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IZVESTAJ

A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija diplomiranog farmaceuta — medicinskog biohemicara Miljana
Savkovi¢a pod nazivom ,Znacaj odredivanja hepcidina-25 i odabranih genetskih varijanti u
lecenju anemije kod pacijenata u terminalnoj bubreznoj slabosti* je napisana na 172 strane i sadrzi
54 tabele, 26 slika 1 306 bibliografskih jedinica. Sadrzaj doktorske disertacije je izlozen u slede¢im
poglavljima: Uvod, Ciljevi istrazivanja, Materijali 1 metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucak i

Literatura.

Poglavlje Uvod usmereno je na ulogu hepcidina-25 u sistemskoj regulaciji homeostaze
gvozda i anemiji u hroni¢noj bubreznoj slabosti. Opisan je istorijski pregled istrazivanja na polju
metabolizma gvoZzda sa aspekta otkri¢a i dovodenja hepcidina-25 u vezu sa metabolizmom gvozda.
S obzirom da je adekvatno snabdevanje gvozdem neophodno za efektivnu eritropoezu opisana je
sistemska regulacije homeostaze gvozda. U nastavku rada opisana je struktura i sinteza bioaktivne
forme hepcidina-25, a potom su opisane molekularne osnove sistemske homeostaze gvozda sa
osvrtom na mehanizam dejstva hepcidina-25, kao i interakcija hepcidin-25 — feroportin. Takode je
opisana regulacija sinteze hepcidina-25 i1 njegova kinetika. U nastavku uvodnog dela opisana je
hroni¢na bubrezna slabost (HBS), navedena klasifikacija 1 faktori rizika. Poseban osvrt dat je na
definiciju, karakteristike, patofiziologiju, evaluaciju i terapiju anemije u HBS. S obzirom da je
otkri¢e strukture i1 funkcije hepcidina-25 podstaklo istrazivanja koja se odnose na moguénosti
njegove klinicke primene analiziran je znacaj rezultata dosadas$njih istrazivanja sa aspekta odnosa
koncentracije hepcidina-25 u cirkulaciji sa primenom terapije agensima stimulacije eritropoeze
(ESAs) 1 intravenskog (i.v.) gvozda, feritinom i markerima inflamacije kod bolesnika u krajnjem
stadijumu hroni¢ne bubrezne slabosti (ESRD).

Imajuéi u vidu da primena hepcidina-25 kao dijagnostickog parametra u proceni statusa
gvozda 1 stepena anemije, kao i predikcije neadekvatnog odgovora na ESAs terapiju u ESRD jo$
uvek nije nasla svoje mesto u rutinskoj klinickoj praksi, 1 dalje je predmet istraZivanja, Cilj ove
doktorske disertacije bio je da se odredi koncentracija hepcidina-25 u serumu bolesnika u ESRD,

ispitanica sa sideropenijskom anemijom (IDA) i kontrolnoj grupi (KG), kao i da se utvrdi uticaj



polimorfizma C282Y 1 H63D u genu HFE 1 A736V u genu TMPRSS6 na koncentraciju hepcidina-
25 1 parametre statusa gvozda. Takode, ispitana je korelacija koncentracije hepcidina-25 sa
hematoloskim parametrima, markerima statusa gvozda i inflamacije, utvrden odnos sa terapijom
koja se primenjuje u cilju korigovanja anemije kod bolesnika u ESRD, 1 ispitane dijagnosticke
karakteristike hepcidina-25 i markera statusa gvozda u razlikovanju anemije hroni¢ne bolesti od
sideropenijske anemije. Postavljeni cilj istraZivanja jasno pokazuje obuhvatan i temeljan pristup
problemu istrazivanja.

U poglavlju Materijali i metode navedeni su mesto istrazivanja, ispitivana populacija,
kriterijumi za ukljucivanje i isklju€ivanje iz istrazivanja, protokol ispitivanja zajedno sa nac¢inom
dobijanja i obrade uzoraka krvi, karakteristike terapije anemije u ESRD, kao i primenjeni
laboratorijski testovi.

U istrazivanje je ukljuceno 126 ispitanika u ESRD koji su prema podeli hroni¢ne bubrezne
slabosti predloZenoj od strane Nacionalne fondacije za bubreg SAD prema vodicu KDOQI
(Kidney Disease Outcomes Quality Initiative), bili stadijum 5 HBS (procenjena brzina
glomerularne filtracije (¢GFR) < 15 mL/min/1,73 m?). Bolesnici u ESRD grupi su bili starosti od
28 — 89 godina, pri cemu je 103 bolesnika leceno HD (ESRD-D) i 23 bolesnika su bila u
predijaliznom stadijumu (ESRD-PD). Grupu ispitanica sa sideropenijskom anemijom (IDA)
sacinjavala je 31 Zena starosti od 23 — 67 godina. Kontrolna grupa (KG) je obuhvatila 30 zdravih
dobrovoljaca u dobrom opstem zdravstvenom stanju i bez terapije, starosti od 26 — 83 godine.

Anamnesti¢ki podaci koji ukljucuju starost, prisustvo imunoloskih, inflamatornih,
hematoloskih 1 malignih oboljenja, infekciju virusom hepatitisa i HIV-a i primeni lekova i
suplemenata pribavljeni su popunjavanjem upitnika ,,Podaci o ispitanicima®. Podaci o lecenju
hemodijalizom, uzroku renalnog oboljenja, prisustvu komorbiditeta i terapiji anemije ESAs i i.v.
gvozdem dobijeni su analizom medicinske dokumentacije pacijenata. Laboratorijske analize su
uradene u Centru za medicinsku biohemiju Klinickog centra Srbije, Institutu za humanu genetiku
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Institutu za primenu nuklearne energije
Univerziteta u Beogradu. Protokol studije je odobren od strane Etickog komiteta za biomedicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta i Etickog odbora Klini¢kog centra
Srbije, u Beogradu. Istrazivanje je sprovedemo u skladu sa principima Helsinske deklaracije
postujuci nacela Dobre klinicke prakse. Ispitanici su ukljuceni u studiju nakon potpisivanja

dobrovoljnog pristanka za ucestvovanje u nau¢nom istrazivanju.



Terapija hemodijalizom sprovodena je 3 puta nedeljno tokom najmanje 6 meseci, sa
prose¢nim trajanjem od 4h. Odluka o uvodenju terapije anemije primenom ESAs je zasnovana na
proceni koristi i rizika za svakog bolesnika ponaosob, indikovana je kod bolesnika sa vrednostima
Hgb ispod 100 g/L, a korigovanje terapije je razmatrano kada je koncentracija Hgb bila ispod 105
g/L ili iznad 115 g/L kako bi se odrzavao preporuceni opseg ciljnih vrednosti Hgb izmedu 100 g/L
i 120 g/L. Gvozde je aplikovano i.v. putem kao Fe**-hidroksid saharoza kompleks.

Uzorci krvi kod bolesnika na dijalizi prikupljeni su pre zapo€injanja dijalize u sredini
nedelje, tri dana nakon poslednje terapije ESAs i1 najmanje jedne nedelje nakon i.v. terapije
gvozdem. Uzorci krvi od ispitanika KG, pacijenata sa IDA 1 ESRD-PD bolesnika prikupljeni su
prilikom redovnih kontrolnih pregleda kod ordinirajuceg lekara, nakon noénog gladovanja.

U ovom delu doktorske disertacije fokus je usmeren na laboratorijske analize.
Koncentracija hepcidina-25 u serumu odredena je komercijalnim ELISA testom koji je specific¢an
za hepcidin-25 1 namenjen za istraZivacki rad - Hepcidin-25 Chemiluminescent Direct ELISA
(Hepcidin-25 Peptide Detection) For Research Use Only (Corgenix Inc., SAD). Naveden je sastav
reagensa, analiticke karakteristike testa koje su odredene od proizvodaca, princip i postupak
odredivanja koncentracije hepcidina-25. Kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom,
ukljucujuéi broj 1 indekse retikulocita je odredena iz K2EDTA krvi odmah nakon uzorkovanja
metodom protocne citometrije na automatskim hematoloSkim analizatorima Coulter® LH750
(Beckman Coulter, Inc., SAD) i Advia 2120i (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Nemacka). Biohemijski parametri: kreatinin, ureja, mokraéna kiselina, ukupni proteini, albumin,
aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), alkalna fosfataza, laktat
dehidrogenaza, gvozde, ukupni kapacitet vezivanja gvozda (TIBC), hsCRP, haptoglobin,
transferin i feritin su odredeni na automatskom biohemijskom analizatoru Olympus AU2700
(Beckman Coulter Diagnostics Inc., SAD) komercijalnim setovima reagenasa istog proizvodaca.
Koncentracija sTfR odredivana je u serumu komercijalnim esejom na analizatoru Siemens Dade
Behring Nephelometer Analyzer 1I® (Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Nemacka). U
nastavku je opisana izolacija DNK i detekcija pojedinacnih polimorfizama TMPRSS6 1 HFE gena.
Dat je prikaz koris¢enih sekvenci proba, pozicija alelnih varijanti i kataloSki broj koris¢enih
TaqMan® eseja, komponente smese pojedinaéne PCR reakcije kao i protokol PCR reakcija.

