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Annotatsioon

Hemodialiiisravi raviseadistuste ja modaliteetide mdju triiptofaani (Trp) ja Trp
metaboliitide eemaldamisele pole terviklikult uuritud. Kéesoleva t66 eesmark oli hinnati
dialiiisravi moju Trp ja Trp metaboliitide indoksiiiil-3-sulfaat (IS) ning indool-3-
addikhape (IAA) eemaldamisele modaliteedi ja dialiilisravi seadistuste pohiselt.
Dialtiiisiseansi ajal vdhenesid 78 patsiendi keskmised uurea, 1S-i ja IAA koguhulga
kontsentratsioonid veres (vastavalt -72%, -39%, -43%), kuid Trp kontsentratsioon
suurenes (8%), (p < 0,001). Trp kontsentratsioonide jargi vereproovides ei saa seetdttu
dialtiiisil eemaldatud Trp hulka hinnata. Korgefektiivne hemodiafiltratsioon eemaldas
verest 80% enam Trp kui minimaalsete seadistusega tavaline hemodialiiiis (p < 0,001).
Dialtiiisiseansi alguses viahenes valkudega seonduvate ureemiliste toksiinide valkudega

seondumise méér, kuid suurenes dialiitisiseansi 16puks.

Loputdd on kirjutatud eesti keeles ning sisaldab teksti 44 lehekiiljel, 7 peatiikki, 7
joonist, 4 tabelit.

Mairksonad: ureemilised toksiinid, valkudega seonduvad ithendid, triiptofaan, indoksiiiil-
3-sulfaat, indool-3-dadikhape,  krooniline  neerupuudulikkus, = hemodialiiiis,

hemodiafiltratsioon.

CERCS koodid: B560 uroloogia, nefroloogia; T115 Meditsiinitehnika.



Abstract
Levels and removal of tryptophan and tryptophan derivatives in

chronic kidney failure patients, effect of dialysis machine settings.

Tryptophan (Trp) is an essential amino acid that is a precursor for uremic toxins
indoxyl-3-sulphate (I1S) and indole-3-acetic acid (IAA). The aim of this thesis was to
assess the levels of Trp, IS and IAA in chronic kidney failure patients and removal
efficiency of Trp, IS and IAA during different dialysis modalities like haemodialysis
and haemodiafiltration, and dialysis treatment settings. Some results of this work have
been recently published in the International Journal of Molecular Sciences in the article
“Serum Levels and Removal by Haemodialysis and Haemodiafiltration of Tryptophan-
Derived Uremic Toxins in ESKD Patients”, 2020, (doi: 10.3390/ijms21041522).

Dialysis sessions of 78 chronic kidney failure patients were studied. Patients were
enrolled from 4 different European dialysis centres from Estonia, Sweden, Belgium and
Spain. Blood and spent dialysate samples obtained during the dialysis sessions were
analysed with high-performance liquid chromatography to assess the free and total
levels of Trp, IS, IAA. Reduction ratios (RR), percentage protein binding (PB) and total

removed solute (TRS) were calculated.

Mean pre-dialysis levels of free and total Trp, IS in serum had a rather non-systematic
difference between different dialysis centres, whereas levels of total and free IAA were
comparable. A negative correlation was found between the concentration of total Trp
and free IS (r = -0,48; p < 0,001) and IAA (r = -0,21; p < 0,001). This may represent
enhanced Trp degradation due to inflammation or higher free Trp concentration for

patients with higher levels of IS and IAA.

While mean serum levels of urea, IS and IAA decreased during the dialysis session
(-72%, -39%, -43%), serum levels of Trp increased (8%) towards the end of dialysis
(p < 0,001) despite notable Trp losses into the spent dialysate. This is in accordance

with previous smaller-scale studies.


https://doi.org/10.3390/ijms21041522

The levels of Trp in spent dialysate were quite stable through the dialysis, while the
levels of other uremic solutes decreased. Serum and dialysate Trp concentrations and
RR behaved differently from uremic solutes IS, IAA and urea, thus RR of Trp did not
reflect Trp dialysis losses.

Comparison of solutes removal by modality and dialysis treatment settings showed
significant differences between modalities with the highest differences for Trp removal.
Although RR and TRS trends were similar for different modalities and dialysis
treatment settings, high-efficiency haemodiafiltration resulted in 80% higher Trp losses
than conventional low-flux dialysis (p < 0,001). That was also accompanied by lower

removal of uremic toxins by low-flux conventional dialysis.

Pre-dialysis mean percentage protein binding (PB) was as follows: Trp 77 + 8%,
IS 87 + 5%, IAA 75 + 6%. Surprisingly, 60 minutes after the start of dialysis, PB had
decreased for Trp, 1S and IAA (p < 0,001). That resulted in the rise of free Trp and IS
concentration (p < 0,001). At the end of the dialysis session PB was increased for Trp,
IS and IAA in comparison to the pre-dialysis PB (p < 0,001). The effect may be related
to the release of lipolytic enzymes by heparin injection at the beginning of dialysis
session which results in the rise of free fatty acids, leading to the competitive binding
with albumin and enhanced free toxin concentration. As protein binding is influenced
by a multitude of factors, further studies are required to confirm heparin is the cause of

this phenomenon.
The thesis is in Estonian and contains 44 pages of text, 7 chapters, 7 figures, 4 tables.

Keywords: uremic toxins, protein-bound solutes, tryptophan, indoxyl-3-sulfate, indole-

3-acetic acid, chronic kidney failure, haemodialysis, haemodiafiltration.

CERCS code: B560 Urology, nephrology; T115 Medical technology.



Liihendite ja moistete sonastik

Aurteriaalne vereliin Arterial bloodline

D Heitdialiisaadis

Dialiiiisitee Arteriovenous fistula

GFR Glomerulaarne filtratsioonikiirus (glomerular filtration rate)

HD Hemodialiiiis

HDF Hemodiafiltratsioon

HF Hemofiltratsioon

HPLC Korgsurvevedelikromatograafia ~ (high-performance  liquid
chromatography)

IAA Indool-3-d4dikhape (indole-3-acetic-acid)

IS Indoksiiiil-3-sulfaat (Indoxyl-3-sulfate)

KNH Krooniline neeruhaigus (chronic kidney disease)

KNP Krooniline neerupuudulikkus (chronic kidney failure)

PB Valkudega seondunud aine miér protsentides (protein bound
percentage)

RR Ainete eemaldamise mddr algkontsentratsiooni  suhtes

protsentides (removal rate)

S Vereseerumis

Trp Triiptofaan

TRS Eemaldatud aine koguhulk (total removed solute)
uv Ultravioletne kiirgus

UV-VIS Ultravioletne ja néhtav valgus
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1 Sissejuhatus

Krooniline neeruhaigus on maailma tervishoiusiisteemi iiks enam koormavatest
haigustest, mille siivenemisel voib patsientidel kujuneda krooniline neerupuudulikkus,
mille peamine ravimeetod on hemodialiiiisravi. 2016. aastal oli maailmas 2,7 miljonit
hemodialiiiisravi saavat patsienti [1] ning prognooside kohaselt suureneb dialiilisravi

vajavate patsientide arv 2030 aastaks 5,4 miljonini [2].

Hemodialiitisravi kdigus eemaldatakse dialiitisimasinaga patsientide verest kroonilise
neeruhaiguse tottu kehasse kogunenud ureemilised toksiinid ning kdorvalmdjuna
patsiendile vajalikke toitaineid ja molekule, nende hulgas triiptofaani [3]. Dialiilisravi
kvaliteeti hinnatakse praktikas enim markermolekul uurea eemaldamise jargi korra kuus
dialiitisiseansi eelselt ja jargselt voetavate vereproovide alusel [4]. Uurea eemaldamine
aga ei iseloomusta valkudega seonduvate ja keskmise suurusega ureemiliste tihendite

eemaldamist ning seega dialiilisravi kogukvaliteeti [5][6][7].

Hemodialiitisi kvaliteedi efektiivsemaks hindamiseks arendatakse seetottu optilisi
meetodeid, mis pohinevad dialiiiisiseansi kdigus tekkiva heitdialiisaadi UV-neelduvuse
ja fluorestsentsi modtmisel ja vdimaldavad jélgida reaalaajas erinevate ureemiliste
toksiinide eemaldamist dialiiiisiseansi kéigus [8][9]. Seejuures on heitdialiisaati
eemaldatud  valkudega  seonduvate = molekulide  pdhjustatud  fluorestsents
ergastuslainepikkusel A = 280 nm ja emissioon lainepikkusel A = 350 nm peamiselt
seotud triiptofaani ja triiptofaani metaboliitidega, mistottu on heitdialiisaadi
fluorestsentsi mootmine mainitud lainepikkustel suure potentsiaaliga valkudega
seonduvate ureemiliste toksiinide eemaldamise koguse hindamiseks dialiiiisiseansi
kaigus [10].

Dialiitisiseansi  kdigus muutuva heitdialiisaadi fluorestsentsisignaali intensiivsuse
interpreteerimiseks mainitud lainepikkustel on seetottu oluline mdista triiptofaani ja
triiptofaani metaboliitide verest heitdialiisaati eemaldamist ning dialiitisravi seadistustest

ja modaliteedist tulenevat moju.
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Hetkel ei ole samaaegselt triiptofaani ja triiptofaani metaboliitide eemaldamist
dialiitisiseansi kadigus pdhjalikult uuritud ega voetud arvesse dialiitisravi seadisustest ja

modaliteetidest tulenevalt moju.

Kéesoleva t60 eesmirk oli hinnata dialiiisravi mdju triiptofaani ja toksiliste triiptofaani
metaboliitide eemaldamisele kroonilise neerupuudulikkusega patsientide ravil

modaliteedi ja dialiilisravi seadistuste pohiselt.

Kéesolev t66 on valminud projekti ,,On-line Dialysis Sensor Phase 2“ (OLDIAS?2),
(1.08.2017-31.07.2019) raames, mille eesmirk oli valideerida kliinilistes tingimustes
optilise sensori tookindlust, mis voimaldab reaalajas heitdialiisaadi UV-neelduvuse ja
fluorestsentsi pdhjal hinnata erinevatesse ureemiliste iihendite klassidesse kuuluvate
tthendite eemaldamist dialiiisi kdigus [11]. T66 tulemusena loodud andmebaasi on
kasutatud Optofluid Technologies OU poolt arendatava multikomponentse sensoriga
mdddetud heitdialiisaadi fluorestsentsisignaali interpreteerimiseks ja optilise sensori
tookindluse valideerimiseks Kliinilistes tingimustes. Uhtlasi aitavad td6d tulemused
nefroloogidel paremini hinnata rakendatava hemodialiiiisravi raviseadistuste ja
modaliteetide moju triiptofaani ja toksiliste triiptofaani metaboliitide eemaldamisele ja

parendada seeldbi kroonilise neerupuudulikkusega patsientidele rakendatavat ravi.

Magistrit6o ettevalmistamise kdigus tehtud katsete tulemused ja nende analiiiisil saadud
andmed on osaliselt avaldatud publikatsioonis ,,Serum Levels and Removal by
Haemodialysis and Haemodiafiltration of Tryptophan-Derived Uremic Toxins in ESKD
Patients*  ajakirjas International Journal of Molecular Sciences, 2020,
(doi: 10.3390/ijms21041522) [12].
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2 Kirjanduse iilevaade

2.1 Krooniline neerupuudulikkus

Neerud on kuseloomeelundid, mis moodustavad kusesiisteemi funktsionaalse osa ning
osalevad organismi homdoostaasi tagamisel. Neerud reguleerivad vere elektroliiiitide- ja
happe-alus tasakaalu, osmoosset rohku, veresuhkru taset, vereplasma ruumala ning
vererdhku, eemaldavad verest metabolismi 16pp-produkte ning jddkaineid. Samuti
tegelevad neerud hormoonide metabolismi ja sekretsiooniga, reguleerides sealhulgas

ertitrotsiilitide produktsiooni [13].

Neerude funktsionaalsust ja tervislikku seisundit hinnatakse praktikas enim
glomerulaarse filtratsioonikiiruse jargi (GFR), mis iseloomustab neerude poolt
filtreeritava vereplasma ruumala minuti kohta [14]. Samuti hinnatakse kroonilise
neeruhaiguse raskusastet uriini valgusisalduse ehk proteinuuria jargi [15]. GFR on
neeruhaiguseta noortel tiiskasvanutel vahemikus 100 — 130 ml/min 1,73 m? kehapindala
kohta, vanuse suurenedes GFR ajapikku viheneb [15]. Krooniline neeruhaigus on
defineeritud kui vdahemalt kolme kuu pikkune neerude funktsionaalsuse véhenemine,
millal GFR < 60 ml/min 1,73 m? kehapindala kohta [16]. Krooniline neeruhaigus

(KNH) on péordumatu ja progresseeruva iseloomuga [14].

Peamised haigusseisundid, mis KNH-st pdhjustavad on diabeet, korgvererohutdbi,
glomerulonefriit, siidame- ja veresoonkonnahaigused, uroloogilised- ja tsiistilised
haigused [17]. Mitmed KNH-st pdhjustavad haigused vdivad olla kaasasiindinud voi

pariliku eelsoodumusega [17].

