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Znacaj biohemijskih markera i morfometrijskih karakteristika
leukocita u laboratorijskoj dijagnostici subklinickog deficita vitamina

B12

Rezime

UVOD: Subklinicki deficit vitamina B12 (engl. Subclinical Cobalamin Deficiency,
SCCD) podrazumeva da je koncentracija jednog ili viSe biomarkera statusa vitamina
B12 izvan granica referentnog opsega u odsustvu klini¢kih manifestacija deficita. Do
sada se mali broj studija bavio ovim oblikom nedostatka kobalamina kod starijih
pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12, a koji nemaju klinicku sliku deficita.
Otkrivanje ranih promena u statusu vitamina B12 znacajno je za ovu populaciju, jer se
neuroloski simptomi deficita mogu javiti u odsustvu hematoloskih simptoma i mogu biti
ireverzibilni, ukoliko se terapija ne primeni na vreme. Kako se SCCD potvrduje
isklju¢ivo na osnovu laboratorijskog testiranja statusa vitamina B12, znacajno je
analizirati odnos rutinskih i novih biomarkera (metilmalonske kiseline (MMA) 1
morfometrijskih parametara leukocita) u populaciji sa rizikom za pojavu deficita

kobalamina.

CILJEVI: Ci]j studije jeste ispitivanje znacaja biohemijskih markera i morfometrijskih
karakteristika leukocita u laboratorijskoj dijagnostici subklinickog deficita vitamina
B12 u odsustvu klinickih simptoma. Takode, cilj rada je i utvrdivanje povezanosti
metilmalonske kiseline sa postoje¢im parametrima za ispitivanje statusa vitamina B12 i
morfometrijskim parametrima neutrofila 1 monocita, dobijenih na Coulter® LH750

hematoloskom analizatoru, kao potencijalno ranih markera promena u statusu vitamina

B12.

MATERIJALI I METODE: Studija je obuhvatila 590 pacijenata sa rizikom za deficit
kobalamina, kao 1 148 zdravih dobrovoljaca. Pacijenti sa rizikom za deficit kobalamina
bili su stariji od 60 godina i/ili osobe sa gastrointestinalnim smetnjama i simptomima.
Za potrebe studije uradene su slede¢e analize: krvna slika sa morfometrijskim
parametrima leukocita, kobalamin, folat, folat u eritrocitima, antitela protiv unutrasnjeg

faktora, homocistein (Hcy), serumsko gvozde, solubilni transferinski receptori, feritin,



transferin, ukupni kapacitet vezivanja gvozda, saturacija transferina gvozdem,
haptoglobin, laktat dehidrogenaza, kreatinin, procenjena brzina glomerularne filtracije.
Analiza MMA je uradena je za 177 pacijenata ¢ije su vrednosti kobalamina < 300

pmol/L 1/ili vrednosti Hcy > 8 pmol/L.

REZULTATI: Zastupljenost koncentracija kobalamina koje oznacavaju deficit (< 150
pmol/L) bila je 33%, dok je iscrpljene rezerve vitamina B12 (150-221 pmol/L) imalo
28% pacijenata sa rizikom za deficit kobalamina. Koncentracije Hcy > 15 pmol/L imalo
je 46% pacijenata, dok je 68% pacijenata, kojima je uradena analiza MMA, imalo
vrednosti MMA u serumu > 210 nmol/L. Niske koncentracije folata (< 10 nmol/L)
imalo je 14% pacijenata. Kada su u pitanju medusobni odnosi koncentracija biomarkera
statusa vitamina B12 uvrdeno je da je najznacajniji prediktor vrednosti MMA
kobalamin sa 9.2%, zatim starost sa 8.2% 1 kreatinin sa 4.7%. Najznacajniji prediktor
vrednosti Hcy bio je kreatinin sa 23.9%, zatim folat sa 3.8%, starost sa 2% 1 kobalamin
sa 1.7%. Ispitivanje statusa vitamina B12 prema polu pokazalo je da se muski 1 zenski
pol nisu razlikovali prema zastupljenosti koncentracija kobalamina < 150 pmol/L i
150-221 pmol/L, folata < 10 nmol/L, MMA > 210 nmol/L (P > 0.05), ali se jesu
razlikovali prema zastupljenosti koncentracija Hcy > 15 umol/L (P < 0.001). Muskarci
su imali vecu zastupljenost koncentracija Hcy > 15 pumol/L, ali su muskarci imali 1 ve¢u
zastupljenost smanjene funkcije bubrega (P < 0.001) 1 bili su statisticki znacajno stariji
od Zena (P <0.001). Analiza statusa vitamina B12 i folata u odnosu na funkciju bubrega
pokazala je da su pacijenti sa smanjenom funkcijom bubrega imali statisticki znacajno
vecu zastupljenost koncentracija MMA > 210 nmol/L (P < 0.001) i Hcy > 15 pmol/L (P
< 0.001), dok se zastupljenost koncentracija kobalamina < 150 pmol/L i 150-221
pmol/L, kao 1 folata < 10 nmol/L nije razlikovala (P > 0.05). Kada je u pitanju odnos
anemije 1 biomarkera statusa vitamina B12 1 folata utvrdeno je da status folata i
kobalamina nije povezan sa prisustvom anemije (P > 0.05), ve¢ su najznacajniji
prediktori anemije bili deficit gvozda (P < 0.001) i smanjena funkcija bubrega (P <
0.001). Za morfometrijske parametre neutrofila i monocita utvrdeno je da se nisu
razlikovali izmedu zdravih dobrovoljaca muskog i Zenskog pola, kao 1 starijih i mladih
od 60 godina (P > 0.05). Uoceno je da su povecane vrednosti standardne devijacije
provodljivosti neutrofila (NeC-SD) povezane sa koncentracijama kobalamina < 150

pmol/L (P < 0.001) i koncentracijama folata < 10 nmol/L (P < 0.001). U odsustvu



deficita folata, povecane vrednosti NeC-SD bile su povezane i sa vrednostima MMA >
210 nmol/L, bez obzira na funkciju bubrega (P < 0.05). Medutim, i1 pacijenti sa
izolovano snizenim vrednostima kobalamina (< 221 pmol/L), bez povec¢ane MMA,
imali su statisticki znac¢ajno vise vrednosti NeC-SD (P = 0.03). Homocistein nije bio
povezan sa morfometrijskim parametrima neutrofila i monocita. Razlike prema Hcy su
se javljale ukoliko su postojale razlike prema polu, starosti ili kreatininu. Izolovani
deficit gvozda je bio povezan sa standardnom devijacijom rasipanja svetlosti neutrofila
(NeS-SD) (P < 0.05). Deficit gvozda nije uticao na povezanost NeC-SD sa niskim
koncentracijama kobalamina. Statistickom analizom ROC krive utvrdeno je da se
parametar NeC-SD moze koristiti za prepoznavanje pacijenata sa koncentracijama
kobalamina < 150 pmol/L ili folata < 10 nmol/L, koje, prema Svetskoj zdravstvenoj
organizaciji, oznacavaju deficit ovih vitamina (AUC = 0.776, P < 0.001). Za NeC-SD
izdvojila se cut off vrednost 5.0 sa osetljivos¢éu 78.5% 1 specifi¢nos¢éu 55.4%. Parametar
NeC-SD moze prepoznati koncentracije MMA > 210 nmol/L kod pacijenata sa
smanjenom bubreznom funkcijom (AUC = 0.735, P = 0.001), kao 1 kod pacijenata bez
smanjene funkcije bubrega (AUC = 0.736, P = 0.001). I za klasifikaciju pacijenata
prema MMA > 210 nmol/L dobijena je ista cut off vrednost 5.0 za NeC-SD. U prisustvu
smanjene funkcije bubrega osetljivost i specifi¢nost iznosile su 75.5% 1 58.8%, a u
prisustvu normalne bubrezne funkcije 71.4% 1 58.8%. Dobijene povrsine ispod krive u
ROC analizi za MMA > 210 nmol/L nisu se razlikovale od povrsine ispod krive za
koncentracije kobalamina < 221 pmol/L bez povecane MMA (AUC = 0.783, P <
0.001). Cut off vrednost od 5.0 za NeC-SD imala je blago povecanu osetljivost (79%)
za izolovano smanjene koncentracije kobalamina u odnosu na MMA > 210 nmol/L.

Specificnost je bila ista (58.8%).

ZAKLJUCAK: Ovom studijom je utvrdeno da pacijenati sa subklinickim deficitom
vitamina B12 imaju promene u morfologiji neutrofila pre pojave makrocitoze ili
makrocitne anemije. MorfoloSke promene neutrofila izrazene su kroz poviSene
vrednosti standardne devijacije provodljivosti neutrofila i povezane su sa snizenim
koncentracijama kobalamina 1 povec¢anim vrednostima metilmalonske kiseline.
Vrednosti standardne devijacije provodljivosti neutrofila povezane su i sa niskim
koncentracijama folata, zbog ¢ega se ovaj morfometrijski parametar neutrofila moze

smatrati ranim hematoloSkim markerom deficita vitamina B12 1 folata. U odsustvu



inflamatornih stanja, kao i bolesti i terapije koje uticu na broj i morfologiju leukocita, na
osnovu dobijene cut-off vrednosti za standardnu devijaciju provodljivosti neutrofila
mogu se selektovati pacijenti sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnom srednjom
zapreminom eritrocita, kojima je nakon krvne slike potrebno odrediti nivo kobalamina i
folata. S obzirom na to da nema razlike u povezanosti metilmalonske kiseline i
kobalamina sa promenjenom morfologijom neutrofila, metilmalonska kiselina nema
prednost nad kobalaminom u ispitivanju statusa vitamina B12 kod pacijenata sa rizikom

za deficit vitamina B12 1 normalnom srednjom zapreminom eritrocita.

Kljucne reci: subklinicki deficit kobalamina, vitamin B12, folat, metilmalonska

kiselina, homocistein, morfometrijski parametri neutrofila i monocita
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The significance of biochemical markers and morphometric
characteristics of leucocytes in laboratory diagnosis of subclinical

cobalamin deficiency

Abstract

INTRODUCTION: In the absence of clinical manifestations, concentration of one or
more biomarkers of vitamin B12 status out of reference range is considered as
subclinical cobalamin deficiency (SCCD). So far, the small number of studies have
explored SCCD in elderly patients at risk of vitamin B12 deficiency, but without
clinical picture. The recognition of early changes in cobalamin status is important for
this population because neurological symptoms of deficiency can be present without
hematological manifestations. Also, neurological symptoms of deficiency can be
irreversible without timely therapy. Considering that SCCD depends solely on
laboratory testing of vitamin B12 status, it is important to analyse relationship between
biomarkers routinely used and novel markers (methylmalonic acid (MMA) and
morphometric parameters of leucocytes) in the population at risk of cobalamin

deficiency.

AIMS OF STUDY: The study objective is the research of significance of biochemical
markers and morphometric parameters of leucocytes in laboratory diagnosis of
subclinical cobalamin deficiency in the absence of clinical manifestations. Also, the
study aim is to analyse relationships between methylmalonic acid and biomarkers
routinely used, and morphometric parameters of neutrophils and monocytes, obtained
by Coulter® LH750 hematology analyser, as potential early markers of changes in

vitamin B12 status.

MATERIALS AND METHODS: The study population included 590 patients at risk
of cobalamin deficiency and 148 healthy volunteers. The patients at risk of cobalamin
deficiency were older than 60 years and /or had gastrointestinal symptoms or disorders.
For the study purpose, the following tests were done: complete blood count with
morphometric parameters of leucocytes, cobalamin, folate, red blood cell folate,

intrinsic factor antibody, homocysteine (Hcy), serum iron, soluble transferrin receptors,



ferritin, transferrin, total iron binding-capacity, transferrin saturation, haptoglobin,
lactate dehydrogenase, creatinine, estimated glomerular filtration rate. Methylmalonic
acid test was performed for 177 patients with cobalamin < 300 pmol/L and/or

homocysteine (Hcy) > 8 umol/L.

RESULTS: The percentage of patients with low cobalamin levels (< 150 pmol/L), that
represent cobalamin deficiency, was 33% and 28% of patients at risk of cobalamin
deficiency had depleted cobalamin stores (150-221 pmol/L). The concentrations of Hcy
> 15 umol/L and MMA > 210 nmol/L were present in 46% and 68% of patients at risk
of vitamin B12 deficiency, respectively. The percentage of patients with low folate
levels (< 10 nmol/L) was 14%. The most significant predictor of MMA levels was
cobalamin which explained 9.2% of MMA variance. The age of patients explained 8.2%
and creatinine concentration 4.7% of MMA variance. The most significant determinant
of Hcy levels was creatinine with 23.9%, then folate with 3.8%, age with 2% and
cobalamin with 1.7%. Men and women did not differ according to distribution of
cobalamin levels < 150 pmol/L and 150-221 pmol/L, folate < 10 nmol/L and MMA >
210 nmol/L (P > 0.05). There was the difference according to distribution of Hcy > 15
pmol/L (P < 0.001). Men had significantly higher percentage of Hcy > 15 pumol/L
compared to women, but they were significantly older (P < 0.001) and had significantly
higher percentage of reduced renal function (P < 0.001). Patients with reduced renal
function had significantly higher percentage of MMA > 210 nmol/L (P < 0.001) and
Hcy > 15 pumol/L (P < 0.001) than patients with normal renal function. The distribution
of cobalamin < 150 pmol/L, cobalamin 150-221 pmol/L and folate < 10 nmol/L did not
differ between these patients (P > 0.05). There was no association between cobalamin
and folate status and presence of anemia (P > 0.05). The most significant determinants
of low hemoglobin levels were iron deficiency (P < 0.001) and reduced renal function
(P < 0.001). There was no gender and age differences in morphometric parameters of
neutrophils and monocytes among healthy volunteers (P > 0.05). The results indicated
association between increased values of neutrophil conductivity standard deviation
(NeC-SD) and cobalamin < 150 pmol/L (P < 0.001), and folate < 10 nmol/L (P <
0.001). In the absence of folate deficiency, the increased values of NeC-SD were
associated with MMA > 210 nmol/L, regardless of renal function (P < 0.05). However,

patients with low cobalamin levels (< 221 pmol/L) and without raised level of MMA,



also had significantly higher values of NeC-SD (P = 0.03). Homocysteine was not
associated with morphometric parameters of neutrophils and monocytes. The Hcy
differences were related to age, gender and creatinine. Isolated iron deficiency was
associated with the standard deviation of neutrophil light scattering (NeS-SD) (P <
0.05). Iron deficiency did not affect the association of NeC-SD with low cobalamin
concentrations. Receiver operating curve analysis revealed that NeC-SD can be used for
patient classiffication according to cobalamin < 150 pmol/L and folate < 10 nmol/L
levels, which have been suggested by World Health Organisation as cut off values for
vitamin deficiency (AUC = 0.776, P < 0.001). The cut off value for NeC-SD was 5.0
with 78.5% of sensitivity and 55.4% of specificity. Parameter NeC-SD can recognise
concentrations of MMA > 210 nmol/L in patients with reduced renal function (AUC =
0.735, P = 0.001) as well as in patients with normal renal function (AUC = 0.736, P =
0.001). The NeC-SD cut off for MMA > 210 nmol/L was the same as for cobalamin <
150 pmol/L. The sensitivity and specificity for patients with reduced renal function
were 75.5% 1 58.8% and for patients with normal renal function 71.4% 1 58.8%,
respectively. There was no difference between these areas under the curve and area
under the NeC-SD curve for cobalamin < 221 pmol/L without elevated MMA (AUC =
0.783, P < 0.001). Cut off value of NeC-SD was the same for cobalamin < 221 pmol/L,
but the sensitivity was slightly higher (79%) compared to sensitivity for MMA > 210
nmol/L. The specificity was equal, 58.8%.

CONCLUSION: Patients with subclinical cobalamin deficiency have changes in
neutrophil morphology before occurrence of macrocytosis or macrocytic anemia. The
changes are manifested as increased values of neutrophil conductivity standard
deviation which are associated with low cobalamin and high methylmalonic acid levels.
The values of neutrophil conductivity standard deviation are also associated with low
folate levels, which makes this morphometric parameter an early hematology marker of
cobalamin and folate deficiency. In the absence of inflammatory conditions, as well as
diseases and therapies, which influence the number and morphology of leucocytes,
based on obtained cut off values for neutrophil conductivity standard deviation, patients
at risk of cobalamin deficiency and normal mean corpuscular volume of erythrocyte can
be selected for cobalamin and folate testing after analysis of complete blood count.

Considering that there were no differences between association of cobalamin and



methylmalonic acid with changes in neutrophil morphology, methylmalonic acid does
not have the adventage in evaluation of vitamin B12 status in patients at risk of

cobalamin deficiency with normal mean corpuscular volume of erythrocyte.

Key words: subclinical cobalamin deficiency, vitamin B12, folate, methylmalonic acid,

homocysteine, morphometric parameters of neutrophils and monocytes
Scientific field: Pharmacy
Scientific topic: Medical Biochemistry
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU
ABCD4 — engl. ATP-binding cassette sub-family D member 4
AdoCbl — adenozilkobalamin

Al - engl. Adequate Intake, adekvatan dnevni unos

At-IF — antitela protiv unutrasnjeg faktora

ATP — adenozin trifosfat

ATR - adenozil transferaza

AUC —engl. Area Under Curve, povrsina ispod krive

BCSH - engl. British Committee for Standards in Haematology, Britanski odbor za

standarde u hematologiji
C — eng. conductivity, provodljivost

c¢B12 — engl. combined indicator of B12 status, kombinovani indikator statusa vitamin

B12

Cbl — kobalamin

cblA — gen za MMAA

cblB — gen za MMAB

¢blC — gen za MMACHC
cbID — gen za MMADHC
cblE — gen za reduktazu MS
¢blF — gen za LMBD1

¢blG — gen za MS



cblJ — gen za ABCD4

CIA — hemiluminiscentni imunotest

CNCbl - cijanokobalamin

CPD — eng. Cell Population Data, morfometrijske karakteristike leukocita
CRP — C-reaktivni protein

CUBAM - receptor za kompleks unutrasnji faktor-kobalamin

CV — koeficijent varijacije

DMB - 5,6-dimetil-benzimidazol

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dT — deoksitimidin

dTMP — deoksitimidin monofosfat

dU — deoksiuridin

dUMP — deoksiurudin monofosfat

EDTA — etilen diamino tetraacetat

EFSA — engl. European Food Safety Authority, Evropsko telo za bezbednost hrane

eGFR — engl. Estimated Glomerular Filtration Rate, procenjena brzina glomerularne

filtracije
EIA — enzimimunotestovi

FBCM - engl. Food Bound Cobalamin Malabsorption, nemoguénost oslobadanja

kobalamina iz hrane

FDA — engl. Food and Drug Administration, Americka agencija za hranu i lekove



FPIA — fluorescentno polarizacioni imunotest

FUT?2 — gen za a(1,2)fukoziltransferazu

GC-MS - gasna hromatografija masena spektrometrija

GTP — guanozin trifosfat

Hap — haptoglobin

HC — haptokorin

HC-CbI — komplesk haptokorina i kobalamina

Hct — hematokrit

Hcy — homocistein

HIBCH - gen za 3-hidroksi-izobutiril-CoA hidrolazu

His — histidin

Holo-TCII — holotranskobalamin II

HPLC — te¢na hromatografija pod visokim pritiskom

ID-GC-MS — izotop diluciona gasna hromatografija masena spektrometrija
ID-LC-MS/MS — izotop diluciona te¢na hormatografija tandem masena spektrometrija
ID-MS - izotop diluciona masena spektrometrija

IF — unutrasnji faktor

IP — interval pouzdanosti

IR — interkvartilni raspon

JCTLM - engl. Joint Committee for Treceability in Laboratory Medicine, Zajednicki

odbor za sledljivost u laboratorijskoj medicini



Krea — kreatinin

LC-MS/MS — te¢na hromatografija tandem masena spektrometrija

LHD - laktat dehidrogenaza

LMBD1 — engl. probable lysosomal cobalamin transporter

Max — maksimum

MCM — metilmalonil-CoA mutaza

MCYV — engl. Mean Corpuscular Volume, srednja zapremina eritrocita

MD — medijana

MDRD - engl. Modification of Diet in Renal Disease

MetCbl — metilkobalamin

Min — minimum

MMA — metilmalonska kiselina

MMAA - engl. Methylmalonic aciduria type A protein

MMAB - engl. Corrinoid adenosyltransferase

MMACHC - engl. Methylmalonic aciduria and homocystinuria type C protein
MMADHC - engl. Methylmalonic aciduria and homocystinuria type D protein
MoC — srednja vrednost provodljivosti monocita

MoC-SD — standardna devijacija provodljivosti monocita

MoS — srednja vrednost rasipanje svetlosti monocita

MoS-SD — standardna devijacija rasipanja svetlosti monocita



MoV - srednja vrednost zapremine monocita

MoV-SD — standardna devijacija zapremine monocita

MS — metionin sintaza

mut — gen za MCM

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid

NADH - redukovani nikotinamid adenin dinukleotid

NeC — srednja vrednost provodljivosti neutrofila

NeC-SD — standardna devijacija provodljivosti neutrofila
NeS — srednja vrednost rasipanja svetlosti neutrofila
NeS-SD - standardna devijacija rasipanja svetlosti neutrofila
NeV - srednja vrednost zapremine neutrofila

NeV-SD — standardna devijacija zapremine neutrofila
NHANES — engl. National Health and Nutrition Examination Survey

NIST — engl. National Institute of Standards and Technology, Nacionalni institut za

standarde 1 tehnologiju

PGA — pteroilglutaminska kiselina

RBC folat — folat u eritrocitima

RDW - engl. Red Cell Distribution Width, koeficijent varijacije veliCine eritrocita
S — engl. scatter, rasipanje

SAH - S-adenozil-L-homocistein

SAT — saturacija transferina gvozdem



SCCD — engl. Subclinical Cobalamin Deficiency, subklini¢ki deficit kobalamina
SD — standardna devijacija

SRM - standardni referentni materijal

sTfR — solubilni transferinski receptori

TCEP - tris[2-karboksietil] fosfin

TCII - transkobalamin II

TCII-Cbl — kompleks transkobalamina II i kobalamina
TCN2 — gen za transkobalamin 11

THF - tetrahidrofolat

TIBC — ukupni kapacitet vezivanja gvozda

TPTZ — 2,4,6-tri-(2-piridil)-5-triazin

TREF — transferin

UK NEQAS - engl. United Kingdom National External Quality Assessment Service,

Britanska nacionalna sluzba za spolja$nju kontrolu kvaliteta

V —engl. volume, zapremina

VCS — eng. volume, conductivity, scatter, zapremina, provodljivost, rasipanje
vit B12 — vitamin B12

WHO - engl. World Health Organisation, Svetska zdravstvena organizacija

WHO IS — engl. World Health Organisation International Standard, internacionalni

standard Svetske zdravstevne organizacije

Xsr — srednja vrednost
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1. Uvod

Posledice deficita vitamina B12 odavno su prepoznate i opisane, dok je sam
vitamin B12 kasnije otkriven. Lekari Combe, Addison i Biermer nezavisno su jedan od
drugog opisali makrocitnu anemiju u XIX veku (1, 2, 3, 4), ali nisu znali zbog cega
nastaje 1 kako se leCi. Tek pocetkom XX veka Minot i Murphy uspeli su da u
homogenizatu sirove jetre otkriju postojanje tzv. anti-perniciozne anemije faktora i da
omoguce identifikaciju vitamina B12 (2). Nakon otkri¢a da sirova jetra sadrzi lek za
pernicioznu anemiju (2), kako ju je Biermer nazvao zbog njenog fatalnog ishoda (4),
dve grupe istrazivaca okupljenih oko Smitha iz Engleske (5) i Rickesa iz USA (6)
nezavisno su jedni od drugih izolovali iz jetre jedinjenje u obliku crvenih kristala i
nazvali ga vitamin B12. Slede¢a faza istrazivanja bila je usmerena ka utvrdivanju
strukture vitamina B12 1 za to je zasluZzna Dorothy Crowfoot Hodgkin sa svojim
saradnicima. Oni su otkrili trodimenzionalnu strukturu cijanokobalamina 1
adenozilkobalamina (7-10). Zatim je ustanovljena njegova kofaktorska uloga (11).
Znacaj adenozilkobalamina za metilmalonil-CoA mutazu ubrzo je utvrden (12, 13).
Usledilo je otkri¢e i metilkobalamina (14) i njegovog znacaja za metionin-sintazu (15).
Sama struktura adenozilkobalamina utvrdena je 1961 (10), dok je struktura

metilkobalamina ustanovljena ¢ak dve decenije kasnije (16).

1.1. Struktura i sinteza vitamina B12

Naziv vitamin B12 (vit B12) odnosi se na grupu fizioloski aktivnih jedinjenja
koja se hemijski klasifikuju kao kobalamini. Kobalamini (Cbl) po strukturi pripadaju
korinoidima. Glavnu strukturnu jedinicu korinoida predstavlja korinsko jezgro koje se
sastoji od 4 pirolova prstena (A, B, C, D). Korinsko jezgro je preko 4 atoma azota iz
pirolovih prstena povezano sa jonom Co u vitaminu B12 (Slika 1) (17, 18). Kompleks
korinskog prstena i Co naziva se kobamid (17). Nakon vezivanja 4 atoma azota, na Co
preostaju jo§S 2 mesta za uspostavljanje koordinativnih veza sa ligandima. Donji (o)
ligand vezan za Co jeste azot iz 5,6-dimetil-benzimidazol (DMB) fosforibozila ili

nukleotidna petlja (17-19). Takode, a ligand je vezan 1 za korinski prsten preko



propionamid bo¢nog lanca prstena D i fosfata iz DMB-a (17-20). Gornji (B) ligand je
promenljiv i moze biti: metil grupa, hidroksilna grupa, voda, cijano grupa, 5'-
deoksiadenozil (17-20). Vitamin B12 razlikuje se od ostalih korinoida (hema, hlorofila)
po nedostatku metinskog mosta izmedu parcijalno hidrogenizovanih pirola A i D,
oksidacionom stanju prstena, broju i vrsti bo¢nih lanaca vezanih za korinski prsten 1

atomu metala u centru prstena (21).

N NH7
< N ¢ 5’ - deoxyadenosyl-
N=/ '
CH,
OH OH :
\C I'l? C,
N—Cd ..(_N’i C "‘ + Cobamide

A

2l c

5:6 - dimethyl-
benzimidazoie

Slika 1. Struktura 5'-deoksiadenozilkobalamina!

Fizioloska aktivnost kobalamina zasniva se na: oksidacionom stanju Co, da li je

DMB vezan za Co i prirodi o liganda (19).

U organizmu se kobalamin javlja u vidu dva konformaciona oblika: oblik sa
vezanom nukleotidnom petljom (base-on stanje) 1 oblik bez vezane nukleotidne petlje za
Co (base-off stanje), ali nukleotidna petlja ostaje vezana za korinski prsten (19).
Konformacija sa nukleotidnom petljom javlja se u kompleksu sa transportnim

proteinima, a bez nje u interakciji sa vitamin B12 zavisnim enzimima: metionin-

IShenkin A, Baines M, Fell SG, Lyon TDG. Vitamin and trace elements. In: Burtis AC, Ashwood RE,
Bruns ED, editors. Tietz Textbook of clinical chemistry and molecular diagnostics. 4th ed. Missouri:
Elseviers Inc, 2006:1100—-1105 (17)



sintazom (MS) i metilmalonil-CoA mutazom (MCM) (22). U enzimima je za Co umesto

N iz nukleotidne petlje vezan histidin, tzv. base-off/His-on konformacija (19).

s

“base-off” “base-on” “base-off/His-on”

Slika 2. Konformacije kobalamina?

U zavisnosti od oksidacionog stanja Co postoji: kob(I)alamin, kob(II)alamin,
kob(Il)alamin (19). Kob(I)alamin obi¢no nema ligande, veoma je reaktivan nukleofil i
lako se oksiduje u kob(IT)alamin (19, 24). Kob(Il)alamini nemaju gornji ligand, ve¢
samo vezanu nukleotidnu petlju (19). Izuzetak je kob(Il)alamin koji se vezuje za
adenoziltransferazu 1 koji nema oba liganda (19, 25). Adenozilkobalamin (AdoCbl),
metilkobalamin (MetCbl), cijanokobalamin (CNCbl) 1 hidroksikobalamin su

kob(Ill)alamini sa vezanom nukleotidnom petljom (19).

Metilkobalamin i adenozilkobalamin jesu metabolic¢ki aktivni oblici vitamina
B12 i predstavljaju 75-90% i 10-25% endogenog kobalamina (26). Metilkobalamin je
dominantni oblik u serumu, a AdoCbl u citozolu (17). Cijanokobalamin nije prirodan
oblik vitamina B12 1 nema fizioloSku funkciju (26), ali je hemijski stabilan i predstavlja
referentno jedinjenje za odredivanje serumskih koncentracija vitamina B12 (17). Manje
stabilni oblici mogu se konvertovati u CNCbl i na taj nafin odrediti. Zbog njegove
stabilnosti u vodenom rastvoru i apsorpcionih karakteristika, pogodan je za pripremu

kalibratora za odredivanje koncentracije kobalamina u serumu (17). Takode, vitamin

ZBanerjee R, Gherasim C, Padovani D. The tinker, tailor, soldier in intracellular B12 trafficking. Curr
Opin Chem Biol 2009;13(4):484-491(23)



B12 se u ovom obliku koristi kao suplement u ishrani ljudi (20, 26, 27). Oblici
kobalamina sa razli¢itim gornjim aksijalnim ligandom konvertuju se u AdoCbl i MetCbl

unutar ¢elije (28, 29, 30).

Strukture sa drugacijim grupama vezanim za korinski prsten, supstituisanom
nukleotidnom petljom ili bez nje, nazivaju se analozima kobalamina (18, 31). To su
strukturno sli¢na jedinjenja kobalaminu, ali ne mogu da obavljaju funkciju kofaktora
enzima MS i MCM (32). Njihovo prisustvo u krvi u kompleksu sa haptokorinom je
potvrdeno, ali ne i sa transkobalaminom II (33). Jo$ uvek nije utvrdeno njihovo poreklo
u organizmu (32). Jedna od pretpostavki je da se analozi, koje sintetiSu intestinalni
mikroorganizmi, pasivno apsorbuju i tako dospevaju u cirkulaciju (32). U prilog tome
idu 1 velike koli¢ine analoga pronadene u fecesu (34). Drugo misljenje jeste da analozi

nastaju iz kobalamina u samom organizmu (32).

U in vivo uslovima samo neke bakterije 1 arheje mogu da sintetiSu vitamin B12
(35). U in vitro uslovima Woodward i Eschenmoser su sa svojim saradnicima 1973.
uspeli da sintetiSu vitamin B12. Postupak sinteze je hemijski zahtevan proces koji
podrazumeva oko 70 reakcija. Za industrijsku proizvodnju to je komplikovano 1 skupo.
Zato se vitamin B12 proizvodi procesima biofermentacije u genetski modifikovanim
mikroorganizmima (21). De novo sinteza vitamina B12 moze se odvijati na 2 nacina:
aerobno 1 anaerobno (20, 21, 35). Ova dva puta medusobno se razlikuju ne samo prema
potrebi za kiseonikom ve¢ i po tome kada se Co ugraduje u korinski prsten (35).
Najve¢a komponenta koju treba sintetisati jeste korinski prsten, koji nastaje od
uroporfirinogena III, zajednickog prekursora u sintezi hema, hlorofila, siroheme, F430
enzima 1 kobalamina. Zbog kompleksnosti strukture, viSe od 30 gena u bakteriji
potrebno je za njegovu de novo sintezu, $to predstavlja 1% bakterijskog genoma (21).
Postoji 1 salvage put u sintezi kobalamina, koji je energetski povoljniji za bakterije i

arheje, jer preuzimaju korinoide iz spoljasnje sredine (35).

Za ljude siguran izvor vitamina B12 jesu: meso, jaja, mlecni proizvodi (36).
Prisustvo kobalamina u pecurkama, algama, fermentisanim proizvodima, listovima

odredene vrste €aja (37-40), kao 1 u proizvodima Zzivotinjskog porekla poti¢e iz



bakterija (41). Jo§ uvek nema dovoljno podataka da bi se odredene alge, peCurke i

fermentisani proizvodi smatrali sigurnim izvorom kobalamina (37).
1.2. Metabolizam vitamina B12

Metabolizam kobalamina u organizmu coveka je kompleksan i jo§ uvek
nedovoljno istraZzen. Sastoji se od procesa apsorpcije u gastrointestinalnom traktu,
transporta putem Kkrvi, intracelularnog transporta i enzimskih reakcija u kojima je

kobalamin kofaktor (42—44).
1.2.1. Apsorpcija, transport i ekskrecija vitamina B12

Proces preuzimanja kobalamina u gastrointestinalnom traktu podrazumeva
selektivnost, tj. apsorpciju fizioloski aktivnih molekula i izbegavanje strukturno sli¢nih
jedinjenja koja sintetiSe crevna mikroflora i/ili onih koja se unesu putem hrane (42). Da
bi apsorpcija bila selektivna potrebno je normalno funkcionisanje Zeluca, pankreasa i
tankog creva (26), dva transportna homologna proteina: haptokorin (HC) 1 unutrasnji

faktor (IF) i receptor za kompleks unutrasnji faktor-kobalamin (CUBAM) (26, 42, 45).

U hrani je vitamin B12 uglavnom vezan za proteine. 1z tih kompleksa mora se
prvo ekstrahovati, Sto se postize delovanjem zeludane kiseline i pepsina (44).
Oslobodeni vitamin B12 u kiseloj sredini Zeluca se vezuje za HC, koji potice iz
progutane pljuvacke i zeluca (26, 44, 46). Pri neutralnom pH, kao Sto je slucaj kod
pacijenata sa ahlorhidrijom, HC slabo vezuje kobalamin, tada je vitamin uglavnom
vezan za IF. To moze biti jedan od razloga zbog Cega je deficit vitamina B12 redak kod

pacijenata koji koriste inhibitore protonske pumpe (47).

Pepsin iz zeludacnog soka ne ucestvuje u digestiji HC-a i on u kompleksu sa
kobalaminom dospeva u duodenum (47). U duodenumu pankreasne proteaze razlazu
HC (46). Najosetljiviji je na delovanje tripsina, zatim himotripsina i elastaze, dok je IF
relativno neosetljiv na ove enzime (48). Oslobodeni vitamin B12 vezuje se za IF (46).
Ovaj protein je specifican za kobalamin, tj. za forme koje sadrze intaktan DMB 1 na taj
nacin se sprecava apsorpcija degradiranih oblika vitamina B12 (49). I sam kompleks IF-

Cbl veoma je otporan na digestiju i prolazi kroz intestinum sve dok ne dode do



receptora za IF u ileumu (50). Specifi¢no mesto na IF snazno se vezuje za receptor pri
pH vrednosti 5.4 ili ve€oj u prisustvu jona Ca’". Zatim ceo kompleks sa receptorom
ulazi u celiju procesom endocitoze (50). U lizozomima se kobalamin oslobada iz
kompleksa sa IF tako Sto se transportni protein razlaze (50). Glavna proteaza za
degradaciju IF u lizozomima jeste katepsin L (51). Vitamin B12 se moze iskoristiti u
¢eliji ili se dalje transportovati u krv, odnosno u ekstracelularnu tec¢nost (52). U
razvijenim zemljama dnevno se unese 5-30 pg kobalamina. Od toga se 1-5 pg
apsorbuje (50, 53), manje od 250 ng se izlu¢i urinom, a neapsorbovana koli¢ina

eliminise se fecesom (50).

Izlazak kobalamina iz enterocita veoma je vazan korak za njegovu dalju
distribuciju u organizmu (26). Medutim, taj proces jo§ uvek nije u potpunosti definisan
(26). Najverovatniji mehanizam ukljucuje proteolizu IF u lizozomima 1 vezivanje
vitamina B12 za transkobalamin II (TCII) u manje kiselom delu ¢elije (54). Postoje
eksperimentalni dokazi za oslobadanje kobalamina i u slobodnom obliku (55). Potrebne
su dodatne studije koje ¢e utvrditi da li vitamin B12 napusta enterocite u kompleksu sa

TCII, u slobodnom obliku ili na oba nacina (26).

U krvi se kobalamin nalazi vezan za HC (80%) i TCII (20%). Dok se za HC
vezuju i analozi kobalamina (46), TCII se specifi¢no vezuje za forme kobalamina koje
sadrze intaktan DMB (56, 57) i odgovoran je za dopremanje vitamina B12 do ¢elija (58,
59). Kompleks TCII-Cbl ulazi u ¢elije tako Sto se vezuje za receptor (46). Receptor
uvlaci kompleks TCII-Cbl endocitozom pomocu klatrinom prekrivenih udubljenja i
vezikula (60). U kiselom endozomu oslobada se receptor koji se vra¢a na povrsinu Celije
(60). Kompleks TCII-Cbl se endozomom prebacuje u lizozom gde se TCII razgraduje, a

kobalamin oslobada u citoplazmu (61).

Uloga HC-a u organizmu jos uvek nije u potpunosti rasvetljena. Smatra se da je
uklju¢en u skladiStenje kobalamina i1 u uklanjanju nefunkcionalnih korinoida.
Kobinamid je strukturni analog vitamina B12 kojem nedostaje nekleotidna petlja, ne
moze postati aktivan kofaktor u organizmu sisara i ¢ini oko 40% korinskih jedinjenja u
plazmi (46). Iako HC u krvi vezuje mnogo vise kobalamina nego TCII, nije ukljucen u

njegovo preuzimanje od strane vecine celija u organizmu (62). Medutim, HC



omogucava ponovno koriSéenje vitamina B12 oslobodenog iz tkiva (63) i dostavlja
kobalamin i analoge jetri (63, 64). Iz jetre se kobalamin oslobada u Zu¢ i1 podleze
enterohepaticnoj cirkulaciji (64). Oko 1.4 pg/dan kobalamina sekretuje se u zu¢, od
¢ega se u ileumu resorbuje oko 1 pg/danu (65). U Zuci je kobalamin vezan za HC, a u
intestinumu se kompleks HC-Cbl tretira na isti na¢in kao i kompleks nastao varenjem
hrane (64). Kada cirkuliSu¢e koncentracije kobalamina prevazilaze kapacitet vezujuc¢ih
proteina u krvi, viSak se izluCuje urinom, ali se u vecini sluCajeva najvec¢i gubitak

kobalamina deSava putem fecesa (17).

ProseCan sadrzaj kobalamina u organizmu odraslih je 2—5 mg. Od toga se 1 mg
nalazi u jetri. Bubrezi su takode bogati kobalaminom (50). Zbog zaliha u jetri i
enterohepaticne cirkulacije potreban je dug period za klini¢ki manifestni deficit ukoliko
se putem hrane ne unosi kobalamin ili se ne unosi njegova dovoljna koli¢ina. Medutim,
ako pacijent ima poremecen sam proces apsorpcije, deficit se pojavljuje za 5—6 godina,
jer je izgubljen kobalamin 1 iz hrane 1 iz zuci (50). Prema Evropskom telu za bezbednost
hrane (engl. European Food Safety Authority, EFSA), adekvatan dnevni unos (engl.
Adequate Intake, Al) kobalamina iznosi za starije od 18 godina 4 pg, za trudnice 4.5 pg,
za zene koje doje 5 pg (66).

1.2.2. Intracelijski metabolizam vitamina B12

Nakon prelaska iz lizozoma u citosol, kobalamini sa razli¢itim f aksijalnim
ligandom moraju se prevesti u MetCbl 1 AdoCbl kako bi ispunili ulogu kofaktora MS u
citosolu i MCM u mitohondrijama (46, 67).

O procesima unutar Celije saznalo se na osnovu istraZivanja na fibroblastima
pacijenata koji su imali urodene greske u metabolizmu kobalamina (67). Pacijenti su
imali Sirok opseg klinickih i biohemijskih manifestacija i bilo je potrebno da se svrstaju
u genetski definisane grupe (19). U tu svrhu je koriS¢en komplementarni test kako bi se
utvrdilo da li se mutacije deSavaju u razli¢itim genima, a pogodeni geni su obelezeni
kao komplementarne grupe: cblA, cblB, cblC, cblD (varijante cblD, cblDI1, cblD2),
cblE, cblF, cblJ, cblG i mut (19, 68). Komplementarna grupa je odgovorna za sintezu
proteina koji ucestvuje u celijskom metabolizmu vitamina B12 1 u svakoj od njih se

moze javiti viSe mutacija. Medutim, iako su geni identifikovani, funkcije njihovih



proizvoda, kao i medusobne interakcije, jos uvek nisu u potpunosti razjaSnjene. Takode,

postoji mogucnost za otkrivanjem 1 drugih gena ukljuc¢enih u metabolizam vitamina B12

(19).

Komplementarne grupe ili geni cblF i cbl] kodiraju LMBDI1 (engl. probable
lysosomal cobalamin transporter) i ABCD4 (engl. ATP-binding cassette sub-family D
member 4) — potencijalne transportere kobalamina iz lizozoma u citozol. Precizna uloga
ovih transportera nije u potpunosti razjaSnjena (46). Gen CbIC kodira protein
MMACHC (engl. Methylmalonic aciduria and homocystinuria type C protein), za koji
se pretpostavlja da ima ulogu neposrednog akceptora kobalamina koji napusta lizozom
(67). Takode, odgovoran je za obradu gornjeg aksijalnog liganda i redukciju Co (67,
69).

Gen cblD kodira protein MMADHC (engl. Methylmalonic aciduria and
homocystinuria type D protein). Pretpostavlja se da MMADHC ima ulogu u
preuzimanju kobalamina od MMACHC i njegovog postavljanja na enzime MS i MCM
(67). MMADHC se nalazi u citosolu i mitohondrijama (70). Na postojanje varijanata u
poremecaju na cblD genu ukazali su Sourmala 1 saradnici koji su opisali 3 slucaja: dva
pacijenta sa izolovanim deficitom MS (varijanta cblDI1) i jedan pacijent sa MCM
deficitom (varijanta cblD2) (71). Time je pokazano da MMADHC moze biti odgovoran
za razdvajanje metabolickog puta vitamina B12 na citozolni i mitohondrijalni (19).
Ukoliko se mutacija dogodi u 5' regionu cblD gena, posledica je izolovana
metilmalonska acidurija (MCM deficit). Mutacija u srediSnjem regionu gena i na 3'
kraju dovodi do kombinovane metilmalonske acidurije i homocistinurije (MCM 1 MS

deficit). Mutacija u 3' regionu dovodi do izolovane homocistinurije (MS deficit) (19).

Za obradu kobalamina u citozolu bitne su komplementarne grupe cblG i cblE.
Komplementarana grupa cblG jeste gen MS. Metionin sintaza pripada metil
transferazama. To je kljuan enzim u ciklusu metionina. Preko metionina ¢elija odrzava
nivo S-adenozil-metionina, koji predstavlja donora metil grupe u sintezi DNA, RNA i u
proteinskoj metilaciji. Metionin sintaza je ukljucena i u ciklusu folne kiseline (19). To je

jedini enzim kod sisara koji moze da koristi N°- metil-tetrahidrofolat (5-metil-THF) kao



donora metil grupe (72). U reakciji sinteze metionina iz homocisteina potreban je jo$

jedan enzim, a to je reduktaza MS. Njen gen je obeleZen kao cblE (46).