Znacajnost razlike kontinuiranih podataka analizirana je primenom t-testa, jednofaktorske

analize varijanse (ANOVA), dvofaktorske ANOVA-e (za post hoc analizu primenjen je Least



significant difference test 1 Sidak multiple comparison test), analiza kovarijanse, Mann-Whitney
U i Kruskal-Wallis testa, u zavisnosti od oblika raspodele. Kategorijski podaci prikazani su
apsolutnim brojem i1 procentom, a uporedivani su Chi-kvadrat testom ili Fisher-ovim testom tac¢ne
verovatnoce. Meduzavisnost ispitivanih parametara analizirana je primenom Spearman i Pearson
korelacione analize, a zatim i multiplom linearnom regresionom analizom. Analizom Receiver
Operating Characteristic (ROC) krivih procenjene su dijagnosti¢ke karakteristike parametara i
odredene optimalne grani¢ne vrednosti. Post hoc analiza statisticke snage za polimorfizme
pojedinacnih nukleotida sprovedena je korisS¢enjem softvera QUANTO, verzija 1.2. Analiza
haplotipova dva pojedinacna polimorfizma HFE gena (H63D 1 C282Y) izvrSena je Haplotype
analysis softverom, verzija 1.05. Za statisticku analizu primenjen je program SPSS® verzije 20.0 i

21.0 (IBM® Corp., SAD).

U okviru poglavlja Rezultati doktorand pregledno i sistemati¢no izlaze rezultate
istrazivanja. U prvom delu poglavlja predstavljeni su opsti podaci o ispitanicima. Predstavljene su
klinicke karakteristike, uzroci HBS i medikamentozna terapija bolesnika u ESRD. Zatim su
prikazani rezultati poredenja biohemijskih, osnovnih i novih hematoloskih parametara u ESRD,
IDA 1 KG. Analiticke karakteristike testa za odredivanje koncentracije hepcidina-25 ispitane su
odredivanjem granice detekcije, linearnosti i nepreciznosti.

Zatim su prikazani rezultati poredenja koncentracije hepcidina-25 izmedu ESRD, IDA i
KG, kao 1 raspodela u navedenim grupama. Prikazani su rezultati poredenja koncentracije
hepcidina-25 kod ESRD-D i ESRD-PD i kod muskaraca i Zena u ESRD grupi. Takode, prikazani
su rezultati poredenja zastupljenosti varijante A736V u genu TMPRSS6 i varijanti C282Y i H63D
u genu HFE u ESRD, IDA 1 KG.

U nastavku odeljka su prikazani rezultati hematoloSkih parametara, parametara statusa
gvozda 1 inflamacije bolesnika ESRD-D 1 ESRD-PD grupe. U delu ,, Analiza anemije u grupi
ESRD bolesnika* prikazani su rezultati hematoloskih parametara, parametara statusa gvozda i
inflamacije u grupi bolesnika u ESRD sa anemijom (Hgb < 110 g/L, ESRD-A) i grupi bez anemije
(Hgb > 110 g/L, ESRD-NA). U cilju ispitivanja deficita gvozda kod anemije hroni¢ne bolesti,
prikazani su rezultati klasifikacije bolesnika ESRD-A 1 ESRD-PD prema Thomasovom algoritmu,
koncentracije hepcidina-25, CHr i sTfR/log feritin u dobijenim kvadrantima. Takode je prikazana

klasifikacija bolesnika sa anemijom hroni¢ne bolesti (ACD) bez deficita gvozda i ACD sa



deficitom gvozda (ID) prema primeni ESAs 1 i.v. gvoZda. U narednom odeljku ovog poglavlja
prikazana je analiza uticaja terapije anemije sa ESAs 1 i.v. gvozdem.

Prema primeni ESAs grupa ESRD-D bolesnika je podeljena na bolesnike koji su na ESAs
terapiji (ESAs-th grupa), 1 na bolesnike koji su bez suplementacije ESAs tokom prethodnih 6
meseci (ESAs-n grupa). U nastavku odeljka Rezultati prikazani su rezultati hematoloskih
parametara, markera statusa gvozda i inflamacije ESRD-D grupe klasifikovanih na osnovu
primene ESAs, kao i rezultati korelacione analize hepcidina-25 sa laboratorijskim parametrima u
formiranim grupama. U cilju identifikacije nezavisnih determinanti koncentracije hepcidina-25
uradena je multipla linearna regresiona analiza koja je ukljucila varijable koje su statisticki
znacajno korelirale sa koncentracijom hepcidina-25.

Zatim su prikazani rezultati ispitivanja povezanosti hepcidina-25 sa apsolutnim brojem
retikulocita (RET) 1 retikulocitnim indeksima kod 80 anemic¢nih bolesnika u terminalnom
stadijumu bubrezne bolesti (ESRD-A). Ispitivana grupa ESRD-A podeljena je prema prethodno
procenjenom statusu gvozda na bolesnike sa apsolutnim nedostatkom gvozda (ID), bolesnike sa
adekvatnim statusom gvozda (IS) i grupu bolesnika sa pozitivnim balansom statusa gvozda (PB) 1
prikazani rezultati koncentracija hepcidina-25, eritrocitni indeksi i1 retikulocitni parametari u
formiranim grupama, a zatim 1 rezultati korelacione 1 multiple regresione analize. ROC analizom
ispitane su dijagnosticke karakteristike hepcidina-25 kao markera za razlikovanje anemic¢nih
ESRD bolesnika sa pozitivnim balansom gvozda u odnosu na ostale ESRD bolesnike.

Raspodela varijanti A736V u genu TMPRSS6 1 C282Y 1 H63D u genu HFE u grupi ESRD
bolesnika klasifikovanih prema polu, a zatim 1 kombinovani uticaj pola i haplotipova dve HFE kao
1 TMPRSS6 A736V varijante na markere statusa gvozda prikazan je u nastavku odeljka Rezultati.
Poslednji deo poglavlja je posvecen ispitivanju dijagnostickih karakteristika hepcidina-25 i
markera statusa gvozda u razlikovanju anemije hroni¢ne bolesti od sideropenijske anemije.
Prikazani su rezultati ROC analize 1 dijagnostiCke karakteristike za hepcidin-25, feritin, TSAT 1
MCV.

U poglavlju Diskusija prikazano je poredenje dobijenih rezultata sa relevantnim
literaturnim podacima i iznesena su objasnjenja i implikacije rezultata ove studije.

Poglavlje Zakljuc¢ak obuhvata najznacajnije zakljucke koji proizilaze iz rezultata

istrazivanja i1 njihove analize.



Na kraju doktorske disertacije nalazi se poglavlje Literatura, koje sadrzi spisak od 306

literaturnih navoda koris¢enih u doktorskoj disertaciji.

B. Opis dobijenih rezultata

Najzastupljeniji uzrok ESRD bila je arterijska hipertenzija, zatim slede glomerulonefritis,
diabetes mellitus, hroni¢ni pijelonefritis 1 policisticna bolest. U grupi ESRD uocene su statisticki
znacajno vise koncentracije ureje, kreatinina, mokrac¢ne kiseline i hsCRP i znacajno nize vrednosti
AST, ALT, ukupnih proteina 1 albumina u odnosu na grupu IDA i1 KG. Pacijenti u ESRD 1 IDA
grupi su imali priblizno iste nivoe hemoglobina i HCT, koji su bili statisti¢ki znac¢ajno niZi od
vrednosti u KG. Vrednosti RBC su bile znac¢ajno nize, a MCV znacajno vise u ESRD grupi u
poredenju sa IDA i KG. Poredenjem sa ESRD i KG, parametri MCH i MCHC su bili zna¢ajno nizi
u IDA grupi. MCHC je bio znacajno nizi u ESRD u odnosu na KG. U pogledu vrednosti RDW,
najvise vrednosti utvrdene u IDA grupi bile su zna¢ajno razli¢ite od vrednosti u ESRD 1 IDA grupi.
Znacajno vise vrednosti RDW su utvrdene u ESRD u poredenju sa KG. Prema parametrima statusa
gvozda, koncentracija serumskog gvozda je bila znacajno niza u ESRD i IDA grupi u odnosu na
KG 1 znacajno niza u IDA u poredenju sa ESRD grupom. Zatim, utvrdene su znacajno nize
vrednosti TIBC 1 transferina u ESRD grupi u odnosu na IDA 1 KG, i zna¢ajno niZe vrednosti u KG
u odnosu na IDA grupu. Ispitanici u IDA grupi su imali znacajno niZe vrednosti TSAT i znacajno
viSe vrednosti sTfR u poredenju sa ESRD i1 KG. Koncentracija feritina je bila znacajno visa u

ESRD grupi u poredenju sa IDA i KG, i znacajno visa u KG u odnosu na IDA grupu.

