Dijagnosticka vrijednost NGAL i hepcidina u ranom
otkrivanju bubreznog ostec¢enja u novorodencadi

Mikulié¢, Vinka

Doctoral thesis / Disertacija
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:904488

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-09

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:904488
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2859
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2859

FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Vinka Mikuli¢

DIJAGNOSTICKA VRIJEDNOST NGAL |
HEPCIDINA U RANOM OTKRIVANJU
BUBREZNOG OSTECENJA U
NOVOROBDENCADI

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2023.



FARMACEUTSKO-BIOKEMIJSKI FAKULTET

Vinka Mikuli¢

DIJAGNOSTICKA VRIJEDNOST NGAL |
HEPCIDINA U RANOM OTKRIVANJU
BUBREZNOG OSTECENJA U
NOVOROBDENCADI

DOKTORSKI RAD

Mentori:
prof. dr. sc. Dunja Rogi¢

izv. prof. dr. sc. lvanka Mikuli¢

Zagreb, 2023.



FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

Vinka Mikuli¢

DIAGNOSTIC MEANING OF NGAL AND
HEPCIDIN IN EARLY DETECTION OF
RENAL DAMAGE IN NEWBORNS

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisors:
Professor Dunja Rogi¢, Ph.D.

Associate Professor Ivanka Mikuli¢, Ph.D.

Zagreb, 2023



Rad je predan na ocjenu Fakultetskom vije¢u Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu radi stjecanja akademskog stupnja doktora znanosti iz podruc¢ja biomedicine i

zdravstva, polje farmacija, grana medicinska biokemija.

Rad je izraden u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku SvuciliSne klinicke bolnice
Mostar u Mostaru u sklopu doktorskog studija , Farmaceutsko-biokemijske znanosti*

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.



Ovaj je doktorski rad izraden pod voditeljstvom prof. dr. sc. Dunje Rogic i izv. prof. dr. sc.
Ivanke Mikuli¢, u sklopu SveuciliSnoga poslijediplomskog doktorskog studija Farmaceutsko-
biokemijske znanosti pri Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.



ZAHVALA

Prije svega najiskrenije zahvaljujem svojim mentoricama prof. dr. sc. Dunji Rogi¢ i izv. prof.
dr. sc. Ivanki Mikuli¢ na svim nesebi¢nim znanstvenim, stru¢nim i zivotnim savjetima,
poticanju, podrsci i pomoc¢i, ali 1 na iskazanom povjerenju kroz sve faze stru¢nog i znanstvenog

usavrSavanja.

Hvala svim suradnicima i kolegama koji su pomogli pri izradi ovog rada na prenesenom znanju

1 iskustvu te ugodnom drustvu, razgovorima i podrsci.

Obitelji dugujem zahvalnost na dugogodisnjoj potpori. Hvala mom suprugu $to je bio uz mene
na ovom putu, na bezgrani¢nom strpljenju i podrSci, a mojim najmanjima Nikoli, Davidu 1
Dori, rodenima u vrijeme pohadanja doktorskog studija i izrade doktorskog rada, na strpljenju

1 ljubavi.
Za kraj, na poseban nacin zelim zahvaliti mojoj bra¢i na svim rije¢ima ohrabrenja i podrske

kroz zivot, a najvece hvala mojoj majci koja je nakon prerane o¢eve smrti podigla nas troje te

naucila da se rad i trud uvijek isplate.

Rad posvecujem mojim roditeljima, jer sam zbog njih ono §to jesam i tu gdje jesam.



SAZETAK

Uvod: Nedostatak specifiénoga ranog biokemijskog biljega velik je problem u dijagnostici i
lijeCenju bubreznih oSte¢enja, u prvom redu akutnoga bubreznog ostecenja (ABO)
novorodencadi. Laboratorijska dijagnostika bubreznih ostecenja jo§ uvijek se dobrim dijelom
oslanja na promjene koncentracije kreatinina u serumu. Medutim, kreatinin kao biljeg oStecenja
bubrega ima brojne nedostatke, od kojih je najvec¢i nedovoljna dijagnosticka osjetljivost. Stoga
se kontinuirano istrazuju rani biokemijski biljezi koji bi bili od pomo¢i u ranom otkrivanju i
prevenciji bubreznih ostecenja.

Materijali i metode : U ovom istraZivanju izmjerene su koncentracije biljega u urinu hepcidina
i lipokalina povezanog s neutrofilnom gelatinazom (NGAL) te su usporedene s biljezima
opc¢eg statusa bubrezne funkcije koji su trenuta¢no u upotrebi (kreatinin, ureja, cistatin C,
eGFR). Radi §to boljeg definiranja dijagnosticke tocnosti izabranih biljega bubrezne funkcije
ispitanici su bili podijeljeni u tri skupine: terminski zdrava novorodencad (N-Z, N = 120),
novorodencad s akutnim bubreznim oSteenjem (N-ABO, N = 20) te skupina s drugim
bubreznim oste¢enjima i bolestima (N-DBB, N = 23).

Rezultati: Utvrdene su vece koncentracije biljega u urinu NGAL-a i hepcidina u novorodencadi
s ABO-om u odnosu na zdravu novorodencad. Koncentracije NGAL-a u skupini pacijenata N-
DBB statisticki su znacajno ve¢e u odnosu na skupinu N-Z, dok za hepcidina nije opazeno
znacajno povecéanje koncentracije. Skupina N-ABO imala je statisticki manje vrijednosti
eGFR-a u odnosu na kupinu N-Z primjenom svih triju prediktivnih jednadzbi. KoriStenjem
cistatin C jednadZbe 1 CKID jednadZbe utvrdena je statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima
eGFR-a izmedu skupine s N-ABO i N-DBB. U procjeni dijagnosti¢ke to¢nosti za
novorodencad u skupini N-ABO, NGAL se pokazao najboljim izborom uz vrlo uvjerljive
rezultate temeljene na ROC analizi. Dobivena je visoka vrijednost podrucja ispod krivulje koja
je pri grani¢noj vrijednosti 67,3 ng/mL iznosila 0,987, uz osjetljivost 97 % 1 specificnost od
93,6 %. S druge strane, AUC vrijednost za hepcidin iznosila je 0,855, gdje grani¢na vrijednost
od 52,1 ng/mL ostvaruje jako dobru osjetljivost od 81 %, ali znatno slabiju dijagnosticku
specifi¢nost 70 %.

Zakljucak: Na temelju rezultata ovog istraZivanja u novorodencadi s ABO-om rano povecanje
koncentracije navedenih biljega u urinu te mogucnost brzoga, jednostavnog, standardiziranog i
automatiziranog mjerenja, u prvom redu NGAL-a, moze doprinijeti realnom ukljucenju ovoga
neinvazivnog biljega u svakodnevnu klinicku praksu.

Kljuéne rijeci: lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom (NGAL), hepcidin, cistatin C,

procjena glomerularne filtracije (¢GFR), bubrezno oStecenje.



ABSTRACT

Introduction

The lack of a specific early biochemical marker is a major problem in the diagnosis and
treatment of kidney damage, particularly acute kidney injury (AKI) in newborns. The laboratory
diagnosis of kidney damage still largely relies on changes in serum creatinine concentration.
However, creatinine as a marker of kidney damage has several drawbacks, the most significant
of which is insufficient diagnostic sensitivity. Consequently, there is delayed diagnosis and also
limited early therapeutic intervention. Therefore, ongoing research is focused on early
biochemical markers that could aid in the early detection and prevention of kidney damage.
Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin (uUNGAL) is currently underexplored but
holds potential as a diagnostically important biochemical marker of acute kidney injury.
Although it is not exclusively produced by one type of cells, which would make it an ideal
marker, existing research suggests its high diagnostic sensitivity and specificity for early
detection of kidney diseases. Another underexplored biomarker of kidney disease is hepcidin.
Iron-catalyzed damage is considered one of the earliest events in the cascade of
pathophysiological processes leading to reduced kidney function. Preliminary studies have
highlighted the predictive properties of urine concentrations of NGAL and hepcidin in the
development of acute kidney injury. Based on their proven presence in urine and the discovery
in epithelial cells of the renal tubules and cortex, hepcidin, alongside NGAL, could assist in the

early detection of kidney damage in the newborn population.

Materials and methods

The study was conducted at the University Clinical Hospital Mostar and included term-
born newborns. The participants were divided into three groups: term healthy newborns (N-H,
N = 120), newborns with acute kidney injury (N-AKI, N = 20), and a group with other kidney
disorders and diseases (N-OKD, N = 23). For the purpose of this research, only the remaining
amount of serum after routine laboratory tests was used, and urine samples were collected
within 72 hours after birth. In this study, the concentrations of urinary biomarkers, such as
NGAL and hepcidin, were measured and compared with the commonly used markers of overall
renal function (creatinine, ureja, cystatin C). The concentration of NGAL in urine samples was
quantitatively determined using a chemiluminescent immunochromatographic method (CMIA)
with the Urine NGAL reagent (Abbott, Ireland) on the Architect plus 18200 analyzer (Abbott,
USA).



The concentration of hepcidin in urine (hepcidin-25) was quantitatively determined using a
competitive ELISA test from DRG Instruments GmbH, Germany, with results read on the EZ
Read 800 Plus analyzer from Biochrom, USA. The Architect Cystatin C reagent kit (Architect
Cystatin C, Sentinel CH, Italy) was used to measure cystatin C on the Architect plus ¢i8200
analyzer (Abbott, Chicago, USA). Architect Cystatin C is a turbidimetric
immunochromatographic test with Particle-Enhanced Turbidimetric Immunoassay (PETIA). In
the study, three equations were used to estimate the glomerular filtration rate (¢GFR): Schwartz

equation (2009), equation based on cystatin C (2012), and CKiD equation (2012).

Results

The results of this study determined higher concentrations of urinary biomarkers NGAL
and hepcidin in newborns with acute kidney injury compared to healthy newborns. The
concentrations of uNGAL in patients with other kidney diseases were also significantly higher
compared to healthy newborns, while no significant increase in hepcidin concentration was
observed. The concentrations of uNGAL and hepcidin in urine of healthy newborns were not
dependent on gestational age, postnatal age, Apgar score, or birth weight. An increase in the
concentrations of uNGAL and hepcidin was observed on the first postnatal day in the group of
newborns with AKI, while creatinine showed the highest concentration increase on the third
day. A weak correlation between urinary biomarkers NGAL and hepcidin was also observed.
Newborns with acute kidney injury had statistically lower eGFR values compared to healthy
newborns using all three predictive equations. When using the cystatin C equation and CKiD
equation, a statistically significant difference in eGFR values was found between the N-AKI
and N-OKD groups. In terms of diagnostic accuracy for newborns in the N-AKI group, uNGAL
proved to be the best choice in this study, with highly convincing results based on ROC analysis.
The obtained high area under the curve (AUC) value for uNGAL was 0,987, with a cutoff value
of 67,3 ng/mL, achieving a sensitivity of 97% and a specificity of 93.6%. On the other hand,
the AUC value for hepcidin was 0,885, with a cutoff value of 52,1 ng/mL, resulting in a high
sensitivity of 81% but significantly lower diagnostic specificity of 70%.

Conclusion

Early diagnosis of kidney diseases in newborns, especially acute kidney injury, could be
significantly improved by using urinary biomarkers considering that it is a non-invasive and
readily available biological sample that best reflects the state of the kidneys and urinary system.

Based on the results of this study, the early increase in urinary biomarker concentrations and
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the possibility of rapid, simple, standardized, and automated measurement, particularly of
uNGAL, can in newborns with acute kidney injury contribute to the practical integration of this

non-invasive biomarker into daily clinical practice.

Keywords: neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), hepcidin, cystatin C, estimated

glomerular filtration rate (¢eGFR), renal damage.



