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Strukturne i funkcionalne promene fibrinogena kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

SAZETAK

Cilj disertacije je da se kod bolesnika u zavrsnom stadijumu bubrezne slabosti lecenih
peritoneumskom dijalizom (PD-om) analiziraju strukturne i funkcionalne promene fibrinogena i
fibrina, 1 da se ispita povezanost uocenih promena sa nastankom nezeljenih dogadaja
kardiovaskularnog sistema (KVS-a), nakon perioda pra¢enja od 18 meseci. U ispitivanju je
ucestvovala grupa od 52 bolesnika i grupa od 32 zdrave kontrole, uporediva prema polu i starosti.
Fibrinogen je izolovan iz plazme isoljavanjem amonijum-sulfatom, i analiziran spektroskopskim,
imuno- i lektin-afinitetnim metodama.

Fibrinogeni bolesnika na PD-u imaju znacajno visi sadrzaj karbonila od fibrinogena zdravih
kontrola, a Aa i Bf lanci su podlozniji oksidaciji od y lanaca. Vreme i brzina koagulacije su sli¢ni u
obe ispitivane grupe, kao i vrednosti za maksimalnu apsorbancu (UV VIS spektri, na 350 nm) i
emisioni maksimum ispitivanih fibrinogena (fluorescentni spektri, na 344 nm). Od 16 koris¢enih
lektina, kod 10 je odnos signal/Sum >10, dok je za dva lektina <3. Fibrinogeni ispitanika iz obe grupe
su reagovali sa istim lektinima, i sadrze: a) biantenarne N-glikane sa 02,6-Sia; b) umetnuti GICNACc
i/ ili al1,6-Fuc, i ¢) al,3-Fuc. Primec¢ena je mala zastupljenost multiantenarnih i paucimanoznih i/ili
visokomanoznih N-glikana, i O-glikana tipa T i Tn antigena sa ili bez Sia. Kao prediktor
ultrafiltracione slabosti se izdvojio sadrzaj fukozilovanih glikana koje vezuje AAL (sa vredno$c¢u
AUC od 72,4%). Povisen sadrzaj (pauci)manoznih struktura (koje vezuje GNL) naden je kod
bolesnika koji su preminuli nakon 18 meseci od pocetka studije.

Fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika lecenih PD-om ima znacajno visu koncentraciju
karbonila, izmenjenu sekundarnu i tercijarnu strukturu i izmenjen sadrzaj glikana. Stepen fukozilacije
ima visok potencijal da bude prediktivni faktor malfunkcije peritoneumske membrane, dok sadrzaj
paucimanoznih/visokomanoznih struktura korelira sa nezeljenim kardiovaskularnim dogadajima i
letalnim ishodom.

Kljuéne reci: fibrinogen; lektini; glikozilacija; GNL; AAL; koagulacija; terminalna bubrezna
slabost; peritoneumska dijaliza; kardiovaskularni dogadaji

Nauéna oblast: Medicina
Uza nauéna oblast: Molekularna medicina
UDK broj:




Structural and functional changes of fibrinogen in patients on peritoneal dialysis
SUMMARY

The aim of the thesis is to analyze the structural and functional changes of fibrinogen and
fibrin in patients with end - stage renal disease treated with peritoneal dialysis (PD), and to examine
the relationship between the observed changes and the occurrence of adverse cardiovascular (CVD)
events after a follow - up period of 18 months. The study involved 52 patients and 32 healthy
volunteers, comparable by gender and age. Fibrinogen was isolated from plasma by ammonium
sulfate isolation, and analyzed by spectroscopic, immuno- and lectin-affinity methods.

The fibrinogens of patients on PD have a significantly higher carbonyl content than the
fibrinogens of healthy volunteers, and the Aa and Bp chains are more susceptible to oxidation than
the y chains. The time and rate of coagulation are similar in both study groups, as well as the values
for maximum absorbance (UV VIS spectra, at 350 nm) and emission maximum of analyzed
fibrinogens (fluorescent spectra, at 344 nm). Of the 16 lectins used, 10 had a signal-to-noise ratio of
> 10, while two lectins had <3. Fibrinogens of both groups reacted with the same lectins, and contain:
a) biantenary N-glycans with 02,6-Sia; b) insert GIcNAc and / or a.1,6-Fuc, and c) a1,3-Fuc. A small
presence of multiantennar and paucimannosidic and/or high-mannose N-glycans, and O-glycans of
type T and Tn antigens with or without Sia was observed. The content of fucosylated N-glycans (AAL
binding) emerged as a predictor of ultrafiltration strength, (with an AUC value of 72.4%), while an
elevated content of (pauci)mannosidic glycans (GNL singal) was found in patients died 18 months
after the start of the study.

Fibrinogen isolated from the plasma of patients treated with PD has a significantly higher
carbonyl concentration, altered secondary and tertiary structure, and altered glycan content. The
degree of fucosylation has a high potential to be a predictive factor of peritoneal membrane
dysfunction, while the content of paucimannosidic/highly mannose structures correlates with adverse
cardiovascular events and lethal outcome.

Key words: fibrinogen; lectins; glycosylation; GNL; AAL; coagulation; terminal renal failure;
peritoneal dialysis; cardiovascular events

Scientific field: Medicine
Narrow scientific field: Molecular medicine

UDC number:
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1. Uvod

1.1. Hroni¢na bubreZna slabost- insuficijencija

Hroni¢na bubrezna slabost (HBS) predstavlja oStec¢enje strukture i/ili funkcije bubrega koje
traje duze od 3 meseca (NIDDK, 2017). Oboljenje je progresivnog i ireverzibilnog karaktera, a tokom
vremena dolazi do postepenog, najcesce sporog i trajnog gubitka bubrezne funkcije (GBD, 2015).
Pojava specifi¢nih simptoma i znakova bolesti vezuje se za terminalnu bubreznu slabost, eng. End
Stage Renal Disease (ESRD) (National Kidney Foundation, 2002).

Prema smernicama organizacije eng. Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)
iz 2012. godine, HBS je podeljena u 5 stadijuma bolesti prema jacini glomerulske filtracije (JGF
ml/min/1,73 m?) ili 3 stadijuma na osnovu odnosa albumin/kreatinin (A/K mg/g) iz urina, Tabela 1.
(CKD Evaluation and Management, 2012). Peti stadijum predstavlja ESRD, kada je JGF < 15
ml/min/1,73 m?, i kada je neophodno zapodeti aktivnim le¢enjem jednom od metoda zamene
bubrezne funkcije, eng. Renal Replacment Therapy (RRT), a koje podrazumevaju: hemodijalizu
(HD), peritoneumsku dijalizu (PD), ili transplantaciju bubrega (Stevens i Levin, 2013).

1.2. Uremija

Uremija nastaje kao posledica trajnog gubitka bubrezne funkcije, pri kojoj se ne mogu
eliminisati uremijski toksini iz krvi, $Sto moze dovesti do tesSkih komplikacija na razli¢itim organskim
sistemima, a ukoliko se ne sprovede pravovremeno aktivno le¢enje nekom od metoda RRT-a dolazi
do smrtnog ishoda (Vanholder i sar.,, 2003). Pod potencijalno Stetnim uremijskim toksinima se
najceS¢e podrazumevaju: ureja, kreatinin, fosfati, paratiroidni hormon, [2-mikroglobulin,
homocistein, leptin, proteini vezani za soli i drugo (Glorieux i sar., 2007). Prevalencija razvoja ESRD-
a varira, kako izmedu drzava u svetu tako i u neposrednom okruzenju (NIDDK, 2017; NKF F/DOQ]I,
2002). Jager 1 saradnici su prikazali da je globalna prevalencija bolesnika sa HBS-om u svetu 843
miliona, a globalna incidencija 19 miliona bolesnika (Jager 1 sar., 2019; GBD, 2017). Meta analiza
Hill-a i1 saradnika je pokazala da je prevalencija bolesnika sa odmaklim stadijumima HBS-a varira
medu zemljama na razli¢itim kontinentima. Tako u Severnoj Americi i Kanadi iznosi 14,44%, u
Juznoj Americi 12,10%, u Evropi 11,86%, u zemljama na jugu Afrike 7,60%, na bliskom istoku
11,68%, dok u zemljama dalekog istoka varira od 6,76% u Indiji, do 11,73% u Japanu, a na
Australijskom kontinentu 8,14% (Hill i sar., 2016).

Uzroci za nastanak HBS-a su multifaktorijalni, a najznacajniji su: pol, rasa, navike u ishrani,
pusenje, fiziCka aktivnost, socijalno-ekonomski status (Bruck i sar., 2016). U nerazvijenim 1 slabije
razvijenim zemljama najces¢i uzrok ESRD-a je izloZenost razlicitim Stetnim ¢iniocima (toksinima i
lekovima) 1 recidivantne infekcije urinarnog trakta (Levey 1 sar., 2012; Jha 1 sar., 2013). Nasuprot
tome, u razvijenim zemljama se kao vodeci uzroci ESRD-a izdvajaju: starost, neregulisan diabetes
mellitus, poviSen neregulisani arterijski krvni pritisak 1 gojaznost (Hill 1 sar., 2016). Pomenuta stanja
su ujedno 1 glavni faktori rizika za nastanak nezeljenih kardiovaskularnih komplikacija ili dogadaja
(KVS) kod bolesnika le¢enih nekom od metoda RRT-a, koje su ujedno i vodeci uzrok smrtnosti
(NICE, 2008; Karkar, 2012). Osnovno bubrezno oboljenje koje dovodi do nastanka ESRD-a, se prema
ucestalosti javljanja svrstava u: komplikacije diabetes mellitus-a (izmedu 30-50%), komplikacije
hipertenzije (27,2%), primarne (8,2%) 1 sekundarne glomerulske bolesti (2,1%) (glomerulopatije),
tubulo-intersticijske bolesti bubrega (3,6%), autozomno-dominantnu policistiénu bolest bubrega
(3,1%) (Libetta i sar., 2011; Pahl i sar., 2010; Satyanarazana i Narothama, 2021).

Uprkos znacajnom tehnoloskom i farmakoloskom napredovanju u leCenju bolesnika sa
ESRD-om, stopa prezivljavanja je i dalje izuzetno niska, posebno tokom prve godine nakon
zapoc¢injanja leCenja HD-om. Primera radi, prema dostupnim informacijama u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (SAD) stopa prezivljavanja iznosi 76%, dok je u zemljama Evropske unije ta

1
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brojka nesto visa i iznosi 84% (Hsu i sar., 2009; Hedgeman i sar., 2015). Prema godiSnjem izvestaju
Udruzenja nefrologa Srbije za 2015. godinu, stopa mortaliteta dijalizne populacije u Republici Srbiji
je iznosila 11,1%, S§to je znatno nize u odnosu na podatke iz 2011. godine, kada je ova vrednost
iznosila 18,5% (Annual Report ERA-EDTA za 2015. godinu).

Klinicka slika uremije je nespecificna i obi¢no je karakteriSe odsustvo specificnih simptoma
1 znakova bolesti (Vanholder 1 sar., 2003). Najc¢eS¢i simptomi su otoci na nogama, osec¢aj umora,
gubitak apetita, muka, nagon na povracanje, svrab po kozi, konfuznost i druge nespecificne tegobe
(Mak 1 sar.,, 2011), dok su najces¢i klinicki znaci neregulisana hipertenzija (HTA), acidoza sa
hiperkalijemijom, anemija u hroni¢nim bolestima, poremec¢aj metabolizma kalcijuma i fosfata sa
oStecenjem kosStano-zglobnog sistema i seksualna disfunkcija (Vecchio i sar., 2010; NIDDK, 2015-
2017; Xie i sar., 2016; Wile, 2012; James i sar., 2014).

Tabela 1. Stadijumi hroni¢ne bubreZne slabosti prema KDIGO vodicu iz 2012, godine gde se HBS
prikazuje prema ja¢ini glomerulske filtracije (JGF) izraZenim u ml/min/1,73 m? i prema odnosu

albumin/kreatinin u urinu (A/K) izraZenim u mg/g. Brojevi od 1-4 predstavljaju rizik od napredovanja
HBS-a.

Odnos A/K (mg/g)
Al A2 A3
Normalno do , . | Znacajno
. .. Umereno povecanje o
blaze povecanje povecanje
<30 30-300 >300
1 Normalno >90 1 sa HBS-om 1 2
2 | Blago ostecenje | 60-89| 1 sa HBS-om 1 2
s
= | 3a Blagovdo,um.ereno 4550 ] 5 3
N ostecenje
R
§ [3p| Umerenodo g5 4, 2 3 3
3 znacajno ostecenje
K v .
S| 4| Aracano s a9 3 y 4
~ oStecenje
Zavrs$ni stadijum
5 (ESRD) <Il5 4 4 4

1.3. Peritoneumska dijaliza

Peritoneumska dijaliza (PD) je metoda zamene bubrezne funkcije kojom se aktivno leci skoro
300,000 ljudi sa ESRD-om $irom sveta, Sto predstavlja 11% ukupne dijalizne populacije (Crabtree i
sar., 2015; Kaneko 1 sar., 2007). Zasniva se na principima difuzije i osmoze, gde se transport vode
obavlja preko peritoneumske mebrane (Jain i sar., 2012).

1.3.1. Peritoneumska membrana

Peritoneumska membrana je semipermeabilna, mezotelijalna barijera koja oblaze vecinu
unutrasnjih organa i zid stomaka, koju sa¢injavaju:

a) mezotelijalne Celije (prost ljuspasti epitel),



b) vezivno tkivo koga safinjava mreza kolagenih vlakana i hidroksi-ostaci
mukopolisaharida 1

€) mreza kapilara (endotelijalna barijera) (Tan i sar., 2016; Perl i sar., 2011).

Endotelijum koji oblaze zidove kapilara peritoneuma (arteriola i venula) predstavlja glavnu
barijeru preko koje se obavlja transport vode i rastvorenih supstanci u postupku le¢enja PD-om,
ogranicavajuci razmenu rastvorenih supstanci na manje od 0,1% njene koli¢ine u odnosu na ukupnu
efektivnu povr§inu membrane (Davies i sar., 2017). Endotelijalne ¢elije se ponasaju prema principu
Troel-ovog modela, podrzavajuéi “teoriju tri pore”, preko kojih se i odvija transport, a ¢ine ih:

e male pore, polupre¢nika 40-50 A, smestene izmedu endotelijalnih éelija, sacinjavaju
skoro 99,5% ukupne povrsine pora preko kojih se obavlja transport rastvorenih supstanci
procesom olaksane difuzije 1 preko kojih se ostvaruje eliminacija viska tecnosti procesom
osmoze (Brimble i sar., 2006),

e velike pore, pre¢nika 250 A imaju ulogu u transkapilarnom transportu makromolekula
(proteina i imunoglobulina) procesom aktivnog transporta, i predstavljaju svega 0,01%
ukupne zastupljenosti svih pora, 1

e akvaporini (AQP-1) su veoma male pore preénika <3 A, koje procesom osmoze
olakSavaju transport vode, ali ne i rastvorenih supstanci (Churchill i sar., 1998; Nolph, 2017).

1.3.2. Difuzija

Difuzija predstavlja transport rastvorenih molekula kroz polupropusnu membranu na osnovu
gradijenta koncentracije materije, iz smera viseg ka smeru nize koncentracije (Daugirdas i sar., 2006).
Koristi se kao osnovni fizi€ki model za le¢enje bolesnika sa uremijom upotrebom bilo veStacke (kod
HD-a) ili prirodne membrane, kakva je peritoneumska membrana (kod PD-a) (Tomino, 2012; Davies,
2004).

1.3.3. Osmoza, transport vode i znacaj akvaporina

Adekvatan transport vode 1 malih rastvorljivih supstanci je najvaznija funkcija peritoneumske
dijalize (Restrepo 1 sar., 2014). Endokapilarna membrana koja ulazi u sastav peritoneumske
membrane je polupropustljiva, a zahvaljuju¢i postojanju AQP-1 se ostvaruje osmotski transport
(osmoza). Isti se odvija primenom hiperosmolarnih rastvora glukoze kao osnovnog osmotskog
sredstva 1 u manjoj meri “prosejavanjem soli” (Lambie 1 sar., 2010). Pod ovim fenomenomom se
podrazumeva brzi pad natrijuma iz dijalizata nakon primene smeSe sa hiperosmolarnim rastvorom
glukoze, a pretpostavlja se da se nakon toga odvija transport vode preko AQP-1 (Rippe i sar., 2004).
Transport rastvorenih supstanci male molekulske tezine, kao Sto su ureja i1 kreatinin, se kroz
peritoneum odvija procesom olakSane difuzije preko malih pora smestenih izmedu bazolateralnih
strana endotelijalnih ¢elija, u vidu meducelijskih pukotina, dok se transport makromolekula odvija
preko velikih pora procesom aktivnog transporta (Yu i sar., 2014).

Najces¢e komplikacije dugogodis$njeg lecenja peritoneumskom dijalizom su potencijalne infekcije
izlaznog mesta peritoneumskog katetera i upala trbuSne maramice (peritonitisi). Nakon peritonitisa,
javljaju se promene na peritoneumskoj membrani, a koje mogu nastati i delovanjem samog dijaliznog
rastvora, Sto rezultira smanjenjem jacine ultrafiltracije (UF) 1 ubrzanim transportom malih
rastvorljivih supstanci (Qayyum i sar., 2015).



1.3.4. Epidemioloski podaci

Prema trenutno dostupnim podacima, procenjuje se da se oko 272,000 bolesnika nalazi na
programu aktivnog le¢enja PD-om, §to predstavlja priblizno 11% ukupne dijalizne populacije (FMC
Annual Report, 2015). Procentualno prema zastupljenosti svih bolesnika na le¢enju RRT-om, udeo
onih koji se le¢i PD-om je najve¢i u Kanadi, Australiji, Meksiku i Velikoj Britaniji. U zemljama gde
je velika udaljenost satelitskih HD-e centara, kakve su Kanada i Australija, PD-a predstavlja vodec¢i
oblik lecenja dijalizne populacije (Nesrallah, i sar., 2018; Mudge i sar., 2016). Zastupljenost bolesnika
leCenih PD-om u SAD je velika zbog sve ukupnog broja bolesnika leCenih RRT-om, ali je znacajno
zastupljeniji model le¢enja HD-om (de Lima i sar., 2013; FMC Annual Report 2015).

Trenutna procena je da se na azijskom kontinentu le¢i oko 900,000 ljudi RRT-om (Liyanage
i sar., 2015). Zastupljenost lecenja PD-om varira izmedu 3% u Japanu, do 73% u Hong Kongu, a u
znacajnoj meri je zastupljena na Tajvanu i Singapuru (NIH, 2008; Jain i sar., 2012). Na africkom
kontinentu se oko 2,050 bolesnika le¢i PD-om i to najvise u Juznoafrickoj Republici 32% (Bamgboye,
2016). Tokom 2010. godine broj bolesnika na RRT-u u Severnoj Americi je iznosio oko 441,000
(Liyanage i sar., 2015). Zastupljenost bolesnika na PD-u se progresivno smanjuje, zbog otvaranja sve
veceg broja malih satelitskih HD-e centara, a sinonim za lecenje PD-om je APD-e (Mehrotra, 2012;
NIH, 2008). U Kanadi se trec¢ina svih leCenih RRT-om nalazi na programu PD-a. Najveca
zastupljenost je APD-a, ¢ak 65% u 2013. godini (CORR, 2015). U oblastima Latinske Amerike
prevalencija bolesnika na lecenju PD-om je oko 70,000, sto ¢ini oko 25% ukupne svetske PD-e
populacije. Najzastupljenija je u Meksiku, Kolumbiji i Gvatemali sa vise od 30% bolesnika le¢enih
RRT-om (Casumano i sar., 2016; Elamin i sar., 2010; Bargman i sar., 2001). U Evropi je tokom 2015.
godine leceno oko 442,000 bolesnika RRT-om, a zastupljenost le¢enja PD-om u vecini zemalja opada
(Thomas i sar, 2015; Nolph i sar., 2017). Najvise je zastupljenija u Norveskoj, a najmanje u Finskoj
(van de Luijtgaarden i sar., 2016). Studiju koju je sprovela ERA-EDTA (Evropska organizacija za
bolesti bubrega, dijalizu i transplantaciju) na uzorcima izmedu 1993. i 2012. godine, doslo se do
informacija o smanjenju zastupljenosti PD-a u Evropi. Ujedno, ova se pojava ne moze objasniti
ishodom terapije, jer je od ranije poznato da je prezivaljavanje bolesnika na PD-u povoljnije u
poredenju sa prezivljavanjem bolesnika koji le¢enje ESRD-a inicijalno zapoc¢inju HD-om (ERA-
EDTA registry, 2016).

Na programu lecenja PD-om u Republici Srbiji, na kraju 2015. godine, prema godiSnjem
izveStaju Udruzenja nefrologa Srbije se nalazilo 519 bolesnika ili 9,1% ukupne dijalizne populacije,
tj. 73,1 PD-i bolesnik na milion stanovnika. Na teritoriji grada Beograda se ukupno nalazilo 224
bolesnika, a na programu lecenja PD-om u UKCS-e je bilo 92 bolesnika, od ¢ega je 19 incipijentnih
za 2015. godinu. Ukupan broj incipijentnih bolesnika koji je zapoceo sa leCenjem PD-om tokom 2015.
godine, nakon 91 dana od zapocinjanja, je iznosio 87, Sto predstavlja 11,7% svih bolesnika le¢enih
nekim modalitetom RRT-a. Najzastupljeniji model le¢enja PD-om je CAPD-e (oko 80%), dok se na
APD-u nalazi oko 10% svih bolesnika leenih PD-om. Preostali bolesnici se nalaze na reZimima
CCPD-e¢ (ciklicne) 1 IPD-e (intermitentne PD-e) (http://www.udruzenjenefrologa.com/).

1.3.5. Modaliteti lecenja peritoneumskom dijalizom

Pod pojmom peritoneumske dijalize se podrazumeva izvodenje dijalizne izmene preko
peritoneumske membrane kao dijalizne membrane i1 Y-sistema. U peritoneumsku duplju se uliva
sterilna dijalizna teCnost, ¢ija je zapremina prethodno definisana, a duzina zadrzavanja zavisi od
transportnih karakteritika membrane. Ukratko, postupak se izvodi tako $to se dijalizni rastvor zagreje
na 37 °C, a potom se ulije u trbusnu duplju, gde se ostavi odredeni vremenski period koji je definisan
dijaliznom preskripcijom. Za to vreme ¢e se procesima olakSane difuzije 1 osmoze eliminisati
degradacioni proizvodi metabolizma, a viSak tecnosti e iz cirkulacije preko membrane kapilara preci
u peritoneumsku duplju. Nakon toga, rastvor se izliva iz trbusne duplje u drenaznu kesu, a potom se



postupak ponavlja ulivanjem nove koli¢ine dijaliznog rastvora, §to zavisi od dijalizne preskripcije
(Johnson i sar., 2012; Kim i sar., 2009; Lee i sar., 2005).

Kontinuirana ambulatorna (CAPD), ciklicna (CCPD) i automatska peritoneumska dijaliza (APD)

Najc¢esce primenjivani oblik dijaliznog le¢enja PD-om u Republici Srbiji je CAPD-e program,
koji podrazumeva 3-4 dnevne, i jednu no¢nu izmenu. Moze se primenjivati i CCPD-e sa 3-4 dnevne
izmene i APD-e koji po pravilu podrazumeva ve¢i broj kracih ciklusa koji se uglavhom odvijaju
tokom no¢i (Mehrotra i sar., 2007; Jo i sar., 2007; Van Biesen i sar., 2011; Wan i sar., 2018; Gouveia
i sar., 2017). Dijalizna doza i modalitet leCenja se u praksi najceS¢e baziraju na transportnim
karakteristikama peritoneuma. Odreduju se peritoneumskim ekvilibrijumskim testom, eng.
Peritoneal Equlibration Test (PET), za razli¢ite molekule (glukozu, ureju, kreatinin, fosfat i dr.).
Prema vrednostima PET-a, naj¢esc¢e za glukozu i kreatinin, bolesnici na PD-u se svrstavaju u ¢etiri
grupe transportera: brzi, srednje brzi, srednje spori i spori transporteri (Brain i sar., 2017, Cnossen i
sar., 2011; Mandolfo i sar., 1996).