Sa aspekta novih hematoloSkih parametara utvrdene su statisti¢ki znacajno vise vrednosti
parametara %HYPO i LHD% u IDA grupi u poredenju sa ESRD i1 KG, i znac¢ajno vise u ESRD u
odnosu na KG. Parametar Maf je bio znacajno nizi u ESRD i IDA grupi u poredenju sa KG, i
znacajno visi u ESRD u odnosu na IDA grupu. U pogledu IRF, znac¢ajno viSe vrednosti su utvrdene
u ESRD i IDA grupi u poredenju sa KG, dok se grupe ESRD i IDA nisu znacajno razlikovale.
Utvrdene su znacajno vise vrednosti CHr u ESRD i KG u poredenju sa IDA, dok se ESRD i KG
nisu znacajno razlikovale.

Analiticke karakteristike testa za odredivanje koncentracije hepcidina-25 ispitane su
odredivanjem granice detekcije, linearnosti 1 nepreciznosti u seriji, 1 iz dana u dan. Koeficijent
varijacije svake tacke standardne krive ¢ija je koncentracija ve¢a od 20 pg/L bio je manji od 20%;

a dobijene vrednosti kontrolnih uzoraka bile su u dozvoljenom opsegu odredenih od strane
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proizvodaca. Dobijena vrednost granice detekcije je iznosila 7,93 pg/L i upucivala na zakljucak
da test zadovoljava karakteristike u pogledu osetljivosti, prikazanih od strane proizvodaca.
Prikazani rezultati ispitivanja linearnosti su upucivali na zaklju¢ak da su rezultati ispitivanja
prihvatljivi 1 u skladu sa podacima proizvodaca regensa. Takode je ispitana nepreciznost, a
vrednosti dobijenog koeficijenta varijacije za nepreciznost u seriji (8%) i za nepreciznost iz dana
u dan (17,8%) ukazuju da su dobijeni rezultati u skladu sa podacima proizvodaca reagensa, tj. da
se odredivanje koncentracije hepcidina-25 moze smatrati pouzdanim za ostvarenje ciljeva ovog
istrazivanja.

Rezultati prikazani u doktorskoj disertaciji su pokazali statisticki znacajne razlike u
koncentraciji hepcidina-25 izmedu ESRD, IDA i KG. Bolesnici u ESRD grupi imali su oko 18
puta vise koncentracije hepcidina-25 u odnosu na IDA grupu. Koncentracija hepcidina-25 u ESRD
grupi bila je oko 6 puta visa u odnosu na KG 1 oko 3 puta viSa u KG u poredenju sa IDA grupom.
NajniZa izmerena koncentracija hepcidina-25 u ESRD grupi bila je 3,00 pg/L, a najvisa 299,31
ng/L. Najvisa ucestalost koncentracije hepcidina-25 u ESRD grupi utvrdena je u opsegu od 3 — 25
ug/L (29,4%), zatim u opsegu od 25 — 75 pg/L (35%) 1 od 75 — 125 pg/L (18,9%). U IDA grupi
najveci procenat ispitanika je imao koncentraciju hepcidina-25 u opsegu od 2,52 — 4 ng/L (87,1%),
dok su ispitanici u KG imali najviSu zastupljenost koncentracije u intervalu od 3 — 10 pg/L (53,4%)
iod 10 do 20 pg/L (40%). Utvrdeno je da se koncentracija hepcidina-25 nije statisti¢ki znacajno
razlikovala izmedu ESRD-D i ESRD-PD grupe, kao i izmedu ESRD bolesnika muskog i Zenskog
pola.

Ucestalost genskih varijanti TMPRSS6 A736V, HFE C282Y 1 HFE H63D, kao 1 HFE
haplotipova nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu grupe ESRD, IDA 1 KG. Frekvencije
TMPRSS6 A736V genotipova 1 alela u ispitivanim grupama bile su u Hardy—Weinbergovoj
ravnotezi. Retka homozigotna varijanta G/G za HFE H63D i A/A za HFE C282Y nije detektovana
u ispitivanim grupama.

ESRD grupa je podeljena na osnovu le¢enja hemodijaliznim tretmanom na ESRD-D 1
ESRD-PD grupu i analizirane su razlike. Utvrdene su znacajno vise vrednosti feritina i znacajno
nize vrednosti TIBC, transferina i indeksa sTfR/log feritin u ESRD-D u poredenju sa ESRD-PD
grupom. Sa aspekta novih hematoloskih parametara utvrdene su znacajno vise vrednosti %HYPO,

LHD%, IRF, RSf, MRV i HLR u ESRD-D u poredenju sa ESRD-PD grupom.



U cilju analize prisustva anemije grupa ESRD bolesnika je podeljena na osnovu koncentracije
hemoglobina na grupu sa anemijom (Hgb < 110 g/L, ESRD-A) i grupu bez anemije (Hgb > 110
g/L, ESRD-NA). Analizom nije bilo obuhvac¢eno 7 bolesnika kod kojih je vrednost hsCRP bila
visa od 50 mg/L. Bolesnici u ESRD-A grupi su imali znacajno viSe vrednosti hepcidina-25 i
feritina, 1 znacajno nize vrednosti RBC, HCT, TIBC, sTfR i indeksa sTfR/log feritin u poredenju
sa grupom ESRD-NA. Nakon eliminacije uticaja pola i starosti utvrdeno je da je razlika izmedu
ESRS-A i ESRD-NA grupe, za navedene parametre, zadrzala statisticku znaCajnost. Nakon
uklanjanja uticaja koncentracije feritina, utvrdeno je da se koncentracija hepcidina-25 nije
znacajno razlikovala izmedu ESRD-A 1 ESRD-NA grupe. Utvrdena je statisti¢ki znacajno viSa
vrednost Maf u ESRD-NA u poredenju sa ESRD-A grupom.

U cilju ispitivanja deficita gvozda u anemiji hroni¢ne bolesti, ESRD-A grupa je
klasifikovana na osnovu Thomasovog algoritma. Anemija hroni¢ne bolesti (ACD) bez deficita
gvozda je utvrdena kod 72 bolesnika ESRD-A grupe, dok je deficit gvozda (ID) bio prisutan kod
8 bolesnika. Od 72 bolesnika sa ACD, 42 (58%) su bila na terapiji i.v. gvozdem, dok je od 8
bolesnika sa ID dvoje (25%) bilo na terapiji i.v. gvozdem. Bolesnici sa ACD na terapiji ESAs su
imali adekvatno popunjen depo gvozda i odgovaraju¢i TSAT. Jedan bolesnik u ACD-ID grupi na
terapiji ESAs 1 i.v. gvozdem je imao funkcionalni deficit gvozda, tj. adekvatno popunjen depo 1
TSAT uz neodgovarajuéi efekat terapije, dok je ostalih 7 imalo nedovoljno popunjen depo uz
TSAT < 30%. Takode je analizirana i grupa predijaliznih bolesnika (ESRD-PD) Thomasovim
algoritmom. Grupa ESRD-PD nije bila na terapiji ni ESAs ni i.v. gvozdem. Od ukupno 23
bolesnika ESRD-PD grupe 13 je imalo koncentraciju Hgb nizu od 110 g/L. ACD bez deficita
gvozda (I kvadrant) je imalo 10, a latentni deficit gvozda (kvadrant II) 3 bolesnika ESRD-PD
grupe.