Kofaktor kob(I)alamin iz MS preuzima metil grupu sa 5-metil-THF pri ¢emu
nastaje MetCbl i tetrahidrofolat (THF) (Slika 3, reakcija 1). Zatim se metil grupa
prebacuje sa MetCbl na homocistein i ponovo nastaje kob(I)alamin, kao i metionin
(Slika 3, reakcija 2). Pod mikroaerofilnim uslovima kob(I)alamin oksiduje se u
kob(IT)alamin, jednom na svakih 2000 ciklusa. Kob(Il)alamin ¢ini enzim MS
neaktivnim. Zbog toga se vrsi reaktivacija koja podrazumeva redukciju kob(II)alamina
flavodoksinom i metilaciju u prisustvu reduktaze MS. Donor metil grupe za reaktivaciju
kobal(I)amina je S-adenozil-metionin. Ponovo nastaje MetCbl i odmah se ukljucuje u
kataliticki ciklus (Slika 3, reakcija 3). Tokom ovog ciklusa Co se pojavljuje u sva tri
oksidaciona stanja. Sam enzim MS prolazi kroz velike konformacione promene tokom

reakcije koju katalizuje (73).

Flavodoxin
- mm-
Flavedoxin
reduced
_N \““ Al _ S-adenosyl-
CH:-H,folate ‘\\ / " et methionine
Reaction | | "|' Reaction 2 | Reaction 3
/ \\ \’\ S-adenosyl-
Hs-folate K““\_h homocysteine

HN4\

Slika 3. Prevodenje homocisteina u metionin u prisustvu folata’

Komplementarna grupa mut predstavlja gen za MCM (19). Istrazivanja na
bakterijama ukazuju da humani MCM ne funkcioniSe sam, ve¢ u kompleksu sa drugim
proteinima: MMAA (engl. Methylmalonic aciduria type A protein) i MMAB (engl.
Corrinoid adenosyltransferase) (19). Protein MMAB je enzim ATP: kob(I)alamin

3Randaccio L, Geremia S, Demitri N, Wuerges J. Vitamin B12: Unique Metalorganic Compounds and the
Most Complex Vitamins. Molecules 2010;15(5):3228 (73)



adenoziltransferaza (ATR), €iji je gen cblB (19). Enzim ATR katalizuje transfer 5'-
deoksiadenozil grupe iz ATP (adenozin trifosfat) na kob(I)alamin kako bi se formirao
AdoCbl (19). Protein MMAA takode je enzim i pripada familiji guanozin trifosfataza
(19). Koristi¢i energiju GTP (guanozin trifosfat), moze da ,,izgura” zaostali neaktivni

kob(IT)alamin iz aktivnog mesta enzima MCM. Njegov gen je cblA (46).

Da bi se dobio AdoCbl, vitamin B12 unet hranom mora prvo da se redukuje u
kob(IT)alamin. Na ulasku u mitohondrijalni matriks, kob(Il)alamin je bez vezane
nukleotidne petlje i vezuje se za enzim ATR (Slika 4). Kobalt u oksidacionom stanju +2
obi¢no sadrzi vezan DMB. Ovakvo neobi¢no vezivanje podize redoks potencijal
kob(IT)alamina na nivo moguce redukcije pomocu flavina. Time se eliminiSe potreba za
reduktazom koja bi kob(Il)alamin prevela u reaktivni intermedijer kob(I)alamin (19,
74). Enzim ATR vrsi transfer 5'-deoksiadenozil grupe iz ATP na kob(I)alamin kako bi
se formirao AdoCbl (19). Enzim ATR je kod ljudi u kompleksu sa Mg?"ATP i
kob(II)alaminom (73). Na osnovu ATR iz bakterije Methylobacterium extorquens,
zakljuceno je da se ATP i AdoCbl vezuju negativno kooperativno. Samo se 2 od 3
aktivna mesta uvek koriste, Sto predstavlja alosternu strategiju kontrole dostavljanja
AdoCbl. Vezivanje jednog molekula ATP za ATR pokrece izbacivanje jednog molekula
AdoCbl na MCM, i to sa aktivhog mesta sa manjim afinitetom za AdoCbl. Ovakav
postepen nacin prenosa kofaktora na enzim spreCava njegov gubitak u citozolu i

prelazak u manje povoljnu konformaciju sa vezanom nukleotidnom petljom (46).

Reductase
' . w ATP
‘e |
_I\-._’- AT}
PPP,

Slika 4. Sinteza adenozilkobalamina?

“Yamanishi M, Vlasie M, Banerjee R. Adenosyltransferase: an enzyme and an escort for coenzyme B12?
Trends Biochem Sci 2005;30(6):304-308 (76)
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Metilmalonil-CoA mutaza katalizuje 1,2 rearanzman, u kome se atom vodonika 1
grupa sa susednog ugljenikovog atoma razmenjuju (73, 75). Propionil-CoA, koji nastaje
degradacijom timina, valina, metionina i masnih kiselina sa neparnim brojem
ugljenikovih atoma, karboksiluje se 1 prelazi u (S)-metilmalonil-CoA, koji epimerizuje
u R-izomer. Metilmalonil-CoA mutaza vrsi rearanzman R izomera i nastaje sukcinil-

CoA, koji ucestvuje u ciklusu trikarboksilnih kiselina (21).

Da bi MCM dobila svoj kofaktor, mora da bude u interkciji sa ATR, kao 1 da ova
dva enzima imaju razli¢it afinitet prema AdoCbl (76). Nakon vezivanja metilmalonil-
CoA, u AdoCbl se vrsi homoliti¢ko cepanja Co-C veze, pri ¢emu nastaju adenozil i
kob(IT)alamin radikali. Adenozil radikal izvla¢i H iz supstrata metilmalonil-CoA, koji
prelazi u radikal, a od adenozil radikala nastaje 5'-deoksiadenozin. U metilmalonil-CoA
radikalu razmenjuju se H i COS-CoA grupa sa susednih ugljenikovih atoma i nastaje
sukcinil-CoA radikal. Zatim, sukcinil-CoA radikal izvla¢i vodonik iz 5'-adenozina i
prelazi u sukcinil-CoA; adenozil radikal reaguje sa prvobitno nastalim kob(II)alamin
radikalom, pri ¢emu ponovo nastaje AdoCbl (73). DeSava se da 5'-deoksiadenozin
»pobegne” tokom reakcije koju katalizuje MCM, zbog Cega nastaje neaktivni enzim.
Tada se uklju¢uje MMAA 1, koristi¢i energiju GTP, moze da ,,izgura” zaostali neaktivni
kob(IT)alamin iz aktivnog mesta enzima (46). Zatim se AdoCbl direktno prebacuje sa
MMAB na kompleks MCM:MMAA-GTP u procesu koji zahteva vezivanje ATP za
MMAB i hidrolizu GTP od strane MMAA (19).

1.3. Deficit vitamina B12

Kada se govori o deficitu vitamina B12 potrebno je razdvojiti pojmove klinicki
manifestni oblik 1 biohemijski ili subklinicki deficit kobalamina (SCCD). Kod klinickog
oblika prisutni su simptomi i znaci deficita, dok kod subklinickog deficita samo

biohemijski markeri ukazuju na deficit vitamina B12.

1.3.1. KlinicKki deficit vitamina B12

Dijagnoza klinicki manifestnog deficita vitamina B12 postavlja se na osnovu
klinicke slike 1 laboratorijskih testova. Klini¢ku sliku ¢ine hematoloski, neuroloski i

gastrointestinalni simptomi i znaci deficita. HematoloSke manifestacije su dominantne 1
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obuhvataju: makrocitnu anemiju i opSte simptome same anemije (malaksalost,
zamaranje, angiozne smetnje, simptomi srane bolesti) (77). S obzirom na to da se
anemija razvija postepeno, simptomi postaju izraZeniji kada hematokrit znacajno padne
(50). U rezultatu krvne slike uo€ava se makrocitoza sa anemijom ili bez nje, leukopenija
1 trombocitopenija kod pacijenata sa tezim stepenom anemije (77). Makrocitna anemija

je prisutna kod manje od 20% pacijenata sa niskim koncentracijama kobalamina (78).

Na razmazu periferne krvi prisutni su anizocitoza 1 poikilocitoza sa
makroovalocitima, hipersegmentovani neutrofili i trombociti bizarnog izgleda, a na
preparatu koStane srzi uocava se hipercelularnost, jedarno-citoplazmatska asinhronija,

,»dzinovski” metamijelociti (77).

Kada se konstatuje prisustvo makrocitne anemije, potrebno je uraditi
diferencijalnu dijagnostiku, jer makrocitna anemija ne mora biti posledica samo deficita
kobalamina. Medutim, ona koja to jeste mora biti megaloblastne prirode (50). Sve
megaloblastne anemije, bez obzira na uzrok, u osnovi imaju poremecaj u sintezi
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Kod nedostatka kobalamina ili folne kiseline,
primarni uzrok je izostanak konverzije deoksiuridin-monofosfata u deoksitimidin-
monofosfat. Enzim DNK polimeraza ne pravi razliku izmedu ova dva nukleotida i zato
se u DNK ugraduje deoksiuridin trifosfat. Celija pokusava da ispravi gresku, ali nema
potreban nukleotid, zbog Cega nastaju fragmenti DNK 1 kasnije smrt celije (50).
Megaloblastne anemije karakteriSe normalno sazrevanje citoplazme, ali je replikacija
DNK i deoba ¢elija usporena, zbog Cega nastaju velike, megaloblastne celije (77).
Promene su najizrazenije u ¢elijama koje se brzo dele kao §to su ¢elije hematopoetskog

sistema 1 epitelne Celije gastrointestinalnog trakta (77).

Megaloblasna anemija se obi¢no sporo razvija. Medutim, postoji i akutni oblik
deficita kobalamina, kod koga se hematoloSke manifestacije pojavljuju tokom nekoliko
dana (trombocitopenija, leukopenija, megaloblastna kosStana srz). Najces¢i uzro¢nik
akutnog oblika deficita vitamina B12 jeste primena azotsuboksida kao anestetika.

Primenom azotsuboksida dolazi do inaktivacije MetCbl (50).

Hematoloske manifestacije izazvane nedostatkom kobalamina moguce je u

velikoj meri ukloniti davanjem folne kiseline. Medutim, anemiju izazvanu deficitom
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folata nije moguce korigovati kobalaminom (50). To ukazuje da je kod megaloblastne
anemije izazvane nedostatkom kobalamina u osnovi poremecaj u metabolizmu folata

(79).

Kod 75-90% pacijenata sa deficitom kobalamina prisutni su neuroloski
simptomi (80). Mogu se javiti pre hematoloskih simptoma, narocito kod starijih od 60
godina (77), ili kao jedini prisutni (81). Lindebaum i saradnici su u grupi od 141
pacijenta sa neuroloSkim simptomima zbog deficita kobalamina ustanovili da 28.4%
nije imalo anemiju ili makrocitozu, a kod 13.5% pacijenata hematokrit 1 srednja
zapremina eritrocita (engl. Mean Corpuscular Volume, MCV) bili su normalni (82).
Nije poznato zbog Cega stepen izraZenosti megaloblastne anemije ne prati stepen
neuroloske disfunkcije kod deficita kobalamina (82). Neuroloski simptomi deficita
kobalamina raznovrsni su (77, 83, 84), jer dolazi do demijelinizacije 1 aksonalne
degeneracije viSe razliitih nervnih struktura, poput perifernih nerava, zadnjih i bo¢nih
stubova ki¢mene mozdine 1 malog mozga (77). Simptomi se u pocetku manifestuju kao
gubitak proprioceptivnih i vibratornih senzacija, izrazenijih na donjim ekstremitetima,
sa pojavom ataksije. Sa daljom progresijim deficita dolazi do poremecaja u osecaju
dodira, bola, temperature. Od psihickih poremecaja moze se javiti paranoja, konfuzija,
spasti¢na ataksija, delirantno stanje (77). Kakve ¢e se neuroloske manifestacije javiti
zavisi 1 od samog uzroka deficita vitamina B12 i od starosti pacijenta. Na primer,
neuroloSka oSte¢enja koja se javljaju u pernicioznoj anemiji retko se srecu kod deficita
vitamina B12 izazvanog njegovim smanjenim unosom. lzuzetak su novorodencad,

narocito ona koja su hranjena mlekom majki koje su striktni vegeterijanci (85).

Za razliku od hematoloSkih simptoma, neuroloSke manifestacije mogu biti
ireverzibilne ukoliko dugo traju ili se hematoloski simptomi lece folnom kiselinom
umesto kobalaminom (77). Hematoloski manifestacije deficita kobalamina mogu se
ukloniti pomocu folne kiseline, ali ne i neuroloski simptomi. Martin i saradnici (86)
navode u svom istrazivanju znacajnu korelaciju izmedu trajanja kognitivnih simptoma

deficita i odgovora na terapiju.

Gastrointestinalne manifestacije obuhvataju bolnu osetljivost, blagu otecenost i

izrazeno crvenilo jezika, ponekad anoreksiju, blag gubitak u telesnoj tezini, dijareju.
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Kod deficita folne kiseline simptomi su sli¢ni, ali izraZeniji, ¢esta je dijareja, a nekad se

javljaju heiloza 1 glositis (77).

1.3.2. Subklinic¢ki deficit vitamina B12

Subklinicki deficit vitamina B12 (engl. Subclinical Cobalmin Deficiency,
SCCD) predstavlja promene u koncentraciji biohemijskih markera statusa kobalamina u
vidu povecanih nivoa metilmalonske kiseline (MMA) i1 homocisteina (Hcy), tj. pada
holotranskobalamina II (holo-TCII) i ukupnog kobalamina u krvi bez klinickih
manifestacija (84, 87-90).

Ralph Carmel i saradnici su tokom 80-ih godina proslog veka otkrili SCCD u
seriji studija kod pacijenata bez anemije, makrocitoze ili drugih simptoma deficita
(91-95). Koristili su deoksiuridin supresioni test (92), za koji je potvrdeno da je
podjednako osetljiv na deficit kobalamina, kao 1 MMA 1 Hcy (96). Njihovo otkrice je
ukazalo da ranije uocCene niske koncentracije kobalamina nisu bili lazno niski rezultati

(97, 98).

Da 1i ¢e osoba razviti klinicki manifestni ili subklini¢ki deficit zavisi od samog
uzroka deficita (99). Uzrok obi¢no diktira da li ¢e deficit biti stalan 1 progresivan (npr.
perniciozna anemija) ili prolazan i kratkotrajan (98). Slozen metaboli¢ki put vitamina
B12 od unosa u organizam do intracelualrnih reakcija koje katalizuje zahteva ucescée
viSe proteina: transportera, receptora i enzima. Bilo koja od komponenti na putu
kobalamina ka celiji, ukoliko ne funkcioniSe na odgovaraju¢i nadin dovodi do
malapsorpcije kobalamina. I to je glavni uzrok klini¢kog deficita. Zato je veoma vazno
da lekar obrati paznju na postojanje simptoma i znakova drugih bolesti koje mogu
dovesti do malapsorpcije vitamina B12. Uzrok SCCD je obi¢no nepoznat (99). Klinicki
deficit ima progresivan tok (99), dok SCCD moze biti takav da postepeno ili brzo prede
u klinicki deficit, da oscilira izmedu normalnog i1 subklini¢kog stanja ili da dode do
potpune remisije usled poznatog ili nepoznatog razloga (98). Postoji sumnja o
povezanosti SCCD i rizika za neurolosku i1 kognitivnu disfunkciju (98). Istrazivanja su
ukazala na blage elektrofizioloske promene u sklopu SCCD (88). Terapija je
poboljsavala stanje pacijenta (88). Potrebna su klinicka ispitivanja kako bi se utvrdilo da

li statisticka povezanost odrazava i uzrocno posledi¢nu povezanost (98). Kod SCCD
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obi¢no ne postoji malapsorpcija kao posledica nedostatka IF (98), koji je najceséi uzrok

klinickog deficita u razvijenim zemljama (84).

Oko 30-50% slucajeva SCCD povezano je sa nemogucnoséu oslobadanja
kobalamina iz hrane (engl. Food Bound Cobalamin Malabsorption, FBCM) (98, 100).
To je stanje snizenih vrednosti kobalamina u krvi, uz unos adekvatnih koli¢ina
kobalamina, negativan Silingov test i odsustvo anti-IF antitela (101). Osobe sa FBCM
mogu da apsorbuju vitamin B12 iz oralnih preparata, ali ne mogu da ga oslobode iz
hrane. To je uglavnom posledica hirurSkih intervencija na Zelucu, gastritisa, gastri¢ne
atrofije, infekcije Helicobacter pylori (102—105) ili upotrebe lekova kojima se blokira
sekrecija zeludacne kiseline (106). Dijagnoza FBCM se obicno postavlja isklju¢ivanjem
ostalith uzroka sniZzenih vrednosti kobalamina u krvi (101). S obzirom na to da je
Silingov test povuéen iz upotrebe, tesko je razdvojiti malapsorpciju od nemoguénosti

oslobadanja kobalamina iz hrane (99).

Usled visoke prevalence postoji veliko interesovanje za istrazivanje SCCD i
njegovih potencijalnih posledica (99). Cinjenice i terapijske preporuke u vezi sa
klini¢kim deficitom ne mogu se primenjivati na SCCD, kao §to se rezultati populacionih
istrazivanja za SCCD ne mogu primeniti na pacijente sa klinickim deficitom (98, 107).
Pacijenti sa SCCD predstavljaju poseban izazov za lekare, jer nije poznato da li ¢e
razviti klinicki manifestni deficit ili ostati sa hroni¢no niskim, ali stabilnim statusom
vitamina B12, bez posledica po zdravlje (98). Prednosti ranog otkrivanja SCCD jos
uvek nisu poznate. Postoji moguénost poveéanog broja pogresnih dijagnoza, jer ne
postoji zlatni standard za biohemijske markere statusa kobalamina na ¢ijim se
promenama zasniva dijagnoza SCCD (98). Medutim, otkrivanje ranih promena u
statusu vitamina B12 u populaciji koja ima rizik za pojavu klini¢ki manifestnog deficita
moze biti znacajno (90, 98). Randomizovane studije mogu biti neeticne kada je u
pitanju klinicki deficit. Medutim, to ne vazi za SCCD, gde su neophodne. Zbog
usmeravanja paznje na populacione grupe sa najvec¢im rizikom za deficit kobalamina,
moze se javiti potreba za utvrdivanjem nacina kako razlikovati SCCD bez
malapsorpcije od pocetne faze perniciozne anemije. Takode, potrebni su raznovrsniji i

senzitivniji neuroloski i kognitivni testovi (98).
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1.3.3. Mehanizam nastanka deficita vitamina B12

Victor Herbert je predlozio model nastanka deficita kobalamina i nacin na koji
se menjaju biomarkeri (108, 109). Prema tzv. Herbertovom modelu, pre nego Sto
nastane deficit, postoje 3 faze: viSak kobalamina, rani pozitivan balans i normalna faza.
Zatim sledi rani negativni balans, iscrpljivanje zaliha kobalamina, poremecaj
eritropoeze 1 anemija izazvana deficitom vitamina B12. Deo normalne faze i deo ranog
negativnog balansa ¢ine tzv. sivu zonu. Prema ovom modelu, kada uzrok deficita
kobalamina po¢ne da deluje, nivo holo-TCII pocinje da se smanjuje jo§ u normalnoj
fazi. Koncentracije vitamina B12 u eritrocitima, leukocitima i jetri poCinju da se
smanjuju u fazi iscrpljivanja zaliha. Hipersegmenatacija neutrofila se javlja u fazi
neefektivne eritropoeze, dok se makroovalociti i poveéan MCV pojavljuju u fazi
anemije. Homocistein i MMA su definitivno povecéani u fazi anemije, dok je nepoznata

njihova promena u fazi neefikasne eritropoeze (110).

Nedostatak ovog modela je taj §to polazi od pretpostavke da ¢e holo-TCII uvek
biti prvi biomarker koji ¢e ukazati na deficit, tj. da se najmanja normalna koncentracije
koja oznacava pocetak deficita moZe univerzalno definisati za sve osobe. Prema
miSljenju Goldinga (110), Herbertov model nema uporiSte u samoj fiziologiji
metabolizma vitamina B12. U samom epicentru regulacije metabolizma kobalamina

nalaze se jetra i enterohepati¢na cirkulacija (110).

Kako ¢e se 1 da li ¢e se holo-TCII uopste promeniti zavisi od uzroka deficita.
Golding (110) u svom preglednom c¢lanku predlaze novu hipotezu nastanka deficita i
promene biomarkera. Po njegovom misljenju model deficita sastoji se iz 3 faze:
normalna, faza iscrpljivanja zaliha i metabolicki deficit. Pocetak deficita vitamina B12
ili prelazak iz normalne faze u rani negativni balans nije definisan striktnim padom
holo-TCII sa jednog nivoa na drugi, ve¢ promenom u ukupnom kobalaminu, holo-TCII
ili metabolickim markerima u odnosu na vrednosti koje su normalne za osobu (110).

Dakle, model je orijentisan ka pojedincu, a ne ka populaciji.

Normalna faza je definisana adekvatnim unosom kobalamina, adekvatnim
zalihama i adekvatnim metabolizmom, koji obezbeduju normalno funkcionisanje ¢elija.

Faza iscrpljivanja se javlja zbog ili nedovoljnog unosa ili naruSenog metabolizma
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vitamina B12. Pritom se ne obezbeduje dovoljna koli¢ina kobalamina za ¢elije zbog
Cega zalihe poCinju da se troSe. U fazi metabolic¢kog deficita narusen metabolizam
kobalamina 1ili iscrpljene zalihe ne mogu da obezbede dovoljno kobalamina za
funkcionisanje ¢elija. U ovoj fazi dolazi do pada holo-TCII i pove¢anja MMA ili Hey.
Prema ovom modelu bilo koji pad holo-TCII ispod nivoa koji je normalan za odredenu
osobu mora dovesti do porasta nivoa metabolickih markera. Koliko ¢e se to brzo desiti
zavisi od intracelularnih depoa kobalamina. Neke ¢elije imaju vece zalihe, a neke poput
nervnih ¢elija ili granulocita brzo potroSe intracelularni kobalamin. U ovom slucaju se
model deficita prema Goldingu slaze sa Herbertovim modelom (110). Prema
Herbertovom modelu, ¢im koli¢ina kobalamina na holo-TCII opadne, dolazi do
poremecene DNA sinteze u neutrofilima i hipersegmenacije jedra. Kod svih Celija nece
istovremeno do¢i do pojave posledica deficita kobalamina; samim tim moze proci

izvesno vreme dok se MMA ili Hey ne poveéaju (108).

Golding smatra da individualni pad u nivou holo-TCII predstavlja kraj faze
iscrpljivanja 1 pocetak faze metabolickog deficita (110). Veli¢ina 1 brzina pada u
koncentraciji holo-TCII zavise od uzroka deficita i karakteristika samog organizma.
Ukoliko je uzrok deficita smanjen unos kobalamina putem hrane, smanjeno oslobadanje
kobalamina iz hrane, poremecaj u intracelualrnom metabolizmu vitamina B12, nivo
holo-TCII pocinje da pada tek kada se iscrpe rezerve u jetri i opadne nivo HC. Ukoliko
dode do naglog prekida enterohepati¢ne cirkulacije kobalamina, npr. u slucaju hirur§kog
uklanjanja parijetalnih Celija i naglog prekida u proizvodnji IF, u slu€aju uklanjanja
duodenuma ili terminalnog ileuma, odmah ¢e nastupiti faza metabolickog deficita, t;.
do¢i ¢e do naglog pada holo-TCII i naglog porasta MMA 1i/ili Hcy. U slu€aju
perniciozne anemije postoji postepen pad u proizvodnji IF, ali, kao u prethodnom
sluc¢aju, odmah ¢e nastupiti faza metabolickog deficita jer je naruSena enterohepati¢na
cirkulacija. Takode, dolazi do gotovo istovremenog pada holo-TCII i porasta MMA 1/ili

Hcy, ali su promene sporije nego u prethodnom slucaju (110).

Moze se primetiti prema Goldingovom modelu da se nivo ukupng kobalamina ili

prvi smanjuje ili zajedno sa holo-TCII (110). To je u suprotnosti sa tvrdnjama da su

koncentracija vitamina B12 postane subnormalna (111). Medutim, Goldingov model
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nastanka deficita se zasniva na individualnoj promeni nivoa biomarkera, koji mogu
ostati iznad subnormalnog nivoa, a da za tu osobu predstavljaju negativan balans
kobalamina (110). Ovakav pristup u interpretaciji nastanka deficita kobalamina, kada se
posmatra individualna promena nivoa biomarkera i gde nema poredenja sa utvrdenim
referentnim intervalima, dovodi u pitanje potrebu za zlatnim standardom u testiranju
deficita kobalamina. Sa druge strane, individualni pristup zahteva da se pacijentu odrede
nivoi biomarkera pre nastanka deficita kako bi se mogla uociti promena u njihovoj
koncentraciji (110). Potencijalna alternativa odredivanju pojedinac¢nih biomarkera jeste
njihovo kombinovanje u jedan (112), ali takav pristup bi trebalo proveriti na

individualnom nivou uzimaju¢i u obzir razli¢ite uzroke deficita (110).

1.3.4. Prevalenca deficita vitamina B12

U literaturi se mogu naci razliciti rezultati za prevalencu deficita kobalamina. To
je posledica razlicitih kriterijuma na osnovu kojih je deficit definisan, kao 1 populacije u
kojoj je deficit ispitivan. Kada su u pitanju kriterijumi za utvrdivanje deficita potrebno
je napraviti razliku izmedu istraZivanja prevalence sniZenih ili povecanih nivoa
biomarkera u krvi i prevalence prisustva simptoma i znakova deficita kobalamina. U
opsStoj populaciji nedostatak vitamina B12 sa klasi¢nim hematoloSkim 1 neuroloskim
manifestacijama relativno je redak. Sa druge strane, marginalni status vitamina B12 u

vidu promenjenih nivoa biomarkera u odsustvu simptoma deficita jeste ¢eS¢i (84).

Do sada su sprovedena manja epidemioloSka i nacionalna istrazivanja u
odredenom broju zemalja. Kao kriterijum za deficit vitamina B12 koris¢eni su razli¢iti
nivoi biomarkera 1 odredivani su razli¢itim metodama $to otezava poredenje rezultata.
Na primeru istraZivanja sprovedenog u SAD mozZe se videti kako prevalenca varira sa
promenom koncentracija biomarkera. Na osnovu koncentracija kobalamina: < 148
pmol/L, < 200 pmol/L i < 256 pmol/L, prevalenca nedostatka je bila 2.9%, 10.6% i
25.7%. Ukoliko se koncentracija MMA primeni kao kriterijum, prevalenca je iznosila

2.3% za MMA > 0.376 nmol/L i 5.8% za MMA > 271 nmol/L (113).

U populaciji starijih ispitanika u okviru Framingham studije, prevalenca je bila
11.3% za nivo kobalamina < 258 pmol/L sa poveéanim nivoima MMA i 5.7% sa

povecanim nivoima Hcy (114). U istraZivanjima sprovedenim u Velikoj Britaniji
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uoceno je da prevalenca koncentracija kobalamina < 150 pmol/L (203 ng/L) raste nakon
69 godina starosti (115). Prema vrednostima MMA 6% ispitanika starijih od 65 godina
imalo je definitivni metabolicki deficit vitamina B12 (MMA > 750 nmol/L), a 16%
verovatni metabolicki deficit (MMA 450-750 nmol/L) (116).

Prevalenca deficita, kao i marginalnih vrednosti, mnogo je veca u africkim i
azijskim zemljama. Prema istraZivanju McLean 1 saradnika (117), 40% dece Skolskog
uzrasta u Keniji imalo je koncentraciju vitamina B12 < 148 pmol/L. Prema drugom
istrazivanju (118) koncentraciju kobalamina < 125 pmol/L imalo je 30.5% dece, a
koncentraciju 125-221 pmol/L 37.7% dece. U Indiji je 47% odraslih imalo kobalamin <
150 pmol/L, 77% Hcy > 15 pmol/L i 73% MMA > 260 nmol/L (119).

U cilju adekvatne procene prevalence nedostatka kobalamina, Svetska
zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) preporucuje
sprovodenje  reprezentativnijih  nacionalnih  istrazivanja, koja ¢e  primeniti
standardizovane metode odredivanja vitamina B12, kao i1 predlozene univerzalne

referentne vrednosti, npr. vitamin B12 < 150 pmol/L ili <203 ng/L (85).
1.4. Laboratorijska dijagnostika deficita B12

Testovi za ispitivanje statusa kobalamina mogu se podeliti na: hematoloske,

biohemijske, funkcionalne i testove za utvrdivanje uzroka deficita.
1.4.1. Hematoloski testovi

Hematoloski testovi za ispitivanje deficita vitamina B12 obuhvataju: krvnu

sliku, broj retikulocita, razmaz periferne krvi i biopsiju kosStane srzi.
1.4.1.1. Krvna slika

U slucaju megoloblastne anemije kao posledice nedostatka kobalamina ili folata
u rezultatu krvne slike uocava se: makrocitoza, anemija, leukopenija i trombocitopenija

(77).
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Makrocitoza oznaCava prisustvo eritrocita ¢ija je zapremina veéa od normalne.
Izrazava se preko eritrocitnog indeksa, tj. MCV > 100 fL (77, 120). Na oblik 1 veli¢inu
eritrocita uti¢e viSe Cinilaca: nasledni faktori, status gvozda, inflamacija, status
kobalamina 1 folata, bolesti, upotreba odredenih lekova (120). U zavisnosti od toga koji
je izrazeniji, eritrocit moze biti smanjene, normalne ili poveéane zapremine. Zato
istovremeno prisutan nedostatak gvozda, talasemija ili hroni¢na inflamacija mogu

prikriti promene MCV koje se ocekuju kao posledica deficita kobalamina (50).

Pove¢an MCV nije specifican znak megaloblastoze izazvane deficitom
kobalamina i/ili folata (120). Prema istrazivanju Keenana, MCV > 100 fL nije osetljiv
niti specifiCan znak ni za jednu bolest, ali treba da probudi sumnju na postojanje

patologije (121). Do sli¢nog zakljucka dosao je i Breedveld sa saradnicima (122).

Podela na megaloblastne i nemegaloblastne uzro¢nike olakSava evaluaciju
makrocitne anemije (120). Najce$¢i megaloblastni uzrocnici su: nedostatak vitamina
B12 i folne kiseline (50), a nemegaloblastni: alkoholizam, odredeni Ilekovi,
hipotiroidizam, bolesti jetre, hemoliza, hemoragija, mijelodisplazija, splenekotomija,
hroni¢ne opstruktivne bolesti pluéa (120). Uzroci makrocitoze, kao 1 njihova
prevalenca, variraju u zavisnosti od populacije u kojoj su istraZivani. Zato je potrebno

dodatnim testovima izvrSiti diferencijalnu dijagnostiku makrocitne anemije (120).

Ocekivano je da je makrocitna anemija sa niskim koncentracijama kobalamina u
serumu potvrda deficita vitamina B12 (80). Sa druge strane, odsustvo pove¢anog MCV
ne moze se koristiti kao siguran znak da nema deficita vitamina B12 (123). Zbog
velikog zivotnog veka eritrocita (120 dana), hematoloske manifestacije mogu biti i
samo odloZene, tj. mogu biti odsutne u trenutku testiranja i pojaviti se kasnije. U takvim
slucajevima ¢e koeficijent varijacije veli¢ine eritrocita (engl. Red Cell Distribution

Width, RDW) ukazati na anizocitozu (80).

Kada je pacijentov MCV u donjem delu normalnog opsega potrebno je vise
vremena kako bi se ispoljila makrocitoza u odnosu na pacijente sa MCV u gornjem delu
normalnog opsega kod kojih ¢e se makrocitoza pojaviti i bez anemije. Zato je za svakog
pojedinacnog pacijenta bitna promena u bazi¢noj vrednosti njegovog MCV koja ukoliko

je > 5 fL, ukazuje na makrocitnu promenu (80).
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Medutim, ukoliko nema makrocitne anemije u rezultatu krvne slike,
laboratorijska procena statusa kobalamina naj¢eSce nece biti inicirana. Rezultat toga je
znacajan procenat pacijenata koji nece dobiti adekvatnu terapiju (80). Prema
istrazivanju Carmela (124), od 70 pacijenata sa potvrdenom pernicioznom anemijom,
19% nije bilo anemic¢no, a 33% nije imalo makrocitozu. Razlozi odsustva hematoloskih
manifestacija jo§ uvek se istrazuju. Kao mogucéa objasnjenja navode se istovremeno
prisutan deficit gvozda, talasemija, anemija hroni¢ne bolesti (50, 125), zivotni vek
eritrocita 1 individualna vrednost pacijentovog MCV (80).

Makrocitoza moze biti i lazno pozitivan nalaz u krvnoj slici. To se deSava u
prisustvu hladnih aglutinina, koji dovode do slepljivanja eritrocita, koji se na
hematoloskom analizatoru broje kao jedna velika ¢elija (126). U slucaju hiperglikemije
eritrociti su ispunjeni glukozom zbog €ega su hipertoni¢ni u odnosu na izotonican
diluent kojim se razblazuje uzorak krvi. Voda iz diluenta ulazi u eritrocite brze nego §to
glukoza izlazi iz njih, ¢elije bubre i nemaju dovoljno vremena da se vrate u nativni
oblik. Zato se dobija lazno pove¢an MCV (127). U slucaju izraZzene leukocitoze
povecan je turbiditet uzorka, zbog ¢ega analizator precenjuje veli¢inu eritrocita (128).

Pod uticajem deficita vitamina B12, pored eritrocita, nalaze se i druge celije
krvi. Prisutan je odreden stepen trombocitopenije i/ili neutropenije. Pacijenti mogu
imati petehije usled niskog broja trombocita ili infekcije zbog neutropenije. Nivo

trombocitopenije 1 neutropenije, kada su prisutne, odgovara stepenu anemije (80).
1.4.1.2. Broj retikulocita

Retikulociti predstavljaju prelaznu formu izmedu eritroblasta sa jedrom 1 zrelih
eritrocita bez jedra. Odredivanje njihovog broja koristi se za razlikovanje hipo-, hiper- i
normo- regenerativnih oblika anemije, procenu aktivnosti koStane srzi u normocitnim
anemijama (gubitak krvi, intravaskularna hemoliza), praéenje odgovora na terapiju u
deficijentnim anemijama (deficit gvozda, vitamina B12, folne kiseline), evaluaciju

anemije nakon terapije eritropoetinom (129).

U megaloblasnim anemijama, usled nedostatka folne kiseline ili kobalamina,
broj retikulocita je normalan ili snizen. Povecan broj se javlja kao odgovor na terapiju

ili usled akutne hemoragije, koja se pojavila tokom nedostatka vitamina (129). Porast
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broja retikulocita 6. dana od pocetka terapije potvrduje dobar odgovor na terapiju u
slucaju deficita vitamina B12 ili folata. U slucaju neadekvatnih rezervi gvozda odgovor
moze biti nejasan (65). lako se analize broja retikulocita i razmaza periferne krvi
preporucuju u evaluaciji makrocitne anemije, ne postoje posebne preporuke kada je u

pitanju makrocitoza bez anemije (130).
1.4.1.3. Razmaz periferne krvi

Ukoliko se na osnovu anamneze, fizickog pregleda i biohemijskih testova ne
moze posumnjati na konkretan uzrok makrocitne anemije, radi se analiza razmaza
periferne krvi. U vecini laboratorija to je jo§ uvek manuelna analiza koja zahteva vreme,
kao 1 obucenost 1 iskustvo laboratorijskog osoblja za interpretaciju rezultata. Razmaz

treba da potvrdi rezultat krvne slike i da uputi na moguci uzrok makrocitne anemije.

Megaloblastne promene se na razmazu periferne krvi uocavaju kao veliki i
ovalni eritrociti (makroovalociti), dobro hemoglobinizovani (77). U teZim oblicima
megaloblastne anemije, eritrociti su i bazofilno punktirani sa ostacima jedra (Cabot
prsteni 1 Howell-Jolly telaSca). Kada je hematokrit ispod 20%, u krvi se mogu pojaviti
eritroblasti sa megaloblastnim izgledom jedra (50). Prisutna je anizocitoza i

poikilocitoza. Trombociti su ¢esto bizarnog izgleda (77).

Megaloblastne promene na neutrofilima izazvane deficitom kobalamina ili folata
uocavaju se kao prisustvo vise od 5% neutrofila sa 5 lobusa u jedru ili ¢ak samo jednog
neutrofila sa viSe od 5 lobusa (80). Hipersegmentiranost neutrofila se smatra najranijom
morfoloSkom promenom u krvi u megaloblastnoj anemiji, kao 1 poslednjom

karakteristikom koja iS¢ezava kada se primeni terapija (80, 131).

Istovremeno prisustvo drugih uzro¢nika anemije, kao S§to su deficit gvozda,
talasemija 1 inflamacija mogu maskirati morfoloske promene celija izazvane
megaloblastnom anemijom (50). U rezultatu krvne slike moze izostati npr. povecanje
MCV, koji moze biti i snizen ukoliko je komponenta koja dovodi do mikrocitoze
izrazenija. Razmaz moZe pokazivati mikrocite 1 makroovalocite istovremeno (dimorfna
anemija) ili samo mikrocite (50). Kada je megaloblastna anemija maskirana

mikrocitnom anemijom, na razmazu se mogu uociti hipersegmentovani neutrofili, a u
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koStanoj  srzi  dzinovski metamijelociti  (50). Kod makrocitoze izazvane
nemegaloblastnim uzro€nicima, eritrociti su okrugli, prisutni su makroretikulocti (120,

132).

Da li ¢e sve promene u krvi 1 u kojoj meri biti izraZene zavisi od teZine i trajanja
deficita vitamina. Hipersegmentiranost neutrofila nije dovoljno osetljiva za umereni
deficit kobalamina (133). Promene na razmazu periferne krvi obi¢no se vide kada je
prisutna anemija (130). Prema studiji Breedvelda i saradnika, 30% od 70 pacijenata je

imalo megaloblastnu eritropoezu, koju je bilo tesko uociti u perifernoj krvi (122).
1.4.14. Biopsija koStane srzi

Biopsija koStane srzi predstavlja invazivnu proceduru i koristi se kada se na
osnovu hematoloskih i biohemijskih testova ne mozZe ustanoviti uzrok makrocitne
anemije. Medutim, u slucaju izostanka hematoloskih manifestacija znacaj ispitivanja

koStane srZi nije poznat (134).

U megaloblastnoj anemiji na preparatu kosStane srzi uocava se hipercelularnost,
narocito u eritrocitnoj lozi, depoi gvozda su povecani. Eritrocitni prekursori su veliki i
imaju jedra koja su manje zrela u odnosu na stepen zrelosti citoplazme (jedarno-
citoplazmatska asinhronija). Hromatin u jedru se kondenzuje na karakteristican nacin,
tako da jedro poprima izgled sita. Prekursori granulocita, naro¢ito metamijelociti, veci

su nego Sto je normalno (77).

Kod ispitivanja deficita kobalamina ili folata biopsiju treba uraditi pre ili do 24h
od pocetka terapije (65). Ukoliko se pre biopsije primeni terapija, anemija ostaje, ali su
promene u koStanoj srzi nejasne. Povremeno moze doc¢i do zamene teskog oblika
megaloblastne anemije akutnom leukemijom, jer su se u koStanoj srzi pojavili bizarni

megaloblastni prekursori leukocita (50).
1.4.1.5. Morfometrijski parametri leukocita

Razvoj proto¢ne citometrije (engl. flow cytometry) na ¢ijim principima danas
funkcioniSu pojedini hematoloski analizatori omogucio je americki inzenjer elektronike

Wallace H. Coulter. Po njemu je automatsko odredivanje broja c¢elija na osnovu
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promene elektricnog otpora (impedance) izmedu elektroda pri usmerenom kretanju
¢elija kroz mali otvor (apertura) nazvan Prvi ili Coulterov princip. Broj signala
odgovara broju cCelija, a intezitet veliCini Celije. Danas, viSe od 98% hematoloskih

brojaca ima implementiran Coulterov princip (135).

Vacuum (6" Hg)

F

Aperture current

Internal
electrode
External
suspension
Aperture Aperture bath Aperture tube

Slika 5. Sematski prikaz Coulterovog principa’

U osnovi proto¢nog citometra je komora, tzv. protocna ¢elija. Postoje razlicite
forme proto¢nih komora, u zavisnosti od namene. Njen zadatak je da omoguci kretanje
¢elija jedne za drugom do mesta merenja. Uzorak sa Celijama se ubacuje u struju
tecnosti u komori tako da se tok tecnosti ne remeti. To omogucava da se struje tecnosti i
¢elija ne mesaju, kao 1 da struja ¢elija bude uska, obi¢no dijametra 10 pm. Pri prolasku
kroz centar komore izvor svetlosti baca zrak na ¢elije koje prolaze. Vecina analizatora
koristi laser kao izvor svetlosti, jer produkuje monohromatsku svetlost visokog

inteziteta. Takode, laserski zrak je uzak i na taj nafin se smanjuje mogucnost da vise

SLonganbach S, Chapman DH, Miers MK. Automated Cell-Counting Instrumentation
https://oncohemakey.com/automated-cell-counting-instrumentation/ (136)
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¢elija istovremeno bude ekscitirano jednim zrakom. Opticki sistemi usmeravaju rasutu

svetlost do detektora, gde se svetlosni signal prevodi u elektri¢ni, a zatim obraduje u

procesoru (137).
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Slika 6. Sematski prikaz proto¢ne Celije®

Na Beckman Coulter aparatima koristi se tzv. VCS tehnologija za odredivanje
krvne slike sa leukocitarnom formulom petodelne diferencijacije — zapremina (eng.
volume, V), provodljivost (eng. conductivity, C) i rasipanje svetlsoti (eng. scatter, S).
Ovom tehnologijom se istovremeno analiziraju biofizicke karakteristike za vise od 8000
leukocita, koji se nalaze u priblizno nativhom stanju (138, 139). Za odredivanje
zapremine c¢elija koristi se promena elektricnog otpora ili impedance, koju ¢elija izaziva
prolaze¢i izmedu elektroda sa konstantnim naponom. Veli¢ina promene odgovara
zapremini cCelije. Provodljivost se odnosi na propustanje naizmenicne struje u
radiofrekventnom opsegu kroz celiju. Intezitet propustene struje zavisi od hemijskog
sastava citoplazme i zapremine jedra. Provodljivost se koriguje za zapreminu Celije.
Razlog je duzina putovanja signala kroz ¢eliju. Na primer, ¢elija manje zapremine, iako
je slab provodnik struje, moze imati slican signal kao i velika celija, koja je dobar

provodnik, ali signal zbog njene vece zapremine duze putuje. Nakon uklanjanja uticaja

%Ormerod MG. The Flow Cytometer. In: Ormerod MG, editor. Flow Cytometry - A Basic Introduction.
https://flowbook.denovosoftware.com/ (137)
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zapremine celije, dobija se rezultat koji se odnosi samo na unutrasnju strukturu Celije, t;.
informacija o neprozirnosti ¢elije (eng. opacity). Na ovaj nacin se razdvajaju cCelije

sli¢ne zapremine a razli¢ite unutrasnje strukture (139).