SADRZAJ

L UVOD ettt h e bbbt s h e e h et s a ettt e bt e bt e bt e be e bt e be e ehe e she e ehe e eateeabe e bt e bt e be e beebean 10
1.1.  Gradaifunkcija bubrega ... 11
1.2.  Fizioloske znacajke NOVOrodeNCeta.......ccouiiiieeiieciiiieeee ettt e ettt e e e e e arre e e e e e e e eaenes 13
1.3.  Dijagnostika bubrezne bolesti U NOVOrodencadi........ccceevcuiiieeiiiee i 14
1.4.  Akutno bubreZno ostedenje U NOVOrodenCadi......cccccveeeeiuieeeeiiiiee et 17
1.5. Lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom..........ccceeecuiiieeciiii e e 21

1.5.1. Dijagnosticko znacéenje lipokalina povezanog s neutrfilnom gelatinazom.................... 24

1.5.2. Znacenje lipokalina povezanog s neutrofilnom gelatinazom a u dijagnostici bubrezne
bolesti 25

1.5.3. Metode odredivanja koncentracije lipokalina povezanog s neutrofilnom gelatinazom

27

0 T o =Y o Yol o 1o PSR 31
1.6.1. Dijagnosticko znacenje hepciding .......ccccveeeeiiieie i e 34
1.6.2. Hepcidin u dijagnostici bubrezne bolesti ........c.cceeccieeeiciiiiicciee e 36
1.6.3. Metode odredivanja koncentracije hepcidina .........coeeveeiiiiiiiieee e, 36

R O 11 v [ T G PP P PP PP P PP U PPPPPPPPPPPP 37
1.7.1. Dijagnosticko znacenje Cistating C ......ccccveiieiciiiie i 39
1.7.2. Cistatin C u dijagnostici bubrezne bolesti .......ccccveeivcieiiiciee e, 39
1.7.3. Metode odredivanja koncentracije cistatina C........ccccceeeeiiieiiiieee e, 40

1.8.  Kreatinin kao kasni biljeg akutnoga bubreznog ostedenja.......ccccceeeveciiiiieeiiiiccciieeeee e 41
1.8.1. Dijagnosticko znacenje Kreatinina........cccveeeiciiieieiiiie e 42
1.8.2. Metode odredivanja koncentracije kreatinina..........ccceecveeiiiiieeeecciee e 42

1.9. Prediktivne jednadzbe procjene glomerularne filtracije.......cccccooeeeeiieeeciiiee e 43

2. OBRAZLOZENJE TEME....ouiiiiiieieeieeeeteteeeee e te e te e es ettt ettt eae s st esesessssssssasasasasasasssasassasssaeas 46
2.1.  Hipoteza i CiljeVvi iStraZzivanja ......cccccuiiieeiie e e e e e et e e e s e e nrrar e e e e s 47
3. MATERHALI TIMETODE ... e 49
0 P ] o1 -] o | [ T 50
N U o o of PP T O PPRPPI 51
TR T Y/ =1 o Lo [ TP PP 52
3.4, StatistiCka @Naliza .oc.eeeeeee e s 54
A, REZULTATI ettt ettt et et et et e et e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaeaeaeaeseaasesasasasesasasasssasssssssssssssssnsnnnnnnnnn 56
4.1. Osnovne klinicke karakteristike iSPitanika ........ccccoccveeeeiiiie e 57
4.2. Koncentracije biokemijskih biljega po skupinama .........cccccvvvieeiriccieee e, 60
4.3.  Procjena brzine glomerularne filtacije. ..o 64



4.4. Provjera znacajnosti razlika u koncentraciji biljega i vrijednosti eGFR-a medu trima

(0 o110 F= 12 - 1SR PR 68
4.5. Ispitivanje medusobne povezanosti koncentracija izmjerenih biljega........ccccccveeeiieeeennen. 70
4.6. Dijagnosticka to€nost NGAL-a i hepCiding.......cueeieciiiieeciiie e e 74
4.7.  Referentni iNterVal.......ooo oot 79
D RASP R AV A e e 80
B, ZAKLIUCC ..ottt 100
7. LITERATURA ettt ettt et e b e bt e s bt e s bt e s ae e s ae e sae e e st e et e ebe e be e beeabeenbeennees 103
8. POPIS KRATICA .ttt ettt e e ettt e e e s e ettt e e e e e e s ab b bt e eeeeeasamnreeeeeaeeesannssneeeeeesanannns 124
9.  ZIVOTOPIS | POPIS OBJAVLIENIH RADOVA.......ooiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesseiete e esaesesetesesesssssenenns 128
1O o | 0 1 P PP PSP PP PPPPPPPPPPPPPPP 130



1. UVOD



1.1.  Grada i funkcija bubrega

Tijekom embrijskog razvoja ¢ovjeka razlikuju se tri faze razvoja bubrega (lat. ren, gr. nephro)
koje se vremenski djelomice podudaraju. Prva je od njih rudimentarna i afunkcionalna, u drugoj
fazi izmedu 5. 1 8. tjedna razvoja moze se kratko izlucivati urin, a oko 12. tjedna fetalnog Zivota
bubreg pocinje normalno funkcionirati. Urin se odvodi u amnijsku Supljinu gdje se mijesa s
amnijskom tekuc¢inom. Fetus je guta, a bubrezi ponovno stvaraju urin (1). Tijekom fetalnog
zivota bubrezi ne izlucuju otpadne tvari jer tu funkciju obavlja posteljica. Bubrezi zapravo
nakon poroda poprimaju ekskrecijsku, endokrinu i metaboli¢ku funkciju. Glavna je funkcija
ekskrecijska i ona je zasluzna za odrZavanje stalnog sastava i volumena tjelesnih tekuéina.
Endokrina je funkcija izlu¢ivanje hormona eritropoetina, renina, prostaglandina, kinina te 1,25-
dihidroksikolekalciferola ili aktivnog oblika vitamina D. Glavna je uloga metabolicke funkcije
izlu¢ivanje odredenih toksicnih tvari (npr. amonijaka), kao 1 u inaktivaciji pojedinih bioloski
aktivnih tvari (inzulin, gastrin) (2,3).
Bubrezi su parni organi u obliku zrna graha smjesteni retroperitonealno u lumbalnom
dijelu izmedu 12. torakalnog i 3. lumbalnog kraljeska (Slika 1.). PovrSina bubrega glatka je i
crvenosmeda te obavijena vezivnom ¢ahurom, tzv. capsula fibrosa. Oko vezivne ¢ahure nalazi
se sloj masnog tkiva, tzv. capsula adiposa. 1znad masne ¢ahure nalazi se perirenalna ovojnica,
fascia renalis (Gerotova fascija). Ona ima dva lista, prednji i straznji. Bubreg je s prednje strane
prekriven 1 potrbusnicom (peritoneumom), a sa straznje se strane nalazi pararenalno masno
tkivo. Na medijalnom je rubu bubrega udubina koja se zove bubrezna nakapnica kroz koju
prolaze bubrezna arterija, vena, limfne zile, zivci i mokra¢ovod (4). Bubrezna srz gradena je od
bubreznih piramida ¢iji vrSci strSe u zatone bubrezne c¢aSice. U oba bubrega ulazi bubrezna
arterija koja se grana do aferentnih arteriola nastavljaju¢i se u glomerularne kapilare. Distalni
krajevi kapilara u svakom se glomerulu udruzuju i ¢ine eferentnu arteriolu koja se nastavlja u
peritubularne kapilare koje okruzuju bubrezne kanalice (5).
Osnovna gradevna jedinica bubrega je nefron. Broj nefrona postupno se smanjuje zbog
bubreznog ostecenja, bolesti ili normalnog procesa starenja te se nefroni ne mogu ponovno
stvarati ili regenerirati. Grada nefrona prikazana je na Slici 1. Svaki se nefron sastoji od klupka
kapilara koje se naziva glomerul i sustava dugackih kanali¢a tubula. Krv ulazi u glomerul
aferentnom arteriolom, a odlazi iz njega eferentnom arteriolom. Glomerularne kapilare
prekrivene su epitelnim stanicama, a cijeli je glomerul ulozen u Bowmanovu c¢ahuru.
Glomeruralna membrana funkcionalno se ponasa kao porozna membrana, s porama promjera 7

— 10 nm, kroz koju se iz plazme, osim vode, filtriraju i druge molekule. Dakle, u filtriranoj
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tekucini koja prelazi iz glomeruralnih kapilara u lumen Bowmanove ¢ahure pa u lumen tubula
nalaze se svi sastojci plazme osim proteina ve¢e molekularne mase. Filtracija je odredena
filtracijskim tlakom koji €ini gradijent izmedu tlaka u glomerularnim kapilarama i Bowmanovoj
¢ahuri, umanjen za koloidno-osmotski tlak proteina plazme. Koncentracija tvari u krvi koje se
iz organizma izluCuju urinom (ureja, kreatinin) izravno je ovisna o brzini glomerularne

filtracije. Zatim se krv dalje filtrira u proksimalni kanali¢.

____Glomerul

Eferentna
artericla
Aferentna-__
arteriola i

BubreZna 4
ovojnica ,

Henleova

NEFRON

Slika 1. Grada bubrega i nefrona. Preuzeto i prilagodeno prema Wang.J i sur.(3)

Iz proksimalnog kanalica slijedi prijelaz u Henleovu petlju i distalni kanali¢. Distalni kanali¢i
slijevaju se u sabirne kanali¢e u kojima dolazi do reapsorpcije korisnih 1 vaznih tvari koje se ne
izluCuju iz organizma. U bubreZznim se tubulima aktivnim 1 pasivnim procesom neke tvari iz
glomerularnog filtrata reapsorbiraju gotovo u potpunosti (glukoza, aminokiseline, albumini),
neke ve¢im dijelom (Na, K, Ca, Cl itd.), neke slabo (ureja, mokracna kiselina), a neke vrlo slabo
ili nikako (kreatinin, strane tvari poput nekih lijekova, inulin i sl.), a reapsorbira se i ve¢i dio
vode. Bubrezni kanali¢i skupljaju se u bubreznu ¢asicu koja se ulijeva u bubreznu nakapnicu te
se nastavljaju u mokrac¢ovod. Zavrsni filtrat koji je nastao prolaskom kroz tubule naposljetku
postaje urin koji mokracovodima dolazi do mokra¢nog mjehura.

Osim §to izlucuju Stetne 1 nepotrebne tvari iz organizma, bubrezi reguliraju acidobazicni status.

Bubrezni kompenzacijski mehanizam sprjecava da organizam ostane bez bikarbonata te tako
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cuva organizmu potrebne baze. Nadzor nad pH provodi se reguliranjem koli¢ine reapsorbiranih

bikarbonatnih iona i izlu¢enog H' (5, 6).

1.2.  Fizioloske znacajke novorodenceta

Novorodence je prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije dijete u prvih 28 dana
zivota. To je razdoblje u kojem se dijete svim organskim sustavima prilagodava zivotu izvan
maj¢ina tijela. Terminski zdravim novorodencetom! smatra se novorodende rodeno izmedu 37.
142. tjedna trudnoce koje fizioloskim funkcijama te rastom i razvojem kao i ustaljenim mjerama
opsega lubanje, tjelesne mase i duljine odgovara standardima populacije te ne pokazuje
malformacije niti metabolicke smetnje. U prvoj minuti nakon porodaja takvo novorodence
dobiva tzv. Apgar ocjenu 8 — 10 . Zapravo Apgar ocjena predstavlja sustav bodovanja procjene
vitalnosti novorodenceta. Ukljucuje pet elemenata. Svakoj sastavnici se dodjeljuje nula, jedan,
ili dva boda, Sto se u konacnici zbroji. Najveéa Apgar ocjena je deset, a najmanja nula.
Standardno je postupak vitalnosti napraviti dva puta, nakon prve i pete minute. Bodovanje se
provodi prema Apgar-ljestvici: disanje, sr€ana akcija, boja, refleksna podrazljivost, tonus
miSica. Apgar ocjena 5-7 znak je umjerene asfiksije. Ocijena 3, 4 znak je teSke asfiksije koja
obi¢no zahtijeva reanimaciju. Ocjena 0, 1 1 2 znak je najtezeg oblika asfiksije koji zahtijeva
agresivnu reanimaciju. Poslije presijecanja pupCane vrpce dijete pocinje samostalno disati.
Zdravo eutrofi¢no novorodence rada se s tezinom izmedu 3000 1 4200 g. Duljina terminski
donesenog novorodenceta krece se izmedu 49 i 52 cm. Tijekom prvih tri do pet dana poslije
rodenja dijete u prosjeku izgubi 7 % svoje rodne tezine zbog izbacivanja mekonija, urina i zbog
premalog unosa tekucine u odnosu na gubitke. Gubici tekudine urinom, mekonijem i
nevidljivom perspiracijom veci su od unosa sisanjem. Taj fizioloSki pad uspostavom laktacije
nadoknaduje se u pravilu izmedu 10. i 14. dana Zivota. Novorodenacka dob obiljezena je
promjenama kojima je cilj prilagodavanje novorodenceta izvanmaterni¢nim uvjetima zZivota, tj.
prilagodavanje vitalnih funkcionalnih sustava kao $to je disanje, protok krvi, termoregulacija i
probava. Za to je potrebno odredeno vrijeme: za ventilaciju plu¢a nekoliko minuta, za
cirkulaciju oko 24 sata, za ekstrakciju bilirubina nekoliko dana, a za metaboli¢ke i imunosne
funkcije 1 nekoliko mjeseci. Da bi pluca preuzela svoju funkciju, tekucina koja je do trenutka

rodenja ispunjavala plu¢a mora biti uklonjena, pluéne se alveole moraju trajno ispuniti zrakom,

! “Terminsko i zdravo novorodenée je zaleto od strane zdravih roditelja, iz trudnoée koja je imala uredan tijek,
dovrSena na vrijeme (izmedu 37. 1 42. tjedna trudnoée), porodom koji je spontan, vaginalan i koji je protekao bez
komplikacija ,, Mardesi¢ D. Pedijatrija. Skolska knjiga. Zagreb, 1989.
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protok krvi kroz plu¢a mora se povecati Sest do deset puta, centri za disanje u mozgu moraju
preuzeti svoju funkciju. Novorodencad rodena poslije 36. tjedna trudnoée bolje su prilagodena
odrzavanju acidobazi¢ne ravnoteze zbog zrelijih regulacijskih mehanizama. Imaju stabilno
prilagoden fizioloski prijelaz iz fetalnog zivota u vanjski okoli$, a acidobazi¢na ravnoteza
najvise se odrzava respiracijskim brzim sustavom te sporijim puferskim sustavima u bubrezima.
Prijelazna faza novorodenackog krvotoka obi¢no traje od 4 do 12 sati. Obiljezena je uspostavom
funkcionalnoga pluénog krvotoka, tj. povecanjem parcijalnog tlaka kisika, snizavanjem
parcijalnog tlaka ugljikova dioksida te mehanickim Sirenjem pluénih kapilara koje nastaje
otvaranjem alveola. Definitivno prilagodavanje krvotoka pocinje zatvaranjem Botallova
duktusa oko 24 sata nakon rodenja.