Na osnovu primenjene terapije ESAs i i.v. gvozda od 103 bolesnika ESRD-D grupe
formirane su 4 podgrupe. Koncentracija hepcidina-25 i feritina je bila statisticki znacajno niza, a
vrednosti parametara Hgb, HCT 1 Maf znacajno viSe kod bolesnika bez terapije i kod bolesnika na
terapiji i.v. gvozdem u odnosu na bolesnike na terapiji ESAs i kombinovanoj terapiji ESAs i i.v.
gvozdem. Bolesnici na terapiji i.v. gvozdem imali su statisti¢ki znac¢ajno nize vrednosti TSAT u
poredenju sa ostalim grupama. Vrednosti parametra %HYPO su bile statisti¢ki znacajno niZze u
grupi bolesnika bez terapije u odnosu na ostale grupe. Broj eritrocita je bio statisticki znacajno nizi
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na terapiji i.v. gvozdem, kao 1 kod bolesnika na terapiji ESAs u odnosu na bolesnike na terapiji i.v.
gvozdem. Parametar IRF je bio statisticki znacajno visi u grupi bolesnika na terapiji i.v. gvozdem
u odnosu na bolesnike bez terapije i bolesnike na terapiji ESAs kao i kod bolesnika na terapiji
ESAs ii.v. gvozdem u odnosu na bolesnike na terapiji ESAs.

Prema primeni ESAs grupa ESRD-D bolesnika je podeljena na bolesnike koji su na ESAs
terapiji: ESAs-th grupa, i na bolesnike koji su bez suplementacije ESAs tokom prethodnih 6
meseci: ESAs-n grupa. Bolesnici u grupi ESAs-th imali su statisticki znac¢ajno viSe koncentracije
hepcidina-25 1 feritina, i znaCajno nize koncentracije Hgb, RBC 1 HCT u poredenju sa ESAs-n
grupom. Nakon eliminacije uticaja koncentracije feritina, koncentracija hepcidina-25 nije se
statisticki znacajno razlikovala izmedu ESAs-n i ESAs-th grupe. Utvrdeno je da se stepen
inflamacije, pracen preko hsCRP, kao i udeo bolesnika sa inflamacijom, definisan koncentracijom
hsCRP > 5 mg/L, nije statisticki znacajno razlikovao izmedu grupa. Statisticki znacajna razlika u
koncetraciji hemoglobina izmedu muskaraca i Zena nije utvrdena u ESAs-th 1 ESAs-n, kao i u
kompletnoj ESRD-D grupi. Koncentracija hepcidina-25 nije statisticki znacajno korelirala sa
polom u ESAs-n i ESAs-th grupi kao i u kompletnoj ESRD-D grupi.

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost koncentracije feritina i RET sa koncentracijom
hepcidina-25 u obe ispitivane grupe (ESAs-n i ESAs-th) i ESRD-D grupi, dok je prisustvo
inflamacije bilo znacajno povezano sa koncentracijom hepcidina-25 u ESAs-th grupi kao i kod
svih ESRD-D bolesnika. Rezultati multiple regresione analize su pokazali da modeli kod ESRD-
D, ESAs-n i ESAs-th bolesnika opisuju ukupnu varijansu (72,6%, 74,6% 1 60,6%, redom) u
koncentraciji hepcidina-25 koja se moze objasniti prediktorskim varijablama, feritinom, RET 1
hsCRP iznad 5 mg/L. Feritin 1 hsCRP iznad 5 mg/L su bili pozitivni, a RET negativni prediktori
koncentracije hepcidina-25, pri ¢emu je feritin bio najznacajniji prediktor.

Koncentracija hepcidina-25 nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu ESAs
rezistentnih bolesnika 1 bolesnika koji su adekvatno odgovorili na terapiju ESAs, ni izmedu
bolesnika koji su primali kratkodeluju¢e u odnosu na bolesnike na terapiji dugodelujué¢im ESAs.
Nije utvrdena statisticki znaCajna korelacija koncentracije hepcidina-25 sa dnevnom
preporucenom dozom (DDD) ESAs i dozom i.v. primenjenog gvozda, kao ni sa vrstom ESAs i
ERI. Takode, koncentracija hepcidina-25 nije statisticki znacajno korelirala sa primenom i.v.
gvozda u grupi ESAs-n, ESAs-th 1 ESRD-D. Utvrdena je statisticki znacajna korelacija DDD ESAs
sa RET.
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Ispitivana grupa ESRD-A podeljena je prema prethodno procenjenom statusu gvozda na
bolesnike sa apsolutnim nedostatkom gvozda (ID), bolesnike sa adekvatnim statusom gvozda (IS)
1 grupu bolesnika sa pozitivnim balansom statusa gvozda (PB). Utvrdena je statisti¢ki znacajno
visa koncentracija hepcidina-25 kod bolesnika u PB grupi u poredenju sa IS 1 ID grupom. Grupe
se nisu statisticki znacajno razlikovale prema vrednostima hsCRP, sTfR, RBC, Hgb 1 HCT.
Koncentracija hepcidina-25 u grupi ID bila je priblizna koncentraciji hepcidina-25 u kontrolnoj
grupi. Utvrdeno je postojanje statisticki znacajne negativne korelacije koncentracije hepcidina-25
sa %HYPO, RET 1 IRF u ID grupi. Koncentracija hepcidina-25 bila je znacajno povezana sa RET
u PB grupi ispitanika. Jedino je u PB grupi naden statisticki znacajan negativan uticaj koncentracije
hepcidina-25 na CHr i RSf. Optimalna grani¢na vrednost hepcidina-25 za iskljucivanje pozitivnog
balansa gvozda utvrdena ROC analizom iznosila je 66,13 pg/L (osetljivost 61,3%, specifi¢nost
75,5%, AUC 0,808).

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti varijanti gena TMPRSS6 A736V,
HFE H63D 1 HFE C282Y, kao i HFE haplotipova izmedu muskaraca i Zena u ESRD. Medutim,
utvrdena je statistiCcki znaCajna razlika u uticaju haplotipa HFE gena (H63D/C282Y) na
koncentraciju hepcidina-25 1 feritina kod musSkaraca 1 Zena u ESRD, pri ¢emu je veli¢ina uticaja
bila umerena. Naknadna poredenja su pokazala da muskarci sa haplotipom C282Y/wt imaju
statisti¢ki znacajno viSu koncentraciju hepcidina-25 u poredenju sa muskarcima sa haplotipom
H63D/wt, u poredenju sa muskarcima sa haplotipom wt/wt i u poredenju sa Zenama istog haplotipa
C282Y/wt. Takode, je utvrdeno da su muskarci sa haplotipom C282Y/wt imali statisticki znacajno
viSu koncentraciju feritina u poredenju sa zenama istog haplotipa. Koncentracija transferina bila
je pod zajednickim uticajem pola i A736V varijante u genu TMPRSS6 u grupi ESRD bolesnika, tj.
zene nosioci rizinog A alela su imale statisticki znacajno niZze koncentracije transferina u odnosu
na zene G/G homozigote i muskarce, bez obzira na varijantu u TMPRSS6 genu (u poredenju sa
muskarcima sa G/G i1 sa muSkarcima nosiocima rizicnog A alela).

U poslednjem delu istrazivanja rezultati ROC analize ukazali su na odli¢ne dijagnosticke
karakteristike hepcidina-25, feritina, TSAT i MCV za razlikovanje anemije hroni¢ne bolesti od
sideropenijske anemije sa AUC vec¢im od 0,9 za sve parametre. Optimalna grani¢na vrednost za
hepcidin-25 iznosila je 9,32 pg/L (AUC = 0,932, osetljivost 90%, specificnost 100%). Najveca
AUC je nadena za feritin i iznosila je 0,991, dok su za MCV i TSAT bile 0,988 1 0,958, redom.
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B. Uporedna analiza dobijenih rezultata sa podacima iz literature

Anemija u ESRD ubraja se u anemiju hroni¢ne bolesti, tj. anemiju u inflamaciji. Pored
relativnog nedostatka eritropoetina 1 smanjenog Zivotnog veka eritrocita, poremecaj u homeostazi
gvozda predstavlja osnovnu odliku anemije u ESRD. Ushodna regulacija sinteze hepcidina-25 je
predlozena kao objaSnjenje poremecaja metabolizma gvozda i neadekvatnog odgovora na terapiju
anemije. Anemija u sklopu ESRD je znac¢ajno povezana sa mortalitetom, smanjenim kvalitetom
zivota, kognitivnim poremecajima, pove¢anom potrebom za transfuzijama, ve¢om frekvencijom
hospitalizacije i pove¢anim rizikom od nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (1-4). Progresijom
bubrezne bolesti i smanjenjem procenjene brzine glomerularne filtracije raste incidenca anemije i
zahvata gotovo sve obolele u ESRD (3, 4).