Kada se ¢elija izloZi koherentnom laserskom zraku, dolazi do rasipanja svetlosti
u svim pravcima. KoriS¢enjem odgovarajuceg detektora meri se intezitet rasute svetlosti
pod odredenim uglom. Izmereni signal govori o ¢elijskoj granuliranosti, lobularnosti
jedra 1 strukturi Celijske povrSine. Kao 1 kod provodljivosti, intezitet rasute svetlosti
koriguje se za zapreminu ¢elije, pri ¢emu se dobija vrednost rotiranog rasipanja svetlosti
(eng. rotated light scatter). Za svaki tip Celije odreden je optimalni ugao rasipanja
svetlosti. To omogucava razdvajanje ¢elija poput neutrofila i eozinofila bez upotrebe

matematiCkih proracuna, kao i razdvajanje ¢elija koje ne sadrze granule (139).

Signali koji poti¢u od zapremine ¢elije, tj. promene otpora, njene provodljivosti 1
rasipanja svetlosti konvertuju se analogno-digitalno. Dobijeni podaci se koriste za
diferencijaciju leukocita 1 generisanje alarma o povecanom/smanjenom broju
subpopulacija leukocita, prisustvu atipi¢nih limfocita, nezrelih granulocita 1 blasta. Iz
dobijenih podataka se izraCunava srednja vrednost i standardna devijacija za zapreminu,
provodljivost i rasipanje svetlosti za neutrofile, monocite, limfocite i eozinofile. Na ovaj
nacin dobijeni parametri predstavljaju morfometrijske karakteristike leukocita (eng. Cell
Population Data, CPD) (138). Srednje vrednosti govore o proseCnom rezultatu za
odredeni signal u odredenoj subpopulaciji leukocita, dok se standardne devijacije
odnose na to koliko pojedinacne vrednosti odstupaju od srednje vrednosti u okviru iste
subpopulacije leukocita. Sto su standardne devijacije veée, to se celije iste

subpopulacije medusobno vise razlikuju po odredenoj karakteristici.

Iako je u osnovi svih Beckman Coulter brojaca c¢elija ista VCS tehnologija,
potrebno je uvek naglastiti na kojem su hematoloskom analizatoru dobijeni CPD
parametri zbog moguceg uticaja sastava reagenasa i nacina rada analizatora. Novije
generacije Beckman Coulter aparata, DxH serije, takode koriste VCS tehnologiju, uz
dodatno merenje rasipanja svetlosti lasera pod viSe uglova. Samim tim se i broj CPD

parametara povecao (140).
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Na Slici 7A) je Sematski prikaz rasipanja svetlosti od strane celije nakon
interakcije sa laserskim zrakom, kao i1 uglovi pod kojima se meri intezitet rasute
svetlosti na UniCel® DxH800 Coulter® Cellular Analysis System. Na Slici 7B) je
Sematski prikaz protocne celije na UniCel® DxH800 Coulter® Cellular Analysis

System sa VCS mernim principima.
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Slika 7. A) Sematski prikaz merenja rasute svetlosti na analizatoru UniCel®
DxH800 Coulter® Cellular Analysis System;” B) Sematski prikaz merenja
zapremine, provodljivosti i inteziteta rasute svetlosti u proto¢noj ¢eliji na

analizatoru UniCel® DxH800 Coulter® Cellular Analysis System.?

"Beckman Coulter. Advancements in Technology: WBC Differential Methodology. UniCel® DxH 800
Coulter® Cellular Analysis System (140)

8Beckman Coulter. Advancements in Technology: Flow Cytometric Morphology — The Analytical
Module. UniCel® DxH 800 Coulter® Cellular Analysis System (141)

27



Na Slici 8 je prikaz izgleda rezultata za broj leukocita i diferencijalnu formulu
dobijenu na Coulter® LH750 Hematology Analyzer (Beckman Coulter, USA).
Morfometrijski parametri za neutrofile, limfocite, monocite i eozinofile takode su
prikazani. Predstavljeni su kao srednja vrednost (engl. mean) za zapreminu (V),

provodljivost (C) i rasipanje svetlosti (S) i njihove standardne devijacije (SD).
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Slika 8. Leukocitarna formula sa morfometrijskim parametrima na Coulter®

LH750 Hematology Analyzer (Beckman Coulter, USA)°

Na Slici 9 je prikaz CPD parametara na UniCel® DxH800 Coulter® Cellular
Analysis System. Zbog merenja inteziteta rasute svetlosti pod viSe uglova generiSe se

veci broj morfometrijskih parametara za leukocite u odnosu na aparate LH serije.

° Dopsaj V. Hematolo$ki analizatori. Principi, izvori greSaka i interpretacija rezultata. 2011.

28



Slika 9. Morfometrijski parametri leukocita na DxH800 Coulter® Cellular
Analysis System.”

Na brojac¢ima LH serije se za svaku subpopulaciju leukocita, osim bazofila,
dobijaju po 3 srednje vrednosti i njihove standardne devijacije (Slika 8), a na brojacima
LxH serije po 7 srednjih vrednosti i njihove standardne devijacije. To omogucava jos

precizniju diferencijaciju leukocita (Slika 8).

S obzirom na to da CPD parametri predstavljaju digitalnu verziju morfologije
leukocita koja se ispituje na razmazima periferne krvi (138), istrazuje se njihova
povezanost sa klinickim stanjima koja uti¢u na veli¢inu 1 strukturu ¢elija. Potencijalna
korist od CPD parametara sadrzana je u tome da se dobijaju automatski sa odredivanjem
kompletne krvne slike, bez dodatnih troskova. Rezultati nedavnih istrazivanja upucuju
na mogucu klinicku primenu morfometrijskih parametara leukocita u rutinskom radu,

Sto je cilj proizvodaca hematoloskih brojaca.

Istrazivanja bakterijskih infekcija, sindroma inflamatornog odgovora i sepse
(142-150) pokazala su da se u ovim stanjima najznacajnije promene u CPD
parametrima deSavaju na zapremini neutrofila i monocita, kao i na njihovim
standardnim devijacijama. Chaves i saradnici (142) navode da su pacijenti sa sepsom

imali vrednosti srednje zapremine neutrofila znacajno vece od ispitanika u kontrolnoj

"Beckman Coulter. Advancements in Technology: WBC Differential Methodology. UniCel® DxH 800
Coulter® Cellular Analysis System (140)
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grupi (156 £ 13.5 vs 143 £ 4.8), dok su vrednosti srednjeg inteziteta rasipanja svetlosti
bile nize kod pacijenata sa sepsom u odnosu na kontrolnu grupu (140 £+ 10. vs 146 +
7.3). Takode, Chaves i saradnici su u svom drugom istrazivanju (143) utvrdili da
vrednosti standardne devijacije zapremine neutrofila koje su vise od 23 imaju 100%
specificnost 1 69% osetljivost za akutnu bakterijsku infekciju. Mardi sa saradnicima
potvrduje da vrednosti srednje zapremine neutrofila, koje su veé¢e od 150, mogu da
razdvoje sepsu od nesistemske infekcije (146). Charafeddine i saradnici su ukazali da
vrednosti standardne devijacije zapremine neutrofila koje su vise od 21.9 mogu da

razdvoje pacijente sa infekcijom od onih bez infekcije (147).

Studije o virusnim infekcijama i limfoproliferativnim oboljenjima opisale su
promene limfocitnih morfometrijskih parametara kao najznacajnije (151-153), dok su
istrazivanja malarije pokazala da su morfometrijski parametri limfocita i monocita
znaCajno izmenjeni (154, 155). Zhu 1 saradnici (151) su kod pacijenata sa HBV
infekcijom wuocili znacajno povecane vrednosti srednje zapremine 1 standardne
devijacije za zapreminu limfocita, a znacajno smanjene srednje vrednosti za
provodljivost limfocita. Sli¢ne promene su uocene 1 kod morfometrijskih parametara za
monocite (151). Fourcade i saradnici su utvrdili povezanost vrednosti srednje zapremine
monocita > 181.6, standardne devijacije zapremine monocita >19.9, standardne
devijacije zapremine limfocita > 22.9, kao i standardne devijacije provodljivosti
limfocita > 14.4, sa pozitivnim rezultatom na prisustvo plazmodijuma na razmazu

periferne krvi (154).

Mijeloproliferativna oboljenja takode uti€u na morfometrijske parametre
neutrofila i monocita (156, 157), a promene su vec¢e u odnosu na pacijente sa sepsom i
leukemoidnom reakcijom (158). Miguel i1 saradnici su uocili povezanost srednjih
vrednosti rasipanja svetlosti < 139.3 1 provodljivosti neutrofila < 150.9 sa displazijom
neutrofila (156). Virk i1 saradnici navode da su slede¢e vrednosti za CPD parametre
karakteristi¢éne za akutnu mijeloidnu leukemiju u poredenju sa normalnom kontrolnom
grupom: srednja zapremina neutrofila > 150.8, standardna devijacija zapremine
neutrofila > 24.24, srednji intezitet rasipanja svetlosti monocita > 73.4 i srednji intezitet
rasipanja svetlosti limfocita > 54.85 (157). Neal 1 saradnici su u svom istrazivanju

utvrdili da standardna devijacija aksijalnog gubitka svetlosti neutrofila na
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hematoloskom analizatoru DxH800 sa vrednostima > 10.75 ima najvecu dijagnosticku
osetljivost za toksi¢ne promene neutrofila (hipergranulacija, Dohleova telaSca,

vakuolizacija) (159).

Najznacajniji rezultat koji je postignut u dosadasnjim istraZzivanjima o CPD
parametrima jeste da je standardna devijacija zapremine monocita prepoznata kao rani
marker sepse (150) i da je upotrebu kod odraslih hitno primljenih pacijenata odobrila
AmericCka agencija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) (160).
Vrednosti standardne devijacije zapremine monocita > 20 zajedno sa klinickom slikom i
drugim laboratorijskim rezultatima pomazu u identifikaciji pacijenata sa sepsom ili
pacijenata sa poveéanim rizikom za pojavu sepse tokom 12 sati od prijema u bolnicu

(160).

Do sada se mali broj istrazivaca bavio povezano$¢u morfometrijskih parametara
leukocita i deficita vitamina B12 i folata. Dobijeni su razli¢iti rezultati u zavisnosti od
populacije i kriterijuma kako je deficit kobalamina definisan. Simon-Lopez i saradnici
su utvrdili da su promene na srednjim zapreminama neutrofila i monocita povezane sa
deficitom vitamina B12 i/ili folata (161). Za potrebe istraZivanja selektovali su 108
anemicnih pacijenata i 58 normalnih ispitanika. Anemija je bila jedini kriterijjum za
ukljucivanje pacijenata. Nakon analize vitamina B12 i folata, izdvojili su pacijente sa
deficitom jednog ili oba vitamina i uporedili ith sa normalnim ispitanicima, kao i sa
ostalim anemi¢nim pacijentima bez deficita vitamina. Utvrdeno je da su vrednosti
srednje zapremine neutrofila > 140.3 1 monocita > 172.3 povezane sa niskim
koncentracijama kobalamina, a da su vrednosti srednje zapremine neutrofila > 140.2 i
monocita > 169.6 povezane sa niskim koncentracijama folata. Ostale CPD parametre
nisu analizirali (161). Prema rezultatima istrazivanja Risch 1 saradnika (162) koeficijenti
varijacije zapremine neutrofila i monocita bili su povezani sa sniZenim koncentracijama
kobalamina u subklinickom deficitu vitamina B12. Oni su svoje istrazivanje sproveli u
populaciji starijih od 60 godina bez makrocitoze 1 inflamacije. Pacijenti su podeljeni
prema koncentraciji holotranskobalamina. Utvrdili su povezanost ovih izracunatih CPD
parametara sa koncentracijama holotranskobalamina < 28 pmol/L, dok vrednosti
srednjih zapremina neutrofila i monocita nisu bile povezane sa ovim vrednostima

holotranskobalamina (162).
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1.4.2. Biohemijski testovi

Biohemijski testovi za ispitivanje statusa vitamina B12 mogu se podeliti na
nespecificne 1 specificne testove. Nespecifiéni testovi obuhvataju odredivanje
koncentracije nekonjugovanog bilirubina i aktivnost laktat dehidrogenaze (LDH). Usled
neefektivne eritropoeze oko 90% eritroidnih Celija biva razoreno u koStanoj srzi pre
nego Sto dospe u cirkulaciju, zbog ¢ega se povecava nivo nekonjugovanog bilirubina i
aktivnost LDH (77). Takode, usled ekstramedularne hemolize Zivotni vek eritrocita je

smanjen 30-50% (163).

Specifi¢ni testovi obuhvataju odredivanje 2 grupe parametara: one koji direktno
odrazavaju nivo kobalamina u krvi i metabolite koji se akumuliraju usled neadekvatne
koli¢ine kobalamina (164-166). Vitamin B12 i holotranskobalamin II predstavljaju
cirkuliSu¢i kobalamin, a homocistein 1 metilmalonska kiselina odraZavaju funkcionalni

(metabolicki) status (165).

1.4.2.1. Odredivanje vitamina B12

Od 1949. do kasnih 80-ih godina prosSlog veka analiza statusa vitamina B12
sastojala se samo od odredivanja kobalamina u serumu. Glavni cilj je bio da se potvrdi
ili iskljuci dijagnoza retkog, ali teskog deficitnog stanja, koje je u 94% slucajeva bilo
izazvano pernicioznom anemijom ili intestinalnom bolesti koja spre¢ava preuzimanje IF
(98). Klinicki okvir za dijagnozu deficita kobalamina bila je megaloblastna anemija,
koja je bila prisutna u > 70% slucajeva 1/ili nesto rede prisutna neuroloska disfunkcija.
Osetljivost analize vitamina B12 za klinic¢ki deficit bila je 95-97%, jer se testiranje
radilo kada su se simptomi ve¢ pojavili, nakon dovoljno dugog trajanja malapsorpcije i
iscrpljivanja rezervi kobalamina. Specifi¢nost je predstavljala veéi problem zbog Cestih

niskih koncentracija vitamina B12, koje se nisu mogle objasniti (98).

Prvi testovi za vitamin B12 zasnivali su se na rastu mikroorganizama
zahvaljuju¢i njihovoj potrebi za kobalaminom, a ¢iji izvor je bila krv pacijenta (98).
Mikrobioloski testovi su se pokazali osetljivim i specifi¢nim, ali vremenski zahtevnim
(167). Uvodjenjem radioizotop dilucionih tehnika sa IF kao kobalamin vezuju¢im

proteinom odredivanje kobalamina postaje brze, a mikrobioloski testovi se potiskuju iz
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upotrebe (98, 167). U novim testovima HC je interferirao, jer je vezivao nefunkcionalne
analoge kobalamina i dovodio do lazno visokih rezultata kada je uzorak sadrzao velike
koli¢ine analoga. Zbog toga IF nije smeo biti kontaminiran HC (98, 168). Danas se
mikrobioloski 1 testovi sa radioizotopom koriste u evaluaciji novih automatizovanih
metoda i u populacionim istrazivanjima kada je potrebno obezbediti dugotrajno

upotrebljive rezultate (65).

Od 90-ih godina proslog veka za odredivanje kobalamina pocinju da se koriste
automatizovane kompetitivne metode zasnovane na luminiscenciji (167). Testovi su
obi¢no dizajnirani za serumske uzorke (65). Sastoje se od nekoliko zajednickih koraka.
Kobalamin je u krvi, tj. u serumu vezan za proteine i potrebno ga je osloboditi kako bi
se odredio. Oslobodeni, nativni oblici kobalamin prevode se u stabilniji cijano-
kobalamin. Slede¢i korak je takmicenje izmedu ovako dobijenog serumskog cijano-
kobalamina 1 obelezenog cijanokobalamina iz reagensa za ograni¢en broj mesta na IF
svinjskog porekla. Specifi¢nost IF za cijanokobalamin obezbedena je precis¢avanjem IF
ili blokiranjem HC tako §to se dodaje kobinamid u visku koji spreavaju da HC veze
cijanokobalamin. Takode, potrebno je spreciti ponovno vezivanje kobalamina za
endogene proteine, za Sta se koristi ditiotreitol. Veoma je vazno da visok titar anti-IF
antitela iz uzorka pacijenta ne utiCe na test. Razdvajanje vezanog i1 nevezanog
cijanokobalamina postize se razli¢itim elektro- ili fizicko-hemijskim principima, kao i
imunoloskim metodama. Vezana obelezena frakcija cijanokobalamina se zatim

detektuje na osnovu signala koji generiSe obelezivac (65).

Do sada nije postignuta standardizacija u odredivanju koncentracije kobalamina
u krvi (167). Vitamin B12, kao 1 folat, predstavlja molekul koji je jednostavniji od
proteina, ali poseduje karakteristike koje otezavaju njegovu standardizaciju. Prisutan je
u razli¢itim formama (vitameri) u krvi, hrani, suplementima i referentnom materijalu.
Koncentracija u serumu je niska i ¢vrsto je vezan za proteine (169). Ipak, sprovode se
odredene mere, kao Sto je uvodenje standarda sa konsenzus vrednoséu u cilju
poboljsanja kvaliteta rezultata testova. Trenutno se koristi internacionalni standard
WHO 03/178 (engl. World Health Organisation International Standard 03/178, WHO IS
03/178) sa konsenzus koncentracijom kobalamina 480 pg/mL ili 354 pmol/L (167, 170).

Medutim, proizvodaci testova Cesto ne kalibriSu svoje testove ovim standardom, veé
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koriste svoj interni materijal. Razlozi su nepostojanje primarne referentne metode
kojom bi se odredila koncentracija kobalamina u standardu i da su u krvi prisutne
razliCite forme vitamina B12. Posledica je loSe slaganje rezultata izmedu komercijalnih

testova (167).

Nacionalni institut za standarde i tehnologiju (engl. National Institute of
Standards and Technology, NIST) u SAD razvio je standardni referentni materijal za
vitamin B12 u humanom serumu, SRM 3951, koji se sastoji od pulova smrznutog
humanog seruma i sadZi 3 nivoa kobalamina. Cilj proizvodnje SRM 3951 jeste
usaglasenost izmedu razlicitih testova za kobalamin. U sklopu sertifikovanja SRM 3951
radi se i na razvoju metode zasnovane na izotop diluciono-te¢noj hromatografiji-tandem

masenoj spektrometriji (ID-LC-MS/MS) za odredivanje kobalamina (171).

Spoljasnja kontrola kvaliteta je pokazala da je koeficijent varijacije (CV)
rezultata u okviru iste metode pri koncentraciji koja se koristi za utvrdivanje deficita
iznosio 6—10%, ¢ak i1 20%. To ukazuje na zna€ajnu sivu zonu izmedu normalnih i niskih
koncentracija. Uzroci varijacija uklju¢uju preanaliticke, analiticke 1 postanaliticke
faktore, kao 1 uzroke koji poticu od samog pacijenta (65). Prema istrazivanju Britanske
nacionalne sluzbe za spoljasnju kontrolu kvaliteta (engl. United Kingdom National
External Quality Assessment Service, UK NEQAS), CV izmedu razli¢itih testova
iznosio je 5—-15%, dok se bias izmedu metoda kretao od +10% do -20% (134). Lekarima
se savetuje da prilikom interpretacije rezultata uzmu u obzir pozitivnu i negativnu

prediktivnu vrednost testa (65).

Drugi problem testova za vitamin B12 jeste referentni interval. Ovaj problem
proistiCe iz izostanka standardizacije, kao 1 iz nedostatka zlatnog standarda u
laboratorijskoj proceni statusa kobalamina. Dodatni otezavaju¢i faktori jesu uticaj:
starosti, ishrane, trudnoce, lekova. Zato je predloZzeno da proizvoda¢ kroz robusne
studije utvrdi referentni opseg uzimajuci u obzir razli¢ite uticaje, a laboratorije mogu
prikazati rezultate odredivanja kobalamina korigovane u odnosu na bias testa prema

konsenzus srednjoj vrednosti (134).
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Kada je u pitanju uticaj starosti i pola na status vitamina B12, istrazivanja su
pokazala oprecne rezultate (88, 115, 172—178). Prema jednom broju studija muskarci
imaju niZe vrednosti vitamina B12 u odnosu na Zene 1 podlozniji su deficitu (173-175).
Sa druge strane, postoje istrazivanja koja ukazuju da ne postoji statisticki znacajna
razlika izmedu Zena 1 muskaraca (176, 177). Svetska zdravstvena organizacija, takode,

ne navodi posebne grani¢ne vrednosti za deficit vitamina B12 za muskarce i Zene (85).

Postoje studije koje ukazuju da osobe starije od 60 godina imaju vecéu
prevalencu niskih i suboptimalnih koncentracija kobalamina (88, 115, 178). Starost se
smatra faktorom rizika za pojavu deficita kobalamina, jer se starenjem povecava
prevalenca oboljenja, kao 1 upotreba lekova koji se dovode u vezu sa deficitom vitamina
B12 (43). Medutim, istrazivanje McMahon 1 saradnika (177), koje je obuhvatilo
ucesnike Framingham Heart Study istrazivanja, nije utvrdilo postojanje razlika prema
starosti izmedu 4 opsega koncentracija kobalamina (37-226 pmol/L, 227-290 pmol/L,
291-370 pmol/L 1 371-1247 pmol/L). Svetska zdravstvena organizacija ne razdvaja
pacijente prema starosti kod primene grani¢ne koncentracije za deficit vitamina B12 od

150 pmol/L (85).

Prema jednoj grupi istrazivaca pad u koncentraciji kobalamina u trudno¢i jeste
fizioloski i ne odrazava deficit (179, 180), dok je prema drugim istrazivac¢ima doslo do

izvesnog ,,naprezanja” u statusu kobalamina (181).

Studije o vitaminu B12 iz 50-ih godina proslog veka navodile su veoma niske
koncentracije kobalamina za deficit, < 90 pmol/L, jer su se najverovatnije definisale u
odnosu na klini¢ki ispoljeni nedostatak (98). U zavisnosti od metode odredivanja,
ve¢ina testova danas koristi koncentraciju kobalamina < 148 pmol/L (200 ng/L) za
deficit (182). Njena osetljivost iznosi 95-97% za klinicki deficit, dok se specifi¢nost
procenjuje na < 80% (98).

Sa otkricem SCCD pojavila se potreba za promenom grani¢ne koncentracije, jer
se koncentracija < 148 pmol/L pokazala nedovoljno osetljivom u odnosu na MMA
(182—184). Tesko je proceniti osetljivost 1 specificnost testova za kobalamin, kao 1 za
ostale biomarkere u SCCD, jer se dijagnoza zasniva upravo na promeni njihovih

koncentracija (98). Koncentracija kobalamina < 148 pmol/L ima osetljivost za SCCD
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38-39%, koja se povecava na 55-84% ukoliko se grani¢na koncentracija poveca na
200-300 pmol/L, dok specifi¢nost nije utvrdena (98). U istrazivanju Clarkea 1 saradnika
u populaciji starijih od 65 godina uporedena je koncentracija kobalamina < 200 pmol/L
sa koncentracijama MMA > 450 nmol/L i > 750 nmol/L kao kriterijumima za deficit

kobalamina. Dobijena je specifi¢nost 76% 1 73%, a osetljivost 55% 1 66% (116).

I danas se u ispitivanju statusa vitamina B12 pocinje od odredivanja nivoa
kobalamina u krvi (84, 134). Na taj nacin se odreduje 1 inaktivna forma vezana za HC
(holohaptokorin) i aktivna forma vezana za TCII (holotranskobalamin). Zato se Cesto
obelezava kao ukupni kobalamin (134). Odredivanje kobalamina je automatizovano i

dostupno velikom broju laboratorija. Kao uzorak moze se koristiti serum ili plazma.

Iako je kobalamin stabilan u uzorku (185), uoceni su lazno visoki rezultati u
uzorcima krvi u odredenim epruvetama sa gelom (186). Potrebno je izbegavati uzorke
sa prisutnom hemolizom. Uticaj lipemije i hiperbilirubinemije postoji, a pri kom nivou
se deSava zavisi od samog testa. Serumske koncentracije kobalamina stabilne su na
sobnoj temperaturi, ali vitamin C razgraduje kobalamin, zbog €ega se serumi tretirani
askorbinskom kiselinom ne mogu koristiti (65). Intraindividualni koeficijent varijacije
za kobalamin kod zdravih osoba iznosi 6.7% (5.7-7.7%), dok je interindividualni

koeficijent varijacije 24.1% (16.4-36.0%) (187).

Ako se izuzmu terapija i suplementacija kobalaminom, visoke koncentracije
kobalamina u krvi javljaju se u kanceru, mijeloproliferativnim bolestima i bolestima
jetre (65, 188, 189). Takode, uzrok mogu biti i kompleksi imunoglobulina sa
kompleksom kobalamina i transkobalamina (65). Prema Carmelu i saradnicima (190),
kada se dobije visoka koncentracija vitamina B12, prvo treba proveriti da li je pacijent
nedavno primio terapiju kobalaminom i funkciju bubrega. Time se pokriva 50% uzroka
povecanih koncentracija kobalamina. Takode, treba uvek imati na umu razlog
odredivanja nivoa kobalamina. Ako je testiranje izvrSeno da bi se iskljucio deficit, a
dobije se visoka vrednost za kobalamin, potrebno je odrediti druge biomarkere. Moguce
je istovremeno prisustvo stanja koje dovodi do visokog nivoa vitamina B12, kao $to je
promena nivoa haptokorina u hroni¢noj mijeloproliferativnoj leukemiji, 1 perniciozne

anemije (190).
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Vece koncentracije kobalamina se nalaze kod crne rase u odnosu na belu rasu
(191), zatim kod zena homozigota sa varijantom gena FUT2 za a(1,2)fukoziltransferazu
(192). Lazno normalni rezultati opisani su kod pacijenata sa visokim titrom anti-IF
antitela u slu€aju perniciozne anemije (193, 194). Serumi bez anti-IF antitela nisu
pogodeni interferencijom. To ukazuje na potrebu za kontrolnim uzorcima sa anti-IF
antitelima (98). Kod deficita kobalamina izazvanog upotrebom azotsuboksida,
nedostatkom TCII ili urodenim greSkama u metabolizmu vitamina B12, nivo

kobalamina je normalan (50).

Serumske koncentracije vitamina B12 mogu biti niske kod vegeterijanaca (50),
osoba koje uzimaju velike doze vitamina C (195), u trudnoéi (195), u deficitu
haptokorina (196, 197). U tezem obliku deficita haptokorina prisutne su koncentracije
kobalamina < 100 pmol/L, koje je teSko odrzati u referentnom opsegu uprkos
injekcijama vitamina B12 (198). Pacijenti, koji istovremeno imaju deficit kobalamina i
folata, mogu imati normalne ili pove¢ane koncentracije folata u krvi (199). Razlog je
povezanost celularnog metabolizma folata 1 kobalamina, pri ¢emu se folat ne trosi usled
nedostatka vitamina B12 (199, 200). Zene, koje koriste hormonsku kontracepciju, imaju

nize vrednosti kobalamina u krvi, koje nemaju klinicki znacaj (201, 202).
1.4.2.2. Odredivanje holotranskobalamina

Holotranskobalamin (holo-TCII) ili aktivna frakcija kobalamina predstavlja
kompleks vitamina B12 1 TCII (65) 1 ¢ini 5-20% ukupnog TCII (203). Zasi¢en je oko
10% vitaminom B12, za razliku od HC, koji je skoro u potpunosti zasi¢en kobalaminom

(203).

Cinjenica da samo vitamin B12 vezan za TCII ulazi u éelije i biva iskori$¢en za
potrebe metabolizma nametnula je pretpostavku da je holo-TCII bolji marker statusa
vitamina B12 u odnosu na ukupni kobalamin (203). Lindemans i saradnici su jo§ 1983.
ukazali da su koncentracije kobalamina vezanog za TCII odredene koncentracijom

kobalamina u tkivima (204, 205).
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Postoje tri razlicite metode za odredivanje holo-TCII koje daju slicne rezultate.
Prvi pristup podrazumeva jonsku precipitaciju TCII 1 odredivanju kobalamina u
precipitatu. Zatim su upotrebljena anti-TCII antitela umesto jonske precipitacije i
izotop-dilucioni test za izolovani kobalamin, tzv. radioimunotest za holo-TCII. Postojao
je 1 mikrobioloski test za odredivanje izolovanog kobalamina iz kompleksa sa TCII.
Drugi pristup je bio da se razdvoje apo-TCII i holo-TCII pomocu kuglica prekrivenih
kobalaminom, a da se zatim holo-TCII, koji je ostao u supernatantu, odredi ELISA

testom (203).

Sa pojavom ELISA i radioimunotestova za TCII, koji su bili precizniji i
je male koli¢ine uzorka, CV bio je < 10%, limit detekcije 10 pmol/L. Vreme potrebno
za izvodenje testa iznosilo je 4 sata (65). Poredenje RIA 1 ELISA testova za holo-TCII
pokazalo je sli¢ne rezultate. RIA rezultati su bili sli¢ni i sa rezultatima mikrobioloskih
testova (203). Ove testove su zamenili automatizovani imunotestovi sa specifi¢nim anti-

holo-TCII antitelom (208).

Nexo 1 saradnici su opisali metod za odredivanje ukupnog TCII (209) i holo-
TCII (207), dok se saturacija TCII moZze izracunati (65). Za holo-TCII referentni opseg
je 40—150 pmol/L, a za saturaciju TCII 5-20%. U deficitu saturacija TCII opada na
0.4-3% (65).

Holotranskobalamin je kao i kobalamin stabilan analit. Nisu potrebne posebne
mere predostroznosti prilikom vadenja krvi. Stabilan je na temperaturama od -70° do -
20°C godinama. Ukoliko se hranom unosi normalna koli¢ina kobalamina, za
odredivanje holo-TCII moze da se koristi uzorak nakon no¢nog gladovanja, kao i1
uzorak nakon obroka. Medutim, ponovljeno unoSenje velikih fizioloSkih doza vitamina

B12 povecace holo-TCII i u manjoj meri vitamin B12 u roku od 24h (203).

Holotranskobalamin II, kao i kobalamin, varira u odredenoj meri u odnosu na
pol 1 starost. Za uticaj rase podaci su limitirani. Koncentracije holo-TCII ostaju

nepromenjene tokom trudnoce (203).
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Holotranskobalamin se moze odredivati u serumu i plazmi (203, 210-213).
Prema jednim istraziva¢ima u plazmi se dobijaju neSto vece koncentracije nego u
serumu, dok druga istrazivanja negiraju razliku (203). Visok titar anti-IF antitela ne
uti¢e na odredivanje holo-TCII kao $to je to slucaj sa imunotestovima za vitamin B12
(65). Intraindividualni CV za holo-TCII je veéi u odnosu na kobalamin 1 iznosi 13%
(11.5-15.0). Interindividualni CV iznosi 24.6% (16.3—37.7) 1 ne razlikuje se puno u

odnosu na kobalamin (187).

Za holo-TCII trenutno ne postoji referentna metoda, ali postoji moguénost
uvodenja internacionalnog standarda. Do sada su se koristili razli¢iti kalibratori sledljivi
uobi¢ajenim primarnim referentnim kalibratorima koje je proizveo Axis-Shield.
Primarni standard je pripreman gravimetrijski od rekombinantnog humanog holo-TCII i
prilagoden pomocu serumskih uzoraka u kojima je koncentracija holo-TCII odredena
RIA metodom. Svaka serija kalibratora koja je stavljena u prodaju bila je uporedena sa
ovim kalibratorom (167). Na osnovu istrazivanja Thorpe 1 saradnika, Odbor eksperata
Svetske zdravstvene organizacije za bioloSku standardizaciju (engl. WHO Expert
Committee on Biological Standardization) odobrio je WHO IS 03/178 kao standard za
holo-TCII sa koncentracijom 107 pmol/L. WHO IS 03/178 predstavlja prvi
internacionalni standard za vitamin B12, folat i holo-TCII. Koncentracija holo-TCII je u
skladu je sa koncentracijom za vitamin B12 (480 pg/mL ili 354 pmol/L) jer holo-TCII

sadrzi 10%—-30% ukupnog kobalamina u serumu osobe bez deficita (214).

U literaturi se mogu naci razli¢ite grani¢ne vrednosti holo-TCII za deficit
vitamina B12 (208, 212, 213, 215). Studija Heila i saradnika upucuje na grani¢nu
koncentraciju od 32 pmol/L za deficit kobalamina prema koncentraciji MMA > 450
nmol/L  (216). Medutim, nije moguce sa sigurnoScu iskljuciti deficit kada je
koncentracija holo-TCII u opsegu 25-75 pmol/L (170). Varijacije u referentnom
intervalu za holo-TCII mogu postojati usled uticaja genotipa, pola i starosti, ali potrebne
su dodatne studije koje Ce to ispitati. Za sada se uocavaju sli¢ni referentni intervali kod
radioimunotestova, ELISA testa, mikrobiloskog odredivanja holo-TCII i direktnog
odredivanja holo-TCII (203).
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Za transkobalamin je poznato da postoje genotipovi koji se razlikuju po
koncentraciji ukupnog transkobalamina, npr. TCN2 776C—G. Uticaj na koncentraciju
holo-TCII je manje izrazen, mada neke studije ukazuju da je uticaj genotipa ipak
znadajan (203). Cesta genetska varijanta u kojoj prolin zamenjuje arginin moze uticati
na funkciju holo-TCII (217-219). Osobe koje su homozigoti sa minor alelom
rs35838082 za holo-TCII imaju lazno niske vrednosti holo-TCII kada se testiraju
Active-B12 Axis-Shield Diagnostics Ltd testom (220).

Trudno¢a ne utiCe na nivo holo-TCII, zbog cega je bolji biomarker od
kobalamina za procenu statusa vitamina B12 kod trudnica (203). Medutim, prednost
holo-TCII nad kobalaminom u ispitivanju statusa vitamina B12 u trudno¢i nije u

potpunosti potvrdena (98).

Transkobalamin je protein male molekulske mase 1 kao takav moZe da se filtrira
u glomerulima. Zato smanjena funkcija bubrega dovodi do povecanja koncentracije
holo-TCII. Druge studije navode marginalnu vezu izmedu bubrezne funkcije i nivoa

holo-TCII (203).

S obzirom na to da je transkobalamin reaktant akutne faze ocekuje se da njegova
koncentracija raste u akutnim inflamatornim stanjima. Odredena istrazivanja ukazuju da
se to deSava samo kada dolazi do aktivacije makrofaga. Druga stanja koja mogu da

dovodu do povecéanja holo-TCII su bolesti jetre i autoantitela na transkobalamin (203).

Holotranskobalamin je parametar koji poseduje odredene karakteristike koje ga
¢ine pogodnim da postane prvi test u proceni statusa vitamina B12. Takode, trebalo bi
da bude pokazatelj ranih promena u statusu vitamina B12, tzv. ranog negativnog
balansa vitamina B12. Medutim, dosadasnja istrazivanja imaju oprecne rezultate u
pogledu predloga da je holo-TCII bolji parametar od kobalamina. Najbitnije razlike
izmedu istrazivanja odnose se na duzinu njegovog poluzivota, korelaciju sa
kobalaminom, grani¢ne vrednosti za deficit i nedavnu apsorpciju kobalamina. Poslednje
dve stavke Cine srz problema u vezi sa prihvatanjem holo-TCII kao superiornijeg
markera statusa vitamina B12 (110). Da li vrednosti holo-TCII ukazuju na zalihe
vitamina B12 ili na nedavnu apsorpciju kobalamina? Ili oboje? Iako smanjena

apsorpcija jeste uvod u deficit, ona moze postojati kratkotrajno bez pojave deficita.
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Ukoliko bi holo-TCII bio marker oba procesa onda bi izgubio dijagnosticku specifi¢nost
(110). Holotranskobalamin ima isti problem kao i1 kobalamin kada je u pitanju grani¢na
vrednost za deficit, Sto ne ide u prilog tome da je bolji marker statusa vitamina B12
(110). Ukoliko izmedu holo-TCII 1 kobalamina postoji visoka korelacija to znaci da
holo-TCII nece biti bolji marker statusa od samog vitamina B12. Sa druge strane, i

izostanak korelacije ne znaci da je bolji marker (110).

Kao i sa bilo kojim drugim parametrom za procenu statusa vitamina B12, tako i
za holo-TCII postoji problem nedostatka zlatnog standarda. Dosadasnje procene testova
za holo-TCII u najvecoj meri su se zasnivale na statistickom poredenju sa MMA kao
zlatnim standardom uprkos njenoj nedefinisanoj specifi¢nosti (98). U klini¢kom deficitu
nizak nivo holo-TCII ima priblizno istu osetljivost 1 specifi¢nost kao i kobalamin, dok
su u SCCD osetljivost 1 specificnost 2%—6% vise u odnosu na kobalamin (98). Za sada

vazi preporuka WHO da se u epidemioloskim istrazivanjima koristi vitamin B12 (85).
1.4.2.3. Odredivanje homocisteina

Homocistein je aminokiselina sa sulthidrilnom grupom. U ¢elijama se nalazi u
koncentraciji < 1 pmol/L, a u plazmi 5—-15 pmol/L (65, 221). U krvi je < 2% slobodnog
Hcy, 80% je vezano za proteine, a ostatak je vezan za druge molekule sa sulfhidrilnom
grupom. Homocistein formira disulfidne veze sa drugim molekulom homocisteina,
cisteinom, sa sulthidrilnom grupom proteina pri ¢emu nastaju oksidovane forme Hcy:
homocistin, meSani disulfid homocistein-cistein i Hcy vezan za protein (65). Predstavlja
metabolicki marker deficita vitamina B12, jer se porast koncentracije javlja kao
posledica nemogucénosti prevodenja Hey u metionin usled nedostatka kobalamina (65).

Homocistein se moze odredivati u serumu i plazmi (222).
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Za odredivanje Hcy koristile su se razli¢ite metode:

. jonoizmenjivacki analizator aminokiselina (223);

. radioenzimsko odredivanje (65);

. kapilarna gasna hromatografija (224);

J kapilarna gasna hromatografija-masena spektrometrija (225);

o tecna hromatografija elektrosprej tandem masena spektrometrija (226);

. teCna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) sa fluorescentnim

hromoforom (65).

Za hromatografske metode postoji gravimetrijski pripremljen standard za Hcy 1
druga sli¢na tiol jedinjenja kao odnos sa stabilnim unutrasnjim standardom, npr. 2-
merkaptoetilamin. Odnos signala koji poti¢e od Hcy iz uzorka i unutra$njeg standarda

koristi se za odredivanje nepoznate koncentracije (65).

Razvoj enzimskih testova, kao 1 imunotestova, omogucio je odredivanje Hcy u
rutinskom radu laboratorija (65). Prvo je potrebno oslobodi vezani Hcy iz kompleksa sa
proteinima 1 prevesti sve oblike prisutne u krvi u Hey, pri ¢emu se meri ukupni Hey
(65). Slobodni Hcy se pomoc¢u hidrolaze prevodi u S-adenozil-L-homocistein (SAH) u
prisustvu viska adenozina (65). Metode se dalje razlikuju prema nacinu razdvajanja i

detekcije SAH:

. fluorescentno polarizacioni imunotest (FPIA);
° hemiluminiscentni imunotest (CIA);

. ELISA;

. enzimimunotestovi (EIA);

o lateks aglutinacioni imunotestovi,

. imunoturbidimetrijski testovi (65).

Jedna od novijih metoda je odredivanje Hcy ciklusom enzimskih reakcija sa

amplifikacijom detekcionog signala (65).
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Za vecinu imunotestova se kao standard za kalibraciju koristi SAH koji moze
biti rastvoren u puferovanom vodenom rastvoru ili dodat u modifikovani humani serum.
Sam standard ne podleze istim procesima kao i Hcy iz uzorka, ali se prednost ogleda u
njegovoj stabilnosti. Za neke enzimske metode postoje gravimetrijski pripremljeni

standardi (65).

Kada se uporede enzimski testovi sa imunotestovima i HPLC postoje male, ali
znacajne razlike u vrednostima Hcy (227-231). Preciznost unutar serije je prihvatljiva
za sve tri grupe metoda, ali je poredenje izmedu laboratorija otkrilo veliku nepreciznost

u grupi HPLC metoda (231).

Prema Zajednickom odboru za sledljivost u laboratorijskoj medicini (engl. Joint
Committee for Treceability in Laboratory Medicine, JCTLM), metode ID-GC-MS i ID-
LC-MS/MS oznacene su kao referentne za odredivanje Hcy u humanom serumu (65,
232). Standardni referentni materijal 1955 proizveo je NIST u SAD, a vrednosti Hecy
odredene su referentnim metodama (233-236). Sertifikovane vrednosti za Hcy iznose:
nivo I 3.98 = 0.18 pmol/L, nivo II 8.85 £ 0.60 pmol/L i nivo II 17.7 = 1.1 pmol/L
(233). Liofilizovan materijal sa vrednostima Hcy odredeni referentnim metodama jo$

uvek nije dostupan (65).

Uzorkovanje 1 priprema uzorka mogu bitno uticati na rezultat odredivanja Hey
(222). S obzirom na to da je Hcy u znacajnom procentu vezan za proteine u krvi,
venepunkciju ne bi trebalo vrsiti nakon venske staze ili leZanja pacijenta. Plazma je bolji
uzorak od seruma, jer Hcy moze izaci iz ¢elija tokom koagulacije uzorka i dovesti do
10% visih vrednosti u serumu (65). Koncentracija Hey, takode, raste u plazmi ukoliko
se ne odvoji od ¢elija krvi. Povecanje je temperaturno zavisno (237). Zato uzorke treba

cuvati na ledu i centrifugirati ih Sto pre (65).