KNH mdjutab koiki organismi elundkondi [14]. Neerude funktsionaalsuse vihenemise
tottu kogunevad kehasse jddkained ning {leliigne vedelik, tekivad metabolismi-,
hormonaalsed- ja kognitiivsed haired. Kroonilise neeruhaigusega kaasneb aneemia,
korgvererdhutdbi ja suureneb kardiovaskulaarsetesse haigustesse haigestumise risk [14]
[18][19].
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Kroonilise neeruhaiguse dgenemisel ja neerufunktsioonide vdhenemisel voib KNH-ga
patsiendil kujuneda krooniline neerupuudulikkus (KNP). Koonilise neerupuulikkuse
korral on GFR viirtus < 15 ml/min 1,73 m? kehapindala kohta [16]. Vihenenud
neerufunktsioonide tottu vajavad kroonilise neerupuudulikkusega patsiendid elus

plisimiseks pidevat neeruasendusravi voi doonorneeru siirdamist.

Koige efektiivsem ravimeetod on doonorneeru siirdamine, kuid neerudoonorite
védhesuse, patsientide kliinilise seisundi ja immunoloogilise sobimatuse tottu saab seda
vdimaldada suhteliselt viikesele osale patsientidest [20]. Ameerika Uhendriikides oli
2014. aastal neerusiirdamine esmaseks ravimeetodiks 17% neerupuudulikkusega
patsientidel [21]. Seetdttu on enamusele patsientidele esmalt méératavaks ravimeetodiks

dialiitisravi, mida on kahte tiilipi: peritoneaaldialiiiis ja hemodialiiiis.

Peritoneaaldialiiiisi puhul kasutatakse dialiiiisi 1dbiviimiseks patsiendi kohudont, kuhu
infuseeritakse kateetri kaudu dialiisaat. Peritoneaaldialiitisi puhul toimib kdhukelme
poolldbilaskva membraanina 1dbi mille jddkained kohuddnes olevasse dialiisaati
difundeeruvad. Seejérel eemaldatakse dialiilisimasinaga kohuddnest heitdialiisaat ning

protsessi korratakse [22].

2.2 Hemodialuisravi

Kéesolev magistritdd keskendub hemodialiiiisravile.

Hemodialiiisi  korral suunatakse patsiendi veri kehavilise vereringe kaudu
dialiiisimasinasse, mis eemaldab patsiendi verest metabolismi 16pp-produktid,

jadkained ning korrigeerib elektroliiiitide ja vedeliku taset kehas [22].

2016. aastal oli maailmas 2,7 miljonit hemodialiitisravi saavat patsienti ning 0,7
miljonile patsiendile oli siirdatud doonorneer [1]. Prognooside kohaselt suureneb
vananeva rahvastiku, diabeedi ja kdrgvererdhu diagnoosiga patsientide arvu

suurenemise tottu dialiiisravi vajavate patsientide arv 2030 aastaks 5,4 miljonini [2].

Hemodialiitisravi teostamiseks KNP-ga patsientidele on vaja ligipadsu patsiendi
veresoontele ehk dialiiiisiteed, mille kaudu on vdimalik patsiendi veri dialiilisimasinasse

juhtida.
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Pikaajaline dialiilisitee rajatakse kirurgilise operatsiooniga, millega luuakse arterio-

venoosne fistul ehk arteri ja veeni vaheline tihendus voi paigaldatakse veeni pikaajaline

kateeter [23].

Dialtiiisiteest suunatakse patsiendi arteriaalne veri vooliku (arteriaalse vereliini) kaudu
dialiiisimasinasse ning pérast vere puhastamist vooliku (venoosse vereliini) kaudu
tagasi dialtiiisitee veeni [24]. Ummistuste ja trombide tekke viltimiseks infuseeritakse
tavaliselt dialiitisi arteriaalsesse vereliini hepariini voi fraktsioneeritud hepariini lahust,

mis takistab vere hiitibimist [25].

Hemodialiiisimasina funktsionaalne osa on dialiisaator (vt Joonis 1), mis koosneb
poolldbilaskva membraaniga 6dnesfiiberitest, mida veri 1abib. Poorseid donesfiibreid
timbritsevat suletud ruumiosa ldbib vastassuunas elektroliiiite ja gliikoosi sisaldav
puhastusvedelik ehk dialiisaat. Dialiisaator koosneb seega kahest eraldiseisvast ruumist,
mis on eraldatud poolldbilaskva membraaniga, mida dialiiiisi kdigus veres ja dialiisaadis
lahustunud ained valikuliselt 1dbivad. Dialiisaatori ainete eemaldamise efektiivsus ja
selektiivsus soltub dialiisaatori kogupindalast, dialiisaatori membraani 1abimdddust ning

materjalist, pooride suurusest ja hulgast [22].

Dialiisaatorist viiljuv Patsiendi vere vool
heitdialiisaadi vool dialiisaatorisse
~-—

[[] Keskmised molekulid

. Valkudega seonduvad

molekulid

o Viikesed vees
lahustuvad molekulid

Asendusvedelik

Transportervalk

/ Difusioonivoog

/ Ultrafiltratsioon

Puhta dialiisaadi — Vere vool patsienti —=
vool dialiisaatorisse tagasi

Joonis 1. Lihtsustatud skeem ureemiliste {ihendite eemaldamisest dialiisaatoriga. Joonisel on kujutatud
hemodiafiltratsiooni modaalsusega dialiisaatorit. Hemodiafiltratsioonil eemaldatakse ureemilised ithendid
difusiooni ja ultrafiltratsiooni koosmdjul. Valkude seonduvatest molekulidest eemaldatakse ainult vaba
0sa, keskmiste molekulide eemaldamine soltub membraani pindalast ja poorisuurusest ([26] jérgi).
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Dialiitisi kdigus ainete eemaldamist verest heitdialiisaati mojutavad jargmised
fiitisikalised protsessid: difusioon, ultrafiltratsioon ja adsorptsioon. Domineerivate
futisikaliste protsesside jargi ainete eemaldamisel eristatakse jargnevaid hemodialiiiisi
modaliteete [22]:

1) tavapérane hemodialiiiis (HD) — difusioon.
2) hemofiltratsioon (HF) — ultrafiltratsioon.
3) hemodiafiltratsioon (HDF) — difusiooni ja ultrafiltratsioon kombineeritult.

Modaliteetide kirjeldamisel kasutatakse samuti dialiiiisi efektiivsust mdjutavaid vere- ja
dialiisaadi voolu kiiruseid ning vooge. HF ja HDF puhul infuseeritakse patsiendi verre
ultrafiltratsiooni  kdigus  eemaldatud vedeliku kaotuse = kompenseerimiseks
asendusvedelikuna vereplasma koostisega sarnanevat dialiisaati. HF ja HDF modaliteete
kirjeldatakse sellest tulenevalt ka asendatud vereplasma ruumala ning asendusvedeliku

infuseerimise asukoha jargi dialiisaatori suhtes [22].

Uksikute ainete eemaldamine sdltub kokkuvétlikult modaliteedist, kontsentratsiooni- ja
rohugradiendist, dialiisaatorist, ning konkreetse aine massist, lahustuvusest ja valkude
seotusest [22]. Seejuures eemaldatakse hemodialiitisi kdigus lisaks jddkainetele ka
vajalikke molekule ja toitaineid, nt aminohappeid, vitamiine ja viiksemaid valke
[3][27]. Neeruasendusraviks teostatakse kroonilise neerupuudulikkusega patsientidele

nédalas tavaliselt kolm dialiiiisiseanssi kestusega 3,5 —4 h [4].

2.3 Ureemilised iihendid

KNH-ga patsientide kehasse akumuleerub palju erinevate fiiiisikaliste ja keemiliste
omadustega aineid ehk ureemilisi ihendeid, mis tervetel inimestel eemaldatakse kehast
uriiniga [18]. Erinevaid ureemilisi ihendeid on tuvastatud tile 270 [28], mille hulka
kuuluvad ka toksilised biokeemilise aktiivsusega ained — ureemilised toksiinid [18]
[29].
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Euroopa ureemiliste toksiinide toogrupi soovitusel (EUTox) jaotatakse ureemilised

tthendid suuruse ja valkudega seondumise jargi kolme rithma [30]:
1) vidikesed vees lahustuvad molekulid, Mr < 500 Da, markermolekul uurea [29];

2) keskmise suurusega molekulid, My > 500 Da — 60 kDa, peamiselt kuuluvad siia

gruppi peptiidid, markermolekul B2-mikroglobuliin [29];

3) valkudega seonduvad molekulid, enamasti < 500 Da, markermolekul indoksiiiil-3-
sulfaat (1S) [29].

Koikidest ureemilistest {ihenditest ligi poole moodustavad viikesed vees lahustavad
molekulid ning keskmise suurusega ja valkudega seonduvad molekulid kumbki
veerandi koguhulgast [31]. Kdikides ureemiliste ithendite rithmades leidub ureemilisi
toksiine, mille suurenenud kontsentratsioon tekitab kardiovaskulaarseid haiguseid,
poletikulisi reaktsioone, fibroosi ja teisi komplikatsioone, pohjustades seeldbi korgemat
patsientide suremust vorreldes muu elanikkonnaga [29]. Seetottu on dialiitisi kdigus
oluline samaaegselt eemaldada erinevatesse ureemiliste {ihendite rithmadesse kuuluvaid
aineid. Koige efektiivsemalt eemaldatakse dialiitisravi kdigus véikeseid vees lahustuvaid

molekule ning koige viheefektiivsemalt valkudega seonduvaid molekule [5][6][32].

Keskmise suurusega ja valkudega seonduvate molekulide eemaldamiseks on kdige
efektiivsem ultrafiltratsioonil pdhinev dialiilisravi ning difusioonil pdhinev dialiiiisravi
sobib paremini viikeste vees lahustunud ainete eemaldamiseks [5][32]. Koige
efektiivsem hemodialiiiisi modaliteet erinevate ainete samaaegseks eemaldamiseks on

difusiooni ja ultrafiltratsiooni koosmoju tdttu HDF [5][6][32].

Valkudega seonduvate ureemiliste toksiinide eemaldamise efektiivsus soltub valkudega
mitte seotud ureemiliste toksiinide vabast osast vereseerumis, mis on vdimeline labi
membraani difundeeruma. Seetottu on sellesse rithma kuuluvate ureemiliste toksiinide
eemaldamine koige keerukam [33]. Valkudega seonduvate ureemiliste toksiinide
eemaldamise efektiivsuse suurendamiseks dialiiisil on viimastel aastatel hakatud
uurima ureemiliste toksiinidega valkudega seondumisel konkureerivaid iihendeid, mida

patsientidele dialiitisravi kdigus manustada [33][34][35].
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2.4 Aminohapped ja nende eemaldamine dialiiiisiga

Aminohapped on inimesele rasvade ja siisivesikute korval tdhtsaimad toitained.
Aminohappeid kasutatakse substraadina peptiidide, valkude ning elutdhtsate
biomolekulide siinteesimiseks vOi energia saamiseks kataboolsete protsesside kaudu

[36][37].

Aminohapped on vajalikud rakkude ja keha fiisioloogiliste protsesside normaalseks
toimimiseks, niiteks osalevad aminohapped vOi nende derivaadid immuunsiisteemi
funktsioneerimise tagamises, rakkudevahelises signaaliiilekandes ning on vajalikud

hormoonide ja nukleotiidide siinteesimiseks [37].

Erinevatel aminohapetel on eraldiseivad katabolismirajad, kuid 10plik aminohapete
oksiideerumine toimub kdigil aminohapetel tsitraaditsiiklis [36]. Mitmed aminohapete
katabolismi kdigus tekkinud metaboliidid on seejuures ureemilised toksiinid, nt uurea,
kusihape, ammoonium voi ureemiliste toksiinide eelithendid, nt indool ja p-kresool
[29][36][38][39]. Lisaks inimesepoolsele aminohapete metabolismile sdltub
aminohapete metabolismiga tekkivate ureemiliste toksiinide hulk ja koostis soolestiku
mikroobikooslusest [38].

Eluks vajalikud aminohapped saab inimene valkudena s6ogist. S66gist omastatakse 20
erinevat, standardse geneetilise koodi alusel siinteesitavat aminohapet, millest 9 on
asendamatud aminohapped: feniitilalaniin, histidiin, isoleutsiin, leutsiin, lisiin,
metioniin, treoniin, triiptofaan, valiin ja 11 on asendatavad aminohapped: alaliin,
arginiin, aspartaat, tlisteiin, glutamaat, glutamiin, gliitsiin, proliin, seriin, asparagiin
[37][40]. Aminohapete kontsentratsiooni veres mojutab dieet, sugu, vanus, metabolism
ning genotiitip [40][41]. Dieedi kdige suuremat moju on tiheldatud liisiini, metioniini,

triiptofaani, alaniini, tiirosiini ja gliitsiini kontsentratsioonile vereseerumis [40].

Vereplasma aminohapete kontsentratsiooni reguleerivad homdostaatiliselt mitmed
hormoonid: insuliin, insuliinisarnane kasvufaktor-1, kasvuhormoon, gliikkagoon,
kortisool, parathormoon, jt [3][41]. Aminohapete hulka veres reguleeritakse verre
eralduvate ja verest eemaldatavate aminohapete hulga kontrollimisega. Aminohapped
eralduvad verre seedimise kidigus, valkude lagundamisel ning rakkude poolt
vabastamisel. Aminohapete eemaldamine verest on peamiselt seotult valkude

slinteesiga, aminohapete oksiidatsiooni ja metabolismiga [41].
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Uriiniga viljutatav aminohapete hulk on seejuures tiithine, esmauriini eritatud

aminohapetest resorbeerub verre tagasi 99% aminohapetest [42].

