatljiv. Degoulet i sar. (134) 1982. g izvestili su o velikoj ucestalosti
intradijaliznih neZeljenih dogadaja i o visokoj stopi kardiovaskularnog mortaliteta kod bolesnika na HD
iako nije utvrdena direktna veza izmedu HD prakse i ishoda bolesnika. Danas je poznato da bolesnici
na HD imaju znatno povecanu stopu smrtnosti u odnosu na opStu populaciju, uglavnom od
kardiovaskularnih uzroka (135). Kardiovaskularni mortalitet je povec¢an 20-30 puta kod HD bolesnika
(135, 136). Postoje podaci koji ukazuju da nakon 5 godina lecenja HD, priblizno polovina bolesnika
umire (136). Stoga je jasno da su bolesnici na hemodijalizi skloni razvoju i napredovanju
kardiovaskularnih bolesti (137). Kardiovaskulane bolesti (KVB) se mogu podeliti u dve grupe:
ishemijske i ne-ishemijske KVB. Ishemijsku grupu c¢ine bolest koronarnih arterija, ishemijska
kardiomiopatija, cerebrovaskularni insult (CVI ili §log) i periferna arterijaska bolest. Neishemijske
KVD su aritmije 1 valvularna bolest srca. Ateroskleroza predstavlja glavni patoloski mehanizam u
razvoju ishemijske bolesti srca, cerebralne bolesti i periferne arterijske bolesti (138). Iako je vise
istrazivac¢a pokuSalo da ustanovi snaznu vezu izmedu oksidativnog stresa i progresije ateroskleroze,
tacan patofizioloski mehanizam jo§ nije jasan. Pokazano je da oksidativni stres dovodi do smanjenja
nivoa azot monoksida i posledi¢no dovodi do endotelne disfunkcije (139) sto direktno utice na
vaskularni tonus. Cak i jedna HD procedura moze favorizovati endotelnu disfunkciju zbog razgradnje
azot monoksida i poveéanja nivoa ROS (140).

Raste broj dokaza koji ukazuju da je oksidativni stres zajedno sa inflamacijom kljucni ¢inilac u
razvoju i napredovanju vaskularnih kalcifikacija koje doprinose sveukupnom i kardiovaskularnom
mortalitetu kod bolesnika sa HBS (141-143). Prvi korak u nastanku vaskularnih kalcifikacija je
disfunkcija endotela (144). Dokazano je da je HD procedura okida¢ za nakupljanje brojnih oksidativnih
faktora, te samim tim doprinosi razvoju endotelne disfunkcije i KVB (145), dok proaterogeni molekuli
kao Sto je vaskularni endotelni faktor rasta i pokazatelj oksidativnog stresa antioksidantni enzim Cu/Zn
SOD su snazno povezani sa duzinom lecenja HD (144). Sli¢no, duZzina lecenja HD (u godinama) ima
tendenciju povezanosti sa kalcifikacionim skorom koronarnih arterija (145). U multivarijantnom
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modelu, lipidni peroksidi su snazan prediktor kalcifikacija koronarnih arterija, nezavisno od nekoliko
tradicionalnih faktora rizika za aterosklerozu (146).

1.7 Vitamin E i dijalizne membrane obloZene vitaminom E

Da bi se prevazisle prethodno navedene komplikacije leCenja HD, razmatrane su nove strategije u
razvoju membrana za HD. Glavni fokus je bio na unapredenju biokomatibilnosti kao i poboljsanje
antioksidantne zastite Celija Krvi, cirkulisu¢ih proteina i lipida koristenjem bioaktivnih jedinjenja (147,
148).

Vitamin E ima osam izoformi, a jedna od njih je o tokoferol koji je najpotentniji poznati
liposolubilni antioksidant u prirodi. Vitamin E deluje tako $to inhibira oksidaciju LDL i ograni¢ava
¢elijski odgovor na oksidovani LDL. Takode, smanjuje nivoe LDL(-), Cestice za koju je sugerisano da
je ukljuena u aterogenezu i koja je prisutna u visokim koncetracijama kod HD bolesnika (149).
Vitamin E moze da se primeni kao dijetna suplementacija, ili kao integralni deo HD procedure uz
kori$éenje membrana oblozenih vitaminom E. Pre skoro dvadesetak godina, SPACE studija je pokazala
sustinsku dobit oralne primene vitamina E na kardiovaskularni ishod kod HD bolesnika (150).
Priblizno 200 bolesnika koji su ve¢ imali kardiovaskularnu bolest randomizovani su i primali ili 800
IU/dan vitamina E ili placebo. Tokom prose¢nog perioda prac¢enja od 17 meseci, bolesnici u aktivnoj
grupi imali su znacajno nizZi relativni rizik (-64 %) da dobiju neZeljeni kardiovaskularni dogadaj ili
infarkt u odnosu na placebo grupu (-70%). U skorije vreme, mala randomizovana studija sa dvostruko
slepom probom ukljuéila je 93 pacijenta i otkrila da kombinovana terapija pravastatinom, vitaminom E
i folnom kiselinom, koji su davani redom smanjuje debljinu intime medije i poveéava protok kroz
brahijalnu arteriju u odnosu na placebo (151). Takode, postoje podaci koji ukazuju da oralno davanje
vitamina E moZe poboljsati odgovor na ASE (152) i smanjiti oksidativni stres izazvan intravenskom
primenom gvozda (153). Poznato je da je plazmatski nivo vitamina E smanjen tokom HD procedure $to
sugeriSe da njegova nadoknada moze smanjiti nivo pokazatelja oksidativnog stresa. Medutim, jo§ uvek
ne postoje vodici za doziranje vitamina E i uéestalost primene kod bolesnika na HD, imajucéi u vidu da
je on liposolubilni vitamin i da ne prolazi dijaliznu membranu (opasnost od akumulacije).

Upotreba membrana oblozenih vitaminom E (VEM) se smatra pogodnim nac¢inom kojim se moze
smanjiti oksidativni stres. Ova strategija je bazirana na Cinjenici da vitamin E deluje kao snazan
hidrofobni ¢ista¢ koji obezbeduje zastitu lipida plazme i ¢elijskih membrana od lipidne peroksidacije,
direktno smanjujuci stvaranje ROS na mestu kontakta celija krvi i membrane (154). Pored toga,
priblizno ¢etvrtina HD bolesnika ima nedostatak vitamina E koji se moze korigovati primenom VEM
(155). Treba naglasiti, da kod onih bolesnika sa normalnim nivoima vitamina E u krvi primena VEM
ne dovodi do znacajnog povecanja nivoa vitamina E u krvi tako da se suplementacijom na ovaj nacin
izbegava intoksikacija $to je moguce kod oralne primene ovog vitamina. Stoga su VEM efikasne u
korekciji deficita vitamina E, ali bez posledica od hipervitaminoze (155). Pojedine studije sugerisu da
biokompatibilne VEM mogu pravovremeno ukloniti ROS i dovesti do supresije polimorfonuklearnog
sagorevanja. Takode, U prethodnim studijama je pokazano da upotreba VEM dovodi do znacajnog
smanjenja nivoa inflamacije i nivoa oksidativnog stresa (83, 154, 155). Postoje i radovi koji ukazuju
da primena VEM moze uticati na smanjenje prevalence kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika
lecenih HD (149, 156).

VEM se ucestalo primenjuju u Japanu, odakle dolaze izvestaji o povoljnim klini¢kim efektima
njihove primene kao §to su poboljsana biokompatibilnost, smanjena doza heparina, ublazavanje
anemije, poboljsanja endotelna disfunkcija, poboljsan nutricioni status, smanjenje ucestalosti
intradijalizne hipotenzije, smanjenje insulinske rezistencije i poboljSanje kvaliteta Zivota (154).
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Nedavna meta-analiza D”Arrigo i saradnika (148), koja je ukljucila Sezdeset studija, poredila je efekte
VEM i konvencionalnih membrana na paremetre anemije, zapaljenja, oksidativhog stresa i
adekvatnosti dijalize, kao glavna ishodista. Njihovi zakljucci bili su u saglasnosti sa prethodnom meta-
analizom Yang i sar. (157) i potvrdili su pozitivne uticaje primene VEM na smanjenje pokazatelja
oksidativnog stresa i zapaljenja, tj na smanjenje nivoa IL-6. Medutim, u njihovom istraZivanju nisu
nadeni pozitivni uéinci VEM na parametre anemije, kao ni na adekvatnost dijalize, lipidni profil ili na
nivo serumskih albumina.

U naSoj zemlji se od skora primenjuju VEM u lecenju dijaliznih bolesnika. S obzirom da je
pokazano da su HD bolesnici sa homozigotnom delecijom GSTM1 gena skloniji oksidativnom stresu i
imaju losije kardiovaskularno prezivljavljavanje (50,51), nasa pretpostavka je bila da ¢e bolesnici sa
GSTM1 delecijom imati dodatnu korist od leCenja sa VEM u smislu smanjenja oksidativnih oStecenja 1
inflamacije (Shema 1).

Stvaranje
slobodnih
radikala u toku
dijalize

Neadekvatan
unos
antioksidanata

Oksidativni stres, ? Ve,
““ POl .'l... ., inﬂamacija \ “"“ . . . ..’
" Delecioni “»" + VitaminomE .
i polimorfizam  } l 7t oblolfene ;
"’ ‘: t“. mem rane ":
0.... GSTM1 “"‘ RiZik 7a pojavu / ,...... “““t
...lll'l ...... -ll‘|ll“- kal‘diOVHSklllal'llih Trresnaenest
oboljenja

Shema 1. Potencijalni efekti membrana oblozenih vitaminom E kod dijaliziranih bolesnika sa
homozigotnom delecijom gena za GSTM1
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1.

2.

Da se utvrdi genski polimorfizam za GSTM1 medu hemodijalizim bolesnicima i tako ustanovi
ucestalost bolesnika sa homozigotnom delecijom gena.

Da se izvr$i uporedna analiza kardiovaskularnog statusa i prethodnih kardiovaskularnih
dogadaja kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom.

Da se ispita uticaj tromeseéne primene dijaliznih membrana oblozenih vitaminom E na
parametre oksidativnog stresa i inflamacije kod bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom u
odnosu na bolesnike sa GSTM1 nultim genotipom leCenih standardnim polisulfonskim
membranama.

Da se ispitaju parametri anemije, uhranjenosti i mineralokostanog metabolizma kod bolesnika
lecenih sa dve vrste dijaliznih membrana (VEM i polisulfornskim membrana)
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3. MATERIJAL | METODE
3.1 Bolesnici i dizajn istraZivanja

Studija se sastojala iz dva dela. U prvom delu studije od ukupno 230 bolesnika koji su se leceli
hroni¢nim programom HD u Klinickom odeljenju za nefrologiju i metabolicke poremecaje sa
dijalizom “Prof dr Vasilije Jovanovi¢” KBC Zvezdara U istrazivanje je uklju¢eno 170 bolesnika koji su
ispunili ukljucujuée kriterijume i bili su voljni da ucestvuju u istrazivanju. Izvodenje istrazivanja je
odobreno od strane lokalnog Eti¢kog odbora i svi bolesnici su potpisali informisani pristanak za
ucestvovanje u istrazivanju nakon detaljnog informisanja o samom protokolu istrazivanja.
Genotipizacija GSTM1 je uradena kod svih 170 bolesnika uklju¢enih u istrazivanje i delecija gena
GSTM1 je pronadena kod 110 bolesnika (Shema 2).