Novorodence mokri u pravilu neposredno nakon rodenja, a poslije toga mogu proci i 24 sata da
ne bude mikcije 1 ta je pojava normalna. Urin novorodenceta sadrzava Cesto vece koli€ine
kristala urata koji mogu rezultirati ciglasto-crvenkastom bojom urina, $to nema klinickog
znacenja 1 nije razlog za zabrinutost. Crijeva novorodenceta ispunjena su ljepljivom
bezmirisnom crno-zelenom masom, tzv. mekonijem, koji bude izlu¢en u prvih 12 sati nakon
poroda. Tijekom prva 24 sata potreban je pojac¢ani nadzor nad novorodencetom koji obuhvaca:
kontrolu pupka (zbog krvarenja), mjerenje tjelesne temperature (mogucéa povisSena temperatura
ili pothladivanje), kontrolu eventualnog povracanja (moguce povracanje progutane sluzi,
sekreta i plodove vode, pa postoji opasnost od aspiracije), promatranje i mjerenje disanja — tip
1 frekvencija, kontrola izbacivanja mekonija — prve stolice, kontrola mokrenja, te pracenje

dojenja (2).

1.3. Dijagnostika bubreZne bolesti u novorodencadi

Bubrezi novorodenceta razlikuju se morfoloski i fizioloSki od zrelog organa. Sistemski krvni
tlak kod rodenja je nizak, a intravaskularna rezistencija visoka zbog ¢ega je vrlo niska perfuzija
bubrega. Hipoperfuzija u kombinaciji s ograni¢enom povrSinom za filtraciju glavni je razlog
vrlo smanjene glomerularne filtracije (engl. glomerular filtration rate, GFR) koja se kod
novorodencadi kre¢e oko 20 mL/min/1,73 m?. Sve to ograni¢ava bubrezne funkcije, posebice
homeostazu vode 1 elektrolita te izlu¢ivanje otpadnih tvari. Tubularna funkcija brze sazrijeva i
ucinkovitija je u toj dobi (7). Pri rodenju bubrezi preuzimaju funkciju, ali treba vremena da
»sazriju®“. Volumen urina u novorodenceta do 2. dana zivota iznosi 15 — 60 ml/dan. Osim
prirodenih anomalija, kod novorodencadi je Cesta urinska infekcija koja je rezultat ulaska

crijevne flore u mokraéni sustav preko uretre ili ponekad majc¢ine urinske infekcije (8). Bolesti
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bubrega novorodencadi mogu se ocitovati specificnim, ali i nespecificnim klinickim
znakovima, zbog ¢ega je klju¢na pravodobna rana dijagnostika bolesti. U danasnjoj klinickoj
praksi proces postavljanja dijagnoze akutnoga bubreznog ostecenja (ABO) izmedu ostalog
svakako ukljucuje mjerenje koncentracije serumskog kreatinina te procjenu glomerularne
filtracije ( engl. estimated glomerular filtration rate, eGFR )(9).

Laboratorijske pretrage i radioloski pregledi upuéuju na dijagnozu bolesti bubrega. Pregled
urina daje podatke za dijagnostiku razli¢itih bubreznih poremecaja. Laboratorijska obrada
obuhvaca fizi€ki 1 kemijski, mikroskopski te mikrobioloski pregled urina. Pocetak
laboratorijske dijagnostike uvijek je kvalitativni pregled urina: fizikalni, kemijski (test-traka) i
mikroskopski pregled. Test-traka za procjenu funkcije bubrega najéesée ukljucuje odredivanje
pH, relativnu gustocu urina, dokazivanje hemoglobina, proteina te leukocita, nitrita, ketonskih
tijela 1 urobilinogena. Pregled urinskog sedimenta, pripremljenoga i1 pregledanog na
standardiziran nacin, doprinosi potvrdi prisutnosti bubreznoga ostecenja.

Funkcija bubrega moze se ispitati rutinskim biokemijskim pretragama u uzorcima seruma i
urina te procijenom GFR-a. Biokemijski testovi u urinu podrazumijevaju odredivanje
elektrolita, kreatinina 1 albumina. Procjena brzine GFR-a podrazumijeva odredivanje
koncentracije kreatinina u serumu i urinu. NaZalost, kreatinin je iz viSe razloga, odgodeni/kasni
1 nepouzdan pokazatelj GFR-a. Naime, na koncentraciju kreatinina u serumu utjece nekoliko
nebubreznih ¢imbenika kao Sto su: dob, spol, miSi¢na masa, metabolizam misica, lijekovi,
hidratacija i tubularna sekrecija, a osim kod oSte¢enja bubrega koncentracija se mijenja i u
stanju Soka, dehidracije, eklampsije i rabdomiolize (10). Zatim, akutna i kroni¢na patoloska
bubrezna stanja mogu postojati bez porasta koncentracije kreatinina u serumu, zbog koncepta
bubrezne rezerve (procjenjuje se da vise od 50 % funkcije bubrega mora biti izgubljeno prije
nego Sto se poveca koncentracija kreatinina u serumu) (9). Trece, koncentracije kreatinina u
serumu ne odraZzavaju istinsko smanjenje GFR-a u akutnom okruzenju jer mora pro¢i nekoliko
sati ili dana kako bi se uspostavila nova ravnoteza izmedu pretpostavljene stalne sinteze i
smanjenog izludivanja kreatinina. Cetvrto, poveéanje koncentracije kreatinina u serumu kasni
je pokazatelj funkcionalne promjene GFR-a jer zaostaje za bitnim strukturnim promjenama koje
se javljaju u bubrezima tijekom rane faze oste¢enja bubrega (11).

Slikovne dijagnosticke metode koje se koriste za otkrivanje poremecaja strukture i/ili funkcije
bubrega ukljucuju ultrazvuéni pregled mokraé¢nog sustava. Ultrazvuk je Cesto zastupljena
metoda za dijagnostiku bolesti bubrega jer ne zahtijeva pripremu i nema ioniziraju¢eg zracenja.
Mogu se dijagnosticirati urodene anomalije, tumori te razlicite ozljede. Color doppler u novije

vrijeme takoder ima zapaZenu ulogu u dijagnostici bolesti bubrega u novorodencadi. Rabi se u
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dijagnostici 1 prac¢enju hemoliti¢ko-uremi¢kog sindroma, u razlikovanju opstruktivne od
neopstruktivne dilatacije kanalnog sustava te za procjenu renalne vaskularne rezistencijete za
samu procjenu prokrvljenosti tumora bubrega. Konvencionalnim ultrazvukom moze se
procijeniti postojanje dilatacije kanalnog sustava, no ne moze se razlikovati opstruktivna od
Ceste neopstruktivne dilatacije nastale zbog vezikoureteralnog refluksa ili pijelonefritisa.
Jedan od dodatnih pokazatelja bubrezne funkcije jest i ureja. Koncentracija ureje u serumu
takoder se mijenja u razli¢itim stanjima koja nisu nuzno povezana s bubreznom funkcijom,
poput gastrointestinalnih krvarenja, hipovolemije, dehidracije 1 Soka (12).

Pojava proteina u urinu naziva se proteinurija i posljedica je povecane propusnosti glomerula.
Proteinurija je osjetljivi biljeg progresije ABO-a u kroni¢nu bubreznu bolest (KBB), osobito
ako se kombinira s eGFR-om. Povecano izlu€ivanje albumina u urinu utvrdeni je predvidatelj
progresije bolesti i moze upozoravati i na glomerularno i na tubulointersticijsko oStecenje.
Kombiniranjem albuminurije s eGFR-a postoji moguénost da se predvidi progresija kroni¢ne
bubrezne bolesti u krajnji stadij bolesti (13).

Koncentracija mokraéne kiseline povecana je u KBB-u i moze imati ulogu u patofiziologiji
progresije KBB-a kroz endotelnu disfunkciju, proliferaciju stanica vaskularnog sustava glatkih
miSi¢a, povecanu sintezu interleukina-6 (IL-6) i rezistenciju na inzulin. Postoji mogu¢nost
povezanosti mokraéne kiseline s prevalencijom i progresijom KBB-a, §to nije u potpunosti
potvrdeno (11).

Razvojem novih analitickih metoda otkriveno je nekoliko novih gena i proteina koji se mogu
prihvatiti kao biljezi bubreznih bolesti, posebice ABO-a. Postignut je bitan napredak u
preciznosti i brzini odredivanja proteina u bioloSkim tekucinama, $to je omogucilo pocetak
koriStenja nekih novijih biljega u urinu i ostalim fizioloskim, ljudskim i Zivotinjskim uzorcima,

koji su sazeto prikazani u Tablici 1. (12-15).
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Tablica 1. Biokemijski biljezi koji se predlazu za rano prepoznavanje akutnoga bubreznog

ostecenja
Biljeg Ozljeda s kojom je povezan
cistatin C proksimalni tubuli
KIM-1 ishemija i nefrotoksini
NGAL ishemija i nefrotoksini

citokini (IL-6, IL-8, IL-18)
N-acetil-beta-D-glukozaminidaza
aktin-aktin depolimerizirajuci faktor
alfa-glutation-S-transferaza
pi-glutation-S-transferaza

L-FABP

kemokini podrijetlom iz keratina

toksi¢na, odgodena funkcija presatka
tubuli

ishemija i odgodena funkcija presatka
proksimalni tubuli, akutno odbacivanje
distalni tubuli, akutno odbacivanje
ishemija i nefrotoksini

ishemija i odgodena funkcija presatka

KIM-1 (molekula bubreznog ostecenja 1);

NGAL (lipokalin povezan s neutrofilnom

gelatinazom); IL (interleukin); L-FABP (jetreni protein koji veze masne kiseline)

1.4. Akutno bubreZno oStecenje u novorodencadi

Definicija ABO-a u novorodenceta slozena je zbog brojnih specifi¢nosti neonatalnog razdoblja,
prije svega zbog dosezanja zrelosti bubrezne funkcije te hormonske 1 metabolicke prilagodbe.
ABO moze biti posljedica bilo kojeg stanja koje smanjuje opskrbu bubrega krvlju, sprjecava
protok urina nakon istjecanja iz bubrega ili nastaje zbog ozljede samih bubrega. ABO je brzi
pad bubrezne sposobnosti da prociS¢ava krv od Stetnih tvari, §to vodi do nagomilavanja
metabolickih otpadnih tvari u krvi. Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) 2004. godine
objavljuje konsenzusnu definiciju akutnoga bubreznog ostecenja te su ustanovljeni prvi kriteriji
koji standardiziraju i klasificiraju ABO, poznati kao RIFLE kriteriji (Risk, Injury, Failure, Loss,
and End-stage Kidney) (16). Zatim je provedena prva modifikacija kriterija za pedijatrijsku
populaciju pod nazivom pRIFLE (17). Nakon toga ponovno su modificirani RIFLE kriteriji
koje je objavila AKIN mreza, pa su poznati kao AKIN kriteriji (18).

Najnovija izmjena, koju je provela organizacija Kidney Disease Improving Global Outcomes
(KDIGO), harmonizirala je RIFLE, AKIN i pRIFLE kriterije (19). Prema KDIGO definiciji,
ABO oznacava porast serumskog kreatinina od osnovne izmjerene koncentracije za > 0,3

mg/dL (> 26,52 pmol/L), unutar 48 sati ili porast serumskog kreatinina za 1,5 mg/dL (132
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umol/L) unutar sedam dana ili diurezu manju od 0,5 mL/kg/h za Sest sati. Svi navedeni kriteriji
(RIFLE, AKIN, pRIFLE i KDIGO) jako su korisni za prospektivna i retrospektivna ispitivanja,
ali u svakodnevnoj klinickoj praksi njihova je upotreba ograniCena jer su diureza i serumski
kreatinin glavni pokazatelji akutne disfunkcije bubrega. Iako je svaka nova modifikacija nudila
jedan vid dorade, nijedna se definicija zapravo nije pokazala superiornom i ne postoji opéi
konsenzus o tome koju definiciju i kriterije koristiti za ABO (5, 6). Medutim, dodatni problem
javlja se kod novorodencadi jer se navedeni kriteriji preporucuju za primjenu samo kod djece
starije od jednog mjeseca.

Literaturni podaci navode da se incidencija pojavnost ABO-a kod kriti€no bolesne
novorodencadi u jedinicama intenzivne skrbi kre¢e u rasponu od 8 do 24 %, s time da se 1/3
slucajeva odnosi na preuranjeno rodenu djecu (20). Drugi podaci navode prevalenciju ABO-a
od 17,2 do 61 %, medutim svi se ovi podaci smatraju nepouzdanima jer ne postoji konsenzus
oko definicije 1 klasifikacije ABO-a kod novorodencadi (21). Jedno od najtezih patoloskih
stanja, koje dovodi do viSeorganskog zatajenja ukljucivsi i ABO, jest sepsa i septicki Sok

(22,23), a ostali razli¢iti uzroci ABO-a u novorodencadi navedeni su u Tablici 2.

18



Tablica 2. Uzroci akutnoga bubreznog oste¢enja kod novorodencadi.

