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za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod naziyma ¢aj odredivanja biomarkera
resorpcije i stvaranja kostiju kod pacijenata sa kiajnjim stadijumom bolesti bubrega”
kandidata diplomiranog farmaceuta — medicinskodnd&miara Nede Milinkow, zaposlene
u Centru za medicinsku biohemiju Kldkiog centra Srbije u Beogradu. Komisija je
pregledala priloZzenu disertaciju i podnosi Nastamaa@nom veu Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu slede

IZVESTAJ
A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacije diplomiranog farmaceuta — iciadkog biohemiara Nede Milinkow
pod nazivom,Zna¢aj odredivanja biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju kod
pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bubrega” napisana je jasnim i preglednim
stilom na 214 strana, ima 55 tabela, 51 sliku i 8&#%aturna navoda. Sadrzaj doktorske
disertacije je izloZzen u sleéien poglavljima: Uvod, Cilj rada, Materijal i metodRezultati,
Diskusija, Zaklj@ci, Sumarni zakljgci i Literatura.

Uvod se sastoji izetiri dela. U prvom delu objasnjen je kkiki znataj, metode odidvanija i
referentni interval specifinih biomarkera metabolizma kostiju: koStanog izamazalkalne
fosfataze (engl. bone isoenzyme of alkaline phadsglea BALP), tartarat rezistentnog
izoenzima kisele fosfataze (engl. tartrate resistaid phosphatase, TRAP) i beta-karboksi
terminalnog dela ukrsStenih veza kolagena (engl.a-batboxy terminal cross-linking
telopeptide of type | collagen, beta CTx). Drugiodebjasnjava Kliriki znataj, metode
odralivanja i referentni interval prepatenih biomarkera metabolizma kostiju (ukupni
kalcijum, neorganski fosfat, proizvod kalcijumaoisfora, magnezijum, intaktni paratiroidni
hormon (iPTH) i 25-hidroksi vitamin D (25D). U tem delu objaSnjena je funkcija bubrega
kod pacijenata sa krajnjim stadijumom bolesti bgar€KSBB). Ucetvrtom delu analizirani
su razltiti nivoi metabolizma koStanog tkiva kod KSBB pactiata, tj. objasnjeno je do kojih
promena na kostima mozedl&ao posledica hrotine bolesti bubrega.



Kost je metabotiki aktivno tkivo koje podleze stalnom remodelovakijaz procese stvaranja
i resorpcije. Masu kostiju je mo&e proceniti denzitometrijskim tehnikama, algijau i
strukturu kostijuin vivo je teSko izmeriti. Histomorfoloski parametri kgstimogu da se
utvrde nakon biopsije kostiju, mada za ovu invaaivmetodu retko postoji opravdana
indikacija. Suprotno statkim merenjima, pomé& biomarkera kostiju je mogda pratiti
dinamiku metabolizma kostiju.

Biomarkeri stvaranja i resorpcije kostiju su fiziski poveéani i u ravnotezi u detinjstvu, za
vreme rasta, i zarastanja rana, pa imaju mali dgatfki znataj. Kada postoji neravnoteza u
procesu remodelovanja koStanog tkiva, dolazi dangme mase i oblika kostiju, tako da
promene serumskih biomarkera koStanog prometa, magukazu u kom pravcu se menja
metabolizam kostiju (ubrzan ili usporen).

Biomarkeri metabolizma kostiju su enzimi i ne-engkinpeptidi koji se osloltaju iz ¢elija i
ne-¢elijskih struktura kostiju i klasifikuju se premaetaboltkom procesu koji oslikavaju.
Klini ¢ki znatajna je podela na biomarkere stvaranja i resorjoigtiju. Biomarkeri stvaranja
kostiju su proizvodi aktivnih osteoblasta i ukazuag njihovu aktivnost i formiranje kostiju.
Biomarkeri resorpcije kostiju su proizvodi aktivtiogsteoklasta i proizvodi raspadanja
kolagena kostiju.

Remodelovanje koStanog tkiva je pod stalnim utimwajemetabolizma kalcijuma, fosfata,
magnezijuma, kao i brojnih hormona, primarno horenquaratiroidne Zlezde i 1,25D.
KosStano tkivo se gotovo u celosti sastoji od kaltig (90%), fosfata (85%) i magnezijuma
(55%). Koncentracije kalcijuma, fosfora i magnemipy u organizmu zavise od kamag
udruzenog uticaja talozenja i resorpcije mineralatifu, intestinalne apsorpcije i ekskrecije
putem bubrega. Ova tri procesa su primarno requdisa PTH i 1,25D.

Medicina zasnovana na dokazima je bila osnov zanidahje vodia (Kidney Disease
Outcomes Quality InitiativeDOQI) za préenje metabolizma i bolesti kostiju kod KSBB
pacijenata. Vodi prepor@uju da se metabolizam kostiju prati odik@anjem ¢etiri osnovna
biomarkera: ALP, kalcijum, neorganski fosfat, iPTEb-hidroksi vitamina D (25D).

Oboljenje bubrega nastaje kao posledica velikogabatoljenja i porem@&ja koji slabe
funkciju bubrega. Najpre slabi funkcija nefrondtrifiaju¢ih jedinica bubrega, Sto dovodi do
nemoguynosti bubrega da ukloni otpad i viSakresti. Hronéna bolest bubrega se definiSe
smanjenim stepenom funkcije bubrega (< 60 mL/m#t81y7) u periodu od tri meseca ili
viSe. Nacionalna ameka druzenjalNational Kidney FoundatigrNKF) i KDOQI predlozila
su klasifikaciju hronine bolesti bubrega u 5 stadijuma u zavisnosti dthéeoStéenja ili
stepena smanjenja funkcije, a na osnovu nivoa gloar@e filtracije. Stadijum 1 se
karakteriSe blagim smanjenjem funkcije bubrega,om& je GFR normalan (funkcionalno
vise od 90% bubrega ili GFR > 90 mL/min/1,73¥)mali sa izmenjenim hemijskim i
mikroskopskim karakteristikama urina. Stadijum 2rdkderiSe blago smanjenje funkcije
bubrega, sa GFR koja ukazuje na 60-89% funkcijeemzbili GFR 60-89 mL/min/1,73m
Stadijum 3 karakteriSe umerena hkord slabost bubrega u kome GFR ukazuje na 40-59%
funkcije bubrega ili umerena do ozbiljno smanjenaktija bubrega sa GFR od 30-44



mL/min/1,73 nf. Stadijum 4 karakterise teSka hrima slabost bubrega u kome GFR ukazuje
na 15-29% funkcije bubrega. Stadijum 5 karaktepidslednji stadijum slabosti bubrega u
kome GFR ukazuje na manje od 15% funkcije bubrdig&FR < 15 mL/min/1,73
Obi¢no bolest bubrega pmje sporo i neprimetno, a napreduje tokom godiBlabljenje
funkcije bubrega je individualno i ne smanjuje sekem pacijentu sa hramom bolesti
bubrega, funkcija bubrega od stepena 1 do stepeBtadijum 5 se naziva i krajnji stadijum
slabosti bubrega. U KSBB je svega 15% normalnevadsti, ali ne zn& nuzno i prestanak
funkcije bubrega.

Da bi se odrzala funkcija bubrega i zivot pacijemaophodna je dijaliza ili transplantacija
bubrega. Dijaliza i transplantacija bubrega supiggazamene bubrega (replacement therapy)
jer se sa njima pokuSava zameniti normalno funksame bubrega. Predijalizni bolesnici
koji su kandidati za donaciju bubrega, dok se nezbbdi adekvatan transplant, moraju da
budu odréeno vreme na dijalizi, od nekoliko meseci do trdige. Metutim, bolesnici koji
nisu odgovarajéi za transplantaciju bubrega, zbog ozbiljnih zdraesih problema kao to
su kanceri i teSka &na oboljenja, moraju da budu na dijalizi do keajata. Obéno je ovo
sigurnija opcija od transplantacije. Postoje dpa tlijalize: hemodijaliza (HD) i peritonealna
dijaliza (kontinuirana ambulatorna peritonealnaldip, CAPD).