230 bolesnika
l <«—— | Ukljucujuéi/iskljucujuci Kriterijumi
Informisani pristanak

170 bolesnika

/ \4_ GSTM1 genotipizacija
110 bolesnika- 60 bolesnika-
nulti genotip aktivni genotip

!

RAN»D})MIZ\,‘ACIJA (interventni drugi deo studije)

VEM grupa kontrolna grupa
n=40 n=40
Studiju zavrsilo Studiju zavrsilo
n=37 n=38

Shema 2. Ispitivana populacija bolesnika (objasnjenje u tekstu)

Ukljucujuéi kriterijumi su bili: le¢enje HD duze od 3 meseca, stariji od 18 godina i sposobni da
daju informisani pristanak. Isklju¢ujuci kriterijumi su bili: trudnoca, ukljucenost u drugo istrazivanje,
prisustvo aktivne maligne bolesti, primena antioksidantne i anti-zapaljenske terapije.

Prvi deo studije je bio retrospektivni, observacioni i obuhvatao je prikupljanje podataka o
kardiovaskularnom morbiditetu iz istorija bolesti (prelezani akutni infarkt miokarda, prisustvo
ishemijske bolesti srca, periferne vaskularne bolesti, cerebrovaskularne ishemijske bolesti, poremecaja
sréanog ritma) i poreden je kardiovaskularni morbiditet kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1
nultim genotipom. Takode su poredeni parametri anemije, metabolizam minerala i uhranjenost. Drugi
deo istrazivanja je dizajniran kao randmizovana, placebo-kontrolisana, jednostruko-slepa (slepa za
istrazivaca) studija i trajala je tri meseca. Od 110 bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom, u skladu sa
normativima i standardima o primenama dijaliznim membrana Republi¢ckog fonda za zdravstveno
osiguranje, bilo nam je omoguceno da ukljucimo ukupno 80 bolesnika u istrazivanje (zbog troskova
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primene membrana). Bolesnici su randomizovani u dve grupe uz pomo¢ online programa dostupnog na
adresi (http:/www.graphpad.com/quickcalcs/randomizel.cfm). Bolesnici u interventnoj grupi (n=40) su
dijalizirani uz pomoé VEM (Vitabran E, Asahi Kasei Medical Corporation Limited, Japan, 1.8 m?
povrsina membrane) tri puta nedeljno tokom perioda od tri meseca, dok su bolesnici u kontrolnoj grupi
dijalizirani sa sintetskim polisulfonskim membranama identi¢ne povrsine u istom vremenskom periodu
(FX80, Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Germany, 1.8 m? povrsina membrane). Dijalize su
izvodenje sa ultra-cistom dijaliznom tecnoscu. Uticaj lecenja je dokumentovan tako §to su poredene
analize uzete na pocetku istrazivanja i nakon tromesecnog perioda. Poredeni su pro-oksidativni,
antioksidativni i antiinflamatorni parametri na kraju sa pocetnim vrednostima parametara. Takode su
poredeni parametri anemije, metabolizma minerala i uhranjenosti.

3.2 Demografski, biohemijski i dijalizni podaci bolesnika

Karakteristike bolesnika su prikupljene iz medicinske dijalizne istorije i ukljucivale su: starost,
pol, trajanje leCenja dijalizom, prisustvo arterijske hipertenzije i dijabetes melitusa i prethodnih KV
oboljenja. Rutinske laboratorijske analize uzete su neposredno pred HD proceduru nakon trodnevne
pauze pre i nakon istrazivanja. Adekvatnost dijalize je utvrdena uz pomoc¢ vrednosti Kt/V, koja je
izraCunata na osnovu Daugirdasove formule (158). Indeks rezistencije na eritropoetin (ERI) je
definisan kao nedeljna doza ASE (IJ) podeljena sa proizvodom bolesnikove telesne tezine (kg) i
vrednostima hemoglobina (g/dl). Odnos 1:200 je kori$¢en za konverziju doze darbopoetina (ug) U
internacionalne jedinice (1J) epoetina (159)

3.3 Genotipizacija glutation transferaze

DNK je izolovana iz pune krvi uz pomo¢ QIAGEN QIAmp kit (Qiagen, Inc., Chatsworth, CA,
USA) kod svih 170 bolesnika u skladu sa uputstvom proizvodaca. Ova metoda zasnovana na “’spin-
koloni” obezbeduje DNK precis¢enu od svih zagadivaca i inhibitora. Ukratko, ovom metodom ¢elijske
membrane leukocita se uniStavaju inkubacijom u puferu za lizu. Histoni i drugi proteini se uklanjaju
enzimskom digestijom sa proteinazom K. U narednim koracima DNK sa prenosi na “’spin-kolone” gde
se selektivno vezuju na silika gelu 1 preciS¢avaju odgovaraju¢im puferima koje obezbeduje proizvodac.
Cistoéa uzorka je proverena sa analiziranjem na Gene Quant Pro. Ako je odnos apsorbancija 260/280
bio veé¢i od 1,8, kvalitet izolovane DNK se smatrao dobrim. Izdvojena DNK je ¢uvana u AE puferu
(obezbedena od QlAamp DNA Mini Kit) na 20° C do dalje upotrebe.

3.4 Utvrdivanje polimorfizma GSTM1 gena

Analiza polimorfizma GSTM1 gena je izvedena multipleksnom lan¢anom reakcijom
polimerizacije (PCR) (160). PCR reakciona mikstura je inkubirana i inicijalno denaturisna na 94 °C
tokom 3 minuta. Nakon toga , sledeci koraci su izvedeni : denaturacija (94 °C, 30 s), zagrevanje (30 s
na 59 °C) i ekstenzija ’prajmera”. Definitivna ekstenzija je trajala 4 minuta na 72 °C. PCR produkti su
podeljeni na 2% agaroznom gelu na 125 V tokom 20 minuta i obojeni sa etidijum bromidom. DNK
GSTM1 fragmenti su amplifikovani i bili su veli¢ine 215 bp. Odsustvo veli¢ine od 215 bp je bilo
indikativno za GSTML1 nulti genotip. Prisustvo GSTM1 aktivnog genotipa (referentnog genotipa) bilo je
potvrdeno veli¢inom od 215 bp. Analizom se ne razlikuje heterozigotni od homozigotnog referentnog
genotipa.

3.5 lzdvajanje plazme

Uzorci venske krvi (priblizno 5 ml) su uzimani u standardnim sterilnim polistirenskim
vakutajnerima, koji su sadrzali etilen diamin tetra sir¢etnu kiselinu (EDTA), na pocetku dijaliznih
procedura, pre davanja heparina. Za odvajanje plazme, uzorci su centrifugirani na 3600 obrtaja u
minutu tokom 10 minuta. Uzorci plazme su podeljeni u alikvote da bi se izbeglo cesto
odmrzavanje/zamrzavanje i cuvani na —80 °C do dalje upotrebe.
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3.6 Merenje proteinskih tiol grupa

Ukupan sadrzZaj proteinskih tiolnih grupa u plazmi je utvrden prema metodi koja je ranije opisana
od Jocelyn (161). Ova metoda se bazira na reakcijama tiolnih grupa sa Ellman-ovim reagensom (5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoi¢na kiselina) ili DTNB. Proteinske tiolne grupe reaguju sa DTNB cepajuci
disulfidnu vezu dajuéi 2-nitro-5tiobenzoat (TNB-), koji jonizuje na na TNB2-dianjon u vodi u vodi u
neutralnom ili alkalnom pH. Ovaj TNB2- jon ima Zzutu boju. Molarni koeficijent ekstinkcije je 13.6 x
103 L-mol—1-cm—1 na talasnoj duzini od 412 nm. S obzirom da sunceva svetlost moze smanjiti
DTNB, sve reakcije su izvedene na tamnom mestu ili zastiCene od sunceve svetlosti.

3.7 Merenje nivoa malondialdehida

Nivoi MDA su mereni uz pomo¢ kompetetivnog enzimskog imunoeseja (Elabscience, Wuhan,
China, Catalog No : E-EL-0060) slede¢i upustvo proizvodaca. Promena boje je izmerena
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 450 nm. Koncetracija MDA je izraZzena u ng/ml.

3.8 Merenje nivoa IL-6 u plazmi
Koncetracija IL-6 u plazmi je merena uz pomo¢ ELISA kompleta prema uputstvu proizvodaca
(Human IL-6 (Interleukin-6, ELISA Kit, Reactivity: Human, Detection 96T, Elabcsience).

3.9 Odredivanje aktivnosti antiokidantnih enzima

Aktivnost SOD i glutation peroksidaze kod bolesnika je odredena uz primenu spektrofotometrijskih
metoda. Aktivnost SOD je merena uz pomo¢ metode koju su opisali Misra i Fridovich (162). Ukratko,
test se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u alkalnom
okruzenju (pH = 10.2). Aktivnost SOD u uzorku se izra¢unava kao procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina. Aktivnost GPX je odredena pra¢enjem oksidacije NADPH na 340 nmu prisustvu vodonik
peroksida (163).

3.10 Rutinske biohemijske analize
Standardnim laboratorijskim tehnikama na Cobas 501 (Rosche Diagnostics) analizatoru

odredivane su sledeCe analize (u zagradama je prikazano kako su izrazeni nivoi): urea (mmol/l),
kreatinin (umol/l), saturacija transferina (%), feritin (ng/ml), serumsk nivo gvozda (umol/l), albumini
(9/1), ukupni proteini (g/l), ukupni holesterol (mmol/l), lipoproteini visoke gustine- holesterol (HDL-
holesterol) (mmol/l), lipoproteini niske gustine- holesterol (LDL- holesterol) (mmol/l), trigliceridi
(mmol/l), serumski nivo Ca (mmol/l), serumski nivo fosfata (S-PO4)(mmol/l), serumski nivo
bikarbonata (mmol/l), mokrac¢na kiselina (umol/l), C-reaktvni protein (CRP) (mg/l).

Parametri krvne slike su odredivani na analizatoru XN1000 (Sysmex) (u zagradama je prikazano
kako su izrazeni nivoi) : Hemoglobin (Hb) (g/dl), Eritrociti (Er) (10'%/1), Hematokrit (%).

Vrednosti intaktnog parathormona (iPTH) (pg/ml) odredjivane su na analizatoru Cobas e 411 rack
(Rosche Diagnostics).