Prerenalno zatajenje

smanjenje intravaskularnog volumena

dehidracija

gastrointestinalne bolesti

bubrezni ili nebubrezni gubitak soli
nefrogeni ili centralni dijabetes insipidus
gubitci u tre¢i prostor (sepsa, traumatizirano

tkivo)

smanjenje intravaskularnog volumena krvi

kongestivno zatajenje srca
perikarditis

sr€ana tamponada

Intrinzi¢no akutno bubreZno oStecenje

akutna tubularna nekroza

hipoksi¢na/ishemijska ozljeda

nefrotoksi¢ni lijekovi: aminoglikozidi,
nesteroidni antiupalni lijekovi NSAID (non-
steroidal anti-inflammatory drugs)

endogeni toksini: hemoglobinurija,

mioglobinemija

intersticijski nefritis

antibiotici, antikonvulzivi

vaskularne lezije

kortikalna nekroza

renalna areterijska/venozna tromboza

infektivni uzroci

sepsa

pijelonefritis

Postrenalno zatajenje

prirodene anomalije bubrega i urinskog
trakta (CAKUT, Congenital Anomalies of
Kidney and Urinary Ttract)

opstrukcija pojedina¢nog bubrega

bilateralna uretralna opstrukcija
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Uzrok razvoja ABO-a in utero (prenatalno razdoblje) jest izlaganje nefrotoksi¢nim lijekovima
(npr. inhibitori angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima, blokatori receptora angiotenzina, NSAID)
kao 1 nasljedne bubrezne bolesti. U postnatalnom razdoblju najc¢es¢i rizi¢ni faktori ukljucuju
perinatalnu asfiksiju, preuranjeni porod, sindrom respiracijskog distresa i sepsu (23).

U nekadasnjoj praksi pratila se samo diureza, a ne i drugi parametri bubrezne funkcije, $to je
lako vodilo u pogresnom smjeru te je dolazilo do propusStanja pacijenata s ABO-om.
Novorodencad Cesto razvija neoliguricni ABO, pa su Koralkar 1 sur. sukladno tome predlozili
modifikaciju AKIN definicije ABO-a koja ne ukljucuje stupanj diureze kao dijagnosticki
kriterij (24).

Kod novorodencadi procjena prisutnosti ABO-a ukljucuje odredivanje kreatinina u serumu. U
prvih 48 — 72 sata zZivota koncentracija kreatinina kod novorodencadi zapravo odrazava
majcine vrijednosti kreatinina, a kako je kreatinin u serumu kasni biljeg renalne disfunkcije,
samim time nepouzdan je pokazatelj akutnih promjena. Medutim, u nedostatku pouzdanijeg
biljega i1 dalje se koristi u dijagnostici. U protekla dva desetlje¢a provode se intenzivnija
istrazivanja biljega karakteristicnih za bubrezne bolesti koji ¢e, vjeruje se, zamijeniti kreatinin
te pomoci u ranoj i specifi¢noj dijagnostici. Stoga se kontinuirano trazi biljeg koji bi zadovoljio
kriterije idealnog biljega koji ukljucuje (25):

- mogucnost odredivanja u uzorku koji se dobiva neinvazivnim postupkom

- visoku osjetljivost detekcije ¢ak i blage renalne disfunkcije

- Siroki referentni raspon koji dopusta prognozu

- specifi¢nost za ABO.
Podaci iz dosadasnjih istrazivanja pokazuju da je po svojstvima najblize gore navedenim

kriterijima lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom (engl. neutrophil gelatinase-

associated lipocalin , NGAL).
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1.5. Lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom

Tijekom probira genoma za nove, specifi¢nije biljege bubreznih bolesti 1 tijekom
istrazivanja na embrijskim stanicama, kao rani, visoko osjetljiv i specifican biljeg otkriven je
lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom (NGAL). Ljudski NGAL (poznat i kao lipokalin-
2, LCN2, siderokalin, 24p3) prvobitno je opisan kao protein od 25kDa (178 aminokiselina)
kovalentno vezan za gelatinazu sekundarnih granula neutrofila. Pripada obitelji lipokalina,
proteina koji prenose male hidrofobne molekule kao $to su lipidi, steroidni hormoni i retinoidi
(26). Poput ostalih lipokalina, sastavljen je od B-ploce gradene od osam B-lanaca, koja je

smotana u oblik bac¢ve (Slika 2.) (27).

Slika 2. Struktura NGAL. Preuzeto i prilagodeno prema Goetz, D. H. (27)

Unutrasnjost B-ba¢ve kod NGAL-a nesto je plica i Sira nego kod ostalih lipokalina te
ima mali dio s pozitivnim nabojem zbog Cega najcesce veze siderofore, male molekule koje
vezu Zeljezo (sintetiziraju ih bakterije kako bi vezale Zeljezo iz okruzenja osiguravajuéi tako
vlastite zalihe Zeljeza). Bududi da s najve¢im afinitetom veze siderofore bakterija, NGAL ima
bitnu ulogu u urodenome imunosnom sustavu. Normalna ekspresija NGAL-a u niskim
vrijednostima zabiljezena je u razli¢itim tkivima odraslih osoba, primjerice u bubrezima,

plu¢ima, Zeludcu, debelom crijevu, prostati, maternici, jetri. Konstitutivna ili inducibilna
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ekspresija NGAL-a u tkivima ukljucuje postojanost veznih mjesta za brojne transkripcijske
faktore (npr. NFkB) na promotorskoj regiji gena za NGAL (28). Gen koji kodira NGAL, LCN2
gen, lokaliziran je na kromosomskom lokusu 9q34.11 (29).

NGAL je protein akutne faze i njegovo je izlu¢ivanje inducirano u mnogim tkivima koja
su izloZena mikroorganizmima kao i epitelnim stanicama tijekom infekcije. NGAL se otpusta
iz neutrofila na mjestu infekcije, veze bakterijske siderofore te na taj nacin djeluje
bakteriostatski (30). Uklju¢en je 1 u druge procese, primjerice apoptozu te razvoj
nefrona/bubrega (nefrogeneza), a tijekom pojave ozljede bubrega sudjeluje u procesu re-
epitelizacije, odnosno doprinosi ocuvanju funkcije bubrega, koCi apoptozu i potice
diferencijaciju i proliferaciju stanica (31). Ovakav zastitni ucinak ovisan je o NGAL-
potpomognutom prometu Zeljeza, odnosno kelatiranju toksi¢nog zeljeza iz izvanstani¢nog
okoliSa s jedne strane te isporuci Zeljeza i siderofora do odgovaraju¢ih unutarstani¢nih mjesta
(32), kako je prikazano na Slici 3. NGAL se internalizira u stanicu kao sam protein ili u
kompleksu sa sideroforima koji vezu Zeljezo. Siderofor/zeljezo povezano s NGAL-om (holo-
NGAL) otpusta zeljezo u stanicu. Posredstvom receptora (24p3R ili megalin, ovisno o vrsti
stanice), povezanog sa unosom NGAL-a, kiseli okoli§ u endosomu poti¢e otpusStanje i
nakupljanje zeljeza u citoplazmi, $to rezulira regulacijom gena ovisnih o Zeljezu. Siderofor
hvata NGAL bez Zeljeza (apo-NGAL) te uz pomo¢ njega inacelularno Zeljezo transportira u
izvanstani¢ni prostor. Endosomski NGAL hvata zeljezo preko hipotetskih unutarstani¢nih

siderofora, §to je popraceno recikliranjem u izvanstanicni prostor (30).

A holo-NGAL B apo-NGAL

o o o
l\ l\

Megalln . Megalin

= 24p3R 5 24p3R

Endoso
Endosom
Zeljezo e

Slderofora!

Zel]ezo '
NGAL 0 genska regulacija

Slika 3. Shematski model s NGAL-potpomognutog prometa zeljeza. Preuzeto i prilagodeno
prema Schmidt-Ott KM i sur. (30)
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Bitna funkcija NGAL-a jest i stvaranje kompleksa s matriksnom metaloproteinazom-9 (MMP-
9). Time je sprijeCena razgradnja uz tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza (TIMP-1).
MMP-9 zatim moze potaknuti progresiju karcinoma, a konacni je rezultat razgradnja bazalnih
membrana i membrana izvanstani¢nog matriksa te omogucéavanje invazije, angiogeneze i
metastaziranja.

U bubrezima se NGAL sintetizira u distalnim tubulima nefrona i izluuje se u urin preko
uzlaznoga, debelog kraka Henleove petlje i sabirnih kanali¢a. Zbog svoje male molekularne
mase NGAL se slobodno filtrira kroz bubrezne glomerule, gotovo se potpuno reapsorbira u
proksimalnim tubulima s pomoc¢u endocitoze ovisne o megalinu. U malim se koncentracijama
izlucuje brzo (t 2 10 — 20 minuta) 1 moze se identificirati u urinu (33). Medutim, u slucaju
ostecenja bubrega zbog npr. ishemije, upale, infekcije, nefrotoksina, sepse, akutne bubrezne
ozljede ili kroni¢nih progresivnih promjena, NGAL se izlucuje urinom u velikim
koncentracijama ve¢ unutar dva sata (34). Ozljeda proksimalnih tubula pracena je izlu¢ivanjem
povecanih koncentracija NGAL-a (do 100 x) (31). Pove¢ana koncentracija NGAL-a u plazmi,
npr. kod ABO-a, primarno nije podrijetlom iz bubreznog tkiva, nego iz drugih organa (jetra,
pluca) u kojima se znatno poveca ekspresija NGAL mRNA iz aktiviranih neutrofila, makrofaga
ili drugih imunosnih stanica te pada GFR-a i posljedi¢nog nakupljanja NGAL-a u sistemskoj
cirkulaciji (35).

Doslo se do spoznaje da je prevladavajuci oblik NGAL-a koji se secernira iz ozlijedenih stanica
distalnih tubula monomerni oblik (36), a iz neutrofila se viSe secernira dimerni oblik NGAL-a.
Autori su razvili 1 metodu kojom je moguce razlikovati monomerni od dimernog oblika, $to je
vazno u stanjima kao S$to je sepsa ili bakteriurija. U nekim radovima navodi se i postojanost
trimernog oblika te kompleksi s drugim proteinima (37). Medutim, smatra se da samo
monomerni oblik obrnuto korelira s GFR-om 1 izravno sa stupnjem atrofije tubula i

intersticijske fibroze (36).
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1.5.1. Dijagnosticko znacenje lipokalina povezanog s neutrfilnom gelatinazom

Rezultati brojnih eksperimentalnih 1 klini¢kih istrazivanja pokazuju da odredivanje
koncentracije NGAL-a u serumu/plazmi i urinu moze biti od pomo¢i u ranom otkrivanju ABO-
a, odnosno pravodobnom postavljanju dijagnoze, pravodobnoj terapijskoj intervenciji 1 zastiti
bubrega od daljnjih patoloskih stanja, posebice progresije u KBB. Kod odraslih pacijenata
pokazalo se da odredivanje NGAL-a u urinu ima visoku dijagnosticku osjetljivost (90 %) i
specifi¢nost (99 %) u postavljanju dijagnoze ABO-a (38), ali mozZe biti korisno i u pra¢enju
drugih bubreznih bolesti, primjerice lupusa nefritisa, IgA-nefropatije, policisticne bolesti
bubrega i dr. Takoder se predlaze i odredivanje NGAL-a za rano predvidanje ABO-a nakon
definiranih klinickih ozljeda kao $to su kardiopulmonalna premosnica, primjena kontrasta te
transplantacija bubrega. NGAL se takoder smatra izvrsnim biljegom kod heterogenih klinickih
situacija gdje je vrijeme ozljede bubrega nepoznato, kao i u jedinicama intenzivne njege ili u
hitnim slucajevima. Razli¢ite koncentracije NGAL-a mogu upozoravati na razliku izmedu
ozbiljnih ostecenja bubrega i prerenalne azotemije (35). Rano povecanje koncentracije NGAL-
a u plazmi i urinu moze upozoravati na potrebu za dijalizom te duzim boravkom u bolnici zbog
razli¢itih oblika bubreZne bolesti (39). Medutim, koncentracija NGAL-a mijenja se i u mnogim
nebubreznim bolestima, §to moZze biti zbunjujuéi faktor ili nedostatak u smislu dijagnostike
ABO-a. To su, primjerice, sistemske upalne bolesti, anemija, ishemija, bolesti mozga,
kardiovaskularne, maligne 1 druge bolesti (40).