1.3.6. Dijalizni rastvori

Dijalizni rastvori (DR), sadrze elektrolite, pufer i osmotsko sredstvo. Kao osnovno osmotsko
sredstvo u dijaliznom rastvoru se koristi glukoza u razli¢itim koncentracijama (1,36-4,25%), koja
mora zadovoljiti odgovaraju¢i osmotski potencijal, ¢ime se omoguéava uklanjanje viska tecnosti.
Glukozni dijalizni rastvori imaju nizi pH (kiselija sredina), da bi se sprecila karamelizacija tokom
sterilizacije rastvora toplotom i upotrebe rastvora (Suzuki i sar., 2004; Perl i sar., 2012).

Najcesce koris¢eno neglukozno osmotsko sredstvo je 7,5% rastvor ikodekstrina. Ovaj polimer
glukoze dobijen je iz skroba, ima molekulsku masu 13-19 kDa i bele je boje, dok je njegov rastvor
bistar 1 bezbojan (Frampton 1 Plosker, 2003). Glukozne jedinice ikodekstrina su uglavnom povezane
a-1,4 glikozidnim vezama, dok se manje od 10% nalazi povezano a-1,6 glikozidnom vezom, §to ovaj
polimer ¢ini vrstom dekstrina (Nolph, 2017; ACP, 2005).

1.3.7. Elektrolitni i puferski sastav dijalizne te¢nosti
Glukozni rastvori

Elektrolitni sastav dijaliznih rastvora je nezavisan od koncentracije glukoze, i njihov sadrzaj
dat je u narednoj tabeli. U zavisnosti od proizvodaca na trziStu Republike Srbije, svi rastvori su
hiperosmolarni, a sadrzaj glukoze moze biti nizi (1,36% ili 1,5%), srednje (2,27% ili 2,3%) ili visoke
koncentracije (3,86% ili 4,25%).

Tabela 2. Elektrolitni sastav standardnih glukoznih dijaliznih rastvora (www.alims.gov.rs).

Koncentracija Osmolarnost (mOsm/L)
Natrijum (mmol/L) 132
Kalcijum (mmol/L) 1,75 347 (1,36% glukoza)
Magnezijum (mmol/L) 0,75 398 (2,27% glukoza)
Laktat (g/L) 7,85 486 (3,86% glukoza)
Hloridi (mmol/L) 102
pH 5,5 (na 25 °C)


http://www.alims.gov.rs/

Neglukozni rastvori

U upotrebi je nekoliko vrsta neglukoznih rastvora, koji se na osnovu sadrzaja mogu
kategorisati na sledec¢i nacin:

a) Ikodekstrin— neglukozni rastvor koji se sastoji od glukoznog polimera. Nalazi se na trziStu
Republike Srbije u pakovanju zapremine 2000 mL. Koncentracija ikodekstrina iznosi 75
g/L, dok je sadrzaj elektrolita sledeci:

Tabela 3. Elektrolitni sastav dijaliznih rastvora na bazi ikodekstrina (www.alims.gov.rs).

Koncentracija (g/L) | Osmolarnost (mOsm/L)

Natrijum-hlorid 5,4
Natrijum-laktat 4,5 234
Kalcijum-hlorid dihidrat 0,257
Magnezijum-hlorid heksahidrat 0,051
pH 5-6

b) Nutrinil-predstavlja aminokiselinski rastvor. Nalazi se na trziStu Republike Srbije u
pakovanju zapremine 2000 mL. Sastav nutrinil-a je sledec¢i:

Tabela 4. Sastav Nutrinil-a (www.alims.gov.rs).

Aminokiselinski sastav (g/L)

Tirozin Triptofan Fenilalanin Serin Glicin
0,300 0,270 0,570 0,510 0,510
Treonin Alanin Prolin Valin Arginin
0,646 0,951 0,595 1,393 1,071
Metionin Izoleucin Leucin Lizin-hidrohlorid Histidin
0,850 0,850 1,020 0,955 0,714
Elektrolitni sastav
Kalcijum-hlorid dihidrat (g/L) 0,184 Magnezijum-hlorid heksahidrat (g/L) 0,051
Natrijum-laktat (g/L) 4,48 Natrijum (mmol/L) 132
Kalcijum (mmol/L) 1,25 Magnezijum (mmol/L) 0,25
Laktat (mmol/L) 40  Hloridi (mmol/L) 105
Natrijum-hlorid (g/L) 5,38

Osmolarnost (mOsm/L) 365; pH 6,7

1.3.8. Glukozni degradacioni proizvodi (GDPSs)

Dugotrajni program lecenja peritoneumskom dijalizom pre ili kasnije dovodi do strukturnih i
funkcionalnih promena na peritoneumskoj membrane. Posledica je smanjenje ultrafiltacije tj.
ultrafiltraciona slabost, zbog smanjenja transportnih procesa i pojave subdijaliziranosti, zbog ¢ega je
neophodna zamena modaliteta RRT-a. Promene na peritoneumu se javljaju delovanjem razli¢itih
noksi, ali su najcesce uslovljene dugotrajnom uremijom i akumulacijom krajnjih produkata napredne
glikacije, eng. Advanced Glycation End Products (AGEs), koji nastaju kao posledica izlozenosti
visokoj koncentraciji glukoze ili glukoznim degradacionim proizvodima (GDP). Konvencionalni
rastvori za PD-e sadrze hipertoni¢nu glukozu, koja se usled toplotnog zagrevanja razlaze i doprinosi
nastajanju GDP-a.

Patohistoloska analiza promena na peritoneumskoj membrani, nastalih tokom le¢enja PD-om,
ukazala je na znacajan uticaj GDP-a na integritet ¢elija peritoneuma (Schwenger i sar., 2006; Yung 1
Chan, 2006). Ove promene nastaju usled delovanja razli¢itih proizvoda razgradnje ugljenih hidrata,
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koji se klasifikuju kao visokoreaktivna karbonilna jedinjenja, a u koje spadaju: formaldehid,
acetaldehid, metilglioksal, 3-deoksiglukazon, 3,4-di-deoksiglukazon-3-en i 5-hidroksi-metilfurfural
(Williams 1 Daviter, 2013; Wieslander i sar., 2001). Prvobitno je smatrano da visoka koncentracija
glukoze predstavlja glavni faktor koji doprinosi oSte¢enju peritoneuma, ali je kasnije ustanovljeno da
se peritoneumska membrana oSte¢uje direktnim, lokalnim toksi¢nim delovanjem GDP-a, koje
predstavljaju visokoreaktivne supstance i uslovljavaju nastanak AGEs (Zeier 1 sar., 2003). Izlaganjem
¢elija pritoneuma krajnjim proizvodima napredne glikacije dolazi do zaustavljanja njihovog rasta i
znacajnog skra¢ivanja njihovog zivotnog veka. Mezotelijalne celije peritoneuma podlezu
mezenhimalnoj transformaciji, ¢ime se uslovljava prelazak iz epitelnog u vezivno tkivo
(mezenhimalno tkivo). Ovaj progresivni gubitak morfoloskih karakteristika epitela i poprimanje
karakteristika veziva rezultira poremecajem intracelularnih spojeva i gubitkom apikalno-
bazolateralnog polariteta. Smatra se da E-kadherin, intracelularni adhezivni molekul, ima centralnu
ulogu u kontroli transformacije epitela u mezenhim. Nakon izlaganja mezenhimalnih ¢éelija dijaliznoj
teCnosti, smanjuje se ekspresija citokeratina-18 i E-kadherina, a povecava se ekspresija a-glatko
misi¢nog aktina (a-SMA) 1 vimentina, koji su ujedno i znakovi mezenhimalne transformacije (Yanez-
Mo i sar., 2003).

1.3.9. Formiranje krajnjih produkata napredne glikacije (AGEs)

U procesu glikacije dolazi do neenzimske modifikacije proteina ugljenim hidratima (glukoza,
fruktoza, galaktoza) (Rondeau i Bourdon, 2011). Aldehidna grupa ugljenih hidrata, ili reaktivna
karbonilna grupa, reaguje sa amino-grupama proteina, pri ¢emu nastaje Sifova baza koja
premestanjem po Amadoriju prelazi u stabilan ketoamin (Brownlee i sar., 1984). Ovo su rani
proizvodi glikacije. Amadorijev proizvod serijom sporih reakcija (oksidacije, ciklizacije 1
polimerizacije) prelazi u krajnji proizvod napredne glikacije - AGEs. AGEs proizvodi su reaktivni 1
daljom reakcijom sa amino- i tiolnim grupama dovode do umreZavanja i agregacije proteina. Ovi
proizvodi mogu direktno usloviti strukturne promene peritoneumske membrane prekomernim
umrezavanjem vezivnog tkiva (kolagenih vlakana), ¢ime naruSavaju integritet meducelijskih veza i
dovode do gubitka mezotelijalne mase. Prvobitno se smatralo da vezivanje AGEs za njihove receptore
(RAGE) omogucava samopreciS¢avanje tj. zastitu celija od delovanja samih krajnjih proizvoda
glikacije. U meduvremenu je pokazano da pored RAGE, postoje 1 drugi receptori za AGEs kao §to
su: AGE-R-1 (p60), AGE-R-2 (p90) i AGE-R-3 (galektin-3), koji su eksprimirani na povrSini
membrana fibroblasta 1 mezotelijalnih ¢elija, medutim, njihov funkcionalni znacaj jo$ uvek nije u
potpunosti razjaSnjen (Schwenger i sar., 2006).

1.3.10. Strukturne i funkcionalne promene peritoneumske membrane

Efikasnost dijaliznog leCenja zavisi od strukturnih 1 funkcionalnih karakteristika
peritoneumske membrane (de Lima i sar., 2013; Williams i sar., 2001). Kontinuirano izlaganje
peritoneumske membrane dijaliznim rastvorima doprinosi nastanku funkcionalnih 1 strukturnih
promena, uglavnom kao posledica visoke koncentracije glukoze i krajnjih proizvoda njene
degradacije, nizeg pH, visoke osmolalnosti, dejstva uremijskih toksina 1 prethodnih peritonitisa
(Pletinck i sar., 2012; Saxena, 2007; Rose-John i sar., 2007).

Strukturne promene peritoneumske membrane se karakterisu gubitkom mezotelijalnih celija
(mezotelijalne mase), uz nekontrolisanu neoangiogenezu i proliferaciju fibroblastnih ¢elija, §to
uslovljava progresivnu fibrozu 1 zadebljavanje submezotelijalne okoline sa nakupljanjem 1
umrezavanjem kolagenih vlakana (Kaneko i sar., 2007). Usled ireverzibilnih promena na
peritoneumskoj membrani se kao najteza strukturna komplikacija razvija peritoneumska skleroza,
zbog Cega je neophodna trajna obustava daljeg leCenja PD-om, i prelezak bolesnika na drugi modalitet
le¢enja RRT-a (Selgas i sar., 2006; Kihm 1 sar., 2015).



Istovremeno se sa strukturnim, deSavaju i funkcionalne promene, koje podrazumevaju
povecanu brzinu transporta malih molekula preko AQP-1-a, Sto dovodi do ultrafiltracione slabosti 1
potrebe za prekidom ovim modalitetom lecenja (Davies, 2004). Efektivna povrSina peritoneumske
membrane (EPPM), dostupna za odvijanje transporta makromolekula i vode, zavisi od razvijenosti
kapilarne mreze koja je ili inicijalno regrutovana u postupku ili se naknadno razvila usled samog
dijaliznog postupka, ili uslovljenosti patoloSkim procesima. Ni i saradnici su pokazali da se 1 do 50%
ukupne transkapilarne UF odvija preko AQP-1 kod “nokaut” miSeva (Ni i sar., 2006). Tokom lec¢enja
PD-om, dolazi i do rearpsorpcije teCnosti preko peritoneumskog limfotoka Sto se suprotstavlja
transkapilarnoj UF, ¢ine¢i neto UF kao rezultat ova dva naspramna procesa. Na osnovu navedenog,
glavno svojstvo peritoneumske membrane u ostvarivanju EP se moze definisati kao transport
rastvorenih Cestica i vode svojstveno peritonealnom permeabilitetu i funkciji AQP-1 (Carlsson i sar.,
1996). Promene koje se mogu otkriti na peritoneumskoj membrani su izrazene kod oko 50% svih
bolesnika koji se dugotrajno leCe metodom PD-a. Na histoloSkom preparatu moze se videti
angiogeneza kapilara sa degeneracijom krvnih sudova i progresivna fibroza, §to uslovljava ubrzani
transport malih molekula i UF-u slabost (Lee i sar., 2005).

Porast stope oboljevanja (morbiditeta) i potrebe za neophodnim bolni¢kim lecenjem ove grupe
bolesnika predstavlja znacajno finansijsko opterecenje zdravstvenog sistema. Procenjuje se da za sve
bolesnike Sirom sveta, koji se le¢i nekom od metoda RRT-a, se izdvaja oko 5% ukupnog budZzeta
usmerenog na celokupni zdravstveni sistem, Sto predstavlja veliko finansijsko opterecenje cak i za
razvijene zemlje (Liyanage i sar., 2015; Chang i sar., 2015). Neke studije ukazuju da su posledice
peritonitisa vodeci uzrok smrtnosti PD-i bolesnika (Boudville i sar., 2012), dok druge upuéuju da broj
peritonitisa ne uti¢e na duzinu dijaliznog staza, a da prezivljavanje uglavnom zavisi od posledi¢nih
nezeljenih dogadaja KVS-a (Klari¢ i Knotek, 2013).

1.3.11. Kardiovaskularne komplikacije bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

Najces¢i uzrok smrtnosti kod bolesnika na dijaliznom le€enju su neZeljene kardiovaskularne
komplikacije, koje su skoro 30 puta ucestalije u poredenju sa opStom populacijom (Stenvinkel i sar.,
2008). Delimi¢ni uzrok lezi i u ¢injenici da su faktori rizika zajednicki za nastanak kardiovaskularnih
oboljenja i ESRD-a (Muntner 1 sar., 2004). Dodatni faktori rizika koji se javljaju u sklopu ESRD-a
su: sistemska inflamacija, oksidativni stres, anemija u hroni¢énim bolestima, sekundarni
hiperparatiroidizam, hiper- ili homocisteinemija, hipertrofija leve komore miokarda, endotelijalna
disfunkcija i drugo (Shlipak i sar., 2005; Zoccali, 2000).

1.3.12. Hipertenzija kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

Veliki znacaj na preZivljavanje bolesnika na PD-u ima kontrolisanje “volemije” i posledi¢ne
hipertenzije. Hsieh i sar. (2014) su pokazali da je smrtnost kod bolesnika koji nisu imali peritonitis
bila veca nego kod bolesnika koji su imali peritonitise, Sto su pokazali rezultati kohortne studije koja
je obuhvatila 1,321 bolesnika, a kao vodeci uzrok smrtnosti bolesnika na PD-u je naveden nezeljeni
kardiovaskularni komorbiditet (Xiping i sar., 2017).

Prednost lecenja bolesnika PD-om u poredenju sa HD-om u pogledu regulacije “volumnog”
statusa su postepenija i kontinuirana ultrafiltracija i duZze ocuvana rezidualna diureza (Kim i van
Biesen, 2017). To govori u prilog le¢enju PD-om, u poredenju sa HD-om, kod koje bolesnici imaju
veca kolebanja u telesnoj tezini zbog interdijaliznog prinosa i najcesce tri HD-e seanse tokom nedelje.
Zbog toga bolesnici le¢eni HD-om imaju brzu eliminaciju viSka te¢nosti iz organizma u kratkom
vremenskom periodu, dok se kod bolesnika na PD-u moze lakse uspostaviti “stabilno zapreminsko
stanje” (Luik 1 sar.,, 1994). Kao i kod bolesnika na HD-u, i bolesnici na PD-u cesto imaju
nekontrolisanu HTA koja je glavni razlog mortaliteta kod ove grupe bolesnika (Udayaraj 1 sar., 2009;
Zhang i sar., 2014). Medikamentozni pristup u le¢enju ove dve grupe bolesnika je isti, kao i kontrola
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“volumnog statusa”, ali je u PD-e grupi vaznija, s obzirom na znac¢aj o¢uvanja rezidualne bubrezne
funkcije koja je prediktivni faktor u prezivaljavanju PD-i bolesnika i duzini ofuvanja funkcije
peritoneumske membrane (Wang i sar., 2015). Prema podacima Svetske Zdravstene organizacije,
prevalencija HTA kod bolesnika na PD-u iznosi 88% (Ortega 1 Materson, 2011). Retrospektivnim
studijama pracenja kontrole HTA kod bolesnika na PD-u ispostavilo se da ¢ak 79% svih bolesnika
koristi lekove za HTA (Menon 1 sar., 2001; Varios i sar., 2019). Kontrola TA kod bolesnika na
programu CAPD-a u poredenju sa bolesnicima na APD-u je neSto bolja, obzirom na dugu noénu
izmenu i ve¢i broj dnevnih izmena, ¢ime se omogucava vec¢a eliminacija natrijuma (Kim i van Biesen,
2017). U velikoj kohortnoj studiji koju je sa€injavalo 2,770 incidentnih bolesnika na PD-u, je
pokazano da porast od 10 mmHg TA povecava rizik od smrtnosti za 16% tokom prve godine prac¢enja
(Udayaraj i sar., 2009). Naglo snizavanje vrednosti TA nije smanjilo incidenciju razvoja nezeljenih
dogadaja KVS-a, kao ni broj hospitalizacija i posledi¢nih sistemskih trombogenih dogadaja (Miskulin
i sar., 2018). Prema preporukama medunarodnog udruzenja za PD-u, ciljane vrednosti TA ostaju na
ranijim generalnim preporukama za lecenje HTA, koje podrazumevaju maksimalne vrednosti do
140/90 mmHg (Wang i sar., 2015; Agarwal i sar., 2009; Agarwal i sar., 2014; McLoughlin i sar., 2011,
Krediet i sar., 2008).

Na osnovu studije Van Bisena i saradnika, klini¢ka procena suve telesne tezine, koja se bazira
na koli¢ini rezidualnog urina, ultrafiltraciji i vrednostima TA, pokazala je da je svega 40% od ukupnog
broja posmatranih bolesnika u stanju euvolemije, a procena je vrSena koris¢enjem ultrasonografije
pluca, klini¢ki verifikovanim pretibijalnim edemima i dispnejom, kao i kori§¢enjem bioimpedance
(van Biesen i sar., 2011).

Smanjena upotreba natrijuma u ishrani, kao 1 koriS¢enje diuretika za razli¢ite delove Henle-
ove petlje, ali i prilagodavanje dijaliznog rezima na osnovu transportnih karakteristika peritoneuma i
primena bezglukoznih rastvora tokom duge izmene kod bolesnika na APD-u, ili duge noéne izmene
kod bolesnika na CAPD-u, predstavljaju prvu liniju u kontroli “volemije”, a samim tim 1 kontrole TA
(Rutkowski i sar., 2016; Flessner 1 sar., 2009). Antihipertenzivna terapija se primenjuje kada, i pored
primenjenih mera, TA nije u referentom opsegu (Titze, 2015; Tan i sar., 2016). Izbor antihipertenzivne
terapije je individualan i zavisi 1 od komorbidnih stanja. Neke studije ukazuju na primenu inhibitora
angiotenzin-konvertuju¢eg enzima 1 blokatora angiotenzinskog receptora kod srednje teSkih HTA,
radi povoljnog efekta na ocuvanje rezidualne bubrezne funkcije (Yung i sar., 2006).

1.3.13. Gojaznost kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

Mnogobrojni su faktori koji doprinose gubitku miSi¢éne mase (sarkopeniji) kod bolesnika sa
HBS-om, ukljucujuéi sistemsku inflamaciju, acidozu, mitohondrijalnu disfunkciju, hipovitaminozu
vitamina D i drugo (Isoyama i sar., 2014). Bolesnici leCeni PD-om mogu imati i ve¢i rizik za nastanak
sarkopenije u poredenju sa bolesnicima lecenim HD-om. Razlog je, prvenstveno, velika opterecenost
hipertoni¢nim glukoznim rastvorima i hipoproteinemijom, prevashodno usled hipoalbuminemije kao
posledice gubitka albumina izlivenim dijalizatom. Zbog gubitka proteina dijalizatom, a istovremeno
sa resorpcijom glukoze iz dijalizata obezbeduje se dodatni kalorijski unos, $to ima za posledicu
poveéanje procenta masti u organizmu (Rajakaruna i sar., 2015). Siroko je prihvaéena teza da
sarkopenija znacajno pogorsava prezivljavanje bolesnika na PD-u (Kang i sar., 2013). Specifi¢ni oblik
sarkopenije, kod ove grupe bolesnika je tzv. sarkopeni¢na gojaznost, koju karakteriSe porast telesne
visceralne masti i masna infiltracija skeletnih misi¢nih vlakana. Lecenje PD-om takode u znacajnoj
meri pogorSava kontrolu glikemije kod bolesnika sa dijabetesom 1 povecava rizik od razvoja
dijabetesa de novo kod bolesnika sa insulinskom rezistencijom (Dong i sar., 2016; Liao i sar., 2011;
Huang 1 Zhu, 2017).

1.3.14. Dislipidemija kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

U poredenju sa predijaliznom populacijom 1 bolesnicima na HD-u, bolesnici leCeni PD-om
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imaju vise koncentracije lipida, S§to udruzeno sa hipoalbuminemijom dovodi do hroni¢ne inflamacije
1 ubrzane ateroskleroze (Mikolasevic i sar., 2017; Omran 1 sar., 2013). Hiperlipidemija i medijatori
inflamacije, poput faktora nekroze tumora o (TNFa) i monocitnog hemotaksi¢nog proteina 1, imaju
potencijalno dejstvo i na gubitak funkcije peritoneumske membrane preko lokalnog oStecenja
endotelijalnih ¢elija kapilara (Tsimihodimos i sar., 2011; Wakabayashi i sar., 2014; Stepanova i sar.,
2019).

1.3.15. Oksidativni stres i inflamacija kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

Bolesnici sa ESRD-om, leceni bilo HD-om ili PD-om se karakteriSu poja¢anim inflamatornim
odgovorom 1 oksidativnim stresom, Sto predstavlja dodatni faktor rizika za nastanak nezeljenih
dogadaja KVS-a (Silverstein, 2009). Pojacan oksidativni stres bolesnika na PD-u posledica je delom
izlaganja hipertoni¢nim rastvorima glukoze ¢iji krajnji proizvodi napredne glikacije imaju izrazen
oksidativni potencijal (Xu 1 sar., 2015). Pokazano je da kod bolesnika na HD-u dolazi do povec¢anog
nastanka slobodnih kiseoni¢nih vrsta, eng. Reactive Oxygen Species (ROS), dok je antioksidativni
kapacitet snizen (Liakopoulos i sar., 2017).

Oksidativni stres nastaje kao rezultat poremecene ravnoteze izmedu proizvodnje ROS-a i
unutra$njeg antioksidativnog kapaciteta (Morena i sar., 2005). Prekomerna produkcija ROS-a dovodi
do aktiviranja ¢elija nespecifi¢ne (adaptivne) imunosti: neutrofila (Ne) i makrofaga (M) i pokretanja
niza reakcija, koje indukuju oksidativne modifikacije nekoliko komponenata ¢elija hematopoeze i
oksidativno oste¢enje nukleinskih kiselina, membranskih lipida i proteina, §to doprinosi i nastanku
anemije u hroni¢nim bolestima (Rocha-Pereira 1 sar., 2004; Sung i sar., 2013). Slobodni kiseoni¢ni
radikali takode mogu stimulisati inflamaciju aktiviranjem transkripcionog nuklearnog faktora P
(TNF-B), koji stimuliSe dalju transkripciju proinflamatornih citokina: TNF-a, ali i razlicitih
interleukina (IL-1b, IL-2, IL-6, IL-12), C-reaktivnog proteina i1 leukocitarnog adhezionog molekula.
Sami proinflamatorni citokini mogu dovesti do prevelike produkcije ROS-a, aktiviranjem specificne
tj. ¢elijske imunosti, preko razli¢itih limfocita (CD4", CD8" i Nk Ly), pri éemu se uspostavlja zacarani
krug izmedu komponenti oksidativnog stresa i pronflamatornih citokina (Pedruzzi i sar., 2012,
Paludan i Mogensen, 2022). Od ranije je poznato da neki od pomenutih molekula uti¢u na pojacanu
sintezu lipidnih molekula, ¢ime ostvaruju svoj aterogeni potencijal i mogu ucestvovati u nastanku
strukturnog ostecenja peritoneumske membrane (Himmelfarb, 2004).