Ne postoji konsenzus oko referentnog ospega za Hcy. Vecina laboratorija uzima
15 pmol/L kao grani¢nu vrednost za hiperhomocisteinemiju. Ipak, laboratorije bi

trebalo da odrede svoje referentne vrednosti (134).
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Povecanje nivoa Hcy se smatra osetljivim indikatorom klini¢kog deficita
vitamina B12 (90, 111, 166, 238). Homocistein i MMA imaju uporedljivu osetljivost na
klinicki deficit kobalamina i mogu se koristiti za pracenje terapije (166, 239). Nivo Hcy
se povecava na pocetku deficita, pre simptoma, i progredira ukoliko se ne primeni
terapija (90). Smanjenje povecanih nivoa Hcy nakon terapije kobalaminom je potvrda
deficita, koji moze biti 1 subklini¢ki (65). U zemljama u kojima se hrana obogacuje
folatom, neadekvatan status kobalamina je dominantan nutricioni faktor
hiperhomocisteinemije (238). Sa druge strane, u zemljama koje ne obogacuju hranu
folnom kiselinom, folat objaSnjava 15% varijacije u koncentraciji Hcy, dok na
kobalamin otpada 4% (240). Povecani nivoi Hey u krvi nisu specificni samo za deficit
kobalamina i folata ve¢ se javljaju i u deficitu vitamina B6, u slu¢aju smanjene
bubrezne funkcije, hipotiroidizma (84). Starost i pol, takode, uti¢u na vrednosti Hcy (84,
241). Polimorfizam gena za metilen-tetrahidrofolat reduktazu (C677T), dovodi do toga
da homozigoti, koji ¢ine 10% populacije na zapadu, imaju 25% vece koncentracije Hcy
u odnosu na gornju granicu referentnog opsega. Na nivo Hcy utie i1 puSenje,

prekomerno konzumiranje kafe, lekovi kao §to je levodopa (65).
1.4.2.4. Odredivanje metilmalonske Kkiseline

Metilmalonska kiselina je jedna od nekoliko dikarboksilnih kiselina prisutnih u
krvi 1 urinu (65). Odredivanje MMA u urinu kao prvi korisni metabolicki test za deficit
vitamina B12 pojavio se 60-ih godina proslog veka (242). Tada se MMA odredivala
gasnom hromatografijom (GH) (98, 242), a 1979. pojavila se gasna
hromatografija—masena spektrometrija (GH/MS) kao osetljivija metoda za odredivanje
dikarboksilnih kiselina u urinu (98, 243). Zatim je kapilarna gasna hromatografija-
masena spektrometrija sa razliitim modifikacijama omoguéila tacno 1 precizno
odredivanje malih koncentracija ovog analita u serumu (98, 244, 245). Tec¢na
hromatografija i kapilarna elektroforeza takode se mogu koristiti za analizu MMA (246,

247).
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Referentna metoda za odredivanje MMA jos uvek nije ustanovljena i NIST
trenutno nastoji da je razvije, kao 1 referentne materijale. Materijali SRM 909 sa
vrednos¢éu MMA 170 nmol/L 1 SRM 1950 sa koncentracijom MMA 300 nmol/L
pogodni su za upotrebu, ali ne i SRM 3591, koji ima vrednost MMA 35 nmol/L (248).

Metilmalonska acidurija je osetljiv indikator deficita vitamina B12 (249), osim
kada je uzrokovana greSkom u metabolizmu (50). Normalno se metilmalonat ekskretuje
u tragovima, 0—3.4 mg/danu. Terapija kobalaminom normalizuje ekskreciju za nekoliko
dana (50). Koncentracija MMA u urinu je ve¢a nego u plazmi, potrebno ju je
normalizovati za koncentraciju kreatinina u urinu i korigovati zbog efekta bubreznog

ostecenja ili dehidratacije (65).

Na nivo MMA ne uti¢e ishrana i moze se odredivati u istom uzorku kao i
vitamin B12 (65). Medutim, MMA ima odredena ogranicenja, tj. njena specifi¢nost nije
u potpunosti ispitana (98). Istrazivanje sprovedeno u Norveskoj identifikovalo je
godine, pol, kreatinin i kobalamin kao glavne determinante koje objaSnjavaju 16%
varijacije u nivou MMA (250). Studija Lewerin i saradnika pokazala je da kobalamin
predvida samo 2% vrednosti MMA u serumu, dok cistatin C kao marker bubrezne
funkcije predvida 8% vrednosti (240). Prekomerni razvoj bakterija u crevima moze biti
uzrok povecanih vrednosti MMA uprkos terapiji vitaminom B12 kod pacijenata sa
sindromom kratkog creva (251). Tokom trudnoce dolazi do povecanja koncentracije

MMA (252-254).

Osobe koje su heterozigoti za naslednu metilmalonsku acidemiju nemaju
znacajno povecane nivoe MMA u serumu (255). S druge strane, Cest polimorfizam
1291466 HIBCH gena (gen za 3-hidroksi-izobutiril-CoA hidrolaza) je kobalamin
nezavisna determinanta koncentracije MMA u plazmi, Sto utice na njen znacaj kao
indikatora statusa vitamina B12 kod starijih kada se primene vazeée grani¢ne vrednosti.
Postoji znacajna povezanost izmedu ove genetske varijante 1 povec¢anih nivoa MMA u
krvi (256). Takode, mutacija u genima za mitohondrijalnu sukcinil-CoA sintetazu

dovodi do povecanja koncentracije MMA (257).

45



Vise studija se bavilo odredivanjem referentnog opsega za MMA (250, 258,
259). Grani¢ne koncentracije za deficit kobalamina se kre¢u od 210 nmol/L do 480
nmol/L. Najces¢e koriS¢ena koncentracija je 270 nmol/L (98, 99). Za definisanje

grani¢nih vrednosti koriS¢eni su razliciti pristupi:

. odredivanje prelomne tacke kada vrednost MMA pocinje da raste, a
vrednost vitamina B12 da opada (98);

J 2 ili 3 standardne devijacije od srednje vrednosti (98);

. odredivanje na uzorku pacijenata sa popunjenim zalihama kobalamina (98,

250, 259, 260).

Dobijeni razli¢iti rezultati za grani¢ne vrednosti MMA za deficit kobalamina
posledica su razli¢itih populacija u kojima su vrSena istrazivanja i kriterijjuma za

definisanje deficita vitamina B12 (250).

Povecane vrednosti metilmalonske kiseline i/ili Hey u serumu smatraju se
najpouzdanijim indikatorima nedostatka kobalamina kod pacijenata bez kongenitalnih
poremecaja u njihovom metabolizmu (50). Njihove koncentracije su povecane u vise od
90% pacijenata sa klinickim deficitom 1 rastu pre nego Sto serumski nivo kobalamina
postane subnormalan (50). Lindenbaum i saradnici navode u svom istrazivanju da su
MMA 1i/ili Hey bili povecani u vise od 95% slucajeva hematoloskog relapsa kod
pacijenata sa pernicioznom anemijom i gasterektomijom, dok je serumski kobalamin
bio snizen u 69% slucajeva. U odsustvu hematoloskog relapsa vrednost MMA
povecavala se dva puta ¢es¢e nego Sto je koncentracija kobalamina opadala. Takode su
uvidom u medicinsku dokumentaciju uocili da je kod odredenog broja pacijenata sa
klinicki manifestnim deficitom koncentracija kobalamina u serumu bila veca od 148
pmol/L, dok su MMA 1 Hcy bili poviseni (111). Pad u koncentraciji MMA koji prati
terapiju kobalaminom jo$§ uvek nije standardizovan kao funkcionalni test, iako moze

pruziti potvrdu deficita, kao i kontrolu terapije (84).

Uprkos vecoj osetljivosti MMA u odnosu na vitamina B12, odredivanje
koncentracije MMA nije test od koga se prvo krece u ispitivanju statusa vitamina B12.
Razlog je pre svega velika osetljivost samog kobalamina za klinicki manifestni deficit,

kao 1 bolje ispitan uticaj drugih faktora na njegove vrednosti u odnosu na druge
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biomarkere (99). Takode, potreba za posebnom aparaturom i cena testa otezavaju Siru
primenu odredivanja MMA (134). Odredivanje MMA se obi¢no primenjuje kada postoji
sumnja na deficit kobalamina, ali je sam kobalamin u referentnom opsegu ili kada se
nivo kobalamina nalazi u tzv. sivoj zoni (134). Koncentracije MMA u referentnom
opsegu idu u prilog normalnom statusu vitamina B12, ¢ak i kada je koncentracija

kobalamina niska (98).

Za razliku od klinicki manifestnog oblika deficita, teSko je utvrditi osetljivost
MMA za SCCD, jer ne postoji biomarker koji predstavlja zlatni standard u odnosu na
koji bi se izvrsilo poredenje. U SCCD vrednosti MMA obi¢no su umereno povisene,
retko prelaze 800 nmol/L (98). Povecani nivoi MMA c¢esce se srecu u epidemioloskim
istrazivanjima nego niske koncentracije kobalamina (98). Hvas 1 saradnici su analizirali
razloge za upotrebu MMA kao testa za deficit vitamina B12 (261). Zaklju¢ak njihovog
istrazivanja je da korist od primene MMA kao skrining testa nije utvrdena , kao i da
davanje terapije na osnovu umereno povecanih vrednosti MMA najverovatnije vodi ka
prekomernoj upotrebi vitamina B12 (261). Jedan od zaklju¢aka NHANES (engl.
National Health and Nutrition Examination Survey) istrazivanja sprovedenog u SAD
jeste da se u epidemioloskim istrazivanjima kobalamin i MMA odreduju istovremeno

kako bi se izbegle lazno pozitivne dijagnoze deficita vitamina B12 (248).
1.4.2.5. Kombinovanje biomarkera u jedan indikator

S obzirom na sve nedostatke pojedinacne upotrebe biomarkera statusa vitamina
B12, razvijen je matemati¢ki model koji kombinuje Cetiri boimarkera u jedan, tzv.
kombinovani indikator statusa vitamina B12 (engl. combined indicator of B12 status,

cB12) (112, 170, 262). Odreduje se putem formule:

cB12=log10[(holo-TCIIxkoncentracija B12 u srumu)/(MMAxHcy)]-(starosni faktor)
(112)

Navedena formula predstavlja Fedosov skor zdravlja (engl. Fedosov’s wellness
score). Rezultati se interpretiraju kao visoko normalan, normalan, nisko normalan,
deficit, tezak deficit (170). Prednost cB12 je u tome Sto ne zavisi od referentnih

intervala i moZze se korigovati za status folata i godine pacijenta. Kombinovani indikator
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je pokazao vecu povezanost sa koncentracijama hemoglobina, kognitivnom funkcijom i
provodljivos¢u kroz periferne nerve u odnosu na pojedina¢ne biomarkere. Potrebno je

potvrditi njegov klinicki znacaj (84).

Medutim, cena istovremenog odredivanja Cetiri biomarkera iskljucuje
mogucnost rutinske primene cB12 (170). Model sa dve ili tri varijable takode postoji i
procenjeno je da ima prihvatljivu gresku u poredenju sa modelom sa Cetiri varijable
(170). Za model od tri varijable najbolje je koristiti vitamin B12, holo-TCII 1 MMA ili
kombinovati vitamin B12 ili holo-TCII sa MMA 1 Hcy. Kada se koristi model od dve
varijabe, najmanja greska u odnosu na model sa Cetiri varijable pravi se kombinovanjem

holo-TCII i MMA (170).

1.5. Funkcionalni laboratorijski testovi za ispitivanje statusa

vitamina B12

U funkcionalne testove za ispitivanje statusa vitamina B12 spadaju: merenje
metaboli¢kog odgovora nakon jedne nedelje terapije kobalaminom, ispitivanje

apsorpcije kobalamina i deoksiuridin supresivni test (65).
1.5.1. Silingov test

Kod pacijenata koji imaju deficit vitamina B12, a koji nije uzrokovan niskim
unosom kobalamina, 1 koji nemaju anti-IF antitela, vazno je ustanoviti da li je smanjen
kapacitet apsorpcije kobalamina (65). Testove za procenu apsorpcije treba raditi kod
pacijenata sa niskim vrednostima kobalamina u krvi i kod kojih postoji: makrocitoza,
hipersegmentovani neutrofili, pove¢ane vrednosti metabolickih markera, megaloblastna
anemija ili neuropatija (65). Na taj nacin se izbegava testiranje osoba sa lazno niskim
koncentracijama kobalamina ili nedefinisanim statusom vitamina B12 (65). Ukoliko je
uzrok deficita malapsorpcija, potrebno je ispitati da li je problem na nivou Zeluca ili

intestinuma (84).
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U cilju procene apsorpcije kobalamina ranije se koristio Silingov test (engl.
Schilling test). U protekle dve decenije njegova upotreba je smanjena, a glavni razlozi
su smanjena dostupnost radioaktivno obelezenog vitamina B12 i1 cena. Jo$ uvek nema

adekvatne zamene koja je validirana (84).

Silingovim testom se pratila apsorpcija oralno datog, radioaktivno obelezenog
cijanokobalamina. Interpretacija rezultata zasnivala se na merenju radioaktivnosti u 24-
voro ¢asovnom urinu (50, 263). Test se mogao primeniti 1 nakon terapije deficita (50).
Postojali su 1 drugi testovi za procenu apsorpcije kobalamina kao $to je preuzimanje od
strane jetre, merenje radioaktivnosti u stolici, krvi, celog tela, ali je Silingov test imao

prednost zbog tacnosti, brzine izvodenja i jednostavnosti (263).
Sastojao se iz 4 dela:

) I deo — osnovni test;

. II deo — test sa IF;

IIT deo — terapija antibioticima;

IV deo — uzimanje pankreasnih enzima tokom 3 dana (170).

Nakon gladovanja i mokrenja, pacijentu bi se dao oralni preparat radioaktivno
obelezenog cijanokobalamina. Tokom naredna 24 sata prikupljao se urin. Nakon dva
sata od oralne doze, injekcijom se davao 1 mg neobelezenog cijanokobalamina kako bi
se zasitili cirkuliSu¢i kobalamin vezujuéi proteini. Zdravi pacijenti tokom 24 sata
ekskretuju urinom najmanje 7% od primenjene koli¢ine radioaktivnosti. Ukoliko je
koli¢ina radioaktivnosti u urinu bila niska, drugi deo Silingovog testa bi se sprovodio
pet dana kasnije. Ovaj period je omogucavao da neobeleZeni kobalamin koriguje
megaloblastozu intestinalnih ¢elija. U drugom delu testa procedura je bila ista, s tim Sto
se oralno uzimao IF svinjskog porekla zajedno sa radioaktivno obelezenim
cijanokobalaminom. Ukoliko je nedostatak IF bio uzrok smanjene radioaktivnosti u
urinu u prvom delu testa, u drugom delu testa dolazilo je do povecanja (50, 264-266).
Ako je u drugom dela testa smanjeno izluCivanje radioaktivho obelezenog
cijanokobalamina, uzrok malapsorpcije moZze biti u intestinumu, npr. Kronova bolest.
Ukoliko nakon terapije antibioticima dode do povecanja radioaktivnosti u urinu, uzrok

malapsorpcije je prekomerni rast bakterija u crevima. Ako se nakon koriSéenja
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pankreasnih enzima poveca radioaktivnost, uzrok malapsorpcije je pankreasna

insuficijencija (170).

Primarni uzrok gre$aka u Silingovom testu bio je neadekvatno prikupljen 24-
voro casovni urin (50). Procena kvaliteta uzorka mogla se uraditi odredivanjem

kreatinina u sakupljenom urinu (50).

Zbog bolesti bubrega ekskrecija radioaktivnosti moze biti odlozena $to dovodi
do lazno pozitivnog rezultata testa. Kod teSkog oblika bubrezne insuficijencije moglo se
koristiti merenje radioaktivnosti celog tela (50). Uzroci lazno pozitivnih rezultata bili su
1 neadekvatna saturacija vezuju¢ih proteina neobelezenim kobalaminom, neaktivni IF,
neutralizacija IF antitelima u stomaku, malapsorpcija usled megaloblastnih promena u

ileumu (50).

Lazno negativni rezultati Silingovog testa dobijali su se kod pacijenata koji
apsorbuju slobodan kobalamin, ali ga ne mogu osloboditi iz hrane (50). Ranije
primenjen Silingov test ili neki drugi test tokom kojeg je kori$éen radioaktivni

obeleziva¢ mogli su dovesti do lazno negativnih rezultata (50).
1.5.2. Potencijalna zamena za Silingov test

Kao moguéa zamena za Silingov test ispituje se promena koncentracije
endogenog holo-TCII ili koli¢ine cijanokobalamina vezanog za transkobalamin II nakon

opterecenja oralnim dozama cijanokobalamina (267-271).

CobaSorb je test za procenu apsorpcije kobalamina (203). Osnov za razvoj ovog
testa je naglo povecanja koncentracije holo-TCII pri unosu vitamina B12 (203, 272). U
testu se odreduje holo-TCII u krvi pre i nakon 1-2 dana uzimanja tri puta po 9 pg
cijanokobalamina dnevno (203). Povecéanje holo-TCII > 22% ili > 10 pmol/L nakon dva
dana ukazuje na aktivnu apsorpciju (203). Test se ne koristi kada je bazi¢ni nivo holo-
TCII > 65 pmol/L ve¢ se preporucuje C-CobaSorb test (203). Kod C-CobaSorb testa
meri se povecanje vezane koli¢ine cijanokobalamina za transkobalamin II (203). Do
sada se CobaSorb testom dobijao odgovor na pitanje da li ima ili nema apsorpcije

kobalamina i trenutno nije poznato da li moze da klasifikuje pacijente kod kojih postoji
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apsorpcija, ali je malog kapaciteta (203). Uvodenjem rekombinantnog humanog IF

(rhIF) omoguceno je identifikovanje tri obrasca apsorpcije:

e porast holo-TCII > 10 pmol/L nakon davanja slobodnog cijanokobalamina
(nedostatak u ishrani ili nemoguénost oslobadanja kobalamina iz hrane);

e porast holo-TCII < 10 pmol/L nakon davanja slobodnog cijanokobalamina i
porast holo-TCII > 10 pmol/L nakon dodatka rhlF (nedostatak IF);

e porast holo-TCII < 10 pmol/L nakon davanja slobodnog cijanokobalamina sa ili

bez rhIF (malapsorpcija) (273).

U literaturi je opisan jo$ jedan test za procenu apsorpcije kobalamina. Zasniva se
na brojanju izotopa '*C u krvi nakon oralnog uzimanja jedne doze radioaktivno
obeleZzenog '“C-cijanokobalamina. Za brojanje izotopa Koristi se akcelerator masenog
spektrometra. Na taj nacin omogucena je velika osetljivost odredivanja 1 potreba za
veoma malom koli¢inom uzorka. Za razliku od Silingovog testa, u kojem je koris¢en
kobalamin sa radioaktivno obeleZzenim kobaltom, ovde se koristi radioaktivno obelezen
C u nukleotidnoj petlji kobalamina. Koris¢ena radioaktivnost je na ambijentalnom
nivou. Druga potencijalna korist od ovog testa jeste na¢in na koji je dobijen “C-
cijanokobalamin, tj. mikrobioloSkom sintezom !4C-adenozilkobalamina kojem je

kasnije zamenjen gornji ligand cijano grupom (274).
1.5.3. Deoksiuridin supresivni test

Za razliku od Silingovog ili CobaSorb testa, deoksiuridin supresivni test je in
vitro test i uglavnom se koristi za potrebe istrazivanja (50, 65). Iako se njime mogu
dijagnostikovati odredena oboljenja, ne koristi se u te svrhe, jer se mogu upotrebiti
drugi laboratorijski testovi, terapijski pokusaji leCenja vitaminima ili samo posmatranje

pacijenta (50).

Test se zasniva na suprimiranju ugradnje radioaktivno obelezenog
deoksitimidina (dT) u DNK od strane neobelezenog deoksiuridina (dU) u kulturi
limfocita ili ¢elija koStane srzi pacijenta (50, 275-277). Deoksiuridin se prvo fosforilise
u deoksiuridin monofosfat (dlUMP) u prisustvu timidin kinaze, a zatim se dUMP

metiluje u deoksitimidin monofosfat ({TMP) u prisustvu timidilat sintetaze. Na ovaj
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nacin nastaje neobelezeni dTMP, koji kada je u visku suprimira ugradnju obelezenog
srzi pacijenta inkubiraju sa dU, a kontrolne c¢elije bez dU. Zatim se i pacijentove i
kontrolne ¢elije ponovo inkubiraju, sada sa obeleZenim dT. Nakon toga odreduje se %
inkorporiranog obelezenog dT u kulturi pacijentovih ¢elija u odnosu na ¢elije kontrole.
Normalan rezultat iznosi < 10% radioaktivnosti kontrolnog uzorka (50). Ako je
aktivnost enzima timidilat sintetaze niska, konverzija dUMP u dTMP je usporena, zbog
cega je supresivni efekat dU na preuzimanje obelezenog dTMP smanjen. Enzim
timidilat sintetaza koristi N°,N!'%-metilen-tetrahidrofolat kao izvor metil grupe i direktno
zavisi od prisustva folata i indirektno od prisustva kobalamina. Zbog toga u deficitu
folata i/ili kobalamina dolazi do smanjenja supresivnog efekta dU na preuzimanje

obelezenog dT i porasta % izmerene radioaktivnosti u uzorku (50).

Supresivni efekat dU je oslabljen u slu¢aju nutritivnih megaloblastnih anemija 1
odredenih naslednih poremecaja metabolizma folata i kobalamina (50), Sto ne vazi i za
druga megaloblastna stanja (278). U slucaju nutritivnih megaloblastnih anemija dU
supresivni test se koriguje dodavanjem folata ili kobalamina. U nedostatku folata
korekcija nastaje dodatkom samog folata, N>-formil-tetrahidrofolata i N>-metil-
tetrahidrofolata, ali ne i cijanokobalamina. Kod nedostatka vitamina B12 do korekcije
¢e dovesti cijanokobalamin, folat i N3-formil-tetrahidrofolat. Deoksiuridin supresivni

test moze otkriti 1 subklinicki deficit kobalamina (50).
1.6. Ostali testovi za ispitivanje statusa vitamina B12

Merenje nezasi¢enog kapaciteta vezivanja vitamina B12 retko se koristi 1 to
samo u referentnim laboratorijama. Uglavnom se primenjuje radi utvrdivanja deficita
haptokorina kao uzroka veoma niskih koncentracija kobalamina u krvi u odsustvu
klinicke slike. Takode, primenjuje se i kod ispitivanja retkog deficita transkobalamina II

(65).

U odsustvu adekvatne zamene za Silingov test, drugi testovi se mogu koristiti za
utvrdivanje uzroka malapsorpcije kobalamina kao $to je odredivanje anti-IF antitela,

antitela protiv parijetalne H/K*ATP-aze, nivo pepsinogena, nivo gastrina (65, 84, 279).
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Antitela protiv parijetalnih ¢elija Zeluca prisutna su kod 90% pacijenata sa
pernicioznom anemijom, ali imaju nisku specificnost (65, 280). Pronadena su kod 15%

starijih osoba (65).

Na ahlorhidriju se moze posumnjati ukoliko su poviseni nivoi gastrina u serumu.
(281). Otkrice atroficnog gastritisa tokom endoskopije gornjeg dela gastrointestinalnog
trakta moze ukazati na pernicioznu anemiju. Pacijenti sa ovom boles¢u imaju atrofi¢ni

gastritis, ali je potrebno iskljuciti njegove neimunoloske uzroke (84).

Dva tipa anti-IF antitela su detektovana u serumu pacijenata sa pernicioznom
anemijom (65, 282, 283). Antitela tipa I sprecavaju vezivanje kobalamina za IF, a tip II
sprecava vezivanje IF ili kompleksa IF-Cbl za receptor u ileumu (65). Vise od 60%

pacijenata sa pernicioznom anemijom ima jedan ili drugi tip anti-IF antitela (65).

Automatizovani kompetitivni testovi zamenili su radioaktivne kompetitivne
testove koji su detektovali samo tip I antitela. Trenutne metode za tip I antitela jesu
adaptacija kompetitivnih testova za vitamin B12. Serum pacijenta se inkubira sa
obelezenim IF. Antitela iz uzorka se vezuju za obelezeni IF uz reagensa. Metoda je
osetljiva na uticaj slobodnog kobalamina iz krvi, jer moze da veze IF iz reagensa. Pod
fizioloskim uslovima 99% kobalamina u krvi vezano je za proteine i nece interferirati.
Medutim, kod pacijenata sa visokim nivoom cirkuliSu¢eg slobodnog kobalamina (> 444
ng/L ili > 328 pmol/L), npr. nakon intramuskularne injekcije vitamina B12, moze do¢i
do disproporcionalnog povecanja nivoa anti-IF antitela (65). Proizvodaci testa

naglaSavaju do kog nivoa kobalamina se rezultat moze izdati (134).

ELISA test detektuje oba tipa antitela. Serum se inkubira sa IF vezanim za
¢vrstu fazu, tako da su mesta vezivanja za oba tipa antitela dostupna. Specifi¢nost testa
zavisi od Cistoce IF vezanog za Cvrstu fazu. ELISA testovi razlicitih proizvodaca koriste
IF razli¢itog porekla, svinjski ili rekombinantni, 1 imaju razliCit stepen pozitivnih
rezultata. To odrazava razliCitu osetljivost i1 specificnost antitela prisutnih u serumu

pacijenta (65).

Internacionalni referentni 1 kalibracioni materijal za anti-IF antitela nije

dostupan. Zato se rezultati za obe metode prikazuju arbitrarno (65).
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Test za anti-IF antitela ima visoku pozitivhu prediktivnu vrednost (95%) za
pernicioznu anemiju (134, 284). Negativan rezultat ne znaci odsustvo perniciozne
anemije (134). S obzirom na to da visok titar anti-IF antitela moze da ometa odredivanje
kobalamina tako Sto prouzrokuje lazno normalan rezultat, testiranje na njihovo prisustvo
savetuje se kada su prisutni izrazeni simptomi deficita iako je nivo kobalamina u

serumu normalan (134).
1.7. Testovi za ispitivanje statusa folata

Ispitivanje statusa folata je znaCajno, jer deficiti kobalamina i folata dovode do

identi¢nih promena u perifernoj krvi i kostanoj srzi (77).

Pod izrazom folat podrazumevaju se razliite bioloski aktivne forme ovog
vitamina: dihidrofolat, tetrahidrofolat, tetrahidrofolat sa supstituentima (metil, formil,
formimino, hidroksimetil, metenil, metilen) (50, 134). Folna kiselina je sintetski oblik
koji se koristi u terapiji, suplementaciji i za obogacivanje hrane. 1 folat i folna kiselina
se apsorbuju u proksimalnom delu tankog creva (134), ali je bioraspolozivost folata iz
hrane manja od folne kiseline (134, 285). Oko polovine sadrZaja folata u organizmu

nalazi se u jetri (134).

Smanjen unos ili smanjena apsorpcija dovodi do snizenih vrednosti folata u krvi,
a zatim u tkivima. Medutim, ne postoji jasno definisan put od nedostatka folata u
tkivima do simptoma megaloblastne anemije, jer biohemijski deficit moZe postojati u
odsustvu klinickih simptoma (134). Sa obogadivanjem hrane folatom znacajno se

smanyjila incidenca deficita (134, 286).

Za odredivanje koncentracije folata moze se koristiti serum, plazma 1 eritrociti
(287-289). Mikrobioloski testovi su se prvi koristili, zatim su se razvili testovi sa
radioaktivnim obelezivacem (65), a danas vecina laboratorija koristi kompetitivne
testove sa folat vezujuéim proteinima 1 hemiluminiscentnim ili fluorescentnim

detekcionim sistemima (134).

Savremeni testovi za odredivanje folata u serumu imaju odredene zajednicke
korake. Potrebno je prvo osloboditi folat iz kompleksa sa endogenim proteinima

alkalnom denaturacijom. Dve tre¢ine folata u krvi u obliku 5-metil-tetrahidrofolata je
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vezano slabom vezom za serumske proteine, a manji deo za solubilne folat receptore
koji poticu sa Celijskih membrana. Nakon oslobadanja iz proteinskih kompleksa,
potrebno je spreciti ponovno vezivanje i odrzati folat u redukovanoj formi. Oslobodeni
folat se zatim vezuje za proteine iz reagensa i u tu svrhu cesto se koristi f-laktoglobulin
iz kravljeg mleka. U vecini testova se folat iz seruma takmici sa obeleZzenim folatom iz
reagensa za ograni¢en broj vezujuéih mesta na folat vezujuéem proteinu. Razdvajanje
vezane od nevezane frakcije postize se razli¢itim elektro-hemijskim ili fizi¢ko-

hemijskim i imunoloSkim metodama (65).

Koncentracija se odreduje na osnovu generisanog signala koji poti¢e od

obelezenog folata: hemiluminiscencija, elektrohemiluminiscencija, fluorescencija (65).

Odredivanje folata komplikuje to Sto bioloSku aktivnost poseduje vise formi koje
se medusobno razlikuju po oksidativnom stanju pterinskog prstena, grupama sa jednim
ugljenikovim atomom vezanim za prsten i duzini glutamat lanca. Ove forme mogu biti
degradirane na proizvode koji nemaju biolosku aktivnost, ali interferiraju tokom
merenja. Tokom obrade uzorka za odredenu metodu moze do¢i do prelaska jednog
oblika u drugi, kao i do nastanka forme koja nije prirodno zastupljena u tom tipu
bioloSkog materijala. Na odredivanje ukupne koli¢ine folata ne bi trebalo da utice
interkonverzija dokle god su forme stabilne, zadrzavaju svoju biolosku aktivnost i
podjednako efikasno se odreduju. Kada je potrebno odrediti pojedina¢ne forme folata,

veoma je vazno da rezultat odrazava in vivo koncentracije (288).

Mnogi istrazivaci su favorizovali mikrobioloSke testove za folat (288—-290), jer
se njima odreduju svi oblici folata koji imaju aktivnost vitamina, a ne odreduju se
degradacioni produkti koji tu aktivnost ne pokazuju (288). U kompetitivnim testovima
razliciti oblici folata vezuju se razli¢itim afinitetom za proteine iz reagensa. To je
problemati¢no 1 sa aspekta pouzdanosti metode i sa aspekta genotipa koji uslovljava
razlike u pogledu prisustva formi folata u eritrocitima. Jedini nain da se koriguju
razlike u vezivanju jeste da se definiSu odvojeni standardi za svaku vrstu folata u uzorku

(288).
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Internacionalna referentna metoda za odredivanje 5-metil-tetrahidrofolata, folne
kiseline 1 5-formil-tetrahidrofolata u serumu jeste izotop diluciona te¢na hromatografija
tandem masena spektrometrija (ID-LC-MS/MS) (65, 291), a referentni materijali su
WHO IS 03/178 i SRM 1955 (65, 233, 292). Koncentracija ukupnog folata u WHO IS
03/178 iznosi 12.1 nmol/L, od toga je 9.75 nmol/L 5-metil-tetrahidrofolata sa CV 5.5%,
1.59 nmol/L 5-formil-tetrahidrofolata sa CV 4.2% i 0.74 nmol/L folne kiseline sa CV
31.6% (292). Za SRM 1955 postoje sertifikovane vrednosti za tri nivoa S5-metil-
tetrahidrofolata odredene ID-LC-MS/MS (233). Za folnu kiselinu postoje referentne
koncentracione vrednosti odredene LC-MS/MS, jer slaganje izmedu metoda za ovako
niske koncentracije ne ispunjava NIST kriterijum za sertifikovane vrednosti (233). Ovaj
standard poseduje i1 informativne vrednosti za ukupan folat i 5-formil-tetrahidrofolat
koje se odnose na razli¢ite metode njihovog odredivanja, ali se ne mogu koristiti za
uspostavljanje sledljivosti (233). Kalibracija testova za folat sledljiva ID-LC-MS/MS
metodi povecala je puzdanost testova i njihovo slaganje (293). Iako referentna metoda
za folat u punoj krvi nije verifikovana, postoji WHO IS 95/528 standard (65), a
koncentracija ukupnog folata je konsenzus vrednost dobijena mikrobioloskim i protein

vezujucim testovima (65, 294).

Komercijalni standard za odredivanje folata u serumu trebalo bi da bude 5-metil-
tetrahidrofolat, jer je to fizioloSki aktivni oblik folata. Medutim, veoma je nestabilan
zbog Cega se koristi pteroilglutaminska kiselina (PGA). Da bi se PGA mogla koristiti u
kalibraciji testova za folat, mora se vezivati za folat vezujuée proteine ekvivalentno
vezivanju 5-metil-tetrahidrofolata. Vecina proizvodaca folat testova koristi PGA
kalibratore. Ukoliko se koristii 5-metil-tetrahidrofolat kao kalibrator, metoda koja se

kalibriSe treba biti optimizovana za detekciju 5-metil-tetrahidrofolata (65).

Uzorak za odredivanje folata u eritrocitima obi¢no je puna krv uzorkovana u
epruveti sa etilen diamino tetraacetatom (EDTA) kao antikoagulansom. Antikoagulansi
heparin 1 citrat-fosfat-dekstroza takode se mogu koristiti, ali ne u svim testovima.
Uzorak se moze Cuvati 48 sati na temperaturi od 4°C (65). Metode za odredivanje folata
u eritrocitima zasnivaju se na vezivanju za proteine, ali je potrebno prvo osloboditi folat
iz eritrocita. Afinitet folat vezujuéih proteina zavisi od broja ostataka glutaminske

kiseline. Reproducibilnost testova se moze posti¢i samo oslobadanjem 1 konverzijom
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folat-poliglutamata vezanog za proteine u monoglutamat. Uklanjanje ostataka

glutaminske kiseline vr$i enzim prisutan u plazmi, poliglutamat hidrolaza (65).

Kako bi se folat oslobodio iz eritrocita i uklonili ostaci glutamata, mora postojati
odgovarajuce razblaZenje u hipotonom rastvoru, npr. rastvoru askorbinske kiseline, pH
3.0-6.0 (idealno 4.5-5.2), a askorbinska kiselina je potrebna da se stabilizuje
redukovana forma folata (65, 295, 296). Nacin pripreme hemolizata za nove platforme
testova veoma varira. Koncentracija askorbinske kiseline varira od 0.09% do 1%, a
faktor razblazenja od 1:5 do 1:31, kao i trajanje pripreme hemolizata, od 40 min. do 180
min. Neki testovi zahtevaju dodatak proteina hemolizatu pre analize i upotrebu govedeg
seruma ili humanog albumina, dok je za druge potreban vodeni rastvor. Razli¢iti faktori
mogu uticati na pojavu velikih inter-metod razlika u rezultatima koje su uocene
prilikom sprovodenja spoljasSnje kontrole kvaliteta. Neadekvatno liziranje eritrocita i
dekonjugacija folata uzrok su lazno niskih koncentracija. Folat osloboden iz eritrocita
poZeljno je odrediti odmah nakon pripreme, ali je lizat stabilan 24h na 4°C. Cuvanje na -
20°C na duzi period je dozvoljeno, ali se 10% nize vrednosti dobijaju nakon jednog
ciklusa zamrzavanja/odmrzavanja. Nakon pripreme hemolizata, folat se odreduje na isti

nacin kao i folat u serumu (65).

Kada se dobije koncentracija folata, potrebno je rezultat pomnoziti sa faktorom
razblazenja 1 podeliti sa hematokritom (Hct) kako bi se dobila nekorigovana
koncentracija u eritrocitima (65). Ukoliko je moguce, potrebno je korigovati dobijenu
vrednost za vrednost serumskog folata, $to kod pacijenata koji uzimaju suplementaciju

moze biti znacajno (65).

Korigovana vrednost folata u eritrocitima (ug/L) = nekorigovani folat u eritrocitima

(ng/L) — [folat u serumu (ug/L) x (1-Het)/Hct] (65)

Na nivo folata u serumu uti¢e nagla promena u ishrani i prekid enterohepati¢ne
cirkulacije, zbog ¢ega moze biti nizak i1 bez deficita u tkivima. To moZe biti problem
kod bolnickih pacijenata (65). Jedno odredivanje koncentracije folata nije dovoljno
kako bi se napravila razlika izmedu prolaznog smanjenja i hroni¢no deficitnog stanja.
Niske koncentracije dobijene pri ponovljenom odredivanju nakon mesec dana

indikativne su za deficit (297).
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Za folat u eritrocitima se smatralo da bolje korelira sa megaloblastnim
promenama, jer odrazava status folata tokom zivotnog veka eritrocita (65). Medutim,
postoje istrazivanja koja opovrgavaju prednost folata u eritrocitima nad serumskim
folatom (298, 299). Istrazivanje Farrel i saradnika ukazuje da je odredivanje folata u
serumu jeftinije, brze i pod uticajem manjeg broja analiti¢kih varijabli nego odredivanje
folata u eritrocitima (300). Snizene vrednosti folata u eritrocitima nisu specifiéne samo
za deficit folata ve¢ se mogu javiti 1 u deficitu kobalamina (301). Vise od polovine
pacijenata sa teSkim oblikom deficita kobalamina ima sniZene vrednosti folata u
eritrocitima, jer izostanak sinteze metionina dovodi do akumulacije 5-metil-
tetrahidrofolata monoglutamata koji napusta ¢elije $§to dovodi do porasta nivoa folata u

serumu (65).

Izostanak standardizacije testova za folat u eritrocitima uzrok je slabog slaganja
izmedu metoda (65, 134). Svetska zdravstvena organizacija navodi preporucene
grani¢ne vrednosti za oba parametra, i folat u serumu i folat u eritrocitima, ali za
potrebe epidemioloskih istrazivanja daje prednost folatu u serumu (85). Odredivanje

folata kod pacijenata bez faktora rizika za deficit ima mali klini¢ki znacaj (302).

Grani¢ne koncentracije za folat prvi put su predloZzene 1968 (303, 304).
Vrednosti indikativne za deficit postavljene su na osnovu verovatnoce pojave
makrocitne anemije, a odredene su mikrobioloskim testom (303). Ove koncentracije je

odobrila WHO 1972 (305) i 1975 (306).

Tabela 1. Grani¢ne vrednosti za folat na osnovu rizika za pojavu makrocitne

anemije!”

Nivo folata u serumu/plazmi Folat u eritrocitima

Interpretacija

ng/mL (nmol/L)

ng/mL (nmol/L)

>20 (45.3)

povecéan

6-20 (13.5-45.3)

normalan opseg

3-5.9 (6.8-13.4)

mogu¢ deficit

<3(<6.38)

<100 (226.5)

deficit

I"WHO. Serum and red blood cell folate concentrations for assessing folate status in populations. Vitamin
and Mineral Nutrition Information System. Geneva: World Health Organization; 2015.

http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/162114/1/WHO _NMH_NHD_ EPG _15.01.pdf?ua=1 (303)
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Grani¢ne koncentracije su 2005. revidirane na osnovu promena metaboli¢kih

indikatora. Vrednosti su odredene radioimunotestom (303).

Tabela 2. Grani¢ne vrednosti za folat na osnovu koncentracije homocisteina'”

Grani¢na Kkoncentracija za deficit

ng/mL (nmol/L)

Indikator statusa folata

serum/plazma folat <4 (<10)

folat u eritrocitima <151 (<340)

Ove koncentracije su dobijene na osnovu NHANES III istrazivanja na americkoj
populaciji muskaraca i1 Zena starijth od 30 godine i1 predstavljaju nivo folata u
serumu/plazmi, odnosno u eritrocitima ispod kojeg homocistein pocinje da raste (303,
307). Vrednosti se primenjuju na sve starosne grupe, ali nisu pogodne za trudnice, jer
koncentracija folata opada tokom trudnoce, kao i za spreavanje defekta neuralne tube
(303). U izvestaju WHO iz 2015. navode se vrednosti folata u eritrocitima > 400 ng/mL
(> 906 nmol/L) za zene u reproduktivnom periodu pri kojima se postize najveca
redukcija pojave defekta neuralne tube. S druge strane, nijedan nivo serumskog folata

nije preporucen za prevenciju defekta neuralne tube (303).
1.8. Monitoring statusa vitamina B12 i dijagnostika deficita

Prema zaklju¢cima sa tehnickih konsultacija o deficitu vitamina B12 i folata na
nivou WHO, preporucuje se ispitivanje statusa vitamina B12 1 folata u sklopu
nacionalnih istrazivanja uz standardizaciju metoda za odredivanje koncentracija
vitamina u krvi 1 koriS¢enje univerzalnih grani¢nih vrednosti (85). Odredivanje

koncentracije vitamina B12 u serumu ili plazmi, kao i koncentracije serum/plazma

IOWHO. Serum and red blood cell folate concentrations for assessing folate status in populations. Vitamin
and Mineral Nutrition Information System. Geneva: World Health Organization; 2015.
http://apps.who.int/iris/bitstream/10665/162114/1/WHO_NMH NHD_EPG _15.01.pdf?ua=1 (303)
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folata ili folata u eritrocitima obezbeduje pouzdane informacije o statusu ova dva

vitamina u populaciji (85).

U razvijenim zemljama poput SAD, klini¢ki deficit kobalamina je redak. S
obzirom na to da nema dovoljno dokaza da SCCD ima negativne posledice po zdravlje
stanovniStva, joS uvek nema preciznog odgovora da li je potreban njegov monitoring.
Potrebne su dodatne klinicke studije koje ¢e potvrditi uzrocnu vezu izmedu SCCD i

negativnih posledica po zdravlje (248).

Razlog za buduca istraZivanja statusa vitamina B12 u SAD jeste zabrinutost da
visoke koncentracije folata zbog obogacivanja hrane maskiraju hematoloske
manifestacije deficita kobalamina. Drugi razlozi su novi podaci iz klinickih studija,
utvrdivanje odnosa izmedu unosa vitamina i1 koncentracije biomarkera, evaluacija
uticaja promena u Zzivotnom stilu na status kobalamina (vegeterijanska ishrana,
suplementacija, ve¢a upotreba inhibitora protonske pumpe, antagonsta H2 receptora i
antibiotika kod dece). Preporucuje se i periodi¢no, istovremeno odredivanje
kobalamina, holo-TCII, Hcy 1 MMA kako bi se ispitale njihove relacije i prevalenca
deficita kada se koristi jedan, tj. kombinacija biomarkera. U budu¢im monitorinzima
statusa vitamina B12 potrebno je odredivati najmanje dva biomarkera, jedan koji
predstavlja cirkuliSu¢i kobalamin (pozeljno sam vitamin B12) i jedan metabolicki

marker (pozeljno MMA) (248).

Kada je u pitanju dijagnoza deficita kobalamina, klinicka slika predstavlja
najvazniji faktor u proceni znacaja koncentracija biomarkera statusa vitamina B12
(134). Osnovu dijagnoze deficita vitamina B12 ¢ine: prisustvo makrocitne anemije u
rezultatu krvne slike 1 potvrda da je deficit vitamina B12 uzrok makrocitoze (80). Zbog
¢injenice da deficit kobalamina ne mora imati hematoloske manifestacije, zatim zbog
vecée brige pacijenata za sopstveno zdravlje, kao i unapredenog laboratorijskog

testiranja, menja se percepcija o klasi¢noj klinickoj slici deficita kobalamina (80).

Idealno je postaviti dijagnozu deficita kobalamina sa minimalnim brojem
laboratorijskih testova. I to se postize u tipicnim slucajevima deficita (80). Medutim,
ukoliko je dijagnoza nejasna, bolje je uraditi dodatne testove. TroSak nastao zbog

laboratorijskog testiranja u cilju otkrivanja deficita kobalamina potrebno je uporediti sa
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cenom lecenja pacijenta koji je razvio ireverzibilne neuroloske simptome, jer deficit nije
na vreme otkriven (80). Procenjuje se da medu pacijentima sa potvrdenim deficitom,
90-95% ima nivo kobalamina < 148 pmol/L, 5-10% 148-221 pmol/L i 0.1-1% nivo >
221 pmol/L (308).

Laboratorijska dijagnoza deficita oteZzana je zbog:

o nepostojanja zlatnog standarda za utvrdivanje deficita (134);

. nedostatka univerzalnih grani¢nih koncentracija biomarkera za deficit (98,
134);

. nedostatka referentnih metoda za ve¢inu biomarkera (65);

. mogucnosti lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata usled uticaja drugih
faktora (65, 98).

U Tabeli 3 su prikazani referentni opsezi za biomarkere statusa vitamina B12,
kao 1 grani¢ne vrednosti za deficit koje se mogu naci u literaturi (84). Koncentracije

150-221 pmol/L kobalamina odnose se na iscrpljene rezerve (309).

Tabela 3. Biomarkeri i granicne koncentracije u ispitivanju deficita vitamina

B121!