3.11 Statisticka analiza podataka

StatistiCka analiza podataka je u¢injena uz pomo¢ Statistical Package for the Social Sciences SPSS
(verzija 22.0) programa. Provera normalnosti distribucije podataka vrSena je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom. Podaci su izrazeni kao frekvencije za diskretne varijable, ili srednje vrednosti sa
standardnom devijacijom za kontinuirane varijable. Povezanost izmedu genetskog polimorfizma i
kardiovaskularnog morbiditeta testirana je univarijantnom i1 multivarijantnom logistickom regresijom
pomocu 2 testa ili FiSerovog testa, zavisno gde je jedan od ova dva testa bio adekvatan za primenu.
Analizirani su Per-protocol podaci. Statisticke analize su ukljuéile eksplorativnu deskripciju i
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analiticku statistiku. Studentov T test za nezavisne uzorke je koriS¢en za poredenje varijabli sa
normalnom distribucijom izmedu razli¢itih grupa. U sluc¢ajevima gde varijable nisu imale normalnu
distribuciju koris¢en je Mann—Whitney test. Jednosmerna analiza varijanse za ponovljena merenja je
koriS¢ena za porodenje srednjih vrednosti grupa, gde su isti uCesnici u svakoj grupi. To se deSavalo
kada smo imali ponovljena merenja da bi videli promene u intervenciji na podacima prikupljenim u dve
vremenske tacke. Rezultati su prikazani tabelarno i1 graficki. P manje od 0,05 smatrano statisticki je
znacajnim.
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4 REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1 OBSERVACIONI DEO STUDIJE
4.1.1. Distribucija delecionog polimorfizma gena za GSTM1 kod hemodijaliznih
bolesnika

Od ukupno 230 bolesnika koji su le¢eni hronicnom HD u naSoj ustanovi prilikom pocetka
istrazivanja, u studiju je ukljuceno 170 bolesnika koji su ispunili kriterijume za ukljucenje i bili voljni
da uCestvuju u istoj (Shema 2). GSTML1 genotipizacija je uradena kod svih 170 bolesnika i
homozigotna delecija je pronadena kod 110 bolesnika (65 %), dok je barem jedan aktivni GSTM1 gen
imalo 60 bolesnika (35%) (Grafikon 1).

GSTM1

60, 35% = GSTM1 aktivni
® GSTM1 nulti

110, 65%

Grafikon 1. Distribucija GSTM1 genotipa kod bolesnika le¢enih hroni¢cnom hemodijalizom (broj
bolesnika i procenat od ukupnog broja)

4.1.2. Analiza demografskih karakteristika i osnovnih biohemijskih parametara kod
bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom

Poredenjem dve grupe bolesnika, sa aktivnim ili nultim GSTM1 genotipom, uoceno je da
postoje razlike u odnosu na osnovi uzrok TBS, gde su bolesnici sa homozigotnom delecijom GSTM1
gena rede imali hipertenzivnu nefroangiosklerozu kao osnovni uzrok TBS (39,1 % naspram 61,7%),
dok se DM kao osnovni uzrok TBS ¢esce javljao kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom (18,2 %
naspram 8,3%). Takode, adultna dominantna policisti¢na bolest bubrega (ADPKD) kao osnovni uzrok
TBS ¢esce je bio prisutan kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom (14,5 % naspram 11,7%) (Tabela
6). lako je DM bio osnovni uzrok TBS u oko 18% (sa nultim) i 8% bolesnika sa aktivnim genotipom,
procenat obolelih od DM je bio znatno veci ako se u obzir uzme i dijabetes kao komorbiditet, ali takode
u pogledu prisustva DM (kao osnovnog oboljenja ili komorbiditeta) kao arterijske hipertenzije, izmedu
dve grupe bolesnika nije bilo razlike (Grafikon 2).

21



Tabela 6. Osnovne demografske karakteristike, dijalizni i biohemijski podaci bolesnika

GSTM1 nulti  GSTML1 aktivni

n =110 n=60 p

Muskarci, % 56.4 68.3 0.142
Starost, godine 65+11 65+13 0.815
Telesna teZina,

71.4+16.5 67.2+15.9 0.104
kg (srednjaxSD)
AVF, No, % 99/90.0 51/85.0 0.626
Dijalizni staz, meseci 64.5+60.7 52.7+47.5 0.193
Statini (da) No, % 38/34.5 24/40 0.508
Osnovno uzrok TBS (No, %):
Hipertenzija 43/39.1 37/61.7
Dijabetes melitus 20/18.2 5/8.3 0.010
Glomerulonefritis 12/10.9 7/111.7 '
ADPKD 16/14.5 /1.7
Ostala 19/17.3 10/16.7
S-urea, mmol/I 23.9+7.3 22.9+6.5 0.381
S-kreatinin,umol/I 8471181 807+202 0.192
Kt/V 1.29+0.31 1.25+0.27 0.412
CRP, mg/I 7.59+£11.55 8.86+7.12 0.443

AVF: arterio-venska fistula, HTA: arterijska hipertenzija, CRP: C-reaktvni protein. ADPKD: adultna
dominantna policisti¢na bolest bubrega.
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Grafikon 2. Ucestalost dijabetes melitusa (kao osnovnog oboljenja ili komorbiditeta) i hipertenzije
(kao osnovnog oboljenja ili komorbiditeta) kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim
genotipom

HTA: arterijska hipertenzija, DM: dijabetes melitus

Sto se ti¢e ostalih analiziranih demografskih karakteristika, osnovnih biohemijskih
parametara i dijaliznih parametara, grupe bolesnika se nisu medusobno razlikovale.

4.1.3. Analiza kardiovaskularnog statusa i prethodnih kardiovaskularnih dogadaja
kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom

Nije bilo razlike u ucestalosti kardiovaskularnih morbiditeta kod bolesnika sa nultim
odnosno aktivnim GSTM1 genotipom. Od zabelezenih kardiovaskularnih oboljenja na pocetku studije,
bolesnici obe grupe najcesce su bolovali od angine pektoris (40,0% u GSTM1-nultoj i 43,3% sa
GSTM1-aktivnim genotipom), zatim od akutnog infarkta miokarda (20,9% u GSTM1-nultoj i 21,7% sa
GSTM1-aktivnim genotipom) i POAB (20% u GSTM1-nultoj i 26,7% sa GSTM1-aktivnim genotipom).
(Grafikon 3).

50.0% p=0.754
40.0%
=1.000
200% 0p=0.340
20.0%
0.0% ]
AlM CVI AP POAB Aritmije

B GSTM1 nulti B GSTM1 aktivni
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Grafikon 3. Prikaz kardiovaskularnog statusa i prethodnih kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika
sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom

IM: infarkt miokarda, CVI: cerebrovaskularni insult, AP: angina pektoris, POAB: periferna arterijska
okluzivna bolest,

Takode analizirali smo i kardiovaskularni morbiditet izmedu dve grupe bolesnika, onih sa
delecijom gena i sa aktivnim GSTM1 genom, ali u odnosu na osnovni uzrok TBS, takode nije
pronadena razlika izmedu dve grupe, bez obzira na osnovno oboljenje bubrega (Tabela 7)
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Tabela 7. Prikaz kardiovaskularnog statusa i prethodnih kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim

genotipom

GSTML1 nulti GSTM1 aktivni
n =110 n=60 p

IM (da) No,% 23/20.9 13/21.7 1.000
Hipertenzija, IM (da) No,% 8/18.6 7/18.9
Dijabetes mellitus, IM (da) No,% 7135 2/40
Glomerulonefritis, IM (da) No,% 8/25 1/14.3
ADPKD, IM (da) No,% 31838 0/0
Ostala, IM (da) No,% 2/10.5 3/30
CVI (da) No, % 7/6.4 7/11.7 0.252

2/14.7 7/18.9
Hipertenzija, IM (da) No,%

3/15 0/0
Dijabetes mellitus, IM (da) No,%

0/0 0/0
Glomerulonefritis, IM (da) No,%

1/6.3 0/0
ADPKD, IM (da) No,%
Ostala, IM (da) No,% 1/5.3 0/0
AP (da) No, % 44/40.0 26/43.3 0.745

16/37.2 17/45.9

Hipertenzija, IM (da) No,%
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9/45 3/60
Dijabetes mellitus, IM (da) No,%

8/66.7 2/28.6
Glomerulonefritis, IM (da) No,%

5/31.3 1/100
ADPKD, IM (da) No,%

6/31.6 3/30
Ostala, IM (da) No,%
POAB (da) No, % 22/20.0 16/26.7 0.340

8/18.6 9/24.3
Hipertenzija, IM (da) No,%

8/40 3/60
Dijabetes mellitus, IM (da) No,%

1/8.3 1/14.3
Glomerulonefritis, IM (da) No,%

2/12.5 0/0
ADPKD, IM (da) No,%
Ostala, IM (da) No,% 3/15.8 3/30
Srcane aritmije (da) No, % 17/15.5 13/21.7 0.400
Hipertenzija, IM (da) No,% 9/20.9 8/21.6
Dijabetes mellitus, IM (da) No,% 2/10 2/40
Glomerulonefritis, IM (da) No,% 0/0 1143
ADPKD, IM (da) No,% 3/18.8 0/0

3/15.8 2/20

Ostala, IM (da) No,%

IM: infarkt miokarda, CVI: cerebrovaskularni insult, AP: angina pektoris, POAB: periferna arterijska okluzivna bolest,



4.1.4. Osnovni parametri anemije kod bolesnika sa GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim
genotipom

Nasa pretpostavka je bila da bolesnici sa nultim genotipom c¢eS¢e mogu imati uremijske
komplikacije ukljucujuéi i anemiju, te smo ispitivali parametre koji se odnose na terapiju kao i ciljne
vrednosti istih. Tako je pokazano da nije bilo razlike u ucestalosti primene ASE, prose¢noj nedeljnoj
dozi ASE (kod onih §to su ih imali u terapiji), rezistenciji na iste, vrednostima hemoglobin i feritina,
saturaciju transferina i S-gvozda. Rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Osnovni parametri anemije kod bolesnika sa GSTM1 nultim i GSTM1 aktivnim genotipom

GSTML1 nulti GSTML1 aktivni

n =110 n=60 p
ASE (da) No, % 87/79.1 54/90.1 0.088
ASE doza, 1J /nedeljno 6264+3930 651844628 0.728
Hb, g/dl 10.4+1.2 10.1+1.0 0.079
ERI 9.2+6.8 10.248.9 0.453
Saturacija transferina, % 29+10 27+08 0.101
Feritin, ng/ml 245+191 231+176 0.659
S-Gvozde, umol/I 11.5+4.1 11.6+3.7 0.945

ASE: agensi stimulacije eritropoeze, ERI: indeks rezistencije na eritropoetin, Hb:
hemoglobin

4.1.5. Osnovni parametri nutricije i mineralo-kostanog metabolizma bolesnika kod bolesnika sa
GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom

Zbog znacaja koji ima nutritivni status u leCenju 1 ishodu le¢enja bolesnika sa uremijom,
ispitali smo osnovne nutritivne parametre i parametre mineralo-kostanog metabolizna shodno GSTM1
genotipu. Rezultati ukazuju da su bolesnici sa GSTM1 aktivnim genotipom imali statisti¢ki znac¢ajno
nize vrednosti LDL holesterola i serumskog fosfata, dok u pogledu drugih parametara nutricije i
mineralo-koStanog metabolizma izmedu dve grupe bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike.
Rezultati su prikazani u Tabeli 9.
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Tabela 9. Osnovni parametri nutricije i minerano-kostanog metabolizma bolesnika kod bolesnika sa

GSTM1 aktivnim i GSTM1 nultim genotipom

GSTML1 nulti GSTML1 aktivni
n =110 n=60 p
Albumini, g/l 38.9+3.3 38.0£2.7 0.061
Ukupni proteini, g/l 68.3+5.0 68.1+5.0 0.749
r%‘:r‘]f;}li_ho'e“em" 4.49+1.31 4.15+1.05 0.088
r':z'a/to'e“em" 1.12+0.54 1.12+0.46 0.988
n';ra'(;l'/[‘o'e“ero" 2 44+0.83 2.18+0.81 0.048
Trigliceridi, mmol/Il 2.21+3.18 1.63+0.79 0.168
S-Ca, mmol/I 2.27+0.22 2.24+0.16 0.360
S-PO4 mmol/l 1.70+0.58 1.4740.62 0.016
iPTH, pg/ml 267+393 175+152 0.086

HDL.: lipoprotein visoke gustine holesterol, LDL: lipoprotein niske gustine holesterol, S-Ca: serumski
kalcijum, S-PO4: serumski fosfat, iPTH: intaktni parathormon.

4.2. INTERVENTNI DEO STUDIJE

Od ukupno 110 bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom, nakon randomizacije bolesnici su
podeljeni u dve grupe, 40 bolesnika je randomizovano u interventnu grupu (VEM grupu), dok je 40
bolesnika randomizovano u kontrolnu grupu. Randomizacija je ucinjena uz pomo¢ online programa
dostupnog na adresi (http:/www.graphpad.com/quickcalcs/randomizel.cfm). Istrazivanje nisu zavrsila
3 bolesnika iz VEM grupe: jedan bolesnik je umro nakon cerebrovaskularnog insulta, jedan nakon
infarkta miokarda 1 jedan je povukao informisani pristanak za ucesce u istraZivanju iz liénih razloga. U
kontrolnoj grupi, dva bolesnika su napustila istrazivanje. Jedan je umro usled hipervolemije i edema
pluca, dok je jedan umro od hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a. Stoga, na kraju istrazivanja, 75
bolesnika je analizirano (per-protocol analiza).

4.2.1. Osnovne demografske karakteristike

Izmedu dve grupe bolesnika koji su uklju¢eni u drugi deo studije, nije bilo statisticki
znacajne razlike u pogledu demografskih karakteristika, osnovnih biohemijskih parametara kao ni u
pogledu dijaliznih parametara. Rezultati su prikazani u Tabeli 10.
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Tabela 10. Osnovne demografske karakteristike, dijalizni i biohemijski podaci bolesnika

Kontrolna grupa VEM grupa

n =40 n=40 p
Muskarci, % 55 60 0.651
Starost, godine 65112 62111 0.225
Telesna tezina, kg (srednjazSD) 69.8+15.4 74.3x14.8 0.182
AVF, No, % 39/97.5 36/90.0  0.210
Dijalizni staz, meseci 71.5+65.7 66.6+58.7 0.726
Dijabetes (osnovno oboljenje ili
komorbiditet), No, % 11/27.5 % 12/322% 0.875
IM (da) No,% 4/10 2/5 0.675
CVI (da) No, % 1/2.5 1/2.5 1.000
HTA (da) No, % 39/97.5 39/97.5  1.000
Osnovno uzrok TBS (No, %):
Hipertenzija 19/47.5 12/30.0
Dijabetes melitus 7/17.5 6/15.0 0.273
Glomerulonefritis 6/15.0 5/12.5 '
ADPKD 4/10.0 10/25.0
Ostala 4/10.0 7/17.5
HDF (da) No,% 6/15 10/25 0.264
Povrsina dijalizatora, m? 1.62+0.27 1.67+0.32 0.407
S-urea, mmol/I 23.1+7.1 23.0£6.0 0.981
S-kreatinin,umol/I 8721211 853+154  0.649
S-bikarbonati, mmol/I 20.3£2.4 13.0£3.8 0.782
Kt/V 1.32+0.31 1.35+0.30 0.657
Kt/V u ciljnom opsegu , % 68.4 73.0 0.801
CRP, mg/l 4.5745.07 5.49+529  0.430
CRP u referentnom opsegu, % 72.5 60.0 0.344
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AVF: arterio-venska fistula, IM: infarkt miokarda, CVI: cerebrovaskularni insult, HTA: arterijska
hipertenzija, HDF: hemodijafiltracija, CRP: C-reaktvni protein. ADPKD: adultna dominantna
policisticna bolest bubrega.

4.2.2 Osnovni parametri anemije bolesnika

Izmedu dve grupe bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike u pogledu analiziranih
parametara, izuzev saturacije transferina 1 u vrednosti serumskog gvozda, koja je statisticki znacajno
bila visa u VEM grupi bolesnika. Rezultati su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 11. Osnovni parametri anemije bolesnika na pocetku studije

Kontrolna grupa VEM grupa
n =40 n=40 p
ASE (da) No, % 31/77.5 32/80.0 0.785
ASE doza, 1J /nedeljno 6677+3995 5156+3380 0.108
Hb, g/dl 10.5+1.0 10.5+1.0 0.874
;)b u ciljnom opsegu, 92,5 925 1.000
ERI 11.3+10.1 7.415.6 0.063
0S/(z:lturacua transferina, 2849 34+10 0.014
Feritin, ng/ml 2124224 258+146 0.281
S-Gvozde, umol/l 10.8+3.7 13.0+£3.8 0.010

ASE: agensi stimulacije eritropoeze, ERI: indeks rezistencije na eritropoetin, Hb: hemoglobin

4.2.3 Osnovni parametri nutricije i mineralno-kostanog metabolizma bolesnika

Izmedu dve grupe bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike u pogledu parametara
nutricije i mineralno-kostanog metabolizma. Rezultati su prikazani u Tabeli 12.
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Tabela 12. Osnovni parametri nutricije i mineralno-kostanog bolesnika na pocetku studije

Kontrolna grupa VEM grupa
n =40 n=40 p

Albumini, g/L 39.0+2.9 40.1+3.3 0.165
Ukupni proteini, g/L 68.315.5 67.6£5.0 0.552
Ukupni holesterol, 4.25+0.98 4.54+0.88 0.170
mmol/L

HDL- holesterol, 1.08+0.41 0.09+024  0.260
mmol/L

LDL- holesterol, 2.38+0.75 267+079  0.106
mmol/L

Trigliceridi, mmol/L 1.83+1.24 2.22+1.22 0.161
S-Ca, mmol/L 2.29+0.24 2.29+0.23 0.925
S-PO4 mmol/L 1.61+0.57 1.8+0.51 0.109
iPTH, pg/ml 278+361 2904524 0.905

HDL.: lipoprotein visoke gustine holesterol, LDL: lipoprotein niske gustine holesterol, S-Ca: serumski
kalcijum, S-PO4: serumski fosfat, iPTH: intaktni parathormon.

4.2.4 Pokazatelji antioksidantne aktivnosti pre i posle studije

Bolesnici u obe grupe su imali znacajan porast aktivnosti GPX nakon tri meseca studije
(Tabela 13). Medutim, poredenje izmedu dve grupe, nije pokazalo statisticki znaajnu razliku
(p=0.474). Aktivnost SOD ostala je nepromenjena u obe grupe nakon tromese¢nog perioda.

Tabela 13. Pokazatelji antioksidantne aktivnosti pre i posle studije

Kontrolna grupa VEM grupa

pre posle pre posle P pP*
GPX U/L 206.7+67.2 273.7+61.6 203.7459.1 285.7+78.7 0.000 0.474
SOD 55.4+117 60.4+22.4 538498 55.1+21.2 0.269 0.607
UX103/L ST . Pl L . LO_J. e LI . . .

P- unutar grupa P*- izmedu grupa. GPX, Glutation peroksidaza, SOD, Superoksid dizmutaza.
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4.2.5. Pokazatelji oksidativnog oStec¢enja lipida i proteina pre i posle studije

Koncentracija MDA u serumu bolesnika iz kontrolne i VEM grupe porasla je znacajno nakon tri
meseca za vreme trajanja studije. lako je porast unutar grupa bio statisticki znacajan, poredenje izmedu
grupa nije pokazalo znacajnost (p=0.446) (Tabela 14). Sa druge strane zabelezen je porast sadrzaja
proteinskih tiol grupa u obe grupe, ali je statisticka znac¢ajnost izmedu grupa izostala (p=0.445).

Tabela 14. Pokazatelji oksidativnog ostecenja proteina i lipida pre i posle studije

Kontrolna grupa VEM grupa

pre posle pre posle P pP*

MDAng/mL 210943947 769544407 403.4+218.8 752.1+439.0 0.000 0.446

Tiolne grupe

6.79+1.81 8.33+2.26 7.31+2.58 8.31+2.48 0.000 0.445
mcmol/L

P- unutar grupa P*- izmedu grupa. MDA, malondialdehid

4.2.6 Pokazatelji zapaljenja pre i posle studije

Uoceno je da je kontrolna grupa bolesnika nakon studije imala porast koncentracije serumskog
IL-6 (48.5£40.7 vs. 67.6£120). Sa druge strane, kod bolesnika koji su za vreme studije dijalizirani sa
VEM, koncentracija ovog pokazatelja zapaljenja se smanjila (37.9+£28.4 vs 34.4+32.4), ali statisti¢ki
znacajna razlika izmedu grupa nije dostignuta (Tabela 15). Nivo serumskog CRP-a se nije menjao ni u
jednoj grupi u zavisnost od tretmana kojem su bolesnici bili podvrgnuti.

Tabela 15. Pokazatelji zapaljenja pre i posle studije

Kontrolna grupa VEMgrupa

pre posle pre posle P p*
IL-6 ng/ml 48.5+40.7 67.6£120.2 37.9+28.4 34.4+32.4 0.543 0.376
CRP, mg/I 4.945.4 5.546.2 5.1+4.8 59+7.0 0.458 0.894

P- unutar grupa P*- izmedu grupa. IL-6, Interleukin-6
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4.2.7 Parametri anemije pre i posle studije

Tokom tromesecnog perioda, ukupna doza i.v. gvozda koju su bolesnici primili nije se

razlikovala izmedu grupa (kontrolna grupa naspram VEM grupe, 202 + 255 mg naspram 222 + 199
mg; p = 0.697). Vrednosti hemoglobina, broja eritrocita, ERI, feritina i serumskog gvozda, nisu se
znacajno promenile, kako unutar grupa, tako ni izmedu grupa u posmatranom periodu (Tabela 16).
Saturacija transferina se smanjila u VEM grupi, istovremeno porasla u kontrolnoj grupi i razlika je

dostigla statisti¢ku znacajnost (p = 0.020).