Kod bolesnika lecenih PD-om oksidativni stres nastaje i kao rezultat pove¢anog uticaja
inflamatornih dogadaja, najces¢e usled infekcija izlaznog mesta peritoneumskog katetera 1/ili
peritonitisa, ali 1 usled bioinkompatibilnosti dijaliznih rastvora (Sanz i sar., 2010).

1.4. Koagulacija (hemostaza)

Koagulacija, hemostaza ili zgruSavanje krvi, predstavlja put kojim se omogucava brzo
stvaranje krvnog ugruska 1 zaustavljanje izlaska krvi preko zida povredenog krvnog suda u okolno
tkivo, ili izvan tela ukoliko postoji narusen integritet koze (Habib i sar., 2019; Nogami i Shima, 2019).
Mnogi faktori koagulacije doprinose razvoju ateroskleroze 1 poviseni su kod bolesnika sa ESRD-om,
ukljucujuéi 1 fibronogen (faktor I), ali i protrombin (faktor II), tromboplastin (faktor III) i
prokonvertin (faktor VII) (Huang i sar., 2017). Dok neki bolesnici imaju povecanu sklonost ka
krvarenju, kod drugih se javlja povecani rizik od razvoja neZeljenih trombotskih komplikacija
(Grover i Mackman, 2019), a mehanizmi koji vode ka jednom ili drugom ishodu su i dalje nepotpuno
razjasnjeni (Lutz i sar., 2014).

Postoje dva puta zgrusavanja krvi, spoljasnji 1 unutrasnji, ¢iji se pocetak razlikuje, ali imaju
zajednicku tacku u putu, gde se ukrstaju i odakle se nastavljaju kao jedan zajednicki put. Zajednicko

za oba puta je stvaranje fibrina pod uticajem trombina i1 jona kalcijuma, u cilju stabilizacije
trombocitnog ¢epa fibrinskom mrezom (Chaturvedi i sar., 2019; Franchi i sar., 2019).
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Primarna koagulacija predstavlja agregaciju trombocita, koji formiraju trombocitni ¢ep na
mestu izloZenih endotelijalnih ¢elija, dok se sekundarna koagulacija nadovezuje uklju¢ivanjem dva
glavna puta koagulacije. Mehanizam koji se uspostavlja predstavlja kompleksan proces, koji se odvija
nizom aktiviranih faktora zgruSavanja preko spoljasnjeg ili unutraSnjeg puta (Panova-Noeva i sar.,
2019; Phasha i sar., 2019). Svi faktori zgrusavanja (Tabela 5) se nalaze slobodni u krvotoku u svom
neaktivnom (zimogenom) obliku 1 aktiviraju se pomocu serin-proteaza, koje deluju kao katalizatori.
Unutrasnji put se aktivira preko izloZzenog endotelijalnog kolagena, a spoljaSnji put se aktivira preko
tkivnog faktora koga oslobadaju oste¢ene endotelijalne ¢elije (Levi i Sivapalaratman, 2018; Winter i
sar., 2017).

Tabela 5. Faktori koagulacije i molekuli neophodni u procesu zgrusavanja. Modifikovano prema

Yamashita i sar., (2020).

Faktor (oznaka i naziv)

Funkcija

I - Fibrinogen

1I - Protrombin

111 - Tkivni faktor ili tromboplastin

1V - kalcijum (Ca **)

VI - Proakcelerin

VII - Faktor stabilizacije, prokonvertin
VIII - Antihemofilni faktor A

IX - Antihemofilni faktor B, Kristmas-
ov faktor

X - Stuar — Prower-ov faktor

XI - Plazma tromboplastinski prekursor
XII - Hageman-ov faktor

XIII - faktor stabilizacije fibrina

Von Willebrand-ov faktor

Prekalikrein — Fletcer-ov faktor
Kininogen Fitzgeral-ov faktor
Fibronektin

Antitrombin I11

Heparinski kofaktor 11

Protein C
Protein S
Protein 7

ZPI - inhibitor oslobadajuce proteaze Z
Plazminogen

Alfa 2-antiplazmin

Tkivni aktivator plazminogena (tPA)
Urokinaza

Plazminogen imhibitorni aktivator 1i 2

Formiranje krvnog ugruska

Aktivira faktore I, V, VII, VIII, XI, XIII, protein C i trombocite
Kofaktor sa fVIla

Omogucava vezivanje razlicitih faktora za fosfolipide
Kofaktor sa fX sa kojim formira protrombinski kompleks
Aktivira fIX i fX

Kofaktor sa fIX sa kojim formira tenazni kompleks

Aktivira fX; formira tenazni kompleks sa fV

Aktivira fII, formira protrombinski kompleks sa fV
Aktivator fIX

Aktivator X1, fVII, prekalikreina i plazminogena
Kovalentno povezivanje fibrinskih monomera

Vezuje fVIII, posreduje adheziji trombocita

Aktivira fXI1 i prekalikrein i omogucava cepanje kininogena
Reciprocna podrska u aktiviranju sa fXII, fXI i prekalikreinom
Omogucava Celijsku adheziju

Inhibira flla, fXa, i ostale proteaze

Inhibira flla, kofaktor sa heparin i dermatan-sulfatom (manji
antitrombin)

Inaktivira fVa i fVIlla

Kofaktor za aktivirani protein C

Posreduje adheziju trombina za fosfolipide i podstice
razgradnju fX uz ZPI

Aktivator fXI, fVII, prekalikreina i plazminogena

Pretvara se u plazmin, omogucava lizu fibrina

Inhibitor plazmina

Aktivator plazminogena

Aktivator plazminogena

Inaktiviraju tPA i urokinazu

1.4.1. Unutrasnji put

Unutra$nji put ¢ine faktori I, I, IX, X, XI i1 XII, i predstavlja duzi put sekundarne hemostaze
koji zapocCinje aktivacijom faktora XII. Nakon oste¢enja endotelijalnih ¢elija, faktor XII biva izlozen
endotelijalnom kolagenu, usled Cega se aktivira. Aktivirani faktor XII oznacava se kao XIla. Faktor
XlIa deluje kao katalizator za aktiviranje faktora XI do njegove aktivne forme Xla. Faktor Xla zatim
aktivira faktor IX u IXa, koji potom aktivira faktor X (Grover i Mackman, 2019).
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1.4.2. Spoljasnji put

Spoljasnji put hemostaze ukljucuje faktore I, II, VII i X. Faktor VII se naziva i faktor
stabilizacije (Panova-Noeva i sar., 2019). On predstavlja kra¢i put sekundarne hemostaze, a aktivira
se oslobadanjem tkivnog faktora iz oStecenih endotelijalnih ¢elija, nakon Cega se aktivira faktor VII,
koji potom aktivira faktor X u Xa, $to je tacka u kojoj se ukrstaju spoljasnji i unutrasnji put.

Tenaza je kompleksna struktura koja aktivira faktor X u faktor Xa, i postoji u dva oblika:
spoljasnja (koja se sastoji od faktora VII, faktora III i jona kalcijuma) i unutrasnja (koja se sastoji od
kofaktorskog faktora VIII, faktora IXa, fosfolipida i1 jona kalcijuma) (Shrestha, 2017).

Zajednicki put ¢ine faktori [, II, V, VIII i X. Nastavlja se nakon aktiviranja faktora X, nakon
Cega se aktivira faktor II. Faktor Xa zahteva prisustvo faktora V kao kofaktora za aktivaciju
protrombina (II) u trombin (aktivnu formu Ila), koji potom deluje na fibrinogen, prevode¢i ga u fibrin
(Slika 1).

Trombin aktivira i faktor XI, kao i1 kofaktore V 1 VIII i faktor XIII. Nastali fibrin se udruzuje
1 grupiSe u fibrinska vlakna, a faktor XIII deluje na vlakna fibrina pri formiranju fibrinske mreze. Ova
mreza pomaze u stabilizaciji trombocita pri formiranju trombocitnog ¢epa, tj. koaguluma, tako da u
situacijama u kojima nema odgovarajue inhibicije faktora V 1 VIII moZe do¢i do nastanka
hiperkoagulabilnih stanja, tj. tromboze (Luyendyk i sar., 2019; Shahzad i sar., 2019; Habib i sar. 2019;
Nogami i Shima, 2019).

/\@nutras‘nii pr\/' / F \\

. Spoljasniji put ,

T —
" vita :’f/,./-—l\# )

Trc

Fibrinska
mreza

S

Slika 1. Koagulaciona kaskada: unutrasnji i spoljasnji put.
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1.5. Fibrinogen

Fibrinogen je prvi faktor koagulacije, glikoprotein, homodimer molekulske mase 340 kDa,
koji se sastoji od tri polipeptidna lanca medusobno povezana sa 29 disulfidnih mostova u formi
(AaBpy)2, 1 koji se sintetise u jetri (Mosesson, 2005). U cirkulaciji se nalazi u koncentraciji izmedu 2
14 g/L (de Moerloose i sar., 2013), a kako je reaktant akutne faze inflamacije, njegova koncentracija
se u inflamatornim stanjima moze povecati i na preko 7 g/L (Casini i sar., 2016). Pored inflamacije,
porast koncentracije fibrinogena se javlja i u nekim drugim oboljenjima i stanjima, kao $to su razliciti
karcinomi 1 hroni¢ne bolesti jetre i bubrega (Davalos i Akassoglou, 2012). Kod urodenih ili stecenih
disfibrinogenemija ili afibrinogenemije, njegova koncentracija moze biti manja od 1 g/L (Repetto i
De Re, 2017).

1.5.1. Struktura i sinteza fibrinogena

Sinteza fibrinogena se prvenstveno odvija u hepatocitima, dok se znacajno manja koli¢ina
sintetiSe u epitelnim celijama (Repetto 1 De Re, 2017). lako se mislilo da i megakariociti sintetiSu
fibrinogen, danas se smatra da oni imaju samo sposobnost akumulacije fibrinogena, bez moguénosti
sinteze (Mosesson, 2005). Pored funkcije u nastanku fibrinske mreze i zaustavljanja krvarenja,
fibrinogen ima i druge znacajne funkcije, kao $to je odrzavanje viskoznosti krvi (Tennent i sar., 2007;
Yakoslev i Medved, 2009). Lanci fibrinogena su spojeni preko N-terminalnih krajeva u centralnom,
E ¢voru, od koga se pruzaju uvijeni delovi. Globularni C-terminalni domeni lanaca 3 i y ¢ine D ¢vor.
Za razliku od C-terminalnih domena lanaca Bf i y, C-terminalni kraj lanaca Aa (aC) je dug,
fleksibilan i vezan u blizini E domena. Regioni E i D su povezani preko C konektora uvijenim a-
zavojnicama za sva tri lanca (Tennent 1 sar., 2007; Slika 2).

Geni koji kodiraju lance Aa (FGA), BB (FGB) 1y (FGG) su grupisani u podrucju od 50 kb na
hromozomu 4 (Stone i Thorp, 1985). Svaki lanac je kodiran 1 sintetisan u prekursorskom obliku i to
u vidu polipeptida od 633 aminokiseline (Aa), 491 aminokiseline (BP) 1 437 aminokiseline (y).
Alternativno splajsovanje dva y lanca u formu FGG stvara y’ izoformu (de Maat 1 Verschuur, 2005).
Pojedina¢ni prekursorski lanci se translociraju u lumen endoplazmati¢nog retikuluma, nakon cega se
signalni peptid kotranslaciono odvaja od svakog lanca zasebno (Slika 3). Ovako nastaju prekursori
Ao~y 1 BB-y, koji se potom udruzuju u formu AaBpy, nakon Cega se formira molekul fibrinogena
(AaBPy)2, koji prelazi u Goldzijev aparat gde podleze glikozilaciji (Henschen-Edman, 1999; Slika
3).

Biosinteza fibrinogena se odvija u hepatocitima, nakon ¢ega se oslobada u plazmu, a vreme
poluzivota mu je 4 dana, zbog Cega predstavlja reaktant akutne faze inflamacije. Takva frakcija
predstavlja 25% ukupno sintetisanog fibrinogena. Pored fibrinogena plazme, postoji i depo frakcija
fibrinogena u a granulama trombocita, koja se oslobada nakon vezivanja fibrinogena plazme 1
glikoproteina IIb/Illa inkorporiranih u membrani trombocita (Handagama 1 sar., 1993; Yun i sar.,
2016).
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Slika 2. Sematski prikaz trodimenzionalne strukture fibrinogena, prema Philippe de Moerloose i
sar. (2013).
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Slika 3. Sematski prikaz biosinteze fibrinogena.
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1.5.2. Posttranslacione modifikacije fibrinogena

Posttranslacione modifikacije (PTM) proteina ukljucuju niz reakcija, od enzimskog raskidanja
peptidnih veza, do kovalentnog vezivanja odredenih hemijskih grupa. Do sada je zabelezeno oko 300
razliitih tipova PTM-a, od kojih su najznacajnije: acetilacija, amidacija, biotinilacija, cisteinilacija,
deamidacija, formilacija, glikozilacija, glikacija, hidroksilacija, metilacija, oksidacija, sulfatacija,
fosforilacija, itd. (Uversky i1 Dunker, 2010). Svi aminokiselinski ostaci su mete pomenutih
modifikacija, ali najceSce su to oni ostaci koji su jaki (cistein, metionin, serin, treonin, tirozin, histidin,
glutaminska kiselina) ili slabi (asparagin i glutamin) nukleofili (Uversky 1 Dunker, 2010).

Smatra se da je 60% svih tkivnih proteina N-glikozilovano (Apweiler, 2000). Kod N-
glikozilacije dolazi do kovalentnog vezivanja ugljenih hidrata za asparagin (Asn) u sekvenci Asn-X-
Ser/Thr, a gde X predstavlja bilo koju aminokiselinu izuzev prolina (Aebi, 2013). Pored prisustva ove
sekvence, neophodno je da se protein nade i u odgovarajucoj konformaciji. Proces N-glikozilacije se
odigrava u endoplazmati¢nom retikulumu i Goldzijevom aparatu, orkestriranim dejstvom razli¢itih
glikozil-transferaza i glikozidaza (Ohtsubo 1 Marth, 2006). Postoje tri tipa N-glikana: visokomanozni,
hibridni i kompleksni (Nagae i Yamaguchi, 2012).

O-glikozilacija predstavlja stvaranje O-glikozidne veze izmedu OH-grupe treonina (Thr) ili serina
(Ser) i anomernog C atoma GalNAc. MozZe se primetiti na razli¢itim tipovima proteina: od onih
zastupljenih u unutrasnjosti ¢elije (endoplazmaticnom retikulumu, Goldzijevom aparatu,
citoplazmi), do eksprimiranih na povrsini ¢elijske membrane, ali i onih koji se izlu¢uju iz éelije, od
kojih su neki 1 faktori koagulacije. Imaju vise razli€itih uloga, od imunskog posredovanja u
uklanjanju stranog tela, do razli¢itih metabolic¢kih funkcija, zbog ¢ega se povezuju sa nastankom
nekih oboljenja: karcinomima, diabetes mellitus-om, Alchajmer-ovom bolesti (Alzheimer-s)
(Litgow i sar., 2014). Do sada je najbolje opisan mucinski tip O-glikozilacije, kod koje se prvi
ugljenohidratni ostatak aGalNAc nadovezuje na uvijeni protein, a ostatak koji ¢e se potom
nadovezati zavisi od strukture proteina (primarne, sekundarne, tercijarne). Takvi proteini se
oznacavaju kao mucini koji se sekretuju izvan ¢elije (Yang i Qian, 2017). Pored navedene, znacajna
je O-glikozilacija Glc-a-Ser, ¢ija se modifikacija odvija u endoplazmati¢nom retikulumu pod
uticajem O-glikoziltransferaze, ¢ime se omogucava sinteza faktora koagulacije VII i IX (Spiro,
2002; Kooman i van der Sande 2019).

Fibrinogen je posttranslaciono modifikovan na viSe nacina, od kojih su najznacajnije
proteoliticka degradacija, fosforilacija 1 glikozilacija (de Vries 1 sar., 2020). Sva tri lanca fibrinogena
su glikozilovana tako da nose O- i/ili N-glikane. Aa lanac ima dva potencijalna mesta N-glikozilacije
(Asn453 1 Asn686) (Hoffmann i sar., 2018). Usled mutacija na pozicijama 453 1 139 javljaju se nova
mesta N-glikozilacije, poznata kao Karakas II 1 Lima (Marchi i sar., 2004; Martinez i sar., 2013). N-
glikozilovani Fib420, koji se nalazi u medijumu celija hepatoma, je varijanta fibrinogena sa dva
prosirena Ao lanca poznata i pod nazivom oE (Fu i Grieninger, 1994). BB-podjedinica je
glikozilovana na Asn394, dok je y-podjedinica N-glikozilovana na poziciji Asn78 (Clerc i sar., 2016),
sa dodatnom glikozilacijom na Asn308 pronadenoj u mutant varijanti poznatoj kao Asahi (Yamazumi
1 sar., 1989). Fibrinogen sadrzi brojna mesta O-glikozilacije u razli¢itim regionima Aa-podjedinice
samo na jednom mestu B-podjedinice, dok se smatra da y-podjedinica nije O-glikozilovana
(Hoffmann i sar., 2018; Zauner 1 sar., 2012). Glikozilacija fibrinogena nije ¢esto ispitivana, ali postoje
podaci o promeni u O- i N-glikozilaciji podjedinica fibrinogena kod bolesnika sa cirozom i
hepatocelularnim karcinomom (Nagel 1 sar., 2018; Gligorijevi¢ 1 sar., 2018), bolesti koje sa ESRD-
om povezuju hroni¢na inflamacija i fibroza (White 1 sar., 2016; Sjeland i sar., 2007).

Nitracija se deSava u uslovima oksidativnog stresa pri stvaranju ROS-a, kada superoksid
anjon reaguje sa azotoksidom ("NO), pri ¢emu nastaje visoko reaktivni peroksinitrit. U reakciji O2 |
"NO sa peroksinitritom dolazi do stvaranja ostalih reaktivnih azotnih vrsta, u vidu nitrita i nitronijum
jona. Proces se odvija na ostacima Tyr, $to uslovljava nastanak 3-nitrotirozina, ili na ostacima Cys,
uslovljavajuéi nastanak 3-nitrocisteina (Griendling i sar., 2016; Luo i sar., 2015).
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Acetilacija je reakcija vezivanja acetil grupe na aminokiselinske ostatke. Moze se odvijati na
N-terminalnim  krajevima polipeptidnih  lanaca, uslovljena enzimskom aktivnos¢u Nt-
acetiltransferaza, ili na e-amino grupi Lys ostataka, aktivnoscu lizin-acetiltransferaza (Drazic€ i sar.,
2016). Acetilacija moze biti uslovljena terapijskim okvirima primene acetilsalicilne kiseline u
prevenciji nezeljenih dogadaja KVS-a, gde se acetilacija odvija na Ser ostacima trombocitne
ciklooksigenaze, dok se na fibrinogenu odvija na ostacima Lys (Bjornsson i sar., 1989; Gabay i
Kushner, 1999).).

Fosforilacija predstavlja dodavanje fosfatne grupe na aminokiselinske ostatke polipeptidnih
lanaca, aktivno$¢u kinaza. Fosforilacija fibrinogena se najcesc¢e odvija na ostacima Tre i Ser u sastavu
Aa lanca. U postoperativnim stanjima je dokazana znacajno povisena fosforilacija fibrinogena, §to
ukazuje da fosforilisani fibrinogen ima protektivni znacaj u prevenciji hemoragije (Martin i sar.,
1992).

Kod bolesnika sa HBS-om je otkrivena karbamilacija fibrinogena, koja se ostvaruje u
reakciji aminokiselinskih ostataka sa izocijanskom kiselinom. U ovoj reakciji se ureja razlaze na "“NHs
jon i cijanat koji se prevodi u izocijansku kiselinu, zbog ¢ega je njen sadrzaj pove¢an u HBS-u, ali i
u aterosklerozi i nastanku komplikovanih plakova (Jaisson i sar., 2011). Kod bolesnika sa ESRD-om,
lecenih HD-om, je dokazana guanidinilacija, kod koje se amino grupa prevodi u guanidin (Schuett i
sar., 2017). Uticaj pomenutih PTM-a kod bolesnika sa HBS-om i ESRD-om jo$ uvek nije dovoljno
rasvetljena (de Vries i sar., 2020).

1.5.3. Fibrinogen i bolesti bubrega

Glavna uloga fibrinogena je u hemostazi, a njegove koagulacione osobine mogu se menjati
usled promene koncentracije proteina u serumu, i usled razli¢itith modifikacija (Lados-Krupa 1 sar.,
2015). Kod bolesnika sa ESRD-om, pored poviSene koncentracije (hiperfibrinogenemije),
detektovana je 1 oksidacija fibrinogena, §to doprinosi promenama funkcije fibrinogena i nastanku
nezeljenih kardiovaskularnih komplikacija (Hugenholtz i sar., 2016; Utrera i Estevez, 2012).

Podaci o posledicama oksidacije fibrinogena na njegovu funkciju su kontroverzni. Dosadasnje
studije, koje su se bavile stvaranjem 1 ispitivanjem osobina krvnog ugruska kod bolesnika sa HBS-
om, su pokazale da kod ove grupe bolesnika dolazi do odloZzenog formiranja i stvaranja krvnog
ugruska koji je otporniji na razgradnju (Becatti i sar., 2014; Undas i sar., 2007; Lisman i Ariens, 2016;
Blomback 1 sar., 1989; Cao 1 sar., 2016). Kod bolesnika lecenih PD-om postoji znacajno visa sklonost
ka trombozama u poredenju sa bolesnicima lecenih HD-om (Brophy i sar., 2013). Prema Binderu i
saradnicima, oksidativno modifikovani fibrinogen postaje trombogen, dok Li 1 saradnici smatraju da
odredena stanja koja su pra¢ena povecanim oksidativnim stresom karakteriSe prisustvo fibrinogena
koji ima vecu sklonost ka fibrinolizi, tako da postoji povecan rizik od sklonosti ka krvarenju (Binder
isar., 2017; Lii sar., 2016).

1.6. Detekcija i analiza ugljenohidratnih komponenti

Informacije o sadrZaju kompleksnih ugljenohidratnih struktura (glikana) dobijaju se razli¢itim
tehnikama, ali se u tu svrhu najc¢esce koriste lektini. Na njima su zasnivaju lektinska afinitetna
hromatografija, lektinski blot, lektinska histohemija i dr. (Jain i sar., 2012).

Lektini su (gliko)proteini neimunoloskog porekla 1 vezuju ugljene hidrate, a koji mogu da
aglutiniSu eritrocite. To su molekuli koji prepoznaju i intereaguju sa pojedinacnim mono-
/oligosaharidima ili sloZzenijim ugljenohidratnim strukturama (Slika 4), gde ostaci ugljenih hidrata
mogu diktirati prepoznavanje lektin-ugljeni hidrat. Ove interakcije zavise od razli¢itih parametara,
lektinske strukture, mesta vezivanja i organizacije, prisustva metalnih jona, multivalentnost lektina
(Hendrickson i Zherdev, 2018).
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Slika 4. Strukture N- i O- glikana sa anotacijama za ugljene hidrate, prema preporukama
Konzorcijuma za funkcionalnu glikomiku (Barali¢ i sar., 2020).

Lektini su nezaobilazni i izuzetno Kkorisni u istrazivanjima ugljenih hidrata prisutnih na
povrsini celije, posebno kod promena tokom maligne transformacije Celije, kao 1 za izolovanje 1
karakterizaciju glikoproteina (Sharon i Lis, 2007). Veliki broj lektina izolovan je iz materijala biljnog
porekla, kao 1 iz mikroorganizama, gljiva i Zivotinjskih tkiva.

Glikozilacija je ko/post-translaciona modifikacija koja uti¢e na ¢elijsku adheziju, migraciju,
signalnu transdukciju, funkciju 1 interakcije biomolekula (Schilte i sar., 2009). Kod bolesnika u ranim
stadijumima HBS-a nadena je korelacija izmedu tipa glikozilacije serumskog IgG 1 oStecenja
bubrezne funkcije, a kod bolesnika le¢enih PD-om izmedu peritonitisa 1 gubitka mezotelijalnih ¢elija
sa smanjenim nivoom glikana slicnim onima koje ima IgG, kao 1 nivoom galaktozilacije biantenarnih
glikana (Barrios i sar., 2016; Ferrantelli i sar., 2018).