Cut-off
Referentni Cut-off
Biomarker Princip test iskljucen
opseg deficit B12
nedostatak B12
Vit B12 (pmol/L) protein vezujuci 200-600 <148 >221
Holo-TCII (pmol/L) imunoloski 40-100 <35 > 40
imunoloski,
Hcy (umol/L) 8-15 >15 <8
HPLC, GC-MS

MMA (nmol/L) LC-MS, GC-MS 40-370 > 370 <270
cB12 formula -2.5-1.5 <-0.5 >0.5

"Green R, Allen LH, Bjorke-Monsen AL, Brito A, Guéant JL, Miller JW, Molloy AM, Nexo E, Stabler
S, Toh BH, Ueland PM, Yajnik C. Vitamin B12 deficiency. Nat Rev Dis Primers 2017;3:17040. Erratum
in: Nat Rev Dis Primers 2017;3:17054 (84)
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Zbog navedenih nedostataka u laboratorijskom testiranju statusa vitamina B12,
laboratorije koriste algoritme koji se sastoje od baterije testova sa redosledom
odredivanja 1 uslova koji moraju biti ispunjeni za njihovo izvodenje (84, 170).
Odredivanje kobalamina u serumu i dalje predstavlja test prve linije, a MMA 1 Hcy

testove druge linije (134).

Pre nego Sto se krene sa laboratorijskim ispitivanjem statusa vitamina B12
potrebno je utvrditi opSte stanje pacijenta, nacin ishrane, liénu 1 porodi¢nu istoriju
autoimunih bolesti, simptome i znakove koji ukazuju na bolesti gastrointestinalnog
trakta, kao 1 hirurSke intervencije, lekove koje pacijent koristi, prisustvo neuroloskih
simptoma (65, 134). Britanski odbor za standarde u hematologiji (engl. British
Committee for Standards in Haematology, BCSH) izdao je smernice za dijagnozu i
terapiju deficita kobalamina u zavisnosti od klini¢ke slike i vrednosti serumskog
kobalamina (134). Prvi test od koga se krece jeste kobalamin. Koristi se i anti-IF test
zbog perniciozne anemije, a MMA, Hcy ili holo-TCII predstavljaju testove druge linije

(134).

Posebnu paznju bi trebalo obratiti na moguénost istovremenog prisustva deficita
gvozda 1 deficita kobalamina, jer laboratorijski rezultati mogu biti dvosmisleni (50).
Deficit gvozda je najces¢i uzrok anemija i dovodi do mikrocitoze za razliku od deficita
kobalamina (50). U kombinaciji nedostatka gvozda i1 kobalamina krajnji rezultat moze

biti normocitna anemija (50, 310).

U slucaju da je dijagnoza deficita vitamina B12 nejasna, mogu se uvesti terapija
kobalaminom i pra¢enje promene u krvi. Porast broja retikulocita dostize pik 5-8 dana
od uvodenja terapije, porast hematokrita od najmanje 5% ili smanjenje MCV od 5 fL ili

viSe predstavljaju pozitivan odgovor na uvedenu terapiju (80).

Kada su u pitanju asimptomatske osobe sa rizikom za deficit kobalamina (84,
311), ne postoje preporuke i smernice za njihov skrining na deficit vitamina B12 (311).
Britansko drustvo za hematologiju izdalo je smernice za osoba koje ispoljavaju

nespecifi¢ne simptome poput neuroloskih smetnji i imaju nizak nivo kobalamina (134).
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Iz dosadasnjih istrazivanja moze se videti da normalan MCV nije indikator
adekvatnog statusa vitamina B12 (310, 312, 313). Do sada se mali broj studija bavio
statusom vitamina B12 kod pacijenata sa normalnim MCV (310, 313). Takode, odnos
serumskih biomarkera kod pacijenata sa rizikom za deficit kobalamina bez makrocitoze

1/ili makrocitne anemije nije istrazivan.

S obzirom na to da se na savremenim hematoloskim brojacima istovremeno sa
krvnom slikom dobijaju 1 morfometrijski parametri leukocita na uzorku sa velikim
brojem c¢elija, informacije o promeni u morfologiji ¢elija mogu se jednostavnije 1 brze
dobiti. Takode, u blazim oblicima deficita kobalamina standardne hematoloske
karakteristike mogu izostati, kao i hipersegmentacija neutrofila na razmazu, ali se
diskretne promene u morfologiji leukocita mogu registrovati preko morfometrijskih
parametara. Ispitivanje povezanosti CPD parametara sa koncentracijama biomarkera
statusa vitamina B12 u krvi moZe pokazati da li kod pacijenata sa subklini¢kim
deficitom ipak dolazi do hematoloskih manifestacija u vidu promena morfometrijskih

karakteristika leukocita.
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2.

Ciljevi rada

Ciljevi ovog istrazivanja su ispitivanje:

povezanosti biohemijskih markera metabolizma vitamina B12 i folne kiseline
(koncentracija vitamina B12 u serumu, koncentracija folata u serumu i
eritrocitima, koncentracija homocisteina u serumu) sa morfometrijskim
karakteristikama leukocita kod pacijenata koji pripadaju rizicnoj grupi za pojavu
deficita vitamina B12 (stariji od 60 godina, osobe sa gastrointestinalnim
oboljenjima i simptomima);

znacCaja metilmalonske kiseline i njene povezanosti sa biohemijskim markerima
iz metabolizma vitamina B12 i morfometrijskim karakteristikama leukocita kod
pacijenata sa subklinickim deficitom vitamina B12;

povezanost biohemijskih markera iz metabolizma vitamina B12 i folne kiseline
(koncentracija vitamina B12 u serumu, koncentracija folata u serumu i
eritrocitima, koncentracija homocisteina u serumu) sa morfometrijskim
karakteristikama leukocita kod pacijenata sa anemijom i bez anemije;
povezanosti parametara statusa gvozda (koncentracije gvozda, solubilnih
transferinskih receptora, feritina i zasi¢enje transferina gvozdem u serumu) sa
biohemijskim markerima i morfometrijskim karakteristikama leukocita kod
pacijenata sa subklinickim deficitom vitamina B12;

povezanosti smanjene bubrezne funkcije sa biohemijskim markerima i
morfometrijskim parametrima kod pacijenata sa subklinickim deficitom

vitamina B12.
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3. Materijali i metode

3.1. Izbor ispitanika

Istrazivanjem je obuhvaceno 590 ispitanika koji su od strane gastroenterologa
selektovani kao pacijenti sa rizikom za deficit vitamina B12. Kriterijumi za selekciju
pacijenata bili su starost ve¢a od 60 godina 1/ili prisustvo gastrointestinalnih oboljenja i
simptoma (dispepsija, gastritis, stomatitis, dijareja, infekcija Helicobacter pylori,
Kronova bolest, operacije na zelucu i tankom crevu). Kriterijumi za iskljucivanje iz
istrazivanja bili su prisustvo malignog oboljenja, hematoloske bolesti, ve¢ postavljena
dijagnoza deficita vitamina B12 i/ili folata, wupotreba imunosupresivne ili

imunostimulacione terapije.

Pacijenti su upuceni u laboratoriju poliklinike Centra za medicinsku biohemiju
Klinickog centra Srbije na laboratorijsko testiranje statusa vitamina B12. Na osnovu
uputa gastroenterologa pacijentima je odredena krvna slika, koncentracija vitamina B12,
folata i C-reaktivnog proteina (CRP), a zatim su uzorci zamrzavani za dalja ispitivanja.
Svi ispitanici su popunili upitnik u kojem su naveli podatke o polu, starosti, nac¢inu
ishrane, lekovima 1 suplementima koje koriste, simptomima koje imaju i1 oboljenjima
koja su im dijagnostikovana. Istrazivanje je sprovedeno uz saglasnost svih ispitanika i

uz odobrenje Eti¢kog odbora Klinickog centra Srbije.

Istrazivanje je obuhvatilo i kontrolnu grupu od 148 zdravih dobrovoljaca.
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Na osnovu podataka iz upitnika i rezultata laboratorijskih testova za krvnu sliku,

kobalamin, folat i CRP, naknadno su iz istrazivanja iskljuceni:

o pacijenti koji su prijavili kori§¢enje suplemenata B vitamina i gvozda 3
meseca unazad od vadenja krvi (N = 28);

o pacijenti sa MCV <80 fL (N =11);

o pacijenti sa MCV > 100 fL (N = 71);

. pacijenti sa CRP > 10 mg/L (N =91);

. pacijenti sa koncentracijom vitamina B12 > 675 pmol/L (N = 46);
. pacijenti sa koncentracijom folata > 45.1 nmol/L (N = 54);
J pacijent sa alarmom atipi¢nih limfocita (N = 1), nezrelih neutrofila (N = 25)

1 blasta u rezultatu krvne slike (N = 4).

Za preostalih 259 ispitanika uradeni su dodatni biohemijski testovi.
3.2. Uzorkovanje

Za potrebe istrazivanja koriS¢eni su uzorci pune krvi, seruma i hemolizata
pripremljenog od pune krvi. Uzorkovanje, odvajanje bioloskog materijala, priprema
hemolizata i ¢uvanje seruma i hemolizata na -70°C do izvodenja analiza obavljeno je u
periodu januar 2015 — januar 2016 u laboratoriji poliklinike Centra za medicinsku

biohemiju Klini¢kog centra Srbije.

Krv je uzorkovana ujutro, nakon no¢nog gladovanja. Za dobijanje pune krvi
koriséene su vakum epruvete sa EDTA kao antikoagulansom. Vakum epruvete sa gelom
koriS¢ene su za dobijanje seruma. Hemolizat je pripremljen tretiranjem dela pune krvi

rastvorom askorbinske kiseline u odnosu 1:21.

U analiziranim uzorcima seruma nije bila prisutna hemoliza, lipemija i ikterija.
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3.3. Laboratorijske analize

Osnovni panel analiza koji je uraden na zahtev gastroenterologa ukljucivao je
krvnu sliku sa leukocitarnom formulom, C-reaktivni protein, vitamin B12 i folat. Za

potrebe istrazivanja uradene su dodatne analize:

. morfometrijski parametri neutrofila i monocita (engl. Cell Population Data,
CPD);

J folat u eritrocitima (RBC folat);

o antitela protiv unutrasnjeg faktora (At-IF)

. homocistein (Hcy);

. metilmalonska kiselina (MMA);

. serumsko gvozde;
J solubilni transferinski receptori (sTfR);
° feritin;

. transferin (TRF);
. ukupni kapacitet vezivanja gvozda (TIBC);
. saturacija transferina gvozdem (SAT);
. haptoglobin (Hap);
o laktat dehidrogenaza (LDH);
° kreatinin (Krea);
J procenjena brzina glomerularne filtracije (eGFR).
Za ispitanike u kontrolnoj grupi uradene su iste analize kao i za ispitanike sa

rizikom za deficit vitamina B12.

Analiza krvne slike sa morfometrijskim parametrima neutrofila 1 monocita
uradena je tokom cetiri sata od venepunkcije u uzorku pune krvi u laboratoriji Centra za
medicinsku biohemiju Klini¢kog centra Srbije, Sluzba za poliklinicku dijagnostiku.
Odredivanje biohemijskih parametara: LDH, CRP, kreatinina, gvozda, transferina,
haptoglobina, sTfR, feritina, At-IF u serumu 1 sadrzaja folata u eritrocitima takode je
uradeno u laboratoriji Centra za medicinsku biohemiju, Sluzba za poliklinicku
dijagnostiku Klinickog centra Srbije. Koncentracije Hcy u serumu odredene su u

laboratoriji Instituta za kardiovaskularne bolesti Dedinje. Za analizu MMA odabrano je

67



177 pacijenata koji su imali kobalamin < 300 pmol/L i/ili Hcy > 8 pumol/L, bez
inflamacije (CRP < 10 mg/L). Analiza MMA u serumu izvrSena je u Zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku Konzilijum u Beogradu. Za sve uradene laboratorijske
testove poStovane su preporuke proizvodaca u vezi sa kalibracijom i1 kontrolom

kvaliteta.
3.3.1. Krvna slika i morfometrijski parametri neutrofila i monocita

VCS tehnologijom na hematoloSkom broja¢u Coulter® LH750 Hematology
Analyzer (Beckman Coulter, USA) uradena je analiza krvne slike. Uz svaku seriju
odradenih krvnih slika izvrSena je kontrola hematoloskog brojaca pomocu latron

kontrole 1 tri nivoa komercijalne kontrole.

Za potrebe ovog istrazivanja koriS¢eni su CPD parametri neutrofila i monocita

obelezeni na slede¢i nacin:

. neutrofili: srednja vrednost i standardna devijacija zapremine (NeV, NeV-
SD), provodljivosti (NeC, NeC-SD) i rasipanja svetlosti (NeS, NeS-SD);
. monociti: srednja vrednost i standardna devijacija zapremine (MoV, MoV-

SD), provodljivosti (MoC, MoC-SD), rasipanje svetlosti (MoS, MoS-SD).
3.3.2. Test za C-reaktivni protein

Analiza koncentracije CRP u serumu izvrSena je na biohemijskom analizatoru
AU480  Chemistry  System®  (Beckman  Coulter, SAD) komercijalnim
imunoturbidimetrijskim testom sa lateks partikulama prekrivenim zecijim anti-CRP
antitelima. Koeficijent varijacije u seriji bio je < 5%, a koeficijent varijacije ukupne
preciznosti < 10%. Kalibracija testa je sledljiva standardu Internacionalne federacije za

klinicku hemiju, CRM 470.
3.3.3. Test za vitamin B12

Vitamin B12 u serumu je odreden na imunoloSkom analizatoru Access 2
Immunoassay System® (Beckman Coulter, SAD) komercijalnim kompetitivnim

hemiluminiscentnim imunoenzimskim testom nakon prevodenja svih formi vitamina
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B12 iz uzorka u cijanokobalamin pomocu alkalnog kalijum cijanida i ditiotreitola. Test
obuhvata inicijalni korak denaturacije eventualno prisutnih At-IF u uzorku. Ukupna

nepreciznost testa bila je < 12% u mernom opsegu.

Za kalibraciju testa koriS¢eni su standardi ¢ija je koncentracija sledljiva prema
radnim kalibratorima proizvodaca koji su napravljeni od preciS¢enog cijanokobalamina
i ¢ije su koncentracije odredene spektrofotometrijski. Sledljivost je bazirana na EN ISO

17511 protokolu.

3.3.4. Test za folat i folat u eritrocitima

Folat u serumu 1 folat u eritrocitima odredeni su komercijalnim
hemiluminiscentnim kompetitivnim imunotestom na imunoloSskom analizatoru Access 2

Immunoassay System® (Beckman Coulter, SAD).

Sadrzaj folata u eritrocitima je odreden na isti nacin kao i folat u serumu, uz
prethodnu pripremu hemolizata pomocu eritrocit lizirajueg reagensa koji sadrzi
askorbinsku kiselinu. Kako bi se dobio sadrzaj folata u eritrocitima, nakon izmerene
koncentracije folata u hemolizatu, primenjuje se slede¢a formula prema uputstvu

proizvodaca testa:
Folat u eritrocitima = (koncentracija folata u hemolizatu x 21) / hematokrit

Koncentracije folata u eritrocitima i folata u hemolizatu izrazene su u nmol/L, 21
je faktor korekcije zbog razblaZivanja tokom pripreme hemolizata. Hematokrit je

izrazen u jedinici L/L.

Ukupna nepreciznost testa i za folat u serumu i za folat u eritrocitima je < 15%
za koncentraciju > 4.5 nmol/L. Nepreciznost u seriji je < 9% za koncentracije > 4.5

nmol/L.

Test je kalibrisan standardima koji su sledljivi prema radnim kalibratorima
proizvodaca. Postupak sledljivosti je zasnovan na EN ISO 17511 protokolu.
Odredivanjem koncentracije folata ovim testom u WHO IS 03/178 dobijen je rezultat u

opsegu + 10% od oznacene vrednosti 12 nmol/L.
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3.3.5. Test za antitela na unutrasnji faktor

Analiza At-IF antitela u serumu izvrSena je na imunoloSkom analizatoru Access
2 Immunoassay System® (Beckman Coulter, SAD) komercijalnim kompetitivnim
hemiluminiscentnim imunoenzimskim testom. Ovim testom se detektuje tip I At-IF
antitela. Rezultati se izrazavaju kao negativan (< 1.20 AU/mL), sumnjiv (1.20-1.53
AU/mL) i pozitivan (> 1.53 AU/mL). Ukupna nepreciznost testa bila je < 10% u

mernom opsegu.
3.3.6. Test za homocistein

Analiza Hcy je izvrSena enzimskom metodom na biohemijskom analizatoru
UniCel DxC 800 Synchron Clinical Systems® (Beckman Coulter, SAD). Koris¢en je
komercijalni Axis-Shield Liquid Stable (LS) 2-Part Homocysteine enzimski test sa

cistationin B-sintazom.

Homocistein, prisutan u uzorku u oksidovanoj formi (vezan za proteine, kao
dimer, kombinovani disulfid), redukuje se i prelazi u slobodan Hcy. Za redukciju se
koristi tris[2-karboksietil] fosfin (TCEP). Slobodan Hcy reaguje sa serinom u prisustvu
cistationin -sintaze. Nastaje cistationin, koji se zatim razlaze u prisustvu cistationin f3-
liaze na Hcy, amonijak 1 piruvat. Piruvat se konvertuje u laktat u prisustvu laktat-
dehidrogenaze i1 redukovanog nikotinamid adenin dinukleotida (NADH). Sam NADH
prelazi u NAD*. Promena apsorbance na talasnoj duzini od 340 nm direktno je

proporcionalna sadrzaju Hey u uzorku.

Kalibratori su pripremljeni gravimetrijski i sledljivi su NIST SRM 1955, sto je
potvrdeno HPLC-om.

3.3.7. Test za metilmalonsku Kiselinu

Odredivanje koncentracije MMA u serumu izvrSeno je nakon precipitacije
proteina  LC-MS/MS metodologijom na analizatoru QTRAP® 5500, AB Sciex
(Darmstadt, Nemacka). Koeficijent varijacije testa u seriji je 1.7%, a izmedu serija

8.3%.
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3.3.8. Test za serumsko gvozde

Analiza serumskog gvozda je izvrSena na biohemijskom analizatoru AU480
Chemistry System® (Beckman Coulter, SAD) spektrofotometrijskom metodom sa
TPTZ-om (2,4,6-tri-(2-piridil)-5-triazin) kao hromogenom nakon oslobadanja gvozda iz
kompleksa sa transferinom u kiseloj sredini. Test je kalibrisan standardom koji je
sledljiv referentnom materijalu NIST SRM 1598 1 SRM 937. Koeficijent varijacije u

seriji je < 3%, a ukupna nepreciznost < 5%.
3.3.9. Test za solubilne transferinske receptore

Odredivanje koncentracije sTfR u serumu uradeno je na imunoloSkom
analizatoru Access 2 Immunoassay System® (Beckman Coulter, SAD) komercijalnim
hemiluminiscentnim imunoenzimskim testom. Test je kalibrisan standardima koji su
sledljivi prema proizvodacevim radnim kalibratorima. Sledljivost je bazirana na EN ISO
17511 protokolu. Ukupna nepreciznost testa je < 8% za koncentracije sTfR > 0.66
mg/L.

3.3.10. Test za feritin

Analiza  feritina  je  izvrSena  komercijalnim  hemiluminiscentnim
imunoenzimskim testom na imunoloskom analizatoru Access 2 Immunoassay System®
(Beckman Coulter, SAD). Test je kalibrisan standardima koji su sledljivi prema WHO
tre¢em internacionalnom standardu za feritin, IS 94/572. Sledljivost je zasnovana na EN

ISO 17511 protokolu. Ukupna nepreciznost testa je < 10% za merni opseg.

3.3.11. Test za transferin, ukupni kapacitet vezivanja gvozda i

saturacija transferina gvoZdem

Koncentracija  transferina je odredena u serumu  komercijalnim
imunoturbidimetrijskim testom sa kozjim anti-humani transferin antitelima na
biohemijskom analizatoru AU480 Chemistry System® (Beckman Coulter, SAD). Test

je kalibrisan standardima koji su sledljivi prema internacionalnom referentnom
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materijalu Internacionalne federacije za klini¢ku hemiju CRM470. Koeficijent varijacije

testa u seriji je < 3%, a ukupna nepreciznost < 5%.

Ukupni kapacitet vezivanja gvozda (TIBC) 1 saturacija transferina gvozdem (SAT)

izraCunati su pomocu sledec¢ih formula:
transferin u serumu (g/L) = 0.007 x TIBC (pg/dL) (314)

SAT (%) = (100 x gvozde u serumu) / TIBC (315)
3.3.12. Test za haptoglobin

Odredivanje koncentracije haptoglobina u serumu izvrSeno je komercijalnim
imunoturbidimetrijskim testom sa kozjim anti-humani haptoglobin antitelima na
biohemijskom analizatoru AU480 Chemistry System® (Beckman Coulter, SAD). Test
je Kkalibrisan standardima koji su sledljivi prema internacionalnom referentnom
materijalu Internacionalne federacije za klinicku hemiju CRM470. Koeficijent varijacije

testa u seriji je < 5%, a ukupna nepreciznost < 10%.
3.3.13. Test za laktat dehidrogenazu

Aktivnost LDH je odredena u serumu komercijalnim testom koji se zasniva na
modifikaciji metode po Wackeru i saradnicima (316). Analiza je izvrSena na
biohemijskom analizatoru AU480 Chemistry System® (Beckman Coulter, SAD).
Kalibracija je zasnovana na eksperimentalno utvrdenoj molarnoj apsorptivnosti na

340/660 nm. Koeficijent varijacije u seriji je < 5%, a ukupna nepreciznost < 10%.

3.3.14. Test za Kkreatinin i procenjena brzinu glomerularne
filtracije

Koncentracija kreatinina u serumu odredena je komercijalnim testom koji se
zasniva na kineti¢koj modifikaciji Jaffe-ove reakcije (317). Analiza je izvrSena na
biohemijskom analizatoru AU480 Chemistry System® (Beckman Coulter, SAD). Test
je kalibrisan standardom koji je sledljiv NIST SRM 967, u kojem je koncentracija

kreatinina odredenja referentnom metodom, tj. izotop dilucionom masenom
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spektrometrijom (ID-MS). Koeficijent varijacije testa u seriji je < 3%, a ukupna

nepreciznost < 6%.

Za izraCunavanje procenjene brzine glomerularne filtracije (engl. Estimated Glomerular
Filtration Rate, eGFR) koriS¢ena je Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)

formula:

e¢GFR (mL/min/1.73 m?) = 30849 x (standardizovan kreatinin u umol/L)!-13* x (starost)-
0.203 x (0.742 ako je osoba zenskog pola) x (1.212 ako osoba pripada crnoj rasi) (318)

Vrednosti eGFR < 60 mL/min/1.73 m? smatrane su markerom smanjene funkcije
bubrega, jer predstavljaju gubitak viSe od polovine normalne funkcije kod odraslih

osoba (319).
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3.4. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza podataka uradena je u programima IBM SPSS Statistics 24.0.
1 MedCalc Version 14.8.1.

U IBM SPSS Statistics 24.0. programu su uradeni slede¢i statisticki testovi:

deskriptivna statistika za opis podataka: srednja vrednost (Xsr), medijana
(MD), standardna devijacija (SD), interval pouzdanosti (IP), interkvartilni
raspon (IR), minimum (Min), maksimum (Max);

Spearman korelaciona analiza;

Shapiro-Wilk test za ispitivanje raspodele podataka;

viSestruka regresiona analiza;

binarna logisticka regresiona analiza;

Nezavisni T test za poredenje parametara sa normalnom raspodelom izmedu
dve grupe;

analiza varijanse (ANOVA) sa Welch testom i Games-Howell post-hoc
testom za poredenje vise grupa sa razli€itim brojem pacijenata za podatke sa
normalnom raspodelom;

Mann-Whitney U test za poredenje neparametarskih podataka izmedu dve
grupe;

Kruskal-Wallis test za poredenje neparametarskih podataka izmedu viSe
grupa;

Hi-kvadrat test nezavisnosti za poredenje kategorijskih promenljivih.

U programu MedCalc Version 14.8.1. je uradena ROC analiza. Za izraCunavanje

kolicnika verovatnoca koriS€en je statisticki program dostupan na internet stranici

MEDCALC® easy-to-use statistical software (320). PovrSine ispod krive (engl. Area

Under Curve, AUC) su uporedene pomocu statistickog programa dostupnog na internet

stranici VassarStats® (321).
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Znacajnost razlike je procenjivana u odnosu na postavljeni kriterijum P < 0.05.
Parametri sa normalnom raspodelom prikazani su kao srednja vrednost + standardna
devijacija (Xrs £ SD), a parametri koji ne prate normalnu raspodelu kao medijana i

interkvartilni raspon (MD (IR)).
Za procenu veli¢ine dobijene statisticke razlike, koriS¢eni su slede¢i parametri:

- r za Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U test: r = 0.10-0.29 mali uticaj, r =
0.30-0.49 umereni uticaj i r > 0.50 veliki uticaj (322)

- rho za Spearmanovu korelaciju: rho = 0.10-0.29 mala, rho = 0.30-0.49
srednja i rho = 0.50—-1.0 velika (322)

- Cramerov V 1 phi koeficijenti za Hi-kvadrat test nezavisnosti:

o phi koeficijent za 2 x 2 tabele: 0.10-0.29 mali, 0.30—0.49 umereni i > 0.50
veliki uticaj razlike (322)

. Cramerov V koeficijent za tabele ve¢e od 2x2: dve kategorije 0.01-0.29
mali, 0.30—0.49 umereni i > 0.50 veliki uticaj; tri kategorije 0.07-0.20
mali, 0.21-0.34 umereni 1 > 0.35 veliki uticaj razlike; cetiri kategorije
0.06—0.16 mali uticaj, 0.17-0.28 umereni uticaj i > 0.29 veliki uticaj
(322).

Za procenu znacajnosti povrSine ispod krive koriS¢ena je Tabela 4 (323):

Tabela 4. Povezanost AUC i dijagnosti¢ke ta¢nosti'?

AUC Dijagnosticka tacnost
0.9-1.0 odli¢na
0.8-0.9 veoma dobra
0.7-0.8 dobra
0.6-0.7 dovoljna
0.5-0.6 losa

12Simundi¢ AM. Measures of diagnostic accuracy: basic definitions. EJIFCC 2009;19(4):203-211 (323)
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Za znaajno razli¢ite CPD parametre neutrofila i monocita odredene su
optimalne grani¢ne vrednosti (cut-off), kao i njihove dijagnosticke karakteristike:
osetljivost, specificnost, pozitivna prediktivna vrednost (PPV), negativna prediktivna
vrednost (NPV) i koli¢nik verovatnoce.

Na uzorku od 259 ispitanika analiziran je odnos kobalamina, folata 1
homocisteina, kao i njihova povezanost sa polom, staros¢u, funkcijom bubrega,
anemijom 1 deficitom gvozda. Anemija je definisana prema nivou hemoglobina: < 120
g/L za zene 1 < 130 g/L za muskarce (324). Odnos metilmalonske kiseline sa ovim
parametrima ispitavan je u grupi od 177 pacijenata, kojima je i odredena koncentracija

metilmalonske kiseline.

Uticaj pola 1 starosti na CPD parametre neutrofila i monocita analiziran je u

kontrolnoj grupi koju su €inili zdravi dobrovoljci.

Povezanost morfometrijskih parametara neutrofila i monocita sa vitaminom B12,
folatom i homocisteinom ispitana je u grupi od 259 pacijenata, iz koje su iskljuceni
pacijenti sa kombinovanim deficitom folata 1 vitamina B12. Zatim su pacijenti podeljeni

u 3 podgrupe prema koncentraciji kobalamina i folata:

. Grupa 1, koju je Cinilo 157 pacijenata sa vitaminom B12 > 150 pmol/L i
folatom > 10 nmol/L
. Grupa 2, koja se sastojala od 74 pacijenta sa vitaminom B12 < 150 pmol/L i
folatom > 10 nmol/L
. Grupa 3, koja se sastojala od 19 pacijenata sa vitaminom B12 > 150 pmol/L
i folatom < 10 nmol/L.
Za definisanje statusa vitamina B12 i folata koriS¢ene su koncentracija vitamina

koje je WHO preporucila kao granice za deficit (85).

Povezanost morfometrijskih parametara neutrofila i monocita sa MMA 1
funkcijom bubrega analizirana je u grupi od 177 pacijenata, iz koje su iskljuceni
pacijenti sa folatom < 10 nmol/L. Ostali pacijenti su klasifikovani u 4 podgrupe prema

eGFR 1 koncentracijama kobalamina i MMA:
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. Grupa 1 — 19 pacijenata sa eGFR > 60 mL/min/1.73 m? i vitaminom B12 >
221 pmol/L 1 MMA <210 nmol/L

. Grupa 2 — 21 pacijent sa eGFR > 60 mL/min/1.73 m? i vitaminom B12 <
221 pmol/L i MMA < 210 nmol/L

o Grupa 3 — 49 pacijenata sa ¢GFR > 60 mL/min/1.73 m*> i MMA > 210
nmol/L

J Grupa 4 — 53 pacijenata sa eGFR < 60 mL/min/1.73 m? i MMA > 210

nmol/L.

Za vitamin B12 je koriS¢ena grani¢na koncentracija koja obuhvata iscrpljene
rezerve 1 deficit kobalamina (< 221 pmol/L) (309), a za MMA koncentracija koja kod
osoba sa normalnom koncentracijom kreatinina oznacava odsustvo deficita vitamina

BI12 (325).

Analiza uticaja anemije 1 deficita gvozda na CPD parametre neutrofila i
monocita izvrSena je u grupi od 259 pacijenata, iz koje su iskljuceni pacijenti sa folatom
< 10 nmol/L 1 pacijenti koji su imali vrednosti feritina > 150 pg/L za Zene i feritina >
200 pg/L za muskarce zbog povecanog rizika od optereéenja gvozdem (324, 326).
Ostali ispitanici su klasifikovani u 4 podgrupe prema saturaciji transferina gvozdem i

koncentracijama vitamina B12 1 feritina:

e Grupa 1 — 82 pacijenta sa feritinom > 15 pg/L, saturacijom transferina >
16% 1 koncentracijom vitamina B12 > 150 pmol/L

e Grupa 2 — 32 pacijenta sa feritinom > 15 pg/L, saturacijom transferina >
16% 1 koncentracijom vitamina B12 < 150 pmol/L

e Grupa 3 — 55 pacijenata sa feritinom < 15 pg/L 1/ili saturacijom transferina
< 16% 1 koncentracijom vitamina B12 > 150 pmol/L

e Grupa 4 — 39 pacijenata sa feritinom < 15 pg/L 1/ili saturacijom transferina

< 16% 1 koncentracijom vitamina B12 < 150 pmol/L.

Za definisanje deficita gvozda i vitamina B12 koriS¢ene se grani¢ne vrednosti
navedene u WHO dokumentima za feritin (324, 326), saturaciju transferina gvozdem

(324) 1 kobalamin (85).
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4, Rezultati

4.1. OpSti podaci o pacijentima sa rizikom za deficit vitamina B12

Ukupan broj pacijenata sa rizikom za deficit kobalamina iznosio je 590. Broj

Zena bio je 289 (49%), a broj muskaraca 301 (51%). Prosecna starost ispitanika iznosila

je 59.00 (45.00—69.00) godina. Njihovi hematoloski i biohemijski parametri prikazani

su u Tabeli 5.

Tabela 5. HematoloSki i biohemijski parametri kod pacijenata upuéenih na

skrining statusa vitamina B12

Svi ispitanici Zene Muskareci
(N =590) (N =289) (N=301)
WBC (x 10°/L) 6.42 6.19 6.69
(5.28-7.91) (5.18-7.64) (5.43-7.98)
Ne (x 10°L) 3.69 3.64 3.86
(2.88-4.73) (2.78-4.62) (3.00-4.77)
Mo (x 10°/L) 0.57 0.52 0.62
(0.44-0.71) (0.41-0.66) (0.49-0.75)
RBC (x 10'/L) 3.99 3.92 4.06
(3.69-4.33) (3.65-4.25) (3.76-4.44)
Hb (g/L) 121.10 118.90 124.20
(113.25-131.80) (110.48-130.58) (116.75-134.65)
MCV (L) 92.58 91.59 94.05
(88.30-96.82) (87.42-95.87) (89.73-97.98)
Het (L/L) 0.37 0.36 0.38
(0.34-0.39) (0.33-0.39) (0.35-0.40)
RDW (%) 14.30 14.19 14.49
(13.55-15.81) (13.50-15.36) (13.58-16.25)
PLT (x 10°/L) 212.40 222.20 201.50
(169.30-258.23) (183.68-271.25) (151.58-244.78)
Vit B12 (pmol/L) 237.64 227.30 252.77
(162.54-368.26) (154.98-341.51) (171.40-441.51)
Folat (nmol/L) 16.19 16.41 15.86
(12.01 — 25.56) (12.60 — 26.15) (11.70 — 24.19)
CRP (mg/L) 2.1 1.85 2.60
(1.00-5.40) (0.90-4.38) (1.10-7.14)
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Normalan MCV (80-100 fL) imalo je 508 (86.1%) pacijenata, mikrocitoza je
bila prisutna kod 11 (1.9%) pacijenata, a makrocitoza kod 71 (12%) pacijenta. Vecina

pacijenata je bila anemicna, €iji je broj bio 373 (63.2%), dok je broj pacijenata bez

anemije iznosio 217 (36.8%).
Inflamacija (CRP > 10 mg/L) je bila prisutna kod 91 (15.4%) pacijenta.

Niske koncentracije vitamina BI12 (< 150 pmol/L) imalo je 116 (19.7%)
pacijenata, iscrpljene rezerve (150-221 pmol/L) bile su prisutne kod 146 (24.8%)
pacijenata, dok je 328 (55.5%) ispitanika imalo adekvatne koncentracije kobalamina u

serumu (> 221 pmol/L).
Niske koncentracije folata (< 10 nmol/L) bile su prisutne kod 87 (14.7%) pacijenata.

Nakon iskljucivanja ispitanika koji su koristili suplemente, zatim pacijenata sa
inflamacijom, mikrocitozom, makrocitozom, koncentracijama kobalamina i folata iznad
gornje granice referentnog opsega i sa alarmima o prisustvu atipi¢nih limfocita, nezrelih
neutrofila 1 blasta, formirana je grupa od 259 pacijenata sa rizikom za deficit vitamina
B12. Grupu je ¢inilo 145 Zena (56%) 1 114 muskaraca (44%). Prose¢na starost iznosila
je 58.00 (42.75-68.25) godina. Muskarci su bili statisticki znacajno stariji od Zena (|z| =
6.19, P <0.001, r = 0.38). Prosecna starost zena bila je 49.50 (35.00-63.00) godina, a
muskaraca 65.50 (57.00-75.25) godina. Njihovi hemataloski i biohemijski parametri

prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. HemataloSki i biohemijski parametri kod pacijenata sa rizikom za deficit

vitamina B12

(15.25-84.35)

(10.60-58.15)

Svi pacijenti Zene Muskareci
(N =259) (N =145) N=114)
WBC (x 10°1) 6.50 6.21 6.89
(5.48-7.87) (520-7.39 (5.78-8.09
Ne (x 10%L) 4.00 4.00 4.00
(3.00-5.00) (3.00-5.00) (3.00-4.50)
Mo (x 10%/L) 1.00 1.00 1.00
(0.50-1.20) (0.50-1.20) (0.75-1.20)
RBC (x 10'/L) 4.10 4.06 4.15
(3.88-4.40) (3.85-4.36) (3.90-4.50)
Hb (z/L) 123.90 121.50 126.05
(117.20-133.70) (115.55-132.75) (118.60-135.35)
MCYV (fL) 91.85 91.12 92.56
(87.80-9527) (87.27-94 82) (88.47-9537)
Het (L/L) 0.37 0.37 0.38
(0.35-0.40) (0.35-0.39) (0.36-041
RDW (%) 14.03 13.98 14.10
(13.45-14.82) (13.47-14.67) (13.35-14.92)
PLT (x 10%L) 218.90 224.10 211.60
(179.20-257.60) (188,90-266.65) (17525-24723)
Vit B12 (pmol/L) 185.24 183.76 191.51
(135.79-272.32) (13321-256.46) (138.56-284.13)
Folat (nmol/L) 15.95 16.25 15.62
(12.40-21.60) (12.38-21.78) (12.33-21.29)
RBC Folat (nmol/L) 1036.68 1022.59 1057.51
(843.89-1376.07) (835.34-1411.09 (850.78—1351.55)
Hey (umol/L) 14.75 12.69 17.23
(11.01-1991) (10,02-16.40) (13.50-22.57)
LDH (U/L) 154.00 154.00 155.00
(130.00-182.00) (129.50-183.00) (129.75-178.25)
CRP (mg/L) 1.60 1.50 1.80
(0.90-3.40) (0.80-3.10) (0.94-3.60)
Kreatinin (umol/L) 78.00 68.00 100.00
(65.00-115.00) (60.00-80.50) (78.75-140.50)
Haptoglobin (g/L) 1.30 1.30 1.30
(1.00-1.70) (1.00-1.62) (0.98-1.70)
Transferin (g/L) 2.63 2.68 2.46
(2.29-3.00) (2.34-3.18) (2.25-2.87)
Gvozde (umol/L) 13.40 12.90 14.50
(9.40-17.50) (9.30-17.00) (9.63-18.4R%)
SAT (%) 21.09 19.48 23.12
(13.53-2827) (13.06-26.82) (14.90-29.33)
STIR (mg/L) 1.51 1.54 1.44
(1.20-191 (1.19-1.88) (1.22-1.94)
Feritin (ug/L) 39.85 26.35 65.15

(33.80-122.20)
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Metilmalonska kiselina je uradena za 177 pacijenata bez inflamacije, 103 Zene i
74 muskarca. Medijana sa interkvartilnim rasponom iznosila je 305.00 (188.50—448.00)
nmol/L. Najveca vrednost bila je 2090.00 nmol/L, a najmanja 84.17 nmol/L. Kod Zena
je medijalna vrednost sa interkvartilnim rasponom iznosila 265.00 (176.00—426.00)
nmol/L, a kod muskaraca 354.50 (198.25-517.75) nmol/L.

Ispitanici nisu bili pozitivni na At-IF 1 svi su imali koncentraciju folata u

eritrocitima > 340 nmol/L.

Anemija je bila prisutna kod 142 pacijenta, a smanjena funkcija bubrega kod 86

pacijenata.

m Pacijenti sa eGFR < 60 mL/min/1.73
m Pacijenti bez anemije m?
m Pacijenti sa eGFR > 60 mL/min/1.73

m Pacijenti sa anemijom N
m

Slika 10. Zastupljenost anemije i smanjene funkcije bubrega kod pacijenata sa

rizikom za deficit vitamina B12

Zastupljenost smanjene funkcije bubrega bila je statisticki znacajno veéa kod
anemicnih pacijenata u odnosu na pacijente bez anemije (41.5% vs 23.1%, x> = 9.054, P

=0.003, fi = 0.20).

Muski pol je imao statisticki znacajno vecu zastupljenost anemije (y> = 6.324, P
= 0.01, fi = 0.16) i1 smanjene funkcije bubrega (¥*> = 17.295, P < 0.001, fi = 0.27) u

odnosu na zenski pol.
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A)

64%

m Pacijenti sa anemijom

m Pacijenti bez anemije

Zenski pol Muski pol
B)
78%
° m Pacijenti sa eGFR < 60
mL/min/1.73 m?
m Pacijenti sa eGFR > 60

mL/min/1.73 m?

Zenski pol Muski pol

Slika 11. Distribucija A) anemije i B) smanjene funkcije bubrega izmedu polova

kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamin B12

Za ispitivanje povezanosti morfometrijskih parametara neutrofila i monocita sa
statusom vitamina B12, folata, gvozda, anemijom i funkcijom bubrega koris¢ena je
grupa od 259 ispitanika sa rizikom za deficit vitamina B12. Njihovi CPD parametri su

prikazani u Tabeli 7.
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Tabela 7. Morfometrijski parametri

rizikom za deficit vitamina B12

neutrofila i monocita kod pacijenata sa

Svi ispitanici Zene Muskarci
(N =259) (N =145) (N=114)
139.57 138.55 140.75
NeV
(136.06—-143.16) (135.27-141.92) (137.55-143.53)
19.60 19.37 19.74
NeV-SD
(18.57-20.67) (18.40-20.61) (18.76-20.71)
149.68 149.57 149.72
NeC
(147.04-151.75) (146.97-151.94) (147.09-151.54)
5.09 5.05 5.11
NeC-SD
(4.78-5.38) (4.76-5.37) (4.81-5.40)
14591 146.29 145.55
NeS
(143.18-148.98) (143.66-149.13) (142.67-148.50)
10.31 10.31 10.33
NeS-SD
(9.73-10.87) (9.77-11.02) (9.67-10.80)
MoV 159.80 £ 4.96 160.21 £4.78 159.29 £5.16
17.43 17.64 17.00
MoV-SD
(16.38-18.51) (16.62-18.69) (16.04—-18.26)
125.59 125.43 125.88
MoC
(123.25-128.00) (123.11-128.02) (123.62—128.04)
4.38 4.37 4.38
MoC-SD
(4.12-4.64) (4.12-4.65) (4.13-4.63)
88.50 89.03 87.57
MoS
(85.53-90.44) (86.50-91.34) (85.09—-89.52)
MoS-SD 10.51 £0.93 10.40 = 0.90 10.66 £ 0.96
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4.2. Biomarkeri statusa vitamina B12 i folata

U grupi od 259 ispitanika analiziran je status vitamina B12 i folata. Status vitamina B12
izrazen je kroz koncentracije kobalamina, homocisteina i metilmalonske kiseline u

serumu, a status folata kroz vrednosti folata i homocisteina u serumu.

4.2.1. Vitamin B12

Od 259 ispitanika 84 pacijenta su imala niske vrednosti kobalamina (< 150
pmol/L), iscrpljene rezerve (150-221 pmol/L) su bile prisutne kod 73 pacijenta, a 102

pacijenta su imala vrednosti kobalamina > 221 pmol/L (Slika 12).

m Vit B12 <150 pmol/L
m Vit B12 150-221 pmol/L
@ Vit B12 > 221 pmol/L

Slika 12. Distribucija razli¢itih nivoa kobalamina kod pacijenata sa rizikom za

deficit vitamina B12
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Spearmanovom korelacionom analizom je utvrdeno da koncentracije vitamina

B12 nisu bile povezane sa staro$¢u pacijenata, kreatininom i hemoglobinom (Tabela 8).

Tabela 8. Analiza korelacije vitamina B12

Vitamin B12 Starost Kreatinin Hemoglobin
rho -0.130 0.101 0.016
P 0.06 0.11 0.80

Prema rezultatima Hi-kvadrat testa nezavisnosti, distribucija razli¢itih nivoa

kobalamina nije se razlikovala izmedu Zena i muskaraca (y>= 1.770, P = 0.41).

