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Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

1. UVOD

U organizmu odrasle osobe se prose¢no nalazi 5 L krvi i oko 5x10%/puL eritrocita §to
odgovara ukupnom broju od 2,5x10" eritrocita. S obzirom da je prose¢ni Zivotni vek eritrocita
120 dana, svakog dana se stvori oko 2x10™ novih eritrocita, ili 2,3x10° eritrocita svake sekunde
da bi se odrzala potrebna koli¢ina u krvi (1). Eritropoeza se odigrava u kostnoj srzi gde se iz
pluripotentnih mati¢nih ¢elija vr$i sinteza prekursora eritrocita (2,3). Razli¢iti stadijumi u
sazrevanju se mogu identifikovati na bazi morfologije ¢elija i biohemijskih promena u tim
¢elijama. Proces sazrevanja proeritroblasta i eritroblasta u prekursore eritrocita odvija se pod
stimulativnim dejstvom eritropoetina (EPO) (1).

Eritrociti sadrze veliku koli¢inu hemoglobina (Hb) koja se sintetiSe u ranijim fazama,
na stadijumu normoblasta u toku procesa sazrevanja. Kada se normoblast popuni
hemoglobinom, ¢elija gubi nukleus i napusta kostnu srz kao retikulocit. Ova ¢elija postepeno u
potpunosti gubi mitohondrije, ribozome i time svojstvo deobe i biosinteze proteina.
Retikulociti prelaze u cirkulaciju, za 24-35% imaju veéi volumen od eritrocita i u narednih 1-2
dana putem proteozomalne degradacije, autofagije i vezikularne egzocitoze, gube ¥ volumena
i diferenciraju se u eritrocite (Slika 1). U cirkulaciji eritrocit predstavlja visoko

specijalizovanu ¢eliju sposobnu za osnovnu ulogu transporta kiseonika (4,5).

SCF, I1L.-1,11.-3, 1GI--1, Tpo
11.-6, 11.-11 SCF (.M -CSF,I1.-3 c-kivEpo-R interactive Epo
=
e \
(.)- (.)-("~\ :)-l-'- \.)- ( ) —— :
—— Epo ~  Epo e - —
Pluripotentna.
stem celija BFU-E CFU-E Proeritroblast _Eritroblast  Retikulocit Eritrocit
KosStana
/ srZ \
Crvene krvne 0
Eritropoetin celije

4— Atmosferski kiseonik
4—— Kardiopulmonalna funkcija
<+— \olumen krvi
e 4+— Koncentracija hemoglobina

Eritropoetin
produkujuce ¢elije

Senzor za

Bubreg kiseonik

Bubrezni protok krvi.
Bubrezna potrosnja kiseonika.

Slika 1. Proces stvaranja eritrocita (Adaptirano iz reference 1).
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Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

1.1. SINTEZA HEMOGLOBINA

Hemoglobin je hemprotein globularne strukture koji se sastoji iz Cetiri polipeptidna
globinska lanca. Svaki lanac sadrzi u srediStu hem koji se sastoji iz protoporfirinskog jezgra i
gvozda u fero obliku. Vezano gvozde u hemu omogucava oksigenaciju i prenos kiseonika iz
plu¢a do perifernih tkiva (6). U cirkulaciji odraslih dominira HbA koji se sastoji iz 2a i 23
polipeptidna lanca i male koli¢ine HbA2 koji se sastoji iz 2a i 26 polipeptidna lanca (7). U
fetusu postoji najpre embrionalni hemoglobin, dok u kasnijoj fazi razvoja dominira fetalni
hemoglobin (HbF) koji se sastoji iz 2a 1 2y polipeptidna lanca. Sinteza globinskih lanaca
odvija se tokom eritropoeze na stadijumu eritroblasta. Sinteza a, B, y 1 0 globinskih lanaca
kodirana je odgovaraju¢im genima na Sesnaestom hromozomu za alfa lance i na jedanaestom
hromozomu za non-alfa lance. Uporedo sa sintezom globinskih lanaca odvija se i sinteza hema
(8).

Proces sinteze hema (Slika 2) se odvija u citoplazmi i u mitohondrijama u
metaboliCkom procesu koji obuhvata 8 enzimskih reakcija od prekursora glicina, neesencijalne
aminokiseline i sukcinil-KoA, intermedijernih produkata ciklusa limunske kiseline. Sinteza
hema se odvija preko sledec¢ih intermedijernih produkata: d-aminolevulinske Kkiseline,
porfobilinogena, porfirinogena, porfirina do protoporfirina. Poslednju reakciju katalizuje
ferohelataza i u njoj se fero jon ugraduje u protoporfirinsko jezgro. Za proces sinteze hema
pored prekursora i gvozda neophodno je prisustvo vitamina B6 koji je koenzim za prvu
reakciju sinteze 6-aminolevulinske kiseline. U slu¢aju urodene deficijencije enzima biosinteze
hema ili njihove inhibicije odredenim agensima dolazi do porfirinopatija, teSkih poremecaja sa
hematoloskim i neurolo$kim simptomima i promenama na kozi. U sintezi hema i globinskih
lanaca postoji medusobna koordinacija kako bi se izbegla neuravnotezenost u sintezi i
nagomilavanje hema, odnosno neodgovarajucih globinskih lanaca. Ovaj proces je regulisan na
nivou inicijacije translacije preko odgovaraju¢ih represora i inicijalnih faktora translacije.
Poremecaji u sintezi globinskih lanaca dovode do hemoglobinopatija koje mogu biti
strukturne, zbog zamene aminokiseline u globinskom lancu, i kvantitativne hemoglobinopatije

zbog neadekvatne sinteze globinskih lanaca (4,5,9).



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

Fe2+ vezujudéi elementi

—» mRNA transkripcija Glicin

ALA dehidrogenaza

=

2%

~

Sukcinil COA ——

hd
ALA sintetaza

h
d-Amino-levulinska L ]

kiselina

Protoporfirin
111 oksidaza

Protoporfirin IX— Hem
e

Ferohelataza

Protoporfirinogen 111 -«

CP 111 oksidaza

2

N

C

Mitohondrija _/ Citoplazma

Porfobilinogen
4gx | PB deaminaza
Hidroksimetil

Uropoffirinogen
111 sintaza

Uroporfirinogen I11

UP 111
co, dekarboksilaza

Koproporfirinogen 111

Hemoglobin

Globinski lanci

Slika 2. Proces sinteze hemoglobina (10).



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

1.2 ANEMIJA
1.2.1 Definicija

Anemija se definise kao koncentracija hemoglobina ispod utvrdenih grani¢nih (cut-off)
vrednosti (Tabela 1). Predstavlja problem svetskih razmera sa znafajnim zdravstvenim,
socijalnim i ekonomskim konsekvencama. lako je pre mnogo godina prepoznata kao
javnozdravstveni problem, malo je u¢injeno u uspostavljanju kontrole anemije i prevalencija je

ostala neprihvatljivo visoka (11).

Tabela 1. Vrednosti Hb (g/L) koje definisu anemiju (12).

Zdravi Blaga Umerena Teska
anemija anemija anemija

Deca uzrasta 0,5 — 4 godine >110 100-109 70-99 <70

Deca uzrasta 5 — 11 godina >115 110-114 80-109 <80

Deca uzrasta 12 — 14 godina >120 110-119 80-109 <80
Devojke uzrasta >15 godina i zene | >120 110-119 80-109 <80

van perioda trudnoce

Devojke uzrasta >15 godina i zene | >110 100-109 70-99 <70
tokom perioda trudnoce

Muskarci uzrasta >15 godina >130 110-129 80-109 <80

1.2.2 Prevalencija

Prema proceni Svetske zdravstvene organizacije (SZO) anemijom je pogodeno 1,62
milijarde ljudi Sirom sveta, odnosno 24,8% svetske populacije (13,14,15,16,17,18). Najveca
prevalencija je zabeleZena u Africi, ali se takode procenjuje da u Jugoisto¢noj Aziji oko 315
miliona ljudi boluje od anemije (14). lako se prevalencija anemije u razvijenim zemljama
procenjuje na oko 9%, u zemljama u razvoju ona iznosi 43%. Deca, adolescenti i Zene u
reproduktivnom periodu predstavljaju najvulnerabilnije grupe (15). Oko 47% dece
predskolskog uzrasta, 42% gravidnih Zena i1 oko 30% Zena koje nisu gravidne boluju od
anemije (15,19). Smatra se da je anemija odgovorna za oko 115 000 slu¢ajeva maternalne

smrtnosti i oko 591 000 perinatalne smrtnosti u toku godine (15). Oko 11% muskaraca i 10,2%
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Zena starosti 65 1 viSe godina boluje od anemije (20). Prema kriterijumima SZO anemija je od

niskog javnozdravstvenog znacaja ukoliko je prevalenca u opsStoj populaciji 5-19,9%,

umerenog 20-39,9%, a izuzetnog ukoliko je prevalenca > 40% (11,13,15,21). Prevalencija

anemije kod dece uzrasta do 5 godina prema regionima prikazana je u Tabeli 2.

Tabela 2. Prevalencija anemije kod dece uzrasta do 5 godina, prema regionima (18).

Region Prevalencija (%)
Afrika 64,6

Azija 477

Evropa 16,7

Latinska Amerika 39,5

Severna Amerika 3,4

Okeanija 28

1.2.3 Podela anemija

Prema mehanizmu nastanka anemije se dele na:

Anemije uzrokovane gubitkom krvi — akutni i hroni¢ni gubitak krvi.
Anemije uzrokovane smanjenom eritropoezom — hipoproliferativne anemije.

Anemije uzrokovane hemolizom — destrukcija eritrocita u periferiji (22).

Na osnovu morfologije anemije se dele na:

Mikrocitne anemije - ukazuju na izmenjenu sintezu hema ili globina: deficit
gvozda, anemija inflamatorne bolesti, talasemija i srodni defekti u sintezi Hb.
Normocitne (normohromne) anemije - ukazuju na hipoproliferativni ili
hipoplasti¢ni mehanizam.

Makrocitne anemije — ukazuju na defekte u sintezi dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK). Obi¢no su uzrokovane deficitom vitamina B12 i folne kiseline
ili negativnim uticajem hemioterapeutskih citoreduktivnih lekova na sintezu
DNK (23).
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1.3 SIDEROPENIJSKA ANEMIJA

Deficit gvozda predstavlja najces¢i nutritivni deficit (24,25,26). Pogada veliki broj
dece u zemljama u razvoju, dok je u razvijenim zemljama jedini nutritivni deficit od javno
zdravstvenog znacaja (21,27,28,29,30). Prema izveStaju SZO deficit gvozda ima oko 3,5
milijarde ljudi (31,32). Moze se javiti u dva glavna oblika: apsolutni i funkcionalni. Apsolutni
deficit gvozda nastaje kada su telesne rezerve gvozda snizene ili iscrpljene, uz snizene
vrednosti feritina i procenat saturacije transferina (Tsat) (12). Funkcionalni deficit gvozda
nastaje kada su ukupne telesne rezerve gvozda normalne ili poveéane, vrednosti feritina
normalne ili poviSene, Tsat niska, ali zbog neadekvatnog snabdevanja kosne srzi gvozdem,
proces eritropoeze je snizen. Funkcionalni deficit gvozda se javlja u mnogim akutnim i
hroni¢nim inflamatornim stanjima (12,33). Deficit gvozda predstavlja naj¢es¢i uzrok anemije
(17,34). Na osnovu vrednosti hemoglobina u odredenoj uzrasnoj grupi, SZO je izvrsila podelu
anemije na blagu, umerenu i teSku. U uzrasnoj grupi od 6 meseci do 4 godine anemija se deli
na blagu ukoliko je vrednost hemoglobin 100-109 g/L, umerenu ukoliko je vrednost
hemoglobina 70-99 g/L i teSku ukoliko je vrednost hemoglobina manja od 70 g/L. Kod osoba
zenskog pola u periodu adolescencije smatra se da je anemija blaga ukoliko su vrednosti
hemoglobina 110-119 g/L, umerena 80-109 g/L i teska ukoliko je vrednost hemoglobina
manja od 80 g/L. U grupi adolescenata, anemija je blaga ukoliko je vrednost hemoglobina
110-129 g/L, umerena 80-109 g/L i teska ukoliko je vrednost hemoglobina manja od 80 g/L
(12).

Prema procenama SZO, 47% predSkolske i 25% Skolske dece boluje od sideropenijske
anemije (21). Deca uzrasta od 6-24 meseca (27,35,36) i adolescenti (37) predstavljaju

vulnerabilne grupe.

1.3.1 Uzroci sideropenijske anemije

1. Nedostatak gvozda u ishrani (nedovoljan unos gvozda, siromastvo, malnutricija,
vegeterijanska ili veganska ishrana).

2. Povecéane potrebe za gvozdem u toku razlicitih fizioloskih stanja (novorodenacki
period, period intenzivnog rasta, menstrualni gubitak krvi, trudnoca, dobrovoljno
davanje krvi, bavljenje sportom)

3. Poremecena apsorpcija gvozda:
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= Primena antagonista histaminskih receptora (H2), inhibitora protonske
pumpe, salicilata, nesterodnih antiinflamatornih lekova
= Prisustvo helatora u biljnoj hrani koji stvaraju netopive komplekse sa
gvozdem
= Kompeticija sa drugim metalima (bakar, olovo)
= Pikasindrom, pagofagija
= Gubitak ili disfunkcija apsorptivnih enterocita
= Celijakija
» Unutrasnji defekti enterocita
4. Hroni¢ni gubitak krvi
4a) Gastrontestinalni trakt:
» Jednjak 1 Zeludac (ezofagitis, variksi, hijatus hernija, erozivni gastritis,
ulkus, benigni i maligni tumori)
= Tanko i debelo crevo (parazitoza, enteropatija, Mekelov divertikulum,
divertikuloza, regionalni enteritis, ulcerozni kolitis, volvulus, vaskularne
malformacije, hemoroidi, benigni i maligni tumori)
4b) Genitourinarni trakt
= Meno- i metroragija
= Hroni¢na infekcija
= Hematurija (maligne bolesti, nefrolitijaza, upalne bolesti bubrega, uretera i
mokraéne besike)
4c) Respiratorni trakt
= Hemoptizije bilo kog uzroka: kongenitalne anomalije respiratornog trakta,
endobronhijalne vaskularne anomalije, hroni¢ne infekcije, anomalije
sr¢anih zalistaka, maligne bolesti, idiopatska plu¢na hemosideroza.
4d) Drugi gubici krvi
= Trauma
= (Ceste flebotomije
= Velike vaskularne malformacije (12,23,33).
Kvalitativno 1ili kvantitativno neadekvatan unos gvozda najCes¢i je uzrok anemije.

Tokom istorije ljudi su se bavili pretezno lovom i glavnu namirnicu u ishrani je predstavljalo
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meso. Medutim, vremenom je kultivacija razli¢itih poljoprivrednih kultura zauzela znacajno
mesto u svakodnevnom zivotu, te je ishrana cerealijama dovela do pada bioiskoristljivosti
hranjivih materija neophodnih za hematopoezu (gvozde, vitamin B12, folna kiselina) i pada
apsorpcije vitamina C. Na taj nacin povecao se 1 unos nutritivnih faktora koji smanjuju
bioiskoristljivost ne-hem gvozda kao $to su polifenoli (kafa, ¢aj, cimet), fitati (celo zrno
zitarica, leguminoze) i kalcijum (mle¢ni proizvodi) (12,15). U mesu 30-70% gvozda je hem-
gvozde koje se apsorbuje 15-35%. U hrani biljnog porekla gvozde je u ne-hem obliku koje se
apsorbuje manje od 10% (38,39). Uvodenje kravljeg mleka u ishranu u toku prve godine Zivota
predstavlja najznacajniji nutritivni faktor rizika u pojavi sideropenijske anemije. Kravlje
mleko sadrzi male koli¢ine gvozda ¢ija je resorpcija losa (10%). Osim toga, u digestivnom
traktu stvara proteinske agregate koji mogu izazvati mikroerozije na crevnoj sluzokozi, §to
dovodi do okultnog krvarenja i gubitka gvozda (16,21). U studiji koja je ispitivala ucestalost
sideropenijske anemije kod odojcadi uzrasta 6 meseci, zabelezena je najniza ucestalost
anemija od oko 1% kod odojcadi ¢ija je ishrana bila zasnovana na adaptiranim mle¢nim
formulama oboga¢enim gvozdem, oko 15% kod odojcadi koja su bila na prirodnoj ishrani 1
oko 20% kod odojéadi u ¢ijoj je ishrani najzastupljenije bilo kravlje mleko (38). U
novorodenackom i odojackom uzrastu, zbog brzog rasta i razvoja, potrebe za gvozdem su
deset puta vece nego kod odraslih (40). Riziku od pojave sideropenijske anemije su posebno
izloZena novorodencad rodena sa malom porodajnom masom, zbog niskih zaliha gvozda na
rodenju (29). U periodu adolescencije vulnerabilnost za sideropenijsku anemiju je povezana sa
intenzivnim fizickim promenama koje se deSavaju u pubertetu zbog Cega se povecavaju
potrebe u energiji, mikronutrientima, vitaminima i1 mineralima. Potrebe za gvozdem se
povecavaju vise nego dvostruko u periodu polnog sazrevanja usled povecanja volumena krvi,
ukupne telesne mase, povecanja mis§iéne mase i sinteze mioglobina, povecanja respiratornog
kapaciteta kao i pojave menstruacije (37,41). Gubitkom 1 ml krvi tokom menstrualnog
krvarenja gubi se oko 0,5 mg gvozda, tako da gubitkom krvi viSe od 80 ml mese¢no, koje se
javlja kod oko 10% zena, znaCajno se povecava rizik za pojavu deficita gvozda (38). Osobe
koje se bave fizickom aktivnoscu takode imaju veci rizik za pojavu deficita gvozda, posebno
atleticari 1 plivaci, usled hemolize koja je, najverovatnije, uzrokovana snaznim misSi¢nim
kontrakcijama (25). Rezultati nekoliko studija koje su se bavile ispitivanjem prevalencije

sideropenijske anemije, ukazuju na znacajne faktore rizika kao $to su visok natalitet (16), niski
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prihodi u domacinstvu, zenski pol, prve dve godine zivota, adolescencija, veci broj ¢lanova u
domacinstvu, nizi stepen obrazovanja roditelja (11). Prevalencija anemija je obrnuto
proporcionalna ekonomskom razvoju zemlje. Siromasniji slojevi stanovniStva su u ve¢oj meri
izlozeni faktorima rizika za pojavu anemije i njenih sekvela (15). U zemljama u razvoju Ceste
su parazitarne infekcije ¢iji su uzroc¢nici Trichuris trichiura i Necator americanus sto uzrokuje
okultno crevno krvarenje. Deficit gvozda takode moze biti posledica poremecene apsorpcije u
gastrointestinalnom traktu. Zeluda¢na kiselina je neophodna za redukciju gvozda iz feri (F eg+)
u fero (Fe**) oblik nakon &ega se moze transportovati kroz bazolateralnu membranu enterocita,
tako da ahlorhidrija moze biti uzrok deficita gvozda, uglavnom kod starijih ljudi, kod kojih je
atrofi¢ni gastritis Cesto oboljenje (39). Takode, atrofija sluzokoze kod obolelih od celijane

bolesti i infekcija ¢iji je uzro¢nik Helicobacter pylori doprinosi nastanku sideropenijske
anemije. Infekcija ¢iji je uzro¢nik Helicobacter pylori smanjuje apsorpciju gvozda, redukuje
bioiskoristljivost vitamina C i moze dovesti do mikroerozija sluznice i pojave okultnog
krvarenja (33). U periodu trudnoce potrebe za gvozdem su tri puta veée zbog poveéanja broja
eritrocita, rasta fetusa i placente. Ukoliko je u toku prvog i drugog trimestra trudnoce prisutna
sideropenijska anemija, povecava se rizik za prevremeni porodaj, radanje deteta sa niskom
porodajnom masom, smrt u perinatalnom periodu i pojavu deficita gvozda kod odojceta nakon
Cetvrtog meseca zivota (12,33,38). Za razliku od trudnica, dojilje su u manjem riziku da obole
od anemije jer koncentracija gvozda u mleku iznosi samo 0,20-0,80 mg/L, kao i zbog

izostanka menstrualnog krvarenja u periodu dojenja (12).

1.3.2 Patofiziologija sideropenijske anemije

Manifestnom obliku sideropenijske anemije prethodi postepeno iscrpljivanje rezervi

gvozda koje prolazi kroz nekoliko faza.
= Faza |l (latentna sideropenija)

Gubitak gvozda premasuje koli¢inu apsorbovanog gvozda dovodeci do progresivnog
smanjivanja uskladistenog gvozda. Koncentracije hemoglobina i serumskog gvozda ostaju u
opsegu normalnih vrednosti. Smanjuje se koncentracija serumskog feritina jer se gvozde
koristi za sintezu hemoglobina. Uporedo sa smanjenjem tkivnih rezervi gvozda dolazi do

kompenzatornog povecanja sinteze transferina, odnosno ukupnog kapaciteta vezivanja gvozda
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(TIBC-total iron binding capacity) i nezasicenog kapaciteta vezivanja gvozda (UIBC-
unsaturated iron binding capacity).
= Faza Il (manifestna sideropenija)

Ispraznjene su rezerve gvozda koje vise ne mogu zadovoljiti potrebe kostne srzi. Dok
se koncentracija TIBC i UIBC povecava, smanjuje se koncentracija serumskog gvozda, Sto
dovodi do progresivnog smanjenja kolicine gvozda koje je na raspolaganju za eritropoezu.
Kada se koncentracija serumskog gvozda smanji ispod 9 umol/L, a saturacija transferina ispod
15-16% ugrozena je eritropoeza, a zbog poremecaja eritropoeze registruje se sniZzen broj
retikulocita.

= Faza Il (sideropenijska anemija)

Anemija sa normalnim morfoloskim karakteristikama eritrocita.
= FazalV

Anemija sa mikrocitozom i hipohromijom (snizene vrednosti eritrocitnih indeksa)
* FazaV

Deficit gvozda u organizmu uzrokuje tkivnu hipoksiju i smanjenu aktivnost enzima,

naroCito respiratornih, S§to dovodi do razvoja simptoma karakteristicnih za anemiju

(23).
1.3.3 Klinié¢ka slika

Klinic¢ka slika zavisi od tezine i uzroka anemije, uzrasta, komorbiditeta, brzine nastanka
anemije. U odredenim slucajevima anemija je asimptomatska i dijagnostikuje se nakon
laboratorijskog odredivanja vrednosti hemoglobina.

Klini¢ku sliku karakteri$u slabost, bledilo, dispneja, tahikardija, palpitacije, klaudikacija,
glavobolja, vertigo, razdrazljivost, iregularne menstruacije, nedostatak apetita, suva koza, suvi,
lomljivi nokti, suva i oSteCena kosa, alopecija i koilonihija. Zaravljene papile jezika se javljaju
kod pacijenata sa blagim do umerenim deficitom gvozda i dobar su pokazatelj trajanja deficita.
Atrofi¢ni glositis se javlja u tezim slu¢ajevima. Sindrom nemirnih nogu se, takode, dovodi u
vezu sa deficitom gvozda (12).

Plummer — Vinson sindrom koji se takode naziva i Kelly — Peterson sindrom je redak i
karakteriSe ga sideropenijska anemija, disfagija i oSte¢enje jednjaka. Tacni epidemioloski

podaci nisu dostupni, ali analizom prikaza slucajeva doslo se do zakljucka da se u 90%
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slu¢ajeva javlja kod zenskog pola sa prosecnom staros¢u od 47 godina u vreme postavljanja
dijagnoze. Sindrom je udruzen sa povecanim rizikom od pojave skvamoznog celijskog
karcinoma farinksa i ezofagusa, koji se javlja u 3-15% slucajeva. S obzirom da se deficit
gvozda smatra dominantnin u patogenezi Plummer — Vinson sindroma, supstitucija preparatom
gvozda predstavlja glavnu terapijsku opciju. Nije poznata ucestalost javljanja svih simptoma 1

znakova (12,15). Simptomi i znaci sideropenijske anemije prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Simptomi i znaci sideropenijske anemije (12).

Veoma ucdestali

e Glavobolja

e Slabost

e Dispneja

e Bledilo
Ucestali

e Vertigo

e Atrofi¢ni glositis

e Sindrom nemirnih nogu

e Suvakoza

e Suvi i oSteceni nokti

L4 gum na Srcu

e Tahikardija

e Neurokognitivne disfunkcije
e Angina pektoris

e Difuzna ili lokalizovana alopecija

e Hemodinamska nestabilnost
e Sinkopa
e Koilonihija

e Plummer — Vinson sindrom

11
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1.3.3.1 Neuroloske manifestacije deficita gvozda

Uloga gvozda u centralnom i perifernom nervnom sistemu je opsezno ispitivana u
klinickim i eksperimentalnim studijama. Potvrdeno je da je deficit gvozda kod dece povezan
sa usporenim intelektualnim razvojem, respiratornim afektivnim krizama, ishemijskim

mozdanim insultom, pseudotumorom mozga i paralizom kranijalnih nerava (42,43).

1.3.3.1.1 Respiratorne afektivne krize

Javljaju se kod oko 27% dece koja boluju od sideropenijske anemije. Benigne su po
prirodi, nejasne etiologije, mada se kao mogu¢i uzrok navodi poremecéaj regulacije
autonomnog nervnog sistema koji preko nerva vagusa dovodi do zastoja rada srca i posledi¢ne
mozdane hipoksije. Anemija se smatra faktorom koji povecava verovatno¢u nastanka
respiratornih afektivnih kriza, s obzirom da niske vrednosti hemoglobina doprinose nastanku

hipoksije mozga (42).

1.3.3.1.2 Mozdani insult

Anemija se smatra znacajnim faktorom u patofiziologiji insulta (44). Mozdani insult u
pedijatrijskoj populaciji je redak, javlja se u oko 2-3 slu¢aja na sto hiljada dece godisnje.
Smatra se da nastaje kao posledica trombocitoze koja se javlja u slucaju blagog do umerenog
deficita gvozda. Prema drugoj teoriji deficit gvozda uzrokuje hiperkoagulabilnost. Mikrociti
povecéavaju viskoznost krvi, a time i rizik od nastanka tromboze. Takode, prolazna hemiplegija
i cerebelarni infarkt mogu biti povezani sa hipoksijom koja se javlja kao posledica anemije
(42).

1.3.3.1.3 Pseudotumor mozga

Mehanizam nastanka pseudotumora mozga nije jasan, ali se smatra da tkivna hipoksija
uzrokuje povecanu permeabilnost kapilara i edem mozga, nakon ¢ega nastaje edem papile
usled povecanog intrakranijalnog pritiska. Prema drugoj teoriji, poremecaj hemodinamike je
uzrok povecanog protoka krvi kroz mozak koji dovodi do poveéanog intrakranijalnog pritiska
i pojave edema papile. Kod novorodencadi i odojcadi edem mozga se klinicki cesce
manifestuje kao ispupcena fontanela nego kao edem papile. Promena je reverzibilna nakon

supstitucione terapije preparatom gvozda (42).
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1.3.3.1.4 Paraliza kranijalnih nerava

Neuroloska abnormalnost koja je takode posledica deficita gvozda je i obostrana paraliza
VI kranijalnog nerva. Smatra se da nastaje usled povisenog intrakranijalnog pritiska ili fokalne

ishemije ponsa (42).

1.3.3.2 Uticaj deficita gvoZda na biohemijske procese u nervnom sistemu

Gvozde je od izuzetnog znacaja za normalan razvoj centralnog nervnog sistema (45) zbog
uticaja na mijelinizaciju, energetski metabolizam neurona i1 glija celija 1 produkciju
neurotransmitera (25).