17



2. Clljevi istrazivanja

U ovoj doktorskoj disertaciji postavljeni su sledeéi ciljevi:

1) Da se kod bolesnika leCenih peritoneumskom dijalizom izoluje fibrinogen i ispita:

a)
b)
c)
d)

2) Da se

formiranje, struktura i osobine fibrinske mreze i struktura izmene fibrinogena;
stepen oksidacije fibrinogena;

promene u glikanskom profilu fibrinogena;

raspodela glikana na pojedina¢nim lancima fibrinogena.

promene glikanske strukture fibrinogena koreliraju sa parametrima funkcije

peritoneumske membrane, dijaliznom dozom, rezidualnom bubreznom funkcijom, kao i
pojavom peritonitisa;

3) Da se

koreliraju podaci o glikozilaciji fibrinogena sa parametrima povezanim sa

kardiovaskularnim dogadajima (cerebrovaskularnim insultom, akutnim infarktom miokarda,
perifernom i sistemskom trombozom) i sveukupnim mortalitetom.
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3. Materijal 1 metode

3.1. Tip studije i mesto istrazivanja

Istrazivanje je sprovedeno kao opservaciona studija preseka, koja je obuhvatila 52 bolesnika
lecenih peritoneumskom dijalizom u decembru 2019. godine i koji su praceni prospektivno narednih
18 meseci. Svi bolesnici se nalaze na leCenju u Klinici za nefrologiju Univerzitetskog Klinickog
centra Srbije (UKCS). Istovremeno, u studiju su ukljucena i 32 zdrava dobrovoljca, koji su prema
biohemijskim parametrima i anamnestickim podacima cCinili zdravu grupu ispitanika (kontrolnu
grupu), uporedivu prema polu i starosti sa grupom PD-e bolesnika. Eksperimentalni deo je sproveden
u saradnji sa Institutom za primenu nuklearne energije Univerziteta u Beogradu (INEP), i Institutom
za hemiju Slovacke Akademije nauka u Bratislavi.

Istrazivanje su odobrili Eticki odbor MFUB-u, Eticki odbor UKCS-a 1 INEP-a reSenjem pod
brojem 890/8. Svi ispitanici su dali svoju pisanu saglasnost za ucestvovanje u istrazivanju, dok je
samo istrazivanje sprovedeno u skladu sa HelsinsSkom deklaracijom i1 Etickim smernicama za
medicinska i zdravstvena istrazivanja koja ukljucuju ispitivanja na ljudima.

3.2. Bolesnici u istrazivanju

Svim bolesnicima je krv izvadena ujutru u 7 h, nakon izlivanja no¢ne i najduze dijalizne
izmene. Prvo je obavljen klinicki pregled, koji je podrazumevao internisticki pregled sa uzimanjem
detaljnih anamnestickih podataka, inspekcijom i1 auskultacijom, kojim su iskljucena akutna infektivna
stanja. Pregledano je izlazno mesto peritoneumskog katetera kojim je iskljucena infekcija izlaznog
mesta, a na osnovu biohemijskog pregleda sedimenta peritoneumskog dijalizata i klini¢kog pregleda
abdomena iskljucen je peritonitis. Svi bolesnici su leceni standarnim rastvorima glukoze, dok je 6
bolesnika koristilo 1 glukozni polimer (ikodekstrin) tokom no¢ne izmene.

U ispitivanje su ukljuceni samo bolesnici koji u periodu od tri meseca pred sakupljanje
uzoraka nisu imali peritonitise, niti klini¢ke 1 laboratorijske znake infekcije izlaznog mesta
peritoneumskog katetera. 1z istraZivanja su iskljuceni bolesnici koji su uzimali oralne antikoagulanse
1 antiagregacionu terapiju, kao i bolesnici koji su od ranije imali poznatu koagulopatiju ili hematoloski
malignitet. Takode su i1z istraZivanja isklju€eni bolesnici sa akutnom ili hroni¢nom lezijom jetre, §to
je podrazumevalo da su svi ispitivani bolesnici imali negativan virusoloSki status za hepatotropne
viruse (anti-HCV 1 HbsAg), a u biohemijskim analizama su imali aminotransferaze (AST 1 ALT),
gamma-GT 1 bilirubin (direktni i1 indirektni) u granicama referentnih vrednosti.

Za odredivanje Carlsonovog indeksa komorbiditeta je koriséen CCI kalkulator
(https://www.mdcalc.com/charlson-comorbidity-index-cci). Indeksi koegzistirajuée bolesti (IPI, IDS
I ICED) su izracunati prema uputstvu Miskulin-a 1 saradnika (2001); za viSe informacija:
https://www.kidney-international.org/article/S0085-2538(15)48019-6/fulltext#t0010.

3.3. Procedura uzimanja uzoraka krvi

Ispitanicima su istovremeno uzimani uzorci krvi za biohemijske analize, u epruvete bez
antikoagulansa, 1 uzorci pune krvi u epruvete sa natrijum-citratom kao antikoagulansom, u cilju
izolovanja plazme, a kasnije i fibrinogena. Biohemijski parametri odredeni su u laboratoriji UKCS-
e, dok je izolovanje plazme i fibrinogena uradeno u INEP-u.

Krvne slike su uradene na automatskom hematoloskom analizatoru Beckman Coulter® HmX
Hematology Analyzer (Beckman Coulter, Inc., Breja, Kalifornija, SAD). Ostale biohemijske analize
su uradene na biohemijskom analizatoru Architect ci8200 (Abbott Diagnostics, Wiesbaden,
Nemacka), a podrazumevale su odredivanje: glukoze, ureje, kreatinina, mokraéne kiseline, ukupnih
proteina, albumina, gvozda, feritina i parathormona (PTH).
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3.4. Testovi za procenu kvaliteta peritoneumske dijalize (transportni status)

Peritoneumski ekvilibrijumski test, eng. Peritoneal Equlibration Test (PET) omogucava
semikvantitativhu procenu transportnih karakteristika peritoneumske membrane kod bolesnika
leCenih PD-om, gde se odreduje brzina kojom se rastvorene materije prenose kroz peritoneumsku
membranu, dok se ne uspostavi ravnoteza za datu materiju sa obe strane peritoneumske membrane, u
serumu (cirkulaciji) i ulivenom dijaliznom rastvoru. Koli¢nik izmedu koncentracija rastvorenih
materija u dijalizmnom rastvoru i u serumu u odredenim vremenskim intervalima (t) tokom dijalizne
izmene ukazuje na brzinu uspostavljanja ravnoteze. PET se izvodi tokom 4-Casovnog zadrzavanja
standardnog dijaliznog rastvora glukoze, pod standardizovanim uslovima, prema preporuci Smit-a i
saradnika (2003). Samom testu je kod svih bolesnika prethodno uc¢injena lavaza dijaliznim rastvorom
najnize koncentracije glukoze, kako bi se izbegao mogucdi uticaj preostale zapremine dijalizata koji
bi uticao na rezultat transportnih karakteristika (Cnossen i sar., 2011). Uzorci krvi su tokom izvodenja
PET-a uzorkovani u 0, 60, 120 i 240 minutu, dok su uzorci dijalizata uzorkovani u isto vreme kada i
krv. PET za kreatinin odreduje se iz koli¢nika koncentracije kreatinina dijalizata u 240-om minutu i
koncentracije kreatinina plazme u nultom minutu. PET za glukozu odreduje se iz koli¢nika
koncentracije glukoze iz dijalizata u 240 minutu u odnosu na i pocetne koncentracije glukoze u
dijalizatu. Svim bolesnicima je PET odredivan u vremenskom intervalu kracem od 6 meseci pre
pocetka istrazivanja.

3.5. Procena kvaliteta dijalize (klirensi ureje i kreatinina)

Kuvalitet, tj. adekvatnost izdijaliziranosti procenjuje se preko ukupnog nedeljnog klirensa ureje
(nedeljni Ku) 1 ukupnog nedeljnog klirensa kreatinina (nedeljni Ccr) (Watson i Thompson, 1980). Za
procenu kvaliteta dijalize je koriS¢en softverski paket Baxter, Healthcare, Deerfield, IL, USA.

3.6. Izolovanje fibrinogena

Za izolovanje fibrinogena iskoriS¢eni su wuzorci pune krvi sa antikoagulansom.
Centrifugiranjem na 800g, u trajanju od 5 minuta, razdvojena je krvna plazma od krvnih ¢elija. Iz 500
ul plazme fibrinogen je istaloZen metodom isoljavanja, upotrebom zasi¢enog rastvora amonijum-
sulfata, tako da je finalna koncentracija soli bila 20%. Nakon toga je smeSa centrifugirana na 10,000g
tokom 5 minuta, usled cega je fibrinogen pao u vidu taloga. Supernatant je odbacen, a talog
fibrinogena ispran 1 rastvoren u 50 mM fosfatnom puferu sa 150 mM natrijum-hloridom (eng.
Phosphate Buffer Saline, PBS pH 7,4) 1 ponovo istaloZzen pri istim uslovima. Talog je finalno
rastvoren u ¢istom PBS-u 1 do upotrebe ¢uvan u zamrzivacu na -25 °C. Koncentracija izolovanog
fibrinogena odredena je u testu sa bicinhoninskom kiselinom po uputstvu proizvodaca (Thermo
Fisher Scientific, Valtam, SAD). Za potrebe svakog pojedinacnog eskperimenta, uzorci su
razblazivani sa 50 mM PBS-om, do istih koncentracija proteina.

3.7. Analiza koagulacije izolovanog fibrinogena

U mikrotitar ploc¢ici od 96 mesta, na sobnoj temperaturi, u rastvor fibrinogena (2,9 uM finalna
koncentracija u 50 mM PBS sa 2,2 mM CaCl) je dodat trombin (finalna koncentracija 1 IU/ml), pa
je potom ploca odmah ubacena u Victor3V ELISA ¢ita¢ (PerkinElmer, SAD), uz orbitalno meSanje.
Proces koagulacije je pracen na talasnoj duzZini od 350 nm tokom 8 minuta. Apsorbanca je oCitana na
svakih 10 sekundi. Dobijene vrednosti su korigovane oduzimanjem vrednosti dobijenih za slepu
probu, koju je Cinila smeSa bez fibrinogena. Iz dobijenih podataka su izracunati vreme 1 brzina
koagulacije, kao i maksimalna apsorbanca na 350 nm iz koje se moze do¢i do informacija o debljini
fibrinskih vlakana. Analizirani su pojedinacni uzorci fibrinogena prema proceduri Scott-a i saradnika
(2011).
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3.8. Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Zbirni uzorci fibrinogena napravljeni su od uzoraka koriS¢enih za sprektrofluorimetrijsko
ocitavanje. Izolovani fibrinogen (11,8 uM u 50 mM PBS pH 7,4 sa 2,2 mM CaCl,) je inkubiran sa
trombinom (1 IU/ml) i ostavljen preko no¢i u vlaznoj komori. Potom je nastali fibrin ispran u 10 mM
PBS-u i fiksiran 2% rastvorom glutaraldehida u puferu za koagulaciju na 4 °C preko noc¢i. Nakon
ponovnog ispiranjau 10 mM PBS-u, uzorak je bio postepeno dehidratisan rastvorima etanola razlicite
koncentracije (30, 50, 70, 96 1 100% etanola), tako S$to je fibrin u svakom rastvoru zadrzan po 1 h.
Nakon dva ispiranja u 100% etanolu i liofilizacije, fibrinska vlakna su snimljena skeniraju¢im
elektronskim mikroskopom JSM 6390LV (JEOL, Peabody, MA, SAD). Dobijene slike su analizirane
u softveru Imagel (NIH, Betezda, MD, USA), dok je debljina vlakana izmerena u razli¢itim delovima
dobijenih slika.

3.9. CD spektroskopska analiza fibrinogena

U cilju dobijanja informacija o sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina koris¢ena je
nedestruktivna metoda spektroskopije cirkularnog dihroizma (CD), zasnovane na osobini molekula
da razli¢ito apsorbuju levo i desno cirkularno polarizovanu svetlost (Williams i Daviter, 2013). Po
dva zbirna uzorka fibrinogena za obe ispitivane grupe (finalna koncentracija 3 pM) su analizirani na
Jasco J-815 spektropolarimetru (Jasco, Tokio, Japan). CD spektroskopija daleke UV oblasti (za
analizu sekundarne strukture proteina) je snimljena u opsegu 185-260 nm, pri brzini skeniranja od 50
nm/min, upotrebom kivete ¢ija je duzina optiCkog puta 0,1 mm. Bliska UV oblast (za analizu
tercijarne strukture proteina) je snimljena u opsegu 250-350 nm, pri brzini od 50 nm/min, u kiveti ¢ija
je duzina optickog puta 10 mm. Svaki put je snimanje uradeno tako da je prosecna slika bila skup tri
skeniranja. Dobijeni spektri su uproseceni i oduzet je spektar slepe probe, tj. pufera (50 mM PBS), 1
analizirani CDPro softverom.

3.10. Spektrofluorimetrijska analiza fibrinogena

Od svih sakupljenih uzoraka izolovanih fibrinogena napravljen je po jedan zbirni uzorak za
obe ispitivane grupe, odnosno jedan uzorak fibrinogena bolesnika na peritoneumskoj dijalizi i jedan
uzorak fibrinogena zdravih ispitanika, tj. kontrolne grupe. Uzorci (20 nM finalna koncentracija) su
analizirani FluoroMax®-4 spektrofluorimetrom (HORIBA Scientific, Japan). Spektri su snimljeni u
opsegu talasnih duzina 310-400 nm, dok je Sirina emisionog i ekscitacionog otvora podesena na 5
nm. Svaki spektar je snimljen dva puta i korigovan signalnom dobijenim za pufer (50 mM PBS).

3.11. Ispitivanje oksidativnih modifikacija fibrinogena

Uzorci fibrinogena (finalna koncentracija 14,7 uM) su inkubirani sa rastvorom dinitrofenil-
hidrazina (DNP) (Tilley 1 sar., 2011), pa je produkt ove kovalentne reakcije pracen elektroforetskim
razdvajanjem na 10% poliakrilamidnom gelu sa natrijum-dodecil-sulfatom (eng. Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) u redukuju¢im uslovima. Proteini su
nakon elektroforetskog razdvajanja preneSeni Western blotom na nitroceluloznu membranu. Nakon
bojenja proteina rastvorom Ponceau S, slobodne grupe su blokirane u rastvoru 5% mleka u puferu 10
mM tris-hidroksimetil-aminometana sa 150 mM natrijum-hloridom (eng. Tris Buffer Saline, TBS) sa
dodatkom 0,01% Tween®20 (TBST), dok je prisustvo DNP-derivata ispitano inkubacijom sa
antitelima spram DNP-a (Sigma-Aldrich, Stajnhajm, Nemacka). Detekcija signala je pra¢ena
inkubacijom sa sekundarnim antitelima obeleZenim peroksidazom iz rena (HRP) 1 interakcijom HRP-
a sa reagensom za hemiluminiscenciju. Signal je detektovan autoradiografijom, na rendgenskom
filmu, dok je intenzitet signala analiziran Image Master TotalLab softverom (Amersham BioSciences,
Bakingemsir, UK). Intenziteti signala dobijeni imunoblotom normalizovani su spram intenziteta
signala dobijenih nakon bojenja Ponceau S bojom.
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3.12. Mikroerej baziran na lektinima

Uzorci fibrinogena su razblazeni do 100 ug/mL u 50 mM PBS pH 7.4, a potom naneti na
ploc¢ice pokrivene epoksisilanom. Svi uzorci su naneti u triplikatu, u 8 identi¢nih polja, upotrebom
bezkontaktnog piezoelektricnog Stampaca sciFLEXARRAYER S1 sa kapilarom PDC 90 (Scienion
AG, Berlin, Nemacka), pri temperaturi od 14 °C i vlaznosti od 60%. Nakon inkubacije na 4 °C u
trajanju od 2 h, slobodne epoksi grupe su blokirane 3% rastvorom serumskog albumina goveceta
(SAG) u PBS-u, na 4 °C u trajanju od 1 h. Nakon ispiranja, fibrinogen je inkubiran sa odabranim
biotinilovanim lektinima koncentracije 25 pg/mL u PBS-u sa 0,05% Tween 20 (PBST), 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon dodatnog ispiranja i inkubacije sa 0,5 pg/mL CF647-streptavidinom u trajanju od
15 minuta na sobnoj temperaturi i odstranjivanja viska reagensa ispiranjem u PBST-u i destilovanoj
vodi, plocice sa proteinima su osusene centrifugiranjem na 1000g, u trajanju od 1 minuta. Signali su
potom oéitani na fluorescentnom skeneru InnoScan®710 (Innopsys, Karbon, Francuska) i analizirani
softverom Mapix®5.5.0 (Innopsys, Karbon, Francuska). Lektini su odabrani na osnovu dostupnih
podataka o glikozilaciji fibrinogena.

3.13. Lektinski blot

Zbirni uzorci izolovanih fibrinogena napravljeni su za obe ispitivane grupe (16 obolelih i 9
kontrolnih), i analizirani na SDS-PAGE-u pod redukuju¢im uslovima, na 10% gelu. Nakon
elektroforetskog razdvajanja, transfera proteina na nitroceluloznu membranu i bojenja rastvorom
Ponceau S, membrana je inkubirana u 3% SAG u TBST, preko noéi, da bi se blokirala nevezana
mesta. Potom je usledila inkubacija u rastvoru biotinilovanih lektina (1:5000 u PBST), u trajanju od
1 h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u TBST, detekcija signala je uradena autoradiografijom,
nakon jedno€asovne inkubacije sa rastvorom avidina D konjugovanog sa HRP (1:50000 u TBST) i
supstrata za hemiluminiscenciju. Detektovani signali su analizirani Image Master TotalLab softverom
(Amersham BioSciences, Bakingemsir, UK). Lektini su, kao 1 kod lektinskog mikroereja, odabrani
na osnovu dostupnih podataka o glikozilaciji serumskih proteina 1 fibrinogena 1 rezultata mikroereja.

3.14. Statisti¢ka analiza

Za prikazivanje osnovnih karakteristika ispitanika koristicene su metode deskriptivne
statistike. Za poredenje kategorickih varijabli koriséen je ¥* test ili Fierov test. U zavisnosti od
normalnosti raspodele, rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija ili medijana
+ interkvartalni opseg. Poredenje izmedu ispitivanih grupa uradeno je studentovim T testom ili
Mann—Whitney U testom. Za ispitivanje korelacija dobijenih parametara koriS¢en je Pirsonov test.
Multiparametrijska analiza za parametre sa normalnom distribucijom uradena je jednosmernom
ANOVA-om, sa Tukey post-hoc testom, dok je za parametre Cija je distribucija odstupala od
normalnosti koris¢en Kruskal-Wallis-ov test. Multivarijantna binarna logisticka regresiona analiza
kori$¢ena je za procenu povezanosti glikozilacije 1 ultrafiltracije, dok je diskriminatorna snaga modela
procenjena koriS¢enjem ROC krive. Cox-ovom univarijantnom i multivarijantnom logistiCkom
regresionom analizom ispitan je uticaj pojedinanih varijabli (demografske, komorbidne,
biohemijske, kao i1 signali dobijeni lektinskim mikroerejom) na ukupan mortalitet, nakon perioda
pracenja od 18 meseci. Statisticka znacajnost definisana je kao p vrednost manja od 0,05, osim kod
rezultata Cox-ove regresione analize, gde je statisticka znacajnost definisana kao p vrednost manja
0d 0,10 (nivo o greske manji od 10%). Statisti¢ka analiza udradena je u programu SPSS v.18 (Cikago,
SAD).
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4. Rezultati

4.1. Deskriptivna statistika bolesnika na peritoneumskoj dijalizi

Istrazivanje je studijom preseka, obuhvatilo 52 bolesnika, koji su prospektivno praceni
narednih 18 meseci, a ¢ije su epidemioloske, klinicke i laboratorijske karakteristike na pocetku studije
prikazane u Tabeli 6.

Tabela 6. Demografske, klinicke i biohemijske karakteristike bolesnika lecenih peritoneumskom
dijalizom 1 zdrave kontrole, izrazene su kao medijana + interkvartalni opseg (MKO) ili srednja
vrednost = standardna devijacija (SD). Statisticki znacajne razlike oznacene su zvezdicom.

Bolesnici na Zdrave p
peritoneumskoj kontrole
dijalizi (PD) (Z2)
n=52 n=32
Muskarci (n) 26 16
Starost (godine), medijana + MKO 65,5£15,8 61,0+£29,3 0,048*
Duzina dijaliznog staza (meseci), medijana + MKO 30,0+49,5 /
Diabetes mellitus 20 (38,5%) /
Eritoropoetin (ESA) 22 (42,3%) /
Sistolni pritisak (mmHg), srednja vrednost + SD 135,29+16,99 /
Dijastolni pritisak (mmHQ), srednja vrednost + SD 79,42+8,78 /
Biohemijski parametri
Glukoza (mM), medijana + MKO 5,6£2,5 5,3+0,9 0,589
Ureja (mM), medijana + MKO 16,1+6,3 5,1+£0,8 <0,00001*
Kreatinin (uM), medijana + MKO 653,0+£204,3 81,0£22,0  <0,00001*
Mokraéna kiselina (uUM), medijana + MKO 310,0+62,5 325,0+91,3 0,603
Ukupni proteini (g/L), medijana + MKO 65,0+9,3 72,3+2,7 0,0477*
Albumin (g/L), medijana + MKO 37,0+6,0 47,5+3,2 0,016*
Fibrinogen (g/L), medijana + MKO 4,4+0,9 2,7+0,8 0,00009*
Sedimentacija eritrocita (mm/h), medijana + MKO 85,0+44,0 13,04£9,5 <0,00001*
Hemoglobin (g/L), srednja vrednost = SD 103,8+16,2 144,8+15,8 0,0008*
Gvozde (mM), medijana + MKO 11,5£3,9 17,7£3,8 <0,00001*
Feritin (ug/L), medijana + MKO 244,0+£295,7 / /
Paratiroidnihormon (ng/L), srednja vrednosti + SD | 492,63+386,72 / /

Na osnovu dobijenih rezultata zakljuceno je da su ispitanici, u okviru datog istrazivanja, bili
jednako zastupljeni u pogledu pola, da pripadaju sli¢noj starosnoj grupi i da su viSe godina leCeni
ovim modalitom lecenja. Oko dve petine bolesnika leCenih PD-om (njih 20) je imalo dijabetes kao
osnovnu bolest. Stimulatorima eritropoeze leceno je oko 40% bolesnika. Ispitivanjem odredenih
biohemijskih parametara nadeno je da se grupa bolesnika na PD-u znacajno razlikuje od zdrave
kontrolne grupe (za koncentraciju ureje, kreatinina, ukupnih proteina, albumina, sedimentaciju
eritrocita, nivoe gvozda i fibrinogena), osim u pogledu koncentracije glukoze i mokraéne kiseline.
Vrednosti za sistolni i1 dijastolni pritisak su zadovoljavajuée i nalaze se u referentnom opsegu (do
140/90 mmHg), §to upucuje da su bolesnici imali adekvatnu eliminaciju ili su bili komplijantni u
pogledu unosa tecnosti, Sto se odrazilo i na dobro regulisanu hipertenziju. Vrednosti za parathormon
ukazuju da je u grupi bolesnih zadovoljavajuce regulisan sekundarni hiperparatireoidizam. Bolesnici
u grupi PD-a, kao metodi RRT-a, imaju izmenjenu koncentraciju veéine biohemijskih parametara, ali
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zadovoljavajuci kvalitet izdijaliziranosti. Grupa bolesnika je imala niZi, ali zadovoljavajuéi proteinski
status.

Dijalizne karakteristike bolesnika i komorbidna stanja prikazani su u Tabeli 7 i Tabeli 8.
Vrednosti klirensa ureje (Kt/V) je prosecno visa od 1,7, a nedeljni klirens kreatinina (Ccr) je iznad 60
L/nedeljno, Sto ukazuje na to da su bolesnici imali kompetentnu metodu RRT-a. Prema vrednostima
za PET, bolesnici su u proseku bili srednje brzi transporteri za glukozu i srednje spori transporteri za
kreatinin, a nalazili su se na programu le¢enja CAPD-om.

Tabela 7. Dijalizne karakteristike 1 adekvatnost izdijaliziranosti bolesnika na peritoneumskoj dijalizi.