44%

m Vitamin B12 < 150 pmol/L
m Vitamin B12 150-221 pmol/L
m Vitamin B12 > 221 pmol/L

34% 36%
(1]

30%

Zene Muskarci

Slika 13. Distribucija razlicitih nivoa kobalamina kod Zena i muskaraca sa rizikom

za deficit vitamina B12

Zastupljenost razli¢itih nivoa kobalamina nije se razlikovala izmedu anemi¢nih
pacijenata i pacijenata bez anemije (x* = 3.851, P = 0.15), kao ni izmedu pacijenata sa

smanjenom i normalnom funkcijom bubrega (y*=2.964, P = 0.23).
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A)

42%
35% 349, 37% ; ;
o B Vitamin B12 < 150 pmol/L
29%
23% H Vitamin B12 150-221 pmol/L

| Vitamin B12 > 221 pmol/L

Pacijenti sa anemijom Pacijenti bez anemije

B)

47%
B Vitamin B12 < 150 pmol/L

B Vitamin B12 150-221 pmol/L
B Vitamin B12 > 221 pmol/L

Pacijenti sa eGFR < 60 Pacijenti sa eGFR > 60
mL/min/1.73 m? mL/min/1.73 m?

Slika 14. Distribucija razli¢itih nivoa kobalamina kod pacijenata sa rizikom za

deficit vitamina B12 u zavisnosti od A) prisustva anemije i B) prisustva smanjene

funkcije bubrega
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4.2.2. Folat

Vecéina pacijenata u grupi od 259 ipsitanika imala je normalne koncentracije
folata u serumu. Niske koncentracije, odnosno folat < 10 nmol/L, bile su prisutne kod

35 pacijenata.

m Folat <10 nmol/L
m Folat > 10 nmol/L

Slika 15. Zastupljenost niskih i normalnih koncentracija folata kod pacijenata sa

rizikom za deficit vitamina B12

Koncentracije folata su bile u slaboj pozitivnoj korelaciji sa staro$éu i

kreatininom, dok hemoglobin i vitamin B12 nisu bili u korelaciji sa folatom (Tabela 9).

Tabela 9. Analiza korelacije folata

Folat Starost Kreatinin Hemoglobin Vitamin B12
rho 0.193 0.131 0.001 0.005
P 0.005 0.035 0.99 0.94

Nakon korekcije uticaja starosti 1 kreatinina, i dalje nije bilo korelacije folata sa

hemoglobinom (rho = 0.016, P = 0.82) 1 vitaminom B12 (rho = 0.046, P = 0.51).

Distribucija niskih i normalnih koncentracija folata nije se razlikovala izmedu
polova (y> = 0.110, P = 0.74), pacijenata sa anemijom i bez nje (y>= 0.229, P = 0.63),
kao ni izmedu pacijenata sa smanjenom i normalnom funkcijom bubrega (x> = 1.451, P

=0.23).
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A)

86% 88%
m Folat < 10 nmol/L
m Folat > 10 nmol/L
14% 12%
Zene Muskarci
B)
85% 88%
m Folat < 10 nmol/LL
m Folat > 10 nmol/L
15% 12%
Pacijenti sa anemijom Pacijenti bez anemije
)
91%

84%

m Folat <10 nmol/L
m Folat > 10 nmol/L

99, 16%

Pacijenti sa eGFR <60 Pacijenti sa eGFR > 60
mL/min/1.73 m? mL/min/1.73 m?

Slika 16. Zastupljenost niskih i normalnih koncentracija folata kod pacijenata sa
rizikom za deficit vitamina B12 u zavisnosti od A) pola, B) prisustva anemije i C)

prisustva smanjene funkcije bubrega
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4.2.3. Homocistein

Povecane koncentracije Hcy (> 15 umol/L) bile su prisutne kod 119 ispitanika.

m Hcy <15 pmol/L

m Hcy > 15 pmol/L

Slika 17. Zastupljenost normalnih i pove¢anih koncentracija homocisteina kod

pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12

Vrednosti Hcy su bile u pozitivnoj Kkorelaciji sa staroSéu pacijenata i
koncentracijama kreatinina, dok vitamin B12 i folat nisu bili u korelaciji sa Hcy (Tabela

10).

Tabela 10. Analiza korelacije homocisteina

Homocistein Starost Kreatinin Vitamin B12 Folat
rho 0.522 0.669 -0.083 -0.055
P <0.001 <0.001 0.18 0.38

Nakon korekcije uticaja starosti i kreatinina, postojala je slaba negativna
korelacija Hey sa vitaminom B12 (rho =-0.173, P = 0.012) 1 folatom (rho = -0.270, P <
0.001).

Analiza uticaja pola, starosti, kreatinina, vitamina B12 i folata na vrednost Hcy

izvrSena je pomocu testa visSestruke regresije. Rezultati su prikazani u Tabeli 11.
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Tabela 11. Prediktori vrednosti Hcy kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina

B12
Semiparcijalni
Standardizovan
Parametar t P koeficijent
koeficijent Beta
korelacije
Pol -0.061 -1.010 0.31 -0.052
Starost 0.168 2.751 0.006 0.142
Kreatinin 0.561 9.468 <0.001 0.489
Folat -0.201 -3.794 <0.001 -0.196
Vitamin B12 -0.135 -2.515 0.013 -0.130

Dobijen je statisticki znacajan model (F = 34.164, P < 0.001), a navedene

varijable zajedno su objasnjavale 45.6% varijanse u koncentraciji Hcy. Pol se u odnosu

na druge parametre nije pokazao znacajnim prediktorom koncentracije Hcy.

Najznacajniji prediktor bio je kreatinin i uticao je na 23.9% varijanse Hcy. Folat je

uticao na 3.8%, starost na 2%, a vitamin B12 na 1.7% varijanse u vrednostima Hcy.

Kreatinin 1 starost su bili pozitivni, a folat 1 kobalamin negativni prediktori vrednosti

Hcy.

Kada je u pitanju zastupljenost razli¢itih nivoa Hcy, razlika je postojala izmedu

polova. Povecane vrednosti Hcy bile su statisticki znacajno viSe zastupljene kod

muskaraca (y*=20.718, P <0.001, fi=0.29).

67%

Zene

62%

38%

Muskarci

B Hcy <15 pmol/L
® Hcy > 15 pmol/L

Slika 18. Distribucija normalnih i poveéanih koncentracija homocisteina kod Zena

i muSkaraca sa rizikom za deficit vitamina B12
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Razlika u distribuciji normalnih i visokih koncentracija Hcy postojala je i
izmedu ispitanika sa smanjenom i normalnom funkcijom bubrega. Povecane vrednosti
Hcy statisticki su bile znacajno viSe zastupljene kod pacijenata sa smanjenom funkcijom

bubrega (x*= 76.720, P <0.001, fi = 0.55).

85%

m Hcy < 15 pmol/L
® Hcy > 15 pmol/LL

Pacijenti sa eGFR <60  Pacijenti sa eGFR > 60
mL/min/1.73 m? mL/min/1.73 m?

Slika 19. Zastupljenost normalnih i povec¢anih koncentracija homocisteina kod

pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 u zavisnosti od funkcije bubrega

Distribucija normalnih 1 visokih koncentracija Hcy nije bila povezana sa
distribucijom razli¢itih nivoa kobalamina (y* = 2.229, P = 0.33), kao ni sa distribucijom

razli¢itih nivoa folata (2= 0.023, P = 0.88).
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A)

40% 37%, 38%

m Vit B12 <150 pmol/LL
m Vit B12 150-221 pmol/L
m Vit B12 > 221 pmol/L

Hcy < 15 pmol/L Hcy > 15 pmol/LL

B)

87% 86%
m Folat < 10 nmol/L

m Folat > 10 nmol/L

13%

Hcy < 15 pmol/L Hcy > 15 pmol/L

Slika 20. Distribucija razli¢itih nivoa A) kobalamina i B) folata kod pacijenata sa

rizikom za deficit vitamina B12 u zavisnosti od koncentracije homocisteina
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4.2.4. Metilmalonska kiselina

Za 177 pacijenata koji su imali vitamin B12 <300 pmol/L i/ili Hcy > 8 umol/L 1
CRP < 10 mg/L odredena je koncentracija MMA u serumu. Vrednosti MMA < 210

nmol/L imalo je 57 pacijenata, a koncentracije MMA > 210 nmol/L 120 pacijenata.

= MMA <210 nmol/L

MMA > 210 nmol/L

Slika 21. Zastupljenost razli¢itih nivoa MMA kod pacijenata sa rizikom za

deficit vitamina B12

Koncentracije MMA bile su u pozitivnoj korelaciji sa kreatininom, staros¢u 1

Hcy, a u negativnoj korelaciji sa vitaminom B12 (Tabela 12).

Tabela 12. Analiza korelacije metilmalonske Kiseline

Metilmalonska kiselina Starost Kreatinin Vit B12 Hcey
rho 0.431 0.393 -0.295 0.471
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Uz korekciju uticaja starosti 1 kreatinina, parcijalna korelacija je potvrdila
postojanje veze izmedu MMA i vitamina B12 (rho =-0.319, P < 0.001) i Hcy (rho =
0.191, P=0.01).

ViSestrukom regresionom analizom testirana je prediktivna vrednost pola,

starosti, kreatinina i vitamina B12 na koncentraciju MMA (Tabela 13).
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Tabela 13. Prediktori vrednosti MMA kod

vitamina B12

pacijenata sa rizikom za deficit

Standardizovan Semiparcijalni
Parametar t P

koeficijent Beta koeficijent korelacije
Pol -0.115 -1.564 0.12 -0.103
Starost 0.312 4.340 <0.001 0.287
Kreatinin 0.239 3.265 0.001 0.216
Vitamin B12 -0.307 -4.606 <0.001 -0.304

Statisticki zna€ajan model (F = 14.346, P < 0.001) objasnio je 25% varijanse u

vrednostima MMA. Najznacajniji prediktor koncentracije MMA bio je vitamin B12.

Pojedina¢no, kobalamin je objasnjavao 9.2% varijanse u koncentracijama MMA,

starost 8.2%, a kreatinin 4.7%. Starost i kreatinin bili su pozitivni, a kobalamin

negativan prediktor vrednosti MMA. Pol nije bio znacajan prediktor vrednosti MMA.

Izmedu Zena 1 muskaraca nije bilo razlike prema zastupljenosti razli¢itih nivoa

MMA (x> =1.995, P = 0.16). Vrednosti MMA > 210 nmol/L bile su statisticki znacajno

viSe zastupljene kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega (y*> = 16.813, P <

0.001, fi=0.32).

Pacijenti sa eGFR < 60
mL/min/1.73 m?

87%

Pacijenti eGFR > 60
mL/min/1.73 m?

B MMA <210 nmol/L
E MMA > 210 nmol/L

Slika 22. Zastupljenost razli¢itih nivoa MMA kod pacijenata sa rizikom za

deficit vitamina B12 u zavisnosti od funkcije bubrega
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Kada su u pitanju drugi biomarkeri statusa vitamina B12, kod pacijenata sa
MMA > 210 nmol/L bila je statisti¢ki veca zastupljenost koncentracija vitamina B12
< 150 pmol/L (x*=10.752, P = 0.005, Cramer V = 0.25, |prilagodeni rezidual| = 2.3),
kao 1 vrednosti Hcy > 15 pmol/L (x> = 26.505, P < 0.001, fi = 0.40).

A)

47% 46% m Vit B12 < 150 pmol/L
m Vit B12 150-221 pmol/L

m Vit B12 > 221 pmol/LL

MMA <210 nmol/L MMA > 210 nmol/L

B)

75%
67% m Hcey < 15 pmol/L

33% m Hcy > 15 pmol/L

MMA <210 nmol/L MMA > 210 nmol/L

Slika 23. Zastupljenost razli¢itih nivoa A) kobalamina i B) homocisteina kod

pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i razli¢itim nivoima MMA
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4.3. Status gvozda

Deficit gvozda je definisan kao koncentracija feritina < 15 pg/L i/ili saturacija
transferina gvozdem < 16% (324, 326). Od 259 ispitanika deficit gvozda bio je prisutan
kod 111 pacijenata.

m Pacijenti sa deficitom gvoZzda

m Pacijenti bez deficita gvozda

Slika 24. Zastupljenost deficita gvoZzda kod pacijenata sa rizikom za deficit

vitamina B12

Prema rezultatima Hi-kvadrat testa nezavisnosti, distribucija deficita gvozda
razlikovala se izmedu polova, kao i izmedu pacijenata sa anemijom i bez nje. Zenski pol
je imao statisticki zna€ajno vecu zastupljenost deficita gvozda (y*= 7.118, P = 0.008, fi

= -0.18) u odnosu na muski pol.

67%
5S1%  49%
33% m Deficit gvozda
l m Bez deficita gvozda
Zene Muskarci

Slika 25. Zastupljenost deficita gvoZda prema polu kod pacijenata sa rizikom za

deficit vitamina B12
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Pacijenti sa anemijom imali su statisticki znacajno vecu zastupljenost deficita
gvozda (x> = 18.687, P < 0.001, fi = 0.28) u odnosu na pacijente bez anemije, dok se
pacijenti sa smanjenom i normalnom funkcijom bubrega nisu razlikovali prema

distribuciji deficita gvozda (y*=2.103, P =0.15).

73%

m Deficit gvozda

m Bez deficita gvozda

Pacijenti sa anemijom Pacijenti bez anemije

Slika 26. Zastupljenost deficita gvozda kod pacijenat sa rizikom za deficit vitamina

B12 u zavisnosti od prisustva anemije
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4.3.1. Povezanost anemije sa statusom gvoZda, kobalamina i folata, i

smanjenom funkcijom bubrega

S obzirom na to da je 55% ispitanika sa rizikom za deficit vitamina B12 imalo
anemiju 1 da su u grupi bili prisutni deficit gvozda, niske koncentracije kobalamina i
folata, kao 1 smanjena funkcija bubrega, ispitana je prediktivha vrednost ovih

parametara za anemiju. Rezultati binarne logisti¢ke regresije prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Prediktori anemije kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12

Standardna Koli¢nik verovatnoce
B Wald P
greska (95% IP)
. . 1.00
Vitamin B12 0.001 0.001 1.059 0.30
(0.999-1.004)
1.01
Folat 0.009 0.016 0.273 0.60
(0.977-1.042)
3.07
eGFR 1.121 0.312 12.946 <0.001
(1.666-5.651)
: y 4.14
Deficit gvozda 1.421 0.293 23.566 <0.001
(2.333-7.347)

Dobijen je statisticki znacajan model (%> = 36.700, P < 0.001) u kojem serumske
koncentracije vitamina B12 i folata nisu bile znac¢ajni prediktori prisustva anemije, dok
su deficit gvozda 1 smanjena funkcija bubrega bili statisticki znacajni pozitivni
prediktori anemije. Pacijenti sa eGFR < 60 mL/min/1.73 m? imali su 3 puta vecu
verovatnofu za pojavu anemije u odnosu na pacijente sa normalnom bubreZznom
funkcijom, a pacijenti sa deficitom gvozda 4 puta vecu verovatno¢u da imaju anemiju u

poredenju sa pacijentima bez deficita gvozda.

Kako je funkcija bubrega jedan od prediktora anemije, Hi-kvadrat testom
nezavisnosti uporedena je zastupljenost deficita gvozda, niskih koncentracija i
iscrpljenih rezervi kobalamina, niskih koncentracija folata i povecanih koncentracija
Hcy izmedu pacijenata sa anemijom i bez nje u zavisnosti od toga kakvu su funkciju

bubrega imali (Tabela 15).
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Tabela 15. Zastupljenost deficita gvozda, vitamina B12 i

anemijom i bez nje

folata kod pacijenata sa

e¢GFR < 60 mL/min/1.73 m?
Vit B12 Vit B12
Deficit Folat Hcy
<150 150221
gvozda <10 nmol/L | > 15 pmol/L
pmol/L pmol/L
Pacijenti sa anemijom 44%" 31% 22% 10% 85%
Pacijenti bez anemije 17%" 30% 26% 7% 85%
eGFR > 60 mL/min/1.73 m?
Vit B12 Vit B12
Deficit Folat Hcy
<150 150-221
gvozda <10 nmol/LL | >15 pmol/L
pmol/L pmol/L
Pacijenti sa anemijom 63%"" 39% 24% 18% 25%
Pacijenti bez anemije 30%* 29% 37% 13% 28%

Statisticki znacajne razlike: *y>=4.315, P =0.038, fi=0.26 "y*>=17.272, P <0.001, fi

=0.33

Rezultati poredenja pokazali su da postoji statisticki znaCajna razlika u

distribuciji deficita gvozda izmedu pacijenata sa anemijom 1 bez nje bez obzira na

funkciju bubrega, tj. anemicni pacijenti imali su znacajno vecu zastupljenost deficita

gvozda. Distribucije razli¢itih nivoa kobalamina, folata i Hey nisu se razlikovale izmedu

anemic¢nih pacijenata i pacijenata bez anemije bez obzira na funkciju bubrega.
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4.4. Morfometrijski parametri neutrofila i monocita

Pre analize povezanosti CPD parametara neutrofila i monocita sa statusom

kobalamina, folata, gvozda, anemijom i smanjenom funkcijom bubrega, ispitan je uticaj

pola i starosti na ove parametre. Analiza uticaja pola 1 starosti izvrSena je u kontrolnoj

grupi od 148 zdravih ispitanika. Njihovi biohemijski i hematoloski parametri prikazani

su u Tabeli 16.

Tabela 16. Hematoloski i biohemijski parametri u kontrolnoj grupi

Svi ispitanici

Xsr = SD / MD (IR) Min Max
(N =148)
WBC (x 10°/L) 7.33+1.77 4.53 10.50
RBC (x 10'?/L) 4.46 +0.40 3.83 5.32
Hb (g/L) 139.57+11.77 122.80 164.60
Het (L/L) 0.42 £0.04 0.36 0.49
MCYV (fL) 93.52+3.47 86.66 98.69
RDW (%) 13.58 £0.76 12.30 15.18
Vit B12 (pmol/L) 271.92+£94.53 160.25 522.12
Folat (nmol/L) 14.50 (11.96-19.07) 10.00 37.12
RBC folat (nmol/L) 906.50 (820.77-1265.00) 688.17 3394.58
Hcy (umol/L) 11.06 = 1.89 7.64 14.82
MMA (nmol/L) 168.04 + 38.65 84.00 265.00
Feritin (pg/L) 38.05 (25.85-82.50) 11.50 199.70
Transferin (g/L) 2.69 +£0.43 1.92 3.55
Haptoglobin (g/L) 1.51+0.36 0.70 2.00
sTfR (mg/L) 1.18 (1.08-1.57) 0.83 2.28
SAT (%) 25.44 £ 8.07 13.22 42.87
Gvozde (nmol/L) 16.86 =4.67 9.50 26.50
Kreatinin (umol/L) 70.83 £ 14.38 44.00 99.00
CRP (mg/L) 1.30 (0.73-2.60) 0.40 5.70
LDH (U/L) 130.58 +32.93 58 226
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U kontrolnoj grupi je bilo 49 muskaraca i 99 zena. Devedeset tri ispitanika je
bilo mlade, a 55 starije od 60 godina. Prose¢na starost iznosila je 49.76 + 12.24 godina,
za zene 49.43 + 11.31 godina i za muskarace 50.43 + 14.89 godina. Svi ispitanici

kontrolne grupe su bili bez anemije 1 imali su normalan MCV (80-100 fL).

Vrednosti vitamina B12, folata, Hcy i MMA bile su unutar referentnog opsega.
Ispitanici kontrolne grupe su bili negativni na At-IF, nisu imali inflamaciju i svi su imali

eGFR > 60 mL/min/1.73 mZ.

U Tabeli 17 su, pored morfometrijskih parametara neutrofila i monocita, za sve
ispitanike kontrolne grupe prikazane i prosecne vrednosti prema polu i starosti sa P
vrednostima njihovog poredenja. Dobijene P vrednosti ukazuju da se vrednosti CPD
parametara neutrofila i monocita nisu razlikovale izmedu Zena i muskaraca, kao ni

izmedu starijih 1 mladih od 60 godina.
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Tabela 17. Morfometrijski parametri neutrofila i monocita u kontrolnoj grupi

Svi ispitanici Min Max Zene Muskareci P <60 godina > 60 godina P
(N =148) N=99) (N=49) (N=93) (IN=55)
NeV 139.33£4.24 129.30 146.38 138.78 £4.89 140.43 £2.41 0.38 139.70 £ 4.51 138.72 +£3.93 0.60
NeV-SD 19.70 £ 1.29 16.50 21.79 19.43+1.39 20.25+0.89 0.15 19.87 £ 1.16 19.42 £ 1.51 0.42
NeC 148.07 + 3.50 141.58 153.85 148.02 +£3.43 148.18 +3.88 | 0.92 148.54 +£3.59 147.29 £3.40 0.41
NeC-SD 5.00+0.42 4.05 5.59 494 +£0.45 5.14+0.34 0.26 5.06+0.39 491+0.46 0.38
NeS 144.03 +3.95 134.92 150.93 144.40 +3.71 143.28 +4.58 | 0.53 144.33 + 3.66 143.51 +4.58 0.63
NeS-SD 10.72 £ 0.91 8.79 13.14 10.79 £ 1.08 10.59 £ 0.42 0.62 10.80 + 1.09 10.59 +0.50 0.59
MoV 159.68 + 4.44 151.91 169.67 160.01 +4.70 159.01 £4.08 | 0.62 159.61 +4.57 159.80 +4.48 0.92
MoV-SD 17.17 £ 1.40 14.47 19.70 17.21 £1.36 17.09 £ 1.58 0.86 16.90 + 0.88 17.62 +1.99 0.33
MoC 124.59 +2.86 118.71 129.41 124.50 = 2.80 124.77+3.16 | 0.83 124.70 +2.96 124.41 +2.85 0.82
MoC-SD 4.34+0.39 3.72 5.45 4.33+0.35 4.36 +0.50 0.89 4.30+0.31 4.41+0.53 0.52
MoS 86.41+ 3.71 80.67 92.80 87.35+3.46 84.55+3.69 0.08 86.13 +3.86 86.88 + 3.62 0.64
MoS-SD 10.57 £0.92 8.69 11.88 10.62 +0.95 10.45 £ 0.93 0.67 10.65 £ 0.82 1043 £1.12 0.59
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4.4.1. Povezanost morfometrijskih karakteristika neutrofila i monocita

sa koncentracijama vitamina B12, folata i homocisteina

Povezanost CPD parametara neutrofila i monocita sa koncentracijama
kobalamina, folata i homocisteina analizirana je u uzorku od 259 pacijenata. Iz analize
su iskljuceni pacijenti sa kombinovano niskim koncentracijama folata i kobalamina. Na

osnovu vrednosti vitamina B12 i folata od 250 ispitanika formirane su 3 podgrupe:

e Grupa 1, koju je Cinilo 157 pacijenata sa vitaminom B12 > 150 pmol/L i folatom
> 10 nmol/L
e Grupa 2, koja se sastojala od 74 pacijenta sa vitaminom B12 < 150 pmol/L i
folatom > 10 nmol/L
e Grupa 3, koja se sastojala od 19 pacijenata sa vitaminom B12 > 150 pmol/L i
folatom < 10 nmol/L.
U Grupi 1 su bili pacijenti bez deficita vitamina, u Grupi 2 pacijenti sa deficitom
kobalamina, a u Grupi 3 pacijenti sa deficitom folata. U Tabeli 18 su prikazani opsti,

biohemijski i hematoloski parametri Grupa 1, 2 1 3.

Zastupljenost Zena 1 muskaraca nije se razlikovala izmedu grupa (> =0.135, P =
0.94). Postojala je razlika prema starosti (¥*> = 7.975, P = 0.02). Pacijenti sa niskim
koncentracijama folata bili su statisti¢ki znac¢ajno mladi u odnosu na pacijente sa niskim

koncentracijama kobalamina (|z| = 2.589, P = 0.03, r = 0.27).

Od hematoloSkih parametara, statisticki znacajna razlika postojala je prema
broju leukocita (x> = 6.471, P = 0.04). Pacijenti sa vrednostima folata < 10 nmol/L imali
su statisticki znacajno ve¢i broj leukocita u poredenju sa pacijentima bez deficita
vitamina (|z| = 2.486, P = 0.04, r = 0.19). Zastupljenost anemije (¥* = 3.009, P = 0.22) i
deficita gvozda (y*> = 4.854, P = 0.09) nije se razlikovala izmedu grupa. Takode, nije
bilo razlike prema koncentraciji hemoglobina (x> = 2.479, P = 0.29), vrednosti
hematokrita (> = 0.654, P = 0.72) i RDW (¥*=3.973, P = 0.14).
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Tabela 18. Opste karakteristike, hematoloSki i biohemijski parametri pacijenata

grupisanih prema koncentraciji vitamina B12 i folata

. Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
Parametri
N =157) N=174) N=19)
Pol (Z/m) 86/71 42/32 10/9
57.50 63.00 49.00"
Starost (godine)
(42.50- 67.75) (48.00-71.50) (33.00-55.00)
6.50 6.48 7.95*
WBC (x 10°/L)
(5.31-7.94) (5.67-7.15) (5.90-9.48)
125.00 121.65 120.30
Hb (g/L)
(117.45-134.35) (116.63-133.40) (113.70-134.60)
92.58 90.82 91.10
MCYV (fL)
(88.72-95.82) (86.63-93.45) (87.40-92.83)
0.38 0.37 0.37
Het (L/L)
(0.35-0.40) (0.35-0.40) (0.34-0.40)
13.87 14.18 13.81
RDW (%)
(13.34-14.60) (13.55-15.32) (13.44-14.56)
230.99 122.51 239.11
Vit B12 (pmol/L)
(181.92-301.47) (100.92-134.32) (208.12-291.51)
16.95 16.87 8.16
Folat (nmol/L)
(13.68-22.71) (13.28-21.66) (6.57-8.47)
14.58 15.52 15.50
Hcy (nmol/L)
(10.60 — 18.98) (11.19-22.08) (11.09-21.70)
83.00 76.50 67.00
Kreatinin (umol/L)
(65.00—-127.00) (64.00-95.75) (62.00-81.00)
40.70 30.10 53.00
Feritin (pg/L)
(17.40-83.30) (13.20-76.75) (33.70-149.70)
22.72 19.62 17.96
SAT (%)
(13.44-29.54) (13.55-25.97) (13.20-22.62)
1.50 1.75 2.10
CRP (mg/L)
(0.90-3.05) (0.88-3.60) (1.40-6.84)

Statisticki znacajne razlike: “Grupa 3 vs Grupa 2, P < 0.05; **Grupa 3 vs Grupa 1, P <

0.05
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Nije bilo razlika prema kreatininu (y> = 4.551, P = 0.10), kao ni prema

zastupljenosti pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega (%> = 2.349, P = 0.31). lako

su grupe formirane prema koncentracijama kobalamina 1 folata koje oznaCavaju deficit

ovih vitamina, nije bilo razlike ni prema Hcy (> = 2.072, P = 0.36).

U Tabeli 19 su prikazani CPD parametri neutrofila i monocita u Grupama 1, 2 i 3.

Tabela 19. Morfometrijski parametri neutrofila i monocita pacijenata grupisanih

prema koncentraciji vitamina B12 i folata

CPD Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
parametri (N=157) (IN=174) (N=19)
139.22 139.54 141.48
NeV
(136.00—142.26) (135.92-143.38) (137.28-145.37)
NeV-SD 19.35 19.78 20.30"
e -
(18.38-20.34) (18.75-20.93) (19.07-22.55)
149.78 149.59 148.71
NeC
(147.15-151.94) (146.81-151.55) (145.61-151.74)
4.96 ** 5.34 5.80
NeC-SD
4.72-5.17) (5.00-5.84) (5.38-6.80)
146.28 145.86 143.78"
NeS
(143.74-149.44) (142.37-148.42) (139.88—-146.86)
NeS-SD 10.21 10.44 10.84*
e -
(9.66-10.68) (9.89-11.20) (10.23-11.96)
MoV 159.87 +4.60 159.15+5.88 160.64 = 3.00
MoV-SD 17.11 17.74 18.97"**
0 -
(16.31-17.91) (16.30-18.76) (18.20-20.45)
126.08 125.42 123.73*
MoC
(123.70-128.52) (123.04-127.58) (121.64-125.60)
MoC-SD 4.34 4.37 4.72%
0 -
(4.11-4.55) (4.16 —4.68) (4.34 -5.20)
MoS 88.57 88.49 87.69
o
(86.25-90.28) (85.44-91.19) (84.18-89.46)
MoS-SD 10.51+ 0.90 10.48 £0.97 10.80 £ 1.05

Statisticki znacajne razlike: “Grupa 3 vs Grupa 1, P < 0.05; *Grupa 1 vs Grupa 3 i

Grupa 1 vs Grupa 2, P < 0.05; **Grupa 3 vs Grupa 1 i Grupa 3 vs Grupa 2, P < 0.05.
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Kada su u pitanju CPD parametri, grupe su se razlikovale prema: NeV-SD (y* =
9.666, P = 0.008), NeC-SD (x> = 57.081, P < 0.001), NeS (> = 8.741, P = 0.01), NeS-
SD (y*> = 12.958, P = 0.002), MoV-SD (x> = 19.807, P < 0.001), MoC (y*> = 7.854, P =
0.02) 1 MoC-SD (x> = 7.139, P = 0.03). Statisticki znacajni rezultati Kruskal-Wallis

testa su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20. Statisticki znacajni rezultati poredenja Grupa 1, 2 i 3 dobijeni Kruskal-

Wallis testom
Parametar Grupe |z| P r
NeV-SD 1vs3 2.607 0.03 0.20
NeS 1vs3 2.736 0.02 0.21
NeS-SD 1vs3 3.111 0.006 0.23
MoC 1vs3 2.712 0.02 0.20
MoC-SD 1vs3 2.602 0.03 0.20
1vs2 6.004 <0.001 0.40
NeC-SD
1vs3 5.623 <0.001 0.42
3vs1 4.160 <0.001 0.31
MoV-SD
3vs2 2.654 0.02 0.28

Vrednosti parametara NeV-SD, NeS-SD i MoC-SD bile su statisticki znacajno
vise, a vrednosti NeS 1 MoC statisticki znacajno nize kod pacijenata sa deficitom folata
u odnosu na pacijente bez deficita vitamina B12 i folata. Pacijenti sa deficitom
kobalamina ili deficitom folata imali su statisticki znacajno viSe vrednosti NeC-SD u
odnosu na pacijente bez deficita oba vitamina. Parametar MoV-SD je bio statisticki
znacajno visi kod pacijenata sa izolovanim deficitom folata u odnosu na pacijente bez

deficita oba vitamina i pacijente sa izolovanim deficitom kobalamina.
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Za parametre NeC-SD i1 MoV-SD uradena je ROC analiza. Rezultati su
prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Rezultati ROC analize za NeC-SD i MoV-SD

Parametar Grupe AUC P Standardna 95% 1P
greska

1vs2 0.748 <0.001 0.038 0.687-0.803
NeC-SD 1vs3 0.881 <0.001 0.058 0.824-0.925
1vs2,3 0.776 <0.001 0.033 0.719-0.826
3vsl 0.787 <0.001 0.063 0.720-0.845
MoV-SD 3vs2 0.708 0.002 0.067 0.604-0.797
3vsl,2 0.762 <0.001 0.062 0.704-0.813

Parametar NeC-SD je imao dobru dijagnosticku osetljivost za izolovani deficit
kobalamina i veoma dobru dijagnosti¢ku osetljivost za izolovani deficit folata. Postojala
je statisti¢ki znacajna razlika izmedu AUC (|z| = 2.101, standardna greska = 0.063, P =
0.04). Povrsina ispod krive za prepoznavanje izolovanog deficita folata bila je statisticki
znacajno veca u poredenju sa AUC za deficit kobalamina. ROC krive za NeC-SD

prikazane su na Slici 27.
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Slika 27. ROC krive za NeC-SD u klasifikaciji pacijenata sa A) deficitom vitamina

B12, B) deficitom folata i C) deficitom vitamina B12 ili folata u odnosu na

pacijente bez niskih koncentracija oba vitamina
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Optimalna grani¢na vrednost za NeC-SD iznosila je 5.0. Njene dijagnosticke

karakteristike predstavljene su u Tabeli 22.

Tabela 22. Dijagnosticka ta¢nost grani¢ne vrednosti za NeC-SD u Klasifikaciji

pacijenata prema koncentraciji kobalamina i folata

NeC-SD Grupal vs Grupa 1 vs Grupa 1 vs
Grupa 2 Grupa 3 Grupe 2,3
Granic¢na vrednost 5.0 5.0 5.0
Osetljivost (%) 75.7 89.5 78.5
(95% IP) (64.3-84.9) (66.9-98.7) (68.8-86.3)
Specifi¢nost (%) 554 554 554
(95% IP) (47.3-63.3) (47.3-63.3) (47.3-63.3)
PPV (%) 44 .4 19.5 51.0
(95% IP) (35.6-53.6) (11.8-29.4) (42.6-59.5)
NPV (%) 82.9 97.8 81.3
(95% IP) (74.3-89.5) (92.1-99.7) (72.6-88.2)
Koli¢nik verovatnoée 3.7 10.0 4.3
(95% IP) (2.0-6.8) (2.2-44.9) (2.4-7.7)

Specifi¢nost grani¢ne vrednosti bila je ista za deficit kobalamina i folata, dok je
najveca osetljivost dobijena za niske koncentracije folata. Pacijent sa deficitom
kobalamina imao je 3.7 puta vecu verovatnocu, a pacijent sa deficitom folata 10 puta
vecu verovatnocu za vrednosti NeC-SD > 5.0 u odnosu na pacijenta bez deficita oba

vitamina.

Na Slici 28 prikazane su ROC krive za MoV-SD. Parametar MoV-SD je
pokazao dobru dijagnosticku osetljivost u klasifikaciji pacijenata sa deficitom folata u
odnosu na pacijente bez deficita oba vitamina, kao 1 u odnosu na pacijente sa deficitom

kobalamina (Tabela 21). PovrSine ispod krivih nisu se statisticki znacajno razlikovale

(Iz| = 0.820, standardna greska = 0.096, P = 0.41).
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Slika 28. ROC krive za MoV-SD u Kklasifikaciji pacijenata sa deficitom folata u

odnosu na A) pacijente bez deficita oba vitamina, B) pacijente sa deficitom

kobalamina i C) pacijente bez deficita i sa deficitom kobalamina
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Optimalna grani¢na vrednost za MoV-SD iznosila je 18.0. Njene dijagnosticke

karaketristike predstavljene su u Tabeli 23.

Tabela 23. Dijagnosticka ta¢nost grani¢ne vrednosti za MoV-SD u Klasifikaciji

pacijenata prema koncentraciji folata

Grupa 3 Grupa 3 Grupa 3
MoV-SD
vs Grupa 1 vs Grupa 2 vs Grupa 1, 2

Grani¢na vrednost 18.0 18.0 18.0
Osetljivost (%) 79.0 79.0 79.0
(95% IP) (54.4-93.9) (54.4-93.9) (54.4-93.9)
Specifi¢nost (%) 79 56.8 71.4
(95% IP) (71.8-85.1) (44.7-68.2) (65.1-77.2)
PPV % 31.3 31.9 18.5
(95% IP) (18.7-46.3) (19.1-47.1) (10.8-28.7)
NPV (%) 96.9 91.3 97.6
(95% IP) (92.2-99.1) (79.2-97.6) (94.1-99.4)
Koli¢nik verovatnoée 13.6 4.7 9.2
(95% IP) (4.2-43.6) (1.4-15.4) (2.9-28.7)

Osetljivost MoV-SD > 18.0 za deficit folata bila je ista za sva poredenja i
iznosila je 79%. Najveca specificnost dobijena je kada su pacijenti sa deficitom folata
uporedeni sa pacijentima bez deficita oba vitamina, a najmanja kada su pacijenti sa
deficitom folata uporedeni sa pacijentima koji su imali izolovani deficit kobalamina.
Prema koli¢niku verovatnoce, pacijent sa deficitom folata imao je 13.6 puta vecu
verovatno¢u za MoV-SD > 18.0 u odnosu na pacijenta bez deficita oba vitamina i 4.7

puta vecu verovatnocu u odnosu na pacijenta sa deficitom kobalamina.

4.4.2. Povezanost morfometrijskih karakteristika neutrofila i monocita

sa metilmalonskom Kkiselinom i funkcijom bubrega

Povezanost CPD parametara neutrofila i monocita sa MMA 1 smanjenom
funkcijom bubrega analizirana je u grupi od 177 ispitanika kojima je odredena MMA. 1z
analize su iskljuceni pacijenti sa deficitom folata. Preostala 142 pacijenta grupisana su

prema eGFR i koncentracijama MMA 1 vitamina B12:
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e Grupa 1 — 19 pacijenata sa eGFR > 60 mL/min/1.73 m? i vitaminom B12 > 221
pmol/L i MMA <210 nmol/L

e Grupa 2 — 21 pacijent sa eGFR > 60 mL/min/1.73 m? i vitaminom B12 < 221
pmol/L i MMA <210 nmol/L

e Grupa 3 — 49 pacijenata sa eGFR > 60 mL/min/1.73 m? i MMA > 210 nmol/L

e Grupa 4 — 53 pacijenata sa eGFR < 60 mL/min/1.73 m?i MMA > 210 nmol/L.

Grupe 1, 2 1 3 nisu imale smanjenu funkciju bubrega, s tim Sto su u Grupi 1 bili
pacijenti bez deficita kobalamina, u Grupi 2 sa izolovano niskim koncentracijama
vitamina B12, a u Grupi 3 sa poveCanom MMA. U Grupi 4 su bili pacijenti sa
smanjenom funkcijom bubrega i pove¢anom MMA. U Grupama 3 i 4 je bilo pacijenata
sa izolovano pove¢anom MMA, kao i sa kombinovano pove¢anom MMA i smanjenim

koncentracijama kobalamina. Njihova zastupljenost se nije razlikovala izmedu ove dve

grupe (x> =0.231, P =0.63).

80% 74%

26%

20%

Grupa 3 Grupa 4

® MMA > 210 nmol/L i Vit B12 > 221 pmol/L
®E MMA > 210 nmol/L i Vit B12 <221 pmol/L

Slika 29. Zastupljenost niskih koncentracija kobalamina u Grupama 3 i 4

U Tabeli 24 su prikazane opSte karakteristike pacijenata sa hematoloSkim i

biohemijskim parametrima u Grupama 1, 2, 3 1 4.
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Tabela 24. OpSte karakteristike pacijenata sa biohemijskim i hematoloSkim

parametrima u grupama sa razlifitim statusom vitamina B12

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
Parametar

N=19) (N=21) (N=49) (N=53)
Pol 11/8 12/9 30/19 22/31
(Z/m)
Starost 54.00 48.00 58.00 63.00"
(godine) (46.00-63.50) (44.00-57.00) (45.50-67.00) (59.00-76.50)
WBC 6.60 +1.46 7.64 +1.84 6.44+1.59 6.68 £1.62
(x 10°/L)
Hb 131.50 131.90 129.40 122.80"
(g/L) (125.70-145.00) | (119.70-141.50) (118.60-140.20) (116.40-131.20)
Hct 0.39 0.39 0.39 0.37
(L/L) (0.37-0.43) (0.36-0.42) (0.36-0.42) (0.34-0.39)
MCV 92.68 92.57 91.91 91.34
(fL) (89.75-96.02) (87.24-96.16) (88.27-95.91) (89.07-95.28)
RDW 13.58 14.08 14.07 14.03
(%) (12.72-14.14) (13.32-15.97) (13.56-14.86) (13.46-14.92)
Vit B12 306.27 145.39 134.32 167.53
(pmol/L) (261.25—345.38) | (122.51-169.00) (105.90-193.73) (131.36-221.77)
Folat 15.82 15.75 16.16 17.49
(nmol/L) (13.89-22.10) (12.89-20.46) (13.35-21.72) (13.21-23.77)
Hcy 11.14 10.97 13.84 23.75"
(nmol/L) (9.55-12.88) (8.56-12.84) (11.52-17.50) (19.53-29.60)
MMA 155.00 153.00 337.00 433.00
(nmol/L) (135.00—184.50) | (127.02—170.00) (262.00-488.50) (346.00-582.00)
Krea 79.00 65.00 72.00 144.00
(umol/L) (61.50-84.50) (58.00-73.00) (60.00-77.50) (120.50-194.50)
Feritin 38.10 42.80 38.60 60.50
(ng/L) (22.25-77.35) (14.10-100.00) (13.50-81.85) (28.75-93.43)
SAT 25.78 26.33 22.75 20.50
(%) (15.49-28.23) (15.62-32.92) (15.63-28.65) (15.12-27.58)
sTfR 1.49 1.14 1.51 1.58
(mg/L) (1.20-1.66) (1.04-1.94) (1.28-1.70) (1.19-2.18)
CRP 1.50 1.90 1.90 1.50
(mg/L) (0.90-2.95) (0.80-3.60) (0.95-3.90) (0.85-2.90)

Statisticki znacajne razlike: *Grupa 4 vs Grupa 1, Grupa 4 vs Grupa 2, Grupa 4 vs

Grupa 3, P <0.05.
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Grupe se nisu razlikovale prema zastupljenosti polova (¥*> = 4.552, P = 0.21), ali

jesu prema starosti ispitanika (y* = 28.321, P < 0.001). Pacijenti sa smanjenom

funkcijom bubrega i povecanim vrednostima MMA bili su znaCajno stariji od pacijenata

u ostalim grupama.

Tabela 25. Razlike prema starosti ispitanika

Grupe |z| P r

4vs1 3.290 0.006 0.39
Starost

4vs2 4711 <0.001 0.55

4vs3 3.313 0.006 0.33

Zastupljenost deficita gvozda nije se razlikovala izmedu grupa (y*> = 0.266, P =

0.97). Takode, nije bilo razlike prema koncentraciji sTfR (¥*> = 5.135, P = 0.16).

Grupa 1

69%

63%

Grupa 2

65%

Grupa 3

69% m Pacijenti sa deficitom

Grupa 4

Slika 30. Distribucija deficita gvozda u Grupama 1,2,3i 4

gvozZda

m Pacijenti bez deficita
gvozda

lako se grupe nisu razlikovale prema distribuciji deficita gvozda, razlika je

postojala prema zastupljenosti pacijenata sa anemijom (y* = 12.648, P = 0.005,

Cramerov V = 0.30). Najvecu zastupljenost anemije imali su pacijenati sa smanjenom

funkcijom bubrega i povecanim vrednostima MMA, tj. Grupa 4 (|prilagodeni reziduali

~2.8).
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82%

m Pacijenti sa anemijom

m Pacijenti bez anemije

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4

Slika 31. Distribucija pacijenata sa anemijom i bez nje u Grupama 1, 2,3 i 4

Kada su u pitanju hematoloski parametri, razlike nije bilo prema WBC (F =
2.041, P = 0.12) i RDW (y* = 4.393, P = 0.22), dok su se vrednosti hemoglobina (y*> =
11.209, P = 0.01) 1 hematokrita (x> = 11.709, P = 0.008) razlikovale izmedu grupa. Od
biohemijskih parametara razlika je postojala prema Hcy (> = 67.137, P <0.001).