KNP diagnoosiga kaasnevad enamasti pdletikulised haigused, hormonaalsed hiired,
metaboolne atsidoos ja alatoitumine, mis koik pdhjustavad suurenenud valkude
katabolismi, energiavarude, valkude ja aminohapete koguse vahenemist kehas, inglise
keeles protein energy wasting [3][43][44][45].

Veres normaalse aminohapete kontsentratsiooni tagamiseks suurendatakse sellises
olukorras skeletilihaste katabolismi, mis on keha suurim aminohapete reservuaar [46].
Sellega tagatakse kehas elutdhtsate fiisioloogiliste protsesside toimine, mis vajavad
aminohappeid [37][47][48]. Pikaajaliselt suurenenud valkude katabolismiga kaasneb
KNP-ga patsientidel lihaste atrofeerumine, vaimse tervise halvenemine, elukvaliteedi

langus ning suureneb suremus [3][49][50][51].

Ka hemodialiitisravi suurendab eraldiseisvalt dialiiiisravi saavatel patsientidel valkude ja
aminohapete koguse vidhenemist kehas. lga dialiiiisiseansi kdigus eemaldatakse
hemodialiiiisiga patsiendi kehast lisaks ureemiliste toksiinidele ka peptiide, valke ja
ligikaudu 6 — 15 g veres vabalt olevaid aminohappeid soltuvalt raviseadistustest ja
modaliteedist [3][52]. Samuti muutub aktiivsemaks lihaste ja valkude katabolism
[44][48].

Valkude ja aminohapete kadude kompenseerimiseks soovitatakse dialiiiisravil olevatele
patsientidele dieeti, mille valgusisaldus on 1,2 g/kg ja energiasisaldus 30-35 kcal/kg
tihes paevas patsiendi kehakaalu kohta [47][53]. Soovitusliku valgu- ja energiakoguse
tagamiseks voib kasutada toidule lisaks toidulisandeid ja dialiiiisi ajal intravenoosselt
infuseeritavaid toitainetega infusioonilahuseid [54][55]. Samas tuleb viltida liigset
valkude ja aminohapete tarbimist, et véltida ililemédrast uurea ja teiste ureemiliste
toksiinide teket [36][37][56]. Ameerika Uhendriikides libiviidud uuringus, millega
jalgiti 2 aasta viltel dialtiisravil olevate patsientide dieeti, leiti, et soovitusliku
valgusisaldusega dieedist vdiksema < 0,8 g/kg ja suurema > 1,4 g/kg valgusisaldusega

dieet on seotud suurenenud patsientide suremusega [57].
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2.5 Triiptofaan ja triiptofaani metaboliidid

Triiptofaan (Trp) on iiks iiheksast asendamatust aminohappest, mille molekulmass on
204 Da ning mida inimese organism iseseivalt ei produtseeri ja seega tuleb seda toidust
omastada [36][37]. Trp on valkude koostises koige harvemini esinev aminohape
[40][58][59].

Trp-i paevane soovituslik dieedist saadav kogus on tervetel tdiskasvanutel 4 mg/kg
kehakaalu kohta [58]. Inimorganism kasutab Trp-i peamiselt valkude ja peptiidide
sunteesimiseks, kuid samuti eelithendina mitmete biomolekulide siinteesimiseks
[59][60]. Vorreldes tervete inimestega on hemodialiiiisravi saavate patsientide Trp-i tase

vereplasmas {ile kahe korra védiksem ning Trp-i metaboliitide tase kdrgem
[40][61][62][63][64].

Trp-i  puudus organismis pdhjustab patoloogilisi seisundeid nérvisiisteemis,
immuunsiisteemis, seedeelundkonnas ja muudes elundkondades [59][60]. Trp-i
Kliinilise olulisuse tdttu on Trp-i kontsentratsiooni madramiseks biovedelikes vilja

tootatud mitmeid meetodeid [65].

Teistest aminohapetest eristub Trp korvalahela kaudu, mis sisaldab fluorestseeruvat
aromaatset indoolijaaki [60][66][67]. Lisaks Trp-le fluorestseeruvad aromaatsed
aminohapped tiirosiin ja feniiiilalaniin, mille emissioonispektrid osaliselt kattuvad.
Neutraalse pH-ga vesilahuses on Trp-le omane valguse maksimaalne neeldumine
lainepikkusel A = 280 nm ja emissioon lainepikkusel A = 350 nm. Nimetatud
lainepikkustel on Trp aminohapetest domineerivaim fluorofoor [66][68]. Samuti on Trp
ainus aminohape, mis seondub transportervalgu albumiiniga [41][60][69]. Tervetel
inimestel on ligi 80 — 90% vereplasmas olevast Trp-st aloumiiniga seondunud [63][70].
Sellest tulenevalt on vereplasmast rakkudele Kkéttesaadav ainult albumiiniga

mitteseondunud Trp-i osa (edaspidi vaba Trp) [41][69].

Trp-i katabolism kehas toimub inimese keharakkude ning soolestiku mikrofloora
vahendusel. Eristatakse kolme ensiiiimide ja metabolismiproduktide poolest erinevat
Trp-i metabolismirada [59][71]. Inimese soolestikus kataboliseeritakse ligikaudu 95%
Trp-st kiinurenriini metabolismiraja kaudu, mille kdigus lagundatakse Trp-i indoolrithm,
4 — 6% indoolide metabolismiraja kaudu, mis on omane ainult soolestiku mikrofloorale
ja 1 —2% serotoniini metabolismiraja kaudu [59][60][64][71].
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Kuigi Trp-i katabolismi kiigus tekib metaboliite, mis on vajalikud elutdhtsate
biomolekulide, nt serotoniini, melatoniini, niatsiini, siinteesimiseks, on mitmed Trp-i
metabolismi vahe- ja 16pp-produktid ureemilised toksiinid vdi nende eelithendid
[60][64]1[72][73].

Trp-i metabolismiga seotud ureemilistest toksiinidest on enim késitletud indoolide
derivaate, mis vereplasmas valkudega seonduvad ja on dialiilisraviga raskesti
eemaldatavad [30][38][73][64]. Seejuures fluorestseeruvad indooliriihma sisaldavad
Trp-i metaboliidid sarnaselt Trp-le [10]. Kéesolev t66 keskendub Trp-i metaboliitidele
indokstiiil-3-sulfaat ja indool-3-dddikhape, mis on dialiiisi kdigus peamised verest
heitdialiisaati eemaldatavad fluorofoorid Trp-i kdrval ergastuslainepikkusel A = 280 nm

ja emissiooni lainepikkusel A = 350 nm [10].

Molekulmassiga 213 Da indoksiiiil-3-sulfaat on valkudega seotud ureemiliste toksiinide
markeraineks ning kdige enim uuritud ureemiline toksiin Trp-i metaboliitidest [29]. IS-i
eelithendiks on indool, mis tekib Trp-i lagundamisel soolestiku mikrobioomile omases
indoolide metabolismirajas [64]. Soolestikust absorbeerub indool verre, mis maksa
transpordituna esmalt indoksiiiiliks oksiideeritakse ja sulfoneerimise jarel indoksiiiil-3-
sulfaadiks metaboliseeritakse [74]. Viiksem osa indoksiiiilist konjugeeritakse seejuures
maksas gliikkuroonhappega ja tekib indoksiiiilgliikuroniid [74]. 1S on veres ligi 90%
ulatuses albumiiniga seondunud, mis raskendab IS eemaldamist hemodialiiiisiga
[75][76]. Suurenenud IS-i kogus veres pohjustab kardiovaskulaarseid probleeme,
pdletikku ning neerukahjustusi [29][31][64][75].

Molekulmassiga 175 Da indool-3-dadikhape (IAA) on ureemiline toksiin, mida
produtseeritakse peamiselt soolestiku mikrofloora poolt indoolist ning vdiksemal méaéral
inimorganismi kudedes triiptamiinist [64][77][78]. Sarnaselt indoksiiiil-3-sulfaadile
pohjustab  korge IAA  kontsentratsioon veres sama mehhanismi  kaudu
kardiovaskulaarseid ja pdletikuga seotud probleeme [29][64], lisaks sellele inhibeerib
IAA jiadkainete metabolismi [64]. IAA seondub samuti veres albumiiniga, kuid ligi 70%
ulatuses [76].

Dialtiiisravi eesmark on ureemilised toksiinid kehast eemaldada, viltides samal ajal
kehale vajalike lihendite eemaldamist. Dialiilisravi eesmarkide tditmise jélgimiseks

tuleb seega hinnata eemaldatud ureemiliste toksiinide kogust ja eemaldamise tGhusust.
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2.6 Hemodialiiiisravi kvaliteedi hindamine

Dialiitisravi tShusust ja ravidoosi hinnatakse markermolekulide eemaldamise jargi
hemodialiiiisil. Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) kliiniliste juhiste
jargi soovitatakse hemodialiilisi kvaliteeti hinnata védhemalt korra iihes kuus

vereproovide alusel [4].

Ajalooliselt on dialiiiisravi doosi ja kvaliteedi méaramisel markermolekulina enim
kasutatud uureat [7], mis on valkude katabolismi 16pp-produkt ning kdige suuremas

koguses kehasse kogunev ureemiline toksiin [29][30][37].

Kodige kasutatavam dialiiiisi kvaliteedi hindamise parameeter on uurea eemaldamisel

pohinev Kt/V [4][79], mis arvutatakse jargnevalt:

Kt _ C,
— =In=t, (1)

kus K on dialiisaatori uurea eemaldamise efektiivsus [ml/min], t dialiiiisi kestus
minutites, V patsiendi kehavedeliku hulk [mL], Co ja Ct on vastavalt uurea
kontsentratsioon veres dialiilisieelselt ja dialiitisi 16pus [mmol/L]. KDOQI soovituslik

dialtiiisiseansi Kt/V véirtus on 1,4 [4].

Koige lihtsam on dialiiiisravi doosi hinnata dialiiiisi kdigus eemaldatud uurea ainehulga
jargi algkontsentratsiooni suhtes, inglise keeles removal rate (RR) [5][80], mis

arvutatakse jargnevalt:

Co — G

RR =
Co

X 100 %, (2)

kus Co on uurea kontsentratsioon veres dialiilisieelselt ja Ct uurea kontsentratsioon

dialtiiisi 16pus [mmol/L].

Lisaks vereproovidel pohinevatele kaudsetele meetoditele on dialiilisravi kvaliteeti
voimalik hinnata otseselt heitdialiisaadis olevate ainete kontsentratsiooni alusel [81].
Uks selline parameeter on dialiiiisi kdigus eemaldatud ainete koguhulk, inglise keeles

total removed solute (TRS).
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TRS leitakse jargmise valemiga [5]:
TRS = V¢ X Cr, 3

kus VT on dialiitisi véltel tekkinud heitdialiisaadi koguruumala [L] ning Cr ureemilise

tihendi keskmine kontsentratsioon heitdialtisaadis [mmol/L].

Kuigi uureal pohinevate parameetrite kasutamine aitab hinnata dialiitisravi doosi, ei saa
uureal pohinevate parameetrite pohjal teha jareldusi dialiitisi kogukvaliteedi kohta
[7]1[81], sest uurea eemaldamise kineetika erineb valkudega seotud ja keskmise
suurusega ureemiliste {ihendite eemaldamise kineetikast [5][6][7][32]. Samuti on
probleemne pikk ajaperiood, mille jarel hemodiaaliiiisi ravidoosi hinnatakse, millest
tulenevalt puudub informatsioon iiksikute dialiiisiseansside ravi kvaliteedi kohta [81].
Seetottu on hemodialiitisi kvaliteedi hindamisel efektiivsem kasutada optilisi meetodeid,
mis voimaldavad jdlgida reaalaajas erinevate ureemiliste toksiinide eemaldumist

heitdialiisaati dialiilisiseansi kéigus [8][9].

Hetkel igapdevases Kliinilises praktikas kasutatavad optilised sensorid voimaldavad
jalgida viikeste vees lahustuvate molekulide eemaldamist heitdialiisaati Kusihappe
ultravioletse kiirguse (UV) neelduvuse jargi, millest on voimalik tuletada Kt/V véartus
[82][83]. Erinevate ureemiliste toksiinide rithmadesse kuuluvate {ihendite eemaldamise
samaaegseks jilgimiseks arendatakse Optofluid Technologies OU poolt UV-
neelduvusel ja fluorestsentsil pohinevat multikomponentset sensorit [8][9][10][84].
Seejuures on heitdialiisaati eemaldatud valkudega seonduvate molekulide fluorestsents
ergastuslainepikkusel A = 280 nm ja emissioon lainepikkusel A = 350 nm peamiselt
tingitud Trp-st ja Trp-i metaboliitidest [10], millest tulenevalt on heitdialiisaadi
fluorestsentsi modtmine mainitud lainepikkustel suure potentsiaaliga valkudega
seonduvate molekulide eemaldamise koguse hindamiseks dialiiiisiseansi kéigus.
Fluorestsentsisignaali interpreteerimiseks on aga oluline moista nende iihendite
eemaldamist verest heitdialtisaati dialiilisiseansi kédigus ning dialiiiisraviseadistustest

tulenevat mdju nende ainete eemaldamisele.
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2.7 Ureemiliste toksiinide analiiiisimeetodid

Ureemiliste toksiinide analiiiisiks laboratoorses diagnostikas on palju erinevaid
meetodeid, nt kromatograafia, spektrofotomeetria, fluoromeetria, kemoluminomeetria,
nefelomeetria, radioimmunomeetria, tuuma magnetresonantstomograafia, massi
spektromeetria, ensiimaatilised, immuno- ja elektrokeemilised meetodid. Ureemilise
toksiini analiiisiks meetodi valimisel ldhtutakse meetodi spetsiifilisusest uuritava

ureemilise toksiini suhtes ning modtetapsusest [31][85].