Poreméaj mineralnog i koStanog metabolizma desta pojava kod KSBB pacijenata. U
literaturi su ovi porem@ji bili sveobuhvatno definisani jednim imenom -—natna
osteodistrofija. Méutim, vodti KDOQI ukazuju da Kklintke, biohemijske i promene
snimaka nakon denzitometrije, mogu da se smatrapnifn klinkkim entitetom ili
sindromom. Zato se predlaze nov naziv ovom poéaje mineralni i koStani porenaji u
hronicnoj bolesti bubregaGhronic Kidney Disease—Mineral and Bone Disord€KD-
MBD) Glavne karakteristike ovog poretiaga su: hipokalcemija, sekundarni
hiperparatiroidizam, hiperfosfatemija, smanjenastinalna apsorpcija kalcijuma, poreee
metabolizam vitamin D, poreré@ koStanog prometa, kalcifikacija mekih tkiva, degfe
koronarnih arterija i $anih valvula, izmenjen metabolizam fosfata, kaltigui magnezijuma
u bubrezima, periferna vazodilatacija (svrab), pnolalna miopatija, ulceracija koze i
nekroza mekih tkiva. Retak ovih promena se deSava u ranim stadijumimaidme bolesti
bubrega i nastavlja smanjenjem bubrezne funkdijé uicajem razltitih terapijskih pristupa
ovim pacijentima. Priroda i tip poredega kostiju zavisi o bolesnika, a histomorfoloski
parametri pomazu u Kklasifikaciji oboljenja koStantigva u nekoliko dijagnostkih
kategorija: blago hiperparatiroidno oboljenje kpstisrednje do teSko hiperparatiroidno
oboljenje kostiju, meSano oboljenje kostiju, ostatanija i adinantina bolest kostiju. Neki
pacijenti mogu da razviju samo jedan tip oboljemjak se kod nekih moze javiti meSana
bolest koStanog prometa. Talese mogu javiti osteoskleroza, osteoporoza i psta(a.
Blage promene metabolizma kostiju se mogu detektouva ranim stadijumima hrotine
bolesti bubrega (Stadijum 2), ali slabljenjem fujkcbubrega ovi porentaji se jako
pogorSavaju. Dodatni faktori koji mogu da menjajwetabolizam kostiju kod KSBB
pacijenata su starost, postmenopauzalni status, masricioni nedostatak vitamin D, lekovi
koji menjaju metabolizam vitamina D (antikonvuldivimaligniteti sa ili bez metastaza i
dugotrajna imobilizacija.



Prema KDOQI vodiima, preporuke su da se u odnosu na tri ¢g@alinivoa iPTH moze
proceniti ubrzan, normalan ili usporen metabolizastiju (< 150 pg/mL, 150-300 pg/mL, >
300 pg/mL). Uzimajti u obzir da grarine vrednosti iPTH koje se koriste u proceni nivoa
metabolizma kostiju zavise od metode kojom se bu@parker odréuje, objavljene su nove
preporuke Kidney Disease Improving Global Outcomé&DIGO) o zn&aju dvostruke i
devetostruke vrednosti gornje granice referentmégrvala za iPTH (130-585 pg/mL), posto
se smatra da su vrednosti IPTH > 400-600 pg/mL us&eezane sa morbiditetom i
mortalitetom kod pacijenata na dijalizi. Méim, ne postoji univerzalni standard potuo
kojeg se mogu Kalibrisati raziii testovi za IPTH. lako je preporuka da se kor@&/646
Internacionalni standard, joS uvek se ispitujec¢apataloniranja razlitih metoda ovim
kalibratorom. Prema tome, promena prvobitno preferiln opsega za vrednosti iPTH prema
KDOQI, u Siri opseg vrednosti prema KDIGO je santegantan nén da se prevadu
problemi varijabilnosti izméu metoda, bioloSka varijacija PTH i maguwticaj razlgite
terapije na dijagnosiki zakljucak. Takale, vrednosti iPTH u ovom ispitivanju su odireane

u periodu pre objavljivanja KDIGO preporuka, zbdgga su u radu kodéne KDOQI
preporuke.

Zlatni standard za definisanje tipa renalne osstomfije prema NKF i KDOQI vodima je
biopsija kostiju, tj. analiziranje histomorfoloSkimarkera kostiju. Mé&utim za biopsiju
kostiju retko postoji opravdana indikacija, a ovavdazivha metoda se ne moZesto
ponavljati. Mada do sada ni za jedan biomarker ii@nja i resorpcije kostiju nije potden
dovoljan nivo dijagnostke tanosti, postoji veliki broj literaturnih podatakajkakazuju na
¢injenicu da biomarkeri formiranja i1 resorpcije kpst jako dobro koreliraju sa
histomorfoloskim markerima.

U skladu sa timCilj doktorske disertacije je bio da se utvrdi &@jadretivanja biomarkera
resorpcije i stvaranja kostiju kod KSBB pacijendfiatom smislu je prvo bilo potrebno da se
utvrdi pouzdanost korégnih testova za sve biomarkere koji su mereni unser alkalna
fosfataza (ALP), koStani izoenzim alkalne fosfatdBALP), tartarat rezistentni izoenzim
kisele fosfataze (TRAP), beta-karboksi terminakeo dikrStenih veza kolagena | (beta-CTx),
proizvod jona kalcijuma i neorganskog fosfata (Qaxftaktni paratiroidni hormon (iPTH) i
25-hidroksi vitamin D (25D). Takte, bilo je neophodno odrediti referentne vrednpatsve
analizirane biomarkere kod zdrave populacije, titkmine grupe, koje su karakteriste za
svaku medicinsku laboratoriju, kako bi se ugorale sa vrednostima ALP, BALP, TRAP,
beta-CTx, jona kalcijuma, magnezijuma i neorganskogfata, CaxP, iPTH i 25D kod
predijaliznih pacijenata, hemodijaliziranih pacg¢a (HD) i pacijenata na kontinuiranoj
ambulatornoj peritonealnoj dijalizi (CAPD).

Takade, bilo je potrebno ispitati raspodelu vrednostalesiranih biomarkera resorpcije i
stvaranja kostiju kod KSBB pacijenata, kao i evairtuuticaj pola i godina starosti. Posto je
ispitivana populacija obuhvatala bolesnike koji reu terapiji razititim vrstama dijalize i
razlicitog trajanja ove terapije planirano je da se &pitkojoj meri su izmenjene vrednosti
ispitivanih biomarkera u odnosu na trajanje digliali i u kojoj meri se razlikuju ispitivani
biomarkeri u odnosu na vrstu dijalize (HD i CAPD).



Posto su trenutne preporuke da se nivo metaboliamstju kod predijaliznih pacijenata i
pacijenata na dijalizi procenjuje na osnovu nespeth biomarkera za tkivo kostiju (ALP,
jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog fosfé&@H i 25D), planirano je da se spedifi
biomarkeri osteoklasta, osteoblasta i kolagenaijkp8ALP, TRAP i beta-CTx uporede sa
prepordenim biomarkerima kod KSBB pacijenata i u odnosukaoatrolnu grupu. U tom
smislu, ispitana je korelacija koncentracija BALPRAP i beta-CTx sa vrednostima
preporienih biomarkera (ALP, joni kalcijuma, magnezijunmeorganskog fosfata, CaxP,
iPTH i 25D).

Preporuke su da se u odnosu na tri égalinivoa iPTH moze proceniti ubrzan, normalan ili
usporen metabolizam kostiju, pa je planirano dessiéa u kojoj su meri izmenjene vrednosti
specifenih biomarkera u odnosu na prep&ne, u sva tri nivoa vrednosti iPTH (< 150
pg/mL, 150-300 pg/mL, > 300 pg/mL), odnosno kogirbarker najbolje prati niske, srednje i
visoke nivoe iPTH, tj. pomi koga biomarkera je mo@e proceniti nizak, normalan ili
ubrzan metabolizam kostiju. Tak®, kod KSBB pacijenata adekvatno dozirana terapija
vitaminom D, moze u velikoj meri spfié pogorSanje metabolizma kostiju upravo na osnovu
vrednosti speci@inih biomarkera kostiju uz paralelno merenje nivé®2U odnosu na ovu
¢injenicu, ispitivée se u kojoj meri su izmenjeni analizirani biomarkedd nedovoljnih i
dovoljnih nivoa 25D, tj. koji biomarker najbolje ta&ira sa nivoima 25D. Kao posledica
dugotrajne bolesti bubrega i neadekvatnog regylisaivoa kalcijuma i fosfora, kod KSBB
pacijenata mozZze da se razvije kalcifikacija meldlva, nafeXe vaskularna kalcifikacija.
Preporuke su da proizvod CaxP bude kontrolisan kalse izbegla ektopna kalcifikacija.
Zato je bilo potrebno da se ispita kako nivo Cardtippiomarkere metabolizma kostiju u sva
tri nivoa iPTH, kao i nedovoljne i dovoljne nivo&2 (< 50 nmol/L i > 50 nmol/L).