Tabela 16. Paremetri anemije pre i posle studije

Kontrolna grupa VEM grupa

pre posle pre posle P p*
ASE doza, 1J/nedeljno 6862 + 4033 6344 £3957 5630 + 3443 5593+ 3765 0.427 0.491
ASE (da) No, % 31/81 33/86.8 31/83.8 29/78.4 0.540 0.213
Saturacija transferina, % 28.0+8.8 33.0+£115 33.8+10.1 30.4+109 0.766 0.020
Feritin, ng/ml 2154230 2714274 245+141 230+165 0.262 0.061
S-Gvozde, umol/l 10.8+3.8 11.7+4.2 13.1+3.7 11.9+4.1 0.817 0.087
Hb, g/di 10.48 + 0.94 10.17+0.93 1049+1.06 10.53+1.37 0.347 0.229
Er, 1021 3.49+0.35 3.36+0.34 3.42+0.36 3.49+0.51  0.598 0.053
Hematokrit, % 32.9+2.7 31.8+2.8 32.8+£3.5 32.9+4.2 0.313 0.200
ERI 11.77+10.28 10.67+9.75 8.08+5.78 8.13+6.29  0.352 0.310

P- unutar grupa P*- izmedu grupa. ASE: agensi stimulacije eritropoeze, ERI: indeks rezistencije na
eritropoetin, Hb: hemoglobin

4.2.8 Parametri nutricije i mineralno-kostanog metabolizma pre i posle studije

Uprkos znacajnom poboljSanju u vrednostima ukupnih proteina, albumina, triglicerida,

serumskih fosfata i bikarbonata unutar grupa, statisticki znacajna razlika izmedu VEM grupe i
kontrolne grupe nije dostignuta. Jedino su vrednosti HDL holesterola bile blizu statisticke znacajnosti

(Tabela 17).
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Tabela 17. Paremetri nutricije i mineralo-kostanog metabolizma pre i posle studije

Kontrolna grupa VEM grupa

pre posle pre posle P p*
Ukupni proteini, g/l 68.3+5.5 69.5+5.7 67.2+5.0 68.2+5.9 0.048 0.853
Albumini, g/l 39.08 + 2.96 48:221 32:3? 4411:231 0.003 0.421
Uk. Holesterol, mmol/Il 423+1.00 4.20+091 457+0.87 4.50+1.25 0.361 0.986
HDL-Holesterol, mmol/L ~ 1.09+0.42  1.11+0.50 0.99+0.25 1.10+0.28 0.004 0.064
LDL-Holesterol, mmol/L 2.36£0.76  2.26+0.73 2.68+0.80 2.67+1.05 0.553 0.641
Trigliceridi, mmol/L 1.80+1.27 1.66+1.14 2.28+1.25 1.77+0.74 0.003 0.102
S-Ca, mmol/L 2.27+0.23  2.31+0.19 2.30+0.23 2.37+0.27 0.052 0.562
S-PO4 mmol/L 1.61+0.59  139+0.51 1.82+0.52 159+0.50 0.000 0.909

P- unutar grupa P*- izmedu grupa. HDL.: lipoprotein visoke gustine holesterol, LDL: lipoprotein niske

gustine holesterol, S-Ca: serumski kalcijum, S-PO4: serumski fosfat.

4.2.9 Biohemijski parametri i adekvatnost hemodijalize pre i posle studije

Tokom studije doSlo je znaCajnog poboljSanja vrednosti ureje, bikarbonata, kao
adekvatnosti hemodijalize unutar grupa, medutim statisticki znacajna razlika izmedu VIE grupe 1
kontrolne grupe nije dostignuta (Tabela 18).

Tabela 18. Biohemijski parametri i adekvatnost hemodijalize pre i posle studije

Kontrolna grupa VEM grupa

pre posle pre posle P p*
E’fﬁé‘fﬁcna kiselina, 365+67 339+64 346+67 338+71 0.069 0.333
S-Kreatinin, umol/I 872+217  819+247  860+158  854+159 0.092 0.179
S-Urea, mmol/l 232+73 201+58 227+60 214462 0021 0540
f‘ner:]‘gq}lb'karbonat’ 20.32+42.47 2155+1.48 20.60+4.63 21.49+3.00 0.009 0.664
Kt/V 1324029 1.39+#0.33 1.35+0.31 1.39+0.25 0.044 0567

P- unutar grupa P*- izmedu grupa
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5 DISKUSIJA

Istrazivanju znacaja delecionog polimorfizma gena za GSTML1 i uticaja vitaminom E oblozenih
membrana na pokazatelje oksidativnog stresa kod ovih bolesnika na hemodijalizi je pristupljeno iz dve
perspektive. Naime, u prvom delu teze analizirana je distribucija delecionog polimorfizma gena za
GSTM1 kod 170 hemodijaliznih bolesnika i homozigotna delecija je pronadena kod 110 bolesnika (65
%), dok je aktivni gen imalo 60 bolesnika (35%). Kao Sto je ve¢ ranije napomenuto, distribucija
delecije GSTM1 gena se krece od 15-66 % u opstoj populaciji u razli¢itim etni¢kim grupama (48, 164).
Priblizno pola bele i azijske populacije nema aktivnost GSTM1 enzima usled homozigotne delecije
GSTM1 gena, dok je u africkoj populaciji delecija prisutna kod oko 25 % populacije (48, 49). Znacaj
GSTM1 polimorfizma gena kod ljudi je prvi put prepoznat u studijama o karcinomima koje su pokazale
da su osobe GSTM1 nultim genotipom izloZene povecanom riziku od pojave raka debelog creva i plu¢a
(165,166). Genski polimorfizam za GSTM1 podrazumeva varijacije u enzimskoj aktivnosti koje mogu
rezultirati u povecanoj osetljivosti na oksidativni stress (167). Prethodne studije su sugerisale da je
homozigotna delecija ovog lokusa povezana sa nastankom brojnih bolesti, ukljucujuci alkoholnu cirozu
jetre i astmu (168,169). Bilo je i izvestaja koji povezuju GSTM1 nulti genotip sa reumatoidnim
artritisom, $to u jednoj meta analizi nije potvrdeno (170).

Ispitivanje polimorfizma GSTM1 gena medu hemodijaliznim bolesnicima do sad je radeno u
nekoliko studija i u jednoj od njih homozigotna delecija GSTM1 gena nadena kod 59,8%
hemodijaliznih bolesnika, §to je slicno rezultatu zabelezenom u ovoj tezi. Istovremeno u istom
istrazivanju, zdravi pojedinci u kontrolnoj grupi iz populacije stanovnika u Srbiji imali su prisustvo
homozigotne delecije gena u 48,7 %, te je zakljuak navedenog istraZivanja bio da pojedinci sa
homozigotnom delecijom GSTM1 gena imaju 1,6 puta vecu podloznost razvoju TBS u odnosu na osobe
sa GSTML1 aktivnim genom (171). U jednoj drugoj studiji, medu hemodijaliznim bolesnicima, takode
sli¢no rezultatu ove teze, GSTM1 nulti genotip je naden kod 63,8 % bolesnika (172). U studiji u Indiji,
koja je poredila ucestalost GSTM1 nultog genotipa u dijaliznoj populaciji u odnosu na zdrave
pojedince, nulti genotip je znacajno Cesce bio prisutan kod dijalizne populacije (40.54 %, naspram
15.34%) (164). Ako uzmemo u obzir jedinu studiju koja je sprovedena u Srbiji do sad (171) u kojoj je
zakljuceno da je veca progresija GSTM1 nultog genotipa ka TBS, onda nije iznenadjujuce da je vise
GSTM1 nultih bolesnika na HD nego onih sa aktivnim GSTM1 genotipom. Medutim, postoji nekoliko
studija ¢iji rezultati nisu ukazali na povezanost GSTM1-nultog genotipa kao faktorom rizika za razvoj
TBS, kao $to je studija medu tajvanskim Kinezima (173), populacija Taipeia (172) i bolesnici sa TBS
azijskih Indijanaca (174), sto je moguce da je posledica etni¢ke spicificnosti. To navodi na zakljucak da
su genske varijante razliite kod razli¢itih etnickih grupacija $to opravdava istrazivanja u razli¢itim
regionima.

U jednoj skora$njoj studiji pokazano je da pojedinci sa GSTM1 nultim genotipom, u odnosu na
one sa aktivnim genom, imaju tri puta povecan rizik za razvoj HBB, a oni sa prisustvom bubrezne
slabosti i GSTM1 nultim genotipom imaju dva puta poveéan rizik od progresije ka TBS (175).