Minimalna Maksimalna Srednja SD
vrednost vrednost vrednost

Broj peritonitisa 0 4,0 0,58 0,94
Rezidualni urin (L/dan) 0 3,7 0,935 0,8171
Ultrafiltracija (L/dan) 0,1 2,8 1,101 0,5182

Kt/'V 1,38 4,07 3,47 0,53
Cecr (L/nedeljno) 49,14 118,70 78,65 19,77

PETgly 0,21 0,67 0,46 0,10

PETcr 0,31 0,87 0,63 0,11

Kt/V - klirens ureje, Cer - nedeljni klirens kreatinina, PETgly - peritoneumski ekvilibrijumski
test za glukozu, PETcr - peritoneumski ekvilibrijumski test za kreatinin.

Vrednosti medijane (sa medukvartalnim opsegom) za ultrafiltraciju i rezidualni urin iznosile
su 1000 = 650 odnosno 750 + 97, dok su ukupni prosecni gubici iznosili oko 2 L u toku 24 ¢asa.
Svega 6 bolesnika koristilo je bezglukozni dijalizni rastvor tokom no¢i. Oko dve petine bolesnika
lecenih PD-om (njih 20) je u nekom periodu lecenja imalo bar jednu epizodu peritonitisa.

Tabela 8. Zastupljenost najcescih pridruzenih (komorbidnih) stanja u ispitivanoj grupi bolesnika pre
ukljucivanja u studiju. CVI-cerebrovaskularni insult, CMP-hroni¢na srana slabost, AIM-akutni
infarkt miokarda.

PridruZene bolesti ~ Zastupljenost(%)

CVI 11,53
CMP 46,15
AIM 17,31

Kod 50% bolesnika izraZzen je neki od navedenih nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja
(cerebrovaskularni insult, hroni¢na sr¢ana slabost i akutni infarkt miokarda; Tabela 8). Dok je jedan
od navedenih dogadaja KVS-a bio prisutan kod 14 bolesnika (26,92%), dva dogadaja su bila prisutna
kod 10 bolesnika (19,23%), a dva bolesnika imala su sva tri dogadaja (3,85%). Svi bolesnici koji su
imali AIM imali su i posledi¢nu ishemijsku CMP, dok je kod bolesnika koji su prelezali CVI dve
tre¢ine (4 od 6 bolesnika) imalo i CMP, §to ukazuje na znacajne promene na krvnim sudovima kod
ovih bolesnika.

Tabela 9. Indeksi komorbidnih stanja bolesnika na peritoneumskoj dijalizi.

Minimalna vrednost = Maksimalna vrednost  Srednja vrednost SD
IDS 1,0 3,0 2,25 0,79
IPI 0 2,0 0,71 0,72
ICED 1,0 3,0 2,27 0,79
Chin 3,0 15,0 7,63 2,19

IDS - indeks tezine bolesti, IPI - indeks telesnog ostecenja, ICED - indeks koegzistirajuce
bolesti, Chin-Carlsonov indeks komorbiditeta.
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Procenjeni indeksi tezine bolesti, telesnog ostecenja i koegzistirajuce bolesti (IDS, IPI1 ICED)
kod ispitivane grupe bolesnika prikazani su u Tabeli 9. Od ukupnog broja bolesnika (njih 52), njih 36
je imalo vrednost Chin-a jednaku ili ve¢u od 7.

4.2. Analiza strukturnih karakteristika fibrinogena kod bolesnika na peritoneumskoj

dijalizi

Ispitivanje izolovanog fibrinogena je podeljeno u dva dela. Za ispitivanje funkcionalnosti su
uradeni testovi koagulacije i odredena je debljina fibrinskih vlakana, dok je ispitivanje fizi¢ko-

hemijskih svojstava bilo bazirano na odredivanju promena na nivou sekundarne i tercijarne
(trodimenzionalne) strukture, kao i promena na nivou oksidacije i glikozilacije fibrinogena.

4.2.1. Analiza karbonilacije lanaca fibrinogena

Fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika na PD-u i kontrolne grupe (Z) je derivatizovan sa
DNP-om, i potom analiziran upotrebom redukujuc¢e SDS-PAG elektroforeze prac¢ene imunoblotom
sa anti-DNP antitelima. Kao kontrole kori§¢eni su nederivatizovani uzorci. Rezultati su prikazani na
Slici SA. Denzitometrijskom analizom utvrdeno je da fibrinogeni izolovani iz plazme bolesnika na
PD-u imaju statisticki znac¢ajno visi sadrzaj karbonila od fibrinogena izolovanog iz plazme grupe Z,
Sto je prikazano na grafiku Slike 5B. Svi signali normalizovani su prema ukupnom sadrzaju proteina,
koji je utvrden bojenjem proteina Ponceau S bojom, pre imunoblota. Nadeno je da su Aa i Bf lanci
fibrinogena podlozniji oksidaciji, i da je sadrzaj karbonila na pomenutim lancima ve¢i kod bolesnika
na PD-u u odnosu na grupu Z i to za ¢ak 50% (za Aa) i 60% (Bp). Istovremeno, nije ustanovljena
znacajna razlika u nivou karbonilacije y lanca izmedu grupe PD-e i grupe Z (grafik Slike 5C).
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Slika 5. Analiza karbonilacije lanaca fibrinogena. A) Redukuju¢a SDS-PAGE na 10% gelu i
detekcija reaktivnih vrsta anti-DNP antitelima. ND-nederivatizovani uzorci, D-uzorci derivatizovani
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DNP-om. Markeri masa (MM) dati su sa desne strane, dok su levo obelezeni lanci fibrinogena. (B)
Proracun relativne zastupljenosti karbonilovanih proteina (PCO) na ukupnom fibrinogenu i (C) na
pojedinac¢nim lancima. Z - uzorci zdravih kontrola, PD - uzorci bolesnika na peritoneumskoj
dijalizi. ADJ - arbitrarne denzitometrijske jedinice.

4.2.2. Spektrofluorometrijska i CD spektrometrijska analiza uzoraka fibrinogena

Rezultati snimanja emisionih fluorescentnih spektara zbirnih uzoraka fibrinogena izolovanih
iz plazme grupe bolesnika leCenih PD-om i grupe zdravih kontrola prikazani su na Grafiku 1.
Emisioni maksimum ispitivanih fibrinogena isti je kod obe posmatrane grupe i nalazi se na 344 nm.
Ova talasna duzina potice od ostataka triptofana (Trp). Poredenjem intenziteta fluorescentne emisije
izracunato je da je ona manja za 17% u uzorku grupe bolesnika le¢enih PD-om u odnosu na grupu Z.

Rezultati dobijeni upotrebom UV CD spektrometrije ukazali su na male razlike u sekundarnoj
(Grafik 2A) i tercijarnoj (Grafik 2B) strukturi izmedu dve grupe uzoraka. Moze se takode videti da je
razlika izrazenija u bliskoj UV oblasti CD spektra, tj. u tercijarnoj strukturi fibrinogena. Upotrebom
CDPro programskog paketa analizirani su podaci dobijeni snimanjem u dalekoj oblasti UV CD
spektra, 1 utvrdeno je da je dominanta sekundarna struktura fibrinogena a-heliks. Istovremeno,
utvrden je i sadrzaj ove strukture u zbirnim uzorcima grupe bolesnika le¢enih PD-om i grupe Z, koji
iznosi 34% 1 33%.
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Grafik 1. Emisioni spektri fibrinogena dobijeni ekscitacijom na talasnoj duZini od 295 nm.
Fibrinogeni kontrola (Z) i bolesnika lecenih peritoneumskom dijalizom (PD) analizirani su pod
istim uslovima, u koncentraciji od 20 nM.
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Grafik 2. Strukturna analiza fibrinogena izolovanog iz plazme kontrolne grupe (Z) i bolesnika
lecenih peritoneumskom dijalizom (PD) upotrebom CD spektrometrije u dalekoj UV oblasti (A) i
bliskoj UV oblasti (B), pri koncentraciji fibrinogena od 3 pM.

4.2.3. Koagulaciona svojstva izolovanih fibrinogena

U cilju utvrdivanja koagulacionih osobina fibrinogena, tj. vremena i brzine koagulacije
fibrinogena izolovanog iz plazme grupe bolesnika leCenih PD-om i grupe zdrave kontrole, upotrebljen
je koagulacioni esej sa trombinom 1 to u silikonskoj cevc€ici (za odredivanje poroznosti fibrinskih
vlakana) 1 u plo¢i (za odredivanje brzine koagulacije). Brzina koagulacije odredena je nagibom
pocetnog, linearnog dela koagulacione krive, dok je vreme koagulacije odredeno kao vreme potrebno
da se dostigne polovina maksimalne vrednosti apsorbance. Vreme i brzina koagulacije izolovanih
fibrinogena bila je slina u obe ispitivane grupe, kao 1 vrednost za maksimalnu apsorbancu na 350

nm (Tabela 10). Promena na maksimalnoj apsorbanci (350 nm) utvrdena je na kraju koagulacionog
eseja (Grafik 3).
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Grafik 3. Dijagram vremenskog toka koagulacije fibrinogena i formiranja fibrina. Prikazan je po

jedan reprezentativni uzorak iz grupe kontrola (Z) i bolesnika lecenih peritoneumskom dijalizom
(PD). Fibrinogeni su analizirani pri koncentraciji od 2,9 uM.
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Tabela 10. Koagulacione karakteristike fibrinogena izolovanog iz plazme grupe Z i grupe bolesnika
lecenih PD-om. Prikazane su vrednosti medijane, dok su u zagradi date vrednosti percentila 2,5% 1
97,5%. p - statisticka znacajnost.

Z PD p
n=30 n=50
Vreme koagulacije (s) 51,0 (27,9-77,5) 53,0 (38,4-71,8) 0,857
Brzina koagulacije (AA/min) 0,035 (0,018-0,054) 0,030 (0,010-0,045) 0,389

Maksimalna absorbanca na 350 nm 0,038 (0,026-0,053) 0,038 (0,032-0,057) 0,617

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika u koagulacionim
osobinama fibrinogena izolovanog iz plazme grupe bolesnika lecenih PD-om 1 grupe Z.

Struktura fibrinskih vlakana formiranih koagulacijom izolovanog fibrinogena ispitana je
tehnikom skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Na Slici 6 dati su primeri fibrinskih vlakana
dobijenih iz uzoraka grupe zdrave kontrole (Slika 6A) i grupe bolesnika lecenih PD-om (Slika 6B).
Denzitometrijskom analizom pokazano je da su formirane fibrinske mreZe sli¢ne izmedu dve
ispitivane grupe.

Slika 6. Reprezentativne slike fibrinskih vlakana dobijene tehnikom skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM). Fibrinogen iz plazme zdrave kontrole (A) i bolesnika leCenih PD-om (B).

4.3. Ispitivanje glikozilacije fibrinogena metodom lektinskog mikroereja

Za ispitivanje razlika u sadrZaju ugljenohidratnih komponenti kori§¢eni su lektini ¢iji je odabir
zasnovan na dostupnim podacima o glikozilaciji fibrinogena i drugih najzastupljenijih proteina
plazme. Lektini kori§¢eni u ovom eksperimentalnom radu dati su zajedno sa svojim ugljenohidratnim
specifi¢nostima u Tabeli 11, u kojoj je prikazan 1 nivo signala detektovanih metodom mikroereja
zasnovanom na lektinima.
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Tabela 11. Ugljenohidratna specificnost lektina koris¢enih u lektinskom mikroereju (i lektinskom
blotu), prema proizvodacu. Prikazan je dobijeni odnos signala i Suma (S/N).

Lektin (izvor) Ugljenohidratna specificnost S/N
PNA (Arachis hypogaea) Galp1,3GalNAc <3
MAL-I (Maackia amurensis) NeuNAca2,3Galp1,4GlcNAc <3
MAL-Il (Maackia amurensis) NeuNAca2,3GalB1,3(xNeuNAc2,6)GalNAc <10
PHA-L (Phaseolus vulgaris) tri/tetraantenarni kompleksni N-glikani sa <10

terminalnom Gal

DSL (Datura stramonium) GlcNAcP1,4GIcNAc oligomeri;Gal1,4GIcNAc <10
GNL (Galanthus nivalis) visokomanozni N-glikani;Manal,3Man <10
GSL-I (Griffonia simplicifolia) Galal,3Gal; Galal,3GalNAc <50
WGA (Triticum vulgaris) GlcNACcP1,4GlcNAc;hitinski oligomeri; NeuAc <50
SNA (Sambucus nigra) NeuNAca2,6Gal/GalNAc <50
NPL (Narcissus pseudonarcissus) visokomanozni N-glikani;Manal,6Man <50
LCA (Lens culinaris) aDGlc, aDMan u N-glikanimasa Fucal,6GlIcNAc <50
PhoSL (Pholiota squarrosa) Fucal,6GIcNAc <50
PHA-E (Phaseolus vulgaris) GalB1,4GlcNAcB1,2Man sa umetnutom GlcNAc <50
AAL (Aleuria aurantia) Fucal,6GIcNAc;Fucal,3(Galp1,4)GlcNAc <50
ConA (Canavalia ensiformis) Manal,6(Manal,3)Man <50
RCA (Ricinus communis) GalB1,4GIcNAc <50

Od ukupno Sesnaest lektina, Sest je dalo signale sa odnosom signal/Sum (S/N) manjim od 10,
dok je kod deset lektina ovaj odnos bio ve¢i od 10. Za interakciju PNA 1 MAL-I sa izolovanim
fibrinogenima odnos detektovanog signala i Suma bio je manji od tri, zbog ¢ega su ovi lektini
izostavljeni iz daljih analiza.

Uzorci fibrinogena izolovani iz plazme grupe bolesnika leCenih PD-om interagovali su sa
istim lektinima kao 1 uzorci fibrinogena izolovanih iz plazme grupe zdrave kontrole, §to upucuje na
prisustvo istog tipa glikanskih ostataka na fibrinogenu iz oba tipa uzoraka, i to:

1) biantenarnih N-glikana (ConA i PHA-E), koji se zvr$avaju 02,6-Sia vezanom za
Gal/GalNAc ili GIcNAc (SNA 1 WGA) i/ili Gal (RCA);

2) glikana sa umetnutim GlcNAc (PHA-E) i/ili al,6-Fuc (Fuc u jezgru) (LCA, AAL i
PhoSL), i

3) al,3-Fuc (antenarna Fuc) (AAL).

Primecena je i slaba zastupljenost multiantenarnih N-glikana koji se zavrSavaju Gal (PHA-L). Signali
dobijeni lektinima ConA, NPL 1 GNL ukazali su na moguce prisustvo visokomanoznih N-glikana.
Signali sa SNA, RCA, GSL-I i WGA ukazali su na prisustvo O-glikana tipa T i Tn antigena
(Galp1,3GalNAcal-O-Ser/Thr 1 GalNAcal-O-Ser/Thr), koji se uglavnom zavrSavaju sijalinskom
kiselinom ((Sia-T(n)) (SNA i MAL-II).

U cilju dobijanja informacija o povezanosti leCenja PD-om 1 distribucije glikana na
fibrinogenu, signali dobijeni za sve lektine su sumirani za svaki pojedinacni uzorak, a potom je
procenat svakog lektinskog signala predstavljen kao njegova relativna zastupljenost (Grafik 4A).
Daljom obradom podataka, sumirani su signali koji poti¢u od pojedni¢nih lektina za dve grupe
uzoraka koja je definisana kao 100%, a doprinos svake grupe (PD ili Z) je izraCunat kao udeo od ove
sume (Grafik 4B).
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Grafik 4. A) Relativna zastupljenost signala dobijenih u lektinskom mikroereju. B) doprinos svake
ispitivane grupe (PD i Z) izracunat kao deo ukupne sume signala koji poti¢e od svakog
pojedinacnog lektina. PD - bolesnici leeni peritoneumskom dijalizom, Z - zdrave kontrole.
Rezultati su prikazani sa odstupanjima za standardnu devijaciju. Statisticka znacajnost dobijena u
Mann-Whitney U-testu; p - vrednost < 0,05 oznacena je zvezdicom.

Nadeno je da fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika le€enih PD-om ima poviSen sadrzaj
glikana koje prepoznaju lektini PHA-E, RCA 1 DSL, dok je sadrzaj glikana koje prepoznaju WGA,
AAL, GSL-I1i LCA snizen.

Informacije o promenama glikozilacije fibrinogena kod bolesnika le¢enih PD-om dobijene su
1 medusobnim uporedivanjem dobijenih signala za svaki od 14 lektina. Dodatno je izraCunat njihov
odnos 1 uradena je statisticka analiza, a rezultati su prikazani u Tabeli 12.
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Tabela 12. Odnosi signala lektin/lektin dobijenih upotrebom lektinskog mikroereja, nakon analize Mann-Whitney U-testom. StatistiCka znacajnost za
vrednosti p<0,05 obelezena je tako da zelena boja predstavlja smanjenje kod bolesnika leCenih PD-om, dok narandzasta boja predstavlja porast kod

bolesnika le¢enih PD-om.

Vs, SNA ConA MAL-I1I PHA-E PHA-L WGA RCA AAL PhoSL GSL-I NPL LCA DSL GNL
SNA 1 0,0220 0,5755 0,0102 0,6171 0,0096 0,0010 0,2627 0,7417 0,0008 0,1211 0,00001 0,00001 0,2983
ConA 1 0,0658 0,1113 0,0188 0,1362 0,0264 0,0098 0,0124 0,00001 0,9045 0,00001 0,0007 0,5619

MAL-II 1 0,050 0,8650 0,0029 0,0036 0,8887 0,3681 0,0658 0,3843 0,0033 0,00001 0,3077
PHA-E 1 0,00001 0,7795 0,3953 0,0002 0,0173 0,00001 0,2801 0,00001 0,0019 0,6745
PHA-L 1 0,0001 0,00001 0,3472 0,1260 0,0001 0,0989 0,00001 0,00001 0,0424
WGA 1 0,53526 0,00001 0,0033 0,00001 0,0285 0,00001 0,00006 0,1031
RCA 1 0,00001 0,00001 0,00001 0,0278 0,00001 0,0015 0,3030
AAL 1 0,0658 0,00001 0,0340 0,00001 0,00001 0,0155
PHOSL 1 0,0001 0,5029 0,00001 0,00001 0,2983
GSL-I 1 0,0002 0,0088 0,00001 0,0001

NPL 1 0,00001 0,00001 0,9203
LCA 1 0,00001 0,00001
DSL 1 0,00001
GNL 1

SNA ConA MAL-II PHA-E PHA-L WGA RCA AAL PhoSL GSL-I NPL LCA DSL GNL
0,05>p>0,001 0 4 1 2 0 4 4 0 0 1 1 0 2 2
p<0,001 2 2 0 4 2 4 5 2 2 0 2 0 11 2
0,05>p>0,001 4 1 2 1 2 0 1 3 3 0 2 2 0 0
p<0,001 1 1 1 0 4 1 0 4 2 11 1 11 0 1

31



Kada se uporede svi izracunati odnosi, uocava se da je dve tre¢ine izmenjeno kod bolesnika
lecenih PD-om (65%), dok smanjenja i povecanja imaju skoro jednaku distribuciju (30% 1 35%). Iako
je prag statisticke znac¢ajnosti postavljen na p<0,05, vidi se da je ova znac¢ajnost za vise od dve tre¢ine
rezultata (42%) manja od 0,001. Ovde je vazno napomenuti da se poredenjem reaktivnosti ostalih
lektina sa LCA i DSL, kod bolesnika le¢enih PD-om uocava povecano vezivanje u odnosu sa LCA i
smanjeno vezivanja u odnosu sa DSL.

4.3.1. Uticaj broja dijaliznih izmena na glikozilaciju fibrinogena

Bolesnici su na osnovu broja dijaliznih izmena podeljeni u dve grupe, i to bolesnike koji su
imali Cetiri ili pet dijaliznih izmena. Najveci broj bolesnika imao je 4 dijalizne izmene (njih 42), dok
je 10 bolesnika imalo 5 dijaliznih izmena (Tabela 13).

Tabela 13. Rezultati studentovog t-testa primenjenog na dve grupe bolesnika podeljenih prema broju
dijaliznih izmena. Grupa 1 — bolesnici sa 4 dijalizne izmene; Grupa 2 — bolesnici sa 5 dijaliznih
izmena. Poredeni su intenziteti signala za koriS¢ene lektine, dobijeni metodom lektinskog mikroeeja.
p - statisti¢ka znacajnost.

Grupal Grupa 2 p
n=42 n=10

SNA 1977,47+£423,22 1935,35+293,93 0,768
ConA 1910,07+325,14 2007,35+205,81 0,373
MAL-I 6,34+1,59 6,49+1,82 0,793
MAL-I1I 29,97+11,77 30,11+8,93 0,972
PHA-E 477,27£114,15 510,13+52,84 0,382
PHA-L 20,83+5,67 29,18+20,14 0,022*
WGA 73,64+22,98 83,63£26,54 0,237
RCA 1116,33+£269,64 1179,06+157,99 0,485
AAL 618,90+170,16 655,29+118,32 0,527
PhoSL 606,43+80,98 637,35+65,02 0,268
GSL 42,46+17,71 47,89+19,50 0,398
DFL 81,39+25,15 76,91+26,41 0,618
LCA 477,94+172,99 549,46+154,98 0,238
DSL 123,58+50,43 131,64+29,29 0,631
GNL 28,06+8,99 30,83+5,39 0,358
PNA 8,67+2,26 8,39+1,98 0,726

U ispitivanim grupama, statisticka znacajnost je nadena samo za PHA - L. Sadrzaj
multiantenarnih N-glikana veci je u grupi bolesnika sa 5 dijaliznih izmena.

4.3.2. Uticaj sastava dijalizne te¢nosti na glikozilaciju fibrinogena

Da bi se ispitao uticaj razlicite koncentracije glukoze 1 bezglukoznog rastvora na glikozilaciju
fibrinogena, uzorci su razvrstani u tri grupe (Tabela 14), u zavisnosti od toga da li su bolesnici koristili
dijalizne rastvore isklju¢ivo najniZze koncentracije glukoze (grupa 1), kombinaciju najniZe 1 srednje
koncentracije (grupa 2), ili glukozne rastvore razliCite koncentracije tokom dana, uz primenu
glukoznog polimera (ikodekstrina) tokom no¢i (grupa 3). U pogledu starosti, bolesnici su u sve tri
ispitivane grupe bili sli¢nih godina, s tim Sto su nesto stariji bolesnici koristili kombinaciju rastvora
manje 1 ve¢e koncentracije glukoze. Oba pola su bila priblizno jednako zastupljena u grupama
bolesnika koji su koristili samo glukozne rastvore, dok su Zene bile zastupljenije u grupi bolesnika
koji su koristili tokom noc¢ne izmene 1 glukozni polimer. Zastupljenost bolesnika sa osnovnim
oboljenjem diabetes mellitus-a je bila znacajno niza u grupi onih koji su koristili ikodekstrin tokom
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no¢ne izmene. U istoj grupi je znacajan broj bolesnika imao prethodno najmanje jednu epizodu
peritonitisa (njih 20), sa nizom UF.

Tabela 14. Demografske i klinicke karakteristike bolesnika le¢enih PD-om i parametric adekvatnosti
dijalize, podeljenih prema koncentraciji glukoze u dijaliznom rastvoru i primeni glukoznog polimera.
Prikazana je zastupljenost pridruzenih oboljenja i prethodnih peritonitisa. Grupa 1 - bolesnici leceni
samo dijaliznim rastvorima glukoze koncentracije 1,36% ili 1,50% bez primene ikodekstrina, Grupa
2 - bolesnici leceni rastvorima glukoze razliCite koncentracije bez primene ikodestrina, Grupa 3 -
bolesnici leCeni rastvorima glukoze razliite koncentracije uz primenu ikodekstrina.