U studijama koje su sprovodene na eksperimentalnim Zivotinjama dokazano je da se
deficit gvozda negativno odrazava na razvoj centralnog nervnog sistema, $to dovodi do
kognitivnin i bihejvioralnih abnormalnosti. ZapaZena je usporena mijelinizacija i
hipomijelinizacija, jer oligodendrociti — mijelin produkujuée c¢elije, ne sadrze dovoljnu
koli¢inu gvozda koje im je neophodno za tu aktivnost. Takode, smanjena je aktivnost enzima
uklju¢enih u metabolizam y-aminobuterne kiseline (GABA) koja je prisutna u svim delovima
centralnog nervnog sistema i predstavlja inhibitorni transmiter koji jednim delom ucestvuje u
oslobadanju hormona iz hipotalamo-hipofizne osovine. Potvrdene su i abnormalnosti u
neurotransmisiji dopamina kao i poviSene vrednosti serotonina, §to za posledicu ima
poremecaj ponasanja i smanjenu sposobnost ucenja (46,47). Koncentracija fenilalanina u
plazmi je poviSena u slucaju deficita gvozda jer je konverzija fenilalanina u tirozin,
posredstvom fenilalanin-hidroksilaze, reakcija koja je zavisna od gvozda. Poliamini,
neophodni za pravilan razvoj mozga su snizeni, dok je metabolizam glutationa izmenjen ¢ime
je smanjena zastita mozga od oksidacije (42).

Nekoliko studija je takode potvrdilo poremecaj kognitivnih i motornih funkcija. Deficit
gvozda dovodi do usporene maturacije kortikospinalnog trakta. Mijelinizacija
kortikospinalnog trakta obi¢no pocinje u drugom ili pocetkom treceg trimestra trudnoce i traje
sve do druge ili trece godine Zivota (46). Smatra se da deficit gvozda moze biti uzrok
senzorineuralnog gubitka sluha, Sto bi se moglo objasniti smanjenjem aktivnosti gvozde
zavisnih enzima u kohlei i promenama u funkciji stereocilija, ili nastaje kao posledica
neadekvatne mijelinizacije (42). Biohemijski poremecaji u nervnom sistemu zbog deficita

gvozda prikazani su u Tabeli 4.
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Tabela 4. Biohemijski poremecaji u nervnom sistemu zbog deficita gvozda (42).

Transmiter Metabilicki efekti Klinicki efekti Reverzibilnost
GABA GABA +/- Poremecaj regulacije | Ireverzibilno kod
puteva koji ucestvuju | deficita gvozda
u ponasanju tokom gestacije
Dopamin Smanjen afinitet D2 | Snizena motorna Ireverzibilno
receptora aktivnost i usporeno | (dokazano na
ucenje animalnom modelu)
Fenilalanin Povecéana Efekat kao kod Reverzibilno
koncentracija fenilketonurije
Serotonin Snizen 5- Ostecen neuroloski Ireverzibilno
hidroksitriptofan razvoj

1.3.3.3 Uticaj deficita gvoZzda na imunoloski sistem

Deficit gvozda povecava rizik za razvoj infekcija s obzirom na ¢injenicu da smanjuje
aktivnost neutrofila 1 pogorSava intracelijsku baktericidnu aktivnost. Takode, smanjuje broj 1
funkciju T-¢elija, aktivnost Celija ubica, produkciju interleukina-2 (IL-2) i faktora koji dovode
do migracije makrofaga. Hroni¢na mukokutana kandidijaza i Helicobacter pylori infekcija se
¢esce javljaju kod dece koja imaju snizene vrednosti serumskog gvozda. U nekim studijama je
potvrdeno da je deficit gvozda CeS¢e udruzen sa crevnim, respiratornim infekcijama i

zapaljenjem srednjeg uha kod dece (22,47).

1.3.3.4 Uticaj deficita gvoZzda na radnu sposobnost

Veza izmedu deficita gvozda i radne Sposobnosti je opsezno istrazivana. Uloga gvozda
u transportu kiseonika do miSi¢a i njegova uloga u razli¢itim metabolickim procesima,
objasnjava na koji nac¢in deficit gvozda redukuje radnu sposobnost. U zemljama u razvoju u
kojima fizicki rad dominira, smanjenje radnog uc¢inka ima znacajne ekonomske konsekvence

(15).
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1.4 DIJAGNOSTIKA ANEMIJE

Dijagnoza sideropenijske anemije se zasniva na prisustvu odredenih simptoma i znakova i
rezultatima laboratorijskih analiza. Laboratorijske analize se dele na osnovne hematoloske
analize kojima je moguce utvrditi prisustvo anemije i specificne biohemijske i hematoloske
analize koje imaju za cilj da otkriju uzrok anemije (5).

Prvi dijagnosticki nivo podrazumeva odredivanje kompletne krvne slike: broj eritrocita,
Hb, hematokrit (Hct), srednja zapremina eritrocita (MCV, Mean corpuscular volumen),
srednja vrednost koli¢ine Hb u eritrocitima (MCH, Mean corpuscular hemoglobin), srednja
vrednost koncentracije Hb u eritrocitima (MCHC, Mean corpuscular hemoglobin
concentration), Sirina distribucije zapremine eritrocita (RDW, Red cell distribution width).

Drugi dijagnosticki nivo podrazumeva ispitivanje morfoloskih karakteristika eritrocita u
razmazu periferne krvi i broj retikulocita.

Tre¢i dijagnosticki nivo podrazumeva odredivanje koncentracije serumskog gvozda,
UIBC, TIBC, feritina, vitamina B12, folne kiseline.

Jednostavnim dijagnostickim postupkom (prvi 1 drugi dijagnosti¢ki nivo) moguce je kod
80% bolesnika racionalno usmeriti dijagnosticki postupak i vrlo brzo utvrditi morfoloski tip
anemije. Ukljucivanjem treceg dijagnostickog nivoa laboratorijske obrade kod gotovo svih

bolesnika se postavi dijagnoza tipa anemije (12,23).

1.5 DIFERENCIJALNA DIJAGNOSTIKA SIDEROPENIJSKE ANEMIJE

Diferencijalno dijagnosticki u obzir dolazi B talasemija minor i anemije u toku hroni¢nih
bolesti. Beta talasemiju minor karakteriSe mikrocitna anemija sa umereno sniZenom
koncentracijom Hb, poviSenim brojem eritrocita 1 izrazenom mikrocitozom. Dijagnoza se
postavlja na osnovu elektroforeze Hb, koncentracije HbF i A2 frakcije Hb, koji je kod ovih
bolesnika poviseni (48). Karakteristicna je morfologija eritrocita koji se nazivaju target celije
(Slika 3). Nalaz centralnog zasencenja u eritrocitima se ne nalazi kod zdravih osoba (Slika 4),

kao ni kod obolelih od sideropenijske anemije (Slika 5).
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AN
Slika 4. Eritrociti normalne morfologije (49). Slika 5. Eritrociti u sideropenijskoj anemiji (49)

Anemija u toku hroni¢nih oboljenja nastaje kao posledica aktivacije imunskog sistema i
posredovana je inflamatornim citokinima, koji dovode do ubrzane hemolize, smanjenog
proliferativnog odgovora eritroblasta na EPO i slabijeg mobilisanja gvozda iz depoa u jetri i
retikuloendotelijalnom sistemu. KarakteriSe je normohromna, a rede hipohromna mikrocitna
anemija. Koncentracija gvozda u serumu je sniZena, a feritina povisena. Ovaj oblik mikrocitne
anemije nalazi se u toku akutnih i hroni¢nih infektivnih bolesti, zatim kod sistemskih bolesti
vezivnog tkiva i u toku imunog odgovora na limfome i neoplazme mezenhimalnog porekla
(48).
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1.6 LECENJE SIDEROPENIJSKE ANEMIJE

Cilj lecenja anemije je ubrzana normalizacija koncentracije hemoglobina u krvi i
popunjavanje rezervi gvozda u organizmu kako bi se poboljsao kvalitet zivota i prognoza

mnogih hroni¢nih oboljenja kod kojih se javlja sideropenijska anemija (12).

1.6.1 Peroralna primena preparata gvozda

Preparati gvozda se mogu primenjivati u cilju prevencije sideropenijske anemije u rizicnim
populacijama ili u leCenju pacijenata sa dokazanom anemijom (12).

Najlaksi i najsigurniji nac¢in nadoknade gvozda je primena peroralnih preparata gvozda
koji sadrze gvozde u dvovalentnom i trovalentnom obliku. Od lekova koji sadrze gvozde u
dvovalentnom obliku najceS¢e se primenjuju ferosulfat, feroglukonat i ferofumarat, a od
oblika sa trovalentnim gvozdem u upotrebi su ferihidroksi-polimaltozat i feriproteinsukcinilat.
Terapijska doza kod dece izrasta do 12 godina iznosi 3-6 mg/kg/dan, dok kod odraslih dnevna
doza treba da sadrzi 200 mg elementarnog gvozda. Preparate gvozda bi trebalo davati izmedu
obroka uz primenu askorbinske kiseline koja moze poboljsati intestinalnu apsorpciju gvozda.
U slucaju pojave nezeljenih efekata, gvozde bi trebalo primenjivati u toku obroka, ali se na taj
nacin apsorpcija smanjuje za 40% (12,33).

Terapijski test gvozdem se zasniva na pracenju hematoloskih parametara koncentracije
hemoglobina po uvodenju gvozda u terapiju. Mesec dana nakon zapocinjanja terapije
peroralnim preparatom gvozda, vrednosti koncentracije hemoglobina bi trebalo da budu vise
najmanje za 10 g/L. Takode, nakon 5 do 7 dana terapije gvozdem dolazi do porasta broja
retukulocita. Ukoliko je terapijski test gvozdem negativan treba proSiriti dijagnostiku, ako je
moguce uticati na uzrok i nastaviti terapiju. Razlozi za negativan terapijski test gvozdem su
nepridrzavanje terapije, malapsorptivni sindromi, krvarenja, kao i pridruzene infektivne,
inflamatorne i1 maligne bolesti. Ukoliko je test pozitivan, leCenje treba nastaviti da bi se
popunili depoi bar dva meseca nakon normalizacije vrednosti hemoglobina, $to ukupno ¢ini
najéesce tri do pet meseci (12).

NajceS¢e nezeljene reakcije nakon peroralne primene preparata gvozda su od strane
gastrointestinalnog trakta (mucnina, bolovi u abdomenu, dijareja, opstipacija). Gvozde deluje

iritantno na sluzokoZzu gastrointestinalnog trakta Sto je direktno proporcionalno kolicini
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slobodnog gvozda u preparatu. Primenom preparata gvozda pred spavanje, kada je motilitet
gastrointestinalnog trakta najmanji, mogu se umanji tegobe bolesnika. Nezeljene reakcije se
javljaju kod 20-30% pacijenata i odgovorne su za veoma lo$u komplijansu. U nekim studijama
je dokazano da nize doze gvozda, zbog bolje tolerancije, daju bolji terapijski odgovor

(12,23,34).

1.6.2 Parenteralna primena preparata gvozda

Preparate gvozda parenteralnim putem treba primenjivati samo kada za to postoje jasne
indikacije i kada nije moguca oralna primena, zbog rizika od pojave ozbiljnih i po Zivot
opasnih reakcija koje se javljaju kod 0,2 do 3% pacijenata.

U upotrebi je Sest razli¢itih oblika gvozda za parenteralnu primenu: gvozde sukroza,
feriglukonat, ferikarboksimaltoza, gvozde izomaltozid, ferumoksitol i gvozde dekstran
(niskomolekularna forma). Kako intravenska primena zaobilazi problem intestinalne
apsorpcije, povecanje vrednosti hemoglobina je mnogo brze nego kod primene oralnih
preparata (12,33).

1.7 PREVENCIJA SIDEROPENIJSKE ANEMIJE

Sa prevencijom deficita gvozda kod Zena u generativnom periodu treba zapoceti jo§ pre
trudnoc¢e. Anemija u trudno¢i se definiSe kao vrednost hemoglobina ispod 110g/1, a uz
vrednost feritina ispod 16 pcg/l predstavlja indikaciju za terapiju preparatima gvozda. Kod
novorodenceta rodenog u terminu sa telesnom masom od 3000g i1 viSe rezerve gvozda su
dovoljne tokom prvih Cetiri do Sest meseci zivota. Profilaksa je neophodna u odojcadi, 1 to 1
mg/kg, maksimalno 10 mg za donesenu decu od navrsenog Sestog meseca, ako su na prirodnoj
ishrani, 1 od navrSenog cetvrtog meseca ako su na ishrani kravljim mlekom. Ako dete dobija
adaptirano mleko, treba oduzeti od ove doze gvozde koje se ve¢ nalazi u mleku. Americka
akademija za pedijatriju u preporukama od 1992. godine preporucuje profilaksu od Cetvrtog
meseca Cak 1 za dojenu decu. Kod nedonoscadi potrebne su veée doze i to od navrSenog
drugog meseca zivota: 2 mg/kg, maksimalno 15 mg, ako su rodena sa vise od 1500 g, a 314
mg/kg ako su rodena sa manje od 1500 g, odnosno manje od 1000 g. Blizanci, slicno kao 1
prematurusi, imaju povecanu potrebu za gvozdem. U trenutku kada se zapocne profilaksa nije

potrebna analiza krvne slike niti bilo koja druga analiza, ako se radi o zdravom detetu.
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Profilaksa se sprovodi do kraja prve godine Zivota (50). Preporuke za unos gvozda prema polu

1 uzrastu u odnosu na stepen bioiskoristljivosti gvozda prema SZO prikazane su u Tabeli 5.

Tabela 5. Preporuke za unos gvozda prema polu i uzrastu u odnosu na stepen bioiskoristljivosti gvozda
prema SZO (51).

Uzrast Bioiskoristljivost 15% Bioiskoristljivost 5%
Fe (mg/d) Fe (mg/d)
Deca
0,5-1 god 6,2 18,6
1-3 god 3,9 11,6
4-6 god 4,2 12,6
7-10 god 5,6 17,8
Muskarci
11-14 god 9,7 29,2
15-17 god 12,7 37,6
>18 god 9,1 27,4
Zene
11-14 god (bez menstrualnog | 9,3 28,0
krvarenja)
11-14 god (sa menstrualnim | 12,5 37,6
krvarenjem)
15-17 god 20,7 62,0
>18 god 19,6 58,8
Zene u postmenopauzi 7,5 22,6
Zene u periodu laktacije 10,0 30,0
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1.8 METABOLIZAM GVOZDA

Gvozde predstavlja najzastupljeniji metal u ljudskom telu, neophodan za ocuvanje
zdravlja (52,53,54). Hemijske osobine ga ¢ine esencijalnim elementom za brojne biohemijske
procese kao Sto su celijska proliferacija, respiracija, metabolizam folata i sinteza DNK
(55,56,57,58,59). Gvozde je neophodno za pravilno funkcionisanje enzima ukljucenih u
metabolizam lekova kao $to je citohrom P 450. Predstavlja kofaktor peroksidaza, kao Sto je
katalaza (klju¢ni antioksidantni enzim) i mijeloperoksidaza (enzima uklju¢enih u unistavanje
patogena) (60). Medutim, zbog sposobnosti da stvara slobodne radikale, visak slobodnog
gvozda dovodi do osStecenja DNK, proteina i lipida (56,57,58,61,62). Oksidativno oSteéenje
uzrokovano slobodnim radikalima se smatra uzro¢nikom oboljenja kao §to su ateroskleroza,
dijabetes, maligne i neurodegenerativne bolesti (53). Abnormalno visok nivo gvozda u mozgu
dovodi do poremecaja metabolizma gvozda i1 neurodegenerativnih promena S§to se moze
manifestovati kao Parkinsonova bolest, Alchajmerova bolest i Hallerorden-Spatz sindrom (63).
Prema tome, metabolizam gvozda mora biti precizno regulisan u cilju odrzavanja vrednosti
gvozda u fizioloskim granicama (64,65).

Razli¢iti endogeni 1 egzogeni signali aktiviraju ili deaktiviraju molekularne puteve
kako bi nivo gvozda bio u fizioloskim granicama (64). Kontrola homeostaze gvozda se odvija
na ¢elijskom i sistemskom nivou (66).

Celijski metabolizam gvozda se odrzava na nivou unosa, deponovanja, efluksa i
intracelijske distribucije gvozda (56,64). Na nivou celije, mehanizam regulacije se odvija
preko post-transkripcione regulacije glavnih gena povezanih sa gvozdem. Proteini Koji
reguliSu metabolizam I koli¢inu gvozda u ¢elijama javljaju se u dva oblika kao IRP1 i IRP2
(IRP - Iron regulatory proteins). IRP1 i IRP2 su homologni proteini sa 56% identi¢nih
sekvenci. IRP2 ima dodatno cisteinom bogato podrucje nepoznate funkcije. Ekspresija IRP1 je
dominantna u bubrezima, jetri i mrkom masnom tkivu, dok je ekspresija IRP2 dominantna u
centralnom nervnom sistemu (65). Kada je nivo citoplazmatskog gvozda nizak, IRP1 i IRP2 se
vezuju za elemente koji reaguju na gvozde (IRE - Iron regulatory elements), koji predstavljaju
delove RNA gena povezanih sa metabolizmom gvozda (66,67). Do pove¢anog vezivanja IRP i

IRE dolazi u slucaju nedostatka gvozda i hipoksije, a vezivanje suprimiraju gvozde i O
(65,68).
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Sistemska homeostaza gvozda je regulisana deponovanjem i mobilizacijom gvozda,
prvenstveno iz jetre, u cilju zadovoljenja potreba eritropoeze. Retikuloendotelni sistem
razgradnjom ostarelih eritrocita dovodi do oslobadanja gvozda koje se dalje koristi u procesu
eritropoeze. Regulacija intestinalne apsorpije gvozda iz hrane je klju¢na za odrzavanje
homeostaze jer kod ljudi ne postoji fizioloski nacin ekskrecije gvozda i ono se moze dodatno
gubiti samo krvarenjem. U cilju ouvanja sistemske homeostaze gvozda, komunikacija izmedu
¢elija za Ciju sintezu je neophodno gvozde (eritroidnih prekursora), depoa gvozda (hepatocita i
tkivnih makrofaga) i ¢elija koje apsorbuju gvozde iz hrane (duodenalnih enterocita) mora biti
precizno regulisana (56,59). Najvazniju ulogu u sistemskoj regulaciji gvozda ima hepcidin
(64).

Novorodenée se rada prosecno sa oko 270 mg gvozda (69), dok se u organizmu
odraslog ¢oveka nalazi 3-4 g gvozda, $to odgovara koncentraciji od 50 mg po kilogramu
telesne mase kod muskaraca i 40 mg po kilogramu telesne mase kod zena (69,70). Ova razlika
je uslovljena manjom koli¢inom rezervnog gvozda, nizom koncentracijom hemoglobina i
manjim vaskularnim volumenom u odnosu na muskarce. Oko 2/3 telesnog gvozda se nalazi u
sastavu hemoglobina u eritroidnim prekursorima i eritrocitima u cirkulaciji. Oko 300 mg
gvozda se nalazi u moiglobinu, a ostatak u citohromima i enzimima koji sadrze gvozde (2,71).
Transportno gvozde, vezano za transportni protein transferin, predstavlja mali deo (3 mg)
ukupnog telesnog gvozda. Preostalo gvozde u organizmu predstavlja deponovano gvozde u
obliku feritina i hemosiderina (71). U parenhimnim ¢elijama jetre se nalazi oko 1000 mg, u
retikuloendotelnim makrofagima 600 mg, a u kostnoj srzi 300 mg gvozda (23,68). Distribucija

gvozda u organizmu prikazana je na Slici 6.
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Slika 6. Distribucija gvozda u organizmu (Adaptirano iz reference 23).

Feritin predstavlja multimerni protein sferi¢nog oblika i sadrzi oko 4500 atoma gvozda.
Takode je prisutan kod Zivotinja, biljaka, gljivica i bakterija (66,70). Sastoji se od dve
strukturno sli¢ne, ali funkcionalno razli¢ite subjedinice: L-subjedinice (19 kDa) koja ima
ferooksidaznu aktivnost i H-subjedinice (21 kDa) koja doprinosi stabilizaciji atoma gvozda u
feritinsko jezgro (61,64,70). Glavna funkcija feritina unutar ¢elije je zastita ¢elije od toksi¢nog
dejstva gvozda (66). Lokalizovan je u ¢elijskom citosolu, jedru i mitohondrijama, ali je takode
prisutan i u serumu (59). Najve¢i depoi feritina su jetra, slezina i skeletna muskulatura.
Poreklo serumskog feritina nije precizno utvrdeno, iako studije sprovodene na Zivotinjama
ukazuju da uglavnom potice iz jetre (2,71). Gvozde iz feritina moze da se oslobodi posle
redukcije, tako da feritin predstavlja ne samo depo nego i izvor gvozda za potrebe
metabolizma. Nivo serumskog feritina se smatra najboljim neinvazivnim testom u dijagnostici
deficita gvozda jer je njegova koncentracija proporcionalna nivou telesnog gvozda (34).
Senzitivnost ovog testa je smanjena u slucaju infekcije ili inflamacije jer feritin predstavlja

pozitivni reaktant akutne faze (30,72,73). Kod velikog viska gvozda veéi deo feritina u
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tkivima se konvertuje u hemosiderin. To je nerastvorljivi, kompleksni derivat feritina koji je
delimi¢no deproteinizovan i agregiran. Sadrzaj gvozda u hemosiderinu je veéi, ali je

mobilizacija mnogo sporija nego iz feritina (5).

1.8.1 Regulacija apsorpcije gvozda

Kao odgovor na losu bioiskoristljivost gvozda, ljudi 1 zivotinje su razvili efikasan
mehanizam u cilju ouvanja telesnog gvozda (3,74). Koli¢ina gvozda u organizmu primarno je
kontrolisana regulacijom procesa apsorpcije (Slika 7). Gvozde se ekskretuje uglavnom putem
eksfolijacije enterocita, manjim delom deskvamacijom koze i urinom, dok je kod Zena glavni
put ekskrecije gvozda putem menstrualnog krvavljenja (60,75). Dnevni gubitak gvozda od 1 do
2 mg predstavlja manje od 0,1% ukupne koli¢ine gvozda u organizmu koje mora biti
nadoknadeno ishranom kako bi se o¢uvao balans (3,66). Putem ishrane dnevno se unese oko
10-20 mg gvozda od Cega se apsorbuje 5-10%, odnosno oko 1 mg (70). Unos od 1 mg je
dovoljan za muskarce i zene u postmenopauzi. U toku reproduktivnog perioda Zenama je
neophodno i do 2 mg gvozda na dan zbog menstrualnog krvavljenja. Povecane dnevne potrebe
za gvozdem od 3 ili 4 mg kod trudnica 1 dojilja postoje zbog troSenja gvozda za rast fetusa
tokom trudnoce, krvavljenja u toku porodaja ili zbog laktacije, ¢ime se trosi prose¢no 900 mg
gvozda. U takvim slu€ajevima, u kojima su potrebe vece ili depoi smanjeni, proces apsorpcije
je povecan (5). Dnevne potrebe zavise od pola, uzrasta i fizioloSkog statusa (69).

Gvozde se u hrani moze nalaziti u hem i ne-hem obliku (69,70). Hem gvozde ima
bioiskoristljivost do 30% i njegova apsorpcija u manjoj meri zavisi od drugih nutrijenata. Ne-
hem gvozde koje predstavlja glavni izvor gvozda u hrani, ima nisku bioiskoristjlivost, do 10%,
i na njegovu apsorpciju uticu i drugi nutrienti (60). Redukujuci agensi kao Sto su vitamin C i
hlorovodini¢na kiselina povecavaju apsorpciju ne-hem gvozda (69).

Gvozde se apsorbuje u gornjem delu duodenuma aktivnim transportom, a izuzetno je
moguca apsorpcija i u drugim delovima creva. Resorptivne epitelijalne Celije duodenuma —
enterociti su odgovorni za unos gvozda u organizam. Apsorpcija gvozda u intestinumu
regulisana je sa dva mehanizma: fizioloSkim regulatornim mehanizmima i lokalnim faktorima
u gastrointestinalnom traktu. FizioloSki regulatorni mehanizmi zavise od postojecih telesnih
depoa gvozda, prometa gvozda, hipoksije, postojanja poremecaja gvozda. Lokalni faktori u

gastrointestinalnom traktu su intraluminalni (hemijski oblik gvozda, pH sredine, kompleksna
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jedinjenja gvozda i precipitacija) i mukozni (anatomski faktori, intestinalna pokretljivost,

koli¢ina gvozda u ¢elijama mukoze) (5).

Cirkulacija L
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Slika 7. Intestinalna apsorpcija gvozda (Adaptirano iz reference 69).

1.8.2 Regulacija transporta gvozda

Intestinalni transport svih oblika gvozda iz lumena creva do cirkulacije se odvija u tri
faze: transport kroz apikalnu membranu enterocita, intracelularni transport i transport kroz
bazolateralnu membranu enterocita. Mehanizmi transporta gvozda kroz apikalnu i
bazolateralnu membranu su razli¢iti. U tim transportima ucestvuju specifi¢ni transporteri i
enzimi koji reaguju na razliCite nivoe gvozda u organizmu i time ucestvuju u njegovoj
homeostazi. Prvi korak, transport kroz apikalnu membranu je razli¢it za hemsko i nehemsko
gvozde, sve dok se u enterocitima gvozde ne oslobodi kompleksa sa protoporfirinom, nakon
¢ega oba oblika prolaze kroz sli¢ne puteve transporta i metabolizma. U namirnicama biljnog
porekla nalazi se nehemsko, tj. neorgansko gvozde u fero i feri obliku, a u namirnicama
zivotinjskog porekla gvozde je u hemskom obliku. Kako je hranom uneto gvoZzde najcesce u
feri obliku (Fe 3+), da bi se koristilo prvo mora biti redukovano u fero oblik (Fe 2+) (5).
Smatra se da tu reakciju omogucava duodenalni citohrom B (Dcyt B) (61,64,65).
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Na apikalnoj povrsini enterocita se nalazi dvovalentni metal jon transporter 1 - DMT1
(ranije poznat kao Nramp2 — Natural resistance—associated macrophage protein 2) koji
predstavlja glavni transmembranski transportni protein. Nije specifican za gvozde jer moze
transportovati razliCite dvovalentne metalne jone kao Sto su mangan, kobalt, bakar, cink,
olovo. U zavisnosti od potreba organizma, unutar enterocita gvozde se moze vezati sa
apoferitinom i uskladistiti kao feritin, ili se prenosi kroz bazolateralnu membranu enterocita u
plazmu. Ukoliko su zahtevi za gvozdem mali, ono ¢e ostati u enterocitu, uskladiSteno u
feritinu, i zajedno sa enterocitom ¢e se deskvamacijom izgubiti iz organizma nakon nekoliko
dana. U slucaju velikih zahteva za gvozdem, ono napusta enterocit kroz bazolateralnu
membranu, uz pomo¢ eksportera gvozda feroportina (FPN) ¢iji je akcesorni protein hefestin
koji oksidise gvozde u feri jon. Kada tako nastalo trovalentno gvozde dospe u cirkulaciju,
vezuje se za nosaé transferin, §to omogucuje dopremanje do kostne srzi (3,59,66,69,76).

Transferin predstavlja glikoprotein sastavljen od 679 aminokiselina (64). Najve¢im
delom stvara se u fetalnoj i adultnoj jetri, ali se manje koli¢ine mogu sintetisati u drugim
tkivima kao $to su mozak i testisi. Nivo mesendZer ribonukleinske kiseline (MRNA) za
transferin povecava se tokom fetalnog razvoja, dostize plato ubrzo nakon rodenja i ostaje
visok u odraslom zivotnom dobu (68). Transferin je jedan od glavnih transportnih proteina
gvozda (64,66). Moze se nac¢i u plazmi u jednom od tri oblika: apotransferin (za koji nije
vezano gvozde), monoferi¢ni transferin (za koji je vezan jedan atom gvozda) i diferi¢ni
transferin, poznat kao holotransferin (za koji su vezana dva atoma gvozda) (59). Poluzivot
transferina kod ljudi iznosi oko 8 dana (68). Normalno samo oko 0,1% ukupnog telesnog
gvozda cirkuliSe vezano za transferin. U zavisnosti od toga koliko je gvozda u odredenom
trenutku vezano za transferin u plazmi govorimo o zasi¢enosti transferina. U normalnim
uslovima jedna tre¢ina transferina je zasi¢ena gvozdem, pa postoji znacajan rezervni kapacitet
za vezivanje gvozda koji se zove nezasiceni kapacitet vezivanja gvozda. Ukupni kapacitet
vezivanja gvozda ukazuje na maksimalnu koli¢inu gvozda koju transferin moze da veze (5).