Takade, da bi se potvrdio znaj pojedingnih biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju kod
KSBB pacijenata u detekciji smanjenog metabolizrostiju, potrebno je bilo da se ispitaju
dijagnostéke vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx, kao i prepmmih biomarkera za
metabolizam kostiju kod KSBB pacijenata, u odnoaupreporden granéni nivo iPTH (<
100 pg/mL) za adinarénu bolest kostiju.

U poglavlju Materijal i metode dati su podaci odgesnicima, n&nu sakupljanja uzoraka i
primenjenim metodama. U ovom radu obulerse su tri grupe bolesnika: populacija
predijaliznih pacijenata koji imaju krajnji stadijubolesti bubrega ali koji nisu joS na dijalizi,
prema klasifikaciji KDOQI vodia. Predijalizni pacijenti su primljeni na Klinikuaz
nefrologiju, Klinickog centra Srbije, radi njihove rutinske kontrolejak se sprovodi radi
evaluacije bolesti. Druga grupa bolesnika su biBB8 pacijenti koji su na hro&mom
programu hemodijalize na Klinici za nefrologiju, iKikkog centra Srbije. Téa grupa je
obuhvatala bolesnike sa krajnjim stadijumom bolbstirega koji su na programu CAPD u
dnevnoj bolnici poliklinekog odeljenja Klinike za nefrologiju, Klinkog centra Srbije.
Biohemijske analize za ove pacijente su ddree u laboratoriji Sluzbe za poliklikiu
laboratorijsku dijagnostiku, u Centru za medicindkohemiju, Klinckog centra Srbije u
Beogradu.



Obuhva&eno je ukupno 266 pacijenata: 40 predijaliznih jeaeta koji imaju GFR < 15
mL/min/1,73 nf (18 Zena i 22 muskarca), 114 CAPD pacijenata & 65 muskaraca) i
112 pacijenata koji su na hrénom programu hemodijalize tri puta nedeljno (53ezeb9
muskaraca). Progeo trajanje programa HD iznosi 76 meseci, a CAPDn2Seci. Prosae
godine starosti predijaliznih bolesnika su od 2082godine, HD bolesnika od 25 do 79
godina, a CAPD bolesnika od 30 do 84 godine. Uzhmdesti bubrega kod predijaliznih
pacijenata bili su: hrotini glomerulonefritis (N = 12), hipertenzivna nefata (N = 10),
hronicni pijelonefritis (N = 8), policistina bolest bubrega (N = 4), balkanska endemska
nefropatija (N = 4) i drugi (N = 2). Uzroci boles$tiibrega kod HD pacijenata bili su: hrémii
glomerulonefritis (N = 21), vaskularni nefritis (W 18), hipertenzivna nefropatija (N = 15),
opstruktivna nefropatija (N = 13), dijab&ta nefropatija (N = 12), kalkuloza bubrega (N =
10), tubulointersticijalni nefritis (N = 8), nefrogioskleroza (N = 7), policistna bolest
bubrega (N = 5) i drugi (N = 3). Uzroci bolesti baha kod CAPD pacijenata bili su:
hronicni glomerulonefritis (N = 19), hipertenzivha nefaedpa (N = 17), hronini
pijelonefritis (N = 14), policistina bolest bubrega (N = 17), opstruktivha nefropatijl =
12), dijabettna nefropatija (N = 16), tubulointersticijalni niés (N = 10) i drugi (N = 9).

Za odrgivanje referentnih intervala u ispitivanje je ukigno i 50 zdravih osoba (kontrolna
grupa, KG), dobrovoljaca (27 zena i 23 muSkarcafoshe dobi od 25 do 70 godina. Osobe
su odabrane na osnovu rezultata laboratorijskifowas(bili su u okviru referentnih intervala
koji se koriste u sluzbi za polikligku laboratorijsku dijagnostiku, Centra za medicinsk
biohemiju, Klinikkog centra Srbije) i upitnika popunjenog predemja krvi. Na osnovu
upitnika odabrane su osobe bez prisustva bnag ili akutnog oboljenja i koje nisu uzimale
farmakoloski aktivne supstance. Uzorci krvi preltijaih pacijenata su sakupljani izdwe7 i

9 ¢asova, posle perioda gladovanja, kada su pacijetizili na redovne kontrole, a uzorci
krvi HD i CAPD pacijenata su sakupljani neposreqme terapije dijalizom. Ispitivanje je
odobreno od strane Ekiog odbora Klinikog centra Srbije u Beogradu.

Metode

Alkalna fosfataza, kisela fosfataza, prostadi kisela fosfataza, ukupan kalcijum, neorganski
fosfat i magnezijum su odiani fotometrijskom metodom na Olympus AU2700 ISE
analizatoru (Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg,n&ery). Proizvod kalcijuma i fosfora
se izr&unavao mnozenjem izmerenih vrednosti ova dva pdrang svakog pacijenta.
Vrednosti za TRAP su prafanavane iz razlike ukupne kisele i prostadi kisele fosfataze za
svakog pacijenta. KosStani izoenzim alkalne fosfatge odrdivan tehnikom elektroforeze
upotrebom komercijalnih agaroznih gelova na sernw@aatizovanom aparatu Hydrasis
(Sebia, Francuska). Uzorci su analizirani u duplikdako da se lektin reagens koristio u
jednoj traci da izdvoji jetrene i koStani izoenzitadvojene frakcije alkalne fosfataze su
kvantifikovane na GELSCAN denzitometru (Sebia, Egnkori€enjem CCD tehnologije,
zatim su se migracije izoenzima u parnim trakamaedgite, a koncentracija BALP
izratunavane su iz koncentracije ukupne alkalne foséatBeta-CTx i iPTH su oddéevani
metodom elektrohemiluminiscencije (ECLIA) na anala@u Roche Elecsys 2010 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). KoncentracigbD su odrdivane
hromatografskom tehnikom upotrebom obrnutih fazaraadvajanje, na HPLC sistemu
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(Recipe, Munchen, Germany). Kvantitativna analizaia/odila nakon UV detekcije na
ChromLiné softveru, verzija 4.20.

Procena dijagnosike vrednosti ispitivanih biomarkera dema je primenom ROREceiver
Operating Characteristicanalize.

Za statisttku analizu i dobijanje dijagrama koéeéni su kompjuterski statigki programi
SPSS Statistics for Windows, verzija 17.0 (SPSS @hicago, lllinois) i MedCalc softvare,
2008, Mariakerke, Belgium).

Poglavlje Rezultati sastoji se iz Sest delova. U prvom delu prikazane aralittke
karakteristike metoda za odreanje ispitivanih biomarkera (ALP, BALP, TRAP, bBe€TX,
joni kalcijjuma, neorganskog fosfata, magnezijumaxf; iPTH i 25D). Pouzdanost
koristenih testova za sve biomarkere koji su mereni wrserje ispitana odddgvanjem
nepreciznosti u seriji i nepreciznosti iz dana a.ddepreciznost u seriji je ispitana 10 puta
ponovljenim odrdivanjem u jednoj seriji u kontrolnim uzorcimapoolovima seruma.
Nepreciznost iz dana u dan (izéoe serija) je ispitivana oddé/anjem istih kontrolnih
uzoraka seruma poolova u toku uzastopnih 10 dana. Eraati su statistki parametri
ispitivanja nepreciznostl{] — srednja vrednost, Sd — standardna devijacija; Kaeficijenat
varijacije).

U drugom delu su prikazane vrednosti ispitivanilonbirkera u kontrolnoj grupi. Radi

dobijanja referentnih vrednosti odreanih parametara, odtene su aktivnosti, odnosno
koncentracije ALP, BALP, TRAP, beta-CTx, kalcijumeorganskog fosfata, magnezijuma,
CaxP, iPTH i 25D u serumima zdravih osoba, dobgjacal (kontrolna grupa). Kontrolnu

grupu jecinilo 50 zdravih osoba, 23 muskarca (46%) | 27 Z&d&%6), starosne dobi od 25 do
70 godina, koji su odabrani direktnom metodom. URtju¢ivanju osoba u kontrolnu grupu

primenjeni su neophodni kriterijumi kao Sto su aiga bolesti, neunoSenje farmakoloSki
aktivnih supstanci i normalno fiziolosko stanje.k®de, primenom Kolmogorov-Smirnov

testa ispitano je da li vrednosti odieanih biomarkera (ALP, BALP, TRAP, beta-CTx,

kalcijuma, neorganskog fosfata, magnezijuma, C&PH i 25D) u serumu prate Gauss-ovu
raspodelu kod ispitanika zdrave populacije. UpairelStudent t-testa za biomarkere koji su
imali normalnu raspodelu i Mann-Whitney U testalwamarkere koji nisu imali normalnu

raspodelu ispitano je da li postoji statiktiznatajna razlika u vrednostima u odnosu na pol i
godine zivota u kontrolnoj grupi.