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
n=32 n=14 n=6
Starost (godine), srednja vrednost =+ SD  63,5+14,9 63,7+12,1 58,5+9,9
Muskarci, n 16 8 1
HTA, n 30 14 5
DM, n 12 7 1
Sa peritonitisom, n 11 4 5
CMP, n 13 7 3
AIM, n 5 4 3
CVLn 3 2 0
Chin, srednja vrednost + SD 7,542,2 8,2+2,2 7,0+2,2
ICED, srednja vrednost = SD 2,1£0,8 2,6x0,7 2,5+0,8
Kt/V, srednja vrednost = SD 2,5+0,5 2,1+0,4 2,240,6
Cecr, srednja vrednost = SD 83,5+19,9 73,8+15,3 62,4+18,9
PETcr, srednja vrednost = SD 0,61+0,11 0,63+0,08 0,76+0,07
PETgly, srednja vrednost = SD 0,47+0,11 0,46+0,09 0,38+0,07
RU 1,2+0,9 0,6+0,5 0,2+0,3
UF 1,0£0,5 1,1£0,4 1,5+0,4

HTA - hipertenzija, DM - diabetes mellitus, CMP - hroni¢na sr¢ana slabost, AIM - akutni
infarkt miokarda, CVI - cerebrovaskularni insult, Chin-Carlsonov indeks komorbiditeta,
ICED - indeks koegzistirajuce bolesti, Kt/V - klirens ureje, Cer - nedeljni klirens kreatinina,
PETcr - peritoneumski ekvilibrijumski test za kreatinin, PETgly - peritoneumski
ekvilibrijumski test za glukozu, RU - rezidualni urin, UF - ultrafiltracija.
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Tabela 15. Podela bolesnika prema koncentraciji glukoze u dijaliznom rastvoru i primeni
bezglukoznog polimera. * p <0,05. Grupa 1 - bolesnici leceni samo dijaliznim rastvorima glukoze
koncentracije 1,36% ili 1,50%; Grupa 2 - bolesnici leCeni rastvorima glukoze koncentracije nize i
srednje jacine; Grupa 3 - bolesnici lecCeni rastvorima glukoze razliCite koncentracije uz primenu
ikodekstrina. Za parametre sa normalnom distribucijom koris¢ena je jednosmerna ANOVA, sa Tukey
post-hoc testom; kod parametara Cija je distribucija odstupala od normalnosti koris¢en je Kruskal—
Wallis-ov test. Zavisno od normalnosti raspodele, rezultati lektinskih signala su predstavljeni kao
srednje vrednosti sa standardnom devijacijom ili kao medijane sa medukvartalnim ospegom koji je

prikazan u zagradi.

Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 p
n=32 n=14 n=6
SNA 1984,75+454,29 1951,40+328,31 1974,21+£276,79 0,970
ConA 1920,68+342,38 1916,50+£256,28 2002,924262,19 0,830
MAL-I 6,19+1,44 6,39+1,92 7,20+1,92 0,391
MAL-II 31,40+12,59 25,75+6,59 31,66£11,51 0,301
PHA-E 476,22+123,84 483,04+72,71 502,70+£65,17 0,857
PHA-L* 21,42+ 6,13 19,37+ 3,25 34,72+ 25,23 0,007*
WGA 74,77+23,30 70,78+19,84 91,42+32,79 0,208
RCA 1124,02+284,40 1132,82+223,18 1149,67+164,42 0,974
AAL 627,87+£165,65 600,96+164,09 688,58+145,19 0,557
PHosL 610,00+85,24 606,89+64,51 636,42+84,94 0,734
GSL 36,31 (20,81) 38,49 (12,59) 47,07 (28,93) 0,479
DFL 82,90+24,04 75,97+25,69 79,76+34,40 0,716
LCA 430,11 (193,04) 453,88 (153,08) 540,84 (267,01) 0,200
DSL 122,63+41,12 128,04+63,94 139,30+36,81 0,725
GNL 28,39+49,71 28,05+6,04 32,01+5,75 0,607
PNA 8,78+2,28 7,85+1,97 9,20+2,20 0,349

lako je re¢ o malom broju ispitivanih uzoraka, sa velikom standardnom devijacijom,
statistiCka znacajnost je nadena u slucaju PHA-L.

4.3.3. Glikozilacija fibrinogena kao dijagnosticko-prognosti¢ckog markera

U cilju odredivanja povezanosti dijalizne preskripcije, rezidualne bubrezne funkcije,
prethodnih peritonitisa 1 promena funkcije peritoneumske membrane, sa promenama u glikanskoj
strukturi fibrinogena, bolesnici le¢eni PD-om podeljeni su prema rezidualnoj diurezi (pri ¢emu je
vrednost medijane od 700 mL uzeta kao cut-off, tj. grani¢na vrednost) 1 koncentraciji glukoze u
dijaliznom rastvoru (Tabela 16).

U obe posmatrane grupe bolesnici su bili priblizno jednake Zivotne starosti, i u obe grupe bila
je priblizno jednako zastupljenost bolesnika sa hipertenzijom i dijabetesom. U grupi I bolesnika je
bila veca ucestalost peritonitisa (njih 11). Statisticki znacajne razlike nadene su samo u pogledu
zastupljenosti polova i duzini dijaliznog staza. Naime, procenat osoba muskog pola koji je imao
ocuvaniju diurezu, je bio znacajno visi u odnosu na osobe zenskog pola, dok je kod bolesnika sa
duzim dijaliznim stazom doslo i do smanjenja koli¢ine izlu¢enog urina.

Tabela 16. Podela bolesnika leCenih PD-om, prema rezidualnom urinu (RU). Demografske, klinicke
1 laboratorijske karakteristike bolesnika na peritoneumskoj dijalizi; pridruZzena oboljenja i prethodni
peritonitisi. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom (SD), ili kao
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medijana sa medukvartalnim opsegom (MKO). Statisti¢ki znacajna razlika na nivou p<0,05 oznacena

je zvezdicom.

RU<700 mL RU>700 mL p
n=26 n=26

Starost, godine =SD 62 +£14,2 64 0,521
Muskarci, n (%) 11 (26,8%) 20 (58,8%) 0,005"
Dijalizni staz, meseci (medijana £+ MKO) 51 (58) 22 (23) 0,012"
HTA, n (%) 25 (96,2%) 24 (92,3%) 0,999
DM, n (%) 10 (38,5%) 10 (38,5%) 1,000
Peritonitisi, n (%)

1 8 (30,8%) 6 (23,1%)

2 3 (11,5%) 1 (3,8%) 0,618

3 0 (0%) 0 (0%)

4 1 (3,8%) 1 (3,8%)
CMP, n (%) 10 (38,5 %) 13 (50,0 %) 0,402
AIM, n(%) 7 (26,9%) 5 (19,2%) 0,510
CVI, n (%) 4 (15,4%) 2 (7,7%) 0,668
PTH, ng/L (medijana + MKO) 505 (599) 311 (534) 0,276

Koncentracija glukoze u n n

dijaliznom rastvoru

4* 1,36% 6 17
4* 1,50% 6 3
3* 1,36% + 1* 2,27% 2 3
3*1,50% + 1* 2,30% 2 1
2% 1,36% + 2% 2.27% / 2
3* 1,36% + 2* 2,27% 4 /
2% 1,36% + 2* 2,27% + 1* ikodekstrin 6 /

RU - rezidualni urin, HTA - hipertenzija, DM - diabetes mellitus, CMP - hroni¢na sréana slabost,
AIM - akutni infarkt miokarda, CVI - cerebrovaskularni insult, PTH - paratiroidni hormon. n -
broj pacijenata.

Podaci o glikozilaciji fibrinogena dalje su korelirani sa parametrima dijalizne adekvatnosti i
funkcije peritoneumske membrane. Anuri¢ni bolesnici, sa rezidualnim urinom manjim od 100 mL po
danu (n=8), nisu se razlikovali od ostalih bolesnika (n=44). Bolesnici su potom podeljeni u dve grupe,
na osnovu jacine ultrafiltracije, pri ¢emu je zapremina od 700 mL odredena kao grani¢na vrednost,
posto je to bila vrednost medijane. Primenom Cox-ove multivarijantne binarne logisti¢ke regresione
analize ispitana je povezanost intenziteta lektinskih signala i ja¢ina ultrafiltracije, prilagodena za
vrednosti rezidualne diureze (Tabela 17).
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Tabela 17. Rezultati Cox-ove multivarijantne binarne logisticke regresione analize za procenu
povezanosti jacine ultrafiltracije i lektinskog signala fibrinogena, korigovano za vrednost rezidualnog
urina (RU). Statisti¢ka znacajnost <0,05 oznacena je zvezdicom.

p- Odnos 95% interval p-vrednost Odnos 95% interval
vrednost  kvota poverenja kvota poverenja
SNA 0,621 - - ConA 0,228 - -
RU 0,002 0,168  0,055-0,509 RU 0,002 0,168  0,055-0,509
MAL-II 0,045* 0,929  0,864-0,998  PHA-E 0,323 - -
RU 0,001 0,134  0,040-0,451 RU 0,002 0,168  0,055-0,509
PHA-L 0,536 - - WGA 0,068 - -
RU 0,002 0,168  0,055-0,509 RU 0,002 0,168  0,055-0,509
RCA 0,213 - - AAL 0,029* 0,994  0,989-0,999
RU 0,002 0,168  0,055-0,509 RU 0,002 0,168  0,055-0,509
PhoSL 0,172 - - GSL-I 0,037* 0,957  0,918-0,997
RU 0,002 0,168  0,055-0,509 RU 0,001 0,142  0,043-0,471
NPL 0,013* 0,958  0,926-0,991 LCA 0,039* 0,995  0,991-0,999
RU 0,002 0,124  0,034-0,456 RU 0,001 0,141 0,043-0,466
DSL 0,037* 0,978  0,958-0,999 GNL 0,072 - -
RU 0,001 0,978  0,036-0,447 RU 0,002 0,168  0,055-0,509

Iz dobijenih rezultata uoceno je da se lektini MAL-II, NPL, DSL, AAL, GSL-I, i LCA
izdvajaju kao nezavisni prediktori jacine ultrafiltracije. Vise vrednosti signala dobijene za ove lektine
povezane su sa smanjenjem tj. padom jacine ultrafiltracije, Sto dalje ukazuje na veca oStecenja
peritoneumske membrane. DiskriminiSu¢a mo¢ ovog statistickog modela procenjena je upotrebom
ROC krive. lako su ispitani signali koji poti¢u od svih Sest lektina, znacajnost je nadena samo za
AAL, kod koga je povrSina ispod krive iznosila 72,4% (Slika 7), §to je ukazalo na znacaj fukozilacije
fibrinogena kao potencijalnog predikatora/markera oSte¢enja peritoneumske membrane.
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Slika 7. ROC kriva za signal AAL kao prediktora jacine ultrafiltracije. AUC-povrSina ispod krive
(eng. Area under Curve).
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U cilju odredivanja povezanosti prethodnih peritonitisa i promena u glikozilaciji fibrinogena
je koris¢ena jednosmerna ANOVA, sa Tukey post-hoc testom, kojim nije detektovana statisticka
znacajnost. U cilju odredivanja promena funkcije peritoneumske membrane ispitana je korelacija
izmedu PET za glukozu i glikozilacije fibrinogena za ispitivane lektine primenom Pearson-ovog testa,
kojim nije detektovana statisticka znacajnost.

4.4. Lektinski blot

U ispitivanim grupama, potencijalni uticaj leCenja PD-om na distribuciju glikana na
pojedina¢nim lancima fibrinogena uraden je primenom redukuju¢e SDS-PAGE 1 inkubacijom sa
biotinilovanim lektinima (Slika 8). KoriS¢eni lektini su odabrani prema rezultatima lektinskog
mikroereja, sa fokusom na prisustvo multiantenarnih, fukozilovanih i sijalinizovanih N-glikana.

MAL-II SNA LCA
PD Z PD Z PD
i 20.5...55—-- - - - ig;
AAL PHA-E PHA-L
Z PD Z PD Z PD

Slika 8. Lektinski blot uzoraka fibrinogena analiziranih primenom SDS-PAGE u redukuju¢im
uslovima na 10% gelu, nakon inkubacije sa biotinilovanim lektinima. PD - bolesnici leceni
peritoneumskom dijalizom, Z - zdrave kontrole (dobrovoljci). Pozicije pojedinac¢nih lanaca
fibrinogena oznacene su sa desne strane.

Prisustvo istog tipa glikana u grupama PD-e 1 Z je potvrden 1 ovom metodom. Interakcija sa
PHA-L lektinom bila je veoma slaba, §to upucuje na relativno nizak sadrzaj multiantenarnih N-
glikana. Nakon sumiranja signala koji poti€u od pojedina¢nih fibrinogenskih lanaca 1 analize
dobijenih podataka, statistiC¢ka znacajnost izmedu ispitivanih grupa nadena je samo kod lektina LCA
(p=0,003), dok je izostala za preostale lektina 1 to za MAL-II (p=0,271), SNA (p=0,327), AAL
(p=0,183), PHA-E (p=0,142), Sto ukazuje na znacajno smanjenje sadrzaja FA2 glikana u grupi le¢enih
PD-om. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim primenom lektinskog mikroereja.

I statistickom analizom glikozilacije pojedinacnih fibrinogenskih lanaca u dve grupe
ispitanika nadena je zna€ajna razlika, a rezultati su prikazani u Tabeli 18.

Tabela 18. Statisti¢ka analiza signala lektinskog blota, primenom Mann-Whitney U testa. [zracunate
p - vrednosti sa statistickom znacajnoSc¢u p<0,05 oznacene su zvezdicom i obeleZene zelenom bojom
za statisticki znacajno manje vrednosti u grupi bolesnika le¢enih PD-om, ili roze bojom za statistic¢ki
znacajno vece vrednosti u grupi bolesnika le¢enih PD-om.

MAL-II SNA LCA AAL PHA-E PHA-L
Aa 0,271 0,952 - 0,222 0,183 0,073
Bp 0,012* 0,002* 0,067 0,006* 0,384 0,682
Y - 0,009* 0,003* 0,013* 0,032* -
Ao/Bp 0,653 0,056 - 0,865 0,147 0,183
Aaly - 0,271 - 0,013* 0,032* -
Bp/y - 0,073 0,008* 0,003* 0,522 -
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Za razliku od Aa lanca, sadrzaj glikana Bf 1y lanaca promenjen je kod bolesika lecenih PD-
om. Sadrzaj a2,3/6-sijalil-T/Tn tipa O-glikana (koje prepoznaje MAL-II) na B3 lancu i FA2 N-glikana
na v lancu (koje prepoznaje LCA) smanjen je kod fibrinogena izolovanog iz plazme bolesnika lecenih
PD-om. Sa druge strane, sadrzaj ukupne 02,6-Sia vezane za Gal na N-glikanima (koje prepoznaje
SNA lektin) i antenarne fukoze i/ili fukoze vezane za jezgro (AAL reaktivna) na 3 1y lancima smanjen
je u odnosu na iste lance kod fibrinogena zdravih kontrola. Sadrzaj A2BG2 smanjen je samo na vy
lancu (koje prepoznaje PHA-E lektin). Odnosi Aa/y i BB/y povecani su kod bolesnika leCenih PD-om
u pogledu sadrzaja fukozilovanih glikana (AAL reaktivni), kao i Aa/y odnos u pogledu sadrzaja
A2BG?2 (koji prepoznaje PHA-E lektin), dok je odnos Bf/y smanjen kod bolesnika lecenih PD-om
kada je re¢ o FA2 N-glikanima (koje prepoznaje LCA lektin).

4.5. Uticaj pojedinac¢nih varijabli na ukupan mortalitet

Nakon 18 meseci od pocetka studije, doslo je do 13 smrtnih ishoda (25%) koji su bili posledica
kardiovaskularnih dogadaja, 1 to 12 kao posledica ishemijske bolesti srca i 1 kao posledica
ishemijskog cerebrovaskularnog insulta. Sve posledice nezeljenih dogadaja KVS-a su se zavrSile
smrtnim ishodom. Nije bilo bolesnika koji su imali druge KVS dogadaje. Ukupno su Cetiri bolesnika
presla na drugi modalitet leCenja RRT-om, i to: dva bolesnika su imala kadaveri¢nu transplantaciju
bubrega (3,85%), a dva bolesnika su presla na HD-u usled peritonitisa (3,85%). 1z navedenog sledi
da je period pracenja od 18 meseci na PD-u zavrsilo 35 bolesnika (67,31%). Prosecna starosna dob
preminulih iznosila je 65,7+14,3, i preovladavale su osobe zenskog pola (njih 8, tj. 61,5%
preminulih), dok je prosecna starost osoba koje su presle na druge metode RRT-a bila 61,7+ 23,2, iu
pitanju su bile samo osobe muskog pola. Da bi se sagledao ukupni mortalitet i morbiditet povezan sa
neZeljenim dogadajima KVS-a, nakon perioda prac¢enja od 18 meseci, i ispitala njihova korelacija sa
rezultatima lektinskog mikroereja, uradena je Cox-ova univarijantna analiza, €iji su rezultati prikazani
u Tabeli 19. Posmatrane su grupe bolesnika koji su preminuli 1 koji su preziveli. Imaju¢i u vidu da je
ovo tzv. ,time to event* dogadaj, kao i da je re¢ o malom broju ispitanika, znacajnim su uzete sve
vrednosti za koje je p<0,10. Testirane su sve varijable koje ukljuuju osnovnu bolest, kao 1
demografski, klinicki i biohemijski parametri.

Tabela 19. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza proporcionalnog hazarda, za vrednosti kod
kojih je nivo a greske manji od 10%, za grupu preZzivelih (n=39) i preminulih (n=13).

Odnos rizika 95% interval poverenja p-vrednost
Donja Gornja

PETcr 0,042 0,001 3,045 0,147
PETgly 0,480 0,003 72,866 0,774
iPTH 1,000 0,999 1,001 0,830
Kt/V 0,289 0,083 1,007 0,051*

Cer 0,979 0,951 1,007 0,146
Glukoza 1,098 0,985 1,224 0,093+
Feritin 1,001 1,000 1,002 0,001*
Sistolni pritisak 0,970 0,936 1,006 0,097*
Dijastolni pritisak 0,940 0,881 1,002 0,058*
Broj peritonitisa 1,729 1,218 2,454 0,002*
Dijalizni staz 1,007 0,995 1,018 0,255
Trajanje osnovne bolesti 0,791 0,665 0,942 0,008*
IPI 2,853 1,427 5,705 0,003*
ICED 2,488 1,064 5,820 0,035*
Rezidualni urin 0,457 0,183 1,140 0,093*
Ultrafiltracija 1,121 0,426 2,949 0,817
GNL lektin 1,050 0,993 1,111 0,087*
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PETcr - peritoneumski ekvilibrijumski test za kreatinin, PETgly - peritoneumski ekvilibrijumski
test za glukozu, PTH - parathormon, Kt/V - klirens ureje, Ccr - nedeljni klirens kreatinina, ICED
- indeks koegzistirajuce bolesti, IPI - indeks telesnog oStecenja.

Kao najznacajni potencijalni pediktori smrtnosti bolesnika izdvojili su se feritin, broj
prethodnih peritonitisa i komorbidna stanja koja su prikazana u formi komorbidnih indeksa (IPI i
ICED). Nizi dijastolni pritisak i visi sistolni takode su potencijalni prediktori smrtnosti ovih bolesnika
(p=0,058 i p=0,097), kao i rezidualna diureza (p=0,093) i koncentracija glukoze (p=0,093). Od svih
ispitivanih lektina, jedino se povecan signal za GNL izdvojio kao potencijalni prediktor smrtnosti

ovih bolesnika, iako znacajnost ovog parametra nije visoka (p=0,087).

Bolesnici ukljuceni u ovo istrazivanje su se razlikovali prema osnovnoj bolesti koja je dovela
do ESRD-a. Bolesnici su, prema osnovnoj bolesti, razvrstani u Sest grupa koje su potom korelirane
sa rezultatima lektinskog mikroereja.

Tabela 20. Rezultati statisticke obrade podataka Cox-ovom regresionom analizom univarijantnim
modelom, nakon raspodele bolesnika prema osnovnoj bolesti u korelaciji sa rezultatima lektinskog
mikroereja dobijenim za GNL, izmedu preminulih (n=13) i bolesnika koji su zavrsili studiju (n=39).

Broj bolesnika Preminuli Odnos 95% interval poverenja p - vrednost

rizika  Donja Gornja
DM 16 4 0,805 0,256 2,529 0,710
HTA 13 3 1,592 0,542 4,672 0,397
GN 11 3 0,884 0,249 3,133 0,848
ADPBB 4 1 0,731 0,096 5,568 0,763
TIN 6 2 1,158 0,261 5,135 0,847
Ostalo 2 - 0,048 0,000 184480,792 0,695

DM - diabetes mellitus, HTA - hipertenzija, GN - glomerulonefritis, ADPBB - autozomno-
dominantna policisticna bolest bubrega, TIN - tubulointersticijski nefritis.

Najzastupljenije osnovno oboljenje bila je dijabetesna nefropatija (31%), a neSto manje angioskleroza
(25%). Zastupljenost ostalih bolesti odgovara pomenutim literaturnim podacima. Nije nadena razlika
izmedu zastupljenosti osnovnih bolesti u odnosu na glikozilaciju fibrinogena. Rezultati statisticke
analize prikazani su samo za GNL lektin (Tabela 20), jer se on pokazao kao potencijalni prediktivni
marker na ukupni mortalitet bolesnika ukljucenih u ovu studiju.

Tabela 21. Cox-ova multivarijantna analiza preZivljavanja bolesnika nakon 18 meseci pracenja.
Preminuli (n=13), preziveli (n=39).

Odnos rizika  95% interval poverenja  p - vrednost

Donji Gornji
Trajanje osnovne bolesti 0,011 0,000 44,582 0,289
Broj peritonitisa 0,825 0,462 1,475 0,517
ICED 1,784 0,338 9,410 0,495
Kt/V 0,750 0,180 3,116 0,692
Glukoza 1,144 1,008 1,297 0,037*
Feritin 1,001 1,000 1,002 0,119
Sistolni pritisak 0,992 0,940 1,047 0,781
Rezidualni urin 3,971 0,626 25,192 0,144
Lektin GNL 1,100 1,023 1,183 0,010*

ICED - indeks koegzistirajuce bolesti, Kt/V - klirens ureje.

Parametri koji su Cox-ovom regresionom analizom univarijantnim testom pokazali nivo o
greSke manji od 10% dalje su obradeni multivarijantnom Cox-ovom regresionom analizom. Rezultati
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su dati u Tabeli 21. Kako nije nadena znaCajnost u trajanju osnovne bolesti, broju peritonitisa,
izdijaliziranosti, krvnom pritisku i1 koncentraciji feritina, moze se zakljuciti da ovi parametri nisu
dobri prediktivni faktori ukupnog mortaliteta. Nasuprot tome, kod preminulih bolesnika detektovan
je visi nivo glukoze (p=0,037) 1 signala za GNL (p=0,010), ¢ime je potvrdena znacajnost ovih
parametra kao prediktivnih faktora ukupnog mortaliteta.
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5. Diskusija

U okviru ove doktorske disertacije ispitane strukturne i funkcionalne karakteristike
fibrinogena kod bolesnika lecenih peritonumskom dijalizom, kao i korelacija uoc¢enih promena sa
biohemijskim i klini¢kim karakteristikama ispitanika, kardiovaskularnim dogadajima i mortalitetom.
Bolesnici sa ESRD-om pokazuju povecanu sklonost ka hemoragiji, dok se kod drugih javlja sklonost
ka nezeljenim trombogenim dogadajima (Lu i Liao, 2018), zbog cega je neophodno rasvetliti
mehanizme Kkoji preovladuju i vrSe prevagu ka jednom ili drugom neZeljenom dogadaju. Znacaj
istrazivanja u ovoj disertaciji povezan je sa ¢injenicom da je PD, kao modalitet RRT-a omogucava
bolju kardiovaskularnu stabilnost, ima povoljniji uticaj na anemiju u hroni¢nim bolestima, o¢uvanje
rezidualne bubrezne funkcije i radnu rehabilitaciju. S obzirom na razvoj novih tehnologija u smislu
pracenja na daljinu, tendenciju poboljSanja biokompatibilnosti rastvora za dijalizu i manji
epidemioloski rizik, o¢ekuje se povecanje procenta bolesnika lecenih ovim modalitetom.