Kuivord kasutatavast meetodist sdltub ureemiliste toksiinide kvantifitseerimise tapsus,
peavad rutiinses kliinilises praktikas kasutatavad meetodid olema sobilikud koikide

patsientide jaoks ning tépselt defineeritud [85].

Koige enam rutiinselt analiitisitud ureemiline toksiin on uurea [4][79]. Uurea koguse
médramisel  kasutatakse  pohiliselt ensiimaatilise = meetodiga  kombineeritult
spektrofotomeetriat ning harvem elektrokeemilisi meetodeid nagu konduktomeetria voi
potentsiomeetria [86][87][88][89]. Uurea koguse middramiseks kasutatakse uurea
spetsiifilist ensiiimi ureaas, mis kataliilisib uurea lagunemist ammooniumiks ning
stisihappegaasiks [86][87][88]. Tekkinud ammooniumioonid suurendavad uuritava
bioevedeliku juhtivust ning vdimaldavad seeldbi uurea kontsentratsiooni hinnata [89].
Spektrofotomeetriat kasutades lisatakse ensiiiimreaktsiooni produktide varvimiseks
lahusesse  keemilisi  reagente  [86][87][88].  Ensiimaatiliste  reaktsioonide
substraadispetsiifilisus tagab enslimaatiliste meetodite hea mdotetdpsuse uurea koguse

suhtes (variatsioonikordaja < 5%) [90][91][92].

Kéesolevas t66s uuritud indoolide derivaatide IS ja IAA analiiiisiks kasutatakse
peamiselt kdorgsurvevedelikkromatograafiat, kuid molema jaoks on olemas ka
ensiimaatilise meetodiga kombineeritud spektrofotomeetrilised meetodid [31][92][93].
Viimased on rutiinsetes analiiiisides lihtsamini rakendatavad ja odavamad, kuid
véihetdpsemad [92][93]. Lisaks paremale modtetdpsusele voimaldab
korgsurvevedelikromatograafia médrata indoolide derivaate samaaegselt iihest proovist
ning vdhendada seeldbi erinevate analiiliside arvu ja selle kdigus tekkivaid vigu [10]

[94].
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2.8 Korgsurvevedelikkromatograafia

Korgsurvevedelikkromatograafia, inglise keeles high-performace liquid cromtography,
(HPLC) on meetod ainete lahutamiseks, detekteerimiseks ja kvantifitseerimiseks ainete
segust. Ainete lahutamiseks kasutatakse statsionaarset faasi, mida kdrgel rShul 1dbib
vedel mobiilne faas ehk eluent, millega kantakse ainete segu ldbi statsionaarse faasi
[95]. Statsionaarse faasina kasutatakse kromatograafilisse kolonni maatriksina lisatud
peeneteralisi osakesi diameetriga <5 um, mis tekitavad suure mehaanilise takistuse
kdorgel rohul kolonni 1dbivale mobiilsele faasile ja selles olevatele ainetele [95][96].

Analiitidi ja statsionaarse faasi interaktsioonide tugevusest soltuvalt libivad mdoned
ained statsionaarset faasi kiiremini kui teised, mille tottu toimub ainete segu
komponentide lahutamine [97]. Kromatograafiasiisteemi konkreetse aine lahutamise
selektiivsus ja efektiivsus soltub peamiselt kolonni maatriksi omadustest: polaarsusest,
hiidrofoobsusest, ioonsusest, poorsusest ja struktuurist [95][96][98]. Erinevate
keemiliste ja fiitisikaliste omadustega ainete samaaegseks efektiivseks lahutamiseks on
voimalik kasutada mitut jarjestikust kolonni vai eluendina mitme lahusti siisteemi [98].
Ligi 90% HPLC analiiiisidest tehakse mittepolaarsete poordfaasi kolonnidega, mille
korral kasutatakse eluendina polaarset vee ja mone orgaanilise lahusti, nt metanooli voi

atsetonitriili, segu [96].

HPLC analiiiside tegemiseks kasutatava kromatograafi pShikomponendid on pump,
proovisisesti, kromatograafiakolonn, detektor ning arvuti (Joonis 2, Ik 26).
Kromatograafi pumba ecesmirk on tagada pidev ihtlane eluendi vool 1dbi
kromatograafilise kolonni korgel rohul kuni 1300 bar-i [99]. Pumbad tekitavad
gradiente ka mitmest erinevast lahustist, mis lubab kasutada kompleksseid meetodeid
ainete lahutamiseks [99]. Proovisisesti siistib uuritava proovi kapillaari, kust proovis
sisalduvad ained eluendiga kromatograafilisse  kolonni  suunatakse  [99].
Kromatograafilist kolonni hoitakse konstantsel temperatuuril ning seal toimub ainete
lahutamine sdltuvalt kolonni, eluendi ja analiiiidi interaktsioonidest [96][97]. Kolonnist
valjunud ained maédratakse ja kvantifitseeritakse detektoriga ning saadud andmeid

toodeldakse arvutiga, mis kontrollib iihtlasi kromatograafi t66d.
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Joonis 2. Kdrgsurve vedelikkromatograafia siisteemi pdhikomponendid. Pump tagab pideva eluendi voolu
1abi kromatograafilise kolonni. Proovisisesti suunab analiilisitava proovi eluendiga kromatograafilisse
kolonni, kus proovis sisalduvad ained teineteisest lahutatakse. Kolonnist viljunud aine detekteeritakse
nditeks UV-VIS detektoriga ning saadud andmeid t66deldakse arvutis ([97] jargi).

Kromatograafilisest kolonnist véljunud lahutatud ainete detekteerimiseks ja
kvantifitseerimiseks kasutatakse pohiliselt optilisi meetodeid ja massispektromeetriat,
[97][99]. Ko&ige levinumad on ultravioletse ja ndhtava valguse (UV-VIS)
spektrofotomeetrilised detektorid, mis on odavad ning universaalsed [100]. UV-VIS
fotodioodrivi detektorid vdimaldavad modta ainete valguse neeldumist terve ndhtava
valguse spektri ulatuses samaaegselt [101]. Kuigi fluorestsentsdetektorid, mille
kasutamine eeldab konkreetsete ergastuslainepikkuste eelnevat defineerimist, on
tundlikumad kui UV-VIS spektrofotomeerid, siis on fluorestsents omane vihestele
biovedelikes leiduvatele komponentidele [97][100]. Selle omaduse eclisena vdib ndha

suuremat selektiivsust.

Koik kéesolevas to6s uuritavad Trp-i metaboliidid ja Trp on fluorestsentsdetektoritega

tuvastatavad ja kvantifitseeritavad [100].

Kuna optilised meetodid on mittedestruktiivsed, saab kromatograafiasiisteemis mitut
jarjestikust  optilist  detektorit kasutada. Optiliste  detektorite jérele vdOib
kromatograafiasiisteemi lisada ka massispektromeetri, millega Saab ioniseeritavaid

tthendeid tdiendavalt massi ja laengu suhte kaudu detekteerida [97][98][100].

26



Spektrofotomeetriliste detektoritega ainete kvantifitseerimise aluseks on Bouguer’-
Lambert-Beer’i seaduspédrasus, mille jargi on uuritava lahuse valguse neelduvus A(1)
vordne aine kontsentratsiooni ¢ [M], optilise teepikkuse d [cm] ja molaarse

neeldumisteguri ¢ [cm™ M] korrutisega lainepikkusel A.
A1) =log2= e() x ¢ xd, (4)

lo on modtekambrile ja selles olevale proovile langeva valguse intensiivsus [W] ja |
valguse intensiivsus pédrast mdotekambris oleva lahuse ldabimist [W]. Seejuures
muutuvad eri lainepikkustel ainete neeldumistegurid ja seega ka kogu lahuse neelduvus
[101]. Lineaarse soltuvuse sdilimiseks aine kontsentratsiooni ja valguse neelduvuse
vahel ei tohi mdddetavas lahuses oleva uuritava aine kontsentratsioon iiletada kriitilist
piiri. Liiga kdrge kontsentratsiooniga lahustes voivad ained hakata dimeriseeruma ja

omavahel sidemeid moodustama, mis muudab ainete molaarset neeldumistegurit [101].

Fluorestsentsi intensiivsus Ir [W] on proportsionaalne fluorofoori kvantsaagise ¢,
fluorofoori molaarse neeldumisteguri ¢ [cm? M™] ning valguse intensiivsuse lex

korrutisega ergastuslainepikkusel A [W].
I @ X&) X Iy, (5)

Fluorestsentsi mootmise puhul tuleb arvestada voimaliku sisefiltri efektiga, mis mojutab
fluorestsentsi intensiivsuse ja fluorofoori kontsentratsiooni vahelist funktsionaalset
lineaarset soltuvust. Primaarse sisefiltri efekti korral neelavad lahuses olevad
kromofoorid valguse ergastaval lainepikkusel, mille tdttu vdheneb fluorofooride
ergastamine. Sekundaarse sisefiltri efekti korral fluorofooride emiteeritud kiirgusest osa
neeldub lahuses olevates kromofoorides. Sellest tulenevalt hinnatakse reaalset lahuses
olevat fluorofooride kontsentratsiooni madalamalt. Sisefiltri efektist tingitud modtevigu
on vodimalik vdhendada matemaatiliste meetoditega voi efektiivse kromofooride ja

fluorofooride lahutamisega kromatograafiakolonnis [102].
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3 T00 eesmark

Kéesoleva magistritod eesmark oli hinnata dialiitisravi m&ju Trp-i ja Trp-i metaboliitide
eemaldamisele kroonilise neerupuudulikkusega patsientide ravil dialiitisravi seadistuste
ja modaliteedi pohiselt. T66 kéigus prooviti vastata jargnevatele kiisimustele: milline on
Trp-1, 1S-i ja IAA omavaheliste kontsentratsioonide seos? Kuidas mojutab dialiiiisravi
Trp taset veres? Kuidas eemalduvad verest Trp-i metaboliidid dialiiiisravi ajal eri
modaliteetide ja raviseadistuste korral? Kuidas muutub veres valkudega seotud ja

vabade ureemiliste toksiinide suhe dialiiiisi kdigus?

T66 hiipotees oli, et Trp-i ja Trp-i metaboliitide eemaldamise efektiivsus ja tasemete

muutus dialiilisravi kdigus soltub dialiilisravi seadistustest.
To60s piistitati jargnevad iilesanded:

1) madrata HPLC abil Trp-i ja Trp-i metaboliitide kontsentratsioonid dialiitisravi valtel

kogutud vere- ja heitdialiisaadi proovides;

2) arvutada verest ainete eemaldumise suhted algkontsentratsiooni osas erinevatel

ajapunktidel voetud proovide alusel;
3) leida verest eemaldatud ainete koguhulk;

4) leida Trp-i, 1S-i ja valkudega seondumise méar veres erinevatel ajapunktidel voetud

proovide alusel,

5) hinnata tulemuste statistilist olulisust.
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4 Metoodika

4.1 Patsientide valim ja dialiiiisravi seadistused

Kéesolev magistritod pohineb OLDIAS 2 [11] kliinilise uuringu kdigus kogutud vere- ja
heitdialiisaadi proovide dialiitisijargsel analiiisimisel korgsurvevedelik
kromatograafiga. Kliinilise uuringu iilesehitust on tépsemalt kirjeldatud magistritdo
ettevalmistamise kaigus tehtud katsete tulemuste ja nende analiiiisi pohjal avaldatud

teadusartiklis [12].

Uuringus osales 78 erinevat patsienti (vt Tabel 1), kellele teostati neli erineva
raviseadistuse ja modaliteediga dialiitisiseanssi (vt Tabel 2, Ik 30). Dialiiiisiseansid

teostati jarjestikustel nddalatel nddala keskmise dialiiiisina.

Kliinilises uuringus osalenud 78 patsienti jaotusid nelja erineva dialiilisikeskuse vahele
jargmiselt: 22 patsienti Tallinn, Eesti (keskus 1); 21 patsienti Linkoping, Rootsi (keskus
2); 15 patsienti Gent, Belgia (keskus 3); 20 patsienti Madrid, Hispaania (keskus 4) [12].

Tabel 1. Uuringus osalenud patsientide valimi kliinilised andmed. Keskvéairtused on esitatud mediaani ja
alumise ning tilemise kvartiili vahemikuna [12].

Parameeter Viirtused

Sugu 60 mehed, 18 naised

Vanus aastates 66 (54 —76)

Kehamassiindeks, kg/m? 25,7 (23,1 - 29,8)

Ultrafiltratsiooni ruumala, mL 2200 (1500 — 3000)

Residuaalne diurees, n (%) 30 (38%).

