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POPIS KRATICA

ADH - antidiureticki hormon (engl. antidiuretic hormone)

ECF — izvanstani¢ni odjeljak (engl. extracellular fluid compartment)

G-6-PDH — glukoza-6 fosfat-dehidrogenaza (engl. glucose-6-phosphate-dehydrogenase)
HK — heksokinaza

ICF — unutarstani¢ni odjeljak (engl. intracellular fluid compartment)

ISE — ion selektivne elektrode (engl. ion-selective electrodes)

KZZK — klini¢ki zavod za kemiju



1 UVOD

1.1 Raspodjela vode i elektrolita u organizmu

Volumen tjelesnih tekucina i koncentracije elektrolita normalno se odrzavaju u vrlo
uskim granicama usprkos velikim kolebanjima unosa hranom, metabolicke aktivnosti i

okoli$nih stresova. Homeostazu tjelesnih tekucina ¢uvaju u prvom redu bubrezi.

1.1.1 Raspodjela vode

Na vodu otpada oko 60% tjelesne tezine (od 50% u pretilih do 70% u mr$avih osoba).
Gotovo %3 tjelesne vode nalazi se unutar stanica (intracelularna tekuéina), a /s je vanstani¢no
(ekstracelularna tekuc¢ina). Normalno je oko 25% vanstani¢ne tekucine u zilama, a 75% u

intersticiju.

Prosjecni dnevni unos vode iznosi oko 2,5 L. Za nadoknadu gubitaka mokracom i
drugim putovima zdravim odraslim osobama treba dnevno 1-1,5 L. Medutim, prosje¢na
mlada osoba s urednom funkcijom bubrega moze na kra¢i rok dnevno unositi svega 200 mL
vode da bi izluéila dusiéni i drugi metaboli¢ki otpad. Vece su koli¢ine potrebne osobama s
oSte¢enom koncentracijskom sposobnosc¢u bubreznih tubula (npr. stariji, dijabetiCari, uz neke
nefropatije, hiperkalcijemiju, izrazitu restrikciju soli, kroni¢nu hiperhidraciju ili
hiperkalijemiju te nakon unoSenja etanola, fenitoina, litija, demeklociklina ili amfotericina B)

i pri osmotskoj diurezi (npr. visokoproteinska dijeta, hiperglikemija).

Drugi, obvezni gubici vode odnose se na nezamjetljivo izlu¢ivanje preko pluca i koze
(perspiratio insensibilis), koje iznosi oko 0,4-0,5 mL/kg/h ili oko 650-850 mL/dan u odrasle
osobe teske 70 kg. Uz vrucicu se gubi dodatnih 50-70 mL/dan za svaki °C iznad normale.
Crijevni gubici su obi¢no zanemarivi, osim pri izrazitom povrac¢anju i/ili proljevu. U vrucoj

sredini javljaju se i veliki gubici putem znoja (Porter, 2011).



Opseg unosa vode podesava zed, koju poti¢u receptori u anterolaternom hipotalamusu,
osjetljivi na porast osmolalnosti plazme (za svega 2%) i na smanjenje tekuc¢inskog volumena.

Disfunkcija hipotalamusa smanjuje tu sposobnost.

Izlu¢ivanje vode nadzire u prvom redu arginin vazopresin, poznat i kao neurohipofizni
antidiuretski hormon (ADH), koji povecava reapsorpciju vode u distalnim dijelovima nefrona.
Lucenje ADH poti¢u veca osmolalnost i smanjeni volumen plazme, snizenje arterijskog tlaka
i stres, a smanjuje se pod utjecajem odredenih tvari (npr. etanol, fenitoin) te kod dijabetesa

insipidusa.

Dnevni unos vode moze i¢i sve do 25 L. Vece koli¢ine nadmasuju dilucijsku

Sposobnost bubrega i brzo snizavaju osmolalnost plazme.

Voda slobodno prolazi stanicne membrane iz mjesta niZe prema mjestima viSe
koncentracije otopljenih tvari. Osmolalnost se dakle nastoji izjednaciti izmedu raznih tjelesnih
odjeljaka, u prvom redu pomakom vode, a ne otopljenih tvari. Otopljene tvari, poput ureje,
koje slobodno prolaze kroz stani¢ne membrane skoro su bez utjecaja na pomake vode
(zanemariva osmotska aktivnost), dok najveci utjecaj imaju otopljene tvari koje su manje—vise
ograni¢ene na stanovite odjeljke, poput Na* i K*. Tonicitet ili efektivna osmolalnost, odraz je
osmotske aktivnosti 1 odrednica je sile koja pokreée vodu izmedu tekucinskih odjeljaka
(osmotska sila). Osmotskoj se mogu suprotstaviti druge sile. Primjerice, plazmatske
bjelancevine imaju blag osmotski uc€inak koji navla¢i vodu u plazmu, a normalno mu se

suprotstavljaju hidrostatske sile koje potiskuju vodu iz Zila (Porter, 2011).

280 mOsm/kg 280 mOsm/kg
28 L 10.5L s
H.0 H.0 Intersticijska
2 < > 2

!

35L +

H,0

Intravaskularna

Intracelularna Ekstracelularna

Slika 1. Tekudinski odjeljci u osobe od 70 kg (Ukupna voda u tijelu = 70 kg x 0,6 =42 L)
(preuzeto s http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik/endokrinologija/metabolizam-tekucine-i-

elektrolita/ravnoteza-natrija-i-vode)



1.1.2 Raspodjela elektrolita

Voda je medij u kojem se obavljaju kemijske reakcije metaboli¢kih procesa, a pri tome
je vazna i raspodjela elektrolita, koji pak utjecu na njezin volumen i raspodjelu u pojedinim
odjeljcima. Postoje razlike u sastavu stani¢ne i izvanstani¢ne tekuéine, a manje razlike i u
sastavu izvanstani¢ne tekuéine koja se nalazi u medustanicnim prostorima i one u
vaskularnom prostoru, tj. krvne plazme. Te su razlike uvjetovane razli¢itom propustljivoscu
stani¢nih membrana koje razdvajaju stani¢nu, medustani¢nu i vaskularnu tekuéinu (Straus,
2009).

Glavni kationi u organizmu jesu Na*, K*, Ca** i Mg®*, a od aniona CI, HCO*, HPO,*
i SO42. Osim ovih, nalazi se jo§ niz kationa i aniona, npr. Fe?*, Cu**, Mn?*, Co®*, Zn**, Cr**,
Cd*, Br,, I'i dr., ali u vrlo malim koncentracijama. Kod aktualnog pH u organizmu i proteini
se ponasaju kao anioni.

Elektroliti imaju vaznu funkciju:

1. u odrzavanju ravnoteze 1 raspodjele vode
2. u odrzavanju normalnog osmotickog tlaka
3. u odrzavanju acido-bazne ravnoreze i

4. odrzavanju neuromuskularne podrazljivosti (Straus, 2009).

1.1.2.1 Izvanstanicna tekucéina

Sve su stanice okruzene izvanstanicnom tekuc¢inom. Nalazi se u tijelu kao krvna
plazma 1 kao medustani¢na tekuc¢ina u obliku limfe, peritonealne, perikardijalne, pleuralne,
sinovijalne i cerebrospinalne tekuc¢ine. Sve te teku¢ine imaju uglavnom isti kvalitativni sastav,
ali postoje kvantitativne razlike. To su razlike prije svega u koncentraciji proteina koje iznose
od oko 70 g/L u krvnoj plazmi do 0,37 g/L u likvoru. Od elektrolita sadrzavaju najvise Na®,
Cl' i HCO3, uz nesto K*, Ca?*, Mg®*, H*, HPO,%, SO,* i organskih kiselina.

Osim proteina, postoje razlike izmedu krvne plazme i medustani¢ne tekucine u
sadrzaju Ca®* i Mg?* te u koncentracijama nekih elektrolita kao ureje, glukoze i lipida. pH
izvanstanicne tekucine iznosi od 7,36 do 7,44 i za normalno obavljanje metabolickih procesa
vrlo je vazno da se odrzava u uskim granicama. Koncentracija ukupnih kationa i ukupnih

aniona uvijek je jednaka i tekucina je elektricki neutralna. Ako se koncentracija kojeg aniona



poveca, smanjit ¢e se koncentracija drugog aniona, ili povecati koncentracija kationa da bi se

odrzala elektri¢na neutralnost (Straus, 2009).

1.1.2.2 Stanicna tekudina

Nasuprot kvalitativno jednakom kemijskom sastavu izvanstani¢ne tekuéine, razlike u
strukturi i funkciji stanica raznih tkiva odrazavaju se i u kemijskom sastavu tekuéine u
pojedinim stanicama. Eritrociti sadrzavaju npr. specifi¢an protein, hemoglobin, a miSi¢ne
stanice drugi hemoprotein, mioglobin. Stanice raznih tkiva sadrZzavaju razne enzime itd.

Dok je u izvanstaniénoj tekuéini glavni kation Na®, u stani¢noj je tekucini
prevladavajuéi kation K*, kojega ima oko 105 mmol/L. Natrija ima samo 0-40 mmol/L, a
takoder vrlo malo Ca®, dok je Mg?* 20 puta viSe nego u izvanstani¢noj teku¢ini. Nasuprot
izvanstani¢noj tekucini u kojoj je glavni anion CI, u stani¢noj teku¢ini ima najvise fosfora, i
to organskih 1 slabo disociranih. Takoder, ima viSe sulfata 1 proteina, a CI” prakti¢no nema,
osim nesto u eritrocitima, stanicama bubreznih kanali¢a, zeludca i crijeva (u te stanice kloridi
dospijevaju uglavnom apsorpcijom ili ih stanice izluéuju).