Nakon analiziranja GSTM1 genotipa, bolesnici su podeljeni u dve grupe u zavisnosti od
prisustva GSTM1 aktivnog ili nultog genotipa, a potom su i analizirani osnovni demografski i
biohemijski parametri. Dve grupe bolesnika su se medusobno razlikovale u odnosu na osnovni uzrok
TBS, gde su bolesnici sa homozigotnom delecijom GSTM1 gena rede imali hipertenzivnu
nefroangiosklerozu kao osnovni uzrok TBS (39,1 % naspram 61,7%), dok se DM kao osnovni uzrok
TBS ¢esc¢e javljao kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom (18,2 % naspram 8,3%). Takode,
ADPKD kao osnovni uzrok TBS ¢esce je bio prisutan kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom
(14,5 % naspram 11,7%). Jedna studija je utvrdila je povezanost GSTM1 aktivnog gena sa Balkanskon
endemskog nefropatijom (176), $to u ovoj tezi nije posebno analizirano. U studiji Petrovic i sar. (177)
pronadeno je da je GSTM1 nulti genotip nezavisan faktor rizika za razvoj esencijalne arterijske
hipertenzije kod bolesnika sa dijabetes melitusom tip 2. Slicne rezultate je zabelezila i mala egipatska
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studija (178). Dve druge studije su pronasle povezanost izmedu esencijalne arterijske hipertenzije i
GSTM1 nultog genotipa (179,180) u opstoj populaciji. Nasuprot tome u studiji iz Egipta u opstoj
populaciji povezanost GSTM1 nultog genotipa sa esencijalnom arterijskom hipertenzijom nije
pronadena (178). Porede¢i sa aktivnim genotipom, GSTM1 nulti genotip je povezan sa brzom
progresijom HBB kod afroamerikanaca (181). Ni jedna od studija, po naSim saznanjima, nije
analizirala osnovni uzrok TBS u odnosu na prisustvo GSTM1 aktivnog ili nultog gena, te rezultate ne
mozemo da poredimo. U pogledu prisustva dijabetesa, bilo kao komorbiteta ili osnovnog uzroka TBS,
nije bilo razlike izmedu grupa. Slican rezultat u pogledu prisustva DM, zabelezen je i u studiji Lin-a i
saradnika (172). U odnosu na prisustvo GSTM1 gena, grupe se medusobno nisu razlikovale po polu,
zivotnoj dobi, telesnoj tezini, vaskularnom pristupu, dijaliznom stazu, adekvatnosti dijalize, kao i u
vrednostima CRP-a. Rezultati sli¢éne ovima videni su kod Lin i sar. (172). Postavlja se pitanje koji bi
mogao biti bioloski efekat kojim GSTM1 delecija uti¢e na napredovanje bolesti bubrega (182). U
skorasnjoj studiji Jerotic¢ i sar. je zaklju¢eno da postoji povezanost izmedu nishodne regulacije GSTM1
gena sa izmenjenom ekspresijom adhezivnih molekula i moze biti barem delimi¢no odgovorna za
povecanu osetljivost bolesnika sa TBS prema kardiovaskularnim bolestima (183). U uslovima in vitro
pokazali da utiSavanje ili knockout GSTM1 gena dovodi do povecanih nivoa reaktivnog aldehida 4-
HNE (182). Utisavanje ekspresije GSTM1 u endotelnim ¢elijama ima za posledicu poja¢anu produkciju
malondialdehida. Nivo malondialdehida kod bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom je visi nego onih
sa aktivnim genotipom studija (182, 184). Kod bolesnika sa bubreznom slabo$¢u, nivoi 4-HNE i MDA
su znacajno poviSeni (185) i pokazano je da direktno koreliraju sa stepenom bubrezne anemije (186).
Svi ovi rezultati nedvosmisleno pokazuju da prisustvo nultog genotipa se moze povezati Sa
progresivnom HBB, a u osnovi ove pojave najverovatnije je postojanje jaceg oksidativnog stresa, usled
nedostatka antioksidantne i detoksikacione aktivnosti GSTMI1 proteina. Vazno je pomenuti da
progresivha HBB 1 KV morbiditet i mortalitet dele sli¢ne faktore rizika (oksidativni stres, endotelna
disfunkcija, ubrzana ateroskleroza). Pristup u ovom istrazivanju je bio dizajn studije preseka, a S
obzirom da nisu bili dostupni detalji o duZzini trajanja HBB pre terminalne faze ne moze sa sigurnoscu
govoriti o brzini napredovanja bolesti u odnosu na GSTM1 genotip.

Prevalencija kardiovaskularnih bolesti kod bolesnika na HD do 20 puta je visa u odnosu na
opstu populaciju, te predstavlja najéesc¢i pojedinacni uzrok morbiditeta i mortaliteta kod ovih bolesnika
(187). Iako tatan mehanizam ubrzanih aterosklerotskih promena koji dovodi do razvoja
kardiovaskularnih bolesti nije u potpunosti jasan, zabeleZzeno je da endotelna disfunkcija koja je
prisutna u TBS povezana sa pove¢anom proizvodnjom ROS (188,189). Prospektivna Holandska studija
potvrdila je ubrzanu stopu progresije ateroskleroze medu pusa¢ima kojima nedostaje GSTM1 enzim.
Ovo je naroCito dolazilo do izrazaja kod muskaraca (190). U ovoj tezi poreden je prethodni
kardiovaskularni morbiditet izmedu dve grupe hemodijaliznih bolesnika, onih sa delecijom gena i sa
aktivnim GSTM1 genom i zakljuceno je da su bolesnici u obe grupe imali slicnu ucestalost IM, CV1,
AP, POAB i sréane aritmije. Pregledom literature nismo uspeli da pronademo druge studije koje su
poredile na isti ili slican nacin kardiovaskularni morbiditet izmedu ove dve grupe bolesnika. Medutim,
uloga GSTM1 genotipa je do sada ispitivana u kontekstu prezivljavanja dijaliziranih bolesnika
ukljuéujuéi i kardiovaskularni mortalitet u nekoliko radova. Tako su Suvakov i sar, analizirajuéi 119
bolesnika sa nultim genotipom 1 80 sa aktivnim genotipom u periodu pra¢enja od 96 meseci pokazali da
GSTML1 nulti genotip ima prediktivnu ulogu kako u ukupnom mortalitetu, tako i kardiovaskularnom
mortalitetu. Tokom 8-godisSnjeg pracenja, pokazano je da su bolesnici sa GSTM1 nultim genotipom
imali 1,6 puta vec¢i rizik od sveukupnog mortaliteta, a 2,1 put od kardiovaskularnog mortaliteta u
odnosu na bolesnike sa aktivnim genotipom (51). U jednoj drugoj studiji, nakon prac¢enja od 70 meseci,
sli¢no prethodno navedenoj studiji, pokazano je da bolesnici sa GSTM1 nultim genotipom imaju opsti
mortalitet ve¢i 4,6 puta u odnosu na one sa aktivnim genotipom (164) i kao u prethodnoj studiji
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zakljuceno je da je GSTM1 nulti genotip nezavisan prediktor mortaliteta. Lin i sar. su takode zabelezili
rezultate sliéne prethodnim studijama (172). U jednoj drugoj studiji je pokazano da bolesnici sa
GSTM1 nultim genotipom imaju znacajno vec¢i rizik od CVI u odnosu na bolesnike sa aktivnim
genotipom (191). lako je bilo ocekivano da su patofizioloski mehanizmi koji kod dijaliziranih
bolesnika sa nultim GSTM1 genotipom dovode do pove¢anog kardiovaskulranog mortaliteta sli¢ni kao
I u patogenezi kardiovaskularnih dogadaja, nasi rezultati koji se odnose na kardivaskulrni morbiditet
nisu to pokazali. Kao jedan od mogucih razloga za neusaglasenost ovih rezultata uticaja GSTM1 nultog
genotipa na kardiovaskularni mortalitet i morbiditet moze biti pomenuti dizajn studije preseka. Naime,
ispitivane grupe nasih bolesnika su bile heterogene u pogledu duzine vremena provedenog na dijalizi
do momenta registrovanja kardiovaskularnih dogadaja, kao i u pogledu uzroka koji je doveo do
nastanka terminalne bubrezne slabosti. Pored toga, zabelezeni broj kardiovaskularnih dogadaja je
relativno mali. Kako je ranije napomenuto da je mortalitet bio ve¢i u bolesnika sa GSTM1 nultim
genotipom, to remeti uporednu analizu prezivelih bolesnika po pitanju morbiditeta u studiji preseka.
Buduce longitudinalno pracenje ovih bolesnika i analiza broja kardiovaskulanih dogadaja u odnosu na
vreme od pocetka leenja hemodijalizom omoguéi¢e bolju uporednu analizu kardiovaskularnog
morbiditeta i mortaliteta kod bolesnika sa aktivnim i nultim GSTM1 genotipom.

Poredeci parametre anemije, izmedu grupe bolesnika sa GSTM1 nultim i aktivnim genotipom
izmedu analiziranih parametara anemije nije bilo statisticki znacajne razlike (ucestalosti primene ASE,
prosecnoj nedeljnoj dozi ASE, vrednostima Hb i ERI). Jedina studija u kojoj su poredeni parametri
anemije izmedu dijaliznih bolesnika sa GSTM1 nultim i aktivnim genotipom bila je studija Lin i sar. i u
njoj, za razliku od naSih rezultata, bolesnici sa GSTM1 nultim genotipom su imali niZze prosecne
vrednosti Hb i zahtevali su veée doze ASE (172). Uzrok anemije u TBS je multifaktorijalan, od
neakdekvatnog sinetisanja eritropoetina iz obolelih bubrega, do povisenog nivoa prozapaljenkih
citokina koji inhibiraju eritropoezu (116, 119) i povisenog oksidativnog stresa (125). S obzirom na
postojanje brojnih dokaza o povecanom oksidativnom stresu kod bolesnika sa GSTM1 nultim
genotipom u odnosu na aktivni genotip, moglo se ocekivati da bolesnici sa GSTM1 nultim genotipom
imaju loije parametre anemije u odnosu na aktivni genotip, §to nije videno u prikazanoj ispitivanoj
populaciji bolesnika. Moguce objasnjenje je da je bilo u pitanju samo jedno merenje, te da bi se pravi
rezultat mogao videti tek duZim pra¢enjem pomenutih vrednosti.

Pored apsolutnog nedostatka gvozda, mnogi bolesnici sa HBB imaju i funkcionalni nedostatak
gvozda, koji se karakteriSe neadekvatnim oslobadanjem gvozda iz depoa §to onemogucava eritropoezu
(119). Dostupnost gvozda za eritropoezu je vazna za postizanja ciljnog hemoglobina pri primeni ASE.
Vezivanje hepcidina za feroportin indukuje endocitozu i lizozomsku degradaciju feroportina,
smanjujuéi isporuku gvozda u plazmu kao i dostupnost gvozda za eritropoezu (192,193). Takode,
zabeleZeno je da se hepcidin moze direktno vezati za gvozde (194, 195). U studiji sa viSe od 400 HD
bolesnika pokazana je direktna povezanost izmedu hepcidina i feritina u svim nivoima upale (195).
Bolesnicima na HD se daju ASE i suplementi gvozda, medutim proinflamatorni citokini uzrokuju
rezistenciju na na primenjene ASE, Sto zahteva koriS¢enje velikih doza ASE za odrZavanje ciljnog
nivoa Hg (197-200) Koris¢enje visokih doza ASE povezano je sa povecanim kardiovaskularnim
rizikom (201,202). Homeostaza gvozda odrzava se na osnovu interakcije izmedu feroportina, ¢elijskog
izvoznika gvozda, koji prenosi gvozde u plazmu i hepcidina proizvodenog u hepatocitima, regulatornog
hormona gvozda koji inhibira aktivnost feroportina u smislu transporta gvozda u plazmu (203). U
literaturi se sugerise da IL-6 ima sposobnost da indikuje transkripciju hepcidina (204). U naSim
rezultatima, poredeéi status gvozda, nije bilo razlike izmedu dve grupe bolesnika u pogledu feritina,
serumskog gvozda i saturacije transferin. Studija Lin i sar. zabelezila je sli¢ne rezultate (172).