Tabela 26. Rezultati Kruskal-Wallis testa za hemoglobin i homocistein

Grupe |z] P r
4vs1 2.825 0.005 0.33
Hb 4vs?2 2.150 0.03 0.25
4vs3 2.289 0.02 0.23
4vs 1 2.515 0.01 0.30
Hct 4vs2 2412 0.02 0.28
4vs3 2.644 0.008 0.26
4vs1 5.839 <0.001 0.69
Hcy 4vs?2 6.600 <0.001 0.77
4vs3 5.462 <0.001 0.54

Pacijenti u Grupi 4, sa povecanim koncentracijama MMA 1 smanjenom
funkcijom bubrega, imali su statisticki znacajno nize vrednosti Hb i Hct, 1 statisticki

znacajno vise koncentracije Hcy u poredenju sa ostalim grupama (Slika 32).
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Slika 32. Distribucija vrednosti A) hemoglobina, B) hematokrita i C) homocisteina

u Grupama 1,2,3i4

U Tabeli 27 su prikazni CPD parametri neutrofila i monocita u Grupama 1, 2, 3 1 4.
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Tabela 27. Morfometrijski parametri neutrofila i monocita u grupama sa

razliéitim statusom vitamina B12

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
Parametar
N=19) N=21) (N=49) (N=53)
NeV 139.91 £5.39 139.85 +3.69 139.63 £5.25 140.88 £5.78
NeV-SD 19.49 19.83 19.77 19.47
(18.93-20.43) (19.22-20.93) (18.68-20.64) (18.74-21.11)
NeC 148.44 £2.70 148.70 £3.67 149.29 +£3.37 148.85+3.38
*
NeC-SD 4.95 5.35 5.22 5.23
(4.68-5.19) (5.05-5.49) (4.96-5.57) (5.01-5.65)
145.77 143.75 145.48 145.77
NeS
(143.01-149.72) (140.54-147.30) (142.19-147.85) (143.28—-149.00)
NeS-SD 10.44 10.35 10.56 10.34
(9.68-10.64) (9.85-11.03) (9.89-11.17) (9.74-11.15)
MoV 159.95+4.91 159.84 £5.36 160.24 £4.91 159.42 +4.62
MoV-SD 16.69 +1.32 17.19 £ 1.39 17.66 £ 1.79 17.25+1.40
MoC 124.74 + 2.31 125.46 £3.21 12526 £3.14 125.69 £3.19
MoC-SD 4.28 4.29 4.43 4.38
(3.98-4.53) (4.16—4.36) (4.17-4.60) (4.12-4.61)
88.71 88.90 88.65 87.73
MoS 7 9 7.7
(85.65-90.98) (83.00-92.45) (85.17-91.11) (85.76-89.62)
MoS-SD 10.23 +£0.91 1027 £ 1.11 10.35 £ 0.96 10.55 £ 0.67

Statisticki znacajne razlike: *Grupa 1 vs Grupa 2, Grupa 1 vs Grupa 3, Grupa 1 vs

Grupa 4, P <0.05.

Od CPD parametara, razlika je postojala jedino prema NeC-SD (> = 10.701, P =

0.01). Pacijenti sa normalnom funkcijom bubrega i bez deficita kobalamina imali su

znacajno nize vrednosti ovog parametra u odnosu na ostale pacijente sa neadekvatnim

statusom vitamina B12, bez obzira na funkciju bubrega.

117



Tabela 28. Rezultati Kruskal-Wallis testa za NeC-SD

Grupe |z| P r

1vs2 2.763 0.03 0.44
NeC-SD 1vs3 2.826 0.03 0.34

1vs4 3.040 0.01 0.36

Moguénost parametra NeC-SD da razdvoji pacijente koji imaju neadekvatan
status kobalamina (Grupe 2, 3 1 4) od pacijenata bez deficita kobalamina (Grupa 1)

testirana je ROC analizom. Rezultati su prikazani u Tabeli 29.

Tabela 29. Rezultati ROC analize za NeC-SD u Kklasifikaciji pacijenata prema

koncentracijama vitamina B12 i MMA

Standardna
NeC-SD AUC P 95% IP
greska
Grupa 1 vs Grupa 2 0.783 0.078 <0.001 0.615-0.903
Grupa 1 vs Grupa 3 0.736 0.072 0.001 0.613-0.837
Grupa 1 vs Grupa 4 0.735 0.069 0.001 0.616—0.833

Za sva poredenja dobijena je dobra dijagnosti¢ka osetljivost. Parametar NeC-SD
je mogao da prepozna neadekvatan status kobalamina bilo da je definisan izolovano
smanjenim koncentracijama vitamina B12 ili pove¢anim vrednostima MMA. PovrSine

ispod krivih nisu se statisticki znacajno razlikovale (Tabela 30).

Tabela 30. Poredenje povrsina ispod ROC Kkrivih za NeC-SD

Standardna
|z p
greska
AUCGrupa 1 vs Grupa 2 Vs§ AUCGrupa 1vs Grupa 3 0.490 0.10 0.62
AUCGrupa 1 vs Grupa 2 Vs AUCGrupa 1vs Grupa 4 0.504 0.10 0.61
AUCGrupa 1vs Grupa3 VS AUCGrupa 1vs Grupa 4 0.011 0.09 0.99
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ROC krive za NeC-SD u klasifikaciji pacijenata sa neadekvatnim statusom

vitamina B12 prikazane su na Slici 33:

Grupa 1 vs Grupa 2 Grupa 1 vs Grupa 3
100 100
80
o 80 <
S 2 60
: " E
T 40 T 40
2 2
S © 2
0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100%-Specifi¢nost % 100%-Specifi¢nost %

Grupa 1 vs Grupa 4

100
80
60

40

Osetljivost %

20

0 20 40 60 80 100
100%-Specifi¢nost %

Slika 33. ROC krive za NeC-SD u Kklasifikaciji pacijenata sa neadekvatnim

statusom kobalamina prema vitaminu B12 i metilmalonskoj Kiselini

Optimalna grani¢na vrednost i njene dijagnosticke karakteristike prikazane su u Tabeli
31.
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Tabela 31. Dijagnosticka tacnost grani¢ne vrednosti za NeC-SD u Kklasifikaciji

pacijenata prema koncentraciji vitamina B12 i MMA

Grupa 1 vs Grupa 2 Grupa 1 vs Grupa 3 Grupa 1 vs Grupa 4

Grani¢na

5.0 5.0 5.0
vrednost
Osetljivost % 79 71.4 75.5
(95% IP) (54.4-93.9) (56.7-83.4) (61.7-86.2)
Specifi¢nost % 58.8 58.8 58.8
(95% 1IP) (32.9-81.6) (32.9-81.6) (32.9-81.6)
PPV % 68.2 83.3 85.1
(95% IP) (45.1-86.1) (68.6-93.0) (71.7-93.8)
NPV % 71.4 41.7 43.5
(95% 1IP) (41.9-91.6) (22.1-63.4) (23.2-65.5)
Koli¢nik verovatnoce 7.6 3.6 4.9
(95% 1IP) (1.6-36.5) (1.1-11.3) (1.5-15.6)

U odsustvu smanjene funkcije bubrega,

pacijent

1izolovano niskim

koncentracijama kobalamina imao je 7.6 puta vecu verovatno¢u da ima NeC-SD > 5.0 u
poredenju sa pacijentom bez deficita vitamina B12. Pacijent sa pove¢anom MMA i
normalnom funkcijom bubrega imao je 3.6 puta, a pacijent sa povecanom MMA i
smanjenom funkcijom bubrega 4.9 puta vecu verovatno¢u da ima NeC-SD > 5.0 u

odnosu na pacijenta bez deficita vitamina i normalnom funkcijom bubrega.

4.4.3. Povezanost morfometrijskih karakteristika neutrofila i monocita

sa anemijom i deficitom gvozda

Povezanost anemije 1 deficita gvozda sa morfometrijskim karakteristikama
neutrofila 1 monocita ispitana je u grupi od 208 pacijenata. Iz analize su iskljuceni
pacijenti sa feritinom > 150 pg/L za Zene i feritinom > 200 pg/L za muskarce zbog
povecanog rizika od optere¢enja gvozdem (324, 326), kao i pacijenti sa folatom < 10

nmol/L.
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Pacijenti su podeljeni u 4 podgrupe prema statusu gvozda i koncentraciji

vitamina B12:

e Grupa 1 — 82 pacijenta sa feritinom > 15 pg/L, saturacijom transferina > 16% 1
koncentracijom vitamina B12 > 150 pmol/L

e Grupa 2 — 32 pacijenta sa feritinom > 15 pg/L, saturacijom transferina > 16% i
koncentracijom vitamina B12 < 150 pmol/L

e Grupa 3 — 55 pacijenata sa feritinom < 15 pg/L 1/ili saturacijom transferina <
16% 1 koncentracijom vitamina B12 > 150 pmol/L

e Grupa 4 — 39 pacijenata sa feritinom < 15 pg/L i/ili saturacijom transferina <

16% 1 koncentracijom vitamina B12 < 150 pmol/L.

Deficit gvozda su imali pacijenti sa feritinom < 15 pg/L i/ili saturacijom
transferina < 16% (324, 326), a deficit vitamina B12 pacijenti sa kobalaminom < 150
pmol/L (85). Grupu 1 su ¢inili pacijenti bez deficita gvozda 1 bez deficita vitamina B12.
U Grupi 2 su bili pacijenti sa izolovanim deficitom kobalamina, a u Grupi 3 sa
izolovanim deficitom gvozda. Grupa 4 je obuhvatila pacijente sa kombinovanim
deficitom gvozda i vitamina B12. Opste karakteristike pacijenata sa hematoloskim i

biohemijskim parametrima prikazane su u Tabeli 32.
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Tabela 32. OpSte karakteristike pacijenata sa hematoloSkim i biohemijskim

parametrima u grupama sa razli¢itim Kkoncentracijama vitamina B12 i statusom

gvozda

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
Parametri

(N=82) (N=32) (N =55) (N =39)
Pol 41741 14/18 37/18 27/12
(z/m)
Starost 61.00 64.00 49.00" 58.50
(godine) (48.00—69.00) (57.00-71.25) (36.00—-64.00) (40.50-72.50)
WBC 6.74+1.70 6.74 £ 1.36 6.43 £1.48 6.52+1.70
(x 10%/L)
Ne 4.00 3.97 3.98 3.99
(x 10%/L) (3.00-5.00) (3.00-5.05) (3.00-5.10) (3.10-4.99)
Mo 1.00 0.98 1.00 0.99
(x 10%/L) (0.10-1.20) (0.10-1.10) (0.10-1.10) (0.10-1.20)
Hb 128.25 130.25 119.50 119.20
(g/L) (118.60—-136.53) (119.83-138.40) (115.00-127.60) (110.80-126.00)
MCV 94.08 91.69 90.47 89.78
(fL) (90.73-96.01) (87.89-94.97) (87.07-93.21) (86.06-92.49)
Hct 0.38 0.39 0.36 0.36
(L/L) (0.35-0.41) (0.37-0.42) (0.34-0.38) (0.34-0.38)
RDW 13.69 13.78 14.35¢ 14.89"*
(%) (13.12-14.38) (13.32-14.72) (13.58—15.70) (13.90-15.79)
Vit B12 228.41 122.51 239.85 122.51
(pmol/L) (170.11-309.04) (103.14-135.42) (183.76-294.46) (90.77-133.58)
Folat 16.79 18.28 17.29 15.86
(nmol/L) (13.51-22.82) (13.66-21.82) (14.32-23.05) (13.01-20.26)
Hcy 14.89 16.88 13.52" 12.78
(nmol/L) (10.97-19.18) (12.92-23.14) (9.73-15.95) (10.91-17.78)
Kreatinin 83.50 82.50 74.00 70.00
(nmol/L) (66.00—132.50) (73.00-127.25) (63.00—-110.00) (58.00-86.00)
CRP 1.45 1.95 1.60 1.10
(mg/L) (0.88-2.93) (0.98-2.90) (0.90-3.10) (0.70-4.20)
sTIR 1.31 1.38 1.79%* 1.95%**
(mg/L) (1.12-1.56) (1.12-1.73) (1.45-2.37) (1.53-2.50)
SAT 27.63 25.87 11.12 13.76
(%) (22.18-33.22) (20.58-29.12) (8.83-14.42) (9.75-15.72)
Feritin 58.70 71.85 13.00 13.70
(ng/L) (36.03-90.98) (44.08-107.25) (8.00-32.80) (8.50-27.40)

Statisti¢ki znacajne razlike: *Grupa 3 vs Grupa 2, P < 0.05; **Grupa 3 vs Grupa 1, Grupa
3 vs Grupa 2, P < 0.005; **“Grupa 4 vs Grupa 1, Grupa 4 vs Grupa 2, P < 0.05, *Grupa 3
vs Grupa 1, P <0.05.
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Zastupljenost polova se razlikovala izmedu grupa (x> = 8.687, P = 0.03,
Cramerov V = 0.20). U grupama sa deficitom gvozda (Grupe 3 i 4) statisticki je

znacajno vise bio zastupljen zenski pol.

67% 69% .
B Zene

56%
50% 50%

44%, m Muskarci

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4

Slika 34. Zastupljenost muSkaraca i Zena u Grupama 1, 2,3 i4

Broj anemicnih pacijenata statisticki je znacajno vise bio zastupljen u grupama
sa deficitom gvozda (y* = 18.713, P < 0.001, Cramerov V = 0.30), dok se zastupljenost
smanjene funkcije bubrega nije razlikovala izmedu grupa (y*> = 2.499, P = 0.48).

77%

m Pacijenti bez anemije

m Pacijenti sa anemijom

Grupal Grupa2 Grupa3 Grupa4

Slika 35. Zastupljenost pacijenata sa anemijom i bez nje u Grupama 1,2,3i4
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Grupe su se razlikovale prema starosti (> = 10.246, P = 0.02) i prema Hcy (3* =
8.948, P = 0.03). Pacijenti sa izolovanim deficitom kobalamina bili su statisticki
znacajno stariji (|z| = 2.972, P = 0.02, r = 0.32) i imali su statisticki znacajno vise
koncentracije Hey (|z| = 2.862, P =0.03, r = 0.31) od pacijenata sa izolovanim deficitom

gvozda.

Grupe se nisu razlikovale prema broju leukocita (F = 0.570, P = 0.64), kao ni
prema broju neutrofila (x> = 0.180, P = 0.98) 1 monocita (y* = 1.707, P = 0.64).
Koncentracije hemoglobina 1 hematokrita nisu uporedene zbog razlika prema
zastupljenosti muskaraca i Zzena. Razlike su postojale prema RDW (3> = 21.319, P <

0.001) i sTfR (2= 51.475, P < 0.001).
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Slika 36. Distribucija vrednosti A) RDW i B) sTfR u Grupama 1, 2,3 i 4
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Pacijenti sa deficitom gvozda (Grupe 3 i 4), bez obzira na status vitamina B12,

imali su statisti¢ki znacajno viSe vrednosti STfR u odnosu na pacijente bez deficita

gvozda (Grupe 1 12). Vrednosti RDW su bile statisticki znacajno vise kod pacijenata sa

kombinovanim deficitom gvozda i kobalamina u odnosu na pacijente bez deficita

gvozda i1 znacajno vise kod pacijenata sa izolovanim deficitom gvozda u odnosu na

pacijente bez deficita gvozda i vitamina B12. Pacijenti sa izolovanim deficitom gvozda i

izolovanim deficitom kobalamina nisu se razlikovali prema RDW. Rezultati poredenja

prema RDW i sTfR su prikazani u Tabeli 33.

Tabela 33. Statisticki znacajne razlike prema RDW i sTfR izmedu Grupa 1, 2,3 i 4

Parametar Grupe |z] P r
4vs 1 4.072 <0.001 0.37

RDW 4vs2 2.680 0.04 0.32
3vsl 3.249 0.007 0.28
4vs 1 5.837 <0.001 0.53

TR 4vs2 4.173 <0.001 0.50
3vsl 5.449 <0.001 0.47
3vs2 3.642 0.002 0.39

U Tabeli 34 su prikazani CPD parametri neutrofila i monocita u Grupama 1, 2, 3 1 4.
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Tabela 34. Morfometrijski parametri neutrofila i monocita u grupama sa

razli¢itim koncentracijama vitamina B12 i statusom gvozda

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4
Parametar
(N=82) (N=32) (N =55) (N =39)
138.88 140.94 139.22 138.53
NeV
(135.29-142.26) (137.78-143.63) (136.42-142.35) (133.89-141.68)
19.40 20.09 19.24 19.62
NeV-SD
(18.44-20.33) (19.15-21.16) (18.10-20.50) (18.69-20.60)
c 149.07 149.84 150.61 149.90
Ne
(147.03-151.64) (147.16-151.39) (147.22-152.18) (145.91-152.00)
5.00 5.25* 495 5.40™
NeC-SD
(4.76-5.21) (5.05-5.84) (4.66-5.12) (4.86-5.83)
NeS 14592 +4.11 145.03 +£3.92 147.44 +£3.77¢ 145.30 +£4.45
10.54 10.40 9.95™** 10.46
NeS-SD
(9.83-10.84) (9.68—-11.26) (9.56-10.31) (9.92-11.19)
MoV 159.44 + 4.49 160.02 + 6.04 160.59 £ 5.05 158.68 +£5.80
17.11 17.73 17.14 17.82
MoV-SD
(16.21-17.81) (16.29-18.68) (16.46—18.02) (16.38-19.11)
125.60 125.71 126.34 125.43
MoC
(123.79-128.43) (123.14-127.78) (123.53-128.50) (122.90-127.57)
4.30 4.40 443 4.37
MoC-SD
(4.08—4.53) (4.19-4.59) (4.18-4.80) (4.16-4.79)
88.48 87.88 89.03 89.18
MoS
(85.47-90.23) (85.09-90.18) (87.51-90.44) (85.47-92.04)
MoS-SD 10.51 £0.85 10.39 £ 0.89 10.46 £ 0.93 10.55+1.04

Statisti¢ki znacajne razlike: “Grupa 2 vs Grupa 1, Grupa 2 vs Grupa 3, P < 0.05; **Grupa
4 vs Grupa 1, Grupa 4 vs Grupa 3, P < 0.05; **Grupa 3 vs Grupa 1, Grupa 3 vs Grupa
2, Grupa 3 vs Grupa 4, P <0.05; *Grupa 3 vs Grupa 2, P <0.05.
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Grupe su se razlikovale prema slede¢im CPD parametrima: NeS-SD (y* =

17.198, P = 0.001), NeC-SD (32 = 32.643, P < 0.001) i NeS (F = 3.538, P = 0.02).

Pacijenti sa izolovanim deficitom gvozda imali su statisticki znaCajno vise
vrednosti NeS u odnosu na pacijente sa izolovanim deficitom vitamina B12 (P = 0.03).

Ostale grupe se nisu razlikovale.

Vrednosti NeC-SD bile su statitsi¢ki znacajno vise kod pacijenata sa deficitom
vitamina B12 u odnosu na pacijente bez deficita vitamina B12, bez obzira na status
gvozda. Parametar NeS-SD je bio statisticki znacajno niZi kod pacijenata sa izolovanim

deficitom gvozda u odnosu na ostale pacijente (Tabela 35).

Tabela 35. Statisticki znacajni rezultati poredenja CPD parametara izmedu Grupa

1,2,3i4

Parametar Grupe |z| P r
3vsl 3.739 0.001 0.32

NeS-SD 3vs2 2.784 0.03 0.30
3vs4 3.227 0.007 0.33
2vs 1 3.477 0.003 0.32

NeC-SD 2vs3 4.116 <0.001 0.44
4vs 1 3.901 0.001 0.35
4vs3 4.534 <0.001 0.47

Moguénost NeC-SD da razdvoji pacijente sa deficitom vitamina B12 posebno je

testirana kod pacijenata bez deficita i sa deficitom gvozda.

Tabela 36. Rezultati ROC analize za NeC-SD

Standardna
NeC-SD AUC P 95% IP
greska
Grupa 1 vs Grupa 2 0.720 0.059 <0.001 0.629-0.800
Grupa 3 vs Grupa 4 0.759 0.053 <0.001 0.660-0.841
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Parametar NeC-SD je imao dobru dijagnosti¢ku osetljivost u prepoznavanju
pacijenata sa niskim koncentracijama vitamina B12 1 u prisustvu i u odsustvu deficita

gvozda. PovrSine ispod krivih statisticki se nisu znacajno razlikovale (|z| = 0.508,

standardna greSka = 0.077, P = 0.61). ROC krive za NeC-SD su prikazane na Slici 37.
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Slika 37. ROC krive za NeC-SD u Kklasifikaciji pacijenata prema koncentraciji

vitamina B12 A) u odsustvu deficita gvozda i B) u prisustvu deficita gvozda

Optimalna grani¢na vrednost za NeC-SD iznosila je 5.2. Njene dijagnosticke

karakteristike su prikazane u Tabeli 37.

Tabela 37. Dijagnosticka tac¢nost grani¢ne vrednosti za NeC-SD u zavisnosti od

statusa gvozda

NeC-SD Pacijenti bez Pacijenti sa
deficita gvozda deficitom gvozda
Grani¢na vrednost 5.2 5.2
Osetljivost (%) 56.3 61.5
(95% IP) (37.7-73.6) (44.6-76.6)
Specifi¢nost (%) 73.2 78.2
(95% IP) (62.2-82.4) (65.0-88.2)
PPV (%) 45.0 66.7
(95% IP) (29.3-61.5) (49.0-81.4)
NPV (%) 81.1 74.1
(95% IP) (70.3-89.3) (61.0-84.7)
Koli¢nik verovatnoce 4.0 6.4
(95% IP) (1.7-9.4) (2.6-16.0)
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U odsustvu deficita gvozda, pacijent sa deficitom kobalamina imao je 4 puta
vecu verovatnocu za NeC-SD > 5.2 u odnosu na pacijenta bez deficita kobalamina. U
prisustvu deficita gvozda pacijent sa kombinovanim deficitom kobalamina i gvozda

imao je 6.4 puta vecu verovatno¢u za NeC-SD > 5.2 u odnosu na pacijenta sa

izolovanim deficitom gvozda.

Ispitana je 1 moguénost parametra NeS-SD da klasifikuje pacijente sa
izolovanim deficitom gvozda u odnosu na ostale pacijente. Dobijena je povrSina ispod
krive sa zadovoljavaju¢om dijagnostickom osetljivos¢u (AUC = 0.688, 95% IP

0.621-0.751, standardna greska = 0.039, P < 0.001). ROC kriva je prikazana na Slici
38.

Grupa3 vs Grupe 1,2i4
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Slika 38. ROC kriva za NeS-SD u klasifikaciji pacijenata sa izolovanim deficitom

gvozda

129



Optimalna grani¢na vrednost za NeS-SD bila je 10.4. Njene dijagnosticke

karakteristike prikazane su u Tabeli 38.

Tabela 38. Dijagnosticka tacnost grani¢ne vrednosti za NeS-SD u Klasifikaciji

pacijenata sa izolovanim deficitom gvozda

NeS-SD

Granic¢na 104
vrednost

Osetljivost % 80.0
(95% IP) (67.0-89.6)
Specifi¢nost % 54.9
(95%IP) (46.7-62.9)
PPV % 38.9
(95% IP) (29.9-48.6)
NPV % 88.4
(95% IP) (80.2-94.1)
Koli¢nik verovatnoce 5.0
(95% IP) (2.4-10.4)

Pacijent sa izolovanim deficitom gvozda je imao 5 puta vecu verovatnocu za

NeS-SD < 10.4 u odnosu na pacijenta bez deficita gvozda ili sa kombinovanim

deficitom gvoZzda i vitamina B12.
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5. Diskusija

Vitamin B12 je neophodan za pravilan rast, razvoj i funkcionisanje ljudskog
organizma. Njegov nedostatak ima negativne posledice po zdravlje u vidu hematoloskih
i neuroloskih simptoma i znakova deficita. U odredenim slucajevima ispitivanje deficita

vitamina B12 otezavaju nedostaci u klini¢koj 1 laboratorijskoj dijagnostici.

Dugo se deficit kobalamina posmatrao isklju¢ivo kroz prisustvo makrocitne
anemije (80). Medutim, hematoloske manifestacije ne moraju uvek biti prisutne, tj. 25%

pacijenata sa deficitom ima samo neuroloske simptome (80).

U okviru laboratorijskog ispitivanja deficita kobalamina postoje odredeni
nedostaci poput nepostojanje zlatnog standarda (134), nedostatka referentnih metoda za
odredivanje biomarkera (65, 248), razliite granicne vrednosti za deficit (98), lazno

normalni rezultati (98), uticaj drugih faktora na koncentraciju biomarkera (98).

Jasna klinicka slika pruza odredeni vid zlatnog standarda u odnosu na koji se
interpretiraju laboratorijski rezultati. U takvim sluCajevima uticaj nedostataka u
laboratorijskoj dijagnostici deficita nije veliki, jer ¢e pacijent dobiti terapiju bez obzira
na laboratorijske rezultate (134). Problem nastaje kada je klinicka slika nejasna, $to nije
retkost (134). Zato su potrebna istrazivanja koja utvrduju medusobnu povezanost

biomarkera statusa vitamina B12, odnosno njihovih koncentracija.

Sa otkri¢em subklini¢kog deficita kobalamina problemi u vezi sa dijagnostikom
deficita vitamina B12 dodatno se produbljuju (98). Njegova prevalenca je znacajno visa
od prevalence klini¢ki manifestnog oblika (248). Upravo zbog visoke prevalence, kao i
nedovoljnog saznanja o tome kako nastaje, pod kojim uslovima progredira u klinicki

oblik i da li je povezan sa neuroloskim simptomima, privlaci paznju istrazivaca (98).

Rizi¢ne grupe za pojavu deficita kobalamina obuhvataju starije osobe zbog
visoke prevalence malapsorpcije kobalamina iz hrane izazvane atrofi¢nim gastritisom,
kao 1 zbog rastuce prevalence perniciozne anemije sa godinama starosti (101). U rizicne
grupe spadaju 1 osobe sa gastrointestinalnim bolestima (178, 311). Medutim, ne postoji
usaglasen stav oko skrininga osoba sa rizikom ukoliko nemaju neki od simptoma koji

upucuje na deficit kobalamina (101, 311).
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U prikazanoj studiji, koja je organizovana kao studija preseka, imali smo za cilj
da ispitamo biohemijski status vitamina B12 i medusobni odnos biomarkera kod
pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 (osobe starije od 60 godina ili osobe sa
gastrointestinalnim oboljenjima). Takode, ispitivali smo povezanost morfometrijskih
parametara neutrofila i monocita sa biomarkerima statusa vitamina B12 i folata, kao i
uticaj anemije, deficita gvozda i funkcije bubrega. Uticaj inflamacije nije ispitivan jer su
prethodna istrazivanja potvrdila njen uticaj na CPD parametre neutrofila i monocita

(142-150).

Svi ispitanici ukljuceni u istrazivanje imali su normalan MCV (80-100 fL). Nisu
koristili suplemente koji sadrze vitamine B grupe i gvozde najmanje 3 meseca pre
vadenja kvi 1 nisu imali prethodno postavljenu dijagnozu deficita vitamina B12 i folata
ili hematoloskog oboljenja. Podaci o neuroloskim simptomima nisu detektovani. U
ispitivanju statusa vitamina B12 1 folata koriS¢eni su slede¢i parametri: serumski
kobalamin, folat, folat u eritrocitima, homocistein i1 metilmalonska kiselina.
Istovremeno je ispitanicima odreden i status gvozda (feritin, saturacija transferina
gvozdem, solubilni transferinski receptori), CRP i eGFR. U sklopu krvne slike dobijeni
su standardni hematoloski, kao i CPD parametri. Zbog mogucéeg uticaja na CPD
parametre, pacijenti koji su imali poveéan CRP ili su koristili imunosupresive ili
imunostimulatornu terapiju nisu ukljueni u istrazivanje. Takode, nisu ukljuceni

pacijenti ¢iji su rezultati krvne slike bili obelezeni alarmima o prisustvu blasta, atipi¢nih

limfocita i nezrelih neutrofila.
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5.1. Biomarkeri statusa vitamina B12 i uticaj drugih faktora

Status vitamina B12 predstavljaju koncentracije biomarkera: kobalamina, Hey 1
MMA. Neadekvatan status oznacava njihovo odstupanje od grani¢nih vrednosti, §to bi u

odsustvu klinic¢ke slike predstavljalo subklinic¢ki deficit kobalamina (87).

Vise od polovine pacijenata sa rizikom za deficit kobalamina 1 normalnim MCV,
tj. 61% imalo je neadekvatan satus vitamina B12 na osnovu koncentracije kobalamina u
serumu. Koncentracije kobalamina koje ukazuju na deficit (< 150 pmol/L) (85) imala su
33% ispitanika, a 28% ispitanika je imalo iscrpljene rezerve vitamina B12 (150-221
pmol/L) (309). Dobijene podatke nije jednostavno uporediti sa rezultatima drugih
studija, jer do sada nije bilo istrazivanja na populaciji sa rizikom za deficit kobalamina
gde su svi ispitanici imali normalan MCV (80—100 fL). Dodatni problem koji otezava
poredenje rezultata svih studija koje se bave deficitom kobalamina jeste sam kriterijum
za deficit, tj. koji biomarker i koja koncentracija su uzeti za procenu deficta (43, 182,
301). Epidemioloski podaci ukazuju da je prevalenca deficita kobalamina u razvijenim
zemljama od 2% do 20% (43). Ako se posmatra samo koncentracija kobalamina kao
kriterijum za deficit, rezultati se razlikuju u zavisnosti gde je vrSeno istrazivanje 1 u
kojoj populaciji (84). U prikazanoj tezi prevalenca za koncentracije kobalamina < 150
pmol/L 1 150-221 pmol/L veca je u poredenju sa studijama u Evropi i Severnoj Americi
(84), ali je 1 populacija na kojoj je vrSeno istraZzivanje optere¢ena rizikom za deficit

vitamina B12.

Dosadasnja istrazivanja koja su se bavila razlikama u nivou kobalamina izmedu
muskaraca 1 zena imaju oprecne rezultate. Odredene studije ukazuju da muskarci imaju
znacajno nizi nivo kobalamina (173—175), da su podlozni deficitu (174) i da bi genetska
varijabilnost mogla biti uzrok (174). Prema rezultatima istrazivanja Carmel 1 saradnika
(176), nije utvrdena razlika u koncentracijama kobalamina izmedu polova. McMahon 1
saradnici su uporedili zastupljenost polova u opsegu vrednosti kobalamina 37-1247
pmol/L, koji je podeljen na kvartile. Rezultat poredenja je pokazao da se zastupljenost
muskaraca i Zena nije razlikovala izmedu grupa sa razli¢itim opsegom kobalamina
(177). Rezultati prikazane teze su, takode, pokazali da se Zene 1 muskarci ne razlikuju

prema zastupljenosti razliCitih nivoa vitamina B12 (Slika 13). Svetska zdravstvena
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organizacija ne razdvaja muski i Zenski pol kada je u pitanju nivo kobalamina, ve¢ se
koncentracija vitamina B12 < 150 pmol/L navodi kao vrednost koja ukazuje na deficit

kod oba pola (85).

Kod starosti, kao i1 kod pola, postoje opre¢ni rezultati o povezanosti sa
vitaminom B12. Prema jednoj grupi istraZivaca, kod starijih osoba niske i subnormalne
koncentracije kobalamina ¢e$¢e su u odnosu na mlade ispitanike (88, 115, 178).
Medutim, prema istrazivanju McMahon 1 saradnika (177), nije bilo razlika prema
starosti izmedu 4 opsega koncentracija kobalamina (37-226 pmol/L, 227-290 pmol/L,
291-370 pmol/L i 371-1247 pmol/L). U naSoj istrazivackoj populaciji starost
pacijenata nije korelirala sa koncentracijama kobalamina u serumu (Tabela 8).
Muskarci, koji su bili statisticki znacajno stariji od Zena, nisu imali vecu zastupljenost
niskih koncentracija i iscrpljenih rezervi vitamina B12. Mogu¢ razlog dobijanja ovakvih
rezultata jeste postojanje rizika za deficit vitamina B12 i kod starijih i kod mladih od 60

godina.

Visoke koncentracije kobalamina u krvi (> 664 pmol/L ili > 900 ng/mL) se,
pored egzogenog unoSenja, mogu javiti i zbog smanjene funkcije bubrega (190).
Poznato je da bubrezi ucestvuju u metabolizmu vitamina B12, ali se o samom
mehanizmu njihovog delovanja jo§ uvek nedovoljno zna (190, 327). Pod normalnim
uslovima kada se kobalamin unosi hranom, glomeruli filtriraju vitamin B12, ali se on
minimalno ekskretuje zbog mehanizma reapsorpcije u proksimalnim tubulima (177).
Ako se pacijentu daju velike koli¢ine kobalamina, visak ¢e se pojaviti u urinu u
prisustvu normalne bubrezne funkcije, jer je mehanizam reapsorpcije podloZzan
zasi¢enju (177). Iz prikazanog istrazivanja iskljuCeni su pacijenti sa vrednostima
kobalamina iznad gornje granice referentnog opsega, pre svega zbog mogucée upotrebe
suplemenata koje nisu prijavili u upitniku. Samim tim nismo ispitivali vezu izmedu
funkcije bubrega i visokih koncentracija vitamina B12. Kada su u pitanju niske i
koncentracije u referentnom opsegu nije uocena korelacija sa kreatininom (Tabela 8)
niti razlika u zastupljenosti razli¢itih nivoa kobalamina izmedu pacijenata sa normalnom

i smanjenom bubreznom funkcijom (Slika 14B).
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Vise statistickih testova pokazalo odsustvo je povezanosti anemije i
koncentracije kobalamina u serumu. Korelaciona analiza nije utvrdila vezu izmedu
koncentracije vitamina B12 1 hemoglobina (Tabela 8). Zastupljenost razliitih nivoa
kobalamina nije se razlikovala izmedu anemi¢nih pacijenata 1 pacijenata bez anemije
(Slika 14A). Takode, binarna logisticka regresiona analiza pokazala je da kobalamin,
kao i folat, nisu znacajni prediktori prisustva anemije (Tabela 14). Druge studije takode
navode podatke da niska koncentracija kobalamina, kao i potvrdeni deficit vitamina
B12, ne znac¢i da ¢e pacijent imati anemiju (82, 124). U populaciji starijih osoba
Bjorkegren 1 Svirdsudd (175) nisu ustanovili znacajnu korelaciju kobalamina, folata,

MMA i Hey sa hemoglobinom.

Koncentracija vitamina B12 nije bila u korelaciji sa koncentracijom folata
(Tabela 9). Zastupljenost niskih koncentracija folata iznosila je 14%. Odredivanje
serumske koncentracije folata u cilju ispitivanja statusa folata ima ograni¢en znacaj
kada je istovremeno prisutan i deficit kobalamina (134, 199). Usled deficita vitamina
B12, dolazi do nagomilavanja folata koji se ne tro$i u metaboli¢kim putevima, jer u
¢elijama nedostaje kofaktor kobalamin. Tada je moguce dobiti normalne koncentracije
folata iako postoji deficit (199). Ne moze se iskljuciti da i u prikazanoj studiji nije bilo
takvih slucajeva, odnosno da su ispitanici imali normalne vrednosti folata zbog niskih

koncentracija vitamina B12.

Homocistein je metabolicki marker deficita vitamina B12 i folata (65). Kao i
metilmalonsku kiselinu, znacajno ga je odrediti u sluc¢ajevima kada koncentracije
kobalamina nisu u skladu sa klinickom slikom pacijenta (111, 134, 166). Medutim,
njegova koncentracija u krvi je pod uticajem i drugih faktora poput pola, starosti,
funkcije bubrega, deficita vitamina B6, tiroidne funkcije (65, 84, 307). Zbog toga se ne
preporucuje koris¢enje Hcy u epidemioloSkim studijama za ispitivanje prevalence

deficita vitamina B12 (248).

Koncentracije Hcy > 15 umol/L, koje ukazuju na deficit kobalamina (84), bile su
prisutne kod 46% ispitanika u prikazanoj studiji. Medutim, izmedu povecanih
koncentracija Hecy 1 niskih koncentracija kobalamina i1 folata nije bilo povezanosti.
Starost i kreatinin su pokazali ve¢i uticaj na vrednosti Hcy od kobalamina i folata. Ovi

parametri su bili u jakoj pozitivnoj korelaciji sa Hey 1 tek nakon korekcije njihovog
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uticaja pojavila se slaba negativna korelacija sa kobalaminom i folatom. ViSestruka
regresiona analiza istakla je kreatinin kao najznacajniji prediktor vrednosti Hcy (Tabela
11). Izmedu polova je postojala razlika prema zastupljenosti razli¢itih nivoa Hcy (Slika
18), jer su muskarci bili znac¢ajno stariji od Zena i imali ve¢u zastupljenost smanjene

funkcije bubrega (Slika 11B).

Rezultati prikazane teze potvrduju ve¢ dokumentovan uticaj starosti i funkcije
bubrega na Hey (65, 84, 240) 1 ukazuju da Hcy kod pacijenata koji imaju rizik za deficit

vitamina B12, ali nemaju klinicku sliku, nije pouzdan pokazatelj statusa vitamina B12.

Analiza MMA je uradena za deo istrazivacke populacije, tj. za 177 pacijenata
koji su imali kobalamina < 300 pmol/L i/ili Hcy > 8 pumol/L. Cilj ovakvog odabira
pacijenata bio je da se obuhvate pacijenti koji imaju vrednosti kobalamina koje bi
trebalo da odgovaraju povecanim vrednostima Hcy (307) ili pacijenti koji imaju
vrednosti Hey koje ukazuju da su rezerve kobalamina pocele da se iscrpljuju (84). U

ovoj grupi ispitanika analizirana je povezanost MMA sa kobalaminom i Hcy.

Za MMA kao biomarkera statusa vitamina B12 koriS§¢ena je grani¢na vrednost
od 210 nmol/L. Koncentracije MMA < 210 nmol/L ukazuju na adekvatnu snabdevenost
kobalaminom kod pacijenata sa normalnim vrednostima kreatinina u serumu (325).
Prema dobijenim rezultatima, 68% pacijenata od 177 imalo je MMA > 210 nmol/L. Za
razliku od izostanka povezanosti niskih koncetracija kobalamina 1 folata sa povecanim
koncentracijama Hcy, pacijenti sa vrednostima MMA > 210 nmol/L imali su znacajno
vecu zastupljenost kobalamina < 150 pmol/L i Hcy > 15 pmol/L u odnosu na pacijente

sa MMA <210 nmol/L (Slika 23).

Kao i u radu Vogiatzoglou 1 saradnika (250), ustanovili smo postojanje pozitivne
korelacije izmedu MMA 1 Hcy i negativne korelacije izmedu MMA 1 kobalamina
(Tabela 12). Korelaciona analiza je ukazala na postojanje povezanosti MMA sa
kreatininom 1 staro$¢u pacijenata, Sto potvrduje rezultate drugih studija (240, 250). Za
razliku od Hcy, na ¢ije je vrednosti najviSe uticala bubrezna funkcija, viSestruka
regresiona analiza je izdvojila kobalamin kao najznacajniji prediktor vrednosti MMA
(Tabela 13). Lewerin i saradnici su, takode, ukazali da bubreZna funkcija ima vec¢i uticaj

na koncentraciju Hcy u odnosu na MMA (240). Istrazivanje Vogiatzoglou i saradnika
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(250) navodi da pol, kreatinin, starost i vitamin B12 zajedno objasnjavaju 16%
varijacije u koncentraciji MMA, dok je na§ rezultat 25% varijacije. U prikazanoj tezi
pol nije bio znacajan prediktor vrednosti MMA, za razliku od istrazivanja Vogiatzoglou
1 saradnika (250). Muskarci 1 Zene se nisu razlikovali prema zastupljenosti razli¢itih

nivoa MMA, ali se nisu razlikovali ni prema zastupljenosti razlicitih nivoa kobalamina.

5.2. Povezanost anemije sa statusom vitamina B12 u odnosu na

funkciju bubrega

Makrocitna anemija u razultatu krvne slike svakako je indikacija za odredivanje
nivoa kobalamina (80). Medutim, normalan MCV nije pouzdan pokazatelj odsustva
deficita vitamina B12 (80, 124). Uzroci izostanka pove¢anja MCV se kod pacijenata sa
deficitom kobalamina istrazuju, a kao moguci razlozi navode se: istovremeno prisutan
deficit gvozda, talasemija, anemija hroni¢ne bolesti (50, 80, 123, 125), zivotni vek
eritrocita i individualna vrednost pacijentovog MCV (80). Takode, odsustvo anemije ne
znali da pacijent nema deficit kobalamina. Publikovana istrazivanja navode razlicite
podatke o procentu pacijenata koji nisu bili anemicni i/ili nisu imali makrocitozu u

prisustvu deficita vitamina B12 (82, 124).

Uzorak pacijenata u prikazanoj tezi je bio heterogen u pogledu prisustva anemije
(55%), smanjene funkcije bubrega (33%) i deficita gvozda (43%). Takode, zastupljenost
smanjene funkcije bubrega bila je veca kod pacijenata sa anemijom. Ispitivanje uzroka
anemije kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega zahteva vise laboratorijskih
analiza. Medu njima su najznacajnije: krvna slika, vitamin B12, folat, koncentracija

feritina, saturacija transferina gvozdem (328).

S obzirom na to da deficit gvozda, kobalamina i folata, kao i smanjena funkcija
bubrega, mogu biti uzro¢nici anemije, ispitana je njihova prediktivna vrednost. Dobijeni
rezultati binarne logisticke regresije pokazali su da koncentracije kobalamina 1 folata
nisu znaajni prediktori prisustva anemije, za razliku od deficita gvozda i smanjene
funkcije bubrega (Tabela 14). Izmedu anemicnih pacijenata i pacijenata bez anemije
nije bilo razlika prema zastupljenosti niskih koncentracija kobalamina (Slika 14A) i
folata (Slike 16B). Takode, pacijenti sa anemijom i pacijenti bez anemije nisu se

razlikovali prema zastupljenosti niskih koncentracija kobalamina i folata kada je
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funkcija bubrega bila normalna i kada je bila smanjena (Tabela 15). Zastupljenost
povecanih vrednosti Hcy nije se razlikovala izmedu pacijenata sa anemijom 1 bez nje

kada su se pacijenti razdvojili prema funkciji bubrega (Tabela 15).

Za razliku od deficita kobalamina i folata, deficit gvoZda je bio znacajno vise
zastupljen kod anemicnih pacijenata (Slika 26). Razlika u zastupljenosti deficita gvozda
izmedu anemicnih pacijenata i pacijenata bez anemije zadrzala se i kada su se pacijenti

razdvojili prema funkciji bubrega (Tabela 15).

Prema dobijenim rezultatima, defict gvozda jeste povezan sa prisustvom
anemije, ali ne i1 deficit vitamina B12 bez obzira na funkciju bubrega. To ne znaci da
deficit kobalamina ne moze da dovode do anemije, ve¢ da moze postojati i u njenom

odsusutvu.