Rezultati ove disertacije pokazali su da fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika le¢enih PD-
om ima znacajno visu koncentraciju karbonila, izmenjenu sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina
i izmenjen sadrzaj glikana u odnosu na zdrave ispitanike. Aa i BB lanci fibrinogena u grupi bolesnika
le¢enih PD-om su podlozniji oksidaciji od y lanaca. Vreme i brzina koagulacije, kao i maksimalna
apsorbanca su sli¢ni u obe grupe. Od 16 kori$c¢enih lektina, kod 10 je odnos signal/sum >10, dok je
za dva lektina <3. Ugljenohidratni ostaci fibrinogena obe grupe su prepoznati od strane istih lektina,
Sto znaci da sadrze: a) biantenarne N-glikane sa a2,6-Sia; b) umetnuti GIcNAc i/ili al,6-Fuc, i ¢)
al,3-Fuc. Primeéena je mala zastupljenost multiantenarnih i paucimanoznih i/ili visokomanoznih N-
glikana, kao i O-glikana tipa T i Tn antigena sa ili bez Sia. Kao prediktor jacine ultrafiltracije izdvojio
se AAL, sa vrednos¢u AUC od 72,4%, ukazujuéi na potencijal sadrzaja fukozilovanih N-glikana kao
prediktivnog faktora malfunkcije peritoneumske membrane. Povisen signal za GNL, naden kod
bolesnika koji su preminuli 18 meseci nakon pocetka studije, ukazao je znacaj
paucimanoznih/visokomanoznih N-glikanskih struktura za predikciju nezeljenih kardiovaskularnih
dogadaja i letalnog ishoda.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da u prvih 24 meseca od pocetka leCenja nekim od
modaliteta RRT-a, PD ima povoljniji ishod na preZivljavanje bolesnika u poredenju sa
prezivljavanjem bolesnika lecenih HD-om (Lee i sar., 2021). Razlog je znaCajno bolja regulacija
arterijske hipertenzije i bolja kontrola volemije, zbog sporijih, ali kontinuiranih procesa difuzije 1
ultrafiltracije, §to donekle simulira prirodniju situaciju. Zbog svega navednog, lecenje PD-om, bi
trebalo da bude modalitet izbora u le€enju bolesnika sa diabetes mellitus-om, ali i bolesnika koji imaju
ve¢ prisutni kardiovaskularni morbiditet. Znacaj zapocinjanja dijaliznog lecenja PD-om je u duzem
oCuvanju rezidualne diureze, koja je prediktivni faktor u prezivljavanju dijaliznih bolesnika (Aguirre
1 Abensur, 2011).

Veliki neZeljeni kardiovaskularni dogadaji predstavljaju vodeci uzrok smrtnosti kod bolesnika
lecenih dijalizom (Preciado 1 sar., 2019). Ve¢em kardiovaskularnom riziku doprinosi i endotelijalna
disfunkcija, koja podsti¢e agregaciju trombocita, a potom i1 pokretanje koagulacione kaskade. S
obzirom da fibrinogen predstavlja centralni protein procesa koagulacije, osnovna ideja ovog
istrazivanja bila je da se ispita da li postoje razlike u strukturnim i1 funkcionalnim karakteristikama
fibrinogena bolesnika leCenih PD-om, u odnosu na zdravu populaciju i da se ispita njihova povezanost
sa velikim neZeljenim dogadajima KVS-a.

U ispitivanju je ucestvovalo 52 bolesnika le¢enih PD-om 1 32 zdrave kontrole, koji su bile
sli¢ne starosne dobi i polova. Pokazano je da bolesnici leceni PD-om imaju izmenjenu koncentraciju
vecine biohemijskih parametara, osim vrednosti koncentracije glukoze i mokraéne kiseline, Sto
odgovara podacima iz literature (Sjeland i sar., 2007), dok je zadovoljavajuci kvalitet izdijaliziranosti
ukazao na kompetentnost metode RRT-a (Lee 1 sar., 2021). Uocena ubrzana sedimentacija eritrocita 1
hipoferemija, kao znaci hroni¢ne inflamacije, su takode svojstveni bolesnicima le¢enim PD-om (Hirai
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i sar., 2021). Od ranije je poznato da usled dijaliznog lecenja dolazi do gubitka proteina preko
peritoneumske membrane 1 moguce malnutricije, uslovljavajuéi nastanak sarkopenije (Jerénimo i sar.,
2018). I u ovom istrazivanju je potvrdena statisticki znacajna hipoproteinemija i hipoalbuminemija
kod bolesnika lecenih PD-om. Rezultati biohemijskih analiza su bili adekvatni za metodu lecenja, Sto
ukazuje na kompetentnost ove metode kao modaliteta RRT-a.

Procenjeni indeksi tezine bolesti, telesnog ostecenja i koegzistirajuce bolesti (IDS, IP11 ICED)
u ispitivanoj grupi PD-e bolesnika, su u saglasnosti sa podacima iz literature (Miskulin i sar., 2018).
Izraunata srednja vrednost Carlsonovog indeksa komorbiditeta u ispitivanoj PD-i grupi je iznosila
7,62, dok je 32 bolesnika imalo indeks ve¢i ili jednako 7, §to ukazuje na procenjeni rizik mortaliteta
od oko 60% (Charlson i sar., 2008; Ternavasio-de la Vega 1 sar., 2018).

Da bi se ispitale strukturne i funkcionalne promene fibrinogena, iz plazme je izolovan protein
visokog stepena Cistoce, metodom isoljavanja zasi¢enim rastvorom amonijum-sulfata. Za ispitivanje
oksidativnih modifikacija fibrinogena, derivatizacija karbonilnih grupa izolovanog fibrinogena
inkubacijom sa rastvorom DNP-a pracena je SDS-PAG elektroforezom 1 imuno-detekcijom anti-DNP
antitelima. Pokazano je da fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika lecenih PD-om ima znacajno vise
karbonila u odnosu na fibrinogen iz gupe zdravih kontrola, odnosno da je prisutan veci stepen
oksidativnih modifikacija. Selmeci i saradnici su u prethodnim studijama pokazali da je kod bolesnika
sa ESRD-om poviSena koncentracija krajnjih proizvoda oksidacije, kao i da je fibrinogen kljucni
protein plazme koji podleze ovoj modifikaciji (Selmeci, 2011; Selmeci i sar., 2006), §to je potvrdeno
i rezultatima ove doktorske disertacije. Nadeno je da je Aa lanac fibrinogena najpodlozniji oksidaciji,
potom B lanac, dok y lanac najmanje ili uopste ne podleze oksidativnim promenama. Uocena razlika
u podloznosti razlicitih lanaca fibrinogena oksidaciji moZze se objasniti razlikom u njihovoj primarnoj
strukturi, kao 1 razli¢itoj dostupnosti specifi¢nih grupa reaktivnim kiseoni¢nim vrstama. Analiza
karbonilacije pojedinacnih lanaca pokazala je povecano prisustvo karbonila kod bolesnika lec¢enih
PD-om u odnosu na odgovarajuce lance fibrinogena zdravih kontrola, sa doprinosom od 50% 1 60%
kada se posmatraju Aa odnosno Bf lanci. Znac¢ajne razlike u karbonilaciji y lanca fibrinogena izmedu
grupe bolesnika na PD-u 1 grupe Z nisu primecene. Oksidacija proteina moze naruSiti njegovu
sekundarnu 1 tercijarnu strukturu, a time indirektno uticati i na svojstva i funkciju proteina. Tako je
pokazano da oksidacija fibrinogena ima uticaja na njegovu funkciju kod bolesnika sa diabetes
mellitus-om (Lados Krupa i sar., 2015), cirozom (Hugenholtz i sar., 2016) i akutnim infarktom
miokarda (Becatti i sar., 2014), a nadeno je i da oksidativna modifikacija fibrinogena igra vaznu ulogu
u razvoju komplikacija KVS-a kod bolesnika sa ESRD-om lecenih hemodijalizom (Undas i sar.,
2014). Oksidovani fibrinogen ima trombogene osobine koje se karakteriSu smanjenom debljinom
vlakana, kao i smanjenom poroznosti krvnog ugruska, zbog ¢ega on postaje manje propusan za
fibrinoliticke agense (Lisman 1 sar., 2016).

Povisen stepen oksidacije fibrinogena kod bolesnika grupe PD-e u odnosu na grupu zdravih
kontrola nije bio pracen razlikama u strukturi fibrinskih vlakana ispitivnih metodom SEM, ali treba
uzeti u obzir nedostatak ove metode u pripremi uzorka, koja se mora raditi u prisustvu superkriti¢nog
COao, jer je priroda formiranog ugruSka takva da lako dolazi do kolabiranja uzorka, kao i do
narusavanja njegove strukture iako postoje dokazi da su takve fibrinske mreZe manje porozne
(Hugenholtz 1 sar., 2016). Rezultate SEM-a prikazane u ovoj tezi treba uzeti pazljivo 1 sa rezervom
zbog ogranicenog kvaliteta slike.

Rezultati snimanja emisionih fluorescentnih spektara zbirnih uzoraka fibrinogena ukazali su
da je emisioni maksimum ispitivanih fibrinogena isti kod obe posmatrane grupe i nalazi se na 344
nm. Poredenjem intenziteta fluorescentne emisije izracunato je da je ovaj maksimum manji za 17%
u uzorku bolesnika le¢enih PD-om u odnosu na grupu Z. Ova talasna duzina potic¢e od ostataka Trp,
koji je izuzetno podlozan oksidativnim modifikacijama S§to znafajno doprinosi smanjenoj
fluorescenciji (Utrera i sar., 2012; Cao i sar., 2016). UoCeno smanjenje intenziteta fluorescentne
emisije u grupi PD-e moze biti posledica:
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a) promena u hemijskoj okolini ostataka Trp, odnosno povecanja izlozenosti ovih
ostataka rastvaracu kao posledice konformacionih promena proteina,

b) gasenja fluorescence koja potice od ostataka Trp, usled nastajanja novih fluorofora kao
posledice karbonilacije fibrinogena, ili

c) oksidacije Trp ostataka koja dovodi do gasenja njihove fluorescence.

Rezultati dobijeni CD spektrometrijom ukazuju na blage promene u sekundarnoj, ali znacajne
promene u tercijarnoj strukturi zbirnih uzoraka izolovanih fibrinogena iz krvi grupe bolesnika lecenih
PD-om u odnosu na grupu Z. Analiza daleke UV oblasti pokazala je da ne postoji znacajna razlika u
sadrzaju o-heliksa, dominantne sekundarne strukture fibrinogena, izmedu ispitivanih grupa (33% u
grupi Z, naspram 34% u grupi PD-e). Rezultati snimanja CD spektara u bliskoj UV oblasti ukazali su
na izmene u tercijarnoj strukturi fibrinogena izolovanog iz krvi grupe PD-e, u odnosu na grupu Z.
Promene u spektrima dobijenim snimanjem u bliskoj UV oblasti ukazuju na strukturne modifikacije
u regionima gde se nalaze aromati¢ne aminokiseline (poput Trp, Phe, Tyr), tako da su rezultati
dobijeni CD spektrometrijom bliske UV oblasti u saglasnosti sa rezultatima spektrofluorimetrije, 1
ukazuju na promenu okoline aromati¢nih aminokiselina fibrinogena iz grupe PD-e. Ove promene
tercijarne strukture mogu se objasniti podloznoSéu Ao i B lanaca fibrinogena oksidaciji.
Aminokiselinski ostaci za koje je pokazano da se oksiduju, pozicionirani su unutar svih strukturnih
elemenata ova dva lanca. Imaju¢i u vidu da je Aa lanac izrazito podlozan oksidativnim promenama
(od posebnog znacaja je terminalni, aC domen), moze se pretpostaviti da uocene promene u
tercijarnoj strukturi fibrinogena u grupi bolesnika lecenih PD-om poticu upravo od modifikacije Aa
lanca. Oksidacija aminokiselinskih ostataka aC domena slabi aC-aC interakcije i dovodi do
strukturnih promena u proteinu (Rosenfeld i sar., 2018).

Koagulacioni test, kojim je odredeno vreme i brzina koagulacije fibrinogena u prisustvu
trombina, nije pokazao razlike izmedu fibrinogena ispitivanih grupa. U prethodnim studijama koje su
ispitivale koagulaciju kod bolesnika sa ESRD-om kao uzorci su koris¢eni ili puna krv ili plazma
(Sjeland i sar., 2007; Holloway i sar., 1987); utvrdeno je da su ovi bolesnici izloZeni veéem riziku od
nastanka tromboze. Takav zakljucak opravdan je poviSenom koncentracijom fibrinogena u cirkulaciji
kod bolesnika sa ESRD-om (Blombéck i sar., 1989). U eksperimentima prikazanim u ovoj disertaciji,
prilikom ispitivanja koagulacionih osobina fibrinogena kod grupe bolesnika lecenih PD-om,
koriS¢ena je identi€na koncentracija izolovanog fibrinogena iz svih ispitivanih uzoraka i nije
pronadena znacajna razlika u odnosu na grupu zdrave kontrole. Ovakva postavka eksperimenta
eliminiSe razlike koje bi mogle biti uzrokovane razlic¢itom koncentracijom fibrinogena u uzorcima,
kao 1uticaj drugih faktora koji se nalaze u cirkulaciji (ostale komponentne koagulacije, razli¢iti lekovi
i dr.). Ideja je bila da se ispita efekat koji ima iskljuc¢ivo fibrinogen i, prema dobijenim rezultatima,
oksidacija fibrinogena nije povezana sa kinetikom formiranja fibrinskih vlakana kod grupe bolesnika
lecenih PD-om. Bolesnici le¢eni PD-om imaju i druga pridruZena oboljenja koja potencijalno mogu
doprineti modifikacijama 1 drugih komponenata koagulacije koje, u sadejstvu sa strukturno
izmenjenim fibrinogenom, mogu doprineti nastanku neZeljenih KVS dogadaja.

Eksperimenti u kojima je koris¢ena plazma, ili fibrinogen izolovan iz krvi bolesnika sa hepati¢cnom
lezijom, pokazali su da karbonilovani fibrin pravi hidrofobnije okruzenje, ¢ime Sse Smanjuje poroznost
ugruska i onda kada struktura samog ugruska nije izmenjena (Gackler i sar., 2019). Moguce je da se
ova pojava javlja i na fibrinu kod bolesnika sa ESRD-om kod kojih je fibrinogen karbonilovan, ali
gde nisu uocene znacajne promene u fibrinskoj strukturi. 1z ranijih studija poznato je da kod bolesnika
sa HBS-om karbamoilacija fibrinogena dovodi do njegove povecane otpornosti prema degradaciji
plazminom i da smanjuje njegovu mehanicku stabilnost (Binder i sar., 2017). Nepoznato je u kojoj
meri svaka od navedenih hemijskih modifikacija doprinosi nastanku uoc¢enih strukturnih promena
fibrinogena. Imajuci u vidu da je fibrinogen podlozan oksidaciji (Shacter i sar., 1994), kao i da su
bolesnici sa ESRD-om pod povecanim oksidativnim stresom, moze Se pretpostaviti da je upravo
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oksidacija glavna hemijska modifikacija odgovorna za uocene strukturne promene. Ocigledno je da
kompleksna dejstva razli¢itih faktora, od kojih neki uti¢u i na promene u koncentraciji i strukturi
fibrinogena, leze u osnovi nastanka komplikacija u koagulaciji kod bolesnika lecenih PD-om.

Rezultati dobijeni metodom skenirajuce elektronske mikroskopije pokazali su da fibrinske
mreze koje formiraju fibrinogeni u grupi bolesnika le€enih PD-om i grupi zdravih kontrola imaju
sli¢nu strukturu, §to je u skladu sa podacima dobijenim koagulacionim testom. Ovakav nalaz ukazuje
na potrebu za ispitivanjem i drugih faktora koji uti¢u na formiranje fibrinske mreze. lako je poznato
da debljina fibrinskih vlakana uti¢e na vecu poroznost i brzinu razgradnje ugruska (Hugenholtz i sar.,
2016; Lii sar., 2016), u prikazanoj eksperimentalnoj postavci nadeno je da je maksimalna apsorbanca
na talasnoj duzini od 350 nm, koja zavisi od debljine vlakana, ista kod obe ispitivane grupe uzoraka,
Sto je potvrdeno metodom skenirajuce elektronske mikroskopije. Fibrinogenski Aa i Bf lanci su prvi
ucesnici u formiranju fibrinske mreze, vodeci do lateralne asocijacije fibrinskih monomera, kao i do
interakcije kraja jednog monomera sa sredinom drugog, nakon Cega se ukljucuju i ostali lanci.
Dodatnoj lateralnoj agregaciji fibrinskih monomera doprinose 1 terminalni, aC domeni (Mosesson,
2005). Prema jednoj od hipoteza, poviSen nivo oksidacije Aa i B lanaca fibrinogena, pracen
promenama u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina, moze biti od uticaja na svojstva fibrinske
mreze. Ova hipoteza nije potvrdena u eksperimentima prikazanim u ovoj doktorskoj disertaciji, $to
ukazuje da su modifikacije fibrinogena i njihovi efekti na ovaj molekul pre povezani sa samom
prirodom bolesti i za nju su specifi¢ni. Ovaj zakljuak upucuje na dalja istrazivanja na molekulskom
nivou, sa ciljem da se utvrde konkretni mehanizmi odgovorni za koagulopatije uocene u ispitivanom,
ali 1 drugim razli¢itim patoloskim stanjima kod kojih se javljaju sli¢ne komplikacije.

Kako je navedeno, bolesnici sa ESRD-om su zna¢ajno podlozniji neZeljenim komplikacijama
KVS-a u poredenju sa opStom populacijom (i do 33 puta ¢esce), a uoceno je da je jedan od faktora
koji doprinosi njihovom razvoju i formiranje debljeg krvnog ugruska otpornijeg na fibrinolizu
(Schlieper 1 sar., 2016; Nunns i sar., 2017). Fokus ove disertacije bio je usmeren na promene koje su
vezane za strukturu fibrinogena kod grupe bolesnika leCenih PD-om, u ¢ijem kontekstu je ispitana i
glikozilacija fibrinogena. Fibrinogen je bogat A2G2S1 1 A2G2S2 glikanima, dok su umetnuti GIcNAc
ili Fuc, kao i triantenarne strukture manje zastupljene (Hoffmann i sar., 2018; Adamczyk i sar., 2013;
Nagel 1 Meyer, 2014). Pored ovih struktura, Aa 1 Bf lanci fibrinogena su znacajno O-glikozilovani,
pri cemu su zastupljeniji (sijalil)T od (sijalil) Tn tipova glikana (Zauner i sar., 2012; Nagel i sar., 2018;
Pacchiarotta i sar., 2012; Hoffmann 1 sar., 2016). Poznato je da su nivoi a2,6-Sia visi kod bolesnika u
pocetnim (ranim) fazama HBS-a, kao i kod bolesnika sa diabetes mellitus-om kod kojih su se ve¢
razvile mikroangiopatske komplikacije (Mise 1 sar., 2018), dok je ispitivanje relativne zastupljenosti
Galp1,3GalNAc predloZeno u cilju diferencijalne dijagnostike dijabetesne nefropatije kao osnovnog
oboljenja bubrega, od prisustva dijabetesa kao pridruzene bolesti (Liu i sar., 2018), §to bi moglo da
pomogne u razlikovanju primarnih od sekundarnih glomerulopatija. Poviseni nivoi A2BG1S1,
FA2G2S1 1 FA2G2S2 glikana u plazmi povezuju se sa HBS-om, dok je kod grupe bolesnika u ovom
istrazivanju poviSen sadrzaj FOA2G2S1 vezanog za IgG, koji moZe ukazati na postojanje ESRD-a
(Adua 1 sar., 2018; Barrios i sar., 2016). Takode je pokazano da je rizik od razvoja HBS-a smanjen
kod pojedinaca sa galaktozilovanim IgG i IgG-om sa sijalinizovanim i glikanima fukozilovanim u
jezgru; ujedno je primeceno 1 da su pod ve¢im rizikom od razvoja HBS-a bolesnici kod kojih je visi
nivo agalaktozilovanog IgG-a i IgG-a sa umetnutim GIcNAc (Barrios 1 sar.,, 2016). Veca stopa
preZivljanja bolesnika leCenih HD-om povezana je sa nizim sveukupnim sadrZzajem serumskog
triantenarnog glikana, FA3G3S2 (Hatakeyama i sar., 2013), dok je smanjena debljina fibrinskih
vlakana, primec¢ena kod ove grupe bolesnika, makar delom posledica guanidilacije 1 glikozilacije
fibrinogena (Schuett i sar., 2017). Kod bolesnika le¢enih PD-om, porast sijalinizacije multiantenarnih
N-glikana proteina prisutnih u peritoneumskom izlivenom dijalizatu je povezana sa nezeljenim
ishodom bolesti, dok je pojava peritonitisa i gubitak mezotelijalne ¢elijske mase vezana za smanjenje
galaktozilacije biantenarnih glikana i1 porast nivoa glikana sliénih onima prisutnim na IgG
molekulima (Ferrantelli i sar., 2018).
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Rezultati istrazivanja ove disertacije pokazuju da kod grupe bolesnika le¢enih PD-om, postoji
povisen sadrzaj A2BG2 na fibrinogenu (iako je sadrzaj ovog glikana smanjen na y lancu), a da je
sadrzaj FA2 smanjen, $to je uoceno i na nivou glikana molekula IgG u ranim stadijumima HBS-a
(Barrios 1 sar., 2016). DSL prepoznaje 1,4-Gal prisutnu na N-glikanima, za razliku od GSL-I koji

vezuje B1,3-Gal O-glikana T tipa, a ¢iji je sadrzaj u ovom patoloSkom stanju takode snizen, zajedno
sa sadrzajem T tipa O-glikana, na Sta ukazuju vrednosti signala dobijenih sa WGA lektinom.

Dodatno je nadeno da postoji porast u sadrzaju multiantenarnih N-glikana, $to su pokazali
Bermingham i sar. (2018) na nivou N-glikoma seruma, na osnovu ¢ega se pretpostavlja da ovi glikani
imaju vaznu ulogu u pojavi i brzini progresije bubrezne slabosti. Imaju¢i u vidu da duzina trajanja
leCenja PD-om nije imala uticaja na dobijene rezultate (p=0,337), vazno je naglasiti da postoji
znacajna razlika u sadrzaju multiantenarnih N-glikana na izolovanim fibrinogenima u odnosu na
koncentraciju glukoze u rastvorima koji su kori§¢eni tokom samog dijaliznog postupka. U poredenju
grupa koje su se razlikovale prema broju dijaliznih izmena, grupa sa pet izmena imala je visi sadrzaj
multiantenarnih glikana sa terminalnom Gal u odnosu na grupu sa cetiri (p=0,022). Grupa bolesnika
koja je pored glukoznih rastvora razliite koncentracije koristila i ikodekstrin, imala je visi sadrzaj
multiantenarnih glikana sa terminalnom Gal u odnosu na bolesnike koji su leceni samo glukoznim
rastvorima najnize koncentracije (p=0,010), ili nize i srednje kombinovano 2,25% (p=0,007). Jedno
od potencijalnih objaSnjenja moze biti povezanost primene hipertoni¢nih glukoznih rastvora sa
promenama na peritoneumskoj membrani, $to vodi ka brzem transportnom statusu i brzoj apsorpciji
glukoze. Navedeni podaci odgovaraju grupi bolesnika sa prethodnom epizodom peritonitisa, koji su
imali UF slabost, a koristili su ikodekstrin tokom no¢ne izmene (Olszowska i sar., 2019). lako ove
podatke treba uzeti sa dozom opreza, imaju¢i u vidu mali broj bolesnika na ovom rezimu lecenja,
dobijeni rezultati su svakako interesantni i upucuju na nastavak istrazivanja glikozilacije fibrinogena
(ali 1 drugih proteina plazme) kod bolesnika lecenih PD-om, sa osvrtom na primenu kako dijaliznih
rastvora sa razli¢itim koncentracijama glukoze, tako 1 na razlike sa primenom bezglukoznih rastvora.
Kompleksne N-glikanske strukture nadene su kod bolesnika sa vi§im vrednostima glikemije i brzim
padom jac¢ine glomerulske filtracije (Bermingham 1 sar., 2018). Kod bolesnika sa dijabetesom, zbog
hiperglikemije, a time 1 dostupnosti glukoze kao supstrata za sintezu drugih ugljenih hidrata, ocekivan
je porast u sadrzaju kompleksnih N-glikana (Bermingham 1 sar., 2018). MoZe se pretpostaviti da se
slicni mehanizmi mogu odvijati 1 kod bolesnika le¢enih PD-om (Burkart, 2004), kod kojih je
povecana apsorpcija glukoze iz dijaliznog rastvora, §to u ovom istrazivanju nije uradeno.
Koncentracije glukoze kod bolesnika ukljucenih u studiju su bile u referentnom opsegu, dok vrednost
HbA|c nije merena.