U kostnoj srzi transferin se vezuje za specificne membranske receptore za transferin
(TfR) na eritroblastima. Nizak pH endozoma uzrokuje konformacione promene u proteinima
Sto dovodi do oslobadanja gvozda iz kompleksa sa transferinom. DMT1 prenosi gvozde kroz
endozomalnu membranu do citoplazme. Gvozde se prenosi do mitohondrija gde se ugraduje u

protoporfirin da bi nastao hem. Gvozde se takode moze naéi u citoplazmi u obliku sidero
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granula gde se nalazi u kompleksu sa feritinom. Ovi eritroblasti se zovu sideroblasti.
Transferin koji je istisnut iz kompleksa sa gvozdem i TfR reciklira do ¢elijske povrSine gde
moze biti ponovo iskori$¢en za sledece cikluse vezivanja i preuzimanja gvozda (23,64,65,68).
Transferinski ciklus: preuzimanje gvozda posredstvom kompleksa transferin-transferinski

receptor prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Transferinski cikius: preuzimanje gvozda posredstvom kompleksa transferin-transferinski
receptor (Adaptirano iz reference 68).

lako je poremecaj regulacije gvozda prvi put opisan u XIX veku, do nedavno je malo
bilo poznato o molekulima ukljuéenim u regulaciju homeostaze gvozda (77).

Najvazniju regulatornu ulogu u metabolizmu gvozda ima hepcidin (39,78,79). Otkrice
hepcidina je dovelo do eksplozije u istrazivanju metabolizma gvozda, Sto je dalo nova
saznanja i izmenilo razumevanje patofiziologije oboljenja udruZzenih sa poremecajem nivoa

gvozda u organizmu (3,80).
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1.9 HEPCIDIN

Hepcidin predstavlja peptidni hormon niske molekularne tezine koji ima klju¢nu ulogu u
metabolizmu gvozda i odbrani organizma od patogenih mikroorganizama (81,82,83,84). Prvi
put je izolovan 2000. godine iz ultrafiltrata plazme i nazvan Antimikrobni peptid eksprimiran
na jetri-1 (LEAP -1, Liver expressed antimicrobial peptide-1). Tokom 2001. godine izolovan
je iz urina i nazvan Hepati¢ni antimikrobni peptid (HAMP, Hepatic antimicrobial peptide).
Danas je poznat kao hepcidin zbog svog hepaticnog porekla i baktericidne aktivnosti
(52,80,85).

Hepcidin je cisteinom bogat katjonski, antimikrobni peptid (AMP) koji predstavlja deo
urodenog imunog sistema i uéestvuje u prvoj liniji odbrane od infektivnih agenasa (53,80).
Reaktant je akutne faze tip II i prema aminokiselinskoj sekvenci ne pokazuje sli¢nost ni sa
jednim poznatim AMP, mada strukturno podse¢a na AMP iz porodice defensina (52,56).
Poseduje direktnu antimikrobnu aktivnost, dok degradacijom transmembranskog transportera
feroportina (FPN) dovodi do zadrZzavanja gvozda unutar ¢elija i time smanjuje koli¢inu ovog
esencijalnog metala neophodnu za rast mikroorganizama (81,86). Aktivan je protiv Gram
pozitivnih (Bacillus subtilis) i Gram negativnih (Neisseria cinerea) bakterija kao i kvasnica
(Saccharomyces cerevisiae) (56). Smatra se da hepcidin sintetisan u makrofagima i
lokalizovan u fagozomima spreava pojavu tuberkuloze uzrokujuéi strukturno oStecenje

mikobakterija (77).

1.9.1 Sinteza hepcidina

Hepcidin predstavlja produkt HAMP gena koji je lokalizovan na dugom kraku
devetnaestog hromozoma (19q13). Sastoji se od dva introna i tri egzona. Transkripcijom gena
nastaje 0,4 kb mRNA, a njenom translacijom prekurzor proteina od 84 amino kiseline, nazvan
pre-prohepcidin, koji se oslobada u citoplazmu. Enzimatskim cepanjem amino kiselina nastaje
64 aminoacidni prohepcidin koji podleze dejstvu enzima konvertaze nakon Cega nastaje 25
aminoacidni hepcidin (52,57,80,87,88). Tac¢na lokalizacija stvaranja 25 aminoacidnog
hepcidina nije poznata. Enzim konvertaza bi mogao biti lokalizovan u krvi ili u zidu kapilara
(54). Dodatnom aminoterminalnom degradacijom nastaju dve manje izoforme hepcidin-22 i -
20 (87). U sprovedenim studijama je potvrdeno da hepcidin-20 ima veéu antibakterijsku i

antifugalnu aktivnost nego hepcidin-25, posebno pri pH 5. Relativno visok nivo hepcidina-20
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je detektovan kod pacijenata sa akutnim infarktom miokarda, kod pacijenata koji imaju
anemiju udruzenu sa hroni¢nim oboljenjima, posebno kod onih sa hroni¢nim oboljenjem
bubrega (89). Smatra se da u regulisanju nivoa gvozda aktivan je isklju¢ivo hepcidin-25, §to
ukazuje da je pet N-terminalnih aminokiselina esencijalno za ovu aktivnost (88,90).

Primarno mesto sinteze hepcidina je jetra (3,52,87,91), dok se u manjoj meri moze
sintetisati 1 u spleni¢nim i alveolarnim makrofagama, monocitima (92), beta celijama
pankreasa, bubrezima, adipocitima (77), srcu, skeletnim miSi¢ima i mozgu (53,93). Medutim,
udeo ekstrahepati¢nog hepcidina u cirkulatornom pulu nije poznat i za razliku od jetrenog,
ekspresija gena za hepcidin na ovim celijskim tipovima je senzitivnija na inflamaciju
(interleukin (IL)-6) nego na nivo gvozda u organizmu. Ekstrahepati¢ni hepcidin bi mogao
imati ulogu u lokalnoj kontroli nivoa gvozda pod odredenim stimulusima (67,77). Smatra se da
hepatociti predstavljaju primarno mesto sinteze hepcidina zbog blizine portalnog venskog
sistema koji im dostavlja najvecu koli¢inu gvozda apsorbovanu iz creva, zatim zbog blizine
Kupferovih ¢elija u kojima se recikliraju ostareli eritrociti, kao i zbog Cinjenice da
predstavljaju depo gvozda (3).

Hepcidin cirkuliSe u plazmi vezan za a2- makroglobulin (68). Zbog slabog afiniteta
vezivanja hepcidina za ovaj protein, u fizioloskim uslovima znacajan deo hepcidina je
slobodan. Osnovni put za eliminaciju hepcidina iz organizma je preko bubrega. Zbog svoje
male molekulske mase (oko 2,7 kDa), lako se filtrira kroz glomerularnu bazalnu membranu.
Kod osoba sa zdravim bubrezima postoji jasna korelacija izmedu koncentracije hepcidina u
urinu i hepcidina koji cirkulie u plazmi (2,94). Oko 5% hepcidna, koji se filtrira iz plazme,
bude izlu€en urinom, $to ukazuje na moguénost da se hepcidin reapsorbuje i degradira u
¢elijama proksimalnih tubula bubrega. Deo hepcidina eliminiSe se iz ogranizma i preko tkiva
koja su bogata feroportinom, degradacijom hepcidin-feroportin kompleksa (95).

Osim kod ljudi, gen za hepcidin je identifikovan i1 kod drugih ki¢menjaka ukljucujuci
miSeve, pacove, primate, svinje, pse, goveda, konje, ovce, kamile, golubove, kao i kod nekih

vrsta riba (96).
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1.9.2 Struktura hepcidina

Spektrometrijskom analizom strukture hepcidina ustanovljeno je da je molekul hepcidina u
obliku ukosnice gde su dva kraka spojena pomocu ¢etiri disulfidne veze izmedu molekula
cisteina. Neuobicajeno je da se disulfidna veza nalazi na samoj petlji $to bi moglo biti
odgovorno za vecu hemijsku reaktivnost (53). Dve disulfidne veze povezuju paralelne
jedinice hepcidina, a dve odrzavaju savijenu strukturu ovog proteina. Za vezivanje hepcidina
sa njegovim receptorom feroportinom potrebno je angazovanje jedne disulfidne veze. In vitro
ispitivanja su pokazala da se aktivnost hepcidina ne smanjuje dramaticno ako se odstrane
pojedine disulfidne veze, tako da je vise disulfidnih veza verovatno potrebno za ostvarenje

kontakta sa feroportinom (79). Struktura hepcidina je prikazana na Slici 9.

Slika 9. Struktura hepcidina (3).

1.9.3 Mehanizam dejstva hepcidina

Hepcidin se sintetiSe kao odgovor na nivo telesnog gvozda, inflamaciju, hipoksiju i
anemiju (52,97,98,99). Pozitivni regulatori sinteze hepcidina su poviSene vrednosti gvozda,
infekcija i/ili inflamacija, dok se negativnim regulatorima sinteze hepcidina smatraju deficit
gvozda, anemija, hipoksija i eritropoeza (40,59,66,100). Deluje tako Sto se vezuje za FPN,
takode poznat kao gvozde regulatorni transporter 1 (Fe-regulated transporter 1), ili proteinski
transporter metala 1 (MTP1, Metal transport protein 1) (83), jedini poznati ¢elijski transporter
gvozda koji je prisutan na bazolateralnoj membrani enterocita, hepatocita, makrofaga i
sinciciotrofoblasta placente (66,95). FPN predstavlja produkt gena SLC40AL1 (80) i sastoji se

od 571 amino kiseline (52). Vezivanjem za FPN, hepcidin indukuje njegovu internalizaciju i
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degradaciju i na taj nadin smanjuje intenstinalnu apsorpciju gvozda i oslobadanje gvozda iz
makrofaga (76,90,101). Kada se povecaju potrebe za gvozdem smanjuje se produkcija
hepcidina, dolazi do povecane ekspresije FPN na povrsini ¢elija ¢ime se dozvoljava efluks
gvozda u krvotok. Taj mehanizam negativne povratne sprege odrzava nivo gvozda u
granicama referentnih vrednosti, ¢ime se obezbeduju dovoljne koli¢ine gvozda za proces
eritropoeze i istovremeno sprecava toksi¢no dejstvo ovog metala (80,102).

U toku eksperimentalne studije koja je sprovodena na misevima zabeleZeno je da je u
grupi miSeva kod kojih je odstranjen gen za hepcidin doslo do prekomernog nakupljanja
gvozda, dok je u grupi sa povecanom ekspresijom gena za hepcidin dolazilo do intrauterine
smrti fetusa zbog razvoja hipoferemije, $to je dovelo do zaklju¢ka da hepcidin ucestvuje u
maternalno-fetalnom transportu gvozda kroz placentu (52). Mehanizam dejstva hepcidina je

prikazan na Slici 10.
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Slika 10. Mehanizam dejstva hepcidina (Adaptirano iz reference 68).

30

Lumen creva



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

Hepcidin predstavlja senzitivni indikator deficita gvozda, ¢ak i u odsustvu anemije. Od
otkri¢a hepcidina razliite grupe istrazivaca su pokuSale da razviju pouzdane testove za
odredivanje ovog peptida u bioloskim tecnostima kako kod ljudi tako i kod eksperimentalnih
zivotinja (84). Odredene osobine hepcidina su ga ucinile loSim kandidatom za tradicionalne
imunohemijske metode bazirane na specificnim anti-hepcidin antitelima. Mala molekula
hepcidina ima cetiri disulfidne veze izmedu osam cisteinskih rezidua. To odreduje prisustvo
samo nekoliko antigenih epitopa, $to zajedno sa visokim stepenom konzervacije sekvenci
izmedu vrsta €ini poteSkoce u izazivanju adekvatnog imunog odgovora u telu domacina.
Takode, hepcidin ima tendenciju stvaranja agregata i prijanjanje za zidove plasti¢nih epruveta,
Sto zahteva pazljivo rukovanje i standardizaciju preanalitiCke procedure (57,95). Do danas je
razvijeno nekoliko razli¢itih metoda za odredivanje vrednosti hepcidina u serumu i urinu. Prvi
test se zasnivao na masenoj spektrometriji, ali nije nasao primenu u rutinskoj klini¢koj praksi.
Osim toga u primeni je RIA (Radio-immuno assay), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) i ligand vezujuéi test (97). Sirok dijapazon vrednosti hepcidina je dobijen upotrebom
ovih testova. Razlozi ovakvih diskrepanci nisu poznati, ali se kao moguci razlozi navode
ukrStena reaktivnost sa metabolitima hepcidina, hepcidin vezujuéi faktori u serumu i
nedostatak standardizacije testova. Danas je dostupno samo nekoliko komercijalnih kitova za
odredivanje hepcidina-25 u serumu. Ispitivanja koja su vrSena u adultnoj populaciji pokazala
su razli¢ite vrednosti hepcidina prema polu 1 starosti, medutim, rezultati nisu konzistentni.
Takode, mali broj studija u kojima je odredivana vrednost hepcidina kod dece nije dao
referentne vrednosti, niti korelaciju hepcidina sa polom, uzrastom, kao ni feremijom u
razli¢itim klinickim stanjima (100). U opstoj populaciji, nivo hepcidina je znacajno nizi kod
zena ispod 50 godina starosti u odnosu na muskarce iste starosne grupe, dok je nakon pedesete
godine zivota slican u oba pola i relativno konstantnih vrednosti tokom narednih decenija.

Razlog tome su povecane potrebe za gvozdem kod Zena tokom reproduktivnog perioda (89).

1.9.4 Mehanizam regulacije hepcidina

Sistemski faktori koji utic¢u na ekspresiju hepcidina su dobro prouceni, medutim,
mehanizmi kojima je produkcija hepcidina regulisana na molekularnom nivou se jo$ uvek

ispituju (2).
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1.9.4.1 Uticaj gvozda na regulaciju hepcidina

Smatra se da na regulaciju hepcidina uti¢e i cirkuliSu¢e i deponovano gvozde putem
glavnog signalnog puta kostanog morfogenog proteina (BMP, Bone morphogenic protein).
BMP signalni put regulisSe i mnoge druge procese, uklju¢ujuc¢i morfogenezu embriona, razvoj
kostanog tkiva, remodelovanje i tkivnu reparaciju. U in vitro i in vivo ispitivanjima je
dokazano da nekoliko BMP proteina (BMP 2,4,5,7,9) povecava produkciju hepcidina, ali se
BMP6 smatra specificnim endogenim regulatorom hepcidina (3). Produkuju ga sinusoidalne
endotelijalne ¢elije u jetri, vezuje se za BMP6 receptor u hepatocitima nakon ¢ega se aktivira
transkripcija hepcidina putem Smad1/5/8 signalnog puta (66,103). BMP6 je ¢lan porodice
transformiSuceg faktora rasta f (TGF-B, Transforming growth factor- ) (77,97). Kada su
zalihe gvozda popunjene, stvara se viSe BMP6, §to dovodi do poviSenih vrednosti hepcidina i
prestanka dalje apsorpcije gvozda u duodenumu. Kada su rezerve niske, BMP6 se ne stvara,
nema produkcije hepcidina i gvozde se slobodno apsorbuje. Hemojuvelin (HJV) glikoproteinu
slican membranski protein (GPI-linked membrane protein) predstavlja koreceptor u regulaciji
gvozda. Povecava senzitivnost BMP receptora za BMP6, zbog ¢ega nastaje aktivni signalni
kompleks HIV/BMP, $to rezultira povecanom transkripcijom hepcidina. Mutacijom gena za
HJV dolazi do prekomernog nakupljanja gvozda. Molekuli kao Sto su transmembranska
serinska proteaza matriptaza — 2 (TMPRSS6) i veliki multifunkcionalni transmembranski
protein neogenin, stupaju u interakciju sa HJV 1 menjaju njegovu ekspresiju na celijskoj
membrani, ¢ime uti¢u na sintezu hepcidina (66).

Ustanovljeno je da BMP6-HJV-Smad signaliziraju¢i put igra znacajnu ulogu u
regulaciji hepcidina 1 homeostazi gvozda. Stimulacija koju izazivaju BMP6 1 / ili gvoZzde
dovodi do povecanja u akivnosti BMP6—HJV—-Smad puta najverovatnije putem mehanizma u
kom ucestvuju protein humane hemohromatoze (HFE, Human hemochromatosis protein) i
transferinski receptor 2 (TfR2), a $to vodi do vezivanja Smad kompleksa za BMP -
odgovarajuceg elementa na promotere hepcidina i do pojacane transkripcije gena za hepcidin.
BMP receptor se sastoji od dve subjedinice, tip 1 i tip Il. Aktivna kinaza fosforilise tip Il
subjedinicu u tip | $to dovodi do aktivacije Smad signalnog puta kroz fosforilaciju receptora
grupe Smad (Smad1/5/8). Ovi receptori su povezani sa ko-Smad receptorom i formiraju

heteromerni kompleks koji se prenosi u jedro i stimuliSe ekspresiju Sirokog spektra ciljnih
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......

nezavisno od Smad puteva putem Map kinaze (2).

Regulacija ekspresije hepcidina putem cirkuliSu¢eg gvozda je preciznije opisana.
Gvozde vezano za transferin se vezuje za transferinski receptor 1 i 2 (TfR1 i TfR2) koji se
nalaze na membrani, potom dolazi do endocitoze. Humani TfR2 je homolog TfR1, u 60%
slu¢ajeva su sli¢ni po primarnoj strukturi, ali je primarno mesto ekspresije TfR2 u jetri (66).
Znacajan je 1 HFE na kome najceSc¢e postoji mutacija u slucaju nasledne hemohromatoze i ima
znacajnu ulogu u pracenju nivoa gvozda i daljem usmeravanju hepcidinskog odgovora. Kada
je nivo gvozda nizak, HFE protein ulazi u interakciju sa TfR1 na mestu koje se ukrsta sa
vezivajué¢im mestom za transferin, medutim, kada koncentracija gvozda vezanog za transferin
poraste, ono se vezuje za TfR1 i istiskuje HFE. Na taj na¢in HFE moze da se veze za TfR2,
grade¢i kompleks HFE/TfR2 koji deluje kao promoter hepcidina, najverovatnije preko BMP
signalnog puta. HFE je protein slican molekulima klase 1 glavnog histokompatibilnog
kompleksa (MHC, Major Histocompatibility Complex) (2,59,69,94).

1.9.4.2 Uticaj hipoksije na regulaciju hepcidina

Neke studije su pokazale da u slucaju hipoksije dolazi do smanjene ekspresije
hepcidina. In vivo, hipoksija bi takode mogla da izaziva indirektnu supresiju hepcidina
posredstvom eritropoeze i poja¢anim iskoriS¢avanjem gvozda. Hipoksija indukovani faktor
(HIF, Hypoxia-inducible factor) se smatra glavnim modulatorom metabolizma gvozda i
eritropoeze tokom hipoksije. HIF bi mogao da utice na supresiju hepcidina indirektnim putem
posredstvom razgradnje HJV. HIF je heterodimerni transkripcioni faktor koji se vezuje za
elemente koji reaguju na hipoksiju (HREs, Hypoxia response elements), kontroliSuci
transkripciju gena. Sastoji se iz o (HIF-1a, HIF-2a i HIF-3a) i B podjedinice (HIF-1p).
Dokazano je da HIF 1a i 2a povecavaju intestinalnu apsorpciju gvozda, preuzimanje gvozda
od strane eritroidnih progenitornih ¢elija, sintezu hema kao i supresiju stvaranja hepcidina i na
taj nain osiguravaju adekvatan priliv gvozda za eritropoezu (2,59). Nivo HIF proteina je
regulisan kiseonikom. U uslovima sa dovoljno kiseonika i gvozda, HIF-a podjedinica je
razgradena. Kada je prisutna hipoksija i manjak gvozda, dolazi do nakupljanja HIF-a
podjedinice, njene translokacije u jedro, heterodimerizacije sa HIF-1p i njihovog vezivanja za

promoterni element osetljiv na hipoksiju na ciljnom genu, ¢iju transkripciju onda izaziva
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(77,80,94). HIF deluje indirektno na smanjenje nivoa hepcidina jer se pod uticajem HIF-2
transkripcionog faktora stimulise stvaranje EPO u bubrezima (80). Zapazeno je da davanjem
injekcije EPO kod ljudi dolazi do znacajnog pada vrednosti hepcidina unutar 24 sata, dok je
kod miseva zabelezeno dozno-zavisno smanjenje hepcidina nakon administracije EPO (79).
Faktor rasta i diferencijacije 15 (GDF 15, Growth Differentation Factor 15) i izuvijani
gastrulacioni protein 1 (TWSG 1, Twisted gastrulation protein 1), ¢lan superfamilije
transformiSuc¢eg faktora rasta [P, smatraju se potenicijalnim faktorima koji suprimiraju
produkciju hepcidina u anemijama sa neefektivhom eritropoezom §to je zapaZzeno u P
talasemiji i u kongenitalnoj diseritropoetskoj anemiji tip 1. U studijama koje su sprovodene na
miSevima je dokazano da TWSGI interferira sa BMP signalnim putem i na taj nacin uti¢e na
regulaciju sinteze hepcidina (79,94). Hipoksija deluje na ekspresiju proteina furina, koji preko
HJV deluje na BMP-Smad signalni put, §to za posledicu ima smanjenje nivoa hepcidina.
Takode deluje i na stvaranje matriptaze -2, proteina koji zaustavlja transkripciju HAMP gena.
Inhibitornim uticajem na HFE, TfR-1, TfR-2 i HJV, hipoksija preko HIF uti¢e na smanjeno
stvaranje hepcidina (80).

U HIGHCARE (HIGH altitude Cardiovascular Research Carried) studiji su ispitivani
nivoi gvozda, EPO, IL-6 i hepcidina u uslovima akutne i hroni¢ne izloZenosti uslovima
hipoksije. Zabelezen je pad nivoa hepcidina unutar 40 sati od nastanka akutne hipoksije na
nadmorskoj visini od 3400m, dok je najniza vrednost zabelezena na nadmorskoj visini od
5400m, s$to je bilo praceno snizenjem nivoa serumskog feritina. Snazna korelacija koja je
dokazana u ovoj studiji izmedu nivoa serumskog feritina 1 hepcidina govori u prilog tome da
vrednosti gvozda ili kinetika gvozda u uslovima hipoksije mogu izazvati negativnu ekspresiju
hepcidina (2).

Neefektivna eritropoeza je odgovorna za stanje hipoksije tokom anemije. EPO je
glikoproteinski hormon koji se sintetiSe u bubrezima i u toku hipoksije nivo serumskog EPO
moze biti sto puta visi nego u uslovima normalne koncentracije kKiseonika. Posto je hipoksija
glavni regulator EPO, a samim tim 1 eritropoeze, smatra se da su snizene vrednosti hepcidina u
anemiji posledica hipoksije, a ne eritropoeze same po sebi. Eritroferon, nedavno otkriveni
hormon, koji se stvara u eritroblastima u odgovoru na EPO tokom procesa eritropoeze,

odgovoran je za smanjenje ekspresije hepcidina (59).
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1.9.4.3 Uticaj inflamacije na regulaciju hepcidina

Sinteza hepcidina je znacajno povecana u infekciji i inflamaciji, $to dovodi do retencije
gvozda u makrofagima i smanjenja intestinalne apsorpcije gvozda (104). Hipoferemija u toku
infekcije je jedan od adaptivnih odgovora urodenog imunog sistema. Snizavanjem nivoa
gvozda, organizam sprecava proliferaciju patogenih mikroorganizama zavisnih od gvozda
(59). lako postoji nekoliko proinflamatornih citokina za koje je dokazano da izazivaju
pojacanu ekspresiju hepcidina, do sada je najvise proucavan uticaj IL-6 (2). IL-6 se na povrsini
hepatocita vezuje za o subjedinicu svog receptora, nakon ¢ega dolazi do dimerizacije 3
subjedinica i njihove fosforilacije pod dejstvom citosolnog proteina janus kinaze (JAK), $to za
posledicu ima aktivaciju STAT signalnog puta (STAT, Signal Transducer and Activator of
Transcription). STAT3 proteini se vezuju za [ subjedinicu, od koje se nakon fosforilacije
odvajaju 1 kao dimeri premestaju u jedro, gde se vezuju za HAMP gen, povecavajuci
ekspresiju hepcidina. Takode je opisano da regulacija ekspresije hepcidina moze da se odvija i
BMP/Smad signalnim putem (94).

Tokom inflamacije celije su izlozene konstantno povisenim koncentracijama
superoksida i vodonik peroksida. U ovakvim uslovima neophodna je precizna regulacija
homeostaze gvozda da bi se sprecilo oStecenje tkiva izazvano produktima Fentonove reakcije.
U neutrofilima i makrofagima membranska nikotinamid adenin dinukleotid fosfat — oksidaza
(NADPH, Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase) proizvodi superokside koji
potom prelaze u vodonik peroksid posredstvom superoksid dismutaze (SOD, Superoxide
dismutase). Zapazeno je da su veoma niske koncentracije vodonik peroksida dovoljne za vrlo
moc¢nu regulaciju hepcidina u ¢elijama hepatoma i primarnim hepatocitima kao 1 da vodonik
peroksid sinergisticki deluje sa drugim faktorima koji indukuju hepcidin kao $to je IL-6. Efekti
koje vodonik peroksid ima na hepcidin uglavhom su posredovani STAT3 putem Koji je

klasiéni inflamatorni put za regulaciju hepcidina (2).

Endoplazmatski retikulum bi mogao da ima znacajnu ulogu u inflamaciji. Akutna
inflamatorna reakcija dejstvom na endoplazmatski retikulum moze da dovede do poremecaja
homeostaze i akumulacije patoloskih proteina unutar endoplazmatskog retikuluma, $to bi
moglo da se odrazi i na regulaciju hepcidina. Takode, zapaZzeno je da hepcidin reaguje ne

samo na ekstracelularne stimuluse, kao $to su varijacije nivoa gvozda i citokina, ve¢ i na
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signale koje izaziva stres unutar ¢elije. Medu endogenim medijatorima ugljenmonoksid i
azotmonoksid igraju znacajnu ulogu u ovoj regulaciji (2,68). Regulacija ekspresije hepcidina

je prikazana na Slici 11.

Krv TF®

J-S00Q002Z

retikulum

Hepcidin

Jedro

Slika 11. Regulacija ekspresije hepcidina (Adaptirano iz reference 80).

1.9.4.4 Uticaj ostalih €inilaca na regulaciju hepcidina

Smatra se da u regulaciji hepcidina ucestvuju i hepatocitni faktor rasta, epidermalni

faktor rasta i steroidni hormoni (79).

Ikeda i saradnici su 2012. godine ukazali da estrogeni regulisu ekspresiju hepcidina
preko G-udruzenog proteina 30 (GPR30, G-coupled protein 30) — BMP6 zavisnog puta na
osnovu Cega estrogen snizava apsorpciju gvozda u crevima. GPR30 se nalaze na celijskoj
plazma membrani i endoplazmatskom retikulumu te posreduju u aktivnosti estrogena kao
steroidni receptor. Noviji podaci sugeriSu da estrogen direkno uti¢e na regulaciju hepati¢ne

ekspresije hepcidina (2).
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Takode, dokazano je da je vitamin D vrlo snazan regulator hepcidina kako u
monocitima, tako i u hepatocitima. U uslovima nedostatka vitamina D poveéano je stvaranje
hepcidina u hepatocitima $to moze dovesti do povecanja koncentracije hepcidina unutar ¢elija
kao i1 sistemski, te na taj naCin posredno dovesti i do smanjene ekspresije FPN u ovim
¢elijama. Direktna supresija transkripcije HAMP gena posredovana 1,25 dihidroksi vitaminom
D koji se vezuje za receptor za vitamin D dovodi do snizavanja mRNA za hepcidin (2). U
studiji koju su sproveli Bacchetta i saradnici, suplementacija vitaminom D je za 34% smanjila

koncentraciju serumskog hepcidina u ispitivanoj grupi (12).