Zbog znacaja koji imaju nutritivni status 1 mineralno-kostani metabolizam u lecenju 1 ishodu
le¢enja bolesnika sa uremijom, ispitali smo osnovne nutritivne parametre i parametre mineralno-
koStanog metabolizna shodno GSTM1 genotipu. Rezultati su ukazali da su bolesnici sa GSTM1
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aktivnim genotipom imali statisticki znacajno nize vrednosti LDL holesterola i serumskog fosfata, dok
u pogledu drugih parametara nutricije i mineralno-kostanog metabolizma (serumskih albumina,
ukupnih proteina, ukupnog holesterola, HDL holesterola, triglecirida, serumskog kalcijuma i iPTH)
izmedu dve grupe bolesnika nije bilo statisticki znacajne razlike. Takode, pregledom literature, jedina
studija sa hemodijaliznom populacijom gde su poredeni pojedini parametri nutritivnog statusa
(holesterol, serumski albumini, trigliceridi), izmedu dijaliznih bolesnika sa GSTM1 nultim i aktivnim
genotipom bila je studija Lin i sar. i rezultati te studije su sli¢ni prikazanim u ovom radu (172).
Poredenjem gojaznih osoba sa zdravim kontrolama zabelezeno je da je GSTM1 nulti genotip povezan
sa dislipidemijom kao i sa gojazno$¢u (205, 206). U studiji Almoshabek i sar. zabeleZene su nize
vrednosti HDL holesterola, a vise LDL holesterola kod gojaznih bolesnika sa GSTM1 nultim
genotipom u odnosu na kontrolu sa aktivnim genotipom (205). Zakljuc¢ak pomenute studije je bio da
GSTM1 nulti genotip moze doprinositi komplikacijama koje su u vezi sa gojaznoséu kao §to je
dislipidemija.

Ni u jednoj drugoj studiji nismo pronaSli da su poredeni parametri mineralno-kosStanog
metabolizma izmedu bolesnika sa GSTML1 aktivnim i nultim genotipom. Jedino je studija Varadaraj i
sar. poredila pojedine parametre mineralo-kostanog metabolizma kod bolesnika sa HBB (bez TBS) sa
GSTM1 nultim 1 aktivnim genotipom, gde je sli€éno nasSim rezultatima videno da su bolesnici na nultim
GSTM1 genotipom imali statisti¢ki znacajno vise vrednosti serumskih fosfata, dok u vrednostima
kalcijuma nije bilo razlike (164). Oni su stoga pretpostavili da je moguce da je gubitak aktivnosti
GSTM1 ukljucen u patomehanizam razvoja osnovne bolesti i progresije HBB (164).

Sugestije nekoliko prethodnih studija, odnose se na ¢injenicu da bolesnici na HD koji imaju
GSTM1 nulti genotip su u vecem riziku od kardiovaskularnog i opSteg mortaliteta i da su takvi
bolesnici potencijalni kandidati za antioksidantnu terapiju, tj. da bi oni imali najvecu korist od iste
(53). U jednoj randomizovanoj kontrolisanoj studiji je pokazano da pusa¢i sa GSTM1 nultim
genotipom koji su uzimali vitamin E (400 lJ/dan) tokom perioda od 2 godine su imali upola manji
porast debljine intime medije karotidnih arterija u poredenju sa pusa¢ima sa GSTM1 nultim genotipom
koji nisu uzimali vitamin E (189). SPACE studija je pokazala smanjenje ucestalosti IM kod dijaliznih
bolesnika koji su pili vitamin E (800 1J/dan) (150).

Razvoj HD membrana nije imao samo za cilj poboljSanje adekvatnosti hemodijalize, ve¢ i
poboljSanje biokompatibilnosti membrana kao i smanjenje oksidativnog stresa. Ovaj napredak u
karakteristikama HD membrana doveo je do ukupnog poboljSanja dobrobiti po bolesnika kao i kvaliteta
zivota (89). Vitamin E se primenjuje od ranih90-ih i to vezan za povrSinu celuloznih, potom i
sintetskih membrana, sa ciljem daljeg poboljSanja biokompatibilnosti, kao 1 zbog pruzanja
antioksidanetne zastite ¢elijama krvi kao i cirkulisu¢im lipoproteinima (207,208). Ipak, uprkos mnostvu
prikupljenih podataka, jo§ uvek nema sigurnih dokaza koji bi potvrdili prednost ovih membrana u
odnosu na standardne polisulfonske membrane. lako su bolesnici sa GSTM1 delecijom u posebnom
riziku od loSeg ishoda usled povecanog oksidativnog stresa (51), do danas nije pronaden adekvatan
pristup za spreCavanje nastanka pojacanih oksidativnih oStecenja. Stoga, dostupnost VEM je
obecavajuca prilika za individualizaciju tretmana i obezbedivanje ovih membrane pre svega
najugrozenijoj populaciji bolesnika. U naSoj zemlji se od skora primenjuju VEM u leCenju dijaliznih
bolesnika. S obzirom da literaturni podaci ukazuju da su HD bolesnici sa homozigotnom delecijom
GSTM1 gena skloniji oksidativnom stresu, nasa pretpostavka je bila da ¢e bolesnici sa GSTM1
delecijom imati dodatnu korist od le¢enja sa VEM u smislu smanjenja oksidativnih oStecenja i
inflamacije, te je iz tog razloga sproveden i drugi interventni deo istraZivanja.

Nazalost, naSe istrazivanje nije pokazalo da primena VEM u trajanju od tri meseca znacajnije
uti¢e na promenu nivoa antioksidativnih markera, prooksidantnih markera, i zapaljenskih parametara
nakon tri meseca leCenja.
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Rezultati u literaturi koji se odnose na oksidativni stres u HBB nisu uvek konzistentni, ali
uglavnom se belezi pad aktivnosti GPX u HBB (54, 55, 209, 210). Bitno je napomenuti da za razliku
od eritrocitne GPX aktivnosti, znaCajan pad plazmatske GPX aktivnosti kod HBB je posledica
¢injenice da je bubreg glavni izvor GPX3 izoenzima u krvi. Dakle, funkcionalno oSte¢enje bubrega
vodi do nize aktivnosti ovog enzima u cirkulaciji (209, 210). Za razliku od aktivnosti GPX, podaci iz
literature ukazuju da se uglavnom aktivnost SOD ne smanjuje u pocetnim stadijumima HBB (211,
212), ali podaci nisu uvek konzistentni (213,214). Mimic-Oka i saradnici (55) nisu pronasli znacajnu
razliku u aktivnosti u plazmi SOD kod bolesnika sa HBS sa klirensom kreatinina iznad 20 ml/min u
odnosu na zdrave kontrole, ali kod bolesnika sa klirensom ispod 20 ml/min i kod onih na hemodijalizi
su pronasli znacajnu nizu SOD aktivnost u odnosu na zdrave kontrole. Rezultati odredivanja aktivnosti
antioksidntne aktivnosti u ovom istrazivanju nhisu pokazali prednosti VEM nad standardnim
polisulfonskim membranama. Naime, posle tri meseca lecenja, aktivnost GPX porasla je znacajno u
obe grupe, ali bez statisticki znaCajne razlike izmedu grupa. Razlog porasta aktivnosti GPX
najverovatnije je posledica poveéanja povrSine dijaliznih membrane u obe grupe tokom istrazivanja
(pre studije proseéna povrsina dijaliznih membrane iznosila je proseé¢no 1,62 i 1,67 m?). Medutim, neke
dodatne prednosti primene VEM nad standardnim sintetskim membranama nisu zabelezene. U
skoras$njoj meta analizi D Arrigo i saradnika (148), koja je uklju¢ivala 60 studija, poredeni su efekti
VEM nad konvecionalnim HD membranama i zaklju¢ak navedene studije je bio da primena VEM nije
uticala na aktivnost GPX u plazmi. Pored toga, aktivnost SOD nije se statisticki znacajno promenila
nakon tri meseca. Takode u saglasju sa nasim podacima, D Arrigo i saradnici nisu pronasli da terapija
VEM pravi znacajne razlike u SOD aktivnosti. Takode, aktivnost GPX 1 SOD aktivnost ostala je
nepromenjena u jednoj drugoj studiji (215). Iz navedenog se moze zakljuciti da je procena korisnih
efekata VEM odredivanjem aktivnosti antioksidantnih enzima u plazmi dijaliziranih bolesnika veoma
delikatna jer zavisi od vise Cinilaca: trenutnog stanja bolesnika, druge primenjene terapije, ostalih
uslova dijalize izvan membrane. Moguce je pretpostaviti da bi viSestruka merenja aktivnosti
antioksidantnih enzima u duzem vremenskom periodu bila merodavnija uz strogo pracenje bolesnika i
eventualnih dodatnih faktora od uticaja na pokazatelje aktivnosti navedenih markera antioksidantnog
statusa.

U nasem istrazivanju VEM nisu uticale ni na promenu nivoa markera oksidativnog o$tecenja
lipida 1 proteina s obzirom da su koncetracije MDA 1 tiol grupa znafajno porasle u obe grupe, bez
obzira na vrstu membrana koje su koris¢ene. Nasuprot nasim podacima, D ’Arrigo i sar. su pronasli da
lecenje sa VEM smanjuje nivo MDA (148). Takode, meta analiza Yang i sar. je pronasla znacajno
smanjenje nivoa MDA pri leenju sa VEM (157), $to je u suprotnosti sa nadim podacima. Ipak u jednoj
drugoj studiji, zabeleZen je porast nivoa MDA nakon tromesec¢nog dijaliziranja sa VEM, §to je u skladu
sa rezultatima naSeg istrazivanja (216). Porast MDA nakon tri meseca lecenja sa VEM mebranama je
neoCekivan, s obzirom da je MDA pokazatelj lipidne peroksidacije i snazan prediktor
kardiovaskularnih dogadaja (217). Suvakov i sar. (51) su pokazali znacajnu prediktivnu ulogu
povisenih vrednosti MDA kod HD bolesnika kako na opsti tako i na kardiovaskularni mortalitet.
Vazno je napomenuti da se MDA u bioloskim uzorcima najc¢e$¢e meri kao sadrzaj reaktivnih jedinjenja
sa tiobarbiturnom kiselinom, metodom koja je relativno nespecificna (218). Najveci deo sadrzaja tiol
grupa u plazmi pripada albuminima, a manji deo ukljucuje tiole male molekulske tezine, ukljucujuci
cistein, glutation, homocistein i cistinil-glicin (219). Pokazano je da uremijski toksini smanjuju nivo
tiol grupa u plazmi, te da ucestale HD sesije dovode do porasta nivoa tiol grupa u plazmi uz smanjenje
disulfidnih veza (220). Skorasnja studija koja je poredila srednje cut-off membrane sa niskopropusnim i
visokopropusnim membranama, nije primetila razlike u nivou tiola sa razli¢itim membranama (221).
Podaci koji se odnose na oksidativna oStecenja proteina, kao $to su nivoi tiolnih grupa nakon lecenja sa
VEM nedostaju u literaturi i1 to zahteva dalja istrazivanja. Sve to ukazuje na kompleksnost interakcije
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dijalizne procedure, medikamentozne terapije, komorbiditeta i aktuelnog stanja bolesnika. Ta
kompleksnost ograni¢ava i primenu samo jedne mere koja bi imala za efekat antioksidantno dejstvo.