Razlike u kemijskom sastavu izvanstanicne i stani¢ne tekucine mogu se djelomicno

objasniti Gibbs-Donnanovim zakonom (Straus, 2009.).

1.2 Osmotski tlak

Razlike hidrostatskih tlakova s jedne 1 druge strane stanicnih membrana su
zanemarljive, pa hidratacija stanica ovisi o osmotskoj razlici izmedu unutarstanicne i
izvanstani¢ne tekucine. Staniéne membrane slobodno propustaju vodu. No za razliku od
teoretske polupropusnosti membrane, one propustaju neke otopljene tvari, koje prolaze kroz
njih difuzijom ili aktivnim transportom razli¢itom brzinom, ali uvijek sporije nego voda. U
normalnom stanju unutarstani¢na osmolalnost u stanicama, koja uglavnom potjece od kalija 1
njemu pridruzenih aniona, ista je kao u izvanstani¢noj tekucini, u kojoj najviSe potjece od
natrija i s njime udruZenih aniona, pa ukupno nema prolaza vode ni u stanice ni iz njih. U

nekim patoloskim stanjima mogu nagle promjene koncentracije otopljenih tvari izazvati



promjene hidracije stanica; u¢inak je slabiji kada se koncentracije mijenjaju polagano pa ima
vremena da se izjednace.

Budu¢i da u normalnom organizmu oko 90% ukupne osmolalnosti plazme potjece od
natrija i aniona koji ga prate, mijenja se hidratacija stanica pri brzim promjenama
koncentracije natrija. Porast izaziva dehidrataciju stanica, a pad prekomjernu hidrataciju, ako
u koncentracijama drugih otopljenih tvari nema znacajnih promjena.

Ureja i glukoza pri normalnim koncentracijama vrlo malo utje¢e na osmolalnost palzme.
Ali u teskoj uremiji ili hiperglikemiji mogu se koncentracije ovih spojeva i petnaesterostruko
povecati 1 tada mogu znacajno utjecati. Ureja ulazi u stanice difuzijom mnogo sporije nego
voda pa se u akutnoj uremiji mijenja hidratacija stanica. U kroni¢noj uremiji je osmotski
ucinak ureje ograni¢en jer se njene koncentracije na vanjskoj i unutarnjoj strani membrane
postepeno izjednacuju. Glukoza ulazi u stanice aktivnim transportom, ali se u njima i brzo
razgraduje. Stoga su koncentracije glukoze u stanicama uvijek niske pa teska hiperglikemija,
bilo akutna, bilo kroni¢na, primjetno utjeCe na hidraciju stanica. Uremija i hiperglikemija
mogu izazvati dehidrataciju stanica, ali normalne koncentracije ureje i glukoze pridonose tako
malo ukupnoj osmolalnosti plazme da, za razliku od natrija u snizenim koncentracijama ne
izazivaju prekomjernu hidraciju stanica.

Vise nego trostruki porast koncentracije drugih otopljenih tvari, kao Sto su kalcij, kalij 1
magnezij, nespojiv je sa zivotom iz ,,neosmotskih“ razloga, pa stoga one izazivaju znacajne
promjene osmolaliteta. Infuzije tvari koje ne ulaze u stanice, npr. manitola, mogu sluziti za
redukciju edema mozga i kao osmotski diuretici poput hipertoni¢nih otopina glukoze ili ureje.
Kada se mjeri ukupni osmolalitet plazme, ukljucene su i sve takve tvari, medu njima alkohol.

Da bismo mogli sagledati posljedice koje se mogu pojaviti s promjenama osmolalnosti
plazme, moramo znati koliki je osmotski ucinak razlike koncentracija izmedu unutar- i
izvanstaniéne tekuéine. Cak kad bismo mogli s preciznoséu od 100% odrediti osmolalnost
plazme, onu u stanicama moZemo samo grubo ocijeniti, i to kada nam je poznata anamneza i
vjerojatna propustljivost stani¢nih membrana za tvar koja je najvise pridonijela promjeni. Za
klini¢ara je osmolalnost plazme, izratunana iz koncentracije natrija, kalija, ureje i glukoze, uz
uvazavanje navedenih faktora, barem tako korisna kao samo mjerenje osmolalnosti plazme.
Osim toga, racun ima prednost da se ¢esto moze ustanoviti koja je tvar izazvala osmotsku

promjenu (Straus, 2009.).



1.2.1 Definicija osmolarnosti i osmolalnosti

Osmotska koncentracija moze se izraziti na dva nacina:

- kao osmolarnost, tj. u obliku broja mmola na litru otopine
- ili kao osmolalnost, tj. kao broj mmola na kilogram otapala

Kada su tvari otopljene u cCistoj vodi u koncentracijama koje nalazimo u bioloSkim
tekuc¢inama, jedva ima brojc¢anih razlika izmedu osmolarnosti i osmolalnosti (Zilva 1 sur.,

1992).

1.2.2 Osmolalnost u plazmi ili serumu

Osmolalnost plazme i koncentracija natrija, kao i njihovo vazno odredivanje, odrzavani
su u konstantnim koncentracijama unutar uskih granica. Unato¢ naglaSenim floktulacijama u
unosu vode i soli ili drugih otopina, srednja osmolalnost plazme iznosi 287 mOsmol/kg H,O i
fizioloSki se mijenja za samo +2%. OdrZavanje tako konstantne koncentracije potjece od
zajednickog djelovanja dvaju ,,feedback* kontrolnih mehanizama koji povecavaju ili smanjuju
koli¢inu ukupne vode tako sprjeavajuci bilo kakve promjene ne samo u koncentraciji natrija i
njegovih aniona nego i u osmolalnosti. Cilj je odrzavanje normalne distribucije vode izmedu

unutarstani¢ne i izvanstanic¢ne tekucine (toniciteta) (Thomas, 1998.).

Unos 1 eliminacija vode regulirani su pomocu dva regulatorna sistema:

- Sekrecije ADH. Kod osmolalnosti plazme < 280 mOsmol/kg H,O ADH se ne izlucuje.
Dolazi do diureze (izluCivanja) vode popracene povecanjem osmolalnosti plazme i
tako do linearnog porasta plazmatske koncentracije ADH koja smanjuje renalno
izlu¢ivanje vode. Najvaznija funkcija izluivanja ADH je sprecavanje intoksikacije
vodom.

- Osjecaj zedi (mehanizam Zedi). Porast osmolalnosti plazme do > 290 mOsmol/kg H,O
aktivira mehanizam Zedi. Pod takvim uvjetima unos vode rezultira normalizacijom
osmolalnosti plazme, potpunom inhibicijom Zedi i smanjenjem sekrecije ADH.
Najvaznija funkcija mehanizma Zedi je sprjeCavanje dehidracije organizma.
Mehanizam Zedi je sam po sebi sposoban odrzavati osmolalnost plazme ako je

dostupna odgovarajuéa koli¢ina vode za oralnu primjenu.



Promjene u osmolalnosti plazme zbog gubitka ili povecane koli¢ine vode uzrokuju
redistribuciju vode izmedu ICF i ECF. To upucuje na ili nastajanje edema ili dehidracije
stanica. Promjene volumena koje utjeu na zivéane stanice mogu uzrokovati teske
neurofizioloske simptome (Thomas, 1998).

Klinicki simptomi pronadeni zajedno s abnormalnom osmolalnosti plazme ovise o
etiologiji, brzini kojom se promjene dogadaju i prirodi otopine. Npr. malo smanjenje
osmolalnosti plazme za 60-80 mOsmol/kg H,0 moze se dogoditi bez izazivanja smrti.

Porast osmolalnosti plazme zbog gubitka vode ili porasta elektrolita koji ne prolaze kroz
stani¢énu membranu, npr. natrij i glukoza, moZe kao posljedicu imati komu i smrt ako je taj
porast 40-60 mOsmol/kg H,O. Tvari koje slobodno prolaze kroz membranu kao $to su ureja i
etanol s druge strane su bezopasne buduéi da one ne stvaraju velike razlike osmolalnosti

izmedu ICF i ECF (Thomas, 1998.).

Znaci:

- Osmolalnost plazme je najvazniji parametar za procjenu unutarnje ravnoteze vode za
razliku od promatranja tjelesne tezine koja predstavlja klinicki najkorisniji parametar
za procjenu ravnoteze vanjske tekucéine

- Kod euglikemic¢nih osoba s normalnom renalnom funkcijom promjene u osmolalnosti
plazme obi¢no paralelno prate bilo kakve promjene u koncentraciji natrija. Poznavanje
koncentracije natrija je zbog toga vrlo vazan kriterij za klinicku procjenu mjerene
osmolalnosti. Ureja i glukoza su klinicki vazne samo ako su prisutne u abnormalno

visokim koncentracijama (Thomas, 1998.).