U trecem delu prikazana je raspodela vrednosti biomarkesarpcije i stvaranja kostiju kod
KSBB pacijenata, kao i statigki parametri ispitivanih biomarkera u odnosu na ipgbdine
Zivota posebno za predijalizne pacijente, HD i CAp4dzijente, kao i u odnosu na trajanje
dijalize za pacijente na dijalizi (HD i CAPD). Zaaki parametar Student t-testom ispitano je
da li postoji statistiki znatajna razlika u dobijenim vrednostima biomarkeragriemenom
Kolmogorov-Smirnov testa ispitano je da li raspadahaliziranih biomarkera kod ispitivanih
KSBB pacijenata prate Gauss-ovu raspodelu. Karigkitex raspodele za svaki ispitivani
biomarker za predijalizne pacijente, prikazaneafelarno i grafiki.



U cetvrtom delu prikazano je patenje vrednosti BALP, TRAP i beta-CTx sa prepg@mim
biomarkerima (ALP, joni kalcijuma, neorganskog &iaf magnezijuma, CaxP, iPTH i 25D)
kod KSBB pacijenata u odnosu na kontrolnu grupuiRaocene u kojoj su meri izmenjene
vrednosti analiziranih biomarkera kod predijaliznHiD i CAPD pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu, primenjen je ANOVA test da bi sstamovilo da li postoji statiski
zn&ajna razlika u vrednostima ispitivanih parametarmdiu analiziranih grupa, Sto je
prikazano grafiki. Takaie, prikazane su korelacije vrednosti BALP, TRAPetabCTx sa
vrednostima prepotienih biomarkera posebno za svaku analiziranu g{BB pacijenata.
Rezultati su prikazani tabelarno i geii

U petom delu prikazano je paenje ispitivanih speciénih biomarkera metabolizma kostiju

(BALP, TRAP i beta-CTx) sa preparenim biomarkerima resorpcije i stvaranja kostiju
(ALP, jona kalcijuma, magnezijuma, neorganskog dtzsf CaxP, iPTH i 25D) kod KSBB

pacijenata u odnosu na nivoe iPTH, vrednosti 2&8xP.

U Sestom delu prikazana je dijagnokt vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx i prepodemih
biomarkera za procenu adiname bolesti kostiju. Procena dijagnéke vrednosti
ispitivanih biomarkera utkgena je primenom ROC analize. Konstruisane su RO kr
izracunate AUC za slede parametre: BALP, TRAP, beta-CTx, ALP, jone Kkaicip,
magnezijuma, neorganskog fosfata i CaxP. PrikazamROC grafici za razlikovanje zdravih
osoba i bolesnika sa sumnjom na adirtami bolest kostiju kod svih KSBB pacijenata
zajedno, kao i posebno za predijalizne, HD i CARf2ijente. Za svaetiri grafika, za sve
ispitivane parametre iz¢anate su vrednosti dijagnadte osetljivosti i speciénosti za
optimalne ,cutt-off“vrednosti, Sto je prikazano u vidu tabela.

B. Opis postignutih rezultata

Odretivanje analiziranin biomarkera u serumu se smatrplmuzdanim na osnovu
koeficijenata varijacije dobijenih testiranjem pmwsti u seriji (Kv: 0,6%-3,3%) i iz dana u
dan (Kv: 1,0%-3,6%).

Za vetinu biomarkera izréunati 2,5 i 97,5 percentili se nisu statikiiznatajno razlikovali od
prepordgenih referentnih intervala od strane proida&a, koji se rutinski koriste u
medicinsko-biohemijskoj laboratoriji, Polikli¢ke laboratorijske dijagnostike, Centra za
medicinsku biohemiju, Kliikog Centra Srbije u Beogradu. Referentni interzali ALP,
BALP, TRAP, beta-CTx, ukupan kalcijum, magnezijureprganski fosfat, CaxP, iPTH i 25D
bili su redom: 43-89 IU/L, 36-70 IU/L, 3-6 IU/L, #1-2,83 ng/mL, 2,32-2,72 mmol/L,
0,88-1,09 mmol/L, 1,02-1,54 mmol/L, 1,87-4,15 mffid|, 23,7-57,6 pg/mL i 54,8-95,5
nmol/L. Takate, dobijene su statigki znaajno razléite 2,5 i 97,5 percentilne vrednosti za
BALP, beta-CTx i magnezijum u odnosu nha pol zdrgwifjedinacaPodaci dobijeni za 2,5 i
97,5 percentil za vrednosti BALP, TRAP i CaxP seskagu sa literaturnim podacima, jer se za ova tri
biomarkera koriste prepatene ,cut off* vrednosti za BALP<(44 IU/L za Zene K 73 IU/L za
muskarce), za TRAP (< 6,5 IU/L) i za CaxP (4,6 nfith3), u odnosu na preporuke proizieda



Kada su analizirane raspodele vrednosti ispitivaniibmarkera metabolizma kostiju kod
predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijaliKiplmogorov-Smirnov test je pokazao da
dobijene koncentracije nisu statéli znatajno odstupale od normalne (Gaus-ove) raspodele.
Kod predijaliznih pacijenata dobijene su ajao viSe vrednosti iPTH kod Zena (408,5 pg/mL
vs.348,8 pg/mL, p < 0,05). Kod HD pacijenata dobijgnatatisttki znatajna razlika izméu
muskaraca i zena u vrednostima neorganskog fosifaieH (2,03 mmol/L vs. 1,40 mmol/L i
88,6 pg/mL vs. 136,7 pg/mL, p < 0,05), dok je koARD pacijenata dobijena statidti
znasajna razlika u vrednostima CaxP i iPTH (3,73 v873nmof/L? 167,2 vs. 174,5 pg/mL,

p < 0,05). Nije postojala statigki znatajna razlika u vrednostima ispitivanih biomarkeoal k
predijaliznih pacijenata i pacijenata na dijalizoji su bili mladi i stariji od 60 godina Zivota,
izuzev vrednosti BALP koje su bile zteggno viSe kod midih pacijenata (34 1U/L, 23 IU/L i
23 1U/L vs. 32 IU/L, 20 IU/L i 19 IU/L, p < 0,05)edom za predijaliznu, HD i CAPD grupu
pacijenata. Zn&jno nize vrednosti ALP i BALP su dobijene kod HBcpenata koji su bili
na dijalizi duze od 30 meseci (64 IU¥k.55 IU/L i 26 1U/Lvs.20 IU/L, p < 0,05), takide su
dobijene zn&jno nize vrednosti magnezijuma kod CAPD pacijerkaa su bili na dijalizi
duZe od 30 meseci (0,95 mmol/L vs. 0,88 mmol/L,[nG5).

Kada je ispitivano da li postoji statighi znaajna razlika u vrednostima speéifih
biomarkera (BALP, TRAP i beta-CTx) u odnosu na prefene biomarkere kod KSBB
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, rezultatiedenja ukazuju da su koncentracije
BALP i kalcijuma bile zn&ajno nize kod predijaliznih pacijenata u odnosukoatrolnu
grupu: BALP (Me: 23 IU/L vs. 53 IU/L, p < 0,001)kalcijum (Me: 2,12 mmol/L vs. 2,53
mmol/L, p < 0,01), dok su koncentracije neorgansfasjata i iPTH bile zn&jno vise kod
predijaliznih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupeorganski fosfat (1,55 mmol/L vs.
1,25 mmol/L, p < 0,05) i iPTH (343,9 pg/mL vs. 3&0/mL, p < 0,01). Kod pacijenata na
hemodijalizi dobijene zr&@jno nize vrednosti ALP (Me: 56 IU/L vs. 69 IU/L,$0,001) i
25D (Me: 23,4 nmol/L vs. 73,5 nmol/L, p < 0,01)ockielBALP (Me: 20 IU/L vs. 53 IU/L, p <
0,001) i kalcijuma (Me: 2,39 mmol/L vs. 2,53 mmql/h < 0,05) u odnosu na kontrolnu
grupu. Vrednosti ostalih analiziranih biomarkerke lsu zn&ajno razltite kod HD pacijenata
u odnosu na predijaliznu grupu: neorganski fodféé:(1,63 mmol/L vs. 1,55 mmol/L, p <
0,05), CaxP (Me: 3,90 mnfolL? vs. 3,12 mmdiL? p < 0,05), iPTH (Me: 99,4 pg/mL vs.
343,9 pg/mL, p < 0,05) i beta-CTx (Me: 1,76 ng/md. 8,85 ng/mL, p < 0,05). U odnosu na
kontrolnu grupu, CAPD pacijenti su imali Zf@no viSe vrednosti (Student t-test, p < 0,05):
TRAP (Me: 6 IU/L vs. 5 IU/L), neorganskog fosfatele€: 1,52 mmol/L vs. 1,25 mmol/L),
CaxP (Me: 3,40 mmélL? vs. 2,9 mmdVL?) i iPTH (Me: 124,2 pg/mL vs. 38,0 pg/mL).
Vrednosti ALP, BALP i kalcijuma kod CAPD pacijenaa bile zn&ajno nize u odnosu na
kontrolnu grupu: ALP (Me: 57 1U/Lvs. 69 IU/L, p <s@) i BALP (Me: 20 IU/L vs. 53 IU/L,