NGAL gen moze se inducirati razli¢itim spojevima koji poti¢u razvoj tumora (npr. forbol-esteri,
poliomavirus, glukokortikoidi 1 dr.), a prekomjerno stvoreni NGAL veze se s MMP-9
sprecavaju¢i njezinu razgradnju, odnosno povecavajuci aktivnost. Rezultat je poticanje
progresije karcinoma omoguceno angiogenezom, invazijom i metastaziranjem. Stoga bi NGAL
mogao biti dobar dijagnosticki i1 prognosticki biljeg kod karcinoma (40). Na Slici 4. prikazana
je unificirajuca pretpostavka proturjecne uloge NGAL u ljudskoj biologiji (35,40).
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intracelularno hvatanje __intracelularna deplecija _ smanjena proliferacija
apoNGAL Zelieza Zelieza poveéana apoptoza

requlacija o zeljezu

ovisnih gena povecana epitelizacija

NGAL/siderofor/zeljezo —intracelulamo otpustanje — - povecana proliferacija
seljeza (Feritin, ransferinski o nieno metastaziranje
receptori)
: 3 " povecana angigeneza
NGAL/MMP-9 — povec:nnhjslgwnost — d'egrakdécusgglﬂn —  poveéana invazija
¢ Vit povedano metastaziranje

Slika 4. Uloga NGAL-a u ljudskoj biologiji
ECM (izvanstani¢ni matriks); MMP-9 ( matriksna metaloproteinaza-9 ); apoNGAL (NGAL

bez siderofora i Zeljeza ); VEGF (vaskularni endotelni faktor rasta)

1.5.2. Znacenje lipokalina povezanog s neutrofilnom gelatinazom a u dijagnostici
bubreZne bolesti

Lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom pojavio se kao jedan od obecavajucih biljega
ozljede bubrega te je dokazana dijagnosticka i prognosticka korisnost NGAL-a iz urina i plazme
kod pacijenata s ABO, KBB, bubreznom ozljedom nakon transplantacije bubrega kao i drugim
bubreznim bolestima.

Prethodno spomenuta dijagnostika ABO-a temelji se na povecanju koncentracije kreatinina u
serumu i oliguriji. Medutim, kreatinin nije pouzdan biljeg tijekom rane akutne faze bubrezne
disfunkcije jer njegova koncentracija u serumu ne mora biti povecana dok se ne izgubi vise od
50 % funkcije bubrega. NGAL moZe pomoc¢i nadvladati ta ograni¢enja zbog svoje sposobnosti
otkrivanja oStecenja tkiva umjesto bubrezne disfunkcije 1 brzog povecanja kao odgovora na
ABO. Istrazivanja pokazuju znatna povecanja koncentracije NGAL-a u urinu i serumu s
pomocu postupka Western blot-a u odraslih osoba s utvrdenim ABO-om (kod kojih je
prethodno otkriveno udvostrucenje koncetracije kreatinina u serumu) razlicitih etiologija, a u
usporedbi s kontrolnim skupinama (38). Koncentracije NGAL-a u urinu i serumu povezane su

s koncentracijom kreatinina u serumu i bubreznih biopsija u bolesnika s ABO-om koji znatno
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izrazavaju NGAL u kortikalnim tubulima, potvrduju¢i NGAL kao snazan pokazatel]
uspostavljenog ABO-a. Nekoliko istrazivanja u bolesnika koji su podvrgnuti operacijama srca
pokazuju da NGAL u serumu 1 urinu moze biti obecavajuci biljeg ABO-a. Poslijeoperacijska
koncentracija NGAL-a u serumu nakon operacije srca u djece bitno je povezana s duZinom 1
ozbiljnos¢u ABO-a, kao i trajanjem boravka u bolnici i smrtnosti (41 —43).

Koncentracija NGAL-a nakon ABO-a povecava se do 1000 puta u urinu. Koncentracija NGAL-
a u urinu povezana je s opsegom i viemenom bubrezne ishemije 1 prethodi pojavljivanju drugih
biljega, poput N-acetil-beta-D-glukozaminidaze (NAG) i beta-2-mikroglobulina (31). Dodatna
istrazivanja pokazuju vaznu ulogu korelacije izmedu povecane koncentracije NGAL-a i
ozbiljnoga klinickog ishoda, uklju¢ujué¢i pogorsanje ABO-a, potrebu za bubreznom
nadomjesnom terapijom (engl. renal replacement therapy, RRT) i smrti (43). Koncentracija
NGAL u urinu predvida sloZene posljedice pocetne dijalize ili smrti tijekom hospitalizacije te
ima izvrsnu korisnost za dijagnosticiranje ABO-a kod kriticno bolesnih odraslih osoba u
jedinici intenzivne njege. Tijekom istrazivanja kod pacijenata u jedinici intenzivne njege s
utvrdenim ABO-om doslo je do porasta koncentracije NGAL-a u plazmi od 10 puta i do 100
puta u urinu u usporedbi s normalnim koncentracijama NGAL-a. Koncentracije u plazmi i urinu
umnogome su korelirale s koncentracijama kreatinina u serumu. Biopsije bubrega kod ovih
bolesnika pokazale su intenzivno nakupljanje imunoreaktivhog NGAL-a u 50 % kortikalnih
tubula, sto potvrduje NGAL kao osjetljivi odgovor na ABO (35).

Kod djece kojima je ugradena kardiopulmonarna premosnica Cesta je pojava ABO-a (definirana
kao povecanje kretinina u serumu), ali postavljanje dijagnoze uz pomo¢ kreatinina u serumu
moguca je tek 1 — 3 dana nakon operacije. S druge strane, mjerenje NGAL-a s pomo¢u Western
blot-a kao i imunoenzimskom metodom (engl. enzyime-linked immunosorbent assay, ELISA)
pokazuje deseterostruko povecanje u urinu i plazmi u roku od 2 do 6 sati od operacije u
bolesnika koji su kasnije razvili ABO. NGAL u urinu i u plazmi (pri grani¢noj vrijednosti od
50 pg/L) mocan je nezavisni pokazatelj] ABO-a, s podru¢jem ispod krivulje (AUC) od 0,998 za
NGAL u urinu i 0,91 za NGAL u plazmi. Zapravo, prema rezultatima viSevarijantne analize
koncentracija NGAL-a u urinu dva sata nakon kardiopulmonalne premosnice bila je najsnazniji
neovisni predvidatelj ABO-a (41). Koncentracija NGAL-a jak je neovisni pokazatelj klini¢kog
ishoda poput trajanja ABO-a. Dakle, NGAL u urinu i plazmi nametnuo se kao osjetljivi,
specifi¢ni i visoko prediktivni biljeg ABO-a nakon operacije srca u djece (41, 42). Medutim,
na koncentracije NGAL-a moZe utjecati niz koegzistiraju¢ih varijabli kao §to su ve¢ postojeca
bubrezna bolest, sistemska upala ili infekcija mokraé¢nog sustava (44). Bubrezni tubuli imaju

istaknutu ulogu tijekom ranog razdoblja i tijekom progresije KBB-a. Tubulointersticijalna
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ozljeda snazan je predvidatelj progresije KBB-a u krajnji stadij bubrezne bolesti (engl. end-
stage renal disease, ESRD), bez obzira na primarnu etiologiju KBB-a. Patogeni mehanizmi
odgovorni za progresivno oSteCenje bubrega jesu cjevasta atrofija i1 hipoksija, gubitak
peritubularnih kapilara i intersticijska fibroza. Stupnjevi KBB-a odreduju se na temelju eGRF
1 opsega albuminurije zajedno s nacionalnim smjernicama KDOQI (engl. Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative). Medutim, albuminurija i GFR mozda neée tocno prepoznati
ubrzano pogorSanje bubrezne funkcije. Takoder, pozornost je usmjerena na prepoznavanje
biljega za predvidanje rizika od progresivnog otkazivanja bubrega (45).

Omjer koncentracije NGAL-a i kreatinina u urinu (NGAL/Cr) u prvom je redu povezan s
krajnjom tockom svih slucajeva smrtnosti ili poc¢etkom RRT unutar dvije godine. Taj podatak
upucuje na to da omjer NGAL/Cr moze pomo¢i otkrivanju podskupine bolesnika koji pokazuju
brzo smanjenje eGFR-a, ali u kojih proteinurija ostaje relativno snizena (46). Najcesce je
albuminurija uzrokovana znatnim glomerularnim propustanjem koje nadmasuje reapsorpcijsku
sposobnost tubula, dok je NGAL u urinu, koji se oslobada osobito iz oSte¢enih bubreznih
stanica, proporcionalno povezan s opsegom tubularne atrofije i intersticijske fibroze u
biopsijama bubrega. Prema tome, omjer NGAL/Cr i ukupna proteinurija ili albuminurija mogu
potencijalno ponuditi vazne prognosticke informacije pri ¢ime se izbjegavaju invazivni
postupci (46).

Koncentracije NGAL-a u plazmi u negativnoj su korelaciji s GFR-om kod djece s KBB koja je
uzrokovana bubreznom displazijom, opstruktivnom uropatijom te glomerularnom i cisti¢nom
bolesti. NGAL nadilazi kreatinin kao pokazatelj zatajenja bubrega kad se funkcija bubrega
smanji na <30 ml/min (31). Koncentracije NGAL-a u serumu i urinu biljeg su bubrezne bolesti
i ozbiljnosti KBB-a. Ove informacije upu¢uju na to da koncentracija NGAL-a moze odrazavati

entitet aktivnog oStecenja bubrega koji je temelj kroni¢nog osStec¢enja (47).

1.5.3. Metode odredivanja koncentracije lipokalina povezanog s neutrofilnom
gelatinazom

Za odredivanje koncentracije NGAL-a u urinu i plazmi koriste se uglavnom ELISA metoda te
Western-blot postupak. ELISA je imunoenzimska metoda visoke osjetljivosti 1 specifi¢nosti.
Temelji se na reakciji antigena 1 antitijela. Ovom metodom moguce je odredivati male

koncentracije analita, Cesto uz relativno jednostavnu pripremu uzorka i istodobno ispitivanje
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velikog broja uzoraka. ELISA se provodi na standardnim mikrotitarskim plo¢ama s velikim
brojem jazica (48).

Treba naglasiti da je takoder razvijen veci broj imunokemijskih metoda za odredivanje
koncentracije NGAL-a u serumu/plazmi, urinu, punoj krvi ili supernatantu stani¢nih kultura, a

njihov pregled prikazan je u Tablici 3. (48, 49).
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Tablica 3. Metode odredivanja koncentracije NGAL-a .

Alere TriageR Architect NGAL NGAL Test TM | NGALRapid NGAL ELISA Lipocalin2/NGAL
Proizvodac | Biosite Inc/Alere | Abbott Bioporto Bioporto Argutus Medical R&D/
Diagnostics bioVendor
Metoda POCT kemiluminiscentna | turbidimetrijska imunoenzimska | imunoenzimska imunoenzimska
imunokemijska | imunokemijska imunokemijska (ELISA) (ELISA) (ELISA)
fluorescencija metoda na (PETIA)
mikrocesticama
(CMIA)
Uzorak puna krv ili urin urin, heparin i urin, plazma ili | urin, serum, urin, plazma ili
EDTA-plazma EDTA-plazma serum supernatant serum
stani¢ne kulture
Volumen 150 — 250 ul 50 ul Sul 10 pl/jazici 10 pl/jazici 5 —10 pl/jazici
Vrijeme 15 min 35 min 10 min 1 sat 3,5 sata 3,5 sata
mjerenja
Raspon 15 -1300 ng/ml | 10 — 1500 ng/ml 25-5000 ng/ml | 2-2000 ng/ml | 0,4 — 1000 ng/ml 0,3 — 1000 ng/ml
mjerenja

POCT (engl.point-of-care testing, brzi test koji se izvodi uz pacijenta)

EDTA (antikoagulans etilendiamintetraoctena kiselina)
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Neke od metoda sada se koriste samo u znanstvenim istrazivanjima. Neke su manualne, a neke
predvidene i1 za automatsko odredivanje. Prema literaturi najvise se koriste tri komercijalno
dostupne metode kojima se rezultati dobivaju u relativno kratkom vremenu (10 — 35 minuta), a
uzorak je najCesce serum, plazma ili urin (50). To su 7riage NGAL metoda (Biosite Inc/Alere),
tzv. point of care metoda, primjenjiva za odredivanje uz bolesnika. Rije¢ je o imunokemijskoj
fluorescentnoj metodi odredivanja koncentracije NGAL-a u punoj krvi ili plazmi, a rezultati se
dobivaju nakon 15 minuta. Mjerenje se izvodi na Triage-Meter prenosivom fluorescentnom
spektrometru, a raspon mjerenja je od 60 do 1300 ng/ml. Ustanovljeno je da vrlo dobro korelira
s ELISA metodom.

Druga je Architect NGAL kemiluminiscentna imunokemijska metoda za odredivanje NGAL-a
u urinu (Abbott Diagnostics) koja omogucuje istodobno mjerenje veceg broja uzoraka na
ARCHITECT analizatoru. Metodom se odreduje uglavnom monomerni oblik NGAL-a, a
istraZivanja su pokazala da koncentracije NGAL-a izmjerene ovom metodom znatno koreliraju
s koncentracijama dobivenim mjerenjem ELISA (Bioporto) metodom (r = 0,99). Ova je metoda
jednostavna za izvodenje, bez ru¢ne prethodne pripreme, a prvi rezultat dostupan je unutar 35
minuta i zahtijeva samo 50 pl urina. Raspon mjerenja je od 10 do 1500 ng/ml (51).

NGAL Test (Bioporto) je imunokemijska, automatizirana turbidimetrijska metoda za
odredivanje koncentracije NGAL-a u urinu i plazmi. Mjerenje je omoguéeno na razliitim
automatiziranim analizatorima, potrebno je svega 5 pul uzorka, rezultat se dobiva nakon 10
minuta 1 Sireg je raspona mjerenja (25 — 5000 ng/ml). Koncentraciju NGAL-a moguce je
odrediti i s pomocu Western-blot analize. Western-blot analiza jest metoda razdvajanja proteina
pod utjecajem elektri¢nog polja. Nickolas i sur. ustanovili su da odredivanje NGAL-a Western-
blot metodom dobro korelira s odredivanjem Architect metodom (37).