1.2.3 Mjerenje osmolalnosti

Izmjena vode kroz membranu koja propusta samo vodu ovisi o razlici koncentracija
razli¢itih Cestica (iona i molekula) na jednoj i drugoj strani membrane. Uz jednake masene
koncentracije vrijedi: Sto su otopljene Cestice ve¢e (molekulska masa veca) to ih je manje u
jedinici volumena i to manji je njihov osmotski u¢inak. Medutim, ako membrana osim vode
propusta i male Cestice izjednacit ¢e se koncentracije na obje stane i tada vazan faktor u
prometu vode postaju velike molekule. Pri tumacenju raspodjele vode u tijelu bitno je shvatiti

vaznost sljedec¢ih faktora:



- broja Cestica u jedinici volumena
- koncentracijskog gradijenta kroz membranu

- odnosa izmedu veli¢ine Cestica i propustljivosti membrane (Zilva i sur., 1992).

Osmometrima se mjeri snizenje ledista ili tlak vodene pare koji su obraz ukupne
osmolalnosti otopine, tj. osmotskog ucinka svih otopljenih molekula i iona na membranu koja
bi, za razliku od bioloskih, propustala samo vodu (Burtis, 1994).

Jedina znatna razlika izmedu sastava plazme 1 medustani¢ne tekucine je u sadrZaju
proteina. Prema tome je ukupna osmolalnost plazme gotovo ista kao osmolalnost intersticijske
tekucine koja oplahuje stanice (Zilva i sur., 1992).

1.2.4 Izracunavanje osmolalnosti

Na stanicne membrane ne djeluje osmolarna, nego osmolalna koncentracija koju
reguliraju homeostatski mehanizmi. Podaci 0 osmolalnosti plazme dobiveni raCunom ¢esto su
toliko informativni kao i izmjerena osmolalnost.

Vrijednost osmolalnosti plazme dobivena mjerenjem trebala bi biti ve¢a od osmolalnosti
izraCunate zbrajanjem molarnih koncentracija svih iona (zbog sadrzaja proteina), medutim ta
se dva rezultata vrlo malo razlikuju. Razlog je u tome §to je zbog nepotpune ionizacije (npr.
NaCl na Na" i CI') osmotski u¢inak gotovo isto toliko smanjen koliko je poveéan zbog toga
Sto proteini zauzimaju jedan dio volumena plazme. Racunom dobiven podatak osmolalnosti
plazme je stoga vrlo blizak pravoj osmolalnosti. To vrijedi samo kada nema jake
hiperlipidemije ili hiperproteinemije. Kada proteini ili lipidi pridonose mnogo vise od 6%
izmjerenom volumenu plazme, izraGunata osmolalost moze biti znacajno niza od stvarne

koncentracije u vodi plazme (Zilva i sur., 1992).

Za izracunavanje osmolalnosti plazme predloZene su mnoge, manje ili viSe sloZene

formule:
mOsmol/kg H,0 = 2 x ([Na']+ [K™]) + [glukoza] + [ureja] (Zilva i sur., 1992.)
mOsmol/kg H,O = 1.86 x [Na']+ [glukoza] + [ureja] + 9 (Thomas, 1998.)



No buduéi da nijedna ne moze predvidjeti osmotski ucinak najbolje je posluziti se
najjednostavnijom, po kojoj su rezultati vrlo bliski stvarnoj osmolalnosti plazme (seruma)
(Zilva i sur., 1992).

Koncentracija kalija i natrija mnoze se sa 2 jer su s njima udruzeni anioni; pretpostavlja

se da su soli potpuno ionizirane.

Ovako se ne moZe racunati kada se:

- U cirkulaciji nalazi nepoznata koncentracija osmotski aktivne tvari, npr. manitola ili
alkohola. Kada nema hiperproteinemije ili hiperlipidemije, znacajna razlika izmedu
izracunanog 1 izmjerenog osmotskog tlaka upucuje na trovanje alkoholom ili drugom
supstancom. Npr. 100 mg alkohola u decilitru plazme povecava osmolalnost za
priblizno 20 mmol/kg.

- Postoji visoka hiperproteinemija ili hiperlipemija

U takvim sluCajevima moZe na osnovi koncentracije natrija do¢i do pogresnih
zakljuCaka pa treba izmjeriti osmolalnost (Zilva i sur., 1992).

Osmolalnost mokrace ne moze se izraCunati jer se mnogo mijenjaju koncentracije
razli¢itih, neizmjerenih otopljenih tvari; osmotski se tlak moze odrediti samo mjerenjem

osmolalnosti.

1.2.5 Definicija osmometrije

Osmometrija je metoda koja mjeri koncentraciju otopljene tvari. Razlikuje se od
mjerenja molarnosti. Molarnost je mjera broja molova otopljene tvari u otopini, dok je
osmometrija mjera broja ¢estica otopljene tvari u otopini. Osmometrija uzima u obzir ukupnu
koncentraciju otopljenih cCestica u otopini, bez obzira na njihovu veli¢inu, gustocu,
molekularnu masu 1 elektri¢ni naboj (Gilbard, 1978). Osmometrija se klinicki primjenjuje za
procjenu ravnoteze vode 1 elektrolita, ispitivanje hiponatrijemije, intoksikaciju (npr. metanol,
etilen-glikol), diferencijalnu dijagnostiku kroni¢ne dijareje te procjenu povecane ili smanjene

koli¢ine urina.



1.2.6 Osmotska praznina

Osmolalnost plazme je gotovo potpuno odredena sa sljedec¢ih pet topljivih tvari: natrij,
kloridi, bikarbonati, glukoza i ureja. Buduéi da je svaki ion natrija udruzen s anionom, samo
je potrebno izmjeriti koncentracije natrija, ureje i glukoze za izraCunavanje osmolalnosti
plazme.

Osmotska praznina izmedu mjerene i izraCunate vrijednosti je zapazena ako se

pojavljuje hiperosmolarno stanje u prisutnosti drugih topljivih tvari uz ranije navedenih pet.

Osmotska praznina se izraCunava prema sljedecoj jednadzbi:

Osmotska praznina (mOsmol/kg H,O) = mjerena osmolalnost — izracunata osmolalnost
(Burtis, 1994)

Do pojave osmotske praznine dolazi u stanjima kada je izmjerena osmolalnost veéa od
izraCunate za > 10 mOsmol/kg H,O i prisutna je povisena osmolalnost plazme. Izracunavanje
osmotske praznine vazno je za otkrivanje 1 pracenje intoksikacije koje ukljucuje ne-
elektrolitne tvari koje povisuju osmolalnost plazme kao $to su: etanol, metanol, etilen glikol,

izopropanol i diklormetan (Thomas, 1998).

1.2.7 Klinicka primjena

Osmolalnost seruma se mjeri za:
- Procjenu ravnoteze vode i elektrolite otopljenih u krvi
- Ispitivanje hiponatrijemije
- Dokazivanje intoksikacije (npr. etanolom, metanolom, etilen glikolom)
- Diferencijalnu dijagnostiku kroni¢ne dijareje
- Provjeravanje proizvodi li hipotalamus dovoljno antidiuretskog hormona (povec¢ana ili
smanjena koli¢ina urina)
- Spoznaju da li je prisutna teska dehidracija ili hiperhidracija
- PronalaZenje uzroka napadaja ili kome. U teZim slucajevima, neravnoteza izmedu

vode i elektrolita u tijelu moze uzrokovati napadaje ili komu (Cepelak i sur., 2004).
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1.2.8 Referentne vrijednosti

Serum/plazma Djeca 274 — 305 mOsmol/kg
Odrasli 280 — 300 mOsmol/kg
Urin 50 — 1200 mOsmol/kg *

* Referentni interval nedovoljan za interpretaciju nalaz urina popratiti s volumenom urina
(http://www.hkmb.hr).

1.2.9 Hiperosmolalnost

Hiperosmolalnost seruma je povezana s nekim stanjima, kao §to su:
- Dehidratacija, smanjeno uzimanje vode ili povecan gubitak
- Dijabetes melitus i dijabetes insipidus
- Bolesti bubrega, Sto uzrokuje povecanje koncentracije ureje u krvi
- Ostecenja mozga i smanjeno izlu¢ivanje ADH
- Hipernatrijemija
- Cerebralne lezije
- Intoksikacija alkoholom (etanolom), metanolom, antifrizom (etilen glikolom)
(Cepelak i sur., 2004).