p < 0,001) i kalcijum (Me: 2,25 mmol/L vs. 2,53 mitho p < 0,01), dok je za magnezijum
dobijena grarina statisttka zn&ajnost (p = 0,057). Vrednosti BALP i iPTH kod CAPD
pacijenata su bile zajno nize (p < 0,05) u odnosu na predijalizne patg (Me: 20 IU/L
vs. 23 IU/L i 124,2 pg/mL vs. 343,9 pg/mL). Taey dobijene su z®ajno nize vrednosti
25D kod predijaliznih i HD pacijenata u odnosu nARD (Me: 30,0 nmol/L i Me: 23,4
nmol/L vs. Me: 45,0 nmol/L).



Da bi se ustanovila povezanost nivoa BALP, TRAPeiabCTx sa nivoima prepaftenih
biomarkera (ALP, kalcijuma, magnezijuma, fosforaaxE, iPTH i 25D) za ptenje
metabolizma kostiju odden je Spearmenov koeficijent korelacije koncenjaaspitivanih sa
prepordenim analiziranim biomarkerima kod predijaliziranitCAPD pacijenata posebno,
kao i Pearsonov koeficijent korelacije za HD pawj@. Mada koeficijenti korelacije izahe
ispitivanih biomarkera nisu bili visoki, korelacij@ bila statisttki znatajna. Koeficijenti
korelacije BALP sa ostalim biomarkerima kod préeldijah pacijenata od -0,315 do 0,616,
bili su statisttki znatajni (p < 0,001 sa ALP i p < 0,05 sa TRAP, beta-Gkalcijumom).
Kod hemodijaliznih i CAPD pacijenata, vrednosti BRALnisu bile u korelaciji jedino sa
magnezijumom. Koncentracije TRAP su bile u negatvkorelaciji sa magnezijumom (-
0,463, p < 0,01) i fosforom (-0,301, p < 0,05) kwddijaliznih pacijenata. Kod pacijenata na
hemodijalizi, dobijena je statigki znatajna (p < 0,05) pozitivha korelacija TRAP sa iPTH i
25D (0,368 i 0,278), a negativna korelacija (p 850 ,sa beta-CTx i magnezijumom (-0,217 i
-0,214). Kod CAPD pacijenata dobijena je &gaa pozitivha korelacija (p < 0,05) sa
fosforom, iPTH i 25D (0,221, 0,341 i 0,215), a niagaa korelacija (p < 0,05) sa beta-CTX i
magnezijumom (-0,211 i -0,312). Kod predijalizniacgenata, beta-CTx je bio u pozitivhoj
korelaciji sa kalcijumom (0,597, p < 0,05) i negatj korelaciji sa 25D (-0,411, p < 0,05).
Kod hemodijaliznih pacijenata beta-CTx je imao ¢ajau pozitivnu korelaciju sa CaxP
(0,217, p < 0,05) i sa iPTH (0,516, p < 0,01). KBAPD pacijenata, beta-CTx je bio u
pozitivnoj korelaciji sa ALP i 25D (0,250 1 0,274).

U grupi predijaliznih pacijenata sa iPTH < 150,0rpg, dobijene su zr@@jno nize vrednosti
BALP i neorganskog fosfata (25 1U/L i 1,37 mmolfi.< 0,05) u odnosu na grupe sa iPTH od
150,0-300,0 pg/mL i iPTH > 300,0 pg/mL. Kod hemalilznih pacijenata jedino su vrednosti
BALP bile zn&ajno nize (16 IU/L, p < 0,05) u grupi iPTH < 15@@/mL, dok se vrednosti
ispitivanih biomarkera CAPD pacijenata nisu &gao razlikovale. U grupi sa prepéanim
vrednostima iPTH, kod predijaliznih pacijenata gebeé su nize vrednosti beta-CTx (3,00
ng/mL), dok su vrednosti 25D bile nize i kod pratignih i hemodijaliznih pacijenata (21,0
nmol/L i 28,3 nmol/L). Kod pacijenata sa iPTH > 30(@g/mL, dobijene su ztajno vise
vrednosti BALP i beta-CTx za hemodijalizne pacigi60 IU/L i 3,21 ng/mL, p < 0,05),
medutim nije dobijena zn&jna razlika u vrednostima TRAP iztheispitivanih grupa. Kod
predijaliznih pacijenata koji su imali nedostatatamina D, kod kojih su vrednosti 25D bile
manje od 50 nmol/L, dobijene su zamo viSe vrednosti fosfora i iPTH (1,54 mmoNk.
1,40 mmol/L i 351,0 pg/mlvs.213,0 pg/mL, p < 0,05), a nize vrednosti magnezgu0,82
mmol/L vs. 0,99 mmol/L, p < 0,05), u odnosu na pacijente ®aljnom kolcinom vitamina
D. Kod hemodijaliznih pacijenata koji su imali netitak vitamina D, kod kojih su vrednosti
25D bile manje od 50 nmol/L, dobijene su &mao viSe vrednosti jedino iPTH, u odnosu na
pacijente sa dovoljnom k@éinom vitamina D (143,2 pg/mis.122,5 pg/mL, p < 0,05). Kod
CAPD pacijenata koji su imali nedostatak vitaminakbd kojih su vrednosti 25D bile manje
od 50 nmol/L, dobijene su z&gno nize vrednosti BALP (18 1U/ks. 23 IU/L, p < 0,05),
ALP (50 IU/L vs.60 IU/L, p < 0,05) i CaxP (3,17 mnfdl? vs.3,60 mmof/L? p < 0,05) u
odnosu na pacijente sa dovoljnom kmiom vitamina D.
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Da bi se procenila dijagno&iia tatnost specitinih ispitivanih i preporéenih biomarkera za
detekciju smanjenog nivoa metabolizma kostijuiarea je ROC analiza. Kada su analizirani
biomarkeri sve tri grupe KSBB pacijenata zajednpeta dijagnostika vrednost dobijena je
za kalcijum. PovrSina ispod ROC krive bila je 0,4i0Anaajno se razlikovala od AUC za
druge koStane biomarkere. Dobijena osetljivosteicdgnost (67,9% i 73,8%) za optimalnu
,cut-off* vrednost za kalcijum (2,34 mmol/L) je hilzn&ajno viSa u odnosu na druge
analizirane biomarkere (p = 0,0001). U ovom ispitiy u grupi predijaliznih pacijenata,
najvea osetljivost (84,4%) je dobijena za detekciju sgang metabolizma kostiju za
vrednost BALP od 27 IU/L, sa najgem AUC od 0,688. Mada se dijagn@&a vrednost nije
razlikovala od drugih analiziranih biomarkera, zZall® je dobijena grana zn&ajnost (p =
0,058). Kod pacijenata koji su bili na terapiji heaijalizom najvéa dijagnostika vrednost u
proceni smanjenog metabolizma kostiju dobijenagekalcijum. PovrSina ispod ROC krive
bila je 0,651 i zn&ajno se razlikovala od AUC za druge koStane bioerark Dobijena
osetljivost i specifinost (69,2% i 73,4%) za optimalnu ,cut-off* vredhas kalcijum (2,33
mmol/L) je bila zn&ajno viSa u odnosu na druge analizirane biomarkere 0,007). Kod
pacijenata koji su bili na terapiji kontinuiranonmiulatornom peritonealnom dijalizom
najvea dijagnostitka vrednost u proceni smanjenog metabolizma kositgbijena je za
BALP. Mada se povrsSina ispod ROC krive (0,588) mipaajno razlikovala od AUC drugih
analiziranih biomarkera, za BALP je dobijena gtaaizn&ajnost (p = 0,053).