Dialiiiisi ligipads, n natiivne fistul (64), siirdatud fistul (11), kateeter (3)
Dialiitisi staaz kuudes 37 (17-73)

Patsientide uuringusse sobivuse kriteeriumiteks oli vanus > 18 aasta, hemodialiiiisi
sagedus kolm korda nédalas kestusega 3,5 — 4,5 h seansi kohta, verevool ldbi fistuli >
300 mL/min, arstide poolt hinnatud eeldatav eluiga iile kuue kuu ning nakkushaigustele

ja akuutsusele viitavate siimptomite puudumine [12].
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Ureemiliste toksiinide ja Trp-i eemaldamise efektiivsuse uurimiseks dialiiiisravil
kasutati jargnevaid modaliteete ja raviseadistusi (vt Tabel 2): “Standard” dialiitisravi,
mis oli patsiendile Kkliiniliselt méadratud rutiinselt rakendatav ravi; “LowHD” oli
minimaalsete dialiilisiseadistustega tavapiarane hemodialiiisravi; “MediumHDF”
tldiselt keskmiste vidadrtustega, aga diallisaatori efektiivpindala ning dialiisaadi (d) ja
verevoo (V) suhte osas (Qd/Qv) suurima raviseadistusega dialiiiisravi; “HighHDF” oli
suurimate raviseadistusega dialiilisravi dialiisaatori efektiivpindala ning asendatud

vereplasma ruumala (Vs) osas [12].

Tabel 2. Ureemiliste toksiinide eemaldamise efektiivsuse analiitisimiseks kasutatud raviseadistused ja
modaliteedid. Dialiiiisravi kdigus kasutatud filtrite tiiiibid ning nende membraanide efektiivsed pindalad
on kirjeldatud tabeli allmérkusena.

Raviseadistus Standard LowHD MediumHDF | HighHDF
Modaliteet HD/HDF HD HDF HDF

Vs, L 23,0+3,5 0 16,4+3,0 24,6 +4,0
Aeg, min 240 240 240 240

Qv, mL/min 323 +£40 200+ 10 306 + 62 378 + 30
Qd, mL/min 458 + 63 301 £ 11 793 £ 57 793 + 47
Filtri pindala !, m? 1,90+020 |1,62+0,19 |213+0,13 2,13+0,14
Dialiitisiseansse kokku n=78 n=78 n=78 n=78

1 “Standard”: FX60 (n = 6), FX80 (n = 6), FX800 (n = 30), FX1000 (n = 12), Polyflux210H (n = 12),
Solacea 19H (n = 1), Elisio-19H (n = 9). “LowHD”: Lo15 (n = 20), FX60 (n = 37), FX1000 (n = 1),
Revaclear300 (n = 19), Solacea 15H (n = 1). “MediumHDF”: FX800 (n =9), FX1000 (n =56),
Polyflux210H (n =12), Solacea 21H (n =1). “HighHDF”: FX800 (n =11), FX1000 (n =56), Solacea 21H
(n =1), Polyflux210H (n =10). Dialiisaatorite membraanide efektiivsed pindalad olid jargnevad: FX60 1,4
m2, FX80 1,8 m?, FX800 1,8 m?, FX1000 2,2 m?, Solacea 15H 1,5 m2, Solacea 19H 1,9 m?, Solacea 21H
1,9 m?, Elisio 19H 1,9 m?, Polyflux 210H 2,1 m?, Revaclear 300 1,4 m?, Xevonta LO 15 1,5 m?.

Hemodialiiiis teostati 76 patsiendile Fresenius 5008 seadmega (304 dialiiiisi), iihele
patsiendile Fresenius 4008 seadmega (4 dialiiiisi) ja lihele patsiendile Fresenius 6008

seadmega (4 dialiiiisi) (Fresenius Medical Care, Saksamaa) [12].
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4.2 Analiiiisitavad proovid

Ureemiliste toksiinide eemaldamise efektiivsuse hindamiseks dialiiiisravil koguti
dialiiiisi viltel patsiendilt vereproove ning dialiiiisimasina dravoolutorust heitdialiisaadi

proove.

Vereproovid koguti vahetult enne dialiitisi algust (0 minuti proov), 60. minutil parast
dialiitisi algust (60 minuti proov), dialiiiisi 16pus (240 minuti proov) ning 30 minutit
parast dialiitisi 10ppu (30 post proov). Koik vereproovid voeti arteriaalsest vereliinist

enne dialiisaatori ldbimist [12].

Heitdialiisaadi proovid koguti dialiilisimasina dravoolutorust 7.; 60.; 120. ja 180. minutil
pérast dialiiiisi algust ning dialiiisiseansi 16pus 240. minutil. Lisaks koguti terve
dialiitisiseansi kéigus tekkinud heitdialiisaat suurde tanki dialiiiisi kdigus eemaldatud
ureemiliste toksiinide ja Trp-i koguhulga méddramiseks. Dialiiiisiseansi 10pus tank

kaaluti ning heitdialiisaati segati hoolikalt, mille jérel voeti tankist proov [12].

Koik dialiitisiseansi ajal kogutud proovid jagati kaheks alikvoodiks, millest iiks alikvoot
saadeti kohalikku kliinilisse laborisse standardsete analiiliside teostamiseks ning teine

alikvoot Tallinna Tehnikaliilikooli kidesoleva magistrit66 raames analiiiisimiseks [12].

Parast vereproovide kogumist hoiti vereproove koaguleerimiseks 30 minutit
toatemperatuuril  ja  tsentrifuugiti  seejarel 2-16KL  tsentrifuugiga (Sigma-
Laborzentrifugen, Saksamaa) 20 min 11192 kiikrootoriga 3000 g juures. Keskuses 1
transporditi {iiks tsentrifuugitud veretuub Kkliinilisse laborisse analiilisiks ning teine
Tallinna Tehnikatilikooli, kus tsentrifuugitud vereproovist eemaldati seerum. Keskustes
2, 3 ja 4 eraldati tsentrifuugitud, Tallinna Tehnikatilikooli saadetavast, vereproovist
vereseerum, mis pipeteeriti 2 mL kriiotuubidesse ning hoiustati sarnaselt heitdialiisaadi
proovidele ultrasiigavkiilmikus (-75 °C) enne Tallinna Tehnikaiilikooli analiilisimiseks
saatmist. Tallinna Tehnikaiilikoolis proovid sulatati ning t66deldi sarnaselt keskuses 1
kogutud proovidega HPLC abil Trp-i ja Trp-i metaboliitide koguse madramiseks
proovides [12].

31



4.3 Vereseerumi- ja heitdialiisaadi proovide ettevalmistus

Vereseerumis ureemiliste toksiinide ning Trp-i koguhulga ja valkudega mitteseondunud
vaba osa kontsentratsiooni médramiseks HPLC-ga toddeldi vereseerumi proove enne

analiitisimist eraldi kahes grupis [12].

Ureemiliste toksiinide ja Trp-i koguhulga méairamiseks lahjendati seerumiproove 1:3
fiisioloogilise soolalahusega Protein LoBind 1,5 mL tuubides (Eppendorf, Saksamaa) ja
proove homogeniseeriti MS3 keerisseguriga 1 min 1500 rpm (IKA-Werke, Saksamaa).
Seejarel kuumutati proove 30 min UFB400 kuumutusahjus 95 °C juures (Memmert,
Saksamaa) ning kiirjahutati 4 °C vesivannis, millele jargnes tsentrifuugimine 2-16KL
tsentrifuugiga 10 min 37 °C juures 12132 rootoriga raskuskiirendusega 21 900 ¢
(Sigma-Laborzentrifugen, Saksama) denatureerinud valkude sadestumiseks. Saadud
supernatant pipeteeriti filtrile tsentrifuugiga ultrafiltreerimiseks [12].

Valkudega mitteseondunud ureemiliste toksiinide vaba osa méadramiseks seerumiproove
enne ultrafiltreerimist ei toodeldud. Ultrafiltreerimiseks pipeteeriti 400 uL supernatanti
voi vereseerumit Vivacon 30 kDa molekulmassi piiriga filtritele (Sartorius, Saksamaa)
ning tsentrifuugiti 37 °C juures raskuskiirendusega 14 000 g 3 h. Ultrafiltreerimisele
eelnes filtrite 1abipesu 400 pL ultrapuhta veega, mille jaoks filtreid tsentrifuugiti 15 min
raskuskiirendusega 14 000 g 37 °C juures. Ultrafiltreerimise jérel saadud ca 250 pL
filtraadile lisati iks uL. 99% metaanhapet ureemiliste hapete, eriti kusihappe viimiseks
dissotsieerumata vormile. Edasiseks analiitisimiseks HPLC-ga pipeteeriti filtraat 200 pL.
viaalidesse. Filtraadiga viaale hoiustati enne analiilisimist temperatuuril 1°C mitte
kauem kui 72 h. Heitdialiisaadi proovide analiiiisimiseks lisati 5 mL-le heitdialiisaadile
10 uL 99% metaanhapet ning asetati seejirel sarnaselt seerumiproovidele 200 pL

viaalidesse edasiseks analiilisimiseks [12].

4.4 Kasutatud lahused

Puhverlahuste valmistamiseks kasutati ASTM standardi tiiiip 1 ultrapuhast
deioniseeritud vett eritakistusega > 18,2 MQ x cm temperatuuril 25 °C, mis toodeti
poordosomoos veepuhastusseadmega destilleeritud veest (Millipore Synergy UV,
USA). Orgaanilise lahustisegu valmistamiseks kasutati HPLC puhtusklassiga (> 99,9%)
metanooli ja atsetonitriili (Honeywell, USA).
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Teiste t60s kasutatud lahuste tootjad olid jargnevad: metaanhape (Sigma-Adrich, USA),
ammoonium hiidroksiid (Honeywell, USA), fiisioloogilise lahuse valmistamiseks
kasutatud naatriumkloriid (Sigma-Adrich, USA), ammooniummetanaat (VWR
International, Belgia). Kromatograafi kalibreerimiseks kasutatud standardlahused
valmistati etalonainetest puhtusastmega > 98% (Sigma-Adrich, USA). Koikide lahuste
valmistamisel kasutati ainete kaalumiseks analiiitilist kaalu XP205 (Mettler Toledo,

Suurbritannia).

4.5 Ureemiliste toksiinide analiiiis HPL.C-ga

Kromatograafiliste analiiiside l&biviimiseks kasutati Ultimate 3000 korgsurve
vedelikkromatograafi (Thermo Scientific, USA) ning varasemalt vanemteadur Jiirgen
Arundi poolt vilja tootatud metoodikat [100]. Kromatograafisiisteem sisaldas
jarjestikku jargnevaid mooduleid: degasaator SRD-3600, pumbasiisteem DGP-3600 RS,
termostateeritud proovisisesti WPS-3000 TCL, kolonni termostaat TCC-3000 RS,
spektrofotomeetriline fotodiood jadadetektor DAD-3000 RS, fluorestsentsi detektor
FLD-3400 RS. Kromatograafiliste kollonnidena kasutati kahte jérjestikust Poroshell 120
C18 4.6 x 150 mm kolonni ning eelkolonnina Poroshell 120 C18 4.6 x 3 mm, mis olid
termostateeritult temperatuuril 40 °C (Agilent Instruments, USA) [12].

Kromatografeerimisel kasutati eluendina 0,05 M metaanhappe  ja
ammooniumhiidroksiidi puhverlahust, mille pH oli 4,25 (A) ning 0,05 M
ammooniummetanaat metanooli 9:1 suhtega atsetonitriili orgaanilise lahusti (B) segu.
Eluendi voolukiirus oli kromatografeerimise viltel 0,6 mL/min ning eluendi koostist
muudeti kolmeastmelise lineaarse gradiendiprogrammiga. Saadud kromatogramme ja
andmeid toddeldi Chromeleon 7.1 tarkvaraga (Thermoc Scientific, USA) [12].

Kéesolevas to0s kromatograafi kalibreerimiseks kasutatud standardlahused valmistati
vanemteadur Jiirgen Arundi poolt méiératavate ureemiliste toksiinide ja Trp etalonainete
lahustamisega ultrapuhtas vees. Standardlahuseid ultrasonikeeriti 30 min ultrahelivannis
DT 255 H (Bandelin, Saksamaa) etalonainete tdiclikuks lahustamiseks.
Standardlahuseid analiiiisiti seejarel HPLC-ga eeltoodud metoodika jérgi ning
kromatogrammidelt méaratud piikide pindalade ja teadaoleva standardlahuse
kontsentratsiooni abil koostati uuritavatele ainetele kalibreerimiskdverad (vt Joonis 3)
[12].
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Joonis 3. Indoksiiiil-3-sulfaadi  standardlahuste  analiiiisimisel —saadud kalibreerimisgraafik.
Kalibreerimiskdverat kirjeldavat regressioonivdrrandit kasutati ureemiliste toksiinide kontsentratsiooni
midramiseks analiiiisitavates proovides.

T66 kaigus kogutud vere- ja dialiisaadi proovides ureemiliste toksiinide ja Trp-i koguse
madramiseks analiiiisiti ettevalmistatud proove HPLC-ga. Saadud kromatogrammidelt
(vt Lisa 1) madratud ureemilist toksiini iseloomustava piigi pindala ning
kalibreerimiskdvera kaudu leitud regressioonivorrandi  jargi  arvutati  aine
kontsentratsioon uuritavas proovis. Saadud tulemustest koostati andmete edasiseks

analiitisimiseks Exceli andmetabel.

Tulemusi kontrolliti vdoimalike vigade tekkimise suhtes kliinilise labori ja magistritoo
kdigus teostatud analiiliside tulemuste kokkulangevuse jargi. Vead tulenesid valest
proovivotust ja proovide margistamisest. Kromatograafiasiisteemi iilemisest
modtepiirist  kontsentreeritumaid proove lahjendati ning analiiiisi  korrati.
Kromatograafisiisteemi alumiseks modtepiiriks voeti fluorestsentsi signaali-miira suhe
50:1. Koikide analiiiisitavate ainete kontsentratsiooni méadramisel oli fluorestsentsi

signaali-miira suhe suurem kui 50:1 [12].