1.2.10 Hipoosmolalnost

Hipoosmolalnost seruma povezana je sa stanjima, kao $to su:
- Hiperhidracija, previse vode u organizmu
- Smanjeno uzimanje soli prehranom
- Gubitak natrija kod primjene diuretika
- Addisonova bolest
- Adrenogenitalni sindrom
- Sindrom neodgovarajuceg izlu¢ivanja antidiuretskog hormona (SIADH) kod traume,

karcinoma pluéa (Cepelak i sur., 2004).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Osmolalnost se mjeri pomo¢u osmometra. Medutim, ne posjeduje svaki laboratorij uredaj
za mjerenje te se u njima osmolalnost izra¢unava pomocu formula. U praksi postoji vise

metoda za izraCunavanje osmolalnosti, a najces¢e koriStene su:
Metoda A mOsmol/kg H,O = 2 x ([Na']+ [K™]) + [glukoza] + [ureja]
Metoda B mOsmol/kg H,O = 1.86 x [Na']+ [glukoza] + [ureja] + 9

Osmolalnost tjelesnih tekuc¢ina normalno iznosi 275-290 mOsmol/kg, a Na je glavna
odrednica osmolalnosti seruma. Prividne promjene osmolalnosti mogu nastati zbog pogresnog
ocitavanja Na ako se ne rabe ionski selektivne elektrode (ISE). Ako izmjerena osmolalnost
premasSuje procijenjenu za >10 mOsmol/kg H,O, u plazmi se vjerojatno nalaze dodatne
osmotski aktivne tvari (osmolarna praznina). To su najceS¢e alkoholi (etanol, metanol,
izopropanol, etilen glikol), manitol i glicin. U prisutnosti alkohola povecava se izmjerena
osmolalnost te ako je razlika izmedu izracunate i izmjerene osmolalnosti > 15 (normalno 10-
15) to je indirektno znak trovanja alkoholom (uz klinicku sumnju). Manitol, ingestija toksina
(manitol, etilen glikol, izopropilni alkohol i polienglikol) mogu se detektirati, evaluirati te
pratiti osmotskom prazninom. Rezultati osmolalnosti nisu dijagnosticki, oni ukazuju da osoba

ima neravnotezu, ali ne odreduje uzrok.

Cilj ovog istrazivanja je izmjeriti osmolalnost pomocu osmometra sniZzenjem tocke
lediSta u uzorcima, zatim u istim uzorcima odrediti koncentraciju natrija, kalija, glukoze i
ureje te izracunati osmolalnost pomo¢u metode A i metode B kako bismo medusobno
usporedili dobivene vrijednosti tih triju metoda. Zelimo provjeriti da li postoji dobra
povezanost izmjerene osmolalnosti i izracunate pomoc¢u metode A ili metode B. Zanima nas
da li se mjerenje osmolalnosti moze u potpunosti zamijeniti jednom od ovih metoda buduci da

svaki laboratorij ne posjeduje osmometar.
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3 MATERIJALIIMETODE

3.1 Uzorci

U ovom istrazivanju sudjelovalo je 411 ispitanika razlic¢ite dobi. Uzorci su prikupljeni s
razli¢itih odjela KBC Sestre milosrdnice (gastroenteroloska ambulanta, klinika za kozne
bolesti, dojel za kirurgiju, za endokrinologiju, pluéne bolesti, urologiju, onkologiju,
nefrologiju, pedijatriju, kardiologiju, hematologiju, reanimatologija i intenzivno lijeCenje) ili
su uzeti u ambulanti Klini¢ckog zavoda za kemiju (KZZK) za poliklinicke pacijente u ranim
jutarnjim satima. Pacijentima je uzeta epruveta krvi bez antikoagulansa u epruvetu s
podtlakom (Greiner bio-one, Austrija). Nakon toga uzorci su centrifugirani u srednjoj
laboratorijskoj centrifugi brzinom od 3500 okretaja/min, nakon ¢ega je odvojen serum u
kojem je izmjerena osmolalnost pomoc¢u osmometra te koncentracije natrija, kalija, ureje i
glukoze potrebne za izracun osmolalnosti prema metodi A i metodi B.

Slika 2. prikazuje podjelu ispitanika prema spolu. Za analizu podataka koristen je Chi-squerd
test kojim se ispituje da li je ispitivana skupina ujednacena po spolu ili ne (P<0,05). Analizom
podataka dobiveno je da je ispitivana skupina izjednacena po spolu (P=0,2365), sastojala se
od 218 muskaraca i 193 zene razli¢ite dobi. Kriterij za ukljucivanje ispitanika je bio odsutnost

intoksikacije tvarima koje mogu povecati osmolalnost tvari (etilen glikol, alkohol).
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Slika 2. Podjela ispitanika prema spolu
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3.2 Mjerenje osmotske koncentracije

3.2.1 Osmometar

Gonotec OSMOMAT model 030 Krioskopski osmometar je neinvazivni in-vitro
dijagnosticki sustav za mjerenje ukupne osmolalnosti vodene otopine, kao $to su humana krv,
urin, sperma i ostalih otopina uzoraka. Osmometar indirektno iskazuje broj otopljenih Cestica
u tekucini.

Ukupna osmolalnost se obi¢no koristi u bolnicama ili ordinacijama za pomo¢ u
dijaganosticiranju bolesti i/ili da se zatrazi daljnje testiranje. Sustav se Cesto koristi u
farmaceutskoj industriji za testiranje razli¢itih vodenih otopina (slane kupelji...) i za proces

validacije rutinskih procesa (Uputstvo za upotrebu: Cryoscopic Osmometer, 2007).

Slika 3. Prikaz krioskopskog osmometra (preuzeto i modificirano s www.pintertrade.com)

3.2.2 Kalibracija instrumenta

Kalibraciju je u principu potrebno obaviti: jednom u tjedan do dva koristenja instrumenta.
Ucestalija kalibracija potrebna je ako ¢e se myjeriti uzorci koji imaju osmolarnost puno

drugaciju od one kojom je kalibriran aparat (instrument se kalibrira s osmolarnosti slicnom

14



mjerenim uzorcima). Ako se okolina promijenila (instrument premjesten na drugu lokaciju,
pocela sezona grijanja....). Nakon bilo kakvih servisa. Jednom otvoren, standard bi se trebalo
upotrijebiti u sljede¢ih dvadesetak minuta. Zbog isparavanja, kroz vrijeme mu se povecava

koncentracija, a time i osmolarnost (Uputstvo za upotrebu: Cryoscopic Osmometer, 2007).

3.2.3 Mjerenje osmolalnosti

Osmotski tlak u serumu odredivali smo krioskopskim osmometrom (Gonotec
OSMOMAT Model 030 Cryoscopic Osmometer). To je neinvazivni in-vitro dijagnosticki
sustav za mjerenje ukupne osmolalnosti u humanim uzorcima. Osmometar indirektno iskazuje
broj otopljenih Cestica u tekucini.

Uzorak otopine hladi se pomocu Peltier-ovog sustava hladenja, dok se temperatura
elektronicki prati. Kada uzorak otopine dosegne specifi¢nu temperaturu od -7°C ispod tocke
ledista, injektira se iglom od nehrdajuceg Celika Sto dovodi do automatske kristalizacije. Igla
predstavlja sekundarni sustav hladenja koji se sastoji od malih kristala leda koji potjecu od
uobicajene vlage u zraku u prostoriji. Kada kristalizacija zapo¢ne, spontano se formira led.
Zatim temperatura sustava spontano raste Sto dovodi do porasta temperature uzorka do tocke
ledista. Nakon kompletne kristalizacije temperatura se ponovno snizava (Uputstvo za

upotrebu: Cryoscopic Osmometer, 2007; Meties, 1965).

3.2.4 NajcesSce pogreske prilikom mjerenja

Spontana kristalizacija

Javlja se nakon spuStanja mjerne glave, a prije inokulacije uzorka ledom; u fazi
hladenja kad je temperatura manja od 0°C, ali nije jo$ dostigla -7°C. Spontanu kristalizaciju u
90% sluc¢ajeva uzrokuje mjehuri¢ zraka u uzorku, ili zalutala necistoca - zrnce prasine, prljava
sonda. MozZe jo§ biti uzrokovana vibracijama (je li instrument na mirnoj podlozi), oSte¢enjem

mjerne sonde (provjerite povecalom), ili je uzrok u samom uzorku.
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Nema kristalizacije
Javlja se ako se uzorak nije smrznuo niti nakon inokulacije ledom. Najces¢i uzrok je u
gornjem sistemu hladenja (hladenje igle za inokulaciju uzorka kristalicem leda), podignite
pokrov i pogledajte ima li leda na igli. Na njoj bi normalno trebalo biti malo leda:
- ako ga nema uopée, vjerojatno je zrak vrlo suh — ostavite pokrov malo otvoren i/ili
huknite na iglu
- ako se nakupilo previSe leda (instrument radi satima, ili je velika vlaznost zraka u
okolisu), ugasite instrument na dvije-tri minute da se led otopi, pa dobro osusite otvor
za iglu (kanal kroz koji igla prolazi do uzorka) propuhivanjem zrakom iz prazne
Sprice, komadicem suhe stanievine 1 pincetom 1 sli¢no
- provjerite radi li igla kako treba — podignite pokrov, promatrajte iglu i pritisnite gumb

»NEEDLE* sa straznje strane instrumenta

Uzrok jo§ moze biti vrlo visoka temperatura okoline, pa instrument ne uspijeva ohladiti
uzorak na -7°C; prasina u instrumentu onemogucava normalno hladenje; instrument je
postavljen tako da su mu pokriveni ventilacijski otvori. Sam uzorak ima preveliku
osmolarnost (>3000 mOsmol/L), odnosno prenisku temperaturu lediSta. U tom slu¢aju jedina

je moguénost razrjedenje uzorka.

Nepreciznost rezultata

Najcesc¢i uzrok je u nepravilnom spustanju mjerne glave s Kiveticom — previse njezno je
spustena. Ona mora do kraja sjesti u leziste. Koriste se rabljene CaSice (Cak ako se koriste i
one u kojima je bila samo voda). Nedovoljno dobro ¢is¢enje sonde izmedu mjerenja, ili
vlazna sonda. Nepreciznost rezultata se javlja i kada sonda nije centrirana ili je oStecena te

kada uzorak nije homogen (Uputstvo za upotrebu: Cryoscopic Osmometer, 2007).