Leptin koji se sintetiSe u hepatocitima i strukturno je slican IL-6, stimuliSe sekreciju

hepcidina kod gojaznih osoba (105,106).

1.9.5 Bolesti udruZene sa poremeéajem koncentracije hepcidina
1.9.5.1 Poremecaji zbog deficita ili rezistencije na hepcidin

Klini¢ki poremecaji koji nastaju zbog deficita ili rezistencije na hepcidin su nasledna
hemohromatoza i anemija sa prevelikim nakupljanjem gvozda, odnosno neefektivnom

hematopoezom (94).

1.9.5.1.1 Hereditarna hemohromatoza

Hereditarna hemohromatoza (HH) predstavlja grupu primarnih genetskih poremecaja
homeostaze gvozda u kojima povecana apsorpcija gvozda iz hrane dovodi do njegove
akumulacije u tkivima i o$tecenja organa (3). HH tip I je daleko najc¢e$ca forma. Nastaje kao
rezultat mutacije u HFE genu na hromozomu 6. Nasleduje se autozomno recesivno (64,107).
KarakteriSe se postepenim deponovanjem gvozda u organima i klinicki se ispoljava najcesce
kod muskaraca starosti 40-50 godina i kod Zzena u menopauzi (59). HH tip Il, takode poznata
kao juvenilna hemohromatoza obuhvata podtip Ila koji nastaje zbog mutacije u HJV i podtip
I1b koji nastaje zbog mutacije u HAMP genu. Pocetak bolesti je izmedu 15 i 20 godina starosti
(59,107). HH tip III nastaje zbog mutacije u TfR2 genu. Pocetak bolesti je izmedu 30 i 40
godina starosti. HH tip IV se naziva i feroportinska bolest, rezultat je mutacije u SLC40A1
genu i nasleduje se autozomno dominantno. Deli se na podtip IVai V (59).

Klinicke manifestacije HH zavisi od mesta deponovanja gvozda, a moze se ispoljiti

kao slabost, letargija, ataksija, oslabljena sr¢ana funkcija, adrenalna insuficijencija, dijabetes,
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ginekomastija, atrofija testisa, impotencija, abdominalni bol, ciroza jetre, hepatocelularni

karcinom, artralgija, pigmentacija koze, opadanje kose (64).

1.9.5.1.2 Anemije sa prevelikim nakupljanjem gvozda

U anemijama sa prevelikim nakupljanjem gvozda, kao S$to su P-talasemija i
kongenitalna diseritropoeti¢na anemija, vrednosti hepcidina U serumu i urinu su zna¢ajno
snizene (79). U B-talasemiji defektna sinteza B-globina u eritroidnim prekursorima dovodi do
prekomernog stvaranja a-lanaca uzrokujuci apoptozu prekursora eritrocita u kostnoj srzi. To
dovodi do produkcije EPO koji stimuli$e stvaranja eritroidnih prekursora koji potom podlezu
apoptozi. Usled visokog nivoa EPO, nivo hepcidina je nizak, §to za posledicu ima preveliku

apsorpciju gvozda u dvanaestopalaénom crevu i njegovo talozenje u tkivima i organima (3).

1.9.5.2 Poremecaji zbog visokih vrednosti hepcidina

U poremecaje koji nastaju zbog visokih vrednosti hepcidina spadaju anemija u
inflamaciji, anemija sa smanjenim sadrzajem i refrakterno$¢u na gvozde, anemija u hroni¢noj

bolesti bubrega i anemija u malignim bolestima (3).

1.9.5.2.1 Anemija u inflamaciji

Sinteza hepcidina je znacajno povecana u inflamaciji, §to dovodi do retencije gvozda u
makrofagima i smanjenja intestinalne apsorpcije gvozda (104). U toku inflamacije povecana je
sinteza proinflamatornog citokina IL-6, koji izaziva pojacanu ekspresiju hepcidina (2).
Anemija se javlja kod obolelih od hroni¢nih infektivnih bolesti, reumatoloskih bolesti i
inflamatornih bolesti creva. Spada u blagu do umerenu normocitnu anemiju, mada moze biti
mikrocitna i hipohromna anemija, rezistentna na terapiju preparatima gvozda. Karakterise je
poviSena vrednost hepcidina, skracen Zivotni vek eritrocita zbog makrofagne aktivacije ili
opsonizacije eritrocita, supresija eritropoeze zbog dejstva citokina na eritrocitne prekurzore ili

zbog smanjenog stvaranja eritropoetina (3).
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1.9.5.2.2 Anemija sa smanjenim sadrZajem i refrakterno$¢u na gvozde

Predstavlja hereditarnu, hipohromnu, mikrocitnu anemiju refrakternu na oralnu terapiju
preparatima gvozda, sa delimi¢nim odgovorom na parenteralnu terapiju. Nastaje zbog
poveéane produkcije hepcidina usled mutacije u genu TMPRSS6 na hromozomu 22, koji
kontroliSe membransku proteazu matriptazu-2, negativnog regulatora HJV. Mutacija u
TMPRSS6 genu je odgovorna za hroni¢nu hiperhepcidinemiju koja dovodi do sniZenih
vrednosti serumskog gvozda. Retka forma anemije sa smanjenim sadrZajem i refrakterno$éu

na gvozde je udruzena sa hepati¢nim adenomom (3,59,70).

1.9.5.2.3 Anemija u hroni¢noj bolesti bubrega

Smatra se da su poviSene vrednosti hepcidina kod obolelih od hroni¢ne bolesti bubrega
posledica prevelike produkcije usled poremecenog metabolizma gvozda 1 hronicne
inflamacije, kao i smanjenog izlu¢ivanja zbog snizenog renalnog klirensa (94). Renalna
ekskrecija je glavni put eliminacije hepcidina. Kada je funkcija bubrega ocuvana,
koncentracija urinarnog hepcidina dobro korelira sa koncentracijom serumskog hepcidina. U
slu¢aju smanjenja bubreZne funkcije dolazi do akumulacije hepcidina u organizmu i razvoja
gvozde restriktivne anemije (3). Osim poremecaja nivoa hepcidina, kod osoba obolelih od

hroni¢ne bolesti bubrega dolazi do smanjene sinteze EPO i rezistencije na terapiju EPO (52).

1.9.5.2.4 Anemija u malignim bolestima

Anemija u malignim bolestima moze biti posledica same bolesti, ili nastaje kao rezultat
hemoterapije i radioterapije (3). Tumorske c¢elije dovode do pojave anemije infiltracijom
kostne srzi, destrukcijom eritroidnih progenitorskih ¢elija stvaranjem slobodnih radikala ili
produkcijom proinflamatornih citokina (52). U slucaju Hodgkinove bolesti i multiplog
mijeloma anemija je pracena poviSenim vrednostima hepcidina. Vrednosti hepcidina zavise
od vrste, veliCine 1 lokalizacije karcinoma kao i1 od inflamatornog odgovora domacina na

maligni proces (3).
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1.9.6 Terapijski potencijal agonista i antagonista hepcidina

S obzirom da i poviSene i snizene vrednosti hepcidina imaju znacajnu ulogu u
patogenenzi razli¢itih bolesti, smatra se da bi terapijska primena agonista i antagonista
hepcidina dovela do poboljSanja zdravlja i1 kvaliteta zivota velikog broja pacijenata sa

poremecajem metabolizma gvozda (79,87).

1.9.6.1 Agonisti hepcidina

Jedinjenja koja imitiraju funkciju hepcidina ili potenciraju njegovu endogenu sintezu
mogu prevenirati sistemsku akumulaciju gvozda. Agonisti hepcidina predstavljaju terapijsku
opciju u leCenju pacijenata sa lo§im odgovorom na standardne nacine lecenja, kao §to je slucaj
kod obolelih od hereditarne hemohromatoze i B-talasemije. Hepcidin sam po sebi ne poseduje
dobre farmakoloske osobine zbog poluvremena eliminacije od nekoliko minuta i
komplikovanih disulfidnih veza. Osim toga, oralna apsorpcija hepcidina je nedovoljna zbog
veli¢ine od 2,7 kDa. Zbog toga se ulazu veliki napori u sintezi produkata koji imitiraju dejstvo
hepcidina sa dobrim terapijskim moguénostima (108).

Minihepcidini predstavljaju analoge hepcidina koji sadrze N-terminalni deo hepcidina
sa 9 aminokiselina $to je znaCajno za vezivanje za FPN. Dodavanjem neprirodnih
aminokiselina povecana je rezistencija na proteolizu, dok je dodavanjem masnih kiselina
produzen poluzivot u cirkulaciji 1 povecana oralna apsorpcija. Minihepcidini se mogu
primenjivati u cilju prevencije nakupljanja gvozda u organizmu, ili u kombinaciji sa
flebotomijom i helatorima gvozda u leCenju poremecaja sa prekomernim nakupljanjem ovog
metala (2,79,94).

Antagonisti matriptaze -2 i agonisti BMP6 predstavljaju potencijalne stimulatore
proizvodnje hepcidina. Matriptaza -2 inhibiSe sintezu hepcidina depresijom BMP/Smad
signalnog puta koji predstavlja jedan od glavnih regulatornih mehanizama u kontroli
ekspresije hepcidina. Druga moguénost povecanja produkcije hepcidina podrazumeva primenu
BMP6 ili njegovih agonista. Medutim kako ovaj signalni put ima ulogu i u morfogenezi kosti,
¢elijskom rastu, diferencijaciji i apoptozi, angiogenezi i tumorima, potrebna su dodatna
ispitivanja (2,79,94).

40



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

1.9.6.2 Antagonisti hepcidina

Sve je veéi broj dokaza koji ukazuju na to da primena antagonista hepcidina moze biti
od koristi u leCenju anemije u inflamaciji, posebno kod pacijenata koji imaju autoimuno
oboljenje, hroni¢no oboljenje bubrega i neke tipove karcinoma (80,109).

Dejstvo hepcidina bi se moglo smanjiti smanjenjem njegove produkcije, direktnom
neutralizacijom hepcidina ili blokiranjem vezivanja hepcidina za FPN (79).

S obzirom da je BMP/Smad signalni put najznacajniji za produkciju hepcidina, jasno je
da ¢e agensi koji interferiraju sa ovim putem dovesti do smanjenja produkcije hepcidina (79).
Dozmorfin je mali molekul koji selektivno inhibiSe receptore BMP tip 1 kao Sto su ALK2,
ALK3 i ALKG6 i na taj nacin blokira BMP posredovanu Smad 1/5/8 fosforilaciju. Solubilni
HJV takode deluje kao antagonista BMP puta. Tocilizumab, anti-IL-6 antitelo koji se
primenjuje kod obolelih od reumatoidnog artritisa i Kastelmanove bolesti smanjuje ekspresiju
hepcidina posredovanu IL-6. Antitela protiv faktora nekroze tumora o (TNF- a, Tumor
necrosis factor - o) dovode do smanjenja nivoa hepcidina kod obolelih od reumatoidnog
artritisa. Visoke doze EPO mogu suprimirati produkciju hepcidina. Takode, heparin i derivati
heparina inhibisu transkripciju hepcidina interferiraju¢i sa BMP signalnim putem (80). Kod
pacijenata kod kojih je primenjivan heparin u cilju prevencije duboke venske tromboze,
serumska koncentracija hepcidina je smanjena za oko 80% nakon 2-5 dana od pocetka
terapije. Medutim, njegova antikoagulantna aktivnost ograni¢ava upotrebu u ovakve svrhe
(79).

Antikalini su mali proteini dobijeni iz lipokalina, koji se vezuju za hepcidin i time
neutraliSu njegovu funkciju. Poseduju dobru tkivnu penetraciju i nisku imunogenost.
danas je opisan antikalin PRS-080 koji se vezuje za humani hepcidin i blokira interakciju
izmedu hepcidina i FPN (2). Spiegelmeri su derivati aptamera otporni na degradaciju
nukleazama, stabilni su u cirkulaciji, imunoloski neutralni i dobro se podnose. Prednost im je
jer su visoko specifi¢ni za vezivanje za hepcidin. Nedostatak svih molekula koji se vezuju za
hepcidin je velika molekulska masa koja bi mogla da utice na prirodni put eliminacije
hepcidina i time bi mogla doprineti daljem nakupljanju ovog molekula, kao i velika doza leka
koja bi morala biti primenjena intravenski (79,94). Molekule kao $to su fursultiamin, tioksolon

i pirition cink preveniraju interakciju izmedu hepcidina i FPN (2).

41



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvozda u dece sa sideropenijskom anemijom

Medutim, nekoliko antagonista hepcidina ukljuc¢uju¢i dorzomorfin i njegove derivate,
antagonisti IL-6 i spiegelmeri ispoljavaju Stetne efekte, zbog ¢ega je u poslednje vreme sve
veéi broj prirodnih produkata koji se koriste kao antagonisti hepcidina. Ekstrakt dobijen iz
omotaca semena crne soje inhibiSe ekspresiju hepcidina in vitro i in vivo. Miricetin, flavonoid
prisutan u orasima, luku, bobi¢astom vocu, crvenom grejpfrutu, pored znacajnih bioloskih
osobina kao $to su antikancerozno, antiinflamatorno i antidijabetesno dejstvo, moze uticati i na
sistemsku homeostazu gvozda. Ispitivanja na misevima su potvrdila da miricetin inhibiSe
ekspresiju hepcidina putem BMP/Smad signalnog puta, inhibiSu¢i Smadl/5/8 fosforilaciju.
Nakon pet dana kontinuirane primene miricetina, hematoloskim ispitivanjem zabelezene su
poviSene vrednosti eritrocita, hemoglobina i hematokrita. Slican regulatorni mehanizam ima i
kurkumin, bioloski aktivan helator gvozda koji smanjuje ekspresiju hepcidina ¢ime uti¢e na
sitemsku homeostazu gvozda (109,110). Nove terapijske mogucnosti u leéenju poremecaja

metabolizma gvozda prokazane su u Tabeli 6.

Tabela 6. Nove terapijske mogucnosti u lecenju poremecaja metabolizma gvozda (80).

Poremecaj Nivo hepcidina Trenutna terapija Nove terapijske
mogucnosti

Hereditarna Nizak Flebotomija, helatori | Agonisti hepcidina

hemohromatoza gvozda

Anemije sa Nizak / Agonisti hepcidina

prevelikim

nakupljanjem gvozda

Anemija u hroni¢nim | Visok Preparati gvozda, Antagonisti

bolestima EPO, ESA hepcidina

Anemija sa Visok Gvozde parenteralno | Antagonisti

smanjenim sadrzajem hepcidina

1 refrakternoscu na

gvozde

Adenom jetre Visok Operativno Antagonisti
hepcidina
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1.9.7 Znacaj hepcidina u dijagnostici anemije

Hepcidin ima najvazniju regulatornu ulogu u metabolizmu gvozda $to ga potencijalno
¢ini korisnim bioloskim markerom za dijagnozu i pra¢enje poremecaja metabolizma gvozda
(111). Koncentracija hemoglobina u fizioloskim granicama ne iskljucuje deficit gvozda jer se
nivo telesnog gvozda znacajno smanji pre nego vrednost hemoglobina padne ispod grani¢nih
(cut off) vrednosti koja definiSe anemiju (75). SniZzene vrednosti serumskog hepcidina mogu se
izmeriti pre nego dode do pada vrednosti hemoglobina, hematokrita, eritrocitnih konstanti i
feritina (111). Pouzdan je pokazatelj nivoa telesnog gvozda i moze upotpuniti najcesce
kori$¢ene parametre u proceni i diferencijalnoj dijagnostici anemija (53,102). Odredivanje
vrednosti hepcidina moze predstavljati znacajan skrining test medu davaocima krvi Sto bi
doprinelo smanjenju u¢estalosti anemija medu ovom kategorijom stanovnistva (53).

Za sada nema dovoljno podataka koji bi omogudili precizno definisanje referentnih
vrednosti i potencijalnih grani¢nih (cutt off) vrednosti koje bi mogle biti pouzdan indikator
nedostatka gvozda (112). Utvrdeno je da koncentracija hepcidina pokazuje velike individualne
razlike 1 da na vrednosti hepcidina uticu pol i uzrast, a moguce je da postoji 1 znacajna razlika
medu populacijama (3,113). Referentne vrednosti za koncentraciju hepcidina u serumu i urinu
nisu precizno definisane, tako da vecina studija izvestava o rasponu izmerenih koncentracija, a
pojedine studije pokuSavaju da definiSu potencijalne grani¢ne (cut off) vrednosti. Broj studija
koje pokuSavaju da definiSu referentne vrednosti za hepcidin u dece je veoma mali, a rezultati
su nehomogeni (100,114,115,116).

U naSoj sredini do sada nisu radena ovakva istraZzivanja. Namece se potreba da se ispita
kolika je koncentracija hepcidina u serumu u dece u nasoj sredini za odredenu metodu i test,
da se utvrdi da li bi se ispitivani test mogao Kkoristiti u dijagnozi sideropenijske anemije u dece,

i da se, ukoliko je to moguce, odrede potencijalne grani¢ne (cut off) vrednosti.
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2. CILJEVI | HIPOTEZE

Ciljevi:

1. Odrediti serumske koncentracije hepcidina u dece uzrasta od 6 meseci do 2 godine i

adolescenata uzrasta od 11 do 19 godina koji boluju od sideropenijske anemije i
uporediti ih sa serumskim koncentracijama hepcidina u dece i adolescenata istog
uzrasta koji ne boluju od sideropenijske anemije.

Odrediti povezanost koncentracije hepcidina sa koncentracijom gvozda u serumu,
koncentracijom feritina, nezasi¢enim kapacitetom vezivanja gvozda, ukupnim
kapacitetom za vezivanje gvozda, koncentracijom transferina i procentom saturacije
transferina.

Utvrditi senzitivnost 1 specifi¢nost hepcidina kao testa za otkrivanje sideropenijske

anemije kod dece uzrasta od 6 meseci do 2 godine i adolescenata od 11 do 19 godina.

Hipoteze:

1. Koncentracija hepcidina je niza u dece i adolescenata koji boluju od sideropenijske

anemije u poredenju sa decom i adolescentima koji ne boluju od sideropenijske
anemije.

Koncentracija hepcidina je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom gvozda u serumu,
koncentracijom feritina, nezasi¢enim kapacitetom vezivanja gvozda, koncentracijom
transferina i procentom saturacije transferina, a u negativnoj sa ukupnim kapacitetom
za vezivanje gvozda.

Serumska koncentracija hepcidina je visoko senzitivan i specifi¢an pokazatelj deficita

gvozda kod dece 1 adolescenata koji boluju od sideropenijske anemije.
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3. MATERIJAL | METODE ISPITIVANJA

Ispitivanje je sprovedeno kao prospektivno istrazivanje u Institutu za zdravstvenu
zastitu dece 1 omladine Vojvodine U saradnji sa Centrom za laboratorijsku medicinu Klini¢kog
centra Vojvodine u Novom Sadu. Odabir ispitanika i uzorkovanje materijala je sprovodeno
tokom 2014. i 2015. godine.

Ispitivanjem je obuhvac¢eno ukupno 173 ispitanika, 89 ispitanika koji su bolovali od
sideropenijske anemije i 84 ispitanika koji nisu bolovali od sideropenijske anemije i koji su
predstavljali kontrolnu grupu. Svi ispitanici su bili podeljeni u Cetiri grupe. Prvu grupu je
¢inilo 56 ispitanika uzrasta od 6 meseci do 2 godine koji su bolovali od sideropenijske anemije
(16 ispitanika je bilo Zenskog pola, a 40 ispitanika muSkog pola). Drugu grupu je ¢inilo 33
adolescenta uzrasta od 11 do 19 godina koji su bolovali od sideropenijske anemije (26
ispitanika je bilo Zenskog pola, a 7 ispitanika muskog pola). Treca i Cetvrta grupa su bile
kontrolne sa 32 ispitanika uzrasta od 6 meseci do 2 godine, odnosno 52 adolescenta koji nisu
bolovali od sideropenijske anemije.

U ispitivanu grupu su ukljuceni samo oni ispitanici koji su bolovali od sideropenijske
anemije, koji su bili uzrasta od 6 meseci do 2 godine ili od 11 do 19 godina, koji nisu
bolovali od drugih bolesti koje uticu na nivo hemoglobina i ¢iji je roditelj, odnosno staratelj
potpisao ponudeni Pristanak informisanog pacijenta/roditelja. U kontrolnu grupu su
ukljuceni oni ispitanici koji nisu bolovali od sideropenijske anemije, koji su bili uzrasta od 6
meseci do 2 godine ili od 11 do 19 godina, koji nisu bolovali od drugih bolesti i ¢iji je
roditelj, odnosno staratelj potpisao ponudeni Pristanak informisanog pacijenta/roditelja. 1z
ispitivanja su iskljuceni ispitanici koji su bili uzrasta ispod 6 meseci, 0dnosno izmedu 2 i 11
godina i preko 19 godina, koji su bolovali od pridruzenih bolesti koje uticu na nivo
hemoglobina, kod kojih je zapoceta terapija sideropenijske anemije, koji su uzimali
medikamente koji uti¢u na metabolizam gvozda i ¢iji roditelj, odnosno staratelj nije potpisao
ponudeni Pristanak informisanog pacijenta/roditelja, kao i oni koji su naknadno povukli
potpisani Pristanak informisanog pacijenta/roditelja i odbili da ucestvuju u daljem
istrazivanju.

Tekst Pristanka informisanog pacijenta/roditelja je dat u prilogu.

Nakon obavljenog razgovora sa roditeljima svih ispitanika i ispitanicima uzrasta od 11

do 19 godina, pristupalo se prikupljanju uzoraka krvi za odredivanje kompletne krvne slike,
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broja retikulocita, koncentracije gvozda u serumu, C-reaktivnog proteina, ukupnog
kapaciteta za vezivanje gvozda, nezasi¢enog kapaciteta vezivanja gvozda, koncentracije
feritina, koncentracije transferina, procenta saturacije transferina i koncentracije hepcidina.

Krv je dobijana venepunkcijom. Svi ispitivani parametri su odredivani odmah nakon
uzorkovanja krvi, jedino su u sluc¢aju hepcidina uzorci nakon centrifugiranja zamrzavani na -
70°C, do prikupljanja svih potrebnih uzoraka, nakon ¢ega su laboratorijski analizirani.

Kompletna krvna slika je odredivana kvantitativno metodom proto¢ne citometrije na
aparatu Celltac. FizioloSkim vrednostima eritrocita U uzrasnoj grupi 6-24 meseca su smatrane
vrednosti 3,7-4,5x10*%/L, a u uzrasnoj grupi 11-19 godina 4,1-4,9x10%%/L. Fizioloskim
vrednostima hemoglobina u uzrasnoj grupi 6-24 meseca smatrane su vrednosti 110-120g/L, u
uzrasnoj grupi 11-19 godina kod Zenskog pola 120-140g/L, a kod muskog pola 130-140g/L.
Fizioloske vrednosti MCV u uzrasnoj grupi 6-24 meseca su 70-78x10™**/L, u uzrasnoj grupi
11-19 godina 78-90x10°/L, MCH u uzrasnoj grupi 6-14 meseca 23-27x10™"?/L, u uzrasnoj
grupi 11-19 godina 25-30x10™"4/L i MCHC u obe uzrasne grupe 310-340 g/L. Normalan broj
leukocita je 4-10x10%L, trombocita 140-400x10°/L, a retikulocita 0,7-2,2%.

Odredivanje  serumske  koncentracije = C-reaktivnog  proteina  vrSeno  je
imunoturbidimetrijski na aparatu Roche/Hitachi cobas ¢ uz koriS¢enje komercijalnih setova
firme Roche. Fizioloskim vrednostima C-reaktivnog proteina smatra se koncentracija 0-5
mg/L.

Gvozde u serumu je odredivano fotometrijski na aparatu Roche/Hitachi cobas ¢ uz
kori$éenje komercijalnih setova firme Roche. Fizioloskim vrednostima gvozda u uzrasnoj
grupi 6-24 meseca su smatrane vrednosti 4-25umol/L, a u uzrasnoj grupi 11-19 godina 5-33
pmol/L. TIBC je odredivan fotometrijski na aparatu Roche/Hitachi cobas ¢ uz koriséenje
komercijalnih setova firme Roche. Fizioloskim vrednostima TIBC u uzrasnoj grupi 6-24
meseca smatra se 48-79 umol/L, a u uzrasnoj grupi 11-19 godina 52-102 pmol/L. Tsat je
izracunat prema formuli: serumsko Fex100/TIBC. Grani¢na vrednost (cut off) vrednost za
Tsat koja definiSe sideropenijsku anemiju je <15%. Koncentracije feritina i transferin su
odredivane imunoturbidimetrijskom metodom na biohemijskom analizatoru Architect c800
komercijalnim setovima firme Abbott (Wiesbaden, Germany). Fizioloskim vrednostima
koncentracije feritina za uzrasnu grupu 6-24 meseca su smatrane vrednosti 6-24 ug/L, a u

uzrasnoj grupi 11-19 godina 6-40 pg/L. Fizioloskim vrednostima koncentracije transferina u
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uzrasnoj grupi 6-24 meseca smatrane su vrednosti 2,18-3,47 g/L, a u uzrasnoj grupi 11-19
godina 2,33-4,44 g/L (117).

Svim ispitanicima je odredivana koncentracija hepcidina u serumu. U tu svrhu koris¢en
je Quantikinine ELISA (Enzyme linked-immunosorbent assay) za kvantitativno odredivanje
humanog hepcidina, proizvodaca R&D. Navedeni pribor (kit ili esej) je zasnovan na
nekompetetivnoj, sendvi¢ imunometrijskoj metodologiji. U prvom koraku hepcidin iz
standardnih rastvora kao i seruma ispitanika se vezuje za monoklonska antitela koja oblazu
zid caSica mikrotitarske plo¢e. Nakon prve inkubacije i ispiranja viska seruma, dodat je
konjugat koji sadrzi monoklonska antitela usmerena ka humanom hepcidinu, a vezan za
enzim peroksidazu. Nakon druge inkubacije i ispiranja, u reakciju se dodaje supstrat solucija
koja razvija bojenu reakciju odredenog intenziteta, srazmernu koncentraciji humanog
hepcidina u uzorcima. Trideset minuta od momenta dodavanja supstrata, reakcija se
zaustavlja pipetiranjem odredene zapremine stop solucije. Intenzitet boje se ocitava kao
opticka gustina (optical density- OD), automatski na talasnoj duzini od 450 nm, sa
korekcijom na 540 nm. lzradom standardne krive ocitane su vrednosti hepcidina za sve
ispitanike. Prema preporuci proizvodaca, svi uzorci su diluirani u odnosu 1:5 i izvodeni u
duplikatnim merenjima. Pri konacnoj interpretaciji koncentracija humanog hepcidina u
serumu, vrednosti dobijene sa standardne krive su mnoZene dilucionim faktorom, uzimanjem
srednje vrednosti za svakog ispitanika. Proizvoda¢ nije definisao i preporucio opseg
referentnih vrednosti. Senzitivnost (osetljivost) analize je < 1,70 pg/mL. Preciznost analize je
izrazena kroz vrednosti koeficijenta varijacije (CV) i to za preciznost unutar jedne Serije
(intra-assay) vrednosti CV su redom: 4,3%, 3,1% i 3,2%; dok za preciznost izmedu serija
(inter-assay), CV su bili visi: 11%, 8% 1 6,2%.

Za statisticku obradu dobijenih podataka koriS¢ene su hemometrijske analize,
deskriptivna statistika, analiza glavnih komponenti, linearni model, vestacke neuronske
mreze-ANN modeli (ANN, Artificial Neural Network). Rezultati su prikazani tabelarno i
graficki. Statisticka znaCajnost rezultata kao 1 vrednost regresionih koeficijenata u

matematickom modelu ispitivana je na statisti¢koj znacajnosti: p<0,01, p<0,05 i p<0,10.
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3.1 HEMOMETRIJSKE ANALIZE

Naziv hemometrija je prvi put upotrebljen 1971. godine, a odnosi se na
interdisciplinarnu nau¢nu oblast koja ukljucuje viseparametarsku statistiku, matematicko
modelovanje, informaticke metode 1 analiticku hemiju. Primenom matematickih,
informatickih i statistickih metoda, ostvaruje se efikasno i jednostavno odredivanje fizicko-
hemijskih osobina, predvidanje ponasanja ili klasifikovanje jedinjenja u neku od kategorija, na
osnovu podataka o njihovoj molekulskoj strukturi (118,119).