Koikidele dialiiiisiseanssidele leiti vereseerumi ja heitdialiisaadi ureemiliste toksiinide ja
Trp-i kontsentratsioonide pdhjal valemi 2 (vt Ik 22) jargi erinevates ajapunktides
eemaldatud ainete suhteline hulk RR ning valemi 3 (vt Ik 23) jargi dialiitisiseansi kdigus
eemaldatud ainete koguhulk TRS. Seejuures eeldati, et heitdialtiisaadi keskmine tihedus
tankis on 1,008 + 0,001 kg/L [12][103].
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Valkudega seondunud Trp-i, IAA ja IS-i osakaal ainete koguhulga suhtes leiti jargneva

valemi jérgi:

Ck - Cv

X 100 %, (6)

kus PB (protein bound percentage) on valkudega seondunud aine osakaal protsentides,
Cv on aine vaba osa kontsentratsioon ja Ck on aine koguhulga kontsentratsioon kindlal

ajapunktil voetud proovis.

Andmet6otluseks ning tulemuste statistiliseks hindamiseks kasutati MATLAB R2019b
tarkvara (Mathworks, USA). Excelist andmete sisse lugemiseks MATLAB-iI kasutati
vanemteadur Kristjan Pilt poolt kirjutatud algoritmi. Ureemiliste toksiinide ja Trp-i
kontsentratsioonide =~ omavahelise  sOltuvuse  hindamiseks  teostati  lineaarne
regressioonanaliiiis Pearsoni korrelatsioonikordaja r médaramiseks. Statistilise olulisuse
hindamiseks kasutati sama patsiendi parameetrite vordlemisel paariviisilist ja erinevate
patsientide vahel vordluse tegemiseks mittepaarilisi kahepoolseid Studenti t-teste.

Statistiliseks oluliseks loeti tulemused, mille p <0,05 [12].
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5 Tulemused

Too kaigus madrati Trp-i ja Trp-i metaboliitide kontsentratsioon iile 3000
heitdialiisaadi- ja  vereproovis. Jargnevalt on  Kirjeldatud 78 patsiendi
(vt Tabel 1, Ik 29), kelle mediaanvanus oli 66 aastat ning kellest 77% olid mehed,

andmete analiiiisil pohinevaid tulemusi.

5.1 Triiptofaani ja triiptofaani metaboliitide dialiiiisieelsed tasemed ja

omavahelised seosed

Tabel 3 esitab eri dialiitisikeskuste patsientide dialiiiisieelsed keskmised Trp-i ja Trp-i

metaboliitide vaba osa ja koguhulga kontsentratsioonid [12].

Tabel 3. Patsientide dialiiiisieelsed ureemiliste toksiinide ja Trp-i kontsentratsioonid veres. Trp-i ja Trp-i
metaboliitide kontsentratsioonid on esitatud keskvéértuse ja standarddeviatsioonina (umol/L). Vardluseks
on lisatud uurea kontsentratsioon veres (mmol/L). Statistilised erinevused on mérgitud jargnevalt: ***p <
0,001; **p < 0,01; *p < 0,05 vs. keskus 1; °°°p < 0,001; °°p < 0,01; °p < 0,05 vs. keskus 2; ¥p < 0,001 vs.
keskus 3.

Aine |Koéik Keskus  1|Keskus 2| Keskus 3| Keskus 4
(n=78) (n=22) (n=21) (n=15) (n=20)

Trp [293+8,0 [29,00+6,28 |32,6£9,7** |27,7+8,8°° 27,3 £6,0°°°

IS 107,6 £51,2 (94,8 £47,6 |121,4+57,0**|98,5 + 55,5° 113,6 + 40,0**

118+9,2 |13,5+13,8 |11,4+59 113+73 109+6,7

Koguhulk
2

Trp |6,41+2,07 |6,22+2,02 |6,30+ 1,63 5,54 £1,57%/°° |7,39 £2,50%*/°°/8

IS 14,7+8,7 |113+58 |150+9,1** |12,7+7,8 19,4 + 9,4%%%/00/8

291+2,00 |(3,08+2,55 |2,72+1,68 2,61 +1,30 3,18 £2,06

Vaba osa
;S

Uurea(19,1£59 (212+73 |16,8 £4,1*** |18,7+6,5%/° 19,6 + 4,4°°°
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Trp-i, 1S-i ja wuurea kontsentratsioonid veres erinesid dialiiiisikeskuste vahel
mittesiistemaatiliselt. Seejuures oli IAA kontsentratsioon eri keskuste patsientide veres
dialtiiisieelselt sarnane. Koige enam varieerus veres vaba Trp-i kontsentratsiooni
erinevate keskuste vahel. Koige korgemad Trp-i ja 1S-i tasemed olid teise keskuse

patsientidel. Koikide patsientide arvestuses oli kogu Trp-st 23 + 8% veres vabalt [12].

Patsientide dialiitisicelsete Trp-i ja ureemiliste toksiinide kontsentratsioonide vahelised

seosed on naidatud Tabelis 4.

Tabel 4. Patsientide dialiiiisieelsete ureemiliste toksiinide ja Trp-i kontsentratsioonide omavahelised
statistilised seosed. Tabelis on esitatud lineaarsed korrelatsioonikordajad, statistiliselt olulised tulemused
on mérgitud punaselt. Negatiivse korrelatsiooni korral kaasneb tulbas esitatud aine kontsentratsiooni
suurenemisel real esitatud aine kontsentratsiooni vihenemine. Uhikud (umol/L, vilja arvatud mmol/L
uureale).

Trp IS IAA Uurea Trp IS
(koguhulk) | (koguhulk) | (koguhulk) (vaba) (vaba)
IS r | -0,35
(koguhulk) p| < 0,001
IAA r-0,10 0,13
(koguhulk) | 5 | 0,092 <0,05
r | -0,05 0,18 0,08
Uurea
0,399 <0,01 0,155
0,22 -0,07 0,05 0,18
Trp (vaba)
< 0,001 0,241 0,351 <0,01
-0,48 0,82 0,11 0,15 0,25
IS (vaba)
< 0,001 < 0,001 0,057 <0,01 < 0,001
-0,21 0,15 0,90 0,08 0,15 0,23
IAA (vaba)
< 0,001 <0,05 <0,001 0,149 <(0,01 < 0,001

Trp-i koguhulga ja 1S-i kontsentratsioonid on omavahel negatiivses korrelatsioonis ehk
korgema Trp-i tasemega patsientidel on madalam 1S-i kontsentratsioon veres. 1AA
koguhulga ja Trp-i koguhulga kontsentratsioonide vahel seejuures statistiliselt oluline
seos puudub. Kdige tugevam korrelatsioon on Trp-i metaboliitide koguhulga ja vaba osa

kontsentratsiooni vahel, seda nii 1S-i kui ka IAA puhul.
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5.2 Triiptofaani ja triiptofaani metaboliitide tasemete ja valkudega

seondumise muutused dialiiiisiseansi kiigus

Joonisel 4 on ndidatud Trp-i, 1S-i, IAA ja uurea keskmised kontsentratsioonid
vereseerumis (S) ning heitdialiisaadis (D) erinevatel ajapunktidel dialiiiisiseansi kdigus

koikide patsientide iileselt.

Jooniselt 4 a — b on nidha, et dialiiiisiseansi ajal vdheneb IS-i, IAA ja uurea
kontsentratsioon veres, kuid Trp-i kontsentratsioon suureneb dialiiiisiseansi 16puks
vorreldes dialiiiisieelse kontsentratsiooniga (p < 0,001). Jooniselt 4 b on niha, et
seejuures suureneb dialiiiisiseansi 60. minutiks I1S-i ja Trp-i vaba osa kontsentratsioon
veres vorreldes dialiiiisieelse kontsentratsiooniga (p < 0,001). Heitdialiisaati eemaldatud
ureemiliste toksiinide kontsentratsioonid muutuvad dialiiiisiseansi kdigus sarnaste
trendidega nagu ureemiliste toksiinide koguhulga kontsentratsioonid veres
(vt Joonis 4 c). Trp-i kontsentratsioon heitdialiisaadis piisib seejuures vordlemisi
stabiilne, kuid ei suurene dialiilisiseansi 1opus nagu veres. Dialiiiisieelsete ainete
kontsentratsioonide suhtes normaliseeritud graafikud on esitatud Lisades 2 — 4, mis

rOhutavad ainete kontsentratsiooni muutust dialiitisiseansi kaigus [12].
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Joonis 4. Keskmine Trp-i, I1S-i, TAA (umol/L), uurea (mmol/L) kontsentratsioon ja standardhdlve
dialiiiisiseansi erinevatel ajapunktidel koikide patsientide tileselt: (a) ainete koguhulga jargi vereseerumis
(n = 310), (b) ainete vaba osa jargi vereseerumis (n = 310), (c) ainete hulga jérgi heitdialiisaadis (n =
257). Statistilised erinevused vorreldes eelneva ajapunkti védrtusega on ndidatud jérgnevalt:
***p <0,001; ** p<0,01; * p <0,05 vs. eelmine ajapunkti véartus.

Keskmine 1S-i, Trp-i ja IAA valkudega seondumise osakaal koikide patsientide iileselt
on ndidatud Joonisel 5. Kdikide valkudega seonduvate ainete seondumine valkudega
viheneb 60. minutil dialiiiisieelse seondumise osakaaluga vorreldes ning dialiiiisi 16pus
on koikide ainete valkudega seondumine osakaal dialiilisicelse védrtusega vorreldes

suurenenud (p < 0,001).
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Joonis 5. IS-i, Trp-i ja IAA keskmine valkudega seondumise osakaal dialiilisiseansi kdigus koikide
patsientide tileselt (n = 310). K&ik tulemused olid eelnevate ajapunktide vaértusega vorreldes statistiliselt
olulised (p< 0,001), vélja arvatud 240 min vs. post 30 Trp-le ja IS-le.

Ainete kontsentratsiooni jargi veres ning heitdialiisaadis arvutatud keskmine ainete
kontsentratsiooni vdhenemise maédr dialiilisieelse kontsentratsiooni suhtes (RR)

erinevatele ajapunktidele dialiilisiseansi kdigus on ndidatud Joonisel 6.

Koige suurema varieeruvusega on Trp-i vaba osa ja koguhulga kontsentratsiooni jargi
veres leitud RR véirtused (Joonis 6 a — b). Kuna Trp-i kontsentratsioon dialiiiisiseansi
kédigus veres suureneb, siis on Trp-i koguhulga kontsentratsiooni jargi veres leitud RR
védrtused negatiivsed ning erinevad ureemiliste toksiinide RR vaértustest (Joonis 6 a)
[12].
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Joonis 6. Keskmine Trp-i, 1S-i, IAA ja uurea kontsentratsiooni vdhenemise madr dialiilisieelse
kontsentratsiooni suhtes (RR) ja standardhélve dialiiiisiseansi erinevatel ajapunktidel koikide patsientide
iileselt: (a) ainete koguhulga jdrgi vereseerumis (n = 309), (b) ainete vaba osa jirgi vereseerumis
(n = 309), (c) ainete hulga jérgi heitdialiisaadis (n = 244). Statistilised erinevused vdrreldes eelneva
ajapunkti vdirtusega on ndidatud jargnevalt: *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 vs. eelmine ajapunkti
vaartus.

Valkudega mitteseonduva uurea RR véirtused on vdorreldes IS-i ja IAA RR védrtustega
tunduvalt suuremad. Trp-i ja IS-i vaba osa jirgi leitud RR véirtused on 60. minutil
negatiivsed vaba osa kontsentratsiooni suurenemise tottu (Joonis 6 b). 30 minutit parast
dialiitisi 10ppu voetud vereproovide jargi arvutatud RR viddrtused on madalamad
vorreldes dialiilisi 16pus 240. minutil vdetud proovide pdhjal leitud RR véirtustega

(p < 0,001 ja p < 0,05 Trp-le), mis véljendab tagasiloogi efekti [12].
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5.3 Dialiiiisravi seadistuste ja modaliteedi méju triiptofaani ja

ureemiliste toksiinide eemaldamisele

Dialiiiisravi modalitectide ja seadistuse moju Trp-i ja ureemiliste toksiinide IS, IAA
ning uurea eemaldamisele keskmiste RR vairtuste jargi 240. minutil ning dialiiiisiseansi
ajal eemaldatud ainete koguhulga (TRS) jargi modaliteetide ja dialiiisravi seadistuse
pOhiselt on ndidatud Joonisel 7 [12].