Najzastupljeniji uzrok terminalne bubrezne slabosti u ispitivanoj grupi bolesnika bila je
arterijska hipertenzija, a zatim glomerulonefritis i diabetes melitus. Rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji prate globalnu statistiku etiologije HBS u razvijenim zemljama (5) i slazu sa rezultatima
epidemioloske studije na populaciji Srbije (6).
Koncentracija hepcidina-25 u grupi bolesnika u ESRD je bila znacajno visa u odnosu na ispitanike
KG, §to je ocekivano s obzirom na ¢injenicu da se ESRD smatra hroni¢nim inflamatornim stanjem
sa povecanim telesnim rezervama gvozda, koji su dobro poznati faktori indukcije sinteze
hepcidina-25, i u skladu sa literaturnim podacima (7-12). U doktorskoj disertaciji, odredena
koncentracija hepcidina-25 u IDA grupi je iznosila 3,00 ug/L i bila je statisticki znacajno niza u
odnosu na ESRD i kontrolnu grupu, §to je ocekivan rezultat imajuci u vidu molekularni mehanizam
kojim deficit gvozda i hipoksija dovode do inhibicije ekspresije HAMP gena koji kodira sintezu
hepcidina (7, 13-15). Sa druge strane, kod bolesnika u ESRD sistemska inflamacija dovodi do
aktivacije imunskih ¢elija i sinteze inflamatornih citokina koji su odgovorni za pojavu poremecaja
1 u ranom periodu eritropoeze, koji je zavisan od eritropoetina, i u kasnom, koji zavisi od gvozda
(16, 17). Interleukin 6 (IL-6) se smatra potentnim stimulatorom sinteze hepcidina-25, koji ovu
funkciju ostvaruje indukovanjem JAK/STAT3 signalnog puta (7). Pored inflamacije, povisenoj
koncentraciji ukupnog hepcidina kod bolesnika u ESRD dodatno doprinosi smanjeno izluc¢ivanje
zbog oStecenja bubrega (18).

Malo je literaturnih podataka o ucestalosti 1 specificnom uticaju polimorfizma gena

TMPRSS6 (A736V) i HFE (C282Y i H63D) na hepcidin-25 i parametre statusa gvozda kod
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bolesnika u ESRD. Rezultati doktorske disertacije nisu pokazali znac¢ajnu razliku u zastupljenosti
genotipova pomenutih varijanti izmedu ESRD, IDA i KG, §to potkrepljuju nalazi Pelusi i sar. (19).
Rezultati prikazani u ovom radu su pokazali zastupljenost rizicnog alela varijante A736V u genu
TMPRSS6 od 42% u KG 1 kod bolesnika u ESRD, §to je u skladu sa rezultatima studije Nai 1 sar.
(20) 1 Pelusi 1 sar. (19). Uoceno je da se utvrdena niska ucestalost rizicnog alela varijante C282Y
u grupama nije statisticki znacajno razlikovala izmedu grupa, $to je u saglasnosti sa niskom
prevalencom rizi¢nog alela varijante C282Y na globalnom nivou i na podru¢ju Evrope (21), sa
podacima dobijenim na opstoj populaciji Srbije i Crne Gore (22) i sa podacima Pelusi 1 sar. (19)
dobijenim na populaciji bolesnika sa HBS. Homozigotna varijanta A/A C282Y HFE nije
detektovana u ovom radu, $to se slaze sa niskom prevalencom za Juznu i Isto¢nu Evropu (21), kao
i sa podacima Sari¢ i sar. (22) i Pelusi i sar. (19). Utvrdeno je da se uéestalost rizi¢nog alela H63D
nije razlikovala izmedu grupa 1 da je iznosila 15% u KG, §to se slaZe sa rezultatima dobijenim na
opstoj populaciji globalno (14%) (21) i sa podacima Sari¢ i sar. (15,7%) (22). Sa aspekta
ucestalosti rizicnog alela H63D u grupi ESRD, utvdena je niza ucestalost u poredenju sa
rezultatima Pelusi i sar. (19), medutim, u doktorskoj disertaciji je uocena niza ucestalost u KG u
poredenju sa kontrolnom grupom Pelusi i sar. (19).

Prikazani rezultati ove disertacije su ukazali na postojanje klinicki manifestne anemije u
ESRD i IDA grupi sa priblizno istim koncentracijama Hgb 1 HCT, koje su bile zna¢ajno nize od
koncentracije Hgb i HCT u KG. Dobijeni rezultati i razlike u pogledu osnovnih hematoloskih
parametara su ocekivani i u saglasnosti sa karakteristikama i razli¢itim patofizioloskim
mehanizmima u nastanku inflamatorne i sideropenijske anemije (16, 23-25).

%HYPO 1 LHD% predstavljaju nove hematoloSke parametre odredene na razliCitim
platformama hematoloskih analizatora, ¢ije vrednosti daju informaciju o raspolozivosti gvozda za
potrebe eritropoeze u proteklih 90 — 120 dana (24, 26). Rezultati zabelezeni u ovom radu pokazali
su statisticki zna€ajno viSe vrednosti %HYPO 1 LHD% u IDA grupi u poredenju sa ESRD 1 KG, 1
statisti¢ki znacajno vise u ESRD u odnosu na KG. Odredene vrednosti %HYPO i LHD% kao 1
razlike izmedu ispitivanih grupa slazu se sa rezultatima ispitivanja Urrechaga i1 sar. (23).
Retikulocitni indeks IRF predstavlja nezrelu formu retikulocita u ¢ijem sastavu se nalazi najveca
kolic¢ina RNK, a koja se smatra ranim indikatorom odgovora na terapiju anemije gvozdem ili ESAs
(27). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali statisticki znacajno vise vrednosti IRF u

ESRD i IDA grupi u poredenju sa KG, dok se grupe ESRD i IDA nisu znacajno razlikovale $to
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potvrduje rezultate Schoorl 1 sar. (28). Literaturni podaci govore da CHr 1 RSf dobro koreliraju 1
obezbeduju istu klinicku informaciju u realnom vremenu (48h) o nedavnoj funkcionalnoj
raspolozivosti gvozda za eritroidne prekurzore (29, 30). Dobijeni rezultati ove doktorske
disertacije su pokazali da je sadrzaj hemoglobina u retikulocitu (CHr, RSf) bio znac¢ajno visi u
ESRD i KG grupi u poredenju sa IDA $§to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (23).

Dobro je poznata Cinjenica da primarni nedostatak gvozda dovodi do sideropenijske
anemije koju odlikuju niska koncentracija gvozda u serumu i visok TIBC, snizena TSAT i1 veoma
niska koncentracija feritina. Sa druge strane, kod anemije hroni¢ne bolesti je niska ili nisko
normalna koncentracija serumskog gvozda, snizen TIBC, normalna saturacija transferina i
normalna ili poviSena koncentracija feritina (16, 31, 32). Rezultati prikazani u doktorskoj
disertaciji 1 utvrdene razlike se slazu sa literaturnim podacima (16, 32).

U doktorskoj disertaciji je pokazano da su anemic¢ni bolesnici u ESRD grupi imali zna¢ajno
viSe vrednosti hepcidina-25 1 feritina, i zna€ajno nize vrednosti RBC, HCT, TIBC i Maf u
poredenju sa bolesnicima u ESRD bez anemije. Razlika u koncentraciji hepcidina-25 izmedu
ESRD-A i ESRD-NA bila je statisticki znacajna, medutim, utvrdeno je da je ona posledica
interindividualnih varijacija u koncentraciji feritina u ESRD-A grupi. lako se koncentracija feritina
moze objasniti ushodnom regulacijom koja je povezana sa koli¢inom deponovanog gvozda i
inflamacijom, koji dovode do stimulacije sinteze hepcidina-25 (7), ta uzro¢no posledi¢na veza se
nije mogla se sa sigurno$¢u utvrditi imajuéi u vidu dizajn istrazivanja. Rezultati Maf dobijeni u
ovoj studiji se slazu sa podacima objavljenim od Urrechaga i sar. (33).