Za uspostavljanje matematicke korelacije neophodno je sve informacije pretvoriti u
numericke vrednosti, a matematicki obrazac se modeluje pomocu osnovnog skupa ulaznih
podataka dobijenih eksperimentalnim putem.

Proteklih 30 godina, razvijene su razli¢ite hemometrijske metode, koje omogucavaju
dobijanje pouzdanih modela za predvidanje nepoznatih vrednosti, reprodukciju poznatih
eksperimentalnih podataka i klasifikaciju jedinjenja (120).

Neke od glavnih oblasti primene hemometrije ukljuc¢uju (119).

1. Kalibraciju, validaciju 1 test znacajnosti,
2.0ptimizaciju hemijskih merenja i eksperimentalnih postupaka,
3. PronalaZenje maksimalne hemijske informacije na osnovu analitickih podataka.

U okviru ove doktorske teze, od viSeparametarskih matematickih metoda primenjene
su: deskriptivna statistika (Descriptive statistics), analiza glavnih komponenti (PCA, Principal

components analysis), linearni model i vestacke neuronske mreze.

3.2 DESKRIPTIVNA STATISTIKA

Deskriptivna statistika je upotrebljena za kvantitativno opisivanje proucavanih osobina
kako bi se opisali podaci 1 sagledali njihovi medusobni odnosi. Univarijantna analiza je
uradena da bi se utvrdila raspodela promenljivih, ukljucujuéi centralnu tendenciju (srednje
vrednosti) i disperziju (opsezi, standardne devijacije i varijanse).

Rezultati su interpretirani na osnovu Tukey-evog HSD testa, na nivou znacajnosti
p<0,05, pri nivou poverenja od 95%. Tukey-ev HSD (Honestly significnt distance) test
pokazuje koliko treba da su udaljene bilo koje dve srednje vrednosti da bi bile statisticki

razlicite. Za razliku dve srednje vrednosti ve¢u od standardne devijacije (SD), ovim testom se
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dokazuje da je statisticki znacajna. Tukey-evim HSD testom podataka dobijenih razli¢itim
laboratorijskim merenjima, ustanovljeno je da je vecina uzoraka statisticki znacajno razlicita
na nivou p<0,05, ¢ime je dokazano da su ispitivani uzorci dovoljno raznoliki da bi se
pristupilo statistickoj analizi i matematickom modelovanju.

Deskriptivna statisticka analiza, uz pomo¢ Microsoft Excel 2007 softvera, primenjena

je za izraCunavanje srednjih vrednosti, standardne devijacije i varijanse promenljivih.

3.3 ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI

Termin PCA-se odnosi na matemati¢ku metodu za analizu podataka koja gradi linearne
viSeparametarske modele na osnovu kompleksnog seta podataka.

Linearni viSeparametarski PCA modeli razvijaju se primenom ortogonalnih baznih
vektora, koji se obi¢no nazivaju glavne komponente (121).

PCA je viSeparametarska matematicka metoda u kojoj se ispituju korelacije izmedu
promenljivih, a na osnovu toga se broj promenljivih smanjuje i odreduju se nove, faktorske
koordinate. Ove transformacije (preslikavanja) koordinata izvode se tako da prva faktorska
koordinata pokriva najve¢u mogucu varijansu sistema, a analiza se koristi da se obezbedi
najve¢e moguce razdvajanje izmedu grupa (klastera) koje definiSu promenljive. Ova metoda
prepoznavanja sli¢nosti medu grupama uzoraka se ovde koristi za karakterizaciju i razdvajanje
uzoraka na osnovu uocenih osobina uzoraka (tj. na osnovu eksperimentalnih merenja svih
promenljivih veli¢ina koje se pripisuju odredenom uzorku).

PCA omogucava zna¢ajno smanjivanje broja promenljivih, kao 1 detektovanje nekih
strukturnih zavisnosti koje postoje izmedu eksperimentalno merenih veli¢ina 1 razliCitih
uzoraka, S$to daje sveobuhvatniju sliku. "Auto - skaliranje" se vrlo Cesto Kkoristi za
viSeparametarsko poredenje razli¢itih kompleksnih uzoraka hrane, pri ¢emu se uzorci ocenjuju
(rangiraju) na osnovu srednje vrednosti i standardne devijacije grupe uzoraka. Posto jedinice,
kao ni skale razlicitih promenljivih koje opisuju poredene uzorke hrane nisu iste, potrebno je
transformisati podatke svih merenja u tzv. standardne ocene, bezdimenzionalne vrednosti koje
se dobijaju iz srednje vrednosti eksperimentalnih (merenih) vrednosti odredene veli¢ine za dati
uzorak, podeljene sa standardnom devijacijom grupe uzoraka, prema jednacini 3.3.1.

Standardna ocena = (x — p)/o [3.3.1]

pri ¢emu je x mereni podatak, p srednja vrednost grupe podataka, i o standardna devijacija.
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Celokupan skup podataka se uvodi u PCA analizu u obliku "auto-skalirane™ matrice
(122,123).

PCA ortogonalno transformiSe eventualno korelisane podatake u skup linearno
nekorelisanih promenljivih (glavne komponente). Faktorske koordinate nastaju linearnim
transformacijama originalnih promenljivih, tako da prvih nekoliko osnovnih komponenti
sadrze veci deo varijabilnosti originalnog seta podataka. Transformacija je definisana tako da
prva glavna komponenta ima najve¢u mogucu varijansu (odnosno najveéu mogucu
varijabilnost podataka), a svaka naredna komponenta ima najve¢u mogucu varijansu pod
uslovom da bude ortogonalna (tj. u korelaciji) u odnosu na prethodne komponente.

Najjednostavnija vrsta PCA deli kovarijansne (odnosno korelacione) matrice na tzv.
svojstvene vrednosti (engl. eigenvalues), obi¢no posle centriranja srednjih vrednosti (i
normalizacije) matrica za svaku promenljivu. Sopstvena vrednost meri koli¢inu varijacije koja
je opisana pomocu faktorskih koordinata, pri ¢emu najveéi uticaj ima prva osnovna
komponenta, a svaka slede¢a manji. Sopstvena vrednost veca od 1 ukazuje da PCA uracunava
viSe varijansi nego originalne promenljive, tako da se obi¢no za tumacenje koriste samo te
faktorske koordinate. Rezultati PCA analize se obi¢no tumace na osnovu doprinosa (engl.
score) promenljivih u komponentama. PCA je najzastupljenija multivarijaciona analiza koja
otkriva medusobni odnos podataka na nacin koji najbolje objasnjava njihovu varijansu (124).

PCA i korelaciona analiza su uradene primenom StatSoft Statistica 10 programa.

3.4 LINEARNI MODEL

Polinom se pokazao kao odgovarajuci oblik odzivne funkcije, s obzirom da se
kvalitet fitovanja eksperimentalnih podataka moze poboljSati povec¢anjem stepena polinoma. U
vecini slucajeva se koriste polinomi prvog ili drugog stepena. Modeli dobijeni na ovakav nacin
su posebno pogodni za reSavanje optimizacionih problema, jer opisuju interakcije velikog
broja faktora, a 1 procena kvaliteta fitovanja polinomskih modela se moze lako odrediti
(123,124). Nemoguc¢nost predvidanja vrednosti odziva izvan ispitivanog opsega procesnih
parametara je glavni nedostatak primene polinomskih modela.

Najjednostavniji polinom koji se moZe primeniti je polinom prvog reda koji u

obzir uzima samo linearne uticaje pojedinac¢nih faktora (3.4.1):
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N = Po + B1x1 + Paxz [3.4.1]

Osnovna prednost polinomnih modela je u tome $to je potreban manji broj

merenih podataka da bi se obezbedio dovoljan broj informacija za odredivanje statisticki

validnih rezultata. Ove jednaCine opisuju parametre sistema i njihov uticaj na posmatrane

odzive sistema, odreduju meduzavisnosti testiranih promenljivih i ispituju kombinovane efekte

parametara procesa na posmatrane odzive, omogucéavajuci da se na efikasan nacin istrazi uticaj
promenljivih na pokazatelj stanja anemije pacijenta.

Statisticka znaCajnost rezultata kao 1 vrednost regresionih koeficijenata u

matematickom modelu ispitivana je na statisti¢koj znacajnosti: p<0,01, p<0,05 1 p<0,10.

3.5 VESTACKE NEURONSKE MREZE-ANN MODELI

Neuronske mreze su sistemi sa¢injeni od vise jednostavnih elemenata (neurona) koji
istovremeno obraduju podatke. Funkcije koje su ANN u stanju da obraduju zavise od strukture
mreZe, a obrada podataka se izvodi u ,,neuronima”. Vestacke mreze “uce” iz setova podataka
na osnovu kojih se formira algoritam metodom proba-greska, pri ¢emu se podeSavaju propusni
(tzv. tezinski) koeficijenti izmedu neurona. Obucavanje neuronskih mreza se svodi na ucenje
1z primera kojih bi trebalo da bude §to viSe kako bi ANN bila preciznija. Podaci iz skupa za
ucenje se periodi¢no propustaju kroz mreze, a kasnije se dobijene vrednosti uporeduju sa
oc¢ekivanim i poboljSavaju menjanjem teZinskih koeficijenata.

Pri razvijanju ANN modela se, prema preporuci iz programa StatSoft Statistica, baza
podataka merenith vrednosti nasumi¢no deli (randomize funkcijom) na podatke za ucenje
(60%), proveru (20%) i testiranje neuronske mreze (20%). Deo podataka koji sluze za proveru
koristi se za testiranje performanse mreZze u toku procesa ucenja kao indikatora nivoa
generalizacije 1 momenta kada je taj proces zavrSen. Podaci za testiranje sluZe za ispitivanje
sposobnosti generalizacije mreze.

Zbog zahteva algoritma koji se koristi u proraunu ANN, ulazni 1 izlazni podaci se
uobicajeno normalizuju koris¢enjem jednacdine [3.5.1] u kojoj je q; i-ti ¢lan koji predstavlja
izmerene vrednosti Le, Er, Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin,
transferin, hepcidin, Rtc i Tsat:

q _min(qi) [3 5 1]
max(g,) — min(g,) >

qi norm.
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Normalizovane promenljive imaju vrednosti izmedu 0 i 1, i nemaju nikakvo fizicko
znacenje. Svrha ovih transformacija je promena raspodele ulaznih promenljivih, kako bi se
bolje uklopila u raspodelu previdenih izlaza. Na ovaj nain se ubrzava faza ucenja mreze
(125).

Neuroni u mrezi su organizovani u dva ili vise slojeva, gde je prvi sloj ulazni, poslednji
izlazni, a unutrasnji skriveni sloj (Slika 3.5.1). Radi razvijanja adekvatne ANN neophodno je
izabrati broj skrivenih slojeva i1 broj neurona u njima. Vise skrivenih slojeva moze dovesti do
problema lokalnih minimuma i sporije konvergencije u toku faze ucenja mreze, daleko je
povoljnija primena samo jednog sloja. Organizacija slojeva i nacin njihovog povezivanja
specifi¢na je za svaki zadatak (126,127).

U okviru ove doktorske disertacije primenjeni su viSeslojni perceptron modeli (MLP,
Multi-Layer Perceptron) koji se sastoje od ukupno tri sloja (ulaznog, skrivenog i izlaznog), a
predstavljaju najuobicajeniju i najfleksibilniju mrezu. Istrazivanja su pokazala da su ovi
modeli pogodni za aproksimiranje nelinearnih zavisnosti (128,129,130). Informacija se
prenosi izmedu slojeva uz pomo¢ prenosnih i aktivacionih funkcija, koje su uobicajeno
linearne za ulazne i izlazne slojeve, a nelinearne u skrivenom sloju. Najée$¢e nelinearne
aktivacione funkcije koje se koriste pri racunanju ANN u StatSoft Statistica programu su:
logaritamske, sigmoidalne, hiperboli¢ke 1 tangentne funkcije (takode 1 eksponencijalne,
sinusne, softmax, Gausove). U vecini primena, hiperbolicke tangentne funkcije se ponaSaju
bolje od ostalih (128).

MLP neuronske mreze ,,uce” primenom povratnog prostiranja (backpropagation), pri
¢emu se reSavanje skupa nelinearnih jednadina ostvaruje upotrebom Levenberg—Marquardt
algoritma. Ova topologija ANN je jedna od najcesS¢e koris¢enih i proucavanih za razlicite
primene.

Srednja kvadratna greSka u izracunatoj vrednosti nekog izlaza se Salje unazad kroz
sistem neurona, pri ¢emu dolazi do proporcionalnih promena vrednosti tezinskih koeficijenata
(weights) i1 netacnosti raunanja (biases), koje se povecavaju ili smanjuju, u zavisnosti od
pravca greske u predvidanju izlaza u odnosu na eksperimentalnu vrednost, sa ciljem njenog
minimiziranja. Kada su ove vrednosti izmenjene, ulazni podatak vezan za drugi uzorak ulazi u

sistem i proces se ponavlja.
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Cilj je da se obradi §to ve¢i broj uzoraka u fazi ucenja, kako bi se obezbedio najvisi
kvalitet izlaznih veli¢ina u odnosu na ulazne, kada je model razvijen sa najnizim vrednostima
SOS, ¢ime se postize optimizacija (125,128,129,130,131,132,133,134).

Da bi se izbegla prekomerna specijalizacija modela, primenjuje se postupak ranog
zaustavljanja ucenja mreze, koji je inkorporiran u postupak ucenja, u trenutku kada se dobiju
najmanje vrednosti SOS (Sum of Squares). Ovako dobijeni modeli tipi¢no imaju veliku
prediktivnu ta¢nost na skupu primera za ucenje, a znacajno niZu na novim, nepoznatim

primerima podataka, ili testhom skupu podataka (135).

1IZLAZI

SKRIVENI SLOJ

Slika 3.5.1 Sematski prikaz neuronske mreze sa tri sloja (Adaptirano iz reference 127).

Prvobitna procena potrebnog broja neurona dobija se na osnovu jednacine 3.5.2 u kojoj
X iy predstavljaju broj ulaznih i izlaznih neurona respektivno, dok je n broj neurona u
skrivenom sloju, a m broj tezinskih koeficijenata odnosno veza izmedu slojeva u neuronskoj
mreZzi:

m=n-(Xx+1)+y-(n+1) [3.5.2]

m se okvirno moze smatrati brojem uzoraka koris¢enih za ufenje mreze podeljenim sa 10.
Preporuke su da broj skrivenih neurona bude izmedu broja ulaza i izlaza, ili 2/3 veliCine
ulaznog sloja plus veli¢ina izlaznog sloja, ili manje od duplog broja ulaznih podataka (136).
Utvrdivanje odgovarajuceg broja skrivenih slojeva i neurona je jedan od najvaznijih zadataka
pri dizajniranju ANN. Ovi brojevi zavise od kompleksnosti veza izmedu ulaza i izlaza (128).

Osim vrednosti SOS, kao parametar za proveru performanse mreza upotrebljen je
korelacioni koeficijent, r. Nakon odabira najbolje mreze, model se moze implementirati

koris¢enjem algebarskog sistema jednacina radi predvidanja stanja pacijenta (anemican ili ne)
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na osnovu poznatih vrednosti merenih veli¢ina Le, Er, Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe,
UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc i Tsat, zamenom odgovarajucih tezinskih
koeficijenata i koeficijenata u matricama u jednacini [3.5.3]. Proracune je moguce izvesti u
Microsoft Office Excel-u. Tezinski koeficijenti vezani za skriveni sloj, kao i ratunske greske
odnosno ostaci pri ra¢unanju, su grupisani u matricama Wi i B;. Sli¢no tome, koeficijenti koji
se odnose na izlazni sloj su grupisani u matricama W, i B,. Ako je Y matriks izlaznih
promenljivih, f; i f, prenosne funkcije u skrivenom i izlaznom sloju respektivno, a X matriks

ulaznih promenljivih, ANN se moze predstaviti na slede¢i na¢in (135).

Y=fW,-f,\W,-X+B)+B,) [3.5.3]

Tezinski koeficijenti prenosnih funkcija neurona u matricama W; i W; se odreduju
tokom obucavanja mreze koriS¢enjem optimizacije radi minimizovanja greSaka izmedu izlaza
predvidenih mreZom i eksperimentalnih podataka (136). Greske se ra¢unaju na osnovu SOS i
BFGS (Broyden—Fletcher-Goldfarb—Shanno) algoritma, da bi se konvergencija ubrzala i
stabilizovala (137).

ANN predstavljaju univerzalne modele koji mogu da koriste bilo koje linearne ili
nelinearne funkcije. Zbog fleksibilnosti u aproksimaciji funkcija, to su moéne metode u
zadacima koji ukljucuju Kklasifikaciju modela, procenu 1 predvidanje kontinualnih
promenljivih. Medutim, glavni nedostatak ANN je teskoca u interpretaciji ste€enog znanja na
osnovu modela. Ukratko, ANN model funkcioniSe kao ,,crna kutija®“, odnosno ne govori o
tome kako su dobijeni izlazi u modelu niti na koji nacin ulazi utiu na izlaze (138). Posto
verodostojnost nekog modela ¢esto zavisi od moguc¢nosti da se objasne zakljucci do kojih se
dolazi, neophodno je sprovesti i ovakvu analizu (125,139). Sensitivity analiza se sprovodi radi
proucavanja uticaja posmatranih ulaznih promenljivih, nesigurnosti dobijenih modela 1 opsteg
ponasanja ANN (128,140).

Sensitivity analiza se koristi da se utvrdi koliko su modeli ,,0setljivi“ na promene
vrednosti parametara modela i na promene u strukturi modela. Ova analiza predstavlja
jednostavan 1 mocan alat za procenu ponaSanja sistema, te ima Siroku primenu u nauci i
inzenjerstvu. Velika osetljivost na malu promenu nekog parametra sugeriSe da ¢e se izlaz

drasti¢no promeniti (125).
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Dobijeni modeli su testirani sensitivity analizom da bi se utvrdilo da li ¢e i pod kojim
uslovima do¢i do greSaka u predvidanju izlaznih promenljivih, kao i da bi se utvrdio uticaj

ulaznih promenljivih na posmatrane izlaze.
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4. REZULTATI

Ispitivanjem je obuhvaceno ukupno 173 ispitanika, 89 ispitanika koji su bolovali od
sideropenijske anemije i 84 ispitanika koji nisu bolovali od sideropenijske anemije i koji su
predstavljali kontrolnu grupu. Svi ispitanici su bili podeljeni u Cetiri grupe. Prvu grupu je
¢inilo 56 ispitanika uzrasta od 6 meseci do 2 godine koji su bolovali od sideropenijske anemije
(16 1spitanika je bilo zenskog pola, a 40 ispitanika muskog pola). Drugu grupu je ¢inilo 33
adolescenta uzrasta od 11 do 19 godina koji su bolovali od sideropenijske anemije (26
ispitanika je bilo zenskog pola, a 7 ispitanika muskog pola). Treéa i Cetvrta grupa su bile
kontrolne sa 32 ispitanika uzrasta od 6 meseci do 2 godine, odnosno 52 adolescenta koji nisu
bolovali od sideropenijske anemije.

Ispitivanjem stepena tezine anemije utvrdeno je da je u uzrasnoj grupi 6-24 meseca
23,21% (13) dece imalo blagu anemiju, 53,57% (30) umerenu i 23,21% (13) dece tesku
anemiju. U uzrasnoj grupi 11-19 godina 11,5% (26) adolescentkinja je imalo blagu anemiju,
65,38% (17) umerenu i 23,07% (6) teSku anemiju. U naSem ispitivanju 4 ispitanika muskog

pola je imalo blagu, a 3 umerenu anemiju.

Uzrasna grupa 6-24 meseca

H Blaga anemija M Umerenaanemija M Teska anemija

Grafikon 4.1. Stepen teZine anemije u uzrasnoj grupi od 6 do 24 meseca.
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Uzrasna grupa 11-19 godina

B Blagaanemija B Umerenaanemija  ®Teska anemija

Grafikon 4.2. Stepen teZine anemije u uzrasnoj grupi od 11 do 19 godina.
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4.1 REZULTATI BIOHEMIJSKIH ANALIZA

Tabela 4.1.1. (a) Deskriptivna statistika promenljive za anemicne i zdrave ispitanike za uzrast
od 6 do24 meseca i od 11 do 19 godina.

Zbirno [diag Uzrast Broj Sr. vred.+SD Min Max Var Median
Le |Anem. |[11-19god.| 33 6,211+2,113 4,000 20,900 14,699 10,060
Kontrola[11-19 god. | 52|  6,822+2,019 5,510 17,560 8,522 9,450
Anem. |6-24mes. | 56| 10,547+3,834° 3,470 11,800 4,466 5,600
Kontrola|6-24 mes. | 32|  9,785+2,919" 3,410 11,800 4,075 6,385
Er |Anem. [11-19god.| 33  4,474+0,592° 2,550 6,110 0,440 4,690
Kontrola|11-19 god. | 52|  4,689+0,465% 3,850 5,700 0,245 4,720
Anem. [6-24 mes. | 56/ 4,602+0,663° 2,720 5,640 0,351 4,490
Kontrola |6-24 mes. | 32|  4,746+0,495% 3,850 5,760 0,216 4,680

Hb |Anem. [11-19god.| 33 96,364+16,524° | 50,000 | 109,000 236,372 84,000

Kontrola|11-19 god. | 52 136,481+11,055 | 107,000 | 126,000 30,968 115,500

Anem. [6-24 mes. | 56| 83,982+15,409% | 60,000 | 128,000 289,729 96,000

Kontrola|6-24 mes. | 32| 115,750+5,565° |118,000| 160,000 122,215 136,000

Tr |Anem. [11-19god.| 33| 292,485+79,399% |171,000| 1,1E+03 3,5E+04 3,9E+02

Kontrola|11-19 god. | 52 217,231+53,427° | 222,000 | 6,1E+02 1,1E+04 3,2E+02

Anem. [6-24 mes. | 56| 426,357+186,214° | 168,000 | 5,0E+02 6,3E+03 2,8E+02

Kontrola |6-24 mes. | 32| 345,500+105,856% | 94,000 | 3,8E+02 2,9E+03 2,0E+02

MCV |Anem. [11-19god.| 33| 69,582+9,705° 44,100 | 83,000 82,195 58,450

Kontrola[11-19 god.| 52| 83,588+5,264° 61,400 | 84,500 42,465 74,600

Anem. |6-24mes. | 56| 60,420+9,066" 47,800 | 83,700 94,187 74,900

Kontrola |6-24 mes. | 32| 72,919+6,517° 71,400 | 99,400 27,707 84,100

MCH |Anem. |11-19god.| 33 20,958+3,693" 12,200 | 33,000 16,017 16,950

Kontrola|11-19 god. | 52 29,385+2,196" 19,900 | 30,100 6,946 24,200
Anem. [6-24 mes. | 56| 17,961+4,002° 15,700 | 28,600 13,641 19,800
Kontrola |6-24 mes. | 32| 24,381+2,636° 23,900 | 36,600 4,822 29,250

MCHC|Anem. [11-19 god.| 33| 313,030+25,618% |248,000| 398,000 874,316 292,500

Kontrola|11-19 god. | 52| 349,731+28,398° | 302,000 | 472,000 1110,064 331,500

Anem. [6-24 mes. | 56| 296,107+29,569° |264,000| 377,000 656,280 311,000

Kontrola|6-24 mes. | 32| 336,531+33,318" | 209,000 | 440,000 806,436 350,000

Razlicita slova (a-d) u eksponentu u tabelama 4.1.1 a i b ukazuju na statisticki znacajnu
razliku srednjih vrednosti izmedu dobijenih vrednosti promenljivih za dve razlicite populacije i dve
starosne grupe, pri nivou znacajnosti p<0,05 (na osnovu post-hoc Tukey-evog HSD testa).

Trans - transferin; Tsat - procenat saturacije transferina, Sr. vred. - srednja vrednost, SD -

standardna devijacija, Min - minimum, Max - maksimum, Var - varijansa, Median — medijana.
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Tabela 4.1.1. (b) Deskriptivna statistika promenljive za anemicne i zdrave ispitanike za uzrast
od 6 do24 meseca i od 11 do 19 godina

Zbirno |diag Uzrast  |Broj|  Sr.vred.+SD Min Max Var Median
Fe  |Anem. [11-19god. 33 6,215+4,345° 1,850 15,700 10,555 3,430
Kontrola[11-19 god.| 52| 14,186+5,703" 4,400 23,400 22,717 9,150
Anem. [6-24 mes. | 56 4,751+3,249% 1,900 20,000 18,876 4,800
Kontrolal6-24 mes. | 32| 10,736+4,766° 5,400 31,900 32,527 12,400
UIBC |Anem. [11-19 god.| 33| 68,639+12,910°% 30,100 | 97,500 308,602 73,700
Kontrola[11-19 god.| 52| 48,344+11,406° | 39,900 | 82,500 95,380 52,500
Anem. |6-24 mes. | 56| 70,887+17,567° 36,800 | 92,900 166,658 72,200
Kontrola/6-24 mes. | 32| 56,334+9,766° 21,100 | 78,700 130,095 49,400
TIBC |Anem. |11-19 god.| 33 75,294+10,605% 45,200 | 100,650 192,419 81,700
Kontrola/11-19 god.| 52| 62,652+9,290° 53,000 | 90,400 76,925 68,950
Anem. |6-24 mes. | 56| 78,057+13,872° 45,200 | 94,900 112,475 76,900
Kontrola/6-24 mes. | 32| 69,254+8,771° 42,300 | 88,900 86,299 62,050
CRP |Anem. |11-19 god. 33 0,049+0,202° 0,000 55,000 54,983 0,000
Kontrolal11-19 god.| 52|  0,003+0,024° 0,000 3,530 0,477 0,000
Anem. [6-24 mes. | 56 1,291+7,415° 0,000 1,100 0,041 0,000
Kontrola/6-24 mes. | 32|  0,181+0,690°% 0,000 0,170 0,001 0,000
Feritin |Anem. |11-19 god.| 33| 10,139+5,162° 0,700 60,700 66,450 12,500
Kontrola[11-19 god.| 52| 20,429+6,721" 9,000 | 52,100 128,279 15,500
Anem. |6-24 mes. | 56| 13,502+8,152° 0,100 27,300 26,648 9,300
Kontrolalp-24 mes. | 32 19,859+11,326° 8,000 | 40,300 45,169 18,750
Trans |Anem. |11-19 god.| 33 3,506+0,343% 2,540 4,410 0,202 3,760
Kontrola11-19 god.| 52|  2,740+0,245" 2,320 4,140 0,135 2,940
Anem. [6-24 mes. | 56 3,656+0,450° 2,600 4,100 0,118 3,500
Kontrola/6-24 mes. | 32|  3,007+0,368° 2,400 3,400 0,060 2,700
HepcidinjAnem. [11-19 god.| 33 4,1+18% 0,050 13 9,9E+03 4,7
Kontrola|11-19 god.| 52 10+7° 0,078 130 6,0E+05 51
Anem. |6-24 mes. | 56 4,4+31° 0,050 5,6 3,3E+03 4.7
Kontrolal6-24 mes. | 32 14+24" 0,078 90 2,7E+05 55
Rtc  |Anem. [11-19 god. 33 1,770+0,606" 0,059 4,200 0,497 1,800
Kontrolal11-19 god.| 52|  1,152+0,410° 0,600 1,700 0,072 1,250
Anem. (6-24 mes. | 54 1,929+0,705° 0,015 3,200 0,367 1,700
Kontrola/6-24 mes. | 30,  1,317+0,268 0,011 1,600 0,168 1,200
Tsat |Anem. [11-19 god.| 33 8,791+7,320° 2,200 30,700 44,164 3,950
Kontrolal11-19 god.| 52| 23,404+11,010° 6,000 | 36,900 52,343 13,775
Anem. [6-24 mes. | 56|  6,998+6,646° 2,100 | 32,400 53,577 5,600
Kontrolal6-24 mes. | 32| 15,583+7,235" 8,460 56,400 121,215 20,310
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Grafikon 4.1.1. Raspodela vrednosti parametra Le za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije u
uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, ¢) grupu ispitanika koji
boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnhoj grupi od 11-19
godina.