Kao $§to je 1 oc¢ekivano, glikozilacija fibrinogena do izvesnog stepena prati opsti trend N-
glikozilacije serumskih proteina. Gama lanac je odgovoran za interakciju fibrinogena sa receptorima
eksprimiranim na povrsini Celija, ali i za vezivanje faktora rasta i koagulacije, omogucavajuci
formiranje ugruska, agregaciju trombocita i zarastanje rana (Farrell, 2004). Distribucija glikanskih
struktura na pojedinac¢nim lancima fibrinogena je promenjena, pri ¢emu je utvrdeno da je y lanac
najpodlozniji promenama, Sto bi moglo da delimi¢no objasni promene uo€ene u grupi bolesnika
lecenih PD-om. Pokazano je da se kod bolesnika sa cirozom smanjuje sadrzaj O-glikana prisutnih na
Aa lancu, dok se sadrzaj Sia 1 Fuc N-glikana prisutnih na B i1 y lancima smanjuje kod obolelih sa
cirozom 1 hepatocelularnim karcinomom (Nagel i sar., 2018; Gligorijevi¢ i sar., 2018), Sto se razlikuje
od rezultata dobijenih u ovoj disertaciji. Naime, u ovom radu nisu uocene znacajne promene u
sadrzaju glikana Aa lanca, dok je smanjen sadrzaj glikana koji u svojoj strukturi sadrze Sia i Fuc, a
vezani su za Bf 1 y lanac. Ujedno je naden povisen sadrzaj fukozilovanog biantenarnog glikana (FA2)
na y lancu. Iz ovih podataka se zakljuCuje da, iako 1 cirozu i ESRD u osnovi karakteriSe fibroza
ciljanog organa, modifikacija glikanskih struktura molekula fibrinogena je verovatno uslovljena
prirodom same bolesti i pridruzenim stanjima, tj. komorbiditetima, a ne zavr$nim stadijumima bolesti.

Rezultati dobijeni denzitometrijskom analizom glikoformi pojedina¢nih lanaca fibrinogena
ukazali su na razlike izmedu grupe PD i Z, pa bi bilo interesantno izolovati pojedinacne fibrinogenske
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lance 1 analizirati nekom od metoda masene spektroskopije (npr. MALDI-MS), ne bi li se sa
sigurnos$¢u utvrdilo koje su ugljenohidratne strukture izmenjene.

Prema najnovijim vodi¢ima za bolesnike na PD-u, ne postoji jasno preporuc¢ena grani¢na
numericka vrednost za UF u pogledu prezivljavanja bolesnika. Navodi se da UF niza od 750 mL na
dan kod anuri¢nih bolesnika je povezana sa izrazenijim mortalitetom (Brown i sar., 2020; Boudville
i sar., 2012). Poznato je da Kt/V nizi od 1,7 govori u prilog opsteg mortaliteta, a da porast na 1,8 ne
umanjuje procenat smrtnosti (Davies i Finkelstein, 2020). U grupi bolesnika prikazanih u ovoj
disertaciji, srednja vrednost za Kt/V je 3,47, $to upucuje na znacajnu adekvatnost izdijaliziranosti.
Preporuke su da se PET i Kt/V odreduju jednom u Sest meseci (Hung i sar., 2017). Prose¢nu UF treba
optimizovati, individualizacijom prema samom bolesniku, kako bi se prevashodno postiglo
euvolemicno stanje (Brown i sar., 2020). Ranije studije su za zbirnu vrednost udruzenog UF i RU
uzele za minimalnu vrednost 1 L za 24 h (Woodrow i sar., 2017). U cilju postizanja euvolemijskog
statusa, kod bolesnika na PD-u, neophodno je posti¢i dobru kontrolu TA (Shi i sar., 2018), koja je u
ispitivanoj grupi PD-e bolesnika bila u granicama preporucenih vrednosti.

Procenat osoba muskog pola koji je imao oc¢uvaniju diurezu je bio zna¢ajno visi u odnosu na
osobe zenskog pola, dok je kod bolesnika sa duzim dijaliznim stazom doslo do smanjenja koli¢ine
RU, sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Perez-Flores i sar., 2007). lako smanjena rezidualna
bubrezna funkcija ukazuje na poveéani mortalitet uzrokovan nekim nezeljenim dogadajem KVS-a,
kod ispitivanih grupa nije bilo statisticke znacajnosti u pogledu ovih parametara, kada je poredena sa
grupom bolesnika koja je imala ve¢i volumen RU. Ovakav nalaz tumacimo ¢injenicom da je u centru
Klinike za nefrologiju, posebna paznja posvecena anuri¢nim bolesnicima, kao i onima koji imaju
manji volumen RU, obezbedivanjem adekvatne UF, edukacijom bolesnika u pogledu unosa soli i
teCnosti, higijensko-dijetetskim rezimom zivota, optimizovanjem lec¢enja anemije, adekvatnoj
antihipertenzivnoj terapiji i redovnim kardioloskim kontrolama.

Fukozilacija je ukljucena u razliite bioloske i patoloSke procese, poput Celijske adhezije,
proliferacije, razvoja tkiva, angiogeneze, implantacije, razvoja tumora i metastatskih promena, a
takode promene u fukozilaciji uo¢ene su i u brojnim inflamatornim procesima (Li i sar., 2018). Porast
antenarne fukozilacije ai-kiselog glikoproteina povezana je sa mikro- i makroangiopatskim
komplikacijama kod bolesnika sa dijabetesom tipa-I (Poland i sar., 2001), a nadeno je da, zahvaljujuéi
svom antiinflamatornom svojstvu as-kiseli glikoprotein moze delovati protektivno na bubreznu
funkciju u sprecavanju progresije akutnog u hroni¢no ostecenje (Watanabe i sar., 2021). Kod
bolesnika sa dijabetesom tipa-1l ubrzana progresija bubrezne slabosti se dovodi u vezu sa 1gG
glikanima, i to povisenim sadrzajem umetnutog GICNAC i poviSenim sadrzajem fukozilovanih
glikana sa umetnutim GIcNAc, dok je fukozilacija bez prisustva umetnutog GICNAC povezana sa
sporijom progresijom bubrezne slabosti (Singh i sar., 2020). Ekperimenti na misevima sa dijabetesom
pokazali su da se inhibicijom fukozilacije jezgra glikana smanjuje stepen bubreznog ostecenja, a
patohistoloskom analizom je prime¢ena manje izrazena fibroza bubreznog parenhima (Fang i sar.,
2019). Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju da je stepen fukozilacije fibrinogena znac¢ajno
povezan sa gubitkom funkcije peritoneumske membrane, pri ¢emu dobijena AUC iznosi 72%. Ovi
rezultati ukazuju na znacaj fukoze kao potencijalnog dijagnostickog/prognostickog markera funkcije
peritoneumske membrane (posmatrano u odnosu na vrednosti ultrafiltracije i rezidualne diureze), sto
bi trebalo potvrditi na ve¢em broju uzoraka.

U periodu pracenja od 18 meseci, na drugi modalitet leCenja RRT-om prevedena su 4
bolesnika i u pitanju su bile samo osobe muskog pola. U istom periodu doslo je do 13 smrtnih ishoda,
1 preovladavale su osobe zenskog pola, §to nije u saglasnosti sa literaturnim podacima koji govore u
prilog znacajno vece stope prezivljavanja Zena leCenih PD-om (Kitterer i sar., 2017). Najzastupljenije
osnovno oboljenje bila je dijabetesna nefropatija (31%), nesto manje nefroangioskleroza (25%), §to
se donekle razlikuje od vode¢ih uzroka ESRD-a u okruzenju gde je najzastupljenija
nefroangioskleroza sa ucestalos¢u od 30% u odnosu na dijabetesnu nefropatiju koja je zastupljena sa
18% (Kramer i sar., 2021). Kao potencijalni prediktori smrtnosti bolesnika, metodom univarijantne
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regresione analize, izdvojili su se slede¢i biohemijski i klini¢ki parametari: feritin, adekvatnost
izdijaliziranosti, rezidualna diureza, hiperglikemija i povisen intenzitet signala sa GNL. Navedeni
rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Fu i sar., 2020; Vario i sar., 2019; Qayyum i sar,
2015; Singh i sar, 2020; Barone-Gibbs 1 Davis 2018), osim vrednosti za intenzitet signala sa GNL,
obzirom da do sada nije ispitana glikozilacija fibrinogena kod bolesnika lecenih PD-om.

Ovakav rezultat ukazuje na potrebu brizljivijeg pracenja parametara adekvatnosti dijalize,
posebno u odredenim podgrupama bolesnika, poput onih kod kojih se smanjuje rezidualna diureza,
kao 1 kod bolesnika sa slabijom glikoregulacijom i inflamacijom (Mahmood i sar., 2016). Sa druge
strane, ispitivanje glikozilacije fibrinogena kao potencijalnog prediktora mortaliteta moze imati
znacaj u identifikaciji bolesnika kojima je neophodan detaljniji kardioloS§ki monitoring, ¢ak i ukoliko
nemaju specificne kardioloske smetnje.

Dodatnom multivarijantnom regresionom analizom pokazano je da, od navedenih parametara,
uslove za potencijalne prediktivne markere sveukupnog mortaliteta u grupi bolesnika le¢enih PD-om
ispunjavaju samo glukoza 1 povecan signal GNL lektina (p=0,037 i p=0,010, redom). lako GNL sa
visokim afinitetom vezuje al,3-vezanu manozu, postoji afinitet i prema terminalnoj galaktozi
(Fernandez-Poza 1 sar., 2021). Sude¢i po izostanku reaktivnosti RCA, ovde bi se najpre moglo
govoriti 0 poveéanom sadrzaju visokomanoznih (Man5-9GIlcNAc2, tj. M5-M9) ili paucimanoznih
struktura (Manl-4GIcNAc2, tj. M1-M4). Visokomanozni N-glikani su prekursori hibridnih 1
kompleksnih N-glikana, koji se procesuiraju delovanjem razlicitih glikozidaza (poput manozidaze) i
glikozil-transferaza (poput N-acetilglukozaminil-, galaktozil-, sijalil-, fukozil-transferaze). Prvo
deluje a-manozidaza (koji kodira MANIAI), koja uklanja manozu, da bi potom delovanjem N-
acetilglukozaminil-transferaze I (koju kodira MGAT!) na al,3-manozni krak trimanoznog jezgra bio
dodat GlcNAc u polozaju 1,2 (Nagae i sar., 2020; Stanley, 2014). Smanjena ekspresija pomenutih
enzima za posledicu moZe imati povecanje sadrzaja visokomanoznih ili paucimanoznih struktura, tj.
inkompletnu sintezu N-glikana. Povec¢an sadrzaj visokomanoznih N-glikana doveden je u vezu sa
dediferencijacijom visoko-diferenciranog tkiva humanog hepatocelularnog karcinoma, dok je
smanjena ekspresija MGATI u slabo diferenciranim komponentama tumora povezana sa
intrahepati¢nim metastazama i nepovoljnijim ishodom (Takayama 1i sar., 2020). Visokomanozni N-
glikani promoviSu metastaziranje u holangiokarcinomu miSeva, smanjenjem ekspresije MANIAI
(Park 1 sar., 2020), dok strukture M6, M9 1 A3F koreliraju sa progresijom holangiokarcinoma u
humanoj populaciji (Talabnin 1 sar., 2017). Kod nekih tipova karcinoma dojke dolazi do promena u
sadrZaju malo zastupljenih visokomanoznih N-glikana seruma, pri ¢emu kod miSeva zastupljenost
visokomanoznih N-glikana (narocito M9) korelira sa prognozom karcinoma dojke (de Leoz 1 sar.,
2011). Nivo paucimanoznih glikana (Manl-3Fuc0-1GlcNAc2) povecan je u tkivu kolorektalnog
karcinoma (Balog i sar., 2012) i takode korelira sa loSom prognozom (Kaprio i sar., 2015).

Povecan sadrzaj visokomanoznih glikana moze da bude posledica delovanja i nekih lekova.
Pokazano je da IL-6 i1 progesterone utiCu na ekspresiju oligosaharil-transferaze, koji katalizuje
transfer glikana sa lipidnog nosaca na asparagin unutar sekvence Asn-X-Ser/Thr. Kao posledica, raste
do 30% sadrzaj visokomanoznih glikana na Fab regionu IgG (van de Bovenkamp i sar., 2016).
Zanimljivo je i da IgG1 1 IgG2, koji se koriste u terapijske svrhe, imaju ve¢i sadrzaj M5 glikana u Fc
regionu, kao 1 da se eliminiSu brZze od ostalih glikanskih formi (Goetze 1 sar.,, 2011). U okviru
koagulacionog sistema, visokomanozni glikani doprinose vezivanju faktora VIII koagulacije i
transmembranskog proteina koji se nalazi izmedu endoplazmati¢nog retikuluma i1 GoldZzijevog
aparata, a koji je slican lektinima koji prepoznaju i vezuje manozu (LMAN1) i uestvuje u sekreciji
nekih glikoproteina (Cunningham 1 sar., 2003). Iz navedenog se moze zakljuciti da je znacaj
visokomanoznih N-glikana mozda i veci nego Sto se pretpostavlja.

U humanom serumu/plazmi moze se naci Sest razliCitih proteina sa lektinskom aktivnoscu,
koji su na osnovu strukturnih i biohemijskih karakteristika podeljeni u Cetiri familije: pentraksine (C-
reaktivni protein 1 serumski amiloid), kolektine (lektin koji vezuje manozu-MBL), fikoline (H- 1 L-
fikolin) 1 tetranektine (Beulaja Manikandan i sar., 2020). Njihova uloga je uglavnom u imunski
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posredovanim reakcijama i inflamaciji. Serumski amiloid moze vezati glikane poput onih koji se
nalaze na desijalinizovanom humanom a;-kiselom glikoproteinu, koji nosi fukozilovane bi-, tri- ili
tetraantenarne N-glikane (Baerenfaenger i Meyer, 2018). Ispitivanja bubrezne slabosti se najéesce
dovode u vezu sa MBL-om, proteinom plazme koji, u sklopu odbrambenih mehanizama, prepoznaje
visokomanozne strukture prisutne u ¢elijskom zidu mikroorganizama. Potom se, preko serinskih
proteaza, aktivira sistem komplementa, koji pokre¢e imunski odgovor (Yongqing i sar., 2012;
Thompson i sar., 2020).

Uticaj komponenti alternativnog i lektinskog (manoznog) puta je dobro ispitan u ishemijsko-
reperfuzionim oStecenjima, i doveden u vezu sa imunski posredovanim odbacivanjem alokalema
bubrega 1 jetre. Na slican nacin se dovodi u vezu priroda ishemijskog cerebrovaskularnog inzulta
(Troelsen i sar., 2010) i neka inflamatorna oboljenja gastrointestinalnog sistema (Pagowska-Klimek
1 Cedzynski, 2014). Poviseni nivoi komponenti komplemenata, u plazmi i urinu, nadeni su kod
bolesnika sa dijabetesnom nefropatijom, gde se aktivacija komplementa lektinskim putem povezuje
sa nastankom 1 brzinom progresije bubrezne slabosti (Li 1 sar., 2019; Bus 1 sar., 2018). Brzina
progresije dijabetesne nefropatije zavisi od doprinosa MBL-a (Cai i sar., 2020; Li 1 sar., 2019; Bus i
sar., 2018). lako nivo MBL-a korelira sa pove¢anim rizikom za nastanak kardiovaskularnih dogadaja
kod bolesnika le¢enih HD-om (Poppelaars i sar., 2016), nije pronadena povezanost MBL2 genotipa
sa posledi¢nim nezeljenim klinickim posledicama i kardiovaskularnim ishodom kod bolesnika bilo
lecenih PD-om ili HD-om, ali ni kod transplantiranih bolesnika (Adrian i sar., 2018).

Pokazano je da kod bolesnika sa sekundarnom glomerulopatijom tj. IgA vaskulitisom (u
sklopu Henoch-Schonlein-ove purpure) dolazi do taloZzenja MBL-a duz endotelijalne membrane, dok
se kod nekih bolesnika sa IgA nefropatijom bolest razvija kao posledica taloZzenja MBL-IgA agregata
u mezangijumu, usled interakcije MBL-a sa ugljenohidratnim komponentama IgA (detaljnije u Roos
1 sar., 2001; Jensen i sar.,, 2007). Matthijsen 1 saradnici (2009) su pokazali da taloZenje MBL-a
doprinosi razvoju hroni¢ne koronarne bolesti, dok je nadeno 1 da postoji znafajna veza izmedu
polimorfizma gena MBL2 i1 nastanka Kavasaki-jeve bolesti, tj. vaskulitisa srednje velikih krvnih
sudova (Biezeveld 1 sar., 2006).

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da uocene strukturne promene fibrinogena
izolovanih iz plazme bolesnika le¢enih peritoneumskom dijalizom ne uti¢u u ve¢oj meri na formiranje
1 karakteristike fibrinske mreze, ali mogu doprineti u sadejstvu sa drugim poremecenim faktorima.
Ako se u obzir uzme Cinjenica da se kod ove grupe bolesnika najceSce razvijaju kardiovaskularne
komplikacije, koje nastaju kao posledica formiranja nerastvornih agregata u vidu komplikovanih
aterosklerotskih plakova, moze se spekulisati o drugim mehanizmima koji su okidaci formiranja ovih
agregata. Ovo istrazivanje nije odgovorilo na mnoga pitanja, poput:

e Dali ¢e usled izmena u oksidaciji, tercijarnoj i glikanskoj strukturi (a narocito na y lancu),
fibrinogen lakSe interagovati sa receptorima/proteinima/ligandima eksprimiranim na
povrsini Celija?

e Da li izmenjeni glikom 1 struktura fibrinogena doprinosi njegovoj laksoj interakciji sa
trombocitima, koji usled endotelijalne disfunkcije svakako agregiraju na zid naruSenog
krvnog suda, gde pokre¢u koagulacionu kaskadu?

e Da li male koli¢ine potencijalno prisutnog mikrobnog agensa aktiviraju lektinski sistem

komplementa 1 dovode do formiranja plakova u kojima se, usled izmenjene glikanske
strukture, nalazi i fibrinogen?
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e Dali, usled nekih modifikacija, i sopstveni lektini (poput MBL-a) u autoimunskoj reakciji
prepoznaju izmenjene glikanske strukture fibrinogena kao strane molekule, §to bi uslovilo
njegovu aktivaciju i nastanak krvnog ugruska?
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata istrazivanja prikazanih u ovoj disertaciji, mogu se izvuci sledeci

zakljucci:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika le¢enih peritoneumskom dijalizom ima znacajno
viSu koncentraciju karbonila, posebno na lancima Aa i Bf3;

Fibrinogen izolovan iz plazme bolesnika le¢enih peritoneumskom dijalizom ima blago
izmenjenu sekundarnu i znacajno izmenjenu tercijarnu strukturu;

Vreme i brzina koagulacije, kao i debljina vlakana se ne razlikuje izmedu grupe bolesnika
lecenih peritoneumskom dijalizom i zdravih dobrovoljaca;

Oksidativno i strukturno modifikovani fibrinogen, kao Cist izolovani protein ne utie na
kinetiku stvaranja fibrina;

Postoje statisticki znacajne promene u glikozilaciji fibrinogena kod bolesnika le¢enih
peritoneumskom dijalizom u odnosu na zdravu kontrolu; najosetljivi je y lanac;

Stepen fukozilacije fibrinogena povezan je sa gubitkom funkcije peritoneumske membrane;
lektin AAL ima visok potencijal da bude prediktivni marker funkcije peritoneumske
membrane, imajuci u vidu da dobijena AUC iznosi 72%;

Na glikozilaciju fibrinogena kod bolesnika lecenih peritoneumskom dijalizom utice broj
dijaliznih izmena;
Bolesnici le¢eni 1 ikodekstrinom, imaju vis$i sadrZzaj multiantenarnih N-glikana na

terminalnom Gal kraju u odnosu na bolesnike koji se le¢e primenom samo glukoznih rastvora;

Nakon 18 meseci pracenja, pokazano je da na ukupan mortalitet ne uti¢e priroda osnovnog
bubreznog oboljenja;

10) Parametri koji su uticali na nepovoljni kardiovaskularni mortalitet su: hiperferemija, broj

prethodnih peritonitisa, indeksi komorbidnih stanja (IPI 1 ICED), kao i subdijaliziranost,
neregulisan krvni pritisak, snizena rezidualna bubreZna funkcija, kao i hiperglikemija i sadrzaj
visokomanoznih (i/ili paucimanoznih) struktura na fibrinogenu.
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Recenzent je u vise medunarodnih nau¢nih ¢asopisa, a 0drzao je veci broj usmenih predavanja
iz oblasti kojima se bavi.
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obpasay usjage o aymopcmay

N3jaBa o0 ayTopcTBYy

HNwme u npe3ume ayropa Mapko b. bapaauh

bpoj unnexca___MM 15/14

HU3jaBbyjem

71a je TOKTOPCKa IMcepTalirja moj HacI0BOM

“CTpyKTypHe M (pYHKIHOHAJIHE NIpoMeHe (puOpHHOreHa Ko 00JIeCHUKA HA NEePUTOHEYMCKOj

JUjanansm

I. pe3yJTar CONCTBEHOT MCTPAKUBAYKOT Pajia;

Il. J;a qucepTanyja y LENMHU HU y JISIOBUMA HUje OWla mpeUioyKeHa 3a CTUIAkE JApYyre AUILIOME
IpeMa CTYIMJCKUM MporpaMuMa JPYTHUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

lii. macy pe3yaTartd KOPEKTHO HaBEACHH U

IV. Ja HECaM KpIIKO/JTa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO/JIA HHTEIEKTYalHy CBOjHHY JAPYTHX JIHIIA.

[Tornmc ayropa

VY Bbeorpany, 27.01.2022. ronune
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obpazay usjage o UCMOBEMHOCIIU WMAMAAHE U elleKMPOHCKe 8ep3uje OOKMOPCKo2 paoda

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT paaa

Nme u npesume ayropa _ Mapko b. bapaauh

Bbpoj unnekca MM 15/14

Cryaujcku nporpam __MoJieKyjJapHa MeTHIIHHA

Hacnos pana “CrpykrypHe M (DYHKIIMOHAJIHE TpoMeHe (puOpuHOreHa Koja 00JeCHHKA Ha

NEePUTOHEYMCKOj qHjaan3n

Mentop __ Jou. ap. cun. mea. Mupjana Jlaymesuh

W3jaBspyjeM aa je mraMiiana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EJICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caMm Ipejao/ia paay noxpamwuBama y JJururaanom peno3utopujymy Yausepsurtera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce o0jaBe MOjU JIMYHU IMOJAIM BE3aHU 3a JN00Mjame aKaJeMCKOT Ha3HMBa JTIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy M€ U Mpe3uMe, TOIMHA U MECTO polerma U 1IaTyM of0paHe paja.

OBu NMYHM TOJAIlM MOTY c€ 00jaBUTHM Ha MpPEXKHHUM CTpaHUIaMa AWTuTaiHe OubiInoTeke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U 'y myOnukanujaMa YHuBep3urera y beorpany.

[Tornmc ayropa

V¥ Bbeorpany, 27.01.2022. roguHe

72



obpazay usjase o kopuuhersy
N3jaBa 0 kopuihemwy

Ognamhyjem YauBep3uteTcKky Oubnuoreky ,,Cetozap MapkoBuh‘ na y JIurutaginu perno3uTopujym
VYauBepsuteta y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALIN]y MO HACTIOBOM:

“CrpykrypHe H (QyHKIHOHAJHE NpoMeHe (PUOPUHOreHa KoJ 00JIECHHKA HA NEPUTOHEYMCKO]

auMjagauzn’’, Koja je Moje ayTopCKo JEIO.

Jucepranujy ca CBUM IPHIO3UMa Ipeaao/a caM y eJICKTPOHCKOM (opMary MOTOAHOM 3a TPajHO
apXUBHPAIbE.

Mojy HOKTOpCKY OHCepTalujy ToXpameHy y JIururamsHoM peno3utropujymy YHUBEpP3HUTETA Y
Beorpany v 1ocTynHy y OTBOPEHOM MIPHUCTYITY MOTY Jia KOPUCTE CBH KOjH IOIITY]Y Oipen0e caipKaHe
y onabpanom tuny nunenie Kpearusue 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oJTy4ro/Ja.

1. Ayropctso (CC BY) 2.
2. AytopctBo — HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)
@ AyTOpCcTBO — HeKOMepuHUjaaHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLHjATHO — AeauTH o uctum ycaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AyrtopctBo — aenutu niog uctuM yciaosuma (CC BY-SA).

(Monumo 11a 3a0KpYKUTE CaMo JeIHY OJ1 MEeCT MOHYh)eHUX JIUIICHITH.
Kparak omnuc nuiieHIy je cacTaBHH J1e0 OBE M3jaBe).

[Tornmc ayropa

V¥ beorpany, 27.01.2022. rogune
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