Koncentracije hepcidina-25 i feritina su bile znacajno vise, a vrednosti parametara Hgb, HCT 1
Maf znacajno nize kod bolesnika na terapiji ESAs i kombinovanoj terapiji ESAs i i.v. gvozdem u
odnosu na bolesnike bez terapije i bolesnike na terapiji i.v. gvozdem. Do sada se mali broj
istraziva¢a bavio povezanoS¢u terapije ESAs i1 iv. gvozda sa koncentracijom hepcidina-25,
vrednostima hematoloskih parametara, statusom gvozda i stepenom inflamacije (34). Na malom
broju ispitanika, Weiss 1 sar. (34) su zakljucili da izmedu bolesnika koji su primali samo terapiju
ESAs, samo terapiju i.v. gvozda i udruzenu terapiju ESAs i i.v. gvozda ne postoji razlika u
vrednostima hepcidina-25, feritina i CRP pre dijaliznog tretmana. Razlike u rezultatima dobijenih
u istrazivanju Weiss 1 sar. (34) i rezultata ove disertacije mogu biti delom objaSnjene znacajnom

viSom koli¢inom deponovanog gvozda kod bolesnika na izolovanoj terapiji i.v. gvozdem.
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Rezultati prethodno objavljenih studija koje su imale za cilj utvrdivanje povezanosti ESAs
1 hepcidina-25 na populaciji bolesnika u ESRD su neusaglaSeni kako zbog primene razli¢itih
metoda kojima se odreduje ukupni hepcidin ili bioaktivna izoforma hepcidin-25, tako i zbog
uticaja brze regulacije ekspresije hepcidina nakon zapocCinjanja tretmana ESAs. (11, 18, 34-38). U
doktorskoj disertaciji je koriS¢ena hemiluminiscentna imunoloSka metodu koja omogucava
specificno odredivanje koncentracije bioaktivnog hepcidina-25.

lako rezultati doktorske disertacije nisu pokazali znaCajnu povezanost izmedu ESAs i
koncentracije hepcidina-25, utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija izmedu doze ESAs sa
eritropoetskom aktivnoS¢u Sto ukazuje da se ne moze iskljuciti moguénost da terapija ESAs utice
na koncentraciju hepcidina-25 na indirektan nacin putem ,,eritroidnih medijatora® eritroferona i
trombocitnog faktora rasta BB, koji su povezani sa stimulisanom eritropoezom i hipoksijom, a
dovode do suprimiranja ekspresije HAMP gena (14, 39).

Rezultati ovog rada nisu ukazali na postojanje statisticki znacajne povezanosti
koncentracije hepcidina-25 sa indeksom rezistencije na ESAs (ERI), a takode nije uocena
statisticki znacajna razlika u koncentraciji hepcidina-25 izmedu ESAs rezistentnih bolesnika 1
bolesnika kod kojih je postignut terapijski efekat pri primeni ESAs. Moguéi uzroci odsustva
povezanosti hepcidina-25 i ERI u ovoj studiji mogu se objasniti na slede¢i nacin: 1) ERI u velikoj
meri zavisi od odredenog vremenskog okvira tokom kojeg je procenjen i u tesnoj je vezi sa Semom
doziranja ESAs, §to moze znacajno uticati na vrednost ERI tokom perioda odredivanja (40); 2)
malog broja ispitanika, 3) ispitivani bolesnici su ispoljavali inflamaciju niskog stepena (40); 1 4)
ispitivanje u formi studije preseka moze prikriti potencijalne uzrocno-posledicne veze izmedu
hepcidina-25, feritina, hsCRP, eritropoetske aktivnosti i preporuc¢ene dnevne doze ESAs.

Rezultati ovog istraZivanja nisu pokazali znacajnu povezanost koncentracije hepcidina-25
sa vrstom (kratkodeluju¢i ili dugodeluju¢i) ESAs, Sto se razlikuje u odnosu na prethodno
publikovane rezultate o vecoj potentnosti darbepoetin-a (dugog dejstva) u odnosu na eritropoetin-
B (kratkog dejstva) u sniZzenju koncentracije hepcidina-25 kod bolesnika na HD (41). Imaju¢i na
umu da deponovano gvozde i inflamacija ushodno reguliSu koncentraciju hepcidina-25 (7), nizi
nivoi feritina u studiji Shoji i sar. (41) u poredenju sa vrednostima u ovoj disertaciji, zatim odsustvo
primene i.v. terapije gvozdem u studiji Shoji 1 sar. (41) i1 karakteristicne kratkotrajne varijacije u
koncentraciji hepcidina-25 nakon pocetka primene ESAs (vra¢anje na pocetne vrednosti nakon

18h) mogu delom objasniti razliku u dobijenim rezultatima (38, 40). Takode, razlika u rezultatima
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disertacije 1 studije Shoji i sar. (41) moZe biti obja$njena sa aspekta molekularnog mehanizma
kojim stimulisana eritropoeza i deponovano gvozde unakrsno reguli$u sintezu hepcidina-25 (7).

Rezultati ove disertacije nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost koncentracije
hepcidina-25 1 primene i.v. gvozda. Dobijeni rezultati se slazu sa publikovanim rezultatima
nekoliko studija (34, 42) 1 sugeriSu da kod bolesnika u ESRD sa popunjenim rezervama gvozda 1
poviSenom koncentracijom hepcidina-25, dodatna parenteralna primena gvozda ne indukuje
znacajno povecanje koncentracije hepcidina-25 (34).

ZnacCajna pozitivna korelacija hepcidina-25 sa feritinom je utvrdena u gotovo u svim
studijama kod bolesnika sa HBS, pa se feritin smatra najjaim prediktorom koncentracije
hepcidina-25 (11, 18, 34). U skladu sa navedenim istrazivanjima su i nalazi dobijeni u doktorskoj
disertaciji. U grupi bolesnika ESAs-n je pokazano da je koncentracija hepcidina-25 bila je u opsegu
vrednosti zdravih osoba iste starosti (43) i priblizna koncentraciji u studiji Touzot i sar. (44), Sto
sugeriSe da ova specificna ESAn grupa pokazuje naizgled o¢uvanu homeostazu gvozda sa niZzim
stepenom anemije (44).

Apsolutni broj retikulocita je hematoloski parametar za procenu eritropoetske aktivnosti
kostane srzi (31). Rezultati doktorske disertacije su pokazali znacajnu povezanost RET i
koncentracije hepcidina-25 u ESAs-th, ESAs-n i ESRD-D grupi §to je u saglasnosti literaturnim
podacima (18) a koji sugeriSu da bi visoke koncentracije hepcidina-25 mogle da indukuju blokadu
apsorpcije gvozda i izlazak gvozda iz makrofaga i hepatocita, §to dovodi do eritropoeze sa
ograni¢enom koli¢inom gvozda.

Prisustvo inflamacije je karakteristika bolesnika u ESRD 1 klju¢na karika mehanizma
nastanka inflamatorne anemije (16). Medutim, iako se smatra da je sinteza hepcidina-25 ushodno
stimulisana u inflamaciji, literaturni podaci su neusaglaseni u pogledu odnosa koncentracije
hepcidina-25 sa markerima inflamacije kod bolesnika lecenih HD (11, 18). U prilog povezanosti
hepcidina-25 sa inflamacijom (7) govore rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji.

U ovom radu je utvrdeno da je koncentracija hepcidina-25 bila najviSa u grupi anemi¢nih
bolesnika u ESRD sa pozitivnim balansom gvozda (PB) i statisticki znacajno visa u odnosu na
grupu sa adekvatnim statusom gvozda (IS) i grupu sa negativnim balansom gvozda (ID). Ovo je u
saglasnosti sa literaturnim podacima o mehanizmu pozitivne povratne sprege kojim deponovano
gvozde BMP — SMAD, i inflamacija JAK — STAT putem, dovode do stimulacije, a deficit gvozda
inhibicijom BMP — SMAD puta do suprimiranja ekspresije HAMP gena (7, 45). Rezultati
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doktorske disertacije ukazuju da je koncentracija hepcidina-25 dobijena u grupi ID bila u okviru
referentnog opsega opste populacije istih godina (43), a statisticki znacajna negativna korelacija
hepcidina-25 sa deficitom gvozda (%HYPO) i eritropoetske aktivnosti (RET i IRF) u grupi
bolesnika sa ID su u skladu sa literaturnim podacima (7, 14). Sa druge strane, utvrdena znacajna
negativna korelacija izmedu hepcidina-25 1 apsolutnog broja RET u grupi bolesnika u ESRD sa
pozitivnim balansom gvozda sugeriSe da poviSene koncentracije hepcidina-25 posreduju u
redukovanju raspolozive koli¢ine gvozda, §to bi moglo rezultirati suprimiranjem eritropoetske
aktivnosti, a rezultati ove disertacije su u saglasnosti sa istrazivanjem van der Weerd i sar. (18).