RR ja TRS véirtused I1S-i, IAA ning uurea jaoks on erinevate modaliteetide ja
raviseadistuste jaoks samasuguse trendiga. Keskmised RR ja TRS véirtused on
tavapédrase hemodialiiiisi puhul statistiliselt olulisemalt viiksemad vorrelduna teiste
modaliteetide ja raviseadistusega (p < 0,001). Kdige enam erinesid modaliteetide vahel
TRS vadrtused Trp-i jaoks, mille puhul “HighHDF*“ eemaldas 80% enam Trp-i kui
“LowHD* (Joonis 7) [12].
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Joonis 7. Keskmised RR viirtused dialiiiisiseansi 16pus ning keskmine eemaldatud Trp-i, I1S-i, IAA
(umol) ja uurea koguhulk (mmol) raviseadistuse ja modaliteedi pohiselt standardhdlvetega: (a) RR
védrtused ainete koguhulga jéargi vereseerumis (n = 77), (b) RR véirtused ainete vaba osa jirgi
vereseerumis (n = 77), (c) RR véirtused ainete hulga jérgi heitdialiisaadis (n = 53), (d) TRS véirtused
tanki kogutud heitdialiisaadi jargi (n = 74). *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05 vs. eelmine
andmepunkt.
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6 Arutelu

Kéesolevast toost selgus, et eri dialiilisikeskuste patsientide keskmised dialiitisieelsed
IS-i, uurea ja Trp tasemed veres olid dialiiiisikeskuste vahel erinevad. Koige
varieeruvam oli vaba Trp tase ning kdige sarnasem oli IAA tase veres, mis ei erinenud
dialiitisikeskuste vahel. Ureemiliste toksiinide kontsentratsioonid olid seejuures

kooskdlas eelnevates uuringutes esitatud kontsentratsioonidega [12][30][31].

Trp-i koguhulga kontsentratsioon veres oli praeguse t66 andmete jargi koikide
patsientide ileselt 29,3 + 8,0 umol/L, mis on ligildhedane varasemalt
dialiiisipatsientidel ndidatuga [12][61][104]. Madalad Trp tasemed olid varasemate
uuringute alusel omased ka hemodiaaliiiisi patsientidele, kes tarbisid soovituslikust
suurema valgusisaldusega dieeti ning tdiendavalt toidulisandeid [52][61][105]. Ometi
aitab aminohapete koguse suurendamine dieedis kompenseerida hemodialiitisravi
saavatel patsientidel suurenenud katabolismist tingitud komplikatsioone ja tdsta

transportervalgu albumiini ning enamike aminohapete hulka veres [54][55][105].

Sellest voib jareldada, et piisava aminohapete sisaldusega dieedi korral on madal Trp-i
tase veres pdhjustatud teistest teguritest. Kroonilise neeruhaigusega kaasnevad enamasti
poletikulised kaasuvad haigused, mille tottu suureneb veres immuunvastust vahendavate
proinflammatoorsete tsiitokiinide IL-6, TNF-a, interferoonide jt tase [3][43][104].
Proinflammatoorsed  tsiitokiinid suurendavad aga ensiiimi indoolamiin-2,3-
dioksiigenaas kataliiiitilist aktiivsust, mis reguleerib Trp-i lagundamise Kkiirust
kiinurenriini metabolismirajas [106]. Seejuures on nédidatud, et indoolamiin-2,3-
dioksiigenaasi aktiivsuse suurenemine ja Trp-i taseme vdhenemine veres on soltuvuses
KNH staadiumist ja pdletikku vahendavate tsiitokiinide kontsentratsioonist veres
[104][107].

Proinflammatoorsete tsiitokiinide teket pohjustavad iihe osana mikrofloora poolse
aminohapete metabolismi kdigus tekkivad ureemilised toksiinid, nende hulgas ka Trp-i
metaboliidid IS ja IAA [43][64]. Ureemilised toksiinid kahjustavad iihtlasi ka soolestiku
epiteelirakke, mille tdttu suureneb vereringesse joudvate bakteriaalsete endotoksiinide
hulk, mis samuti suurendab proinflammatoorsete tsiitokiinide teket ja iildist poletikku
[43][108].
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Seedimisel tekkivate ureemiliste toksiinide hulk soltub aga hemodialiiiisi patsientidel
eelkdige dieedist ning mikrobioomist [38][108][109].

Teise ensiitimi triprofaan-2,3-dioksiigenaas aktiivsust, mis Trp-i lagundamise Kiirust
kiinurenriini metabolismirajas reguleerib, poletik ei mdjuta ning selle ensiitimi aktiivsus
soltub steroidhormoonide ja vaba Trp-i kontsentratsioonist [107][110]. Praeguse t66
jérgi hinnatuna oli dialiiiisieelselt hemodialiilisi patsientidel Trp-st 23 + 8% veres
vabana, mis on rohkem kui tervetel inimestel (10-20%) [12][54][61]. Vaba Trp-i
osakaal sOltub aga albumiini kontsentratsioonist ning albumiiniga seondumisel
konkureerivatest lihenditest veres. Nende hulgas vabadest rasvhapetest ja valkudega
seonduvatest ureemilistest toksiinidest, mille kogust mdjutab dieet ning mikrobioom
[34][35][110].

Kéesoleva too Trp-i ja Trp-i metaboliitide vaheliste seoste analiiiisi tulemused néitavad,
et suurenenud 1S-i kontsentratsiooni korral on patsientide Trp-i tase veres madalam ning
vastupidi, (r = -0,35; p < 0,001) ja (r = -0,48; p < 0,001) vastavalt 1S-i koguhulga ja
vaba osa kontsentratsiooni jargi. IAA kogukontsentratsiooni ja Trp-i kontsentratsiooni
vahel statistiliselt olulist seost ei leitud erinevalt IAA vaba osa kontsentratsiooni ja Trp-i
koguhulga kontsentratsiooni vahel (r = -0,21; p < 0,001). Seejuures on hemodialiitisravi
saavate patsientide 1AA tase tervete inimestega vorreldes keskmiselt 4 korda korgem,
kuid I1S-i puhul iile 40 korra kdrgem [31]. Tugevamat negatiivset korrelatsiooni
ureemiliste toksiinide vaba osa ja Trp-i koguhulga vahel voib selgitada sellega, et
ureemiliste toksiinide toksilisus ja pdletikku tekitav toime tuleneb ainult valkudega
mitteseondunud vaba osa kontsentratsioonist veres [76]. Eelnevat arvesse vottes, voib
IS-i, IAA ja Trp-i vaheline negatiivne korrelatsioon viljendada suurenenud Trp-i

lagundamise Kiirust organismis.

Varasemalt erinevate  todgruppide poolt hinnatud ureemiliste toksiinide
kontsentratsioonid veres on varieeruvad, tulenedes kasutatud metoodikast, uuritud
patsientide valimist, nende geneetilisest eripdrast, mikrobioomist, toitumisharjumustest
ning ravistandarditest [30]. Kuigi kdesoleva uurimuse raames patsientide dieeti ja
mikrobioomi ei uuritud, siis eeldatavasti olid patsientidel kultuurist ldhtuvalt erinevad
toitumisharjumused ning mikrobioom. See vdib olla pohjuseks patsientide keskmiste
ureemiliste toksiinide ja Trp-i kontsentratsioonide mittesiistemaatilises erinevuses
dialiiisikeskuste vahel [12].

46



Arvestades, et dialiitisi kdigus eemaldatud ainete hulka mojutab dialiiiisieelne
ureemiliste toksiinide kontsentratsioon ning valkudega seondunud ainete puhul vaba
hulk veres [76], siis tuleb hemodialiilisravi modaalsuste efektiivsuse hindamisel
kasutada heterogeenset valimit, mis hdlmab geneetiliselt, geograafiliselt ja
toitumisharjumuste poolest erinevaid katsealuseid [12].

Kéesoleva t66 tulemused nditavad, et dialiiisiseansi ajal vdhenevad keskmised 1S-i,
IAA ja uurea kontsentratsioonid veres, kuid Trp-i kontsentratsioon veres suureneb
dialiitisi 16puks dialiilisieelse kontsentratsiooniga vdorreldes [12]. See on kooskolas
varasemates uuringutes ndidatuga, kus on kirjeldatud eraldiseisvalt IAA, 1S-i, uurea ja

Trp-i kontsentratsiooni muutusi veres dialiiisi véltel [5][6][32][61].

Trp-i kontsentratsiooni suurenemise kohta dialiitisiseansi kdigus on aga véhe teada [61].
Veres leiduva Trp-i kontsentratsiooni homdostaatilne reguleerimine toimub kudedele
kéttesaadava vaba Trp-i koguse jéargi [110]. Post et al niitasid hiljuti 40 hollandlasest
hemodialiitisi patsiendiga labiviidud uuringus, et iihe dialiiiisiseansi kéigus
eemaldatakse patsientide kehast Trp-i kogus, mis on {ile 20 korra suurem dialiiiisieelsest
Trp-i kogusest veres, moodustades ligi 10% péevasest dieediga omastatavast Trp-i
kogusest. Sellest sdltumata tdousis 82% patsientidest dialiiisiseansi 10puks Trp-i
kontsentratsioon veres 16% dialiiiisicelse vaartusega vorreldes. T66 autorid oletasid, et
Trp-i kontsentratsiooni tdus voib tuleneda lihaste katabolismist voi seedetraktist
vabanenud Trp-st ning viitsid, et sellel efektil on kaitsev moju. Viimane pohines
tahelepanekul, et patsientidel, kelle Trp-i tase langes dialiitisi 16puks, oli suurem
suremusrisk [61]. Samasugust Trp-i kontsentratsiooni suurenemist dialiiiisi 16puks
Kirjeldasid hiljuti ka vdiksema patsientide valimiga Hendriks et al, kusjuures koikide

teiste aminohapete kontsentratsioon veres vahenes dialiiiisi 10puks [52][12].

Kidesoleva t00 autor on arvamusel, et tdendoliselt on Trp-i kontsentratsiooni
suurenemine tingitud aminohapete vajaliku kontsentratsiooni tagamisest veres
homoostaatilise regulatsiooni kaudu ja tegu pole kaitsva efektiga. See voib tuleneda
Trp-i ja teiste aminohapete eemaldamisest ravi kdigus voi dialiilisravi protsessist endast,
mille tdttu muutub aminohapete genereerimine, metabolism voi transport kehas [12]
[39][44][48]. Trp-i kontsentratsiooni muutuse erinevus teiste aminohapetega vorreldes

voib tuleneda albumiiniga seondumisest.
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Seejuures voivad patsiendid, kelle Trp-i tase veres dialiiiisi 16puks suureneb, olla
tervemad, sest suudavad homdoostaatiliselt Trp-i kogust veres efektiivsemalt reguleerida
voi seondub neil patsientidel Trp suuremal mééral albumiiniga suurema albumiini
kontsentratsiooni tdttu [12]. T66 tulemused kinnitavad suurema ja heterogeensema
valimiga Post et al poolt tdheldatut, et dialiitisiseansi véltel suureneb Trp-i
kontsentratsioon veres samaaegselt suure Trp-i hulga eemaldamisega heitdialiisaati.
Uhtlasi nditab kdesolev t66, et eemaldatud Trp-i hulk sdltub kasutatavast modaliteedist
[12].

Kuna dialiitisiseansi véltel Trp-i kontsentratsioon veres suureneb, siis on RR viartuste
kaudu viljendatav suhteline Trp-i eemaldamine verest algkontsentratsiooni o0sas
negatiivne. Trp-i kontsentratsioon heitdialiisaadis piisib dialiiiisiseansi véltel seejuures
vordlemisi stabiilne, kuid ei suurene dialiiiisi 16pus. Sellest tulenevalt ei ole vere- ja
heitdialiisaadi proovide kontsentratsiooni muutuste ega RR jiargi voimalik hinnata
dialiitisi kdigus eemaldatud Trp-i osakaalu, mida on voimalik teha 1S-i, IAA ja uurea
jaoks [12].

Eelnevat arvesse vottes suureneb heitdialiisaadis Trp-i suhteline kogus Trp-i
metaboliitidega vorreldes. Kuna heitdialiisaati eemaldatavate valkudega seonduvate
tihendite fluorestsents ergastuslainepikkusel A = 280 nm ja emissioon lainepikkusel
A = 350 nm on peamiselt seotud Trp-i ja Trp-i metaboliitidega [10], suureneb seetdttu
Trp-i pdhjustatud heitdialiisaadi fluorestsentsi osakaal heitdialiisaadi valkudega
seonduvate iihendite kogufluorestsentsist neil lainepikkustel. See teadmine aitab
paremini interpreteerida optiliste hemodialiiiisi kvaliteeti monitoorivate sensorite poolt
neil lainepikkustel mdodetud heitdialiisaadi fluorestsentssignaali muutust, mille kaudu
on vdimalik hinnatakse valkudega seonduvate molekulide eemaldamist dialiilisravi
kaigus [8][9].

Magistritod kdigus modaliteetide ja raviseadistuste vordlemisel selgus, et koik
raviseadistused ja modaliteedid eemaldavad ureemilisi toksiine ja Trp-i samade
trendidega, kuid erineva efektiivsusega. Keskmised RR ja TRS wvéirtused olid
tavapédrase hemodialiilisi puhul teiste modaliteetide ja raviseadistusega vorrelduna
statistiliselt viiksemad (p < 0,001). Ko&ige enam erinesid modaliteetide vahel
eemaldatud ainete koguhulka viéljendavad TRS véirtused Trp-i jaoks, mille puhul
“HighHDF* eemaldas 80% enam Trp-i kui “LowHD*.
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Koige suurema varieeruvusega olid Trp-i vaba osa ja koguhulga kontsentratsiooni jargi
veres leitud RR védrtused, mis ei viljenda dialiiiisi kdigus eemaldatud Trp-i koguhulka,

vaid pigem patsientide eripérasid [12].