5.3. Uticaj pola i starosti na morfometrijske parametre neurofila i

monocita

UsavrSavanjem tehnologije hematoloskih brojaca potreba za izradom razmaza
periferne krvi znacajno je smanjena. Na Beckman Coulter hematoloSkim broja¢ima
leukocitarna formula dobija se na osnovu morfometrijskih parametara leukocita. Ovi
parametri se dobijaju merenjem promena elektricnog otpora koji je izazvala celija,
provodljivosti struje kroz ¢eliju i rasipanja laserske svetlosti od strane celija. Signali
koje ¢elije generiSu u interakciji sa elektriénim naponom, strujom i svetlos¢u konvertuju
se analogno-digitalno 1 pomocu algoritma obraduju. Kao krajnji rezultat dobijaju se
srednje vrednosti za zapreminu, provodljivost struje i rasipanje svetlosti sa standardnim
devijacijama za neutrofile, monocite, limfocite i eozinofile. Njihova primarna upotreba
jeste diferencijacija leukocita i provera rada hematoloskih brojaca (138, 139). Medutim,
sprovedena istrazivanja ukazuju da se mogu koristiti u prepoznavanju razli¢itih stanja u
kojima dolazi do promene morfologije leukocita poput bakterijskih (142—-149) i virusnih
infekcija (151-153), malarije (154, 155), sepse (150), hematoloskih oboljenja (152, 156,
157), kao 1 deficita vitamina B12 i folata (161, 162). Za sada je americka Agencija za
hranu 1 lekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) odobrila primenu

standardne devijacije zapremine monocita kao ranog markera sepse (160).
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Ocekivano ja da izmenjena morfologija leukocita usled deficita kobalamina i/ili
folata dovede do promene signala preko kojih se CPD parametri odreduju. Takode,
ocekivano je da se zbog naCina odredivanja, promene na CPD parametrima detektuju
ranije nego promene na razmazu periferne krvi. Hipersegmentacija jedra neutrofila
smatra se najranijim hematoloskim markerom megaloblastnih promena u krvi (80, 131),
ali je kod pacijenata sa umerenim oblikom deficita kobalamina slabo korelirana sa
ostalim parametrima statusa vitamina B12 (80, 133). Odredivanje CPD parametara
neutrofila i monocita vrsi se na velikom broju ¢elija, tj. 8000 na hematoloskom brojacu
sa petodelnom diferencijacijom leukocita odredenog proizvodaca instrumenata
Beckman Coulter (139). Time se postize veca tacnost i preciznost u poredenju sa
razmazom periferne krvi kada se analizira 100 ¢elija. Druga prednost CPD parametara
nad razmazom periferne krvi u slucaju potvrde njihovog znacaja u dijagnostici deficita
kobalamina ili folata jeste automatsko dobijanje u sklopu rezultata krvne slike bez

utroska dodatnih reagenasa.

Do sada je uraden mali broj istrazivanja o povezanosti koncentracija biomarkera
statusa vitamina B12 i CPD parametara (161, 162). Risch i1 saradnici su uocili
povezanost snizenih vrednosti koeficijenata varijacije zapremine neutrofila i monocita
sa smanjenim koncentracijama holotranskobalamina kod osoba starijih od 60 godina
bez simptoma deficita (162). Sa druge strane, Simon-Lopez 1 saradnici su ustanovili
povezanost povecanih vrednosti srednjih zapremina neutrofila i monocita sa niskim

koncentracijama kobalamina i folata (161).

Pre analize povezanosti CPD parametara neutrofila i monocita i statusa vitamina
B12, izvrSena je analiza uticaja pola i starosti na ove parametre u kontrolnoj grupi koju
su ¢inili zdravi dobrovoljci. Njihovi hematoloski 1 biohemijski parametri potvrdili su
odsustvo anemije, smanjene funkcije bubrega, inflamacije, deficita vitamina B12 i
folata. Rezultati su pokazali da se vrednosti morfometrijskih parametara neutrofila i
monocita nisu razlikovale izmedu polova, kao ni izmedu starijih i mladih od 60 godina
(Tabela 17). Risch i saradnici (162) su u svom istrazivanju odnosa srednjih zapremina
neutrofila i monocita i njihovih koeficijenata varijacije sa holotranskobalaminom takode

istakli odsustvo uticaja starosti i pola na ove parametre.

139



U prikazanoj studiji analizirani su svi morfometrijski parametri neutrofila i
monocita koji su se mogli dobiti na hematoloSkom brojacu Coulter® LH750
Hematology Analyzer (Beckman Coulter, USA): srednja vrednost za zapreminu,
provodljivost i rasipanje svetlosti, kao 1 njihove standardne devijacije. S obzirom na to
da smo kod svih ispitanika dobili sadrzaj folata u eritrocitima iznad granice koju je
WHO predlozila za deficit (85), ovaj parametar nije ukljucen u statisticku obradu
podaka. Analiza morfometrijskih parametara neutrofila 1 monocita nije ukljucila
ispitivanje uticaja inflamacije, jer je njen uticaj ve¢ potvrden u prethodno objavljenim

istrazivanjima (142—150).

5.4. Uticaj vitamina B12, folata i homocisteina na morfometrijske

parametre neutrofila i monocita

Radi ispitivanja povezanosti CPD parametara neutrofila i monocita sa
koncentracijama kobalamina, folata i Hcy u serumu, pacijenti su podeljeni u 3 grupe
prema koncentraciji vitamina B12 i folata: bez deficita vitamina, sa izolovanim
deficitom kobalamina i sa izolovanim deficitom folata. Za grani¢ne vrednosti koriS¢ene

su koncentracije vitamina koje WHO predlaze za oznacavanje deficita (85).

Uporedene grupe pacijenata se nisu razlikovale prema zastupljenosti polova,
anemije, smanjene funkcije bubrega i deficita gvozda. Takode, nije bilo razlika prema
vrednostima kreatinina i vecine hematoloSkih parametara (hemoglobin, hematokrit,
RDW). Izostanak razlike prema hemoglobinu izmedu pacijenata sa deficitom
kobalamina i folata u odnosu na pacijente bez deficita vitamina potvrda je rezultata
binarne logisticke regresije da kobalamin i folat nisu znaCajni prediktori prisustva
anemije. Postojale su razlike prema starosti 1 broju leukocita, ali su imale mali statisticki

znacaj.

Homocistein je dobar pokazatelj statusa vitamina B12 u slu¢aju manifestnog
deficita (111, 166). Oc¢ekivano je da vrednosti Hcy budu znacajno vece kod pacijenata
sa koncentracijama vitamina B12 1 folata koje oznacavaju deficit u odnosu na pacijente
bez niskih koncentracija ovih vitamina. Medutim, takav rezultat je izostao. Razlog moze
biti koriS¢ena grani¢na vrednost za vitamin B12, kao i drugi faktori koji pored

kobalamina 1 folata uticu na vrednost Hcy. Grani¢na vrednost za kobalamin od 150

140



pmol/L definisana je prema najnizoj vrednosti MMA (85, 307). Kada bi se Hcy koristio
za utvrdivanje adekvatnog nivoa kobalamina, grani¢na vrednost za deficit vitamina B12
iznosila bi 300 pmol/L (307). Prema ovoj grani¢noj vrednosti za kobalamin, u grupi bez
deficita vitamina bilo je pacijenata sa deficitom vitamina B12. Kada se pogleda raspon
vrednosti za Hcy (Tabela 18) moze se videti da u svim grupama postoje koncentracije
Hcy > 15 pmol/L, §to bi znacilo da u svim grupama postoji ili deficit kobalamina i/ili
folata ili je neki drugi faktor doveo do prisustva povecanih vrednosti Hey. Visestruka
regresiona analiza ukazala je na kreatinin kao najznacajniji prediktor vrednosti Hecy
(Tabela 11). Iako se grupe nisu razlikovale prema zastupljenosti smanjene bubrezne
funkcije, njeno prisustvo kod odredenog broja pacijenata u svakoj od uporedenih grupa

doprinelo dobijanju povecanih vrednosti Hey.

S obzirom na to da nije bilo razlika prema anemiji, deficitu gvozda i1 bubreznoj
funkeciji, moze se govoriti o isklju¢ivom efektu koncentracija vitamina B12 i folata na
CPD parametre neutrofila i monocita. Koncentracije folata < 10 nmol/L uticale su na
veci broj CPD parametara u odnosu na koncentracije vitamina B12 < 150 pmol/L.
Pacijenti sa deficitom folata imali su vece vrednosti NeV-SD, MoV-SD, NeC-SD,
MoC-SD i NeS-SD, a nize vrednosti MoC i NeS u odnosu na pacijente bez deficita
vitamina. Promene na parametrima NeV-SD i MoV-SD su ukazale na prisustvo
monocita i neutrofila razli¢itih zapremina, a promene na NeC-SD, NeS-SD, MoC-SD,
MoC i NeS na to da su u krvi pacijenata sa deficitom folata prisutni neutrofili i monociti
sa razli¢itom unutrasnjom strukturom. Najznacajnije razlike su bile prema MoV-SD i

NeC-SD, dok su razlike prema ostalim CPD parametrima imale mali statisticki znacaj.

Vrednosti kobalamina < 150 pmol/L bile su statisti¢ki zna¢ajno povezane samo
sa jednim CPD parametrom, NeC-SD. Na NeC-SD je uticao i deficit folata i njegov
uticaj je bio ve¢i. U ROC analizi za NeC-SD dobijena je dobra dijagnosticka osetljivost
za izolovani deficit vitamina B12 i veoma dobra dijagnosticka osetljivost za

prepoznavanje izolovanog deficita folata (Tabela 21).

Jos jedan CPD parametar koji se istakao bio je MoV-SD. Pacijenti sa deficitom
folata, pored toga Sto su imali vece vrednosti ovog parametra u odnosu na pacijente bez
deficita oba vitamina, imali su ve¢e vrednosti MoV-SD u poredenju sa pacijentima koji

su imali samo deficit kobalamina. Parametar MoV-SD je imao dobru dijagnosticku
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osetljivost za niske vrednosti folata i moglo bi se zakljuciti da je karakteristican za
deficit folata. Medutim, specificnost granicne vrednosti MoV-SD > 18 razlikovala se u
zavisnosti od pacijenata u odnosu na koje je izvrSeno poredenje. Najmanja specifi¢nost
od 56.8% je dobijena u odnosu na pacijente sa niskim koncentracijama kobalamina
(Tabela 23). To upucuje na veéi procenat lazno pozitivnih rezultata kod pacijenata sa
deficitom kobalamina. Mogu¢ uzrok jeste prisustvo normalnih vrednosti folata kod
istovremeno prisutnog deficita folata i kobalamina (199), Sto bi znacilo da je u grupi sa
deficitom kobalamina bilo pacijenata koji su zbog normalnih vrednosti folata svrstani u

ovu grupu iako su zapravo imali deficit folata.

Kao i kod standardnih hematoloskih manifestacija deficita folata i kobalamina,
na osnovu povecanih vrednosti NeC-SD 1 MoV-SD ne moze se ustanoviti da li osoba
ima deficit jednog ili oba vitamina. S obzirom na dobijene male pozitivne 1 velike
negativne prediktivne vrednosti u svim poredenjima za odabranu grani¢nu vrednost,
iako se radi o grupi sa visokim rizikom za deficit kobalamina, ovi CPD parametri imaju

veci znacaj u isklju€ivanju deficita vitamina B12 i folata.

Dobijeni rezultati za CPD parametre se razlikuju u odnosu na objavljene studije.
U prethodno objavljenim istrazivanjima (161, 162) nisu ispitani svi morfometrijski
parametri neutrofila i monocita. Samim tim ostaje nejasno kakve bi rezultate dobili za
standardnu devijaciju provodljivosti neutrofila. Istrazivacke populacije su se takode
razlikovale. Simon-Lopez i saradnici (161) su istrazivali srednje zapremine neutrofilia i
monocita kod pacijenata sa anemijom i bez nje, a anemija je bila jedini kriterijum za
selekciju pacijenata. Risch i saradnici (162) su svoje istrazivanje sproveli u grupi starijih
od 60 godina bez inflamacije 1 bolesti kompatibilnih sa deficitom vitamina B12.
Biomarker statusa vitamina B12 u odnosu na koji je vrSeno poredenje takode je bio
razli¢it. Kod Simon-Lopez i saradnika (161) to su bile niske koncentracije kobalamina i
folata, a kod Risch i saradnika (162) nizak nivo holo-TCII. I ova dva istrazivanja imaju
razli¢ite rezultate. Risch 1 saradnici navode da se srednje zapremine neutrofila i
monocita nisu razlikovale izmedu ispitanika sa razli¢itim koncentracijama holo-TCII
(162), dok Simon-Lopez 1 saradnici navode upravo ove parametre kao razli€ite (161).
Sve navedene razlike izmedu istrazivanja su mogle uticati na dobijanje razlicitih

rezultata.
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5.5. Uticaj metilmalonske Kkiseline i funkcije bubrega na

morfometrijske parametre neutrofila i monocita

Metilmalonska kiselina je metaboli¢ki marker deficita vitamina B12, jer njene
koncentracije poCinju da rastu kada celija nema dovoljno kobalamina za reakciju
indikator u odnosu na serumski kobalamin za klini¢ki manifestni oblik deficita vitamina
B12 (111). Medutim, osetljivost zavisi od primenjenih grani¢nih vrednosti (99).
Ukoliko se kao grani¢ne vrednosti za MMA 1 kobalamin primene vrednosti koje su
sredina opisanih vrednosti u literaturi kada se javlja deficit, razlika prema osetljivosti za
klinicki deficit 1 nije velika, MMA vs kobalamin: 95-98% vs >90% (99). Glavni razlog
zaSto MMA nema veliku primenu u klinickoj praksi jeste cena odredivanja i potreba za
dodatnom laboratorijskom opremom (134). Obi¢no se MMA odreduje onim pacijentima
kod kojih postoji klinicka slika ili sumnja na deficit vitamina B12, ali su koncentracije

kobalamina u referentnom opsegu (134).

Kada je u pitanju SCCD, nema podataka o osetljivosti MMA, jer se ovaj oblik
deficita utvrduje na osnovu biohemijskih parametara za koje ne postoji zlatni standard.
Obi¢no se u odnosu na MMA porede drugi biomarkeri (99). U epidemioloskim
istrazivanjama je prevalenca povecanih vrednosti MMA visa u odnosu na prevalencu
niskih koncentracija kobalamina (98), ali postoje i drugi faktori koji uticu na vrednost
MMA osim deficita vitamina B12 (84, 250). Zato se i preporucuje istovremeno

odredivanje kobalamina i MMA kako bi se izbegli lazno pozitivni rezultati (248).

U prikazanoj tezi ispitivali smo odnos MMA sa ostalim biomarkerima statusa
vitamina B12, kao 1 sa CPD parametrima neutrofila i monocita kod pacijenata sa
rizikom za deficit kobalamina. Koris¢ena je grupa od 177 pacijenata, kojima je
odredena MMA. Iz analize su iskljuceni pacijenti sa deficitom folata zbog uticaja na
CPD parametre. Pacijenti su podeljeni u 4 grupe prema eGFR 1 statusu vitamina B12:
pacijenti bez smanjene bubrezne funkcije i bez deficita kobalamina, pacijenti bez
smanjene funkcije bubrega i sa izolovano smanjenim koncentracijama kobalamina,
pacijenti bez smanjene bubrezne funkcije i sa poveéanom MMA i pacijenti sa

smanjenom funkcijom bubrega i pove¢anom MMA. Vrednosti eGFR < 60 mL/min/1.73
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m? su predstavljale smanjenu funkciju bubrega, a vrednosti kobalamina < 221 pmol/L
1/ili MMA > 210 nmol/L predstavljale su neadekvatan status vitamina B12. Za ove
pacijente nismo koristili izraz deficit kobalamina, jer prema WHO kobalamin < 150
pmol/L oznacava deficit (85). Sa druge strane, pacijenti sa vrednostima kobalamina
150-221 pmol/L imaju iscrpljene rezerve (309). Zato je upotrebljen termin neadekvatan
status vitamina B12. Za samu MMA jo$§ uvek ne postoji konsenzus oko grani¢ne
vrednosti. U prikazanoj studiji koristili smo najmanju grani¢nu koncentraciju koja se
pojavljuje u literaturi kako bismo obuhvatili pacijente koji pripadaju tzv. sivoj zoni i
analizirali da li ¢e imati promene na CPD parametrima. Pored odnosa biomarkera, kao 1
odnosa MMA sa CPD parametrima, Zeleli smo da ispitamo da li ¢e pacijenti sa
izolovano niskim koncentracijama kobalamina (< 221 pmol/L) biti povezani sa

promenama na NeC-SD.

Kada je u pitanju odnos MMA i kobalamina moZe se uociti da su vrednosti
MMA > 210 nmol/L bez obzira na vrednost eGFR bile propracene koncentracijama
kobalamina koje odgovaraju deficitu i iscrpljenim rezervama (Tabela 24). Takode,
pacijenti sa povecanim vrednostima MMA bez obzira na funkciju bubrega imali su
ravnomerno zastupljene izolovano povecane koncentracije MMA 1 kombinovano
povecane vrednosti MMA 1 snizene vrednosti kobalamina (Slika 29). Ipak, postojala je
grupa pacijenata koja je imala niske koncentracije kobalamina bez povecanih vrednosti
MMA. Idealno slaganje biomarkera statusa vitamina B12 nije moguce posti¢i, a
narocito ne u uslovima kada ne postoji zlatni standard i nisu utvrdene grani¢ne vrednosti
za deficit. Moguce objaSnjenje je da odabrane grani¢ne vrednosti ne mogu odgovarati
svim pacijentima, tj. promene u statusu vitamina B12 ne moraju kod svih pacijenata
krenuti od istih koncentracija kobalamina i MMA. Drugo moguce objasnjenje jeste da je
doslo do pada u koncentraciji vitamina B12, ali jo§ uvek ne 1 do porasta MMA, §to

Golding objasnjava u svom modelu nastanka deficita kobalamina (110).

Iako su pacijenti za odredivanje MMA selektovani prema nivou kobalamina <
300 pmol/L i/ili Hecy > 8 umol/L, kao i to da se za Hcy kao metabolicki marker deficita
kobalamina ocekuje da bude povecan kada je i MMA povecana (99), prema nasim
rezultatima Hcy je pratio razliku prema starosti i funkciji bubrega. Pacijenti sa

smanjenom bubreznom funkcijom i pove¢anim MMA vrednostima bili su znacajno
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stariji od ostalih pacijenata i imali su znacajno veée vrednosti Hcy. Slican rezultat za
odnos kobalamina, Hcy 1 MMA dobili smo u prethodno objavljenom istrazivanju kod
pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12, bez inflamacije i sa normalnim MCV
(329). Grupe su formirane prema MMA tercilima: < 226 nmol/L, 227-367 nmol/L i1 >
367 nmol/L. Pacijenti sa vrednostima MMA koje odgovaraju drugom i tre¢em tercilu
imali su znacajno manje koncentracije kobalamina u poredenju sa ispitanicima ¢ije su
MMA vrednosti bile < 226 nmol/L. Vrednosti Hey, uz korekciju uticaja kreatinina, bile
su razli¢ite samo izmedu treceg 1 prvog tercila, tj. izmedu grupa sa vrednostima MMA >
367 nmol/L 1 < 226 nmol/L. Ova dva tercila su se najvise razlikovale prema starosti 1

funkeciji bubrega (329).

U drugom objavljenom istrazivanju (330) ispitivali smo, pored CPD parametara
neutrofila i monocita, uticaj funkcije bubrega na Hcy u prisustvu snizenih koncentracija
kobalamina 1/ili folata. Rezultati su pokazali da bubrezna funkcija ima veci uticaj na
Hcy od niskih koncentracija kobalamina i folata kod pacijenata sa rizikom za deficit
vitamina B12 i normalnim MCV. Razlika prema Hcy je bila prisutna kada su uporedeni
pacijenti sa razliitim statusom vitamina i istom bubreznom funkcijom, kao 1 kada su
uporedeni pacijenti sa istim statusom vitamina, ali razli¢itom funkcijom bubrega (330).
Medutim, u prvom sluc¢aju razlike prema Hcy imale su mali statisticki znacaj, a u
drugom veliki. Takode, vrednosti Hcy kod pacijenata sa niskim koncentracijama
kobalamina 1/ili folata 1 normalnom funkcijom bubrega nisu bile zna¢ajno vece od 15
umol/L. Sa druge strane, pacijenti koji su imali smanjenu funkciju bubrega, bez obzira
na status vitamina B12 i folata imali su vrednosti Hcy znacajno vece od 15 pmol/L

(330).

Navedeni rezultati upucuju da su kobalamin i MMA bolji biomarkeri za SCCD u
odnosu na Hcy. Na Hcy veci uticaj imaju starost pacijenta i1 vrednost kreatinina, tj.
funkcija bubrega. Ove varijable treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata za

Hcy kod pacijenata koji nemaju klinicke manifestacije deficita.

Rezultati poredenja su jo§ jednom potvrdili znacaj bubrezne funkcije kao
prediktora anemije. Kod pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega i povecanim

vrednostima MMA uocene su znacajno nize vrednosti hemoglobina tj. veca
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zastupljenost anemije u poredenju sa pacijentima koji su imali normalnu bubreznu
funkciju bez obzira na status vitamina B12 (Slika 31). S obzirom na to da se grupe nisu
razlikovale prema zastupljenosti polova i statusu gvozda, razlike prema hemoglobinu
bile su posledica smanjene funkcije bubrega. Prisustvo normocitne anemije kod
pacijenata sa smanjenom funkcijom bubrega moze biti nezavisno od deficita gvozda i

vitamina B12, ali zahteva ispitivanje njihovog statusa (331).

Jo§ jedan parametar koji potvrduje da su pacijenti sa vitaminom B12 < 221
pmol/L i/ili MMA > 210 nmol/L imali neadekvatan status kobalamina jeste NeC-SD.
Na njega nije uticala funkcija bubrega, ve¢ samo status vitamina B12. Pacijenti sa
neadekvatnim statusom kobalamina bez obzira na bubreznu funkciju imali su vece
vrednosti NeC-SD u odnosu na pacijente bez deficita vitamina B12. Parametar NeC-SD
je imao dobru dijagnosticku osetljivost za klasifikaciju pacijenata prema kobalaminu ili
MMA (Tabela 29). S obzirom na to da razlika prema drugim CPD parametrima
neutrofila 1 monocita nije bilo, funkcija bubrega i status vitamina B12 nisu uticali na

njih.

U prethodno objavljenom radu (330) opisali smo povezanost CPD parametara
neutrofila i monocita sa deficitom kobalamina i/ili folata u prisustvu smanjene bubrezne
funkcije. Rezultati su pokazali da deficit kobalamina (< 150 pmo/L) i/ili folata (< 10
nmol/L) uti¢e na NeV-SD, NeC-SD, NeS-SD, MoV-SD, MoC-SD 1 NeS, a da funkcija
bubrega nije uticala na ove parametre. Najznacajniji medu CPD parametrima bio je
NeC-SD, dok su razlike prema ostalim CPD parametrima imale mali statisti¢ki znacaj.
Nije ispitivan deficit svakog vitamina odvojeno, samim tim nije se moglo utvrditi koji
od CPD parametara jeste pod uticajem deficita vitamina B12, a koji pod uticajem
deficita folata. U prikazanoj tezi je potvrdeno da su niske koncentracije kobalamina i
folata povezane sa povecanim vrednostima NeC-SD, a samo niske koncentracije folata

sa povecanim vrednostima NeV-SD, NeS-SD, MoV-SD i MoC-SD, i smanjenim NeS.

Povecane vrednosti NeC-SD dobijene su i1 kod pacijenata sa izolovano
smanjenim koncentracijama kobalamina. Pacijent sa normalnom vrednoscu kreatinina i
MMA < 210 nmol/L ne bi trebalo da ima deficit vitamina B12 (325). Medutim, sve
¢elije nemaju jednake rezerve kobalamina i u svim ¢elijama neée istovremeno nastati

metabolicki deficit (110). Nervne ¢elije 1 neke ¢elije krvi imaju male zalihe vitamina
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B12 (110). Kada se iscrpe rezerve kobalamina, koli¢ina vezanog vitamina B12 na TCII
pocinje naglo da opada 1 odmah dolazi do subnormalne sinteze DNK u granulocitima
(110). S obzirom na to da se parametar NeC-SD odnosi na unutrasnju morfologiju
neutrofila, moguce je da je u grupi pacijenata sa izolovano smanjenim koncentracijama

vitamina B12 doslo do promena u morfologiji neutrofila pre pove¢anja MMA.

5.6. Uticaj anemije i statusa gvoZzda na morfometrijske parametre

neutrofila i monocita

Istovremeno prisustvo deficita gvozda i deficita kobalamina dovodi do pojave
normalnog MCV (50). U zavisnosti od toga koji deficit je viSe izrazen, MCV moZe biti
smanjen, normalan ili poveéan (50). Na razmazu periferne krvi uo¢avaju se i mikrociti i

makroovalociti (50), ali se u rezultatu krvne slike pojavljuje normalan MCV.

S obzirom na to da je istrazivanje izvrSeno na uzorku pacijenata sa normalnim
MCYV 1 da je deficit gvozda bio prisutan kod 43% pacijenata, analizirali smo uticaj
deficita gvozda i anemije na CPD parametre neutrofila i monocita. Iz analize su
iskljucene zene sa feritinom > 150 pg/L i muskarci sa feritinom > 200 pg/L zbog rizika
od opterecenja organizma gvozdem (324, 326), kao 1 ispitanici sa deficitom folata.
Pacijenti su zatim podeljeni u 4 grupe prema prisustvu deficita gvozda 1 deficita
kobalamina: pacijenti bez deficita, pacijenti sa izolovanim deficitom kobalamina,
pacijenti sa izolovanim deficitom gvozda i pacijenti sa kombinovanim deficitom gvozda
1 kobalamina. Deficit gvozda je definisan kao feritin < 15 pg/L 1/ili saturacija transferina

<16% (324, 326), a deficit kobalamina kao vitamin B12 < 150 pmol/L (85).

Kombinovani deficit jeste bio prisutan kod odredenog broja pacijenata, ali su
postojali i pacijenti sa izolovanim deficitom gvozda, kao i izolovanim deficitom
kobalamina. U njihovom slu¢aju odsustvo promena u MCV govori o nedovoljno
ispoljenom deficitu gvozda ili kobalamina. Kod pacijenata sa deficitom gvozda, bez
obzira na status vitamina B12, anemija je bila znafajno viSe zastupljena u odnosu na
pacijente bez deficita gvozda (Slika 35). Razlike prema zastupljenosti smanjene
funkcije bubrega nije bilo. Koncentracije sTfR bile su znacajno vise kod pacijenata sa

deficitom gvozda u odnosu na pacijente bez deficita, bez obzira na status vitamina B12.
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Vrednosti sTfR > 1.55 mg/L potvrduju prisustvo anemije izazvane deficitom gvozda

kod pacijenata sa feritinom < 15ug/L 1/ili SAT < 16% (Tabela 32).

Koeficijent varijacije veliCine eritrocita ili RDW jeste parametar na koga uti¢u
faktori koji utiCu 1 na veli¢inu eritrocita. Deficiti gvozda, kobalamina 1 folata svakako
spadaju u te faktore. Povecane vrednosti RDW u prisustvu normalnog MCV upucuju da
u krvi postoje eritrocti razliCitih veli¢ina, ali da je izracunata prose¢na vrednost
zapremine eritrocita u referentnom opsegu. Takode, vrednosti RDW u referentnom
opsegu u zavisnosti od MCV znace da su eritrociti uniformno male, normalne ili velike
zapremine. Rezultati poredenja RDW izmedu pacijenata sa razli¢itim statusom vitamina
B12 i gvozda ukazuju na postojanje razlika. Medutim, prema interkvartilnom rasponu
sve grupe imale su vecinu vrednosti RDW u referentnom opsegu (Tabela 32). Rezultat
RDW se ne moze interpretirati odvojeno od MCV. S obzirom na to da su prema ovim
parametrima pacijenti bili normocitni i bez anizocitoze eritrocita, moZze se zakljuciti da
kod odredenog broja pacijenata deficit gvozda i1 deficit kobalamina nisu bili dovoljno
ispoljeni, dok je kod ostalih pacijenata prisustvo eritrocita normalne zapremine i bez

izrazene anizocitoze moglo biti posledica kombinovanog deficita gvozda i kobalamina.

Razlika prema Hcy je bila prisutna izmedu pacijenata sa izolovanim deficitom
kobalamina 1 izolovanim deficitom gvozda i poticala je od razlike prema starosti. Ostale

grupe, uprkos razlici prema koncentraciji kobalamina, nisu se razlikovale prema Hcy.

Gvozde je neophodno za maturaciju i funkcionisanje ¢elija. Dosadasnje studije o
CPD parametrima nisu se bavile uticajem gvozda, ali postoje studije koje su razmatrale
odnos gvozda i leukocita kroz uticaj na broj, funkciju i morfologiju ¢elija. Gvozde
ucestvuje u oksido-redukcionim reakcijama, sintezi hema i DNK (332). Diferencijacija
monocita 1 makrofaga takode je zavisna od gvozda (332). Narusena sinteza DNK usled
deficita gvozda moZe dovesti do izmenjene apoptoze Celija (332). Medutim, rezultati in
vitro studija o efektu deficita gvozda na apoptozu celija se razlikuju. Prema jednim
autorima apoptoza se povecava u uslovima hipoksije i1 helacije gvozda, a prema drugim
autorima nema razlike u apoptozi neutrofila i mononuklearnih ¢elija u odnosu na
kontrolnu grupu (332). U studiji Berrak i saradnika (332) u anemiji izazvanoj deficitom
gvozda apoptoza neutrofila i monocita je smanjena, kao i procenat nekroti¢nih ¢elija u

poredenju sa kontrolnom grupom. Do povecanja apoptoze je doSlo nakon
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suplementacije pacijenata gvozdem. Prema istrazivanju Ozcan i saradnika (333), u
anemiji deficit gvozda povecava broj granulocita, smanjuje broj limfocita, ali ne utice
na broj monocita. Nije bilo znacajne razlike u ukupnom broju leukocita. Molekulska
osnova ovakvog uticaja gvozda na leukocite jo§ uvek je u velikoj meri neobjaSnjena.
Rezultati istrazivanja Westerman i saradnika (334) su ukazali da pacijenti sa anemijom
izazvanom deficitom gvozda, bez deficita kobalamina i folata, mogu imati u perifernoj
krvi hipersegmentovane neutrofile. Mehanizam uticaja deficita gvozda na
hipersegmentaciju neutrofila jo§ uvek nije poznat. Prema istraZzivanju Lim 1 saradnika
(335) pacijenti sa anemijom izazvanom deficitom gvozda imaju visoku incidencu

leukopenije ¢ija tezina korelirala sa smanjenjem hemoglobina.

U prikazanoj tezi nije utvrdena povezanost broja leukocita, neutrofila i monocita
sa deficitom gvozda. Medutim, rezultati potvrduju uticaj deficita gvozda na unutrasnju
strukturu neutrofila u vidu promena NeS-SD. Pacijenti sa izolovanim deficitom gvozda
razlikovali su se od ostalih pacijenata prema ovom CPD parametru, ukljucujuéi i
pacijente sa kombinovanim deficitom gvozda i kobalamina. Deficit folata, takode, je
uticao na NeS-SD, ali na suprotan nacin. Deficit gvozda je povezan sa smanjenim
vrednostima NeS-SD, dok je deficit folata povezan sa povecanim vrednostima NeS-SD.
Dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se ispitale promene parametra NeS-SD kod
istovremeno prisutnog deficita gvozda 1 deficita folata. Uticaj deficita gvozda na

morfometrijske parametre monocita nije utvrden.

Drugi znacajan CPD parametar u ovom poredenju bio je NeC-SD. Deficit
gvozda i anemija nisu uticali na NeC-SD, ve¢ je promena u vrednostima NeC-SD
pratila promenu u koncentraciji kobalamina. I u prisustvu 1 u odsustvu deficita gvoZzda,

NeC-SD je imao dobru dijagnosticku osetljivost za deficit kobalamina (Tabela 36).

Moguénost da se na osnovu vrednosti NeS-SD prepozna izolovani deficit
gvozda, a na osnovu NeC-SD deficit kobalamina i/ili folata moze olaksati interpretaciju
rezultata krvne slike, naro¢ito normocitne anemije kod pacijenta sa rizikom za deficit
vitamina B12. S obzirom na to da hipersegmentacija neutrofila slabo korelira sa
parametrima statusa vitamina B12 u blazim oblicima deficita, povezanost promena na
NeC-SD sa statusom kobalamina omogucava detekciju njegovog deficita i pre nego Sto

promene postanu vidljive pod mikroskopom.
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6.  Zakljuci

Subklinicki deficit kobalamina podrazumeva da je koncentracija jednog ili vise
biomarkera statusa vitamina B12 izvan referentnog opsega u odsustvu klinickih
manifestacija deficita. S obzirom na to da ne postoji zlatni standard u laboratorijskom
ispitivanju statusa vitamina B12, tesko je re¢i koji biomarker najbolje ukazuje na
SCCD. Jedino je moguce analizirati povezanost biomarkera, tj. odnos njihovih
grani¢nih koncentracija za deficit 1 analizirati uticaje drugih faktora na njihove

vrednosti.

Povezanost povecanih vrednosti standardne devijacije provodljivosti neutrofila i
niskih koncentracija kobalamina i/ili povecanih koncentracija metilmalonske kiseline
ukazuje da kod pacijenata sa subkliniCkim deficitom ipak dolazi do pojave

hematoloskih manifestacija u vidu izmenjene morfologije neutrofila.
U skladu sa postavljenim ciljevima moze se zakljuditi:

1. Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV, korelacija
izmedu koncentracija kobalamina i MMA u serumu veca je u poredenju sa korelacijom
koncentracija kobalamina i Hcy, tj. MMA 1 Hcy. Kobalamin je najznacajniji prediktor

vrednosti metilmalonske kiseline, ali ne 1 homocisteina.

2. U subklinickom, kao i u klinicki manifestnom deficitu vitamina B12, postoji
odreden broj pacijenata koji ima sniZzenu koncentraciju kobalamina (< 221 pmol/L) u
prisustvu normalnih vrednosti MMA (< 210 nmol/L) i obrnuto. Razlog zbog ¢ega se to
desava tek treba utvrditi. Jedno od objasnjenja je da su faze u razvoju deficita u
zavisnosti od uzroka propracene neslaganjem promena u koncentracijama biomarkera.
Drugi mogu¢i razlog je da svim pacijentima ne odgovaraju odabrane grani¢ne vrednosti
za deficit, odnosno da moZe postojati individualna promena u koncentraciji biomarkera

koja odstupa od utvrdenih grani¢nih koncentracija.

3. Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i1 normalnim MCV
koncentracije kobalamina nisu pod uticajem pola, starosti 1 funkcije bubrega. Uticaj
starosti 1 kreatinina postoji na koncentraciju MMA, ali je znac¢ajno manji od uticaja

kobalamina. Na vrednosti Hcy u odsustvu klini¢kih manifestacija deficita vitamina B12
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vedi uticaj imaju kreatinin 1 starost pacijenta od kobalamina. Zbog toga Hcy ne treba da

se koristi u ispitivanju subklini¢kog deficita vitamina B12, ve¢ kobalamin 1/ili MMA.

4. Kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV nije
utvrdena povezanost biomarkera statusa vitamina B12 i anemije. Normalne vrednosti
hemoglobina ne isklju¢uju biohemjiski deficit kobalamina i/ili folata. Na pojavu
anemije kod pacijenata sa rizikom za deficit kobalamina i normalnim MCV najveci
uticaj ima deficit gvozda i smanjena funkcija bubrega. Normalan MCV sa anemijom ili
bez nje moze biti posledica istovremenog prisustva deficita gvozda i deficita
kobalamina, ali moZe biti posledica i nedovoljno ispoljenih izolovanih deficita gvozda i

kobalamina.

5. Kada su u pitanju morfometrijski parametri neutrofila i monocita nije utvrden
uticaj pola, starosti i bubrezne funkcije. Nadena je povezanost povecanih vrednosti
standardne devijacije provodljivosti neutrofila (NeC-SD) sa koncentracijama
kobalamina < 221 pmol/L, folata < 10 nmol/L i MMA > 210 nmol/L. Ovaj CPD
parametar, koji predstavlja razli¢itost neutrofila prema unutrasnjoj strukturi, pokazuje
da pacijenti sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim MCV, a koji imaju niske

koncentracije kobalamina i/ili folata, imaju u krvi i neutrofile razli¢ite morfologije.

6. Koncentracije folata < 10 nmol/L imaju uticaj na veci broj CPD parametara
neutrofila 1 monocita u poredenju sa niskim koncentracijama kobalamina 1 pove¢anim
koncentracijama MMA: NeV-SD, NeC-SD, NeS-SD, MoV-SD, MoC-SD, MoC i NeS.
Najznaajniji medu njima su NeC-SD i1 MoV-SD, tj. standardne devijacije

provodljivosti neutrofila i zapremine monocita.

7. Povecane vrednosti Hcy nisu povezane sa morfometrijskim parametrima
neutrofila i monocita kod pacijenata sa rizikom za deficit vitamina B12 i normalnim

MCV.

8. Snizene vrednosti hemoglobina same po sebi nisu povezane sa promenama u
CPD parametrima neutrofila 1 monocita. 1zolovani deficit gvozda, kao najznacajniji

uzro¢nik anemije, jeste povezan sa smanjenim vrednostima NeS-SD.
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9. Zbog uticaja inflamacije na CPD parametre neutrofila i monocita, NeC-SD ne

moze se koristiti za procenu statusa vitamina B12 1/ili folata u inflamatornim stanjima.

10. Na osnovu promena parametra NeC-SD ne moze se utvrditi da li je deficit
kobalamina 1/ili folata, jer je deficit oba vitamina povezan sa povecanim vrednostima
NeC-SD. Parametar NeS-SD je pogodan za ispitivanje statusa gvozda, ali ne kada je
istovremeno prisutan i deficit folata, jer deficit folata uti¢e na njega. U sluc¢ajevima kada
nema deficita kobalamina i/ili folata, tj. kada nema povecanja NeC-SD, sniZene
vrednosti NeS-SD mogu ukazati na izolovani deficit gvozda. Odgovarajuéim izborom
grani¢ne vrednosti moguce je dobiti visoku negativhu prediktivhu vrednost za oba

parametra i koristiti ih za isklju¢ivanje deficita kobalamina, folata i gvozda.

11. U slucaju da se NeC-SD koristi kao indikator deficita kobalamina i/ili folata
potrebno je njegove povecane vrednosti potvrditi testovima za vitamin B12 1 folat. S
obzirom na to da nema razlike izmedu povezanosti NeC-SD sa kobalaminom i NeC-SD

sa MMA, kobalamin bi trebalo da bude test izbora zbog vece dostupnosti i nize cene.
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e [a avcepTauuja y UenuvHu HW y genoBuMa Huje Buna npegnoxeHa 3a cTuuame
Apyre Aunnome npema CcTygujCKUM nporpaMmma Apyrux BUCOKOLLUKOMCKMUX
yCTaHoBa;
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W3jaBrbyjem Aa je wramnada Bep3uja MOr OKTOPCKOr paja WCToBeTHa €NEKTPOHCKO]
BEpP3njn kojy cam npefao/na pagv noxpareHa y [urutanHom penosuTopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpapy.

[osBorbaBam fAa ce objase Moju NWYHW nodauu Be3aHwu 3a dobujare akafemckor
HasWBa [OKTOpa Hayka, kao WTO Cy UMe W Npe3ume, roguHa i MecTo pofewa 1 fatym
oabpaHe paga.

OBWM nNW4HW nopaun mory ce o06jaButv Ha MpEexHUM CcTpaHuuyama aurutanHe
6MBNMOTEKE, Y ENEKTPOHCKOM KaTtarnory 1 y nybnukaunjama YHusepautera y Beorpapy.
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O6pazau 7.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky. 6ubnuoteky ,CseTosap Mapkosuh® fga y [Aurutantu

penosutopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacrnoBOM:
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Wgsfuus D42V 1F
KOja Je MOje ayTOPCKO Oeno.

[vcepTaumjy ca CBMM Npuno3vmMa npefao/na cam y enekTpoHCKOM oopmMarty norogHom
3a TpajHo apxuBupame.

Mojy [QOKTOpcKy AwucepTauMjy noxpareHy y [urutanHom  penosvTopujymy
YHuBepauteTa y Beorpagy v 4OCTynHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTy Aa KOpUCTE CBW
koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
C?;Ay“ropcmo — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HekomepumjanHo — aenuti nog uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6e3 npepapa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — genuTu noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aokpyXuTe camo jeHy o4 WecT NoHyheHWx nuueHum.
KpaTak onvc nuueHUm je cactaBHW Ae0 oBe u3jase).

MoTtnuc ayropa
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1. AytopcTBo. [J03BOrbaBate yMHOXaBawe, AMCTpUbYLM)y W jaBHO caoniTaBake
fnena, v npepage, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HauuwH oapeheH o4 cTpaHe ayTopa
UnW gasaoua NUUEeHUe, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobodHuja oA CBUX
NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HeKomepuwujanHo. [lozsorbaBaTte ymHOXaBatbe, AUCTpMOyuuMj)y v
jaBHO caonwTasatbe Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTtopa Ha HauvH oapeheH
og CTpaHe ayTopa unu aasaoua nuuedue. OBa nuueHua He 403BOrbasa koMepLmjanHy
ynotpeby fena.

3. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo — Ge3 npepapga. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBare,
avcTpubyumjy w jasHo caonwTaBake Aena, 6es npomeHa, npeobruvkosarba UNW
ynotpebe Agena y CBOM feny, ako ce HaBede ume ayTopa Ha HauvH oapeheH of
cTpaHe ayTopa wnv aasaoua nuueHue. OBa NuueHUa He A03BOrbaBa KoMepuujanty
ynoTpeby gena. Y ofHOCy Ha cBe ocTane nuueHue, 0OBOM JSIMUEHLIOM Ce orpaHuqasa
Hajsehu obum npaea Kopuwhera nena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — AenuTH noj UCTUM ycnoBuma. [lozBorbasate
yMHOXaBawe, AucTpubyuunjy v jaBHO caoniiTasarbe Aena, U npepajae, ako ce Hasene
“Me ayTopa Ha HadyuH odpefeH o/l cTpaHe ayTopa wiv Aagaoua nuleHue 1 ako ce
npepaga ouctpubyupa nog WMCTOM WM cnuuHoM nuueHuom. Osa nuueHua He
[l03BOMbaBa komepuwjanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AyTopcTBo — Ge3 npepapga. [lo3BorbaBaTe ymHOXaBatbe, AUCTpubyuujy n jasHo
caonwTasare Aena, 6e3 npomeHa, Npeodbnukosarsa unu ynotpebe genay ceoM geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe aytopa unu Aasaoua
nuueHue. OBa nuueHua A03BorbaBa kKoMmepuujanHiy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO — AenuTu nop WUCTUM ycroBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
ancTpubyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBare Aena, v npepaje, ako Ce Haeeae ume aytopa Ha
HauyvH oapeheH o4 cTpaHe ayTopa WnuW jJaBaoua NUUeHLue W ako ce npepana
ancTpubympa nog WCTOM WKW CrvyHOM  nuueHuoMm. OBa nuueHua [03BO/basa
komepumjanHy ynotpeBy gena u npepaga. CnudHa je coTBEPCKUM nuueHUama,
OHOCHO NUUEeHLamMa OTBOPEHOr Koaa.