3.3 Izracunavanje osmolalnosti

U Klinickom zavodu KBC Sestre milosrdnice uzorci su centrifugirani i u serumu
odredeni natrij, kalij, glukoza i1 ureja. Koncentracije navedenih analita u svim serumima
odredivane su na biokemijskom analizatoru AU680 (Beckman Coulter, SAD) i s pripadaju¢im
originalnim reagensima istog proizvodaca. U nastavku teksta navedene su metode odredivanja

analita na biokemijskom analizatoru AU680, koriStene u ovom istraZivanju:
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1) Odredivanje natrija i kalija u serumu

Koncentracije natrija i kalija u humanom serumu odreduju se indirektnom potenciometrijom

na ISE-ma na Beckman Coulter analizatoru.

Nacelo reakcije:
Beckman Coulter ISE modul za natrij i kalij koristi zasebne elektrode sa selektivnim

membranama specificnim za navedene ione.

Potenciometrija je jedna od preporucenih metoda za odredivanje koncentracije natrija
1 kalija. Odreduje se razlika elektrokemijskog potencijala izmedu staklene membranske
elektrode i referentne elektrode, koja je razmjerna koncentraciji natrijevih/kalijevih iona u
serumu (plazmi, mokraci, likvoru). Na ovom principu rade mnogobrojni analizatori za
odredivanje Na* i K. ISE za natrij izradena je od specifi¢nog stakla koje sadrzava 11% Na,O,
18% AlLOs; i 71% SiO,, a kao referentna elektroda sluzi Ag-AgCl elektroda. ISE za kalij
izradena je od stakla koje sadrzava 68% SiO,, 27% Na,O i 5% Al,O3;, a kao referentna
elektroda sluzi Ag-AgCl elektroda. Elektroda ima 5000 puta veéu selektivnost za K* nego za
Na’, a takoder je selektivna za K* i prema H" i dvovalentnim kationima. Danas se
upotrebljavaju elektrode koje na povr$ini imaju antibiotik valinomicin, koji propusta samo
kalijeve ione. Odredivanje ometaju proteini seruma, pa proizvodaci takvih elektroda i ve¢
postoje¢ih analizatora nastoje na razne naine smanjiti tu interferenciju. Odreduje se
potencijal kalibratora, a omjer izmedu razlike potencijala i logaritamske koncentracije
(AE/Alog koncentracije) pohranjuje se u memoriju mikroprocesora kao c¢imbenik za
izraCunavanje nepoznate koncentracije natrija i kalija nakon $to se izmjeri njihov potencijal.
Dvije su vrste potenciometrijskin metoda: direktna i indirektna. U direktnoj potenciometriji,
uzorak nije potrebno razrjedivati, a u indirektnoj uzorak se u mjernoj kiveti mijesa s
diluentom velike ionske jakosti. Kod indirektne potenciometrije potrebno je razrjedivanje
uzorka iz dvaju razloga: kako bi se dobilo dovoljno ukupnog uzorka (uz malu koli¢inu
seruma) koji moze oplahivati relativno veliku povrSinu elektrode te kako bi se smanjila
koncentracija proteina na povrsini elektrode (Straus, 2009; Thomas, 1998; Burtis, 2008).

ISE su elementi viSefaznog sustava koji omogucéuju potenciometrijsko odredivanje
nekog iona ,,i* u otopini, u prisutnosti drugih iona. ISE se mogu dizajnirati za svaku ionsku

speciju te su vrlo pogodne za selektivno i kontinuirano pracenje aktiviteta iona (a ne
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koncentracija) u otopini bez utjecaja na tu otopinu. To je korisno kod bioloskih ispitivanja jer
bioloski procesi ovise ustvari o aktivitetima.

ISE ¢lanak je elektrokemijski ¢lanak izgraden od ion-selektivne elektrode (elektroda
Ciji se potencijal mijenja) i vanjske referentne elektrode (elektroda ¢iji je potencijal stalan),
obje elektrode povezane su voltmetrom (mjeri razliku potencijala izmedu ion-selektivne
elektrode i referentne elektrode) i u kontaktu su s otopinom uzorka.

potenciometar

ion selektivna
elektroda

referentna
elektroda

(uzorak) referentna

elektroda
(unutarnja)

unutarnja
otopina

ion-selektivna
membrana

otopina -
uzorka = ?a)_ s

Slika 4. Prikaz ISE (Preuzeto s

http://chemwiki.ucdavis.edu/Analytical _Chemistry/Analytical _Chemistry 2.0/11 Electrochemical _Methods/11
B%3A_Potentiometric_Methods)

Selektivnim prijenosom odredivanog iona "i" iz otopine uzorka u membranu ISE
stvara se razlika potencijala izmedu unutarnje otopine i otopine uzorka (dvije elektrolitne
faze). Aktivni ioni (selektivni ioni) u ve¢em broju prelaze iz faze s ve¢im aktivitetom u fazu s
manjim aktivitetom. Brzina prijelaza aktivnih iona ovisi o razlici potencijala koji na taj na¢in
nastaje (razlika potencijala utjeCe na brzinu iona, ioni koji difundiraju iz faze s veé¢im
aktivitetom putuju brze od iona koji difundiraju iz faze s manjim aktivitetom). Kada je razlika
potencijala tolika da uzrokuje iste brzine prijelaza aktivnih iona, uspostavlja se dinamicka

ravnoteza. Tu ravnoteznu razliku potencijala nazivamo Donnanov potencijal. Difuzijski
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potencijal je razlika u brzini difuzije iona izmedu dvije elektrolitne faze (unutarnje otopine i
otopine uzorka) kroz grani¢nu povrsinu
(http://chemwiki.ucdavis.edu/Analytical_Chemistry/Analytical_Chemistry 2.0/11 Electroche
mical_Methods/11B%3A_Potentiometric_Methods).

Razlika potencijala na membrani (En), pri kojoj je uspostavljena dinamicka ravnoteza

na grani¢noj povrsini, iskazuje se relacijom:

Gdje je:
a; — aktivitet aktivnih iona na jednoj strani membrane,
a;r — aktivitet istih iona na drugoj strani membrane,
zj — naboj aktivnih iona,
F — Faradeyeva konstanta (96487 Cmol™),
R — op¢a plinska konstanta (8.314 JK'mol™),
T — temperatura (K).

Pretpostavimo li da je aj, konstantan, onda E, ovisi samo o a;i iskazan je relacijom

E, =E°+Elnaj
z,F

(E° - standardni potencijal ISE)

Potencijal membrane iskazan je relacijom istog oblika kao $to je Nernstova jednadzba
za redoks sustav, ali se potencijal uspostavlja na drugaciji nacin od onog za metalnu
elektrodu, zbog toga kazemo da ima Nernstov odziv.

Pomocu voltmetra koji mjeri razliku potencijala izmedu vanjske referentne elektrode i
potencijala na membrani od strane ,,selektiranog® iona odreduje se neto naboj ¢ija je veli¢ina
izravno proporcionalna koncentraciji selektiranog iona.

Membranski potencijal predstavlja sumu potencijala na granici faza: potencijal na

granici faza otopina analita/membrana + potencijal na granici faza unutarnja referentna
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otopina/membrana (konstantan) + difuzijski potencijal unutar membrane (moze se smatrati
zanemaruju¢e malim i konstantnim pod odredenim uvjetima, kada u membrani nema
koncentracijskog gradijenta). Ukoliko je koncentracija primarnih iona u unutarnjoj otopina
konstantna tada potencijal unutarnje referentne elektrode (uronjena je u unutarnju referentnu
otopinu koja sadrzi stalnu koncentraciju odredenog iona) mozemo smatrati konstantnim i
membranski potencijal ovisi samo o potencijalu na granici faza otopina analita/membrana
(mozemo primijeniti Nernstov izraz).

lonsko-selektivna membrana klju¢na je komponenta svih potenciometrijskih senzora.
Ona omogucava prepoznavanje to¢no odredenog analita u uzorku. Ukoliko ioni mogu prijeci
preko granice faza, tada dolazi do uspostave elektrokemijske ravnoteze, ali s razli¢itim
potencijalima u fazama.

Medutim, u praksi nema idealno selektivnih elektroda, nego na njihov potencijal u
odredenoj mjeri utjeCe i prisutnost drugih iona u otopini
(Bhttp://chemwiki.ucdavis.edu/Analytical_Chemistry/Analytical_Chemistry 2.0/11_ Electroc
hemical_Methods/11B%3A _Potentiometric_Methods; Burtis, 2008).

2) Odredivanje glukoze
Metoda za odredivanje glukoze u plazmi je UV — fotometrijska metoda s heksokinazom (HK)
i glukoza-6-fosfat dehidrogenazom (G-6-PDH) (Straus, 2009).