Plazma 1 urin, kao naj¢esc¢i uzorci za ispitivanje, imaju i prednosti i nedostatke. Urin se dobiva
neinvazivnim postupkom, sadrzava manje proteina koji bi mogli interferirati u postupku, ali
koncentracija moze biti promijenjena zbog statusa hidratacije organizma ili npr. diuretske
terapije. S druge strane, plazma se dobiva invazivnim pristupom te moze odrazavati povecanu
koncentraciju NGAL-a iz drugih izvora (nerenalne bolesti kod kojih je uglavnom podrijetlom
iz aktiviranih neutrofila), a ne samo iz bubreznog tkiva. Medutim, NGAL se jednostavno i brzo

moze odrediti u punoj krvi ili plazmi spomenutom POCT metodom .
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1.6. Hepcidin

Dosadasnja istrazivanja koja su kao ispitanike ukljucivala pacijente s genetickim
poremecajima metabolizma Zeljeza dovela su do identifikacije gena koji kodiraju prijenosnike
zeljeza, prijenosne oksido-reduktaze te molekule regulacije homeostaze zeljeza. Klju¢nu ulogu
u homeostazi zeljeza ima hepcidin. Otkriven je istodobno u ultrafiltrata ljudske plazme i nazvan
LEAP-1 (engl. liver-expressed antimicrobial peptide) te u uzorcima urina kao mali baktericidni
peptid (defenzin i katelicidin). Ime hepcidin potjece od mjesta sinteze u hepatocitima (hep-) te
njegove antimikrobne aktivnosti (-cidin) (52, 53).

Gen koji kodira hepcidin (HAMP, 19q13) izrazen je u jetri, srcu, plu¢ima, bubrezima, mozgu,
kraljeznici, crijevima, trbuhu, guSteraci, adipocitima, skeletnim miSi¢ima, testisima i
makrofagima. Geni hepcidina takoder su pronadeni kod miSeva, svinja, ptica i riba. Hepcidin
ima antibakterijsku (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus spp.) te antigljiviénu aktivnost (Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus
fumigates) (54).

Prvi se put kljucna uloga u homeostazi zeljeza pripisala hepcidinu kada je primijeceno da
dolazi do nakupljanja Zeljeza u tkivu kod poremecaja ekspresije gena koji kodira translacijski
faktor za Hepc mRNA kod misSeva. Nadeno je da se mRNA hepcidina poveéava s veCom
koncentracijom zeljeza te opada s manjkom Zeljeza u organizmu, odnosno da metabolizam
zeljeza regulira hormon hepcidin (55). Hepcidin smanjuje apsorpciju Zeljeza iz duodenalnih
enterocita te otpustanje Zeljeza iz makrofaga. Glavna uloga hepcidina u metabolizmu Zeljeza
potvrdena je kod zivotinjskih modela te u in vitro istrazivanjima (56). Sinteza hepcidina u
hepatocitima mijenja se u stanjima preoptere¢enja zeljezom, upale, povecane eritropoeze,
hipoksije 1 anemije (57 — 59).

Kod same sinteze hepcidina HAMP gen kodira prethodnika hepcidina — preprohepcidin, 84-
aminokiselinski protein koji ukljucuje 24-aminokiselinski peptid na N-terminalnom kraju, 35-
aminokiselinsku proregiju i C-terminalni 20 ili 25-aminokiselinski zreli peptid. Uz pomo¢
prohormona konvertaze furina preprohepcidin se cijepa na 60-aminokiselinski prohepcidin iz
kojeg nastaje hepcidin. Postoje tri oblika hepcidina, 25-aminokiselinski, 22-aminokiselinski 1
20-aminokiselinski peptid. U urinu je moguce detektirati sva tri oblika, no samo su hepcidin-
25 1 hepcidin-20 prisutni u ljudskom serumu. Struktura hepcidina-25, koji je zapravo aktivni
oblik hepcidina, sadrzava osam cisteinskih ostataka povezanih disulfidnim vezama (Slika 5.)

(60).
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Slika 5. Struktura hepcidina, peptidni kostur (sivo), disulfidne veze (Zuto), pozitivno nabijeni
argininski i lizinski ostaci (plavo), B-plo¢e prikazane strelicom. B) povezanost cisteinskih

ostataka. Preuzeto i prilagodeno prema Jordan JB i sur. (60).

Koristenjem NMR spektroskopije analiza strukture hepcidina pokazala je da ovaj peptid
formira jednostavnu ,ukosnicu® stabiliziranu s cetiri disulfidne veze izmedu dviju
antiparalelnih strana. Pretpostavlja se da bliski disulfidni mostovi pronadeni u blizini zavoja
»ukosnice® imaju vaznu funkciju. Koristenjem razli¢itih metoda ustanovljeno je da se nacin
vezanja cisteinskih ostataka razlikuje od prvobitno pretpostavljenog. Dokazano je da su
cisteinski ostaci povezani na sljede¢i nacin: Cys1—Cys8, Cys3—Cys6,Cys2—Cys4 i Cys5—Cys7
(Slika 5.) (60).

Otkriveno je da je cirkulirajué¢i hepcidin vezan za o2-makroglobulin s relativno visokim
afinitetom te za albumin s relativno niskim afinitetom. Na osnovi teorijskih izra¢una 11 %
hepcidina slobodno cirkulira (61, 62). Nije sigurno utjeCe li vezanje za molekule prijenosnike
na funkcionalna svojstva hepcidina.

Nevezani hepcidin najvjerojatnije slobodno prolazi u glomerularni filtrat zbog male
molekularne tezine i malog radijusa. U istrazivanjima na manjem broju ispitanika zaklju¢eno
je da se izlucivanje hepcidina kreée otprilike oko 0 % do 5 % (62, 63). U odredenim uvjetima
hepcidin se ne reapsorbira u bubreznim tubulima. Ovaj nedostatak reapsorpcije moze igrati
bitnu ulogu u nekoliko poremecaja metabolizma Zeljeza kao Sto su upala, suvisak Zeljeza 1
malarija (64). Lokalno stvaranje hepcidina u tubulima takoder se mora uzeti u obzir kod

tumacenja rezultata u urinu, ali i u serumu (65 — 68).

32



Sami mehanizam djelovanja hepcidina ovisi o interakciji hepcidina s feroportinom. Zapravo
hepcidin uzrokuje smanjenje koncentracije zeljeza. Hepcidin, povezan s feroportinom,
kontrolira koncentraciju zeljeza u plazmi: iz duodenalnih enterocita koji apsorbiraju zeljezo iz
prehrane; iz makrofaga ukljucenih u recikliranje Zeljeza; iz eritrocita i drugih stanica; te iz
hepatocita ukljucenih u skladiStenje Zeljeza. Jedini poznati transportni protein koji posreduje u
prijenosu Zeljeza iz stanica jest feroportin. Nalazi se u svim tkivima koja prenose zeljezo u
plazmu: hepatociti, bazolateralne membrane duodenalnih enterocita, membrane makrofaga
RES-a i stanice posteljice. VeZuéi se za feroportin inhibira ga te se kompleks endocitozom unosi
u stanicu gdje se razgraduje u endolizosomima, dakle dolazi do blokiranja prijenosa zeljeza u
cirkulaciju. Kada su zalihe zeljeza velike, dolazi do povecane sinteze hepcidina te se inhibira
crijevna apsorpcija Zeljeza, otpustanje recikliranog zeljeza iz makrofaga. Kada su zalihe Zeljeza
male, sinteza se hepcidina zaustavlja. Dakle, osnovna je uloga hepcidina inhibicija prijenosa
zeljeza u cirkulaciju (69 — 73).

Na molekularnoj se razini hepcidin veZe za svoj funkcionalni receptor feroportin ¢ime uzrokuje
njegovu internalizaciju, ubikvitinaciju i razgradnju u lizosomima (74). Uklanjanje feroportina
s povrsine stanicne membrane dovodi do zadrzavanja zeljeza u stanici i smanjuje izlazak zeljeza
iz makrofaga RES-a, hepatocita i1 enterocita u krvotok ¢ime se smanjuje dostupnost Zeljeza

razli¢itim stanicama u organizmu (Slika 6.).

Niska koncentracija hepcidina Visoka koncentracija hepcidina

Unos Zeljeza Unos Zeljeza

v.
Do ...
X A

Fe

Otpustanje
Fe Zeljeza u plazmu

Slika 6. Uloga feroportina. FNP (feroportin)
Preuzeto i prilagodeno prema: Ginzburg, Y. Z (75)
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1.6.1. Dijagnosticko znacenje hepcidina

U fizioloSkim uvjetima deficijenciju te s druge strane nagomilavanje Zeljeza sprje¢ava, odnosno

regulira hepcidin. Glavni regulatori koncentracije hepcidina u krvi jesu status Zeljeza, anemija,

hipoksija i upala (Slika 7.) (55 — 76).
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Slika 7. Regulatori koncentracije hepcidina. Homeostazu Zeljeza regulira hepcidin-feroportin
os. HFE/TFR2 (homeostatskog regulatora zeljeza /transferina receptora 2);. BMP/HIV/SMAD
(kostani morfogenski protein/hemojuvelin/ SMAD signali put); ERFE (eritroferon); TMPRSS6
(transmembranska serinska proteaza-6); FPN (feroportin). Preuzeto i prilagodeno prema Xu Y

isur. (73)

Povecana koncentracija zeljeza u plazmi i/ili tkivu dovodi do aktivacije homeostatskog
regulatora Zeljeza /transferina receptora 2 (HFE/TFR2). TFR2 regulira hepcidin funkcionalnom
interakcijom s koStani morfogenski protein/hemojuvelin/SMAD  signalnim putom

(BMP/HJV/SMAD). Hepcidin se veze na feroportin koji ograni¢ava apsorpciju zeljeza i
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oslobadanje zeljeza, ¢ime se smanjuje koncentracija zeljeza u plazmi. Nedostatak Zeljeza
aktivira transmembransku proteazu, serin 6 (TMPRSS6) i potiskuje HFE/TFR2 i
BMP/HJV/SMAD signalni put, ¢ime se smanjuje ekspresija hepcidina, povecava aktivnost
feroportina. Anemija potice eritropoezu. Proliferirajuci prethodnici crvenih krvnih stanica luce
eritroferon (ERFE) koji inhibira BMP/SMAD signalizaciju za smanjenje hepcidina i povecanje
dostupnosti Zeljeza.

Povecane koncentracije hepcidina snizavaju i reguliraju crijevnu apsorpciju Zeljeza Stite¢i na
taj na¢in organizam od nagomilavanja Zeljeza. Zeljezo vezano za transferin poti¢e sintezu
hepcidina u hepatocitima (77). Kostani morfogenetski protein-6 (BMP-6)/SMAD signalizira
put koji ukljucuje protein HJV, protein HFE te TFR2. Oni posreduju u transkripciji gena za
hepcidin i povecanju koncentracije zeljeza (78). Nedostatak Zeljeza rezultira malim
koncentracijama hepcidina. Jetrena transmembranska serin-proteaza, poznata kao TMPRSS6
ili matriptaza-2, potrebna je radi inhibiranja hepcidinskog gena (79). Ova proteaza zapravo
cijepa i otapa HJV koji umanjuje signaliziranje BMP-6/SMAD puta (80).

Anemija 1 hipoksija dovode do inhibicije stvaranja hepcidina kroz odvojene signalne putove.
Stimulacija eritropoeze s eritropoetinom smanjuje koncentraciju hepcidina te poboljSava
mobilizaciju zeljeza iz zaliha (81 — 83). S druge strane upalni citokin IL-6 potice ekspresija
hepcidina u uvjetima upale (84). Kratkotrajno povecanje hepcidina onemogucuje otpustanje
zeljeza iz zaliha, a dugotrajno povecanje moze rezultirati nedostatkom Zeljeza. Kroni¢na
inflamacija, povecana koncetracija hepcidina uz smanjenu sintezu eritropoetina direktno
uzrokuje anemiju kod pacijenta s KBB-om (85). Kod anemic¢nih dijaliziranih pacijenata kao i
pacijenata s KBB-om vidljivo je poboljSanje davanjem intravenoznog zeljeza ukljucujuci i one
s povecanim koncentracijama hepcidina te pove¢anim koncentracijama C-reaktivnog proteina
(CRP) (86, 87). Iako intravenozno primijenjeno Zeljezo naizgled moze savladati blokadu Zeljeza
posredovanu hepcidinom, postoji nekoliko razloga za zabrinutost. Istrazivanja pokazuju
prisutnost velikih koli¢ina Zeljeza u jetri kod bolesnika na dijalizi koji intravenozno primaju
zeljezo; medutim, dugotrajni ucinci intravenozno primljenog zeljeza te pojacane zalihe Zeljeza
jos uvijek nisu dovoljno poznati. Naime, slobodno zeljezo povecava se nakon intravenoznog
davanja Zeljeza, Sto moze potaknuti infekcije 1 oksidacijske poremecaje u situacijama kada je
stanicno Zeljezo ve¢ nakupljeno zbog povecanih koncentracija hepcidina. Smanjenje
koncentracije hepcidina ili inhibicija njegovih signalnih putova dovelo bi do otpustanja Zeljeza
iz zaliha, pojacala bi se eritropoeza i produzio zivot eritrocita. Takav terapijski pristup mogao
bi biti mnogo sigurniji od visokih doza stimulirajuéih agenasa eritropoeze (ESA), s

ponavljaju¢im parenteralnim davanjem Zzeljeza. Davanje antihepcidinskih antitijela prikazano
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je na zivotinjskom modelu u kojem ljudski hepcidin lije¢i anemiju izazvanu upalom u

kombinaciji s ESA tretmanom (88, 89).