C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa podacimé literature

U doktorskoj disertaciji je pokazano da se ddrenje speciitnih biomarkera (BALP, TRAP

i beta-CTx), koji direktno ukazuju na procese faanja i resorpcije kostiju, kao i
prepordgenih biomarkera metabolizma kostiju (ALP, joni Kpima, neorganskog fosfata,
magnezijuma, iPTH i 25D) moze smatrati pouzdaninosr@ovu dobijenih vrednosti Kv koje
su bile nize od 5%. Koncentracije ALP, TRAP, jonalckuma, neorganskog fosfata i
magnezijuma oddeni su fotometrijski. Mada se u literaturi navoda dRAP5b ima
zadovoljavajde dijagnostike karakteristike za procenu metabolizma kostiju kKOSBB
pacijenata, metode za odreanje ovog biomarkera nisu automatizovane cespe se ne
odreiuje u rutinskoj praksi (Yamada S, et al. Clin Emitod 2008; Halleen JM, et al. J Bone
Miner Res 2000; Haima P, et al. Tecomedical Gradd@92 Minkin C, et al. Calcif Tissue Int
1982). Iz ovog razloga su u doktorskoj disertacgpitane vrednosti TRAP, koje se
jednostavno mogu prefanati iz izmerenih aktivnosti ukupne ACP i prosta# kisele
fosfataze. Takde, vrednosti BALP su oddevzane metodom zonske agar-gel elektroforeze.
Mada se u literaturi navode imunohemijske metodedrativanje koncentracija BALP, ove
metode nisu apsolutno spe¢ife za koStani izoenzim alkalne fosfataze (Raucét ). Acta
Paediatr 1997; Gomez BJ, et al. Clin Chem 1995edPtoga, KDOQI vodi zashivaju svoje
preporuke za oddévanje BALP u proceni i pkgenju metabolizma kostiju na radovima koji su
koristili metodu zonske elektroforeze (Kidney Disea Improving Global Outcomes
(KDIGO) CKD-MBD Work Group., Kidney Int Suppl 2009Yakaie, koncentracije beta-
CTx i IPTH su odréivane ECLIA metodom. Mada su prvobitno koncentea¢R TH kod
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predijaliznih i pacijenata na dijalizi odii@ane IRMA metodom (IRA, CIS Bio International,
Saclay, France), zbog odreanja iPTH u serumima kontrolne grupe, metodom ECL
naknadno su oddévane koncentracije iPTH metodom ECLIA i za preliffjae i pacijente ma
dijalizi. Vrednosti iPTH odréene IRMA i ECLIA metodom su pokazivale dobrudusobnu
korelaciju, tako da su u ovom doktorskom radu,ist&ki obraiene vrednosti iPTH koje su
odreiene ECLIA metodom za sve analizirane grupe. Madau skteraturi navodi da
odretivanje PTH razliitim metodama moze imati uticaj na dijagnozu reaalsteodistrofije,
u ovom radu su dobijeni visoki koeficijenti korejac u sve tri grupe KSBB pacijenata (p <
0,001) (Beko G, et al. Clin Chem Lab Med 2012). s@miracije 25D su oddevane HPLC
metodom koja se smatra referentnom metodom (Goreetral. Bioanalysis 2013).

Radi dobijanja referentnih vrednosti parametaradidanih u ovom ispitivanju, oddene su
vrednosti BALP, TRAP, beta-CTx, ALP, kalcijuma, mganskog fosfata, magnezijuma,
CaxP, iPTH i 25D u serumima zdravih osoba, dobijacal (kontrolna grupa). Kontrolnu
grupu jecinilo 50 zdravih osoba, 23 muskarca (46%) i 27 A&4&0), starosne dobi od 25 do
70 godina, koji su odabrani direktnom metodom. dktjucivanju osoba u kontrolnu grupu
primenjeni su neophodni kriterijumi kao Sto su &iga bolesti, neunoSenje farmakoloski
aktivnih supstanci i normalno fiziolosko stanjekdasu preporuke da se za ailvanje
referentnih intervala analizira optimalan broj pwd#a od 120 uzoraka po parametru,
alternativno se moze koristiti najmanje 20 uzoradh adekvatno odabranih referentnih
individua (CLSI, Defining, establishing and veriig reference intervals in clinical
laboratory, Approved Guideline 2008; Solberg HEgtZitextbook of clinical chemistry and
molecular diagnostics 2006). Ra&#ie vrednosti 2,5 i 97,5 percentila su &raate za pol
tamo gde je postojala statidti znatajna razlika. Podaci dobijeni za 2,5 i 97,5 penterat
vrednosti BALP, TRAP i CaxP se ne slazu sa literatn podacima, jer se za ova tri
biomarkera koriste prepatene ,cut off* vrednosti za BALP<(44 IU/L za zene £ 73 IU/L

za muskarce), za TRAP (< 6,5 IU/L) i za CaxP (4,60f/L?), u odnosu na preporuke
proizvaiaca (Urena P, et al. Nephrol Dial Transplant 2003erC6&s, et al. Nephrol Dial
Transplant 1998).

Kada su analizirane vrednosti biomarkera kod paatge sa krajnjim stadijumom bolesti
bubrega u odnosu na pol, dobijene su stakisznatajno viSe vrednosti iPTH Zena kod
predijaliznih pacijenata, ali su kod pacijenata diglizi vrednosti iPTH bile statistki
zna&ajno vise kod muskaraca (p < 0,05). Mada literatpadaci ukazuju da postoji zégan
efekat hormonskog statusa kod Zena na vrednodt,ilpE uvek nema kowaih zakljuwtaka o
promenama vrednosti iPTH kod KSBB pacijenata u sdnma pol (Nikodimopoulou M, et al.
Hippokratia 2011; Vincent A, et al. Menopause 20G3j-Moscovici A, et al. Clin Nephrol
2005). Kod HD pacijenata dgava se razlika u vrednostima neorganskog fosfadtadaCAPD
pacijenata u vrednostima CaxP u odnosu na pol, fitadaturni podaci ne ukazuju na veliki
zn&aj uticaja pola na vrednosti biomarkera metaboliZwostiju (Hutchison AJ, et al. Perit
Dial Int 1996; Maruyama Y, et al. Nihon Jinzo Gak&ai 1991; Ha SK, et al. Yonsei Med J
1996). lako se godine starosti smatraju nezavidakiorom za razvoj i progresiju renalne
osteodistrofije kod KSBB pacijenata, u ovom radu dabijene statistki znaajno vise
vrednosti jedino za vrednosti BALP, Sto je u slggasa literaturnim podacima (Block Ga, et
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al. J Am Soc Nephrol 2004; Grzegorzewska AE, etralUrol Nephrol 2006; Bervoets AR,
et al. Am J Kidney Dis 2003). Rezultati ovog radazuju na znéajan efekat duzine trajanja
dijalize kao i efekat tipa dijalize, 5to je u sklada postoj@m literaturnim podacima o
direktnoj promeni ne samo minerala,évebiomarkera kostiju kod pacijenata koji su na
terapiji dijalizom duze od 30 meseci (Stevens Li#gleJ Am Soc Nephrol 2004; Novikov Al,
et al. Ter Arkg 1991, Katopodis KP, et al. Arif @Grgs 2003). Ovo moze da objagmjenicu
da se sve \@ broj pacijenata odituje na transplantaciju bubrega, a ne za programidme
hemodijalize ili CAPD terapiju.

U ovom ispitivanju vrednosti ispitivanih spe¢iih biomarkera (BALP, TRAP i beta-CTx)
kod predijaliznih pacijenata nisu bile u granicadwbijenih referentnih vrednosti kontrolne
grupe. Koncentracije BALP su bile stati&ii znatajno nize u odnosu na kontrolnu grugixi (

= 32 IU/L, p < 0,001), dok su koncentracije TRAPeta-CTx bile statistki znatajno viSe u
odnosu na kontrolnu gruplx{ = 7 IU/L, p < 0,05 iX]I = 3,54, p < 0,01 ng/mL). Dobijene
vrednosti specifinihn biomarkera osteoblasta, osteoklasta i kolageostiju ukazuju na
usporen rad osteoblasta i blago p@re rad osteoklasta, tj. paanu resorpciju kostiju i
razgradnju kolagena. Vrednosti iPTH predijalizndcienata su bile statigki znatajno vise

u odnosu na vrednosti kontrolne grug&l (= 350,7 pg/mL, p < 0,01). Mada padane
vrednosti IPTH ukazuju na hiperparatiroidizam, uerkturi se navodicinjenica da
hiperparatiroidizam moZe biti udruzen sa p@rem rizikom od fraktura kod KSBB
pacijenata, uzimajli u obzir povéanu resorpciju kostiju, a smanjeno stvaranje (Hatsh
AJ, et al. Perit Dial Int 1996; Clarke B, et al.ilC0 Am Soc Nephrol 2008). Matim, na
¢injenicu da prisustvo visokih vrednosti iPTH moz# bdruZzeno sa smanjenim stvaranjem
kostiju kod analiziranih predijaliznih pacijenatmkazuju dobijene niske vrednosti BALP, a
visoke vrednosti TRAP i beta-CTx, koje ukazuju wagtanu resorpciju tkiva kostiju.