Kuigi kéesolevas to0s patsientide dieeti ei uuritud, siis eeldusel, et patsientide poolt
tarbitav Trp-i kogus oli sarnane Post et al poolt ndidatuga [61], voib “HighHDF*
dialtiiisiseanss eemaldada 16% pdevas tarbitavast Trp-st [12]. Lisaks Trp-i
eemaldamisele tuleks dialiilisiseansi negatiivse moju hindamisel arvestada ka teiste
aminohapete eemaldamisega. Hendriks et al néitasid hiljuti, et ithe hemodialiiiisi
seansiga eemaldatakse patsiendi kehast 11,95 + 69 g aminohappeid, mille tottu véhenes
veres koikide, vilja arvatud Trp-i, aminohapete kontsentratsioon 20% vorra dialiiiisi

16puks [52].

Seejuures kaasneb HDF modaliteediga dialiiiisravil suurem aminohapete kadu, kui HD
modaliteediga dialiiiisravil ning HDF modaliteedi kasutamisel suureneb aminohapete
kadu asendusvedeliku ruumala suurendamisel [45]. Trp-i ja Trp-i metaboliitide
eemaldamise seisukohast on seetdttu patsiendile vdhekoormavam “MediumHDF* ravi
rakendamine, mis eemaldab “HighHDF“ dialiiisraviga sarnases koguses Trp-i
metaboliite, kuid vihem Trp-i. Tavapdrane minimaalsete seadistusega hemodialiitisravi

eemaldab aga HDF modaliteetidega vorreldes tunduvalt vihem ureemilisi toksiine [12].

Kuna valkudega seonduvatest iihenditest eemaldatakse hemodialiitisi kdigus ainult vaba
osa [33][34][35], siis uuriti t66 kdigus ka 1S-i, IAA ning Trp-i valkudega seondumise
osakaalu muutust dialiiiisiseansi véltel. Dialiiiisieelselt olid patsientide keskmised
valkudega seondunud iihendite osakaalud jargnevad: Trp 77 =+ 8%, IS 87 + 5%,
IAA 75 £ 6%, mis on kooskolas varasemalt hemodialiilisravi saavatel patsientidel
hinnatuga [111]. Dialiiiisiseansi 16ppedes oli koikide valkudega seondunud iihendite
valkude seondumine véhesel médral suurenenud (p < 0,001). Sellele vastupidiselt
vdhenes dialiilisiseansi 60 minutiks Trp-i, 1S-i ja IAA valkudega seondunud osakaal
(p < 0,001). Seda kajastab ka 1S-i ja Trp-i vaba osa kontsentratsioon tous dialiitisieelse

kontsentratsiooniga vorreldes (p < 0,001)[12].

Valkudega seonduvate ureemiliste toksiinide valkudega seondumise muutust on
dialiiisiseansi ajal vdhe uuritud, ning pigem on keskendutud valkudega seonduvate
tihendite vabastamisele albumiini kiiljest [34][35][76].
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2015. aastal Deltombe poolt 10 patsiendiga lébiviidud uuringu tulemused niitasid, et
dialiiisiseansi 16puks suureneb valkudega seonduvate iihendite valkudega seotuse
osakaal, kuigi dialiiisiseansi 60. minutil ei tdheldatud valkudega seondumises

statistiliselt olulisi muutust [76].

Kéesolevas t66s ndhtud Trp-i, IS-i ja IAA valkudega seondumise vdhenemine 60.
minutil voib tuleneda iithe voimaliku pohjusena hemodialiiisil vere koaguleerimise
takistamiseks patsientidele vereringesse infuseeritava hepariini korvaltoimest, mille
tottu suureneb veres vabade rasvhapete kontsentratsioon [12]. See tuleneb hepariini
poolt pdhjustatud lipaaside vabanemisest vereringesse, mis ensiimaatiliselt veres olevaid

lipoproteiine ja trigliitseriide vabadeks rasvhapete lagundavad [112][113].

Kuna IS, IAA ja Trp ning vabad rasvhapped seonduvad kd&ik albumiiniga peamiselt
sama Sudlow Il seondumiskoha kaudu, siis pdhjustab vabade rasvhapete
kontsentratsiooni tdus veres tdiendavat konkurentsi valkudega seonduvate iihendite
seondumisel albumiiniga. See pdhjustab aga albumiiniga seondunud ureemiliste
toksiinide osakaalu vdhenemist, mille tottu touseb valkudega seonduvate ureemiliste

toksiinide vaba osa kontsentratsioon veres [12][35][114][115][116].

Seejuures on lipaaside mdju lipoproteiinide ja trigliitseriidide lagundamisele koige
suurem 30 minutil pdrast hepariini manustamist ja vdheneb tunduvalt 120 minutiks,
saavutades stabiilse aktiivsuse dialiitisi 10puni [112][113]. Lipaaside aktiivsusega
suurenemisega vaheneb vastupidiselt trigliitseriidide kontsentratsioon veres dialiiiisi
esimeses pooles, kuid suureneb dialiilisiseansi 16pus dialiiiisieelsele tasemega vorreldes,
mis véljendab vabade rasvhapete kontsentratsiooni suurenemise vdhenemist dialiiiisi
1opus [117]. See voib selgitada 60 minuti jarel tiheldatud valkudega seondumise

osakaalu taastumist dialiilisiseansi eelsele tasemele dialiiiisiseansi 16puks.

Eelpool vilja toodule tuginedes voib hepariinil olla suur moju valkudega seonduvate
tthendite eemaldamisele dialiiiisiseansi kédigus. Hepariinist tingitud véimaliku mdju
kontrollimiseks oleks vaja aga tidiendavalt hinnata vabade rasvhapete, trigliitseriidide ja
lipoproteiinide hulga muutust dialiiiisiseansi kdigus, arvestades albumiini ja albumiiniga
konkureerivalt seonduvate tihendite kontsentratsiooniga veres. Samuti tuleks hinnata
patsientide dialiiiisiseansi aegse dieedi mdju, mis mojutab verre eralduvate ja seeldbi

heitdialiisaati eemaldatud Trp-i ja rasvade koguhulka [52].
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Eelneva arvesse votmine aitaks eristada patsientidest tulenevat moju ja hinnata
tdpsemalt modaliteetide ja raviseadistuste moju valkudega seonduvate ainete

eemaldamisele.
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7 Kokkuvote

Kéesoleva magistritod eesmark oli hinnata dialiitisravi moju Trp-i ja Trp-i metaboliitide
eemaldamisele kroonilise neerupuudulikkusega patsientide ravil dialiitisravi seadistuste
ja modaliteedi pohiselt. T66 hiipotees oli, et Trp-i ja Trp-i metaboliitide eemaldamise

efektiivsus ja tasemete muutus dialiilisravi kdigus soltub dialiitisravi seadistustest.

To6 kdigus mdadrati HPLC abil Trp-i ja Trp-i metaboliitide kontsentratsioon 78
patsiendilt dialiitisiseansside ajal kogutud tile kolme tuhandes erinevas heitdialiisaadi- ja
vereproovis. Saadud kontsentratsioonide pohjal leiti Trp-i, 1S-i, IAA ja uurea suhteline
eemaldamise méddr dialiilisieelse kontsentratsiooni suhtes dialiiiisiseansi erinevatel
ajapunktidel, Trp-i, 1S-i ja IAA valkudega seondumise méadr dialiilisiseansi erinevatel

ajapunktidel ning dialiitisiseansi 10puks eemaldatud ainete koguhulk.

Analiiiisides dialiitisieelseid ureemiliste toksiinide ja Trp-i kontsentratsiooni selgus, et
erinevates dialiiisikeskustes on dialiitisieelselt patsientide keskmised Trp-i, I1S-i ja uurea
keskmised  kontsentratsioonid ~ veres  mittesiistemaatiliselt ~ erinevad, IAA
kontsentratsioonid eri keskuste patsientide vahel ei erinenud. Koikide patsientide iilene
keskmine dialiiiisieelne triiptofaani kontsentratsioon veres oli 29,3 + 8,0 umol/L. Trp-i
koguhulga kontsentratsiooni ning 1S-i ja IAA vaba osa kontsentratsiooni vahel leiti
statistiliste oluline seos, vastavalt (r = -0,48; p < 0,001) ja (r = -0,21; p < 0,001).
Seejuures voib Trp-i, 1S-i ja IAA vaheline negatiivne Kkorrelatsioon viljendada
suurenenud Trp-i lagundamise kiirust organismis, mis on tingitud pdletikust ja/voi

suurenenud Trp-i vaba osa kontsentratsioonist veres.

Magistritoost selgus, et dialiiiisiseansi ajal vdhenevad keskmised uurea IS-i ja 1AA
koguhulga kontsentratsioonid veres, mida véljendab ainete suhtelise vihenemise méar
dialtiiisicelse  kontsentratsiooniga vorreldes (72%, 39%, 43%), kuid Trp-i
kontsentratsioon veres suureneb dialiiiisi 16puks mille tottu on keskmise Trp-i
koguhulga jéargi leitud RR véartus dialiiiisi 10pus negatiivne (-8%), hoolimata suurest
Trp-i eemaldamisest heitdialiisaati (p < 0,001). Trp-i kontsentratsioon heitdialiisaadis

plisib dialiiiisiseansi viltel seejuures vordlemisi stabiilne, kuid ei suurene dialiiiisi 1pus.
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Sellest tulenevalt ei ole vere- ja heitdialiisaadi proovide kontsentratsiooni muutuste ega
RR jargi vOimalik hinnata dialiitisi kdigus eemaldatud Trp-i koguhulka. Samuti
suureneb seetottu heitdialiisaadis Trp-i pohjustatud fluorestsentsi osakaal vordluses I1AA
ja 1S-ga. Trp-i kontsentratsiooni suurenemine veres tuleneb toendoliselt homoostaatilise
regulatsiooni kaudu vajaliku aminohapete koguse tagamisest veres, naiteks suurenenud
endogeense Trp-i vabastamise kaudu organismis, mida pdhjustab verest aminohapete

heitdialtisaati eemaldamine.

Raviseadistuste ja modaliteetide vordlusel ilmnes, et koik raviseadistused ja
modaliteedid eemaldavad ureemilisi toksiine ja Trp-i samade trendidega, kuid erineva
efektiivsusega. Keskmised RR-i ja TRS-i vairtused olid tavaparase hemodialiitisi puhul
teiste modaliteetide ja raviseadistusega vorrelduna statistiliselt olulisemalt viiksemad
(p < 0,001). Kdige enam erinesid modaliteetide vahel eemaldatud ainete koguhulka
viljendavad TRS viirtused Trp-i jaoks, mille puhul “HighHDF*“ eemaldas 80% enam
Trp-i kui “LowHD* (p < 0,001). “HighHDF* dialiiiisravi {ihe dialiilisiseansi kdigus
eemaldatud Trp-i hulk oli ~ 16% eeldatavast paevas tarbitavast Trp-ist. Trp-i ja Trp-i
metaboliitide eemaldamise seisukohast on seetdttu patsiendile véhekoormavam
“MediumHDF* ravi rakendamine, mis eemaldab “HighHDF* dialiilisraviga sarnases
koguses Trp-i metaboliite, kuid vihem Trp-i. Tavapdrast minimaalsete seadistusega
hemodialiiiisravi rakendades eemaldatakse aga HDF modaliteetidega vorreldes

tunduvalt vihem ureemilisi toksiine.

Dialtiiisieelselt olid patsientide keskmised valkudega seondunud iihendite osakaalud
jargnevad: Trp 77 £ 8%, IS 87 = 5%, IAA 75 + 6%. Dialiiiisiseansi 60. minutil oli
valkudega seondumise osakaal Trp-i, I1S-i ja IAA puhul oluliselt vahenenud (p < 0,001),
see on kooskodlas Trp-i, 1S-i vaba osa kontsentratsiooni tousuga 60. minutil. Sama
véljendavad ka negatiivsed Trp-i ja IS-i vaba osa negatiivsed RR véirtused 60. minutil.
Dialtiiisiseansi 10puks suureneb valkudega seondunud Trp-i, IS-i ja IAA valkudega
seondumise osakaal dialiilisieelse vadartusega vorreldes (p < 0,001). Tdendoliselt on see
tingitud hepariini manustamisest dialiitisi alguses, mille tdttu suureneb vabade
rasvhapete hulk vereringes, mis konkureerivalt albumiiniga seonduvad. Hepariinist

tulenev moju on seejuures dialiiiisieelselt kdige suurem ja vdaheneb dialiiiisi kéigus.
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Kokkuvotlikult osutus magistritods pilstitud hiipotees tdeseks ja dialiilisravi
raviseadistustel ning modaliteetidel on arvestatav moju Trp-i, 1S-i, IAA ja uurea

eemaldamisele verest dialiitisravi kdigus.
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Lisa 1 — HPLC-ga analiiiisitud hetidialiisaadi proovi

kromatogramm, millel on méiratud Trp-i, IS-i ja IAA piigid
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Lisa 2 — Trp-i, IS-i, IAA kogu ainehulga ja uurea keskmised
kontsentratsioonid vereseerumis normaliseerituna
dialiitisieelsete kontsentratsioonide suhtes koikide patsientide
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Lisa 3 — Trp-i, IS-i, IAA vaba ainehulga ja uurea keskmised
kontsentratsioonid vereseerumis normaliseerituna
dialiiisieelsete kontsentratsioonide suhtes koikide patsientide

tileselt (n = 310)
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Lisa 4 — Trp-i, IS-i, IAA ja uurea keskmised
kontsentratsioonid heitdialiisaadis normaliseerituna
dialiiisieelsete kontsentratsioonide suhtes koikide patsientide

tileselt (n = 257)
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