Zapaljenski status bolesnika na HD jasno pokazuju poviseni nivoi CRP-a, IL-6 i hepcidina, koji
su dobro znani markeri zapaljenja. Sinteza CRP-a u jetri pokrece se oslobodenim IL-6 iz aktiviranih
zapaljenskih celija koje takode indukuju proizvodnju hepcidina u jetri. Kao Sto je ve¢ prethodno
napomenuto, povisSeni nivoi hepcidina doprinose pogorSanju anemije menjajuéi metabolizam gvozda
(222). Marker zapaljenja CRP ostao je nepromenjen u obe ispitivane grupe, dok je IL-6 porastao u
kontrolnoj grupi i istovremeno se smanjio u VEM grupi nakon tromesecnog lecenja, ali razlika izmedu
grupa nije dostigla statisticku zna¢ajnost. Ovo bi moglo biti posledica velikih inter-individualnih
varijacija u nivoima IL-6 u obe grupe. Zapravo, nivo IL-6 nije samo marker kontakta dijalizne
membrane i krvi, ve¢ na njegov nivo uti¢u osnovna bubrezna bolest, komorbiditeti, starost i primenjena
terapija, te se stoga viSe posmatra kao nespecifi¢ni marker zapaljenja, nego kao specificni marker
membranske prooksidative aktivnosti. Meta analiza D Arrigo i sar. (148) pokazala je rezultate slicne
nasima, tj. da je primena VEM dovela do smanjenja nivola IL-6. S druge strane, tri randomizovne
kontrolisane studije nisu potvrdile takve rezultate (223-225). Takode sli¢no naSim rezultatima, meta
analiza D Arrigo i sar. (148) nije pronasla da primena VEM dovodi do smanjenja nivoa CRP-a. U pet
drugih studija videni su sli¢ni rezultati (224-228). Nasuprot ovome, samo je u jednoj studiji zabelezeno
znacajno smanjenje nivoa CRP-a uz primenu VEM (229).

U pogledu parametara anemije i gvozda, leCenje sa VEM uticalo je samo na Saturaciju
transferina, koja se smanjila (ali ostala unutar referentnog opsega), za istu koli¢inu ordiniranog gvozda,
istu prose¢nu dozu ASE 1 isti nivo feritina. Ovo bi se moglo tumaciti sa boljim iskoriS¢avanjem
serumskog gvozda za eritropoezu kod bolesnika le€enih VEM. Ostali parametri anemije ostali su
nepromenjeni. Rezultati meta analize ukazuju da primena VEM ne uti¢e znacajno na broj eritrocita,
nivo hemoglobin kao ni na prose¢nu dozu ASE (148). Za razliku od nasih rezultata, oni su pronasli da
primena VEM dovodi do smanjenja ERI, ali ovo nije videno u nekim drugim randomizovanim
kontrolisanim studijama (230). Sli¢no rezultatima naSeg istrazivanja, nisu pronasli razlike u
vrednostima serumskog gvozda i feritina izmedu grupa, dok je postojalo zna¢ajno smanjenje saturacije
transferina u VEM grupi. Kao $to je ve¢ naglaSeno od strane Locatelli-jeve grupe (231), poboljsanje
anemije je obi¢no praceno smanjenjem nivoa IL-6, Sto sugeriSe da primena VEM moze imati
blagotvorne efekte na indikatore anemije. ZaStita membrane eritrocita je posredovana smanjenjem
peroksidacije kao i smanjenjem proinflamatornih citokina i nivoa hepcidina koji inhibiraju eritropoezu
1/ili menjaju dostupnost gvozda za eritropoezu.

Uprkos izuzetnom tehnoloskom napretku dijaliznog lecenja 1 dalje postoje brojni problemi koji
su povezani sa prolongiranim lecenjem, kao §to je proteinska malnutricija i ateroskleroza (232).
Rezultati prethodnih studija ukazuju da je 20-80 % bolesnika na HD blago do umereno pothranjeno
(233,234). U upalnom procesu kakav mozemo da vidimo kod HD bolesnika, zapaljenski citokini
indukovani bioinkompatibilnim membranama i bakterijskom kontaminacijom dijalizata, mogu da
aktiviraju reaktante akutne faze jetre $to dovodi do smanjenja nivoa serumskih albumina (235).
Rezultati nekih kohortnih studija ukazuju na povezanost pothranjenosti i zapaljenja (236,237). Kako je
u prethodnim studijama pokazano da primena VEM smanjuje oksidativni stres i nivo zapaljenja (157),
naSa pretpostavka je bila da ¢e primena VEM verovatno poboljSati nutritivni status bolesnika,
smanjenem nivoa zapaljenja, jer su neke prethodne studije sugerisale da je suplementacija vitaminom E
popravila neuhranjenost bolesnika na HD (234). NaSom analizom nismo utvrdili da se nutritivni status
menja tokom primene VEM. Naravno, za dublju analizu potrebne su i dodatne analize nutritivhog
statusa a pre svega dugotrajnije pracenje bolesnika, ali je vazno napomenuti da su svi bolesnici bili
dobrog nutritivnog statusa te se nije ukazivala potreba za reSavanjem malnutricije.
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Oko 40 % bolesnika sa hroni¢nog programa HD umire usled ateroskleroze i1 posledi¢nih
kardiovaskularnih bolesti (238). Pretpostavka je izmedu ostalog, da to moze biti posledica i
oksidativnog stresa izazvanog ekstrakorporalnom cirkulacijom i primenom bioinkopatibilnih
dijalizatora (239). Mnoge studije ukazuju da primena VEM moze smanjiti oksidativni stres i poboljsati
endotelnu disfunkciju (239), te je pretpostavka da VEM mogu usporiti aterosklerozu i poboljsati lipidni
status.

Iako je zabeleZeno znacajno poboljsanje u vrednostima HDL, triglicerida, serumskih albumina,
proteina i vrednostima Kt/V unutar grupa, statisticki znacajna razlika izmedu grupa nije pronadena.
Sli¢ni rezultati su zabeleZeni u prethodno pomenutoj meta-analizi (148). Takode u meta analizi Huang i
sar. (240) nije pokazan uticaj primene VEM na lipide i nivo albumina. Nasuprot tome, nivoi LDL i
HDL su opali kod bolesnika lecenih kako VEM tako i1 standardnim membranama u jednoj drugoj
nerandomizovanoj studiji (241). Prema podacima Tsuruoka i sar. zabelezeno je smanjenje nivoa LDL
kod bolesnika lecenih VEM (242). Rezultati ove studije ukazuju da primena VEM ne uti¢e dovoljno
znacajno na aterosklerozu indukovanu hemodijalizom i dislipidemiju. Meta analiza D Arrigo i sar.
(148) sli¢no nasim rezultatima, nije pronasla razlika u vrednostima mokraéne Kiseline sa primenom
VEM. Podaci koji se odnose na vrednosti serumskog kalcijuma i fosfata nakon leCenja sa VEM
nedostaju u literaturi te nije moguc¢a komparacija nasih rezultata sa rezultatima drugih autora.

Ni jedna studija do sada, po nasim saznanjima nije poredila kardiovaskularni morbiditet i
mortalitet kod HD bolesnika izmedu onih koji su leceni VEM 1 standardnim polisulfonskim
membranama. Sve dosadasnje studije su poredile uticaj primene VEM na odredene faktore rizika za
nastanak KVB i kardiovaskularnog morbiditeta. Pored onih opstih faktora rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti, bolesnici na HD imaju i dodatne faktore rizika kao S§to su anemija,
sekundarni hiperparatireoidizam, mikroinflamacija, intradijalizna hipotenzija, hipervolemija itd.
Tokom trajanja naseg istrazivanja iz VEM grupe preminula su dva bolesnika (jedan od CVI, drugi od
IM). Istovremeno u kontrolnoj grupi su preminula dva bolesnika (hipervolemija i edem plucéa) i
respiratorna insuficijencije zbog hroni¢ne obstruktivne bolesti plu¢a). Potrebna su duza istrazivanja
koja bi poredila kardiovaskularni mortalitet HD bolesnika, kao i1 opSti mortalitet 1 eventualni benefit
primene VEM.

Ovo istrazivanje je imalo nekoliko ograni¢enja. Tri meseca mozda nije dovoljno dug period da se
sagledaju korisni efekti le¢enja sa VEM. Pojedinacna merenja parametra oksidativnog stresa i
zapaljenja mogu izostaviti varijacije koje se mogu dogadati (¢ak pre i posle hemodijalizne sesije),
samim tim nedostaje i bolji uvid u kontinuirano stanje zapaljenja i oksidativnog stresa. Povecanjem
broja bolesnika, neke vrednosti bi mogle dosti¢i statisticku znacajnost. Konacno, podaci o ishodu su
merodavni jedino nakon duze primene VEM. Medutim, kao prva randomizovana studija koja je
sprovedena sa visokorizi¢nim bolesnicima (sa GSTM1 delecijom), dovela je do utiska da je prednost
VEM, kao jedne skupe membrane, potrebno u buduénosti dodatno dokumentovati.
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ZAKLJUCCI

e Bolesnici le¢eni HD u nasem istrazivanju ¢e$¢e su imali GSTM1 nulti genotip u odnosu na
GSTM1 aktivni genotip.

e Bolesnici sa GSTM1 nultim genotipom rede su imali hipertenzivnu nefroangiosklerozu kao
osnovni uzrok TBS u odnosu na bolesnike sa aktivnim genotipom

e Izmedu bolesnika sa GSTM1 aktivnim i nultim genotipom nije bilo razlike u pogledu
kardiovaskularnog morbiditeta i prethodnih kardiovaskularnih dogadaja, kao ni u pogledu
parametara anemije 1 parametara gvozda

e Bolesnici sa GSTM1 aktivnim genotipom imali su zna¢ajno niZe vrednosti LDL holesterola i
serumskog fosfata u odnosu na bolesnike sa GSTM1 nultim genotipom

e Nakon tromesec¢nog perioda dijaliziranja sa VEM nije doslo do dodatnih korisnih efekata u
odnosu na standardne polisulfonske membraname u smanjenju bioprodukata oksidativnog
stresa kod bolesnika sa GSTM1 nultim genotipom

e Marker zapaljenja CRP ostao je nepromenjen u obe ispitivane grupe nakon tromese¢nog
lecenja, dok je IL-6 porastao u kontrolnoj grupi i istovremeno se smanjio u VEM grupi, ali
razlika izmedu grupa nije dostigla statisticku znacajnost.

e U pogledu parametara anemije i gvozda, lecenje sa VEM uticalo je samo na smanjenje
saturacije transferina, za istu koli¢inu primenjenog gvozda, istu prose¢nu dozu ASE i isti nivo
feritina u odnosu na grupu bolesnika le¢enu standardnim membranama.

e U pogledu parametara uhranjenosti i mineralno-kostanog metabolizma nije pokazana statisticki
znacajna razlika izmedu grupe bolesnika le¢enih VEM i standardnim membranama

e Uvid u dugorocne efekte VEM kod rizi¢nih grupa, poput dijaliznih bolesnika sa delecionim
polimorfizmom GSTM1, pruzi¢e buduca longitudinalna istrazivanja na ve¢om broju bolesnika.
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