CHr (RSf) je sadrzaj hemoglobina u retikulocitu koji se smatra osetljivim markerom za
procenu funkcionalne raspolozivosti gvozda za eritriodne prekurzore u prethodna 2 — 3 dana (29,
46). Rezultati doktorske studije su pokazali znacajan negativan uticaj koncentracije hepcidina-25
na vrednosti CHr 1 RSf, koji je naden samo u grupi anemicnih pacijenata u ESRD sa PB. Dobijeni
rezultati sugeriSu da anemic¢ni pacijenti u ESRD sa PB mogu imati smanjenu bioraspoloZivost
gvozda 1 povecani potencijal za eritropoezu sa ograni¢enom koli¢inom gvozda koja je posledica
,zarobljenog® gvozda u skladistima usled povisene koncentracije hepcidina-25. Iako je samo u
grupi bolesnika u ESRD sa PB naden statisticki znacajan uticaj koncentracije hepcidina-25 na CHr
1 RSf, u kompletnoj grupi anemi¢nih ESRD nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost §to je u
saglasnosti sa prethodno objavljenim rezultatima (13, 47). Znacajne razlike u utvrdenoj
povezanosti hepcidina-25 sa sadrzajem hemoglobina u retikulocitima dobijenoj u PB grupi
doktorske disertacije, i odsustvo ove veze opisane u studijama Thomas i sar. (13) i Eguchi i sar.
(47), bi se u odredenoj meri mogle pripisati razli¢itom nacinu odabira anemi¢nih pacijenata. U
prilog rezultata studije Ogawa 1 sar. (30) govore rezultati doktorske disertacije, a koji upucuju na
zakljucak da povezanost hepcidina-25 i sadrzaja hemoglobina u retikulocitima zavisi od balansa
statusa gvozda. Prikazani rezultati doktorske disertacije su pokazali da grani¢na vrednost
hepcidina-25 od 66,13 pg/LL ima prihvatljive dijagnosticke karakteristike u isklju¢ivanju
pozitivnog balansa gvozda §to je u saglasnosti sa nedavno publikovanom vrednosti od 70 pg/L u
radu Ogawa i sar. (30) i grani¢noj vrednosti od 66,81 pg/L u detekciji optere¢enja gvozdem koju
su nedavno objavili Rostoker i sar. (48).

Rezultati doktorske disertacije nisu pokazali znacajnu razliku u zastupljenosti varijanti
A736V u genu TMPRSS6, H63D 1 C282Y u genu HFE 1 haplotipova (H63D 1 C282Y) HFE gena

izmedu polova. Nijedna studija do sada nije analizirala postojanje razlike u distribuciji
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polimorfizama TMPRSS6 1 HFE prema polu kod bolesnika u ESRD. Rezultati ovog istraZivanja
su ukazali na viSe koncentracije hepcidina-25 i feritina kod muskaraca nego kod Zena u odnosu na
HFFE haplotipove. Muskarci sa haplotipom C282Y / wt su imali najvise koncentracije hepcidina i
feritina $to se slaZe sa rezultatima Serensen 1 sar. (49) a upucuje na zakljucak da prisustvo haplotipa
C282Y / wt kod muskaraca dovodi do povecane sinteze hepcidina, koji inhibira izlazak gvozda iz
makrofaga i utie na razvoj anemije.

Utvrdene su znacajno nize koncentracije transferina i posledi¢no povecana saturacija
transferina kod zena u ESRD koje su nosioci A alela (A/G 1 A/A) u odnosu na Zene wild-type
homozigote (G/G) u TMPRSS6 genu. Nai i sar. (20) su uocili da su homozigoti varijante 736Val u
genu TMPRSS6 (genotip A/A prema SNP nomenklaturi) povezani sa znacajno viSim
koncentracijama hepcidina-25, nizom saturacijom transferina i nizim serumskim gvozdem u
odnosu na homozigote varijante 736Ala u genu TMPRSS6 (genotip G/G prema SNP
nomenklatura) kod zdravih individua. Ova grupa autora je takode pokazala da G alel varijante
1s855791 u genu TMPRSS6 efikasnije inhibira hepcidin od A alela. Medutim, sa druge strane
Galesloot i sar. (50) su u istrazivanju na ops$toj populaciji pokazali da uticaj varijanti rs855791 u
genu TMPRSS6 na feritin, serumsko gvozde, saturaciju transferina 1 TIBC ne zavisi od
koncentracije hepcidina, a da je saturacija transferina snizena i TIBC poviSen kod osoba sa
varijantama A/G i A/A gena TMPRSS6, u poredenju sa homozigotima G/G TMPRSS6, §to se slaze
sa rezultatima odredenim kod Zena u ESRD u doktorskoj disertaciji.

Rezultati prikazani u doktorskoj disertaciji su ukazali na odlicne dijagnosticke
karakteristike hepcidina-25, feritina, TSAT 1 MCV za razlikovanje ACD od IDA. Najbolje
dijagnosticke karakteristike za hepcidin-25 su odredene pri koncentraciji od 9,32 pg/L, i za feritin
pri koncentraciji od 48,2 ng/L §to je u skladu sa literaturnim podacima (51, 52). Uprkos €injenici
da se preporucena vrednost TSAT od > 20% uglavnom odnosi na zdravu populaciju, nizi rezultat
u ovom istrazivanju (= 16,8%) je oc¢ekivan u hroni¢noj bubreznoj slabosti. Odredena grani¢na
vrednost MCV od 81 fL je ocekivana imaju¢i u vidu morfoloske karakteristike eritrocita koji

definisu ACD i IDA (16, 32).
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li¢nih imena ili naziva stru¢nih organizacija i radnih grupa, naziva odredivanih analita, reagenasa
1 primenjenih instrumentalnih i statistickih metoda, kao 1 navodenja ops$tih mesta i podataka,
recenickih konstrukcija i formulacija karakteristicnih za nau¢ne i stru¢ne pojmove u oblasti
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Na osnovu rezultata provere smatramo da je doktorska disertacija Miljana Savkovi¢a u

potpunosti originalna, kao i da su poStovana akademska pravila citiranja.

E. Zakljucak - obrazloZenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Anemija u sklopu ESRD je znafajno povezana sa mortalitetom, smanjenim kvalitetom
zivota, kognitivnim poremecajima, poveéanom potrebom za transfuzijama, ve¢om frekvencijom
hospitalizacije i pove¢anim rizikom od nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja, i kao takva
predstavlja uvek aktuelno teorijsko, klinicko 1 prakti¢no pitanje u oblasti biohemije i medicine.
Pored relativnog nedostatka eritropoetina i smanjenog zivotnog veka eritrocita, poremecaj u
homeostazi gvozda predstavlja osnovnu odliku anemije u ESRD. Otkri¢e hepcidina-25 je izmenilo
razumevanje homeostaze gvozda i patofiziologije anemije u ESRD, a ushodna regulacija sinteze
hepcidina-25 je predloZzena kao objasnjenje poremecaja metabolizma gvozda i neadekvatnog
odgovora na terapiju anemije. Medutim, uprkos brojnim istraZivanjima, jo§ uvek postoje
neslaganja o ulozi hepcidina-25 u nastanku anemije kod bolesnika u ESRD, te stoga ne postoji
jasan osnov za primenu hepcidina-25 kao markera u ispitivanju anemije u sklopu ESRD.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali znacajno vise koncentracije hepcidina-25
kod bolesnika u ESRD u odnosu na ispitanike sa IDA 1 KG, i znacajno viSe koncentracije
hepcidina-25 u KG u odnosu na ispitanike sa IDA. Takode, utvrdene su odli¢ne dijagnosticke
karakteristike hepcidina-25 pri koncentraciji od 9,32 pg/L u razlikovanju ACD od IDA i potvrdena
je znacajna povezanost koncentracije hepcidina-25 sa deponovanim gvozdem, inflamacijom, i
aktivnom eritropoezom kod bolesnika u ESRD. U grupi anemic¢nih bolesnika u ESRD sa
pozitivnim balansom gvozda utvrden je statisticki znaCajan negativan uticaj koncentracije
hepcidina-25 na funkcionalnu raspolozivost gvozda za sintezu hemoglobina odredenu novim
hematoloskim parametrima CHr (RSf), dok je koncentracija hepcidina-25 znacajno negativno
korelirala sa nedostatkom gvozda (%HYPO) i aktivnom eritropoezom (RET 1 IRF), kod bolesnika
u ESRD sa apsolutnim deficitom gvozda. Pored toga, rezultati teze ukazuju da grani¢na vrednost
hepcidina-25 od 66,13 ng/L ima prihvatljive dijagnosti¢ke karakteristike i negativnu prediktivnu
vrednost u razlikovanju ESRD bolesnika sa pozitivnim balansom gvozda. Uzimajuci u obzir da je
procena anemije u inflamaciji kompleksna, navedeni rezultati upucuju na zakljuc¢ak da odredivanje

bioaktivne forme hepcidina-25, zajedno sa tradicionalnim biohemijskim i novim hematoloskim
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parametrima, moze biti koristan dodatni dijagnosticki alat u proceni anemije kod bolesnika u
ESRD.