1.6.2. Hepcidin u dijagnostici bubreZne bolesti

Osim samog statusa zeljeza, jo§ dva mehanizma reguliraju koncentraciju hepcidina:
eritropoetska aktivnost i1 sistemska upala. Kod ozljede bubrega viSestruki mehanizmi koji
ukljucuju metabolizam hepcidina mogu otezati klinicku interpretaciju. Ekspresiju hepcidina
poticu razliCiti podrazaji kao $to su upala i povecana koncentracija Zeljeza, a smanjuju je
anemija i nedostatak zeljeza. Bolesnici s KBB-om imaju povecane koncentracije hepcidina u
serumu zbog perzistiraju¢e kroni¢ne upale i smanjenoga bubreznog klirensa (90). Takoder,
povecane koncetracije hepcidina u serumu doprinose disregulaciji homeostaze Zeljeza u
bolesnika s KBB-om (91). LijeCenje sredstvima koja snizavaju koncentracije hepcidina u
serumu ili inhibiraju njegovo djelovanje moze biti u€inkovit pristup za obnavljanje normalne
homeostaze zeljeza i poboljSanje anemije u bolesnika s KBB-om. Nakon ishemijsko-
reperfuzijske ozljede bubrega uoceno je povecanje koncentracije hepcidina-25 u urinu. Smatra
se da je ovo povecanje renoprotektivni odgovor na smanjenje ostecenja bubrega (92, 93).
Kombinirana uporaba hepcidina-25 s drugim biljezima moZe olaksati otkrivanje ABO-a (94).
Hepcidin-25 u urinu identificiran je kao novi biljeg ABO-a koriStenjem proteomskih tehnika, a
njegova dijagnosticka vrijednost procijenjena je kod kirurskih lijeCenja sr¢anih bolesnika. Sam
model regulacije 1 lu€enja urinskog hepcidina-25 kod ¢ovjeka je nepoznat. Dosad je poznato da
se hepcidin lokalno sintetizira u bubrezima, a oslobada se u distalnom nefronu kod pacijenata s
ABO-om. To je u skladu s istrazivanjima na kardiokirurSkim modelima ABO-a koja su
pokazala povecéano lucenje hepcidina-25 u urinu kao posljedicu poveéane sinteze hepcidina u

distalnom nefronu, a kao odgovor na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu bubrega (95, 96).

1.6.3. Metode odredivanja koncentracije hepcidina

Dosadasnja istrazivanja povecala su spoznaje o karakteristikama hepcidina 1 njegovoj ulozi
u regulaciji metabolizma Zeljeza. Istodobno s otkricem hepcidina intenzivno se razvijaju i
metode za odredivanje koncentracije hepcidina koje se koriste u eksperimentalnim i klinickim
istrazivanjima. U prvim istrazivanjima ove problematike koriStena je komercijalna
imunometoda kojom se mjerila koncentracija prohepcidina, prethodnika hepcidina, a ne

bioaktivni peptid. Imunometode i SELDI-TOF masena spektrometrija prve su koriStene metode
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za odredivanje koncentracija bioaktivnog hepcidina-25. (97, 98). Zatim je doslo do razvoja
kompetitivne ELISA metode za odredivanje koncentracije hepcidina u serumu te su danas
dostupne sljedec¢e metode za mjerenje koncentracije hepcidina:

a) LC/MS

b) imunokemijske metode

¢) ligand-vezujuce metode.

Odredivanje koncentracije hepcidina u serumu 1 urinu imunokemijskim metodama koje se
temelje na uporabi specificnih anti-hepcidin antitijela problemati¢no je zbog dostupnosti
pogodnih antitijela (99). Medutim, koriStenjem razli¢itih metoda i tehnologija za procjenu
koncentracije hepcidina s poremecajima metabolizma zeljeza otezava tumacenje rezultata
mnogih prijavljenih istrazivanja.

Stoga ne postoji idealna metoda odredivanja koncentracije hepcidina 1 na tom podrucju
istraziva¢i 1 nadalje ulazu velike napore. Medutim, i metodama koje su trenuta¢no na
raspolaganju dobivaju se rezultati koji upucuju na vazan dijagnosticki potencijal hepcidina u

razli¢itim patolosSkim stanjima.

1.7. Cistatin C

Alan J. Barret je 1981. godine opisao mali protein izoliran iz koko$jeg jaja sa sposobnoscu
inhibiranja aktivnosti lizosomskih cistein-proteinaza koji razgraduju proteine. Kasnija
istrazivanja pokazala su da proteini velike i male molekularne mase, modulirajuce ili
inhibirajuc¢e aktivnosti na cistein-proteinaze, potjeCu od istog gena te su dodijeljeni u
natporodicu cistatina. Povijesno gledano, cistatini su proteini s to¢no definiranim slijedom
motiva koji oblikuju ekvimolarnu, ¢istu i reverzibilnu vezu s cisteinskim peptidazama
stvaranjem enzimski neaktivnog kompleksa. Rasprostranjeni su u Zivotinjama, biljkama i
protozoama (100). Utvrdena su tri zajednicka dijela svim cistatinima: glicinski ostatak na N-
terminalnom dijelu, QXVXG motiv u jednoj petlji i PW motiv u drugoj. Cistatin C (poznat i
kao y-trace) pripada porodici-2 cistatina koja je ujedno i1 najveca porodica u natporodici
cistatina. Cistatin C otkriven u koko§jem jaju prototip je cistatina iz porodice-2. Karakteristi¢ne
veze za ovu obitelj cistatina dvije su disulfidne veze u koje su uronjena Cetiri cisteinska ostatka.
Cistatini se smatraju izvanstani¢nim proteinima jer su translatirani slijedom sekvencijskih
peptida. Svi cistatini imaju zajednicko svojstvo inhibicije cistein-proteinaza koje je ocuvano
tijekom fizioloSke evolucije. Njihova je fizioloska uloga reguliranje aktivnosti endogenih

proteinaza koje se Cesto izlucuju ili propustaju iz lizosoma umirucih ili oboljelih stanica.
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Cistatini se vrlo ¢vrsto, ali reverzibilno vezu na svoje ciljne peptidaze. Cistatini vjerojatno imaju
obrambenu ulogu u borbi protiv mikroba. Pokazuju antimikrobnu aktivnost protiv Gram-
negativnih bakterija i sposobnost inhibiranja replikacije virusa (101).

Cistatin C (Slika 8.) osnovni je protein male molekularne mase (13 kDa; 120 aminokiselina)
graden u glavnini od jednoga polipeptidnog, neglikoziliranog lanca koji sadrzava cetiri
karakteristi¢na cisteinska ostatka. Pripada natporodici cistatin-reverzbilnih inhibitora cistein-
proteinaza (102). Sintetizira se stalnom brzinom u svim stanicama s jezgrom i nalazi se u
razli¢itim tjelesnim teku¢inama, ukljucujuéi i krv. Sinteza ljudskog cistatina C regulirana je
CST3 genom koji je lociran na kromosomu 20p11,2 i poznat je kao ,.housekeeping® gen.
Obuhvaca oko 4,3 kb i sadrzava tri eksona koji su prekinuti sekvencama introna od 2252 1 1254

baznih parova, daju¢i ukupnu veli¢inu gena od priblizno 4500 parova baza (103).

Slika 8. Monomerna struktura ljudskog cistatina C.

Preuzeto i prilagodeno prema Prgdzinska M i sur.(104)

Unutarstani¢na raspodjela cistatina C pretezno je lokalizirana u endoplazmatskoj mrezici (ER)
1 Golgijevu tijelu; linearno lucenje i relativno kratak unutarstanicni poluzivot (72 min) upucuju
na konstitutivno izluceni protein (105). Tijekom sazrijevanja u ER, cistatin C da bi sprijecio
interakciju s cistein-proteinazom na putu sekrecije tvori prolazni dimer. Ta dimerizacija takoder
moze biti uvjet za prolazak cistatina C iz ER u Golgijevo tijelo. Dimerizirani cistatin kasnije
disocira u aktivni monomer prije ili tijekom lucenja. Cistatin C razgraduje se u lizosomima,
gdje se cistatin unosi endocitozom i dolazi do redimerizacije. Ljudski cistatin C je monomer u

svome prirodnom funkcionalnom stanju, a znatne koli¢ine izvanstani¢nih dimera prisutne su
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samo u patoloskim uvjetima (106). Glavne funkcije cistatina C, kao 1 ostalih cistatina tipa 2,
mogu se grupirati u cetiri opce kategorije:
- izravna inhibicija endogenih ili egzogenih cisteinskih peptidaza
- modulacija imunosnog sustava
- antibakterijska i antivirusna aktivnost koja nije povezana s inhibicijom cisteinskih
peptidaza

- odgovor na ozljedu mozga.

1.7.1. Dijagnosticko znacenje cistatina C

Cistatin C slobodno se filtrira u bubreznim glomerulima, zatim se reapsorbira i potpuno
katabolizira stalnom brzinom nakon endocitoze na apikalnoj cetkastoj prevlaci stanica tubula,
bez bitnog lucenja (107). Nakupine si¢usnih krvnih zila, glomeruli, bubrezima dopremaju vodu,
otopljene tvari, dopustaju izlazak otpadnih tvari kroz stijenke, a sluze i za filtraciju citatna C.
Bubrezi iz te tekucine apsorbiraju glukozu, cistatin C i druge tvari. Reapsorbirani cistatin C
razgraduje se 1 ne vraca u krv. Preostali dio tekucine prenosi se u mokraéni mjehur i izlucuje iz
organizma. Sukladno tomu koncentracija cistatina C u serumu odrazava GFR, a koncentracija
cistatina C u urinu disfunkciju tubula (102). Cistatin C je medu nisko molekularnim cistatinima
najvise zastupljen u izvanstani¢noj tekucini. Opisane su njegove bioloske uloge, primjerice ima
antivirusna i antibakterijska svojstva, sudjeluje u resorpciji kosti, modulaciji upalnog odgovora,
stani¢noj proliferaciji i rastu, metastaziranju tumora, diferencijaciji astrocita te ima klju¢nu
ulogu i u patogenezi nekih bolesti, primjerice neurodegenerativnih, kardiovaskularnih i razvoju
tumora (108). Koncentracija cistatina C u serumu/plazmi kod zdravih ljudi varira s obzirom na
metode odredivanja, ali je u rasponu od 0,8 do 1,2 mg/L. Tijekom posljednjeg desetljeca

provedena su mnoga klinicka ispitivanja o ulozi cistatina C kao pokazatelja bubrezne funkcije.

1.7.2. Cistatin C u dijagnostici bubreZne bolesti

Nekoliko je prednosti odredivanja cistatina C u serumu u odnosu na odredivanje koncentracije
kreatinina. Jedna od njih je konstantnost stvaranja cistatina C u organizmu. Do danas je
identificirano samo nekoliko ¢imbenika koji utjeCu na njegovo stvaranje. To su veée doze
glukokortikoida koje poticu stvaranje te blaga hiperfunkcija Stitnjace Sto treba imati na umu
kada se cistatin C koristi kao biljeg GFR-a (108). Serumski cistatin C pokazao se kao rani biljeg

KBB-a koji je osobito koristan u pacijenata za koje je kreatinin neadekvatan biljeg ili za koje
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su metode mjerenja GFR-a neprakti¢ne (109). Cistatin C bolji je pokazatelj procjene GFR-a u
novorodencadi od kreatinina u serumu jer ne prolazi posteljicu, §to je dokazano nepostojanjem
korelacije izmedu cistatin C u krvi majke 1 krvi iz pupkovine. Koncentracija cistaina C neovisna
je, kako je spomenuto, o spolu, dobi, misi¢noj masi i nutricijskom statusu (110). Zbog svega
toga bolje odrazava sazrijevanje i funkciju bubrega i predlozen je kao ,,idealniji* biljeg GFR-
a od kreatinina u serumu. Cistatin C takoder je bolji biljeg za otkrivanje blagih promjena GFR-
a kojim se bubrezne promjene otkrivaju ranije. Prednosti cistatina C kao biljega GFR-a jesu:
bolja korelacija s GFR-om, veca osjetljivost 1 specificnost, bolja dijagnosticka to¢nost
(koncentracije cistatina C u serumu se poveéavaju veé¢ kod GFR-a od 80 ml/min/1,73 m?), a

takoder je pokazano da je bolji pokazatelj smrtnosti (111, 112).