U ovom ispitivanju vrednosti BALP kod pacijenatgikeu na hemodijalizi su bile stati&ki
znaajno nize u odnosu na kontrolnu gruflxi € 27 IU/L, p < 0,001), dok su vrednosti TRAP
bile zn&ajno vise = 8 IU/L, p < 0,05). Mada su koncentracije betaxChile u
referentnom opsegu, bile su nesto viSe u odnoskon&olnu grupu, ali razlika nije bila
statisttki znaajna = 2,21 ng/mL, p = 0,054). U literaturi se na osmoxednosti
biomarkera metabolizma kostiju uglavnom istraZzupeasjenje metabolizma i otkrivanje
adinaméne bolesti kostiju ili definisanje ubrzanog metabain kostiju, a sve u cilju davanja
pravovremene terapije, kao i pemja delovanja terapije ili otkrivanja eventualnih
komplikacija, najeXe ekstravaskularnih kalcifikacija (Kidney Diseadetproving Global
Outcomes (KDIGO) CKD-MBD Work Group. Kidney Int Spip2009). Vrednosti ALP,
kalcijuma, magnezijuma i CaxP su bile u granicaefarentnih vrednosti, i nisu se Zamo
razlikovale u odnosu na vrednosti kontrolne grugdesu koncentracije fosfora i iPTH bile
zn&ajno vise u odnosu na kontrolnu grufxi € 1,66 mmol/L, p < 0,011 = 115,4 pg/mL,

p < 0,05, redom). M#utim, ukoliko se uzme u obzir prepéani opseg za pacijente na
dijalizi za iPTH (150-300 pg/mL), dobijene vredriokbd analizirane populacije su bile
zn&ajno nize = 115,4, p < 0,05). Skoriji literaturni podaci ukgu da nize vrednosti
iPTH od preportenih za pacijente na dijalizi mogu da ukazu né geepen prezivljavanja
hemodijalizirane populacije (Bervoets AR, et al. Ain Kidney Dis 2003). Dobijene
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koncentracije 25D su bile z&gno nize u odnosu na vrednosti kontrolne gruge £ 39,5
nmol/L, p < 0,01), Sto je u saglasnosti sa litarsitn podacima koji ukazuju nacestalost
deficita vitamina D kod pacijenata na hemodija{/diedical Advisory Secretariat. Ont Health
Technol Assess Ser [Internet]. 2010; Melamed Mlgle€lin J Am Soc Nephrol 2012). Kada
se analizirao efekat trajanja dijalize, dobijenessatistéki znatajno nize vrednosti ALP i
BALP kod pacijenata koji su bili na terapiji hemjadizom duze od 30 meseci (p < 0,05), Sto
je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Block,@&A al. J Am Soc Nephrol 2004;
Grzegorzewska AE, et al. Int Urol Nephrol 2006).

U ovom ispitivanju su vrednosti BALP kod CAPD paciata, bile statisiki znatajno nize
(X1 = 22 IU/L, p < 0,001), dok su vrednosti TRAP i&€Tx bile zn&ajno viSe u odnosu na
kontrolnu grupu &l = 6 IU/L, p < 0,05 ixX] = 3,43 ng/mL, p < 0,01, redom), Sto je u slaganju
sa literaturnim podacima (Abe M, et al. Nutrient312; Zetterberg H, Clin Chem 2005;
Yamada S, et al. Clin Endocrinol 2013). Mada suckntracije iPTH bile zri@jno vise u
odnosu na gornju granicu referentnog opsega zdnawpulacije, nalazile su se u
prepordenom opsegu za iPTH za pacijente na dijalxl € 171,4 pg/mL, p < 0,05).
Literaturni podaci ukazuju da odrzavanjem niskimé@ntracija kalcijuma i magnezijuma u
dijalizatu moZze da se reguliSe sekrecija iPTHy&le koncentracije kalcijuma i magnezijuma
mogu da dovedu do smanjene produkcije iPTH i po&heddo adinantine bolesti kostiju,
koja se razvija ka@esta komplikacija porendaja metabolizma kostiju kod pacijenata na
dijalizi (Eddington H, et al. Periton Dial Intern2009; Wei M et al. Int Urol Nephrol 2006).
Nivoi 25D su bili zn&ajno nizi u odnosu na referentni opseg kontrolngogr(xl = 47,0
nmol/L, p < 0,05) Sto je u saglasnosti sa litemratarpodacima (Cho MS, et al. Korean J Inter
Med 2002; Shah N, et al. Perit Dial Int 2005).

U ovom ispitivanju analizirane su vrednosti CaxRedgaliznih pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu, i nije dobijena zégina razlika (3,12 mmoL? vs. 2,89 mmadl/iL? p =
0,632). Vrednosti kod dijaliziranih pacijenata dlelzna&ajno vise u odnosu na kontrolnu
grupu: 3,90 mmdéIL?, p < 0,01 za hemodijalizu i 3,40 mmid?, p < 0,05 za CAPD. Takie,
vrednosti CaxP kod hemodijaliznih bile su gmao viSe od predijaliznih pacijenata (p <
0,05), ali se vrednosti CAPD nisu zago razlikovale od predijaliznih pacijenata (p =
0,096), Sto je u skladu sa literaturnim podacimi dkeazuju na pozitivhu korelaciju CaxP sa
ekstravaskularnim komplikacijama kod pacijenata diglizi (Natoli JL, et al. BMC
Nephrology 2013; Block GA, et al. Am J Kidney DiS9B; Sprague SM, et al. Clin J Am
Soc Nephrol 2009; Ribeiro S, et al. Nephrol Dighfigplant 1998).

Takade, speciféni biomarkeri metabolizma kostiju pokazuju dobru rdaciju sa
prepordenim biomarkerima: ALP, kalcijumom, neorganskim fédsm, magnezijumom,
iPTH i 25D kod KSBB pacijenata, kako je bilo dekivano (Delanaye P, et al. Nephrol Dial
Transplant 2013). Superiornost specifih u odnosu na preparene biomarkere kod KSBB
pacijenata, kao i njihova prednost u odnosu nazinwa metodu biopsije, ali i standardizacija
metoda odréivanja specifnih biomarkera metabolizma kostiju, ostaje da sedutdaljim
istrazivanjima Cepelak |, et al. Biochemia Medica 2009; JabbartZaleindian J Nephrol
2013; Sardiwal S, Am J Kidney Dis 2013; Theis Makt]J Med Biochem 2008; Chubb P, et
al. Clin Biochem 2012; Alvarez L, et al. J Bone ElirMetab 2004).
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Rezultati doktorske disertacije su u skladu sawjgiaim rezultatima (Rix M, et al. Kidney
Int 1999; Diaz Corte C, et al. Nefrologia 2000; &gz L, et al. J Bone Miner Metab 2004;
Coen G, et al. Am J Nephrol 1992; Holick MF, et al.Clin Endocrinol Metab 2011;
Malabanan A, et al. Lancet 1998) da postoji zavimmmnena biomarkera metabolizma kostiju
i vrednosti iPTH i 25D kod KSBB pacijenata. Beajem nivoa specifnih i prepordenih
biomarkera paralelno sa vrednostima iPTH i 25D, ensé obezbediti adekvatan terapijski
pristup i spreéiti progresija porem&ja mineralnog i kostanog metabolizma, ali i evalre
ekstrakoStane komplikacije (Levin A, et al. Kidnley 2005; Ross AC, et al. J Am Diet Ass
2011; Li D, et al. Endocrine 2013; Ketteler M, etNephrol Dial Transplant 2012).