Parametar Le za ispitanike koji boluju od anemije, za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 6,211x10%L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
6,822x10%/L. Izmedu ove dve vrednosti nije uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu od 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju
od sideropenijske anemije ima srednju vrednost Le 10,547x10%L, dok kontrolna grupa
ispitanika ima srednju vrednost Le od 9,785x10%L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti
nije uocena Statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (a) se vidi
da postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti Le za posmatrane dve uzrasne
grupe.

Na grafikonu 4.1.1. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Le kao i aproksimacija

normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se uocava da
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postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane uzrasne grupe,

kao Sto je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.2. se vidi da faktor uzrasta grupe najviSe uti¢e na vrednost parametara Le,

statisticki znaCajno na nivou p<0,01. Takode se vidi da nelinearni ¢lan uzrast X anemija ima

izvestan uticaj, statisti¢ki znacajno na nivou p <0,10.

Tabela 4.1.2. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Le.

dF Le Le Le
SS F p
Nulti ¢lan 1 10842,98 1301,79 0,00
Uzrast 1 495,75 59,52 0,00
anem 1 2,17 0,26 0,61
Uzrast x anem 1 28,22 3,39 0,07
Greska 165 1374,33
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Grafikon 4.1.2. Raspodela vrednosti parametra Er za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije u
uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, ¢) grupu ispitanika koji
boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 11-19 godina.
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Parametar Er za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 4,474x10™/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
4,689x10"%/L. Izmedu ove dve vrednosti nije uoCena statisticki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od
anemije ima srednju vrednost Er 4,602x10'/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju
vrednost Er od 4,746x10%/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti nije uocena Statisticki
znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (a) se vidi da ne postoji statisti¢ki
znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti Er za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.2. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Er kao i aproksimacija
normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se uocava da ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane uzrasne grupe,
kao $to je pokazano i po Tukey-ovom HSD testu.

Iz tabele 4.1.3. se vidi da faktor anemija grupe najvise uti¢e na vrednost parametara Er,

statisticki znacajno na nivou p<0,05.

Tabela 4.1.3. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Er.

dF Er Er Er
SS F p
Nulti ¢lan 1 3369,22 10921,82 0,00
Uzrast 1 0,24 0,77 0,38
anem 1 1,49 4,84 0,03
Uzrast x anem 1 0,02 0,05 0,82
Greska 165 50,90
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Grafikon 4.1.3. Raspodela vrednosti parametra Hb za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije
U uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, c) grupu ispitanika
koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi od 11-19
godina.

Parametar Hb za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 96,364 g/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 136,481
g/L. Izmedu ove dve vrednosti postoji statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu.
Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost Hb 83,982 g/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost Hb
115,750 g/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uoCena statisti¢ki znacajna razlika po
Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (a) se vidi da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti Hb za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.3. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Hb kao i aproksimacija
normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se uocava da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane uzrasne grupe,

kao i za status anemije, kao sto je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.
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Iz tabele 4.1.4. se vidi da faktor anemija grupe najvise uti¢e na vrednost parametara Hb,
statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode ima veliki znacaj na vrednost
parametara Hb, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,01. Takode se vidi da nelinearni ¢lan uzrast
X anemija ima izvestan uticaj, statisti¢ki znac¢ajno na nivou p <0,10.

Tabela 4.1.4. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Hb.

dF Hb Hb Hb
SS F p
Nulti ¢lan 1 1848221,46 10566,17 0,00
Uzrast 1 10618,53 60,71 0,00
anem 1 51345,43 293,54 0,00
Uzrast x anem 1 644,55 3,68 0,06
Greska 165 28861,58
2 Anemija 6-24 mes. 1 Kontrolna grupa 6-24 mes.

-
~

2 e
o N

Broj slucajeva
Broj slucajeva

8
6
4
2
| | 0 '
0 S 214,44 257,33 300,22 343,11 386,00 428,89 471,78 514,67 557,56 600,44 643,33
107 214 321 428 535 642 749 856 963 1070 1177
Tr a) Tr b)
10 20

9 Anemija 11-19 god. 18 Kontrolna grupa 11-19 god..

I

Broj slucajeva
Broj slucajeva

o ; NN .
145,78 182,22 218,67 255,11 291,56 328,00 364,44 400,89 437,33 473,78 510,22 93,67 124,89 156,11 187,33 218,56 249,78 281,00 312,22 343,44 374,67 405,89

Tr Tr
c) d)

Grafikon 4.1.4. Raspodela vrednosti parametra Tr za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije u
uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, ¢) grupu ispitanika koji
boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi od 11-19
godina.
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Parametar Tr za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 292,485x10%L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
217,231x10%L. Izmedu ove dve vrednosti je uocCena statisticki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od
anemije ima srednju vrednost Tr 426,357x10%L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju
vrednost Tr od 345,500x10%L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uoCena statisticki
znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (a) se vidi da postoji statisti¢ki
znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti Tr za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.4. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Tr kao i aproksimacija
normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se uocava da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane uzrasne grupe,
kao 1 izmedu statusa anemije za posmatrane uzrasne grupe, kao Sto je pokazano i po Tukey-
ovom HSD testu.

Iz tabele 4.1.5. se vidi da faktor uzrasta grupe najviSe utiCe na vrednost parametara T,
statisti¢ki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor anemije takode ima statisticki znacajan uticaj

na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.5. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Tr.

dF Tr Tr Tr
SS F p
Nulti ¢lan 1 15967744,01 1069,88 0,00
Uzrast 1 630986,64 42,28 0,00
anem 1 301484,26 20,20 0,00
Uzrast x anem 1 5835,56 0,39 0,53
Greska 165 2462592,27
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Grafikon 4.1.5. Raspodela vrednosti parametra MCV za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, C) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar MCV za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 69,582x10°/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
83,588x10°/L. Izmedu ove dve vrednosti je uogena statisticki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od
anemije ima srednju vrednost MCV 60,420x10™°/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima
srednju vrednost MCV od 72,919x10™/L. Takode izmedu ovih srednjih vrednosti je uo&ena
statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. 1z tabele 4.1.1. (a) se vidi da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti MCV za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.5. prikazana je raspodela vrednosti za parametar MCV kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane

uzrasne grupe, kao i za status anemije, kao §to je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.
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Iz tabele 4.1.6. se vidi da faktor statusa anemije grupe najvise utice na vrednost parametara

MCV, statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode utiCe na parametar

MCYV, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.6. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar MCV.

dF MCV MCV MCV
SS F p
Nulti ¢lan 1 810235,97 13192,82 0,00
Uzrast 1 3839,06 62,51 0,00
anem 1 6728,52 109,56 0,00
Uzrast x anem 1 35,41 0,58 0,45
Greska 165 10133,46
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Grafikon 4.1.6. Raspodela vrednosti parametra MCH za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, €) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi

11-19 godina.
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Parametar MCH za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 20,958x10%/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
29,385x10™"?/L. Izmedu ove dve vrednosti je uocCena statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od
anemije ima srednju vrednost MCH 17,961x10™"4/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima
srednju vrednost MCH od 24,381x10*?/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uogena
statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1 (a) se vidi da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti MCH za posmatrane dve uzrasne grupe,
kao i za status anemije.

Na grafikonu 4.1.6. prikazana je raspodela vrednosti za parametar MCH kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uoCava da postoji statisticki znaCajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, kao i za status anemije, kao §to je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.7. se vidi da faktor status anemije grupe najvise utice na vrednost parametara
MCH, statisti¢ki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode statisti¢ki znacajno utice
na nivou p<0,01. Takode se vidi da nelinearni ¢lan uzrast x anemija ima izvestan uticaj,

statisticki znacajno na nivou p <0,10.

Tabela 4.1.7. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar MCH.

dF MCH MCH MCH
SS F p
Nulti ¢lan 1 85038,33 7999,61 0,00
Uzrast 1 604,93 56,91 0,00
anem 1 2176,93 204,79 0,00
Uzrast x anem 1 39,37 3,70 0,06
Greska 165 1754,00
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Grafikon 4.1.7. Raspodela vrednosti parametra MCHC za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, C) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar MCHC za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 313,030 g/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 349,731
g/L. Izmedu ove dve vrednosti je uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoc¢eno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost MCHC 296,107 g/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost
MCHC 336,531 g/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uocena Statisticki znacajna
razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1 (a) se vidi da ne postoji statisticki znacajna
razlika izmedu srednjih vrednosti MCHC za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.7. prikazana je raspodela vrednosti za parametar MCHC kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, dok postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu grupe ispitanika koji boluju od

anemije i kontrolne grupe, kao $to je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.
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Iz tabele 4.1.8. se vidi da faktor status anemije grupe najvise utice na vrednost parametara
MCHC, statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode uti¢e na parametar

MCHC, statisticki znacajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.8. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar MCHC.

dF MCHC MCHC MCHC
SS F p
Nulti ¢lan 1 16604453,05 19210,87 0,00
Uzrast 1 7756,37 8,97 0,00
anem 1 60083,32 69,51 0,00
Uzrast x anem 1 213,06 0,25 0,62
Greska 165 142613,82
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Grafikon 4.1.8. Raspodela vrednosti parametra Fe za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije u
uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, c) grupu ispitanika koji
boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 11-19 godina.
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Parametar Fe za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 6,215 pumol/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 14,186
pumol/L. Izmedu ove dve vrednosti je uoCena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoc¢eno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost Fe 4,751 pumol/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost Fe od
10,736 pmol/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uocena statisticki znacajna razlika
po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (b) se vidi da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti Fe za posmatrane dve uzrasne grupe, za kontrolnu grupu, dok za
ispitanike kod kojih je postavljena dijagnoza anemije ne postoji statisticki znacajna razlika za
ove dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.8. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Fe kao i aproksimacija
normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se uocava da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, dok ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika kod kojih je
postavljena dijagnoza anemije izmedu ove dve uzrasne grupe, kao Sto je pokazano i po Tukey-
evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.9. se vidi da faktor statusa anemije grupe najvise utice na vrednost parametara
Fe, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode uti¢e na parametar Fe,

statisti¢ki znacajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.9. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Fe.

dF Fe Fe Fe
SS F p
Nulti ¢lan 1 12730,62 595,73 0,00
Uzrast 1 234,57 10,98 0,00
anem 1 1889,92 88,44 0,00
Uzrast x anem 1 43,50 2,04 0,16
Greska 165 3526,03
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Grafikon 4.1.9. Raspodela vrednosti parametra UIBC za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, ¢) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar UIBC za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 68,639, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 48,344.
Izmedu ove dve vrednosti je uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Za
uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima srednju
vrednost UIBC 70,887, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost UIBC od 56,334.
Takode izmedu ovih srednjih vrednosti je uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom
HSD testu. 1z tabele 4.1.1. (b) se vidi da postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih
vrednosti UIBC za posmatrane dve uzrasne grupe u kontrolnom uzorku, dok izmedu ispitanika
koji boluju od anemije ne postoji statisticki znacajna razlika.

Na grafikonu 4.1.9. prikazana je raspodela vrednosti za parametar UIBC kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane

uzrasne grupe u kontrolnom uzorku, dok izmedu ispitanika kod kojih je postavljena dijagnoza
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anemije ne postoji razlika izmedu dve uzrasne grupe, kao $to je pokazano i po Tukey-evom
HSD testu.

Iz tabele 4.1.10. vidi se da faktor statusa anemije grupe najviSe utiCe na vrednost
parametara UIBC, statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode utice na
vrednost parametara UIBC, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,05.

Tabela 4.1.10. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar UIBC.

dF uiBC uliBC uiBC
SS F p
Nulti ¢lan 1 589701,54 3060,58 0,00
Uzrast 1 1097,21 5,69 0,02
anem 1 11644,22 60,43 0,00
Uzrast x anem 1 382,96 1,99 0,16
Greska 165 31791,65
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Grafikon 4.1.10. Raspodela vrednosti parametra TIBC za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, c) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.
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Parametar TIBC za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 75,294 umol/L, dok je za kontrolnu istog uzrasta ta vrednost bila 62,652
pumol/L. Izmedu ove dve vrednosti je uoCena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoc¢eno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost TIBC 78,057 umol/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost
TIBC od 69,254 pumol/L. Takode izmedu ovih srednjih vrednosti je uocena statisti¢ki znacajna
razlika po Tukey-evom HSD testu. 1z tabele 4.1.1. (b) se vidi da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu srednjih vrednosti TIBC za posmatrane dve uzrasne grupe za kontrolni uzorak,
dok statisticki zna¢ajna razlika izmedu dve uzrasne grupe za ispitanike koji boluju od anemije
ne postoji.

Na grafikonu 4.1.10. prikazana je raspodela vrednosti za parametar TIBC kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uoCava da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe za kontrolni uzorak, dok statisticki znacajna razlika izmedu parametra TIBC za
ispitanike koji boluju od anemije u dve uzrasne grupe nije uocena, kao $to je pokazano i po
Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.11. se vidi da faktor statusa anemije grupe najviSe uti¢e na vrednost
parametara TIBC, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode znacajno

utice, statisti¢ki znac¢ajno na nivou p<0,05.

Tabela 4.1.11. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar TIBC.

dF TIBC TIBC TIBC
SS F p
Nulti ¢lan 1 801385,07 6327,51 0,00
Uzrast 1 825,83 6,52 0,01
anem 1 4534,83 35,81 0,00
Uzrast x anem 1 145,58 1,15 0,29
Greska 165 20897,41
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Grafikon 4.1.11. Raspodela vrednosti parametra CRP za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, C) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar CRP za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 0,049 mg/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 0,003
mg/L. 1zmedu ove dve vrednosti nije uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost CRP 1,291 mg/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost CRP
0,181 mg/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti nije uocena statisti¢ki znacajna razlika po
Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (b) se vidi da ne postoji statisticki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti CRP za posmatrane dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.11. prikazana je raspodela vrednosti za parametar CRP kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane

uzrasne grupe, kao sto je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.
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Iz tabele 4.1.12. se vidi da nijedan od faktora ne uti¢e statisticki znacajno na vrednost

parametara CRP.

Tabela 4.1.12. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar CRP.

dF CRP CRP CRP
SS F p
Nulti ¢lan 1 20,19 1,10 0,30
Uzrast 1 17,36 0,95 0,33
anem 1 13,24 0,72 0,40
Uzrast x anem 1 11,24 0,61 0,43
Greska 165 3021,93
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Grafikon 4.1.12. Raspodela vrednosti parametra feritin za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, €) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi

11-19 godina.
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Parametar feritin za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 10,139 ug/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 20,429
Mg/L. Izmedu ove dve vrednosti je uoCena statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoc¢eno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost feritina 13,502 pg/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost
feritina od 19,859 pg/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uoCena statisticki znacajna
razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1 (b) se vidi da ne postoji statisticki zna¢ajna
razlika izmedu srednjih vrednosti feritina za posmatrane dve uzrasne grupe, ali da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika koji boluju od anemije i kontrolne grupe.

Na grafikonu 4.1.12. prikazana je raspodela vrednosti za parametar feritin kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, dok je uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika koji boluju od
anemije i kontrolne grupe, kao sto je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.13. vidi se da faktor statusa anemije grupe najviSe utie na vrednost

parametara feritin, statisti¢ki znacajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.13. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar feritin.

dF Feritin Feritin Feritin
SS F p
Nulti ¢lan 1 40346,55 622,28 0,00
Uzrast 1 78,49 1,21 0,27
anem 1 2737,69 42,22 0,00
Uzrast x anem 1 151,46 2,34 0,13
Greska 165 10698,02
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Grafikon 4.1.13. Raspodela vrednosti parametra transferin za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, C) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar transferin za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao
je srednju vrednost 3,506 g/L, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 2,740
g/L. Izmedu ove dve vrednosti je uocena statisticki znacajna razlika po Tukey-evom HSD
testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima
srednju vrednost transferina 3,656 g/L, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost
transferina od 3,007 g/L. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je uo¢ena statisticki znacajna
razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz tabele 4.1.1. (b) se vidi da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu srednjih vrednosti transferina za posmatrane dve uzrasne grupe za kontrolnu
grupu ispitanika, dok nije uocena statisticki znacajna razlika za ispitanike koji boluju od
anemije izmedu ove dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.13. prikazana je raspodela vrednosti za parametar transferin kao i

aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
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uoCava da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, za kontrolnu grupu, dok nije uocena statisticki znacajna razlika za ispitanike
koji boluju od anemije izmedu dve posmatrane uzrasne grupe, kao sto je pokazano i po Tukey-
evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.14. vidi se da faktor statusa anemije grupe najvise utiCe na vrednost
parametara transferina, statisticki znac¢ajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode uti¢e na
vrednost parametara transferina, statisticki zna¢ajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.14. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar transferin.

dF Transferin Transferin Transferin
SS F p
Nulti ¢lan 1 1645,35 12382,76 0,00
Uzrast 1 1,77 13,32 0,00
anem 1 19,12 143,91 0,00
Uzrast x anem 1 0,19 1,45 0,23
Greska 165 21,92
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Grafikon 4.1.14. Raspodela vrednosti parametra hepcidin za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, €) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar hepcidin za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 4,1x10° pg/mL, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila
1,0x10* pg/mL. Izmedu ove dve vrednosti je uodena statisticki znacajna razlika po Tukey-
evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od
anemije ima srednju vrednost hepcidina 4,4x10° pg/mL, dok kontrolna grupa ispitanika ima
srednju vrednost hepcidina od 1,4x10* pg/mL. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je
uocCena statisti¢ki zna¢ajna razlika po Tukey-evom HSD testu. 1z tabele 4.1.1 (b) se vidi da ne
postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti hepcidina za posmatrane dve
uzrasne grupe, dok postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu vrednosti hepcidina za ispitanike
koji boluju od anemije i ispitanike iz kontrolne grupe.

Na grafikonu 4.1.14. prikazana je raspodela vrednosti za parametar hepcidin kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
uocava da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, a da je uocena statisticki znacajna razlika u ovom parametru izmedu ispitanika
koji boluju od anemije i ispitanika iz kontrolne grupe, kao §to je pokazano i po Tukey-evom
HSD testu.

Iz tabele 4.1.15. se vidi da faktor statusa anemije grupe najvise uti¢e na vrednost

parametara hepcidina, statisti¢ki zna¢ajno na nivou p<0,01.

Tabela 4.1.15. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar hepcidin.

dF Hepcidin Hepcidin Hepcidin
SS F p
Nulti ¢lan 1 1,1E+10 56,19 0,00
Uzrast 1 2,5E+08 1,23 0,27
anem 1 2,8E+09 13,90 0,00
Uzrast x anem 1 1,9E+08 0,96 0,33
Greska 165 3,3E+10
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Grafikon 4.1.15. Raspodela vrednosti parametra Rtc za: a) grupu ispitanika koji boluju od anemije
U uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, c) grupu ispitanika
koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 11-19
godina.

Parametar Rtc za ispitanike koji boluju od anemije za uzrast 11-19 godina dostigao je
srednju vrednost 1,770, dok je za kontrolnu grupu istog uzrasta ta vrednost bila 1,152. Izmedu
ove dve vrednosti je uocena statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Za uzrasnu
grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa ispitanika koji boluju od anemije ima srednju vrednost
Rtc 1,929, dok kontrolna grupa ispitanika ima srednju vrednost Rtc od 1,317. Takode, izmedu
ovih srednjih vrednosti je uocena statisticki znacCajna razlika po Tukey-evom HSD testu. Iz
tabele 4.1.1. (b) se vidi da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti Rtc
za posmatrane dve uzrasne grupe, a statisticki znacajna razlika izmedu grupe ispitanika koji
boluju od anemije i kontrolne grupe postoji.

Na grafikonu 4.1.15. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Rtc kao i
aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se

uocava da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
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uzrasne grupe, dok postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe ispitanika koji boluju od
anemije i kontrolne grupe, kao $to je pokazano i po Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.16. se vidi da faktor statusa anemije grupe najviSe uti¢e na vrednost
parametara Rtc, statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta uti¢e statisticki

znacajno na nivou p<0,10.

Tabela 4.1.16. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Rtc.

dF Rtc Rtc Rtc
SS F p
Nulti ¢lan 1 375,21 1270,46 0,00
Uzrast 1 1,03 3,49 0,06
anem 1 14,93 50,55 0,00
Uzrast x anem 1 0,00 0,00 0,97
Greska 165 48,73
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Grafikon 4.1.16. Raspodela vrednosti parametra Tsat za: a) grupu ispitanika koji boluju od
anemije u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, b) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi 6-24 meseca, C) grupu
ispitanika koji boluju od anemije u uzrasnoj grupi 11-19 godina, d) kontrolnu grupu u uzrasnoj grupi
11-19 godina.

Parametar Tsat (procenat saturacije transferina) za ispitanike koji boluju od anemije za
uzrast 11-19 godina dostigao je srednju vrednost 8,791%, dok je za kontrolnu grupu istog
uzrasta ta vrednost bila 23,404%. Izmedu ove dve vrednosti je uocena statisti¢ki znacajna
razlika po Tukey-evom HSD testu. Za uzrasnu grupu 6-24 meseca uoceno je da grupa
ispitanika koji boluju od anemije ima srednju vrednost Tsat 6,998%, dok kontrolna grupa
ispitanika ima srednju vrednost Tsat od 15,583%. Takode, izmedu ovih srednjih vrednosti je
uocena statisti¢ki znacajna razlika po Tukey-evom HSD testu. 1z tabele 4.1.1. (b) se vidi da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti Tsat sa posmatrane dve uzrasne
grupe za kontrolnu grupu, dok nije uocena statisticki znacajna razlika vrednosti Tsat za
ispitanike koji boluju od anemije izmedu dve uzrasne grupe.

Na grafikonu 4.1.16. prikazana je raspodela vrednosti za parametar Tsat kao i

aproksimacija normalne raspodele za tu grupu podataka (linija crvene boje). Na grafikonu se
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uocava da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupe podataka za dve posmatrane
uzrasne grupe, za kontrolnu grupu, dok za grupu ispitanika koji boluju od sideropenijske
anemije nije uoCena statistiCki znaCajna razlika izmedu dve uzrasne grupe, kao S$to je
pokazano i po Tukey-evom HSD testu.

Iz tabele 4.1.17. vidi se da faktor statusa anemije grupe najvise utiCe na vrednost
parametara Tsat, statisticki znacajno na nivou p<0,01, dok faktor uzrasta takode uti¢e na
vrednost parametra Tsat, statisticki zna¢ajno na nivou p<0,01. Takode se vidi da nelinearni

¢lan uzrast x anemija ima uticaj, statisticki znac¢ajno na nivou p <0,05.

Tabela 4.1.17. Faktorijelna analiza varijanse (ANOVA) za parametar Tsat.

dF Tsat Tsat Tsat
SS F p
Nulti ¢lan 1 29699,17 412,41 0,00
Uzrast 1 893,41 12,41 0,00
anem 1 5228,99 72,61 0,00
Uzrast x anem 1 379,24 5,27 0,02
Greska 165 11882,29

Tabela 4.1.18. Korelacija promenljivih za ispitanike koji boluju od anemije i zdrave ispitanike za
uzrast 6-24 meseca i 11-19 godina

Er Hb Tr MCV MCH MCHC Fe UIBC TIBC CRP Feritin Trans Hepcidin Rtc  Tsat

Le 0,186" -0,242" 0,500*-0,313"-0,316"-0,233*-0,155" 0,151 0,156 0,204 0,224* -0,154"
Er 0,202" -0,1577-0,152" 0,174 -0,165

Hb -0,460" 0,828 0,885 0,672" 0,753"-0,699"-0,615" 0,521"-0,763" -0,640" 0,736"
Tr -0,455"-0,471"-0,338"-0,342" 0,286" 0,230" -0,202" 0,374" 0,155"-0,332"
MCV 0,894 0,526" 0,618-0,643"-0,561" 0,381"-0,654" 0,183" -0,519" 0,611"
MCH 0,781" 0,680"-0,704"-0,654" 0,399"-0,706 0,175" -0,547" 0,692*
MCHC 0,473"-0,484" -0,490" 0,273"-0,506" -0,446" 0,482"
Fe -0,744%-0,550" 0,4897-0,623" 0,166" -0,444" 0,971"
UIBC 0,915 -0,468" 0,676" 0,452"-0,819"
TIBC -0,409" 0,601" 0,409"-0,673"
Feritin -0,558" 0,322" -0,328" 0,490"
Trans -0,171" 0,584*-0,616"
Hepcidin -0,13470,144™
Rtc -0,426"

.. . . . v . v . . * .. . . % . v . .
*Korelacija je statisticki znacajna na nivou p<0,01; "Korelacija je statisticki znacajna na nivou

p<0,05; “Korelacija je statisticki znacajna na nivou p<0,10.
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Iz tabele 4.1.18. se vidi da je broj leukocita u pozitivnoj korelaciji sa brojem
trombocita, C-reaktivnim proteinom, koncentracijom transferina (p<0,01), kao i u negativnoj
korelaciji sa koncentracijom hemoglbina, MCV, MCH, MCHC (p<0,01). Broj leukocita je,
takode, u pozitivnoj korelaciji sa brojem eritrocita, UIBC, TIBC (p<0,05) i negativnoj
korelaciji sa koncentracijom gvozda u serumu i procentom saturacije transferina (p<0,05).

Broj eritrocita je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom hemoglobina u serumu
(p<0,01). Takode, ovaj parametar je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom feritina, a u
negativnoj korelaciji sa MCV, MCH i brojem retikulocita (p<0,05).

Koncentracija hemoglobina je u pozitivnoj korelaciji sa MCV, MCH, MCHC,
koncentracijom gvozda i feritina i procentom saturacije transferina, dok je u negativnoj
korelaciji sa brojem trombocita, UIBC, TIBC, koncentracijom transferina, brojem retikulocita
(p<0,01).

Broj trombocita je u pozitivnoj korelaciji sa UIBC, TIBC i koncentracijom transferina,
dok je u negativnoj korelaciji sa MCV, MCH, MCHC, koncentracijom gvozda i feritina i
procentom saturacije transferina (p<0,01). Broj trombocita je, takode, u pozitivnoj korelaciji
sa brojem retikulocita (p< 0,05).

Parametar MCV je u pozitivnoj korelaciji sa MCH, MCHC, koncentracijom gvozda i
feritina, kao i1 negativnoj korelaciji sa UIBC, TIBC i koncentracijom transferina (p< 0,01).
Takode, MCV je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom hepcidina u serumu i procentom
saturacije transferina, a u negativnoj korelaciji sa brojem retikulocita (p<0,05).

Parametar MCH je u pozitivnoj korelaciji sa MCHC, koncentracijom gvozda i feritina i
procentom saturacije transferina, kao i u negativnoj korelaciji sa UIBC i TIBC,
koncentracijom transferina i brojem retikulocita (p<0,01).

Parametar MCHC je pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom gvozda i feritina |
procentom saturacije transferina, kao i negativnoj korelaciji sa UIBC, TIBC, koncentracijom
transferina i brojem retikulocita (p<0,01).

Koncentracija gvozda u serumu je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom feritina i
procentom saturacije transferina, kao i u negativnoj korelaciji sa UIBC i TIBC,
koncentracijom transferina i brojem retikulocita (p< 0,01). Koncentracija gvozda u serumu je

u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom hepcidina (p<0,05).
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Parametar UIBC je u pozitivnoj korelaciji sa TIBC, koncentracijom transferina i
brojem retikulocita, dok je u negativnoj korelaciji sa koncentracijom feritina i procentom
saturacije transferina (p<0,01).