Kod bolesnika na hroni¢nom tretmanu dijalizom, u toku terapije odrzavanja ESAs,
koncentracija hepcidina-25 nije znacajno korelirala sa dozom ESAs i dozom i.v. gvozda. Takode,
nije utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija koncentracije hepcidina-25 sa vrstom ESAs 1 indeksom
rezistencije na ESAs (ERI). Uzimaju¢i u obzir navedene rezultate, klinicka korisnost hepcidina-
25 kao markera neadekvatnog odgovora na terapiju ESAs i i.v. gvozda ostaje upitna. Prospektivna
longitudinalna studija na ve¢em broju dobro selektovanih ispitanika mogla bi pomo¢i u donoSenju
jasnijeg zakljucka o odnosu izmedu hepcidina-25 1 primenjene doze ESAs i i.v. gvozda.

U sprovedenom istrazivanju nisu nadene razlike u zastupljenosti varijante A736V u genu
TMPRSS6 1 C282Y 1 H63D u genu HFE, kao i HFE haplotipova izmedu ESRD, IDA i KG.
Medutim, utvrdene su viSe koncentracije hepcidina-25 1 feritina kod muskaraca nego kod Zena u
odnosu na HFE haplotipove. Muskarci sa haplotipom C282Y / wt su imali najviSe koncentracije
hepcidina i feritina. Ovo zapazanje moze biti klini¢ki relevantno sa aspekta lecenja anemije
bolesnika u krajnjem stadijumu bubrezne slabosti. Rezultati ove teze pokazuju da je varijanta
736Val u genu TMPRSS6 povezana sa niskom koncentracijom transferina i visokom saturacijom
transferina kod anemi¢nih Zena u ESRD. Razlike izmedu polova u nivoima transferina i saturaciji
transferina, povezane sa varijantama rs855791 u genu TMPRSS6 kod anemi¢nih bolesnika u ESRD
su potencijalno klinicki relevantne, medutim patofizioloski mehanizam treba razmotriti u okviru

rezultata obimnijih studija.

F. Objavljeni i saopSteni rezultati koji ¢ine sastavni deo doktorske disertacije
Radovi publikovani u medunarodnim ¢asopisima

e Dopsaj V, Topi¢ A, Savkovi¢ M, Milinkovi¢ N, Novakovi¢ 1, Cujié D, Simi¢-Ogrizovié¢
S. Associations of Common Variants in HFE and TMPRSS6 Genes with Hepcidin-25 and
Iron Status Parameters in Patients with End-Stage Renal Disease. Dis Markers.
2019;2019:4864370. doi: 10.1155/2019/4864370 M22; IF 3,434 (2020); Rang Casopisa
79/140 u kategoriji Medicine, Research & Experimental; Article (originalan naucno-

istrazivacki rad)
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Savkovi¢ M, Simi¢-Ogrizovi¢ S, Dopsaj V. Factors associated with hepcidin-25 levels in
maintenance hemodialysis patients. Ther Apher Dial. 2021;25:565-74. doi: 10.1111/1744-
9987.13617 M23; IF 1,762 (2020); Rang casopisa 71/90 u kategoriji Urology &
Nephrology; Article (originalan nauc¢no-istrazivacki rad)

Savkovi¢ M, Simi¢-Ogrizovi¢ S, Dopsaj V. Assessment of positive iron balance in end-
stage renal disease: Could hepcidin-25 be useful?. Int J Lab Hematol. 2021;43(5):1159-67.
doi: 10.1111/1j1h.13539 M23; IF 2,877 (2020); Rang casopisa 51/76 u kategoriji

Hematology; Article (originalan nau¢no-istrazivacki rad)

SaopStenja na medunarodnim nauénim skupovima

Savkovi¢ M, Simié-Ogrizovi¢ S, Cuji¢ D, Dopsaj V. Serum hepcidin-25 levels correlation
with hemoglobin, ferritin and iron in hemodialysis patients — a pilot study. 24th Meeting
of Balkan Clinical Laboratory Federation, October 5-7, 2016. Tirana, Albania. Abstract in:
Balkan Journal of Clinical Laboratory 2016; 24(1):28. Poster presentation (posterska
prezentacija)

Savkovi¢ M, Cuji¢ D, Simi¢-Ogrizovié S, Dopsaj V. Analytical and clinical validation of
chemiluminiscent assay for hepcidin-25 determination. IFCC WorldLab 2017, October 22-
25, 2017. Durban, South Africa. Abstract in: Clin Chem Lab Med 2017; 55 (S2):1485.
Poster presentation (posterska prezentacija)

Cuji¢ D, Savkovié M, Simi¢-Ogrizovié S, Ignjatovi¢ S, Dopsaj V. Parameters of iron status
in differential diagnosis of anemia. [IFCC WorldLab 2017, October 22-25, 2017. Durban,
South Africa. Abstract in: Clin Chem Lab Med 2017; 55 (S2):1503. Poster presentation

(posterska prezentacija)

Saopstenje na domacim nauénim skupovima sa medunarodnim uce$éem

Miljan Savkovié, Danica Cuji¢, Ivana Novakovi¢, Sanja Simi¢-Ogrizovié, Violeta Dopsaj.
Association of polymorphism TMPRSS6 A736V matriptase-2 and HFE mutations with
hepcidin-25 and iron status in patients with preterminal and terminal renal failure. 14th

EFLM Symposium for Balkan Region, Neighboring Countries: The Same Professional
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Aim, May 23-25, 2018, Belgrade, Serbia. ] Med Biochem 2018;37(2):249-50. Plenary

lecture (plenarno predavanje)

G. Misljenje i predlog

Na osnovu izlozenog moze se zakljuciti da rezultati prikazani u doktorskoj disertaciji kandidata
diplomiranog farmaceuta medicinskog biohemicara Miljana Savkovi¢a predstavljaju originalan i
znacajan naucni doprinos za oblast medicinske biohemije. Rezultati su publikovani u vidu 3 rada
u medunarodnim ¢asopisima, 3 posterske prezentacije na medunarodnim nau¢nim skupovima i
usmenog izlaganja na domac¢em nau¢nom skupu sa medunarodnim ucescem.

Uzimajuéi u obzir da je procena anemije u inflamaciji kompleksna, navedeni rezultati
upucuju na zaklju¢ak da odredivanje bioaktivne forme hepcidina-25, zajedno sa tradicionalnim
biohemijskim i novim hematoloSkim parametrima, moze biti koristan dodatni dijagnosticki alat u
proceni anemije kod bolesnika u ESRD. Ovo se reflektuje kroz teorijsku utemeljenost, postavljene
ciljeve i1 primenjene metode istrazivanja, kao 1 kriticku analizu i interpretaciju dobijenih rezultata.
Doktorska disertacija je ukazala na nove aspekte uticaja hepcidina-25 na bioraspolozivost gvozda
za eritroidne prekurzore kod ESRD bolesnika sa pozitivnim balansom statusa gvozda. Rezultati
zna¢ajnog kombinovanog uticaja pola i polimorfizma A736V u genu TMPRSS6 1 C282Y 1 H63D
u genu HFE mogu biti podsticajni za buduca istrazivanja na rasvetljavanju patofizioloSkih
mehanizama u anemiji u ESRD.

Na osnovu izlozenog, Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku
disertaciju kandidata dipl. farm. — med. biohemic¢ara Miljana Savkovic¢a i predlaze Nastavno-
nau¢nom Vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj izvestaj i uputi
ga Vecu nauc¢nih oblasti medicinskih nauka radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske
disertacije pod nazivom ,,Znacaj odredivanja hepcidina-25 i odabranih genetskih varijanti u

lecenju anemije kod pacijenata u terminalnoj bubreznoj slabosti®.

U Beogradu, 13.06.2022. godine
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