Princip:
Glukoza u prisutnosti ATP-a djelovanjem HK i Mg®* fosforilira u glukoza-6-fosfat, a ovaj se
djelovanjem G-6-PDH i NADP" oksidira u 6-fosfoglukonat. Mjeri se poveé¢anje koncentracije

NADPH na 340 nm §to je proporcionalno koncentraciji glukoze:

glukoza + ATP "X glukoza-6-fosfat + ADP
glukoza-6-fosfat + NADP* S°FPH | 6_fosfoglukonat + NADPH + H*

3) Odredivanje ureje
Metoda za odredivanje ureje u serumu jest UV-spektrofotometrijska metoda s enzimom
glutamat-dehidrogenazom (GLDH) (Straus, 2009).
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Princip:

Ureja se hidrolizira ureazom, a nastali amonijak reagira s 2-a-ketoglutarnom kiselinom uz
kataliticko djelovanje GLDH-a i koenzima NADH. Pri tome nastaju glutaminska kiselina i
NAD. Pad apsorpcije zbog oksidacije reduciranog NADH razmjeran je prisutnosti NH3
oslobodenom iz ureje:

2 ureja + 2 H,0 % (NH,),CO;

2-a-ketoglutarna kiselina + 2 NH;* + NADH + H" _S2% | 2 glutaminska kiselina + 2 NAD*
+ 2H,0

Izmjerenje vrijednost natrija, kalija, glukoze 1 ureje primjenjuju se za izraCunavanje
osmolalnosti prema dolje navedenim metodama:

Metoda A mOsmol/kg H,O = 2 x ([Na™]+ [K']) + [glukoza] + [ureja]

Metoda B mOsmol/kg H,O = 1.86 x [Na']+ [glukoza] + [ureja] + 9

3.4 Statisticke metode

Za prikaz rezultata i statisticku obradu podataka koriSteni su racunalni programi Excel
2010, Microsoft office (Microsoft USA) i MedCalc v. 15.6 (MedCalc Software, Mariakerke,
Belgija). Koristenjem deskriptivne analize prikazani su dobiveni podaci, a skupovi podataka

ispitani su Kolmogorov-Smirnovljevim statistickim testom na normalnost raspodjele.

Tablica 1. Tumacenje koeficijenta korelacije rho prema Coltonu

KOEFICIJENT
KORELACIJE (rho) POVEZANOST
0 do +0,25 nema povezanosti
+0,26 do + 0,50 slaba povezanost
+ 0,51 do + 0,75 umjerena do dobra povezanost
+0,76 do £ 1 dobra do izvrsna povezanost
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Ako distribucija podataka ne bude slijedila Gaussovu raspodjelu koristit ¢emo
neparametrijske testove te podatke opisivati medijanom i rasponom izmjerenih vrijednosti.
Za ispitivanje povezanosti varijabli koja govori o njihovoj povezanosti koristen je statisticki
postupak po Pearson/Spearmanu za parametrijske, odnosno neparametrijske testove s
pripadaju¢im koeficijentom korelacije rho i njegovom statistickom znacajnoséu P.
Koeficijente korelacije tumacili smo prema Coltonu (Tablica 1.). Modelom linearne regresije
procjenjivali smo ovisnu varijablu prema predikcijskoj na razini statisticke znacajnosti
P<0,05. Koeficijentom determinacije (R?) utvrdivali smo u kojoj je mjeri matematicki model
primjenjiv za predvidanje ovisne varijable. Rezultati su prikazani grafickim prikazom
histograma kojim se moze primijetiti da raspodjela podataka ne slijedi Gaussovu krivulju,
zatim, pravcem linearne regresije s pripadaju¢om jednadzbom y = a + bx, gdje ,,a“ predstavlja
odsjecak na osi y na kojem pravac sijece ordinatu, a ,,b* nagib pravca, tj. porast na osi y za
jedinicni porast na osi X, uz naznacene granice pouzdanosti od 95% 1 granice predvidenih
vrijednosti od 95%.

Za usporedbu dvije varijable koriSten je neparametrijski Mann-Whitney test, za
utvrdivanje postojanja statisticki znaCajne razlike izmedu varijabli izmjerene osmolalnosti i
izraCunate prema metodi A i metodi B koriSten je neparametrijski Kruskal-Wallisov test.

Metodom multiple regresije postavljen je matematicki model za procjenu osmolalnosti
na temelju nezavisne 4 varijable.

Svi rezultati interpretirat ¢e se na na razini statisticke znacajnosti P < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Frekvencija ispitanika po spolu

Skupina od 411 ispitanika razli¢ite dobi imala je ujednacen udio muskaraca (N=218) i

zena (N=193) kako je prikazano na Slici 2.

4.2 Deskriptivna statistika ispitivanih uzoraka

U Tablici 2. prikazani su statisticki podaci za izmjerene koncentracije glukoze, natrija,
kalija i ureje, izmjerena osmolalnost, izraCunate osmolalnosti prema metodi A (OSM-A) i
metodi B (OSM-B) sa pripadaju¢im srednjim vrijednostima (X), standardnim devijacijama
(SD), medijanom, intervalima pouzdanosti te najnizom i najviSom koncentracijom
(minimumom i maksimumom). Takoder je naveden i ukupan broj i dob ispitanika. Sve
rezultate interpretirali smo na razini statisticke znacajnosti P<0,05. Dobivene P vrijednosti
pokazuju nenormalnu distribuciju za sve varijable.

Distribucija osmolalnosti izmjerene pomocu osmometra i izracunate prema metodi A 1
metodi B prikazana je histogramima na Slikama 3., 4. i 5. Uz frekvenciju (%) prikazano je da
distribucija osmolalnosti ne slijedi Gaussovu krivulju $to dokazuje vrijednost P<0,0001
(Tablica 2.)
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Tablica 2. Prikaz izmjerenjh koncentracija glukoze, kalija, natrija, ureje i osmolalnosti te izmjerene osmolalnosti prema metodi Ai B

N X 95% ClI SD Medijan 95% ClI Min Max 25-75P P
DOB
(godine) 411 | 60,0 58,16 — 61,81 18,82 64,0 63,00 — 66,00 0,0 91,0 | 50,00-7400 | <0,0001
GLUKOZA
(mmol/L) 411 | 60 5,82 6,28 2,39 54 5,34 - 5,56 1,8 27,6 4,92 6,37 <0,0001
KALIJ
(mmol/L) 411 | 44 4,36 — 4,47 0,57 43 4,28 4,39 3,0 7,0 4,03-4,68 <0,0001
NATRIJ
(mmol/L) 411 | 137,8 | 137,33-13820 | 4,49 138,0 138,00 - 138,00 111,0 | 1550 | 136,00-140,00 | <0,0001
UREJA
(mmol/L) 411 | 88 8,02-9,53 7,80 5.8 5,40 — 6,20 1,2 44,1 4,40-9,08 <0,0001
OSM
(mOsmol/kg H,0) | 411 | 2943 | 292,93-29562 | 13,90 293,0 292,00 — 294,00 2390 | 3480 | 287,00-299,00 | <0,0001
OSM-A
(mOsmol/kg H,0) | 411 | 2992 | 297,95-300,43 | 12,80 298,0 297,00 — 298,00 2430 | 3570 | 293,00-303,00 | <0,0001
OSM-B
(mOsmol/kg H,0) | 411 | 2801 | 27890-281,23 | 11,99 278,0 278,00 — 279,00 2290 | 3330 | 274,00-284,00 | <0,0001

OSM - izmjerena osmolalnost; OSM-A — osmolalnost izra¢unata prema metodi A; OSM-B — osmolalnost izra¢unata prema metodi B; N —

ukupan broj uzoraka; x —srednja vrijednost; 95% Cl — 95% ineterval pouzdanosti; SD — standardna devijacija; Min — najniza vrijednost; Max-

najvisa vrijednost; 25 — 75 P raspon veli¢ina varijabli od 25 do 75 percentile; P — testiranje normalnost distribucije
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4.3 Usporedba metoda

Usporedbom vrijednosti izmjerene osmolalnosti i osmolalnosti izracunate metodom A |
metodom B pomoc¢u Kruskal-Walis testa (neparametrijski test) dobiveno je da postoji
znacajna razlika izmedu svih metoda (P<0,0001). Usporedili smo vrijednosti dobivene
izraCunom metodom A i metodom B sa izmjerenim vrijednostima za sve uzorke i posebno po
spolu. Dobiveni rezultati pokazali su da se metode medusobno znacajno razlikuju te da se one

ne mogu medusobno usporedivati. Na slikama 6., 7. 1 8. vidljiva je razlika medu metodama.
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Slika 6. Usporedba triju razli¢itih metoda za osmolalnost za sve ispitanike
(OSM — izmjerena osmolalnost; OSM-A — osmolalnost izraéunata prema metodi A; OSM-B- osmolalnost

izraCunata prema metodi B)
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Slika 7. Usporedba triju razli¢itih metoda za osmolalnost za muske ispitanike
(OSMy, — izmjerena osmolalnost za muskarce; OSM-A \, — osmolalnost izraéunata prema metodi A za muskarce;

OSM-By- osmolalnost izratunata prema metodi B za muskarce)
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osmolalnost izracunata prema metodi B za Zene)

4.4 Korelacija varijabli izracunate osmolalnosti s izmjerenom

osmolalnosti

Nize navedene slike 9., 10., 11. i 12. prikazuju korelaciju pojedine varijable (koncentracije
glukoze, koncentracije kalija, koncentracije natrija i koncentracije ureje) s izmjerenom
osmolalnosti plazme matemati¢kim modelom linearne regresije. Na slikama narancastim
crtama oznacen je interval prediktivnosti, ljubi¢astim crtama interval pouzdanosti, a srediSnja
plava crta je pravac regresije. Koeficijent korelacije rho kao mjera povezanosti osmolalnosti
plazme s koncentracijom glukoze (rho=0,373), koncentracijom kalija (rho=0,306) i
koncentracijom natrija (rho=0,411) ocijenjeni su slabima (prema Coltonu). Premda su
statisticki znacajni uz P<0,0001, snaga je povezanosti slaba. Medutim, dobivena je dobra
korelacija s koncentracijom ureje (rho=0,649). Interpretacijom prema statisti¢koj znacajnosti
P < 0,05 dobili smo da su nasi rezultati statisticki znacajni jer su nase vrijednosti P < 0,0001.
Usprkos dobroj korelaciji koncentracije ureje s osmolalnosti plazme ni jednoj pojedinac¢noj

varijabli ne mozemo pripisati snazan proporcionalni utjecaj na izmjereni osmotski tlak.