Parametar TIBC je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom transferina i brojem
retikulocita, a u negativnoj korelaciji sa koncentracijom feritina i procentom saturacije
transferina (p<0,01).

Koncentracija feritina je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom hepcidina i
procentom saturacije transferina, a u negativnoj korelaciji sa koncentracijom transferina i
brojem retikulocita (p<0,01).

Koncentracija transferina je u pozitivnoj korelaciji sa brojem retikulocita, a u
negativnoj korelaciji sa procentom saturacije transferina (p<0,01), kao i u negativnoj korelaciji
sa koncentracijom hepcidina (p<0,05).

Koncentracija hepcidina u serumu je pozitivnoj korelaciji sa procentom saturacije
transferina, a u negativnoj korelaciji sa brojem retikulocita (p<0,10).

Broj retikulocita je u negativnoj korelaciji sa procentom saturacije transferina (p<0,01).
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Grafikon 4.1.17. Biplot grafikon za PCA analizu posmatranih parametara i grupa ispitanika.

A — ispitanici koji boluju od anemije, K — kontrolna grupa
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Na grafikonu 4.1.17. su prikazani polozaji taaka koji predstavljaju projekcije
viSeparametarskog sistema podataka u prvoj faktorskoj ravni. Pozicije ovih tacaka su dobijene
na osnovu vrednosti laboratorijskih analiza za svakog ispitanika. Usmerenost vektora u
faktorskoj ravni (svaki od ovih vektora predstavlja jedan mereni podatak) je uslovljena
doprinosom merenog podatka u izra¢unavanju faktorske koordinate. U smeru porasta vektora
datog merenog podatka raste i vrednost tog merenog podatka za odredenu tacku. Takode,
usmerenost vektora u odnosu na ostale vektore pokazuje da li postoji korelacija izmedu
odgovarajuc¢ih merenih podataka. Tako, na grafikonu 4.1.17. se vidi da su parametri transferin,
UIBC, TIBC kao i Rtc u pozitivnoj korelaciji i da je njihova korelacija sa parametrima Tsat,
Fe i Hb negativna. Takode, sa ovog grafikona se vidi da su korelacije Tsat, Fe i Hb pozitivne,
kao i da su parametri MCV, MCH i MCHC u pozitivnoj korelaciji. Svi ovi nalazi odgovaraju
korelacionoj analizi iz tabele 4.1.18.

Na grafikonu 4.1.17. se vidi da su grupe podataka za ispitanike koji boluju od anemije i
za kontrolnu grupu ispitanika, za dve posmatrane uzrasne grupe dobro razdvojeni u prvoj
faktorskoj ravni. Prva faktorska koordinata je prikazala 46,63% ukupne varijanse, dok je druga
faktorska koordinata prikazala 10,16% ukupne varijanse. Na grafikonu se vidi da su ispitanici
kod kojih je dijagnostikovana anemija grupisani na levoj i donjoj strani (povecane vrednosti
transferina, TIBC, UIBC i Rtc). Primecuje se da su ispitanici koji boluju od anemije iz uzrasne
grupe 6-24 meseca dobro razdvojeni od uzrasne grupe 11-19 godina i da mahom imaju
izrazenije vrednosti parametara transferina, TIBC, UIBC i Rtc. Kontrolna grupa ispitanika
uzrasta 6-24 meseca se nalazi na gornjoj strani grafikona i ima izrazenije vrednosti parametara
Tr, Le, CRP, Er, dok se kontrolna grupa ispitanika uzrasta 11-19 godina nalazi na desnoj strani
grafikona i ima povecane vrednosti parametara feritin, hepcidin, Fe, Tsat, Hb, MCH, MCV i
MCHC.
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4.2 LINEARNI MODEL

U ovom poglavlju je razvijen matematicki model za odredivanje prisustva anemije
kod ispitanika na osnovu pokazivanja parametara uzrast, Le, Er, Hb, Tr, MCV, MCH,
MCHC, Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc, Tsat. Ovaj model je
razvijen u obliku linearnog modela sa konstantnim koeficijentima.

U ANOVA tabeli 4.2.1 su odredeni uticaji merenih parametara na prisustvo
anemije kod ispitanika. Iz ove tabele se vidi da su najveéi uticaj na model imali parametri
uzrast, transferin, MCH, Er i hepcidin, statisticki zna¢ajno na nivou p<0,01. Uticaj Tr i
feritina je takode bio statisticki zna¢ajan na nivou p<0,10. Koeficijent determinacije (r?)
koji je dobijen u ovom modelu bio je 0,753 i kao takav se ne moze smatrati prihvatljivim
za odredivanje prisustva sideropenijske anemije kod ispitanika. 1z tabele 4.2.1. se vidi da
parametri Er, MCH, transferin i hepcidin imaju veoma znacajan uticaj na odredivanje
prisustva sideropenijske anemije kod ispitanika i da je uticaj na formiranje linearnog
modela statisti¢ki zna¢ajan na nivou p<0,01. 1z ove analize se vidi da se hepcidin moze
smatrati parametrom Kkoji ukazuije na snizene rezerve telesnog gvozda, pre pojave klinicki
i laboratorijski manifestne sideropenijske anemije.

Tabela 4.2.1. ANOVA

SS df MS F p

Uzrast 1,134 1 1,134 16,414 0,000
Le 0,002 1 0,002 0,026 0,873
Er 0,604 1 0,604 8,749 0,004
Hb 0,169 1 0,169 2,452 0,119
Tr 0,262 1 0,262 3,799 0,053
MCV 0,124 1 0,124 1,789 0,183
MCH 0,952 1 0,952 13,787 0,000
MCHC 0,079 1 0,079 1,145 0,286
Fe 0,142 1 0,142 2,050 0,154
UliBC 0,000 1 0,000 0,001 0,977
TIBC 0,015 1 0,015 0,218 0,641
CRP 0,000 1 0,000 0,001 0,970
Feritin 0,198 1 0,198 2,872 0,092
Trans 1,098 1 1,098 15,898 0,000
Hepcidin 0,536 1 0,536 7,754 0,006
Rtc 0,031 1 0,031 0,455 0,501
Tsat 0,141 1 0,141 2,042 0,155
Greska 10,430 151 0,069
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U tabeli 4.2.2. prikazani su koeficijenti linearnog modela predikcije prisustva
anemije kod ispitanika na osnovu merenih vrednosti Le, Er, Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC,
Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc, Tsat.

Tabela 4.2.2. Regresioni koeficijenti linearnog modela.

Regr. koefic.  SD  t(151) p Donji limit 95% Gornji limit 95%

Nulti ¢lan 0,189 0,598 0,317 0,752 -0,992 1,371
Uzrast 0,049 0,012 4,051 0,000 0,025 0,073
Le -0,001 0,008 -0,160 0,873 -0,017 0,014
Er 0,176 0,059 2,958 0,004 0,058 0,293
Hb 0,005 0,003 1,566 0,119 -0,001 0,012
Tr 0,000 0,000 -1,949 0,053 -0,001 0,000
MCV -0,007 0,005 -1,338 0,183 -0,018 0,003
MCH 0,065 0,017 3,713 0,000 0,030 0,099
MCHC -0,001 0,001 -1,070 0,286 -0,004 0,001
Fe 0,030 0,021 1,432 0,154 -0,011 0,071
uiBC 0,000 0,006 -0,029 0,977 -0,009 0,009
TIBC 0,003 0,006 0,467 0,641 -0,008 0,013
CRP 0,000 0,005 0,038 0,970 -0,010 0,010
Feritin -0,005 0,003 -1,695 0,092 -0,012 0,001
Trans -0,276 0,069 -3,987 0,000 -0,413 -0,139
Hepcidin 0,000 0,000 2,785 0,006 0,000 0,000
Rtc 0,030 0,044 0,675 0,501 -0,058 0,117
Tsat -0,017 0,012 -1,429 0,155 -0,041 0,007

Iz tabele 4.2.2. se uocava da regresioni koeficijenti u linearnom modelu Er, MCH,
transferin i hepcidin imaju veoma znacajanu ulogu u formiranju ovog modela, kao i na

odredivanje prisustva sideropenijske anemije kod ispitanika (p<0,01).

4.3 MODEL NEURONSKE MREZE

Broj skrivenih neurona varirao je od n = 5 - 10, §to je predloZzeno programom
(StatSoft Statistica). Bilo je x = 3 ulaza, y = 1 izlaz, i m = 134 tezinskih koeficijenata. Za
modelovanje ANN upotrebljen je BFGS algoritam, koji je ugraden u primenjeni program.
Rezultati za prisustvo anemije kod ispitanika dobijeni na osnovu parametara uzrasta, Le,
Er, Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc,
Tsat tokom testiranja sa 17 neurona u skrivenom sloju su prikazani u tabeli 4.3.1. Ova
tabela prikazuje r® vrednosti za svaku od proucavanih promenljivih tokom faza ugenja,

testiranja i validacije.
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Primenjeni MLP su oznaceni u StatSoft Statistica programu na slede¢i na¢in: nakon
oznake MLP sledi broj ulaza, broj neurona u skrivenom sloju, a zatim broj izlaza.
Optimalni broj skrivenih neurona je izabran minimiziranjem razlika izmedu vrednosti
predvidenih mrezom i onih eksperimentalno dobijenih. Kao indikatori performanse mreza
koriséene su sume r? i sume SOS izmedu merenih i izradunatih izlaza za svaku dobijenu
ANN, tokom faza ucenja, testiranja i validacije.

Ucinak (performanse) ANN utvrden je na osnovu sume svih r? (to veca vrednost) i
sume svih SOS (Sto manja vrednost) za sve promenljive u jednoj mrezi. Na osnovu toga
pronaden je optimalni broj skrivenih neurona, 7 (tabela 4.3.1). SOS vrednosti su takode
upotrebljene kao kriterijum za zavrSetak iteracije mreze, $to je obuhvaceno primenjenim
programom. Cim SOS poéne da raste, zaustavlja se faza ,,u¢enja* mreZe, a ako do toga ne
dode ova faza se zavr$ava nakon fiksiranog broja ciklusa (128).

U tabeli broj 4.3.1. prikazani su rezultati predikcije optimalnog modela neuronske
mreze za Prisustvo anemije kod ispitanika na osnovu ulaznih parametara uzrast, Le, Er,
Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc,
Tsat.

Tabela 4.3.1. Performanse ANN mrezZe

Performanse Greska
Ime  |[UcCenje Test.[Validac.[U¢enje|Test. [Validac./Algor.|Funkc.| Aktivac. |Aktivac.
mreze za |greske.| skriv. sloj |Izlaz. sloj
ucenje
BFGS . .
MLP 17-7-1/ 1,000 (0,946, 0,980 | 0,000 /0,013 0,005 24 SOS [Exponential| Logistic

Izlazni podatak iz neuronske mreze je prisustvo anemije kod ispitanika, a ulazni
podaci u mreZzu su mereni podaci za ispitanika. Koeficijent determinacije (koji pokazuje
kvalitet rada neuronske mreze) je prikazan u koloni performanse. Pri ciklusu u€enja mreze
(koji obuhvata 60% merenih podataka) ostvaren je koeficijent determinacije blizu 1, dok je
pri ciklusu testiranja mreze (20% merenih podataka) koeficijent determinacije bio nesto
nizi (0,946), a pri ciklusu validacije mreze (20% merenih podataka) koeficijent
determinacije je bio 0,980. Neuronska mreza u¢i na osnovu merenih vrednosti i podeSava
svoju strukturu greseci 1 ispravljajuci greske u strukturi. Podaci o greSkama mreze tokom
ciklusa ucenja, testiranja i validacije prikazani su u datoj tebeli u koloni greske. Funkcija
greske pri formiranju matematickog modela bila je zbir kvadrata razlika (SOS), a
algoritam za ucenje je bio BFGS 24. Funkcije aktivacije srednjeg (skrivenog) sloja 1

1zlaznog sloja mreze bile su eksponencijalna i logisticka, prema redosledu navodenja.
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4.4 SIMULACIJA VESTACKIH NEURONSKIH MREZA

U ovoj tezi predikcija prisustva anemije kod ispitanika ispitivana je na osnovu
ulaznih parametara u neuronsku mrezu (uzrast, Le, Er, Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe,
UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc, Tsat) i moze se izraCunati preko
jednacine [3.5.3], na osnovu matrica Wy i By, kao i matrica W, i B,, koje predstavljaju
tezinske koeficijente i greske raCunanja vezane za skriveni sloj, primenom prenosnih
funkcija fy 1 f, u skrivenom i izlaznom sloju prema redosledu navodenja, na matricu ulaznih
promenljivih X. Algebarski sistem jedna¢ina se moze jednostavno koristiti u Microsoft
Excel programu za predvidanje izlaza.

U tabeli 4.4.1 prikazani su ¢lanovi matriksa W1 i vektora B; (predstavljeni u "bias"
koloni), a u tabeli 4.4.2. ¢lanovi W, i vektora B, ("bias" red) skrivenog sloja za ANN

model osmotskog rastvora OR;.

Tabela 4.4.1. Tezinski koeficijenti izmedu ulaznog i srednjeg sloja neuronske mreze.

Uzrast] Le Er Hb | Tr |MCV|MCH|MCHC| Fe |UIBC|TIBC | CRP [Feritin|Transferin|Hepcidin|Rtc %|Tsat %| Bias
0,864 |-0,157|0,5390,298|-0,038| 0,192 0,542 | -0,293 |-0,249|-0,209|-0,293| 1,167 | 0,258 | -0,075 | 0,040 |0,251|-0,003|0,003

0,414 0,515 |0,144-0,280|-0,065| 0,865|0,047| 0,218 |-0,558| 1,332 |-0,633|-0,523| 0,081 | -0,088 | 0,049 |(-0,067| 0,003 |0,125
1,038 0,024 |-0,016(-0,343|0,380 1,262 {0,402 | 0,694 |-0,126|-0,290|1,637|0,022{0,020| -0,088 | 0,012 |0,1240,062 |0,223
0,578 1,599 |-0,001|-0,044|-0,355|-0,389|-0,056| 0,208 |-0,449|0,764 |-0,216/0,334|0,032| 0,057 | -0,133 (0,220|-0,132|0,910
-0,874| 0,005 |-0,042|-0,209{0,206 | 0,883 | 0,388 | -0,086 | 0,906 |-0,252|-0,932| 1,152 -0,045| 0,170 0,027 (0,074| 0,106 |2,262
0,331{-0,278 |-0,270|0,010|-0,003| 0,963 |-1,044| -0,542 0,539 | 0,073 | 0,282 |-1,464(-0,025| 0,022 0,063 0,096 (-0,072|-0,008
0,556 0,720 |-0,419/-0,302|0,607|0,365|0,352| 0,685 |0,015|-0,086|-0,273| 1,134 |-0,068| -0,076 | 0,093 |[-0,092| 0,047 |-0,001

~N o o 8 T [N -

Tabela 4.4.2. Tezinski koeficijenti izmedu srednjeg sloja i izlaznog sloja neuronske mreze.

Anem
0,958
-0,281
0,398
-0,341
-1,445
-0,095

7 0,172
Bias 0,537

OO IWIN|F

Srednja vrednost i standardna devijacija rezidualnih vrednosti izlaza su takode
analizirane. Srednje rezidualne vrednosti za prisustvo anemije kod ispitanika su: 0,004, a

standardna devijacija rezidualnih vrednosti iznosila je 0,085. Ovi rezultati su pokazali
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dobru aproksimaciju normalne raspodele oko nule, dakle, odnosi standardnih devijacija i
srednjih vrednosti su niski, sa verovatno¢om od 95 % (2-SD), sto ukazuje da ANN modeli
imaju dobru sposobnost generalizacije za opsege eksperimentalnih vrednosti prisustva
anemije kod ispitanika.

Poredenjem r? vrednosti kod dobijenih linearnim modelom (tabela 4.2.1.) i ANN
modela (tabela 4.3.1) za predikciju stanja ispitanika uocava se da su one neSto nize u
prvom slu¢aju. S obzirom na to da se kod ANN eksperimentalni podaci dele (podaci za
udenje — 60 %, testiranje — 20 % i validaciju — 20 %), ukupna vrednost r? i SOS, odnosno
ocena kvaliteta mreze, odreduje se kao 0,6-ucenje + 0,2-testiranje + 0,2-validacija, pri ¢emu
je vaznija ocena za fazu ucenja (najveci deo podataka), a posmatra se i da SOS ima najnizu
vrednost. Svakako, dokazano je da se obe vrste modela mogu koristiti za predvidanje

izlaza. Ovaj rezultat je u skladu sa zaklju¢cima drugih istrazivanja (136,137).

4.5 ANALIZA OSETLJIVOSTI

Analiza osetljivosti je primenjena kako bi se ispitali uticaji malih promena ulaznih
veli¢ina (procesnih promenljivih) na izlazne veli¢ine procesa. Izlazi koji imaju vecéu
osetljivost imaju veéi odziv na male promene ulaznih veli¢ina (139). Analizom osetljivosti
se testiraju infinitezimalne promene nominalne ulazne veli¢ine u deset individualnih,
jednako udaljenih tacaka ulaznog prostora, od minimalne do maksimalne vrednosti
posmatrane ulazne veli¢ine, radi ispitivanja promena izlazne veli¢ine. Ova analiza se
takode koristi 1 za ispitivanje osetljivosti i greSaka ANN modela.

Uticaj ulaznih promenljivih na izlazne veli¢ine prikazan je na grafikonu 4.5.1.
Dobijeni su ra¢unanjem promena na izlaznim veli¢inama, pri infinitezimalnim promenama
odredenih nominalnih vrednosti ulazne veli¢ine.

Analiza osetljivosti ukazuje na osetljivost odzivnih promenljivih u posmatranom
opsegu procesnih promenljivih (racuna se polinomom drugog reda). Vrednosti osetljivosti
prikazani na grafikonu predstavljaju izvode prvog reda racunate u tatkama koje se nalaze
na desetinama punog opsega svake procesne promenljive. Tako se svaki izvod ulazne
promenljive ratuna u odnosu na polozaj deset jednako udaljenih taaka na opsegu od
minimuma do maksimuma za svaku promenljivu (ekstremne vrednosti u tom slucaju
koriste se kao krajnje taCke za analizu). Vrednosti prvog izvoda za svaku promenljivu se

ra¢unaju na osnovu Taylor-ove formule [4.5.1.] (129,141,142):
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maY 1m m aZY
Y.(X+AX)=Y,(X)+ ) — - AX; +— —-AX - AX +... [4.5.1]
,Z:l:axj ) 2;;axkaxj K

Dobijene vrednosti prikazuju nivo eksperimentalne greske, ali takode prikazuju i

uticaje ulaza na izlazne promenljive.
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Grafikon 4.5.1. Analiza osetljivosti za model neuronske mreze.

Analiza osetljivosti se koristi za detaljno odredivanje uticaja promenjivih na
prisustvo anemije kod ispitanika. Sa grafikona 4.5.1. se vidi da je uticaj uzrasta izrazeniji
pri ve¢im vrednostima uzrasta. MCV, broj eritrocita, MCH i koncentracija gvozda ukazuju
na postojanje sideropenijske anemije pri nizim vrednostima ovih parametara. Vise
vrednosti TIBC ukazuju na postojanje anemije kod ispitanika. Vise vrednosti broja
trombocita ukazuju na postojanje anemije kod ispitanika. MCHC i CRP nemaju znacajniji
uticaj na odredivanje prisustva sideropenijske anemije kod ispitanika. Visoke vrednosti
UIBC ukazuju na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika Visoke vrednosti
transferina ukazuju na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika. Hepcidin ukazuje
na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika, ukoliko su njegove vrednosti niske.

Visi broj retikulocita ukazuje na postojanje anemije.

94



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvoZzda u dece sa sideropenijskom anemijom

Na grafikonu 4.5.1 se vidi da hepcidin ima veoma znacajnu ulogu u formiranju
modela neuronske mreze, kao i na odredivanje prisustva sideropenijske anemije ispitanika.
Hepcidin je u odnosu na hemoglobin daleko bolji indikator u odredivanju postojanja
sideropenijske anemije kod ispitanika, odnosno deficita gvozda u organizmu i moze Se
smatrati faktorom koji mnogo pre pada vrednosti hemoglobina ukazuje na postojanje

deficita gvozda u organizmu.
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5. DISKUSIJA

U naSem istrazivanju, U uzrasnoj grupi od 6 do 24 meseca 23,21% (13) dece je
imalo blagu anemiju, 53,57% (30) umerenu i 23,21% (13) dece tesku anemiju (Grafikon
4.1). Ispitivanjem ucestalosti anemije u Brazilu kod dece uzrasta 6-36 meseci doslo se do
zakljucka da 56,9% dece ima blagu, 42,2% umerenu i 0,9% dece tesku anemiju (143).
Ispitivanjem anemija u Nepalu u uzrasnoj grupi 6-59 meseci pokazano je da 28,7% dece
ima blagu, 20% umerenu i 0,4% dece ima tesku anemiju (144), dok u Indiji 26,2% dece
ima blagu, 40,4% umerenu i 2,9% dece ima teSku anemiju. Na osnovu iznetih podataka
zapaza se da deca koja su bila ukljucena u naSe istrazivanje imaju u vefem procentu
umerenu i teSku anemiju. Prema literaturnim navodima deca uzrastu od 1 do 2 godine
imaju 9,3 puta veci rizik od pojave anemije u odnosu na decu uzrastu od 4 do 5 godina
(145). Ova vulnerabilnost je povezana sa ve¢om brzinom rasta, pri ¢emu se telesna masa
utrostrucava, a telesna povrsina udvostrucava (143). Takode, nakon druge godine Zivota je
povecan unos mesa i drugih namirnica koje sadrze gvozde. Decaci su viSe pogodeni
sideropenijskom anemijom od devojéica, $to moze biti posledica brzeg rasta i vecih
telesnih potreba za gvozdem koje ne mogu biti zadovoljeno apsorpcijom gvozda iz hrane
(143,145). I u naSem ispitivanju u uzrasnoj grupi od 6 do 24 meseca je bilo vise ispitanika
muskog pola. U uzrasnoj grupi od 11 do 19 godina, 11,5% (3) ispitanika Zenskog pola je
imalo blagu anemiju, 65,38% (17) umerenu i 23,07% (6) tesku anemiju (Grafikon 4.2),
dok je 4 ispitanika muskog pola imalo blagu, a 3 umerenu anemiju.

Osim standardnih parametara hematopoeze, u ispitivanoj i kontrolnoj grupi,
analizirali smo razli¢ite parametre metabolizma gvozda (Tabela 4.1.1 a i b).

Analizom broja leukocita uoceno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti broja leukocita izmedu grupe ispitanika obolelih od anemije 1
kontrolne grupe za isti uzrast, ali je uoeno da postoji statisticki znacajna razlika izmedu
srednjih vrednosti broja leukocita za posmatrane dve uzrasne grup. Faktor uzrasta grupe
najvise utiCe na vrednost parametara broja leukocita (p<0,01), dok nelinearni ¢lan
uzrastxanemija ima izvestan uticaj (p<0,10). Ovo se moze objasniti ve¢om ucestalo§éu
infekcija u mladem uzrastu i povecanoj aktivnosti kostne srzi (23).

Odredivanjem vrednosti eritrocita nije uo€ena statisticki znacajna razlika izmedu
ispitivane i kontrolne grupe za dati uzrast, kao ni izmedu dve posmatrane uzrasne grupe.
Zapazeno je da faktor anemija grupe najviSe utiCe na vrednost parametara eritrocita

(p<0,05). Kod osoba koje boluju od sideropenijske anemije broj eritrocita je normalan ili

96



Serumska koncentracija hepcidina kao pokazatelj rezervi gvoZzda u dece sa sideropenijskom anemijom

neznatno povisen kao posledica povisene endogene eritropoetinske aktivnosti u odgovoru
na hipoksiju (23).

Analizom vrednosti hemoglobina utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti hemoglobina izmedu ispitivane i kontrolne grupe za dati uzrast,
kao i da postoji statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti hemoglobina za
posmatrane dve uzrasne grupe. Utvrdeno je da faktor anemija grupe najviSe uti¢e na
vrednost parametra hemoglobina (p<0,01), dok faktor uzrasta takode ima veliki znacaj na
vrednost parametra hemoglobina (p<0,01). Medutim, dobijene vrednosti u ispitivanim
uzrasnim grupama su u skladu sa referentnim vrednostima. Iako odredivanje vrednosti
hemoglobina predstavlja univerzalno sredstvo za dijagnostikovanje anemije, nedostaje
dobra senzitvnost i specificnost za procenu sideropenijske anemije (16). Koncentracija
hemoglobina u fizioloskim granicama ne iskljucuje deficit gvozda, jer vrednosti telesnog
gvozda mogu biti znacajno snizene pre nego koncentracija hemoglobina padne ispod
grani¢ne (cut off) vrednosti koja definise anemiju (75).

Odredivanjem vrednosti trombocita zapazeno je da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu srednjih vrednosti trombocita izmedu ispitivane 1 kontrolne grupe za dati
uzrast, kao 1 izmedu dve posmatrane uzrasne grupe. Broj trombocita je visi u uzrasnoj
grupi od 6 do 24 meseca, medutim, u obe uzrasne grupe srednje vrednosti trombocita su u
granicama referentnih vrednosti. Zapazeno je da faktor uzrasta grupe najviSe utiCe na
vrednost parametra broja trombocita (p<0,01), dok faktor anemije takode ima statisticki
znacaj (p<0,01). Znacajno viSe vrednosti u uzrasnoj grupi od 6 do 24 meseca se mogu
objasniti c¢es¢om pojavom infekcija u tom periodu zivota i veéom stimulacijom
trombocitne loze. U deficitu gvozda broj trombocita je Cesto poviSen §to se pripisuje
povecanoj aktivnosti kostne srzi, a smatra se da endogena hiperprodukcija eritropoetina
stimuliSe i megakariocite (23).

U naSem istrazivanju analizom MCV i MCH pokazano je da postoji statisticki
znaCajna razlika izmedu srednjih vrednosti izmedu ispitivane 1 kontrolne grupe za dati
uzrast, kao i izmedu posmatrane dve uzrasne grupe (p<0,05). Takode, potvrdena je
statisti¢ki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti MCHC izmedu ispitivane 1 kontrolne
grupe za dati uzrast (p<0,05), dok izmedu dve posmatrane uzrasne grupe ne postoji
statistiCki znacajna razlika. U obe uzrasne grupe vrednosti eritrocitnih indeksa su bile u
granicama referentnih vrednosti. Korpuskularne determinante eritrocita ukazuju na tip

anemije usmeravaju¢i dalji dijagnosticki postupak. U deficitu gvozda MCV 1 MCH se
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smanjuju pre MCHC. MCYV ima najvecu dijagnosti¢ku vrednost u diferencijalnoj dijagnozi
anemija (23).

Odredivanjem vrednosti gvozda zapazeno je da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu srednjih vrednosti gvozda za posmatrane dve uzrasne grupe, za kontrolnu grupu
(p<0,05), dok ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa ispitanika kod kojih je
postavljena dijagnoza anemije, za ove dve uzrasne grupe. Faktor statusa anemije grupe
najvise utice na vrednost parametara gvozda (p<0,01). Koncentracija gvozda u plazmi nije
strogo kontrolisana i znacajno se menja u fizioloskim uslovima. Promene nekada nastupaju
vrlo brzo i odraz su prelaska gvozda iz skladiSta u plazmu i obrnuto, a ne oznacavaju
promene koli¢ine gvozda u organizmu (23).

Izmedu srednjih vrednosti UIBC za posmatrane dve uzrasne grupe u kontrolnom
uzorku uoceno je da postoji statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05), dok izmedu ispitanika
obolelih od anemije, izmedu ove dve uzrasne grupe ne postoji statisticki znacajna razlika.
Faktor statusa anemije grupe najviSe utice na vrednost parametara UIBC (p<0,01), dok
faktor uzrasta takode utice na vrednost parametara UIBC (p<0,05). Odredivanjem
vrednosti parametara TIBC uocena je statisticki zna€ajna razlika izmedu srednjih vrednosti
parametara TIBC za posmatrane dve uzrasne grupe, u kontrolnom uzorku, dok statisticki
znacajna razlika izmedu dve uzrasne grupe za ispitanike obolele od anemije ne postoji.
Faktor statusa anemije grupe najvise utie na vrednost parametara TIBC (p<0,01), dok
faktor uzrasta takode statisticki znacajno utic¢e (p<0,05).