Rezultati ispitivanja dijagnoske vrednosti specifnih (BALP, TRAP i beta-CTx) i
prepordenih biomarkera (ALP, kalcijum, neorganski fosfatgnezijum i CaxP), u proceni
adinaméne bolesti kostiju, su u skladu sa literaturnimodimna (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) CKD-MBD Work Group. Kidnéyt Suppl 2009 i 2013; Moe S,
et al. Kidney Inter 2006) koji ukazuju da kod KSPBBcijenata sa vrednostima iPTH < 100
pg/mL postoji velika verovatrda od razvoja adinarme bolesti kostiju. Mada u ovom radu
nije uzet u obzir Kliniki kriterijjum za definisanje adinaine bolesti kostiju, dobijena je
statisttki znaajna prediktivha vrednost za BALP, Sto je u skladuliteraturnim navodima
(Coen G, et al. Nephrol Dial Transplant 1996; Cenye MM, et al. Nephrol Dial Transplant
1996; Urena P, et al. Nephrol Dial Transplant 2008gri A, et al. J Am Soc Nephrol 2001,
Rix M, et al. Kidney Int 1999) da niske vrednosAlB® (< 27 IU/L) zajedno sa vrednostima
iPTH < 100 pg/mL imaju naj\@ pozitivnu prediktivnu vrednost za adin&mi bolest
kostiju. Meatutim, kada su analizirane odvojeno predijalizniijgati i pacijenti na dijalizi, za
HD pacijente je dobijena najbolja dijagnéka vrednost za kalcijum. lako je kalcijum
preporiden biomarker za péanje metabolizma kostiju, nema puno literaturniklgiaka za
njegovu dijagnostku vrednost. Méutim, literaturni podaci ukazuju da kada se porede
performanse BALP, TRAP i beta-CTx sa iIPTH, kao prefenog biomarkera, kod
pacijenata na hemodijalizi, postoji &la klinicka vrednost ispitivanih biomarkera za
dijagnozu, odréivanje nivoa metabolizma kostiju i predanje progresije bolesti (Urena P,
et al. Nephrol Dial Transplant 2003; Delaney PaleNephrol Dial Transplant 2013; Urena
P, et al. J Am Soc Nephrol 1996; Shidara K, eCalcif Tissue Int 2008; Withold W, et al.
Eur J Clin Chem Clin 1996).

Rezultati ovog istrazivanja podrzavaju postejditeraturne podatke u konstataciji da postoji
dobro slaganje BALP, TRAP i beta-CTx sa pregerum biomarkerima, ali i da postoji bolja
korelacija vrednosti ispitivanih biomarkera sa wrestima iPTH u odnosu na ostale
prepordene biomarkere (ALP, joni kalcijuma, neorganskogfdta, magnezijuma, CaxP i
25D) (Frazao JM, et al. Curr Opin Nephrol Hypert2@89; Torres A, et al. Kidney Int 1995;
Rocha LA, et al. Am J Kidney Dis 2006; Fetcher §ake Nephron 1997; Jorge C, et al.
Nephron Clin Pract 2005; Jabbar Z, et al. Indidephrol 2013, Ferreira MA, et al. Nephrol
Dial Transplant 2000; Delaney P, et al. Nephrol IDiaansplant 2013). Takie, kod
pacijenata kod kojih postoje niske vrednosti iPTitke vrednosti BALP, blago poviSene
TRAP i beta-CTx mogu da ukaZzu na smanjenje metaialikostiju. Vrednosti ispitivanih
specifenih biomarkera resorpcije i stvaranja kostiju m@gunaii u proceni i préenju nivoa
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metabolizma kostiju, kao i u proceni i pemju eventualnih komplikacija, ali i korigovanju
odgovarajde terapije.
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E. Zaklju ¢ak

Rezultati doktorske disertacije su pokazali dadmaiivanje BALP, TRAP i beta-CTx, kao i
prepordenih biomarkera za ispitivanje metabolizma koskipgd KSBB pacijenata moze se
smatrati pouzdanim na osnovu dobijenih vrednoséfficgenata varijacije za nepreciznost u
seriji (Kv: 0,6—3,3%) i nepreciznosti iz dana u d&n: 1,0-3,6%).

Dobijeni referentni intervali u ovom ispitivanju 24P, jone kalcijuma, neorganskog fosfata,
iPTH i 25D su se slagali sa intervalima koje prepoju proizvaiai testova sa kojima su
biomarkeri odrdivani i nije ua@en uticaj pola i starosti na analizirane vrednastontrolnoj
grupi. Meiutim, dobijeni referentni intervali za beta-CTxong magnezijuma su bili raiii

u odnosu na pol zdrave populacije, Sto je u slagaajliteraturnim podacima, mada su jos
uvek u upotrebi jedinstvene referentne vredno&kade, podaci dobijeni za 2,5 1 97,5
percentil za vrednosti BALP, TRAP i CaxP se neslsa preporukama proizgaa, jer se za
ova tri biomarkera u klitkoj praksi koriste prepotene ,cut off* vrednosti.

Ustanovljena je normalna raspodela vrednosti z&iswd analiziranih biomarkera kod
predijaliznih, HD i CAPD pacijenata. Kod sve trpisvane grupe pacijenata &en je uticaj
pola na vrednosti iPTH, kao i na vrednosti neorgagsfosfata kod HD pacijenata i na
vrednosti CaxP kod CAPD pacijenata. dd&m, uticaj starosti je kod sve tri grupe pacij@na
uocen jedino na vrednosti BALP. Tal®, duZina trajanja HD imala je uticaj na vrednosti
ALP i BALP, a CAPD samo na vrednosti jona magneagu

Kod predijaliznih i pacijenata na dijalizi vrednoB®ALP su bile zn&ajno nize (p < 0,001), a
vrednosti TRAP i beta-CTx su bile zfzgno vise (p < 0,05 i p < 0,01) u odnosu na kontrol
grupu. Efekat dijalize nezavisno od tipa pdem je nizim vrednostima BALP kod dijaliznih
u odnosu na predijalizne pacijente. ddém, u ovom ispitivanju dobijene su ziagno nize
vrednosti beta-CTx kod HD pacijenata u odnosu nedi@lizne pacijente (p < 0,05).
Dobijena je dobra korelacija BALP, TRAP i beta-CBa preporéenim biomarkerima
metabolizma kostiju u sve tri analizirane grupeijpaata, sa koeficijentima korelacije od -
0,493 do 0,616.

Najznaajnija promena u odnosu na tri nivoa iPTH (< 150mg 150-300 pg/mL i > 300
pg/mL) uaena je u vrednostima BALP kod sve tri ispitivanegg KSBB pacijenata, tj.
jedino su se vrednosti BALP menjale paralelno samg@nom vrednosti iPTH kod sve tri
grupe KSBB pacijenata. Naj¥@ razlika u odnosu na nedovoljne i dovoljne &ak 25D (<
50 nmol/L i > 50 nmol/L) dobijena je u vrednostiBALP kod CAPD pacijenata. Uticaj
terapije vitaminom D i njegovim analozima je bioneanarljiv na specitine biomarkere
metabolizma kostiju kod predijaliznih i HD pacijéaaMada su vrednosti CaxP bile zago
viSe kod HD i CAPD pacijenata u odnosu na kontrogrupu, vrednosti su bile ispod
graninih za ektopinu kalcifikaciju (4,6 mmd¥L?) i nisu se zn&jno razlikovale u odnosu
na ispitivane nivoe iPTH i u odnosu na nedovoljdevoljne koltine 25D.

Najveta dijagnostika vrednost za sve tri grupe KSBB pacijenata zaje#ao i posebno za
HD pacijente dobijena je za kalcijum. PovrSine groivin (AUC) su se statisiki znaajno
razlikovale u odnosu na druge analizirane biomak@r701, p = 0,0001 i 0,651, p = 0,007,
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redom). Meutim, u grupi predijaliznih i CAPD pacijenata najaedijagnostika vrednost
dobijena je za BALP (AUC = 0,688 i AUC = 0,588), dagje znaajnost razlike sa drugim
analiziranim biomarkerima bila gramia (p = 0,058 i p = 0,053).

Sve napred navedeno ukazuje da ispitivani sgeciBiomarkeri (BALP, TRAP i beta-CTx)
imaju uporedivu dijagnostku tatnost kao i prepokteni biomarkeri (ALP, joni kalcijuma,
neorganskog fosfata, magnezijuma, iPTH i 25D) z&@nu nivoa metabolizma kostiju kod
KSBB pacijenata. Ovi rezultati podrzavaju dosadaditgraturne podatke u konstataciji da
biomarkeri metabolizma kostiju kao ,biohemijska fsga“, mogu biti adekvatna alternativa
invazivnoj metodi biopsije kostiju kao ,zlathom istardu®.
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