27



OSM

OSM

500

450

400

350

300

200

500

450

400

350

300

250 -
<,

200

el 500 p=
- 450 =
s 400 p=
-~ E 350 =
- 300 p=
- 250~
ul L ] ] | ] | 20 i I i 1 i 1 f L i 1
0 5 10 15 20 25 30 2 3 4 5 6
GLUKOZA (mmol/L) KALIJ (mmol/L)
Slika 9. Povezanost koncentracije glukoze s Slika 10. Povezanost koncentracije kalija s
osmolalnosti; rho =0,373; P <0,0001 osmolalnosti; rho = 0,306; P < 0,0001
- 500 =
- 450 =
L 400 f=
% 350 =
300 p=
250 p=
! " I " L " 1 " L ; 1 2007 1 . ! " ! ! : |
110 120 130 140 150 160 0 10 20 30 40 50

NATRIJ (mmol/L)

Slika 11. Povezanost koncentracije natrija
s osmolalnosti; rho=0,411; P<0,0001

UREJA (mmol/L)

Slika 12. Povezanost koncentracije ureje
s osmolalnosti; rho=0,649; P<0,0001

28



4.5 Prijedlog novog matematickog modela za procjenu osmolalnosti

Nakon statisticke obrade podataka vidjeli smo da metodu A, a ni metodu B ne mozemo
usporedivati s mjerenje osmolalnosti jer se one znacajno razlikuju te Smo statistiCkom
metodom multiple regresije napravili matematicki model koji ¢e ukljucivati sve Cetiri
varijable koje su prisutne i u metodi A i metodi B. U Tablici 3. prikazani su statisti¢ki podaci
za izmjerenu osmolalnost (OSM-A) i osmolalnost izra¢unatu prema regresijskom modelu
(OSM-C).

Regresijska jednadzba za izraCun osmolalnosti na temelju koncentracija glukoze, Kalija,

natrija i ureje:

OSM-C (mOsmol/kg H,0) = 14,81+1,35[glukoza]+2,31[K ]+1,83[Na‘]+1,024[ureja]

Koncencentracija glukoze, ureje, Na* i K* izrazene su u mmol/L.

Tablica 3. Prikaz vrijednosti izmjerene osmolalnosti i osmolalnosti izracunate prema

regresijskom modelu

OSM (mOsmol/kg H,0) | OSM-C (mOsmol/kg H,0)

N 411 411
X 2943 2949
95% Cl od x 292,93 — 295,62 293,64 — 296,14
SD 13,90 12,92
Medijan 293,0 292,8
95% CI od medijana 292,00 — 294,00 292,13 — 293,86
Min 239,0 242,3
Max 348,0 349,6
25-715 P 287,00 — 299,00 287,04 — 301,60
P < 0,0001 < 0,0001

OSM - izmjerena osmolalnost; OSM-C — osmolalnost izracunata prema regresijskom modelu; N — ukupan broj
uzoraka; X — srednja vrijednost; 95% Cl - 95% ineterval pouzdanosti; SD — standardna devijacija; Min —
najniza vrijednost; Max- najvi$a vrijednost; 25 — 75 P raspon veli¢ina varijabli od 25 do 75 percentile; P —

testiranje normalnosti distribucije
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Vrijednosti osmolalnosti dobivene novom metodom takoder pokazuju nenormalnu
raspodjelu, tj. ne slijede Gaussovu krivulju. Mann-Whitney test za statisticku usporedbu dviju
razli¢itih metoda pokazao je da nema znacajne razlike izmedu mjerene osmolalnosti i one
dobivene izraunom na temelju multiple regresije (P = 0,55). Na Slici 14. jasno je prikazano

da ne postoji znacajna razlika izmedu ove dvije metode.
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prema regresijskom modelu (OSM-C))
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5 RASPRAVA

Osmolalnost plazme najvazniji je parametar za procjenu unutarnje ravnoteze vode u
organizmu. Raspodjela vode izmedu unutarstani¢ne 1 izvanstani¢ne tekuéine ovisi o razlici
koncentracija razlicitih Cestica (iona i molekula) s jedne i s druge strane stani¢ne membrane.
Poznato je da su podaci osmolalnosti plazme dobiveni racunom cesto toliko informativni kao 1
sama izmjerena osmolalnost iako se one medusobno razlikuju, tj. izracunata osmolalnost
dobivena zbrajanjem koncentracija pojedinih tvari koje utje¢u na osmolalnost je manja od
izmjerene osmolalnosti. Za izraCunavanje je predloZeno vise razlicitih viSe ili manje sloZenih
metoda, najceSce se primjenjuju dvije.

Metoda A mOsmol/kg H,0 = 2 x ([Na']+ [K']) + [glukoza] + [ureja]
Metoda B mOsmol/kg H,O = 1,86 x [Na']+ [glukoza] + [ureja] + 9

Metoda A svoje temelje pronalazi u Cinjenici da hidratacija stanica ovisi 0 osmotskoj
razlici izmedu unutarstani¢ne i izvanstani¢ne tekucine, a razlike hidrostatskih tlakova su
zanemarive. U normalnom stanju unutarstani¢éna osmolalnost u stanicama, koja uglavnom
potjece od kalija 1 njemu pridruZzenih aniona, ista je kao u izvanstani¢noj tekucini, u kojoj
najvise potjeCe od natrija i s njime udruzenih aniona, pa ukupno nema prolaza vode ni u
stanice ni iz njih. Koncentracija kalija i natrija mnoZe se sa 2 jer su s njima udruZeni anioni,
pretpostavlja se da su soli potpuno ionizirane.

Buduéi da u normalnom organizmu oko 90% ukupne osmolalnosti plazme potjece od
natrija i aniona koji ga prate, mijenja se hidratacija stanica pri brzim promjenama
koncentracije natrija. Porast izaziva dehidrataciju stanica, a pad prekomjernu hidrataciju, ako
u koncentracijama drugih otopljenih tvari nema znacajnih promjena.

Ureja i glukoza pri normalnim koncentracijama vrlo malo utje¢e na osmolalnost palzme.
Ali u teskoj uremiji ili hiperglikemiji mogu se koncentracije ovih spojeva 1 petnaesterostruko
povecati i tada mogu znacajno utjecati. Za Klini¢ara je osmolalnost plazme, izra¢unana iz
koncentracije natrija, kalija, ureje i glukoze, uz uvazavanje navedenih faktora, barem tako
korisna kao samo mjerenje osmolalnosti plazme. Osim toga, ratun ima prednost da se ¢esto
moze ustanoviti koja je tvar izazvala osmotsku promjenu (Zilva i sur., 1992).

Metoda B je empirijska jednadzba dobivena metodom regresijske analize i kao rjesenje
dobiven je korekcijski faktor 1,86 za Na’ (nagib za odnos koncentracije Na® u mmol/L i
izraCunate osmolalnosti) i +9 za cijelu jednadzbu. Jednadzba je validirana usporedbom

izraCunate osmolalnosti sa izmjerenom osmolalnosti. Srednja razlika (vrijednost) je priblizno
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nula, a standardna devijacija od srednje vrijednosti je ~6 mmol/kg. Sto se tiGe primjene
koncentracija natrija, kalija, glukoze i ureje u izracunavanju osmolalnosti razlozi su isti kao i
u metodi A (Burtis, 1994).

Znamo da je raCunom dobiven podatak osmolalnosti vrlo blizak pravoj osmolalnosti,
medutim nas je zanimalo kolika je ta razlika i koja od ovih dvije najée$¢e primjenjivanih
metoda daje rezultate blize pravima jer svaki laboratorij ne posjeduje osmometar za mjerenje.

U ovom istrazivanju odlucili smo usporediti rezultate osmolalnosti dobivene pomocu ove
dvije metode s pravom izmjerenom osmolalnosti i provjeriti da 1i se mjerenje moze u
potpunosti zamjeniti izraCunom.

U istrazivanju smo imali grupu od 411 ispitanika ujednac¢enu po spolu. Prilikom izracuna
primijetili smo da postoje razlike medu metodama, tj. one se razlikuju u varijablama koje
koriste, u metodi A uz koncentraciju natrija, glukoze i ureje koristi se jo§ i koncentracija
kalija. Takoder smo uocili da su vrijednosti osmolalnosti dobivene metodom A kod koje se
prilokom izra¢una uzima u obzir i koncentraciju kalija vece od izmjerenih i dobivenih
izraunom po metodi B, a vrijednosti dobivene metodom B su najniZe. Analizom podataka
dobiveno je da postoji znacajna razlika izmedu metoda te da se one medusobno ne mogu
usporedivati.