Svi ispitanici su prema vrednostima CRP bili bez znakova akutne inflamacije,
samim tim nije uoCena statisticki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti CRP za
posmatrane dve uzrasne grupe.

U naSem ispitivanju potvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
srednjih vrednosti feritina za posmatrane dve uzrasne grupe, ali postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu ispitanika koji boluju od anemije i kontrolne grupe (p<0,05). Takode,
pokazano je da faktor statusa anemije najvise uti¢e na vrednost parametra feritina (p<0,01),
§to ga Cini dobrim testom u postavljanju dijagnoze anemije. S obzirom da feritin
predstavlja protein akutne faze inflamatorne reakcije i da su njegove vrednosti povecane u
toku infekcije i inflamacije, normalne vrednosti ne iskljucuju postojanje sideropenijske
anemije. Zbog toga je vrednost feritina potrebno Kkorelirati sa drugim markerima
inflamacije (15,88).

Analizom parametra transferina zapaZeno je da postoji statisticki znacajna razlika

izmedu srednjih vrednosti transferina za posmatrane dve uzrasne grupe, u kontrolnom
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uzorku (p<0,05), dok nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitanika obolelih od
anemije, izmedu ove dve uzrasne grupe.

U nasSem istrazivanju pokazano je da postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
srednjih vrednosti procenta saturacije transferina za posmatrane dve uzrasne grupe za
kontrolnu grupu (p<0,05), dok nije uoCena statistiCki znacajna razlika izmedu srednjih
vrednosti za ispitanike koji boluju od anemije izmedu dve uzrasne grupe. Faktor statusa
anemije grupe najvise utice na vrednost parametra Saturacije transferina (p<0,01), dok
faktor uzrasta takode utiCe na vrednost parametra saturacije transferina (p<0,01).
Nelinearni ¢lan uzrastxanemija ima izvestan uticaj (p<0,05). Dok je serumski feritin
pouzdan pokazatelj nivoa telesnog gvozda, procenat saturacije transferina je indirektni
pokazatelj iskoristljivosti gvozda u procesu eritropoeze (72). Procenat saturacije transferina
ispod 16% ukazuje na suboptimalno snabdevanje kostne srzi gvozdem. Snizen procenat
saturacije transferina ima relativno visoku senzitivnost (90%) i relativno nisku specifi¢nost
(40-50%) u detekciji deficita gvozda, ali i pored toga ima Siroku primenu u svakodnevnoj
klinickoj praksi (71).

Analizom vrednosti broja retikulocita pokazano je da ne postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu srednjih vrednosti broja retikulocita za posmatrane dve uzrasne grupe, dok
statistiCki znaCajna razlika izmedu grupe ispitanika koji boluju od anemije i kontrolne
grupe postoji (p<0,05). Procena retikulocitnog odgovora je znacajna u evaluaciji anemije,
pomaze u razlikovanju poremecaja procesa eritropoeze od povecane eritrocitne destrukcije.
Procenat retikulocita ispod 2% ukazuje na sideropenijsku anemiju (48).

Osim standardnih parametara metabolizma gvozda koji se koriste u svakodnevnoj
klinickoj praksi, odredivali smo i vrednost serumskog hepcidina (Tabela 4.1.1 b). Hepcidin
predstavlja senzitivni indikator deficita gvozda, ¢ak i u odsustvu anemije (111). Od otkrica
hepcidina razli¢ite grupe istraZivata su pokuSale da razviju pouzdane testove za
odredivanje ovog peptida u bioloSkim tecnostima kako kod ljudi tako 1 kod
eksperimentalnih zivotinja (84). Odredene osobine hepcidina su ga ucinile lo§im
kandidatom za tradicionalne imunohemijske metode bazirane na specifi¢nim anti-hepcidin
antitelima. Mala molekula hepcidina ima cetiri disulfidne veze izmedu osam cisteinskih
rezidua. To odreduje prisustvo samo nekoliko antigenih epitopa, Sto zajedno sa visokim
stepenom konzervacije sekvenci izmedu vrsta Cini poteskoce u izazivanju adekvatnog
imunog odgovora u telu domacina. Takode, hepcidin ima tendenciju stvaranja agregata i
prijanjanje za zidove plasti¢nih epruveta, Sto zahteva pazljivo rukovanje i standardizaciju

preanaliticke procedure (57,95). Do danas je razvijeno nekoliko razli¢itih metoda za
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odredivanje vrednosti hepcidina u serumu i urinu. Prvi test se zasnivao na masenoj
spektrometriji, ali nije nasao primenu u rutinskoj klini¢koj praksi. Osim toga u primeni je
RIA (Radio-immuno assay), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) i ligand
vezujuéi test (97). Sirok dijapazon vrednosti hepcidina je dobijen upotrebom ovih testova.
Razlozi ovakvih diskrepanci nisu poznati, ali se kao moguéi razlozi navode ukrStena
reaktivnost sa metabolitima hepcidina, hepcidin vezujuéi faktori u serumu i nedostatak
standardizacije testova (146). Danas je dostupno samo nekoliko komercijalnih kitova za
odredivanje hepcidina-25 u serumu. Ispitivanja koja su vrSena u adultnoj populaciji
pokazala su razli¢ite vrednosti hepcidina prema polu i starosti, medutim, rezultati nisu
konzistentni. Takode, mali broj studija u kojima je odredivana vrednost hepcidina kod dece
nije dao referentne vrednosti, niti korelaciju hepcidina sa polom, uzrastom, kao ni
feremijom u razli¢itim klinickim stanjima (100). U opstoj populaciji, nivo hepcidina je
znacajno nizi kod Zena ispod 50 godina starosti u odnosu na muskarce iste starosne grupe,
dok je nakon pedesete godine zivota slican u oba pola i relativno konstantnih vrednosti
tokom narednih decenija. Razlog tome su povecane potrebe za gvozdem kod Zena tokom
reproduktivnog perioda (89). U nasoj studiji vrednost serumskog hepcidina je odredivana
ELISA metodom. Dobijena srednja vrednost hepcidina u uzrasnoj grupi od 6 do 24 meseca
kod ispitanika koji su bolovali od anemije je iznosila 4,4 ng/ml, a u kontrolnoj grupi 14
ng/ml. U uzrasnoj grupi od 11 do 19 godina, u grupi ispitanika koji su bolovali od anemije
srednja vrednost hepcidina je iznosila 4,1 ng/ml, a u kontrolnoj grupi 10 ng/ml. Nije
uocena statistiCki znacajna razlika izmedu srednjih vrednosti hepcidina za posmatrane dve
uzrasne grupe, ali je uoCena statisticki znaCajna razlika izmedu vrednosti hepcidina
ispitanika obolelih od anemije i onih iz kontrolne grupe (p<0,05). Potvrdeno je da je faktor
statusa anemije grupe najviSe uticao na vrednost parametara hepcidina (p<0,01). Prema
literaturnim podacima na osnovu dosadasnjih merenja ELISA testom utvrden je Sirok
opseg vrednosti hepcidina koji se kod zdravih muskaraca kretao od 29 do 254 ng/ml, a kod
zdravih zena od 17 do 286 ng/ml (67). Ganz navodi opseg vrednosti serumskog hepcidina
kod muskaraca od 29 do 254 ng/ml, a kod Zena od 16 do 288 mg/ml (111). Ispitivanje
Galesloot i saradnika koje je obuhvatilo 2998 zdravih dobrovoljaca utvrdilo je da je
srednja vrednost serumskog hepcidina kod Zzena u premenopauzi 4,1 nmol/L i 7,8 nmol/L
kod muskaraca (95).

Dogan A. i saradnici su odredivali vrednost hepcidina kod dece uzrasta 7-67 meseci
koji su bolovali od sideropenijske anemije i dece uzrasta 8-68 meseci koji nisu bolovali od

sideropenijske anemije i koji su predstavljali kontrolnu grupu. Prose¢na vrednost hepcidina
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kod dece koja su bolovala od sideropenijske anemije je iznosila 56,73 ng/ml (38,4-140
ng/ml), a tri meseca nakon primene supstitucione terapije preparatom gvozda, prosec¢na
vrednost hepcidina je poveéana na 64,56 ng/ml (44,31-133,81 ng/ml). Potvrdena je
statisticki znacajna razlika u prosecnoj vrednosti hepcidina pre i nakon leCenja. Prosecna
vrednost hepcidina u kontrolnoj grupi je iznosila 50,97 ng/ml (34,8-119,9 ng/ml). Vrednost
hepcidina kod dece koja su bolovala od sideropenijske anemije, a nakon lecenja, je bila
znacajno visa u poredenju sa kontrolnom grupom, i ta razlika je bila statisticki znacajna.
Dobijeni podaci sugeri$u da terapija preparatom gvozda predstavlja znacaj faktor u sintezi
hepcidina i da je taj uticaj relativno brz. Takode, potvrdena je statisticki znacajna
korelacija izmedu vrednosti serumskog hepcidina i feritina u grupi dece pre primene
terapije preparatom gvozda. U studiji Semercioglu i saradnika, potvrden je znacajno nizi
nivo hepcidina kod dece uzrasta 1-3 godine koja su bolovala od sideropenijske anemije, u
poredenju sa kontrolnom grupom (105). I u ostalim studijama je potvrdena niza vrednost
hepcidina kod obolelih od sideropenijske anemije u odnosu na kontrolnu grupu (58). | nasi
rezultati su u skladu sa literaturnim.

Cangemi je u svojoj studiji takode odredivao vrednost hepcidina kod zdrave dece i
one koja su bolovala od sideropenijske anemije. U grupi zdrave dece dobijena je prosecna
vrednost hepcidina od 40,8 ng/ml (13,6-68 ng/ml), pri ¢emu je zapaZena znacajno visa
vrednost kod musSkog (prose¢no 43,6 ng/ml), nego kod Zenskog pola (prose¢no 36,4
ng/ml). S obzirom na ¢injenicu da se koncentracija serumskog hepcidina menja u razlicitim
fizioloskim stanjima, devojcice su bile podeljene u dve grupe. U grupi devojéica koje nisu
imale prvu menstruaciju nivo hepcidina je bio visi (prose¢no 39,25 ng/ml) u odnosu na
grupu devojcica koje su imale prvu menstruaciju (prose¢no 36,2 ng/ml), iako ta razlika nije
bila statisticki znacajna. Interesantno je da je nivo hepcidina bio znacajno nizi kod
devoj¢ica koje su imale prvu menstruaciju (prose¢no 36,2 ng/ml) nego kod decaka
(prosecno 43,6 ng/ml). Nije potvrdena znacajna razlika u vrednosti hepcidina izmedu
decaka i devojcica koje nisu imale prvu menstruaciju (100).

U naSem istraZivanju korelacijom promenjivih za anemicne i zdrave ispitanike
(tabela 4.1.18) pokazano je da je parametar hepcidin u pozitivnoj korelaciji sa saturacijom
transferina (p<0,10), MCV, koncentracijom gvozda (p<0,05), koncentracijom feritina
(p<0,01), a u negativnoj korelaciji sa koncentracijom transferina (p<0,05) i brojem
retikulocita (p<0,10). Sa Biplot grafikona za PCA analizu posmatranih parametara i grupe
pacijenata (Grafikon 4.1.17.) se vidi da su parametri transferin, UIBC, TIBC kao i

retikulociti u pozitivnoj korelaciji, a njihova korelacija sa parametrima saturacija
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transferina, gvozde i hemoglobin negativna. Takode se vidi da su korelacije Saturacije
transferina, gvozda i hemoglobina pozitivne, kao i da su parametri MCV, MCH i MCHC u
pozitivnoj korelaciji. U studiji Dallalio i saradnika potvrdena je snazna korelacija izmedu
vrednosti serumskog feritina i1 hepcidina, dok nije bilo znacajne korelacije izmedu
vrednosti hepcidina i hemoglobina ili serumskog gvozda (105).

Cangemi je u grupi zdrave dece, nakon podele prema polu i fizioloskom stanju,
ispitivao korelaciju hepcidina sa ostalim biomarkerima. Kod muskog pola nije primecena
korelacija hepcidina sa ostalim ispitivanim varijablama, dok je u grupi devojcica koje nisu
imale prvu menstruaciju zapazena snazna pozitivna korelacija izmedu koncentracije
hepcidina i saturacije transferina. U grupi devoj¢ica koje su imale prvu menstruaciju
potvrdena je umerena pozitivna korelacija izmedu koncentracije hepcidina i koncentracije
transferina. U grupi dece koja su bolovala od sideropenijske anemije, kod devoj¢ica koje
nisu imale prvu menstruaciju zapazena je snazna negativna Kkorelacija izmedu
koncentracije hepcidina i gvozda u serumu, koncentracije hepcidina i feritina i
koncentracije hepcidina i MCV, a u grupi devojCica koje su imale prvu menstruaciju,
snazna negativna korelacija izmedu koncentracije hepcidina i hemoglobina, hematokrita,
MCYV i koncentracije gvozda u serumu, kao i umerena korelacija izmedu koncentracije
hepcidina i transferina (100). U studiji koju su sproveli Cherian S. i saradnici potvrdena je
pozitivna korelacija koncentracije hepcidina sa hemoglobinom, MCV, koncentracijom
gvozda i feritina i saturacijom transferina, a negativna korelacija sa koncentracijom
transferina (147). Osim u serumu, nivo hepcidina se moze odredivati i u urinu. Prilikom
odredivanja nivoa hepcidina u urinu kao ranog prediktora deficita gvozda kod dece,
dokazana je =znaajna pozitivna korelacija koncentracije hepcidina u urinu sa
koncentracijom hemoglobin u serumu, MCV, MCHC, hematokritom, koncentracijom
gvozda i feritina u serumu i saturacijom transferina, kao i znacajna negativna korelacija sa
koncentracijom transferina u serumu i TIBC (88).

Fluktuacije u nivou hepcidina imaju pozitivnu korelaciju sa nivoom serumskog
feritina (29,33,76,110,148), a u nekim studijama je potvrdena i pozitivna korelacija i sa C-
reaktivnim proteinom (110). Prema literaturnim navodima, regulacija sinteze hepcidina je
dinami¢nija u poredenju sa feritinom koji je specifican za odredivanje deponovanog
gvozda 1 varira sporije u odgovoru na zahteve eritropoeze. lako hepcidin ima ulogu
reaktanta akutne faze inflamatorne reakcije kao i feritin, vrednost hepcidina opada mnogo
brze nakon uklanjanja infektivnog ili inflamatornog signala. Prema Uijterschout i

saradnicima, kod dece koja imaju deficit gvozda u periodu rekonvalescencije, vrednost
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serumskog hepcidina je snizena kako bi se omogucila intenstinalna apsorpcija gvozda za
proces eritropoeze, dok je vrednost feritina u ovom periodu uvek iznad grani¢nih (cut off
Jvrednosti koja je indikativna za deficit gvozda. Prema tome, hepcidin predstavlja
senzitivniji indikator od feritina, medutim, klinicka upotreba hepcidina kao indikatora
deficita gvozda je otezana zbog nedostatka definisanih referentnih vrednosti hepcidina za
odredeni uzrast (99).

Hepcidin je nedetektabilan ili ima niske vrednosti kod ispitanika kod kojih je
koncentracija feritina ispod 10 ng/ml, dok su vrednosti povisene u slu¢aju inflamacije
(CRP>10ng/ml) (76). U istrazivanju koje su sproveli Delaby i saradnici prose¢na vrednost

hepcidina kod ispitanika ¢iji je CRP bio manji od 10 mg/dl je iznosila 4,64 ng/ml, dok je
kod ispitanika ¢iji je CRP bio veéi od 10 mg/dl prosecna vrednost hepcidina iznosila 55,85
ng/ml (149). U dijagnostickom algoritmu, nizak CRP i niska koncentracija hepcidina u
serumu ukazuju na deficit gvozda, visok CRP i visoka koncentracija hepcidina u serumu
ukazuju na inflamaciju, dok visok CRP i niska koncentracija hepcidina u serumu ukazuju
na deficit gvozda u inflamaciji (73). S obzirom da predstavlja pozitivni reaktant akutne
faze, hepcidin najvisu vrednost dostize 6 sati nakon delovanja inflamatornog stimulusa, a
CRP nakon 24-48 sati (81).

Pomocu linearnog modela i ANN mreze, na osnovu merenih parametara Le, Er,
Hb, Tr, MCV, MCH, MCHC, Fe, UIBC, TIBC, CRP, feritin, transferin, hepcidin, Rtc,
Tsat, moguce je izvrSiti predikciju prisustva anemije kod ispitanika bez obzira na uzrast ili
pol ispitanika (Tabele 4.2.2 i 4.3.1.). Neuronska mreza se pokazala kao daleko tacnija
metoda za predikciju Sto odgovara literaturnim podacima (137). Neuronska mreza ima
nelinearnu strukturu i pokazalo se da je u stanju da mnogo tacnije predvida stanje
pacijenta, a njen koeficijent determinacije je iznosio 0,999, dok je koeficijent determinacije
za linearni model iznosio svega 0,753.

Analiza osetljivosti se koristi za detaljno odredivanje uticaja promenjivih na
prisustvo anemije kod ispitanika. Sa grafikona 4.5.1. se vidi da je uticaj uzrasta izraZeniji
pri ve¢im vrednostima uzrasta. Analiza osetljivosti se koristi za detaljno odredivanje
uticaja promenjivih na prisustvo anemije kod ispitanika. Sa grafikona 4.5.1. se vidi da je
uticaj uzrasta izrazeniji pri ve¢im vrednostima uzrasta. MCV, broj eritrocita, MCH i
koncentracija gvozda ukazuju na postojanje sideropenijske anemije pri nizim vrednostima
ovih parametara. ViSe vrednosti TIBC ukazuju na postojanje anemije kod ispitanika. Vise
vrednosti broja trombocita ukazuju na postojanje anemije kod ispitanika. MCHC i CRP

nNemaju znacajniji uticaj na odredivanje prisustva sideropenijske anemije kod ispitanika.
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Visoke vrednosti UIBC ukazuju na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika
Visoke vrednosti transferina ukazuju na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika.
Hepcidin ukazuje na postojanje sideropenijske anemije kod ispitanika, ukoliko su njegove
vrednosti niske. Visi broj retikulocita ukazuje na postojanje anemije.

Na grafikonu 4.5.1 se vidi da hepcidin ima veoma znacajnu ulogu u formiranju
modela neuronske mreze, kao i na odredivanje prisustva sideropenijske anemije ispitanika.
Hepcidin je u odnosu na hemoglobin daleko bolji indikator u odredivanju postojanja
sideropenijske anemije kod ispitanika, odnosno deficita gvozda u organizmu i moze se
smatrati faktorom koji mnogo pre pada vrednosti hemoglobina ukazuje na postojanje
deficita gvozda u organizmu.

Otkri¢em hepcidina postignut je napredak u razumevenju molekularnog mehanizma
apsorpcije 1 metabolizma gvozda $to je omogucilo razvoj novih strategija u borbi protiv
deficita gvozda (38). Odredivanje vrednosti ovog biohemijskog markera moze imati Siroku
primenu u svakodnevnoj klinickoj praksi. Povisena vrednost hepcidina u krvi iz pupc€anika
moze posluziti kao pouzdan bioloski marker u detekciji rane neonatalne sepse (86). Niske
vrednosti hepcidina su identifikovane kod novorodencadi u ranoj fazi razvoja deficita
gvozda, pre promena vrednosti feritina i eritrocitnih konstanti. Takode, niska vrednost
hepcidina predstavlja biohemijski parametar dovoljan za zapocinjanje supstitucione
terapije preparatom gvozda, bez potrebe za odredivanjem drugih biohemijskih ili
hematoloskih konstanti. MoZe pomo¢i i u boljoj identifikaciji pacijenata sa anemijom u
hroni¢nim bolestima. Kod pacijenata sa niskim vrednostima gvozda i feritina, visoke
vrednosti hepcidina mogu pomo¢i u identifikaciji pacijenata koji su rezistentni na oralnu
terapiju preparatima gvozda i koji, prema tome, zahtevaju parenteralnu primenu (111). S
obzirom da predstavlja senzitivniji pokazatelj stanja gvoZda u organizmu, odredivanje
vrednosti hepcidina moze zameniti tradicionalne markere koji se koriste u dijagnostici

anemije (150).
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6. ZAKLJUCCI

1.

Koncentracija hepcidina je statisticki znacajno niza (p<0,05) u dece i
adolescenata koji boluju od sideropenijske anemije u poredenju sa decom i

adolescentima koji ne boluju od sideropenijske anemije.

Postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije serumskog hepcidina i
koncentracije gvozda u serumu (r = 0,166; p <0,05), koncentracije feritina (r =
0,322; p <0,01), srednjeg volumena eritrocita (r = 0,175; p<0,01) i saturacije
transferina (r = 0,144; p<0,10). Utvrdena je negativna korelacija izmedu
koncentracije serumskog hepcidina i transferina (r = - 0,171; p<0,01) i broja
retikulocita (r = -0,134; p<0,05).

Koncentracija transferina i nezasic¢eni kapacitet vezivanja gvozda, ukupni
kapacitet za vezivanje gvozda i broj retikulocita su medusobno u pozitivnoj
korelaciji (r=0,676, p<0,01; r=0,601, p<0,01 i r=0,584, p<0,01, prema
redosledu navodenja), a korelacija koncentracije transferina sa parametrima
saturacija transferina, koncentracija gvozda u serumu i hemoglobina je
negativna (r =-0,616, p<0,01; r =-0,623, p<0,01 i r=-0,763, p<0,01, prema

redosledu navodenja).

Saturacija transferina, koncentracije gvozda i hemoglobina su medusobno u
pozitivnoj korelaciji (r=0,736, p<0,01 i r=0,971, p<0,01, prema redosledu
navodenja). Parametar srednji volumen eritrocita je u pozitivnoj korelaciji sa
srednjom vrednoS¢u hemoglobina u eritrocitu 1 srednjom vrednoScu
koncentracije hemoglobina u eritrocitu (r=0,894, p<0,01 i r=0,526, p<0,01,

prema redosledu navodenja).
Serumska koncentracija hepcidina je visoko senzitivan 1 specifican pokazatel;

deficita gvozda kod dece i adolescenata koji boluju od sideropenijske anemije i

predstavlja vredan parametar u diferencijalnoj dijagnostici anemija.
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6. Model neuronske mreze sa izrazito visokim koeficijentom determinacije
(0,999) predvida prisustvo sideropenijske anemije kod ispitanika bez obzira na
uzrast na oshovu merenih parametara leukociti, eritrociti, hemoglobin,
trombociti, srednji volumen eritrocita, srednja vrednost hemoglobina u
eritrocitu, srednja vrednost koncentracije hemoglobina u eritrocitu, gvozde,
nezasiceni kapacitet vezivanja gvozda, ukupni kapacitet za vezivanje gvozda,
C-reaktivni protein, feritin, transferin, hepcidin, retikulociti, saturacija

transferina.

7. Linearni model za predikciju prisustva anemije kod ispitanika je neprihvatljiv s

obzirom na koeficijent determinacije od 0,753.
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8. PRILOG
8.1 PRISTANAK INFORMISANOG ISPITANIKA/RODITELJA
Postovani roditelji 1 ispitanici,

U Institutu za zdravstvenu zastitu dece 1 omladine Vojvodine u toku je ispitivanje
novog laboratorijskog testa koji se Kkoristi u dijagnostici malokrvnosti usled nedostatka
gvozda. Test koji se ispituje meri koncentraciju hepcidina u krvi.

Hepcidin je u novije vreme otkriveni hormon koji se luc¢i u jetri i ucestvuje u
regulaciji koli¢ine gvozda u organizmu. Za sada je utvrdeno da je hepcidin dobar
pokazatelj stanja gvozda u organizmu. Medutim, da bi uSao u rutinsku upotrebu u klinickoj
praksi i postao jedan od uobicCajenih testova za ispitivanje metabolizma gvozda u
organizmu, test mora pro¢i klini¢ku standardizaciju, a rezultati se moraju potvrditi na
velikom broju ispitanika oba pola i svih Zivotnih dobi.

Tokom ispitivanja hepcidin ¢e se meriti u dece koja su se u Institut javila zbog
malokrvnosti usled nedostatka gvozda i kod dece koja nisu malokrvna ve¢ dolaze zbog
nekog drugog razloga. Merenje koncentracije hepcidina vrSic¢e se u uzorcima krvi uzetim
malokrvnoj 1 nemalokrvnoj deci. Krv se ni u kom slucaju ne¢e vaditi isklju¢ivo radi
potrebe istrazivanja. U tu svrhu koristice se uzorak uzet prilikom vadenja za druga
planirana rutinska ispitivanja. Na primer, u cilju dokazivanja nedostatka gvozda u
malokrvne dece se rutinski uzima krv za merenje koncentracije gvozda, feritina i sli¢no,
Sto je standardna procedura. Nemalokrvnoj deci ¢e hepcidin biti odredivan samo u slucaju
da postoji potreba za vadenjem krvi iz nekog drugog razloga, na primer, zbog potrebe za
ispitivanjem mehanizma zgruSavanja krvi, funkcije jetre, bubrega i sli¢no.

Rezultati ispitivanja ¢e se koristiti u cilju sticanja novih saznanja o koli¢inama
hepcidina u serumu malokrvne i nemalokrvne dece i u cilju utvrdivanja njegovog znacaja i
mogucnosti dijagnostike nedostatka gvozda.

S obzirom da je VaSe dete upuceno u Institut zbog potrebe za ispitivanjem
malokrvnosti ili nekog drugog stanja ili oboljenja, pozivamo Vas da kao roditelj date
pristanak da Vase dete bude ukljuceno u ovu studiju. Ukljucivanje u studiju podrezumeva
Vase odobrenje uvida u medicinsku dokumentaciju VaSeg deteta, odgovaranje na pitanja u
ponudenoj anketi koja prati ispitivanje kao 1 Vasu saglasnost da se iz uzorka krvi koji ¢e
svakako biti uzet odredi i vrednost hepcidina.

Uces¢e u ispitivanju je na dobrovoljnoj osnovi i ono moze biti prekinuto u svakom

trenutku, pri ¢emu to ni u najmanjoj meri ne¢e promeniti odnos lekara prema Vama i
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VaSem detetu. Svi licni podaci kao i podaci koji se ticu zdravstvenog stanja deteta ¢e biti
poverljivi. Za ucesée u ovom ispitivanju nije predvidena nikakva materijalna nadoknada.
Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacije u vezi ovog ispitivanja
moZete se obratiti dr Jeleni Culafi¢ na telefon 060 4445612.
Ako ste saglasni da VaSe dete bude jedan od ucesnika u ovom ispitivanju, molimo

Vas da potpisete ponudeni formular.

SAGLASNOST RODITELJA

Upoznat/a sam sa ciljem ispitivanja koje ¢e se sprovoditi na Odeljenju za
hematologiju i onkologiju Instituta za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine.

Ponudeno mi je da moje dete bude jedan od

ucesnika u ovom ispitivanju.

Receno mi je da je ispitivanje iskljucivo na dobrovoljnoj osnovi i da moze biti
prekinuto u svakom trenutku, a da to, ni u najmanjoj meri, ne¢e promeniti odnos lekara
prema meni i mom detetu.

Takode mi je receno da ¢e svi licni podaci kao i podaci koji se ticu zdravstvenog
stanja mog deteta, ostati poverljivi.

Za ucesce u ovom ispitivanju ne ocekujem nikakvu materijalnu nadoknadu.

Tokom sprovodenja ispitivanja, za sve dodatne informacije telefonom mogu da
kontaktiram dr Jelenu Culafi¢ na telefon 060 4445612,

Procitao/la sam i u potpunosti razumeo/la sve informacije koje su navedene u
Obavestenju za roditelje. Dobrovoljno pristajem da se moje dete ukljuci u ispitivanje i da

se dobijeni podaci mogu Kkoristiti.

Potpis deteta Potpis roditelja Datum
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