Zatim smo odluc¢ili provijeriti da li postoji kakva povezanost izmedu pojedinih nezavisnih
varijabli i osmolalnosti serumu. Dobiveno je postoji dobra korelacija (rho = 0,649) izmedu
osmolalnosti plazme i koncentracije ureje u plazmi, medutim nijedna od varijabli sama ne
utjeCe proporcionalno na osmotski tlak.

Kako smo analizom podataka dobili da se metode ne mogu medusobno usporedivati,
zapitali smo se kakve bismo vrijednosti osmolalnosti dobili da imamo neku drugu, posve
novu metodu koja ¢e ukljucivati sve nezavisne relevantne varijable tj. one koje statisticka
analiza multiplom regresijom nade znaCajnijima. Analiza je pokazala da sve 4 varijable
pridonose znac¢ajno modelu te da ih valja uvrstiti u polinom s pripadaju¢im koeficijentima koji
se znacajno razlikuju od 0 (P<0,0001). Rezultati dobiveni novom predvidenom metodom
veoma su sliéni pravoj izmjerenoj osmoloalnosti (koeficijent determinacije R?=0,8368).
Analizom podataka dobiveno je da nema znacajne razlike izmedu nove predvidene metode i
metode mjerenja osmolalnosti (P = 0,55) sto se vidljivo i na Slici 14. Uze¢i u obzir i one dvije
prethodne metode za izracun, najbolje slaganje sa mjerenim vrijednostima ima nasa nova
metoda koja u obzir uzima varijable obiju metoda, a to su: koncentracija natrija, koncentracija

kalija, koncentracija glukoze i koncentracija ureje u plazmi.
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Jos§ uvijek ne postoji idealna metoda koja bi se mogla usporediti s mjerenje osmolalnosti,
ali izracunavanje osmolalnosti daje dovoljno dobre rezultate za procjenu unutarnje ravnoteze
vode. Medutim, kod odredenih stanja potrebno je uz izracunatu osmolalnost takoder i
izmjeriti pravu osmolalnost kako bi se izracunala osmotska praznina (mjerena osmolalnost —
izraCunata osmolalnost) koja daje bolju uvid u stanje organizam. Metode za izratun ne
uzimaju u obzir i ostale tvari koje mogu utjecati na poveéanje osmolalnosti plazme kao §to je
to slucaj kod intoksikacije alkoholom. U takvim slucajevima od iznimne je vaznosti izmjeriti
pravu osmolalnost plazme, a ne izracunati jer se moze raditi o Zivotu ili smrti.

U Iliteraturi nismo nasli slicnih pokuSaja da se iznade nova empirijska jednadzba za
osmolalnost te ne mozemo naSe rezultate usporedivati s ostatkom znanstvene 1 stru¢ne

zajednice.
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6 ZAKLJUCCI

1. Postoje¢i matematicki modeli koji uvrSatavaju izmjerene koncentracije molekula
koje u najve¢oj mjeri pridonose osmolalnosti koriste se u rutinskim laboratorijima.

2. Usporedbom izmjerene osmolalnosti krioskopskom metodom na 411 uzoraka
seruma s matemati¢kom formulom A (2 x ([Na']+ [K']) + [glukoza] + [ureja]) i
formulom B (1.86 x [Na'] + [glukoza] + [ureja] + 9) nasli smo statisticki znaGajne
razlike.

3. Metode se medusobno ne mogu usporediti, §to zna¢i da ni jedan model ne moze
nadomjestiti izravno mjerenje osmolalnosti jer se se znacajno razlikuju od prave
mjerene osmolalnosti plazme.

4. Metodom A precijenjena je istinska koncentracija, a metodom B je podcijenjena.

5. Glukoza, te ioni K i Na kao izdvojene varijable nisu pokazale zna¢ajnu povezanost
s izmjerenim osmotskim tlakom pa ni proporcionalno ni linearno ne utjecu
samostalno na izmjereni osmotski tlak. Najbolju povezanost pokazala je ureja
(rho=0,649, P<0,0001) $to znaci da proporcionalno koncentraciji pravilno pozitivno
pridonosi osmolalnosti seruma.

6. Multiplom regresijskom analizom izvedena je jednadzba kao polinom u kojem su
znacajnost pokazale sve Cetiri varijable — glukoza, ureja i ioni K i Na. Jednadzba se
mora validirati na drugoj velikoj skupini ispitanika da bi se utvrdila njezina
valjanost.

7. U slucajevima intoksikacije tvarima koje povisuju osmolalnost plazme (npr. aceton,
etanol, metanol, izopropanol, etilen glikol) ne zadovoljava ni jedan model.
Nenadomijestivo je mjerenje osmolalnosti jer izracunavanje na temelju fizioloskih
molekula ne detektira toksi¢ne molekule. Mjerenje osmolalnosti i izracunavanje

osmolalne praznine potrebno je u otkrivanju takvih patoloskih stanja.
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8 SAZETAK

Volumen tjelesnih teku¢ina i koncentracije elektrolita normalno se odrzavaju u vrlo
uskim granicama usprkos velikim kolebanjima unosa hranom, metabolicke aktivnosti i
okolisnih stresova. Razlike hidrostatskih tlakova s jedne i druge strane stani¢nih membrana su
zanemarljive, pa hidratacija stanica ovisi o osmotskoj razlici izmedu unutarstanicne i
izvanstani¢ne tekucine. Osmolalnost plazme najvazniji je parametar za procjenu unutarnje
ravnoteze vode u organizmu. Za mjerenje osmolalnosti koristi se osmometar, ali ne posjeduju
ga svi laboratoriji pa se koriste razliCite metode izraCunavanja.

Postoje razlicite metode za odredivanje osmolalnosti plazme: izravno mjerenje
osmolalnosti ili izraGunavanje prema metodama:

Metoda A mOsmol/kg H,0 = 2 x ([Na']+ [K']) + [glukoza] + [ureja]

Metoda B mOsmol/kg H,O = 1,86 x [Na" ]+ [glukoza] + [ureja] + 9

Cilj ovog istazivanja je odrediti osmolalnost na tri razli¢ita na¢ina, medusobno usporediti
dobivene vrijednosti, ustvrditi koliko se rezultati medusobno slazu i mogu li se metode
medusobno usporedivati i zamjenjivati.

U istrazivanju smo imali skupinu od 411 ispitanika koje je bila ujednacena po spolu.
Uzorci su sakupljani na razli¢itim odjelima KBC Sestre milosrdnice u jutarnjim satima.
Osmolalnost seruma izmjerena je u uzorcima mjerenjem pomocu osmometra snizenjem
lediSta otopine i izraCunata je prema metodi A i metodi B iz izmjerenih varijabli u plazmi
(koncentracije natrija, kalija, glukoze i ureje). Analizom podataka dobiveno je da se metode
znaCajno razlikuju te da se medusobno ne mogu usporedivati (P<0,0001). Pojedinacne
varijable pokazale su slabiju, ali statisticki znacajnu povezanost s izmjerenom osmolalnoscu
osim ureje ¢ija je koncentracija dobro povezana (rho=0,649; P<0,0001) i pravilnos¢u
proporcionalno pridonosi osmotskom tlaku. Takav rezultat upuéuje da su koncentracije sve 4
molekule kao 4 nezavisne varijable medusobno povezane pridonose¢i osmolalnosti u nekom

matemati¢kom zajednickom odnosu. To je pokazao i model multiple regresije.

Kljuéne rijeci: osmolalnost seruma, osmometrija, izra¢unavanje osmolalnosti
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9 SUMMARY

The volume of body fluids and electrolyte concentration is normally maintained in a
very narrow range despite large fluctuations in food intake, metabolic activities and
environmental stresses. Differences in hydrostatic pressures on both sides of the cell
membrane are negligible, and hydration of cells depends on the osmotic difference between
the intracellular and extracellular fluid. The plasma osmolality is the most important
parameter for evaluating the inner water balance. The osmometer is used for measurement of
plasma osmolality, but not all laboratories have one so they use different calculation methods.

There are various methods for determining the plasma osmolality: direct measurement
of osmolality or calculation by the following methods:

Method A mOsmol/kg H,0 = 2 x ([Na'] + [K']) + [glucose] + [urea]

Method B mOsmol/kg H,O = 1.86 x [Na'] + [glucose] + [urea] + 9

The purpose of this research was to determine the osmolality in three different ways,
compare the obtained values with one another, say how the results are consistent and whether
the methods can be compared and replaced with each other.

The study incduded a group of 411 patients that was balanced by gender. Samples were
collected at various departments of Hospital Center Sestre milosrdnice in the morning. The
osmolality was measured by osmometer, in serum samples, lowering the freezing point of the
solution and then calculated according to method A and method B with the variables
measured in plasma (concentration of sodium, potassium, glucose and urea). Data analysis
showed that the methods are significantly different and are not mutually comparable (P
<0.0001). The individual variables showed weaker, but statistically significant correlation
with the measured osmolality except urea whose concentration is well correlated (rho =
0.649; P <0.0001) and proportionally contributes to the osmotic pressure. This result indicates
that the concentrations of all four molecules as four independent variables are interconnected
contributing to the osmolality in a common mathematical relation. That is also demonstrated

with the multiple regression model.

Keywords: serum osmolality, osmometry, calculating the osmolality
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