1.7.3. Metode odredivanja koncentracije cistatina C

Fizikalno-kemijska svojstva cistaina C omoguéila su dokazivanje njegove prisutnosti u
stani¢nim 1 izvanstani¢nim odjeljcima primjenom metoda kao Sto su elektoforeza i1 inhibicija
papainom. Kasnije je imunoelektroforezom, tehnikom koja se temelji na odvajanju proteina u
kombinaciji s imunom reakcijom s antitijelima na ljudske proteine, dokazan cistatin C u
ljudskim tekuc¢inama. Cistatin C je identificiran kao sporija frakcija nego gamaglobulini i s
razli¢itom antigenskom aktivno$¢u od imunoglobulina. Godine 1979. Lofberg 1 Grubb razvili
su prvu imunokemijsku metodu za kvantitativno odredivanje cistatina C, tzv. enzimski
pojac¢anu pojedinacnu radijalnu imunodifuziju (engl. single radial immunodiffusion assay,
SRID). Zbog niske osjetljivosti ove metode razvili su novu tehniku takozvanu kompetitivnu
enzimsku imunometodu (engl. enzyme immunoassays, EIA) koja ima osjetljivost 10 puta vecu
od SRID-a, ali zbog inkubacije koja se odvijala preko no¢i ni ova metoda nije zaZivjela u
laboratorijskoj praksi. Radioimunoanaliza (engl.radioimmunoassay, RIA), kao nova tehnika za
odredivanje koncentracije cistatina C, uvedena je 1982. godine, a koriSteni su misja
monoklonska antitjela. Kasnije je metoda poboljSana primjenom poliklonskih antitijela kunica
1 zamoraca (113).

Novije generacije metoda za odredivanje cistatina C podrazumijevaju metodu PETIA (engl.
particle-enhanced turbimetric immune-assay) — turbidimetrijska imunometoda na lateks-
Cesticama koji su opisali Kyhse-Andersen i sur. PETIA se temelji na reakciji cistatina C iz
seruma 1 zejih antitijela koji su kovalentno obloZzeni modificiranim lateks-Cesticama.
Kalibracijska krivulja pokriva raspon koncentracija od 0,4 do 14,1 mg/L. Aglutinacija koja

dovodi do povecanja apsorbancije mjerena je na A = 340 nm te je izmjerena nakon 240 s i to je
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krajnja tocka vrijednosti (114). Zbog pouzdanoga analitickog ispitivanja i kratkoga analitickog
vremena PETIA je uvedena kao rutinska metoda za odredivanje cistatina C u laboratorijima.
PENIA (engl. particle-enhanced nephelometric immune assay) — nefelometrijska imunoanaliza
je novija metoda gdje su polistirenske Cestice oblozene antitijelima specificnim za humani
cistatin C. Intenzitet rasprSenog svjetla nastalog komleksa proporcionalan je koncentraciji
cistaina C uuzorku . Granica detekcije je 0,17 mg/L. Test je osjetljiv na lipemi¢ne i hemoliti¢ne
uzorke. Razlika izmedu metoda PENIA i PETIA jest u antitijelima, a osim toga PENIA je bolja
metoda za odredivanje koncentracija cistatina C u serumu jer je imunoagregate lakSe otkriti
nefelometrijom (115).

U novijem istrazivanju Tanka i sur. objavili su novu metodu za odredivanje serumskog cistaina
C kao biljega GFR pod nazivom SPIA (engl .sol particle immuno-assay). Metoda se temelji na
imunosnoj reakciji zec¢jeg anti-ljudskog cistatina C 1 antitijelima, obloZenih koloidnim
Cesticama zlata, 1 uzorka seruma. Reakcija izmedu Cestica 1 cistatina C u serumu dovodi do
aglutinacije 1 promjene u signalu apsorbancije nakon pet minuta od pocetka reakcije na dvije
valne duljine A = 660 nm i 540 nm. Bilirubin, antikoagulansi i reumatoidni faktor ne

interferiraju s ovom metodom. (116)

1.8. Kreatinin kao kasni biljeg akutnoga bubreZnog oste¢enja

Kreatinin je spoj koji nastaje spontanom, neenzimskom razgradnjom kreatina. Kreatin se
sintetizira u jetri i bubrezima i nakon sinteze prelazi u krv iz koje ga odmah preuzimaju stanice
miSica i drugih tkiva. Djelovanjem enzima kreatin-kinaze kreatin se reverzibilno fosforilira
stvarajuci visokoenergijski spoj fosfokreatin ili kreatin-fosfat. Neenzimskom, nepovratnom
reakcijom, odnosno gubitkom molekule vode iz kreatin-fosfata u miSi¢nim stanicama nastaje
kreatinin koji se krvlju prenosi do bubrega i potom izlu€uje urinom (117, 118,119). Kreatinin
je, dakle, anhidrid kreatina molekularne mase 113 Da. Koncentracija kreatinina u serumu
korelira s miSiénom masom jer je kreatinin nusproizvod metabolizma miSic¢a, a iz krvi se
uklanja ponajvise bubrezima, tj. glomerularnom filtracijom. Koncentracija kreatinina u serumu
tako ovisi ponajprije o glomerularnoj filtraciji, pa stoga i odgovarajuce upucuje na ovu funkciju
bubrega. Dnevno se urinom izlucuje oko 2 % ukupnog kreatinina (tzv. koeficijent kreatinina).
Ako je smanjena filtracija u glomerulima, koncentracija se kreatinina u krvi povecava. Zbog
toga se koncentracija kreatinina u serumu 1 urinu moze koristiti za racunanje klirensa kreatinina

koji je u korelaciji s GFR-om (119, 120).

41



Koncentracija kreatinina u serumu novorodenceta promjenjiva je tijekom prvih postnatalnih
tjedana. Serumski kreatinin povecan je pri rodenju i smanjuje se tijekom prvog tjedna zivota.
Koncentracija se ustali nakon petog dana Zivota kod novorodencadi rodene poslije 36. tjedna
trudnoce, a kod prijevremeno rodene djece koncentracije serumskog kreatinina ustale se
kasnije. Takoder, pove¢ana koncentracija serumskog kreatinina pri rodenju odraz je maj¢ina

kreatinina koji dolazi u dodir s novorodencetom preko posteljice (121).

1.8.1. Dijagnosticko znacenje kreatinina

Koncentracija kreatinina u serumu nepouzdan je, medutim, indikator akutnih promjena
bubrezne funkcije u prvom redu zbog znatne ovisnosti kreatinina o dobi, spolu, misi¢noj masi
1 miSi¢nom metabolizmu te hidracijskom statusu (121). Isto se odnosi i na klirens kreatinina,
posebice kod bolesnika koji se nalaze u jedinicama intenzivne njege (122). Koncentracija
kreatinina u serumu pruza jednostavan nacin provjere stanja bubrega, medutim poveéava se
samo u teskoj disfunkciji bubrega kada je viSe od 50 % nefrona nefunkcionalno. Trenutacno se
u dijagnostici bubreznih bolesti kreatinin uvelike primjenjuje kod procjene GFR-a uz koristenje
empirijskih jednadzbi temeljenih na izmjerenoj koncentraciji kreatinina u serumu (120). Zbog
jednostavnog odredivanja i niske cijene i dalje je odredivanje koncentracije kreatinina zadrzano

kao rutinska pretraga iako postoje bolje i tocnije metode za odredivanje GFR-a.

1.8.2. Metode odredivanja koncentracije kreatinina

Koncentracija kreatinina moze se odrediti fotometrijskom ili enzimskom metodom.
Najpoznatija je fotometrijska metoda Jaffeova metoda. Jaffeova reakcija odvija se u alkalnom
mediju izmedu kreatinina i pikrinske kiseline te nastaje narancasto obojenje reakcijske smjese.
Zbog niske specifi¢nosti u slucaju prisutnosti ikterije, hemolize i lipemije dodane su neke
modifikacije u Jaffeovu metodu. U serumu takoder mogu biti prisutni proteini, aceton ili
askorbinska kiselina koji reagiraju s pikrinskom kiselinom i tako lazno povecavaju
koncentraciju kreatinina u serumu. Novija matematicka modifikacija fotometrijske metode po
Jaffeu je kompenzirana kineticka metoda. U kompenziranoj Jaffeovoj metodi smanjenje
interferencije proteina postize se namjestanjem kalibratora i kalibracijske krivulje (122).

U novije vrijeme sve je viSe u upotrebi i enzimska metoda za kvalitativno odredivanje
kreatinina, a sama metoda zasniva se na djelovanju enzima kreatininaze koji hidrolizira

kreatinin u kreatin (123). Odredivanje kreatinina poboljSano je metodama HPLC (visokotlacna
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teku¢inska kromatografija, engl. high performance liquid chromatography) te GC-IDMS
(plinska kromatografija s izotopnom dilucijskom masenom spektrometrijom, engl. gas

chromatography isotope dilution mass spectrometry) koje su visoke osjetljivosti i specificnosti.

1.9. Prediktivne jednadZbe procjene glomerularne filtracije

Mjerenje GFR-a jedna je od glavnih pretraga za procjenu funkcije glomerula, odnosno procjenu
cjelokupnoga funkcionalnog stanja bubrega. Ono zapravo oznacava volumen tekucine filtrirane
iz glomerularnih kapilara u Baumanovu ¢ahuru po jedinici vremena (124). Dva su tipa metoda
odredivanja GFR-a: metode mjerenja egzogenih (klirens inulina, I-iothamlamata, ioheksola,
Tc-99m-DTPA, J-jodoacetata, Cr-EDTA) i endogenih spojeva (uobicajeno klirens kreatinina).
Zbog brojnih izvora varijabilnosti klirens testova preporucuje se procjena GFR-a koriStenjem
empirijskih jednadzbi temeljenih na koncentraciji endogenog spoja kao §to je kreatinin, u novije
vrijeme cistatin C u serumu, uz dodatne podatke $to su dob, spol, tjelesna masa, rasa itd. Poznato
je da postoji dobra korelacija eGFR-a s razvojem komplikacija kroni¢ne bubrezne bolesti te s

povecanim rizikom komplikacija kao Sto su kardiovaskularne bolesti (125).

Od 1957. godine, kada je Effersoe postavio prvu jednadzbu (126), do sada je razvijeno vise od
46 inacica prediktivnih jednadzbi koje ukljucuju razlic¢ite klini¢ke varijable i antropometrijske
parametre. Neke od prediktivnih jednadzbi temeljene su na koncentraciji kreatinina u serumu,
neke na koncentraciji cistatin C u serumu dok se neke temelje na kombinaciji kreatinina,
cistatina C 1 ureje u serumu. U pedijatrijskoj populaciji najcesée se koristi Schwartzova ili

modificirana Schwartzova jednadzba temeljena na koncentraciji kreatininu u serumu.

Schwartzova jednadzba
Schwartzova jednadzba za djecu izvedena je u usporedbi s klirensom inulina, a kreatinin je
izmjeren modificiranom Jaffeovom metodom. Osim serumskog kreatinina bitna je i1 visina

djeteta pomnozena s faktorom ovisnom o dobi djeteta (127).

TVXF
S

eGFR =

TV —tjelesna visina, S —koncentracija kreatinina u serumu, F — faktor novorodencad 0,45
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Godine 2009. izvorna je Schwartzova formula osuvremenjena i danas je poznata kao ,,Bedside
Schwartz* formula. Trenutac¢no se smatra jednom od najboljih metoda za izracunavanje eGFR-

a kod djece. Ukljucuje odredivanje koncentracije kreatinina sljedive s IDMS-om. (128 — 130).

eGFR = 0,41x(visina/S)

ako je visina izraZzena u centimetrima; S —koncentracija kreatinina u serumu

Kako bi se izbjegle nepreciznosti jednadzbi temeljenih na kreatininu razvijen je i veci broj
jednadzbi temeljenih na samom cistatin C u serumu; te jednadzbe temeljene su na cistatinu C

uz demografske faktore i koncentraciju kreatinina u serumu (131). Neke od njih jesu:

Fillerova jednadzba
Filler 1 sur. opisali su 2003. godine prediktivnu jednadzbu GFR-a za pedijatrijsku populaciju
temeljenu na recipro¢noj koncentraciji cistatina C, a neovisnu o spolu, dobi, tjelesnoj masi ili
visini. (132)

log(GFR) = 1,962 + [1.123 X log(1/CysC()]

Cys C - cistatin C u serumu

JednadZzba temeljena na cistatinu C

Za pedijatrijsku populaciju moze se koristiti kad eGFR na temelju serumskog kreatinina nije

dovoljna za odredivanje stanja bubrega (133, 134).
eGFR = 70,69 X (Cys €)~0931

Cys C - cistatin C u serumu

Kreatinin — cistatin C CKID jednadZba
Godine 2012. osmiSljena je jednadzba sa standardiziranim koncentracijama kreatinina i

standardiziranim koncentracijama cistatina C koja moze dati viSe informacija o stanju bolesnika

(133, 134).
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eGFR = 39.8 x [ht/Scr]0,456 x [1.8/cysC]0,418 x [30/BUN]0.079 x [1,076male]
[1,00female] x [ht/1,4]0,179
eGFR = mL/min/1,73 m?; Sc,—kreatinin u serumu, Ses —cistatin C u serumu, BUN — urejau serumu; ht —

visina
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2. OBRAZLOZENIJE
TEME



2.1. Hipoteza i ciljevi istraZivanja

Unatoc napretku u klinickoj skrbi novorodenceta, smrtnost povezana s bubreznim oste¢enjima
i dalje je visoka u prvoj godini nakon otpustanja iz bolnice. Najnoviji podatci naglaSavaju da je
oporavak bubrega Cesto nepotpun te da kod oko 50 % bolesnika dolazi do nastanka KBB-a u
razdoblju od 3 do 5 godina nakon ustanovljenoga ABO-a. Problem lijeenja ABO-a
novorodencadi ponajprije je u tome Sto se ovaj poremecaj tesko i relativno kasno otkriva zbog
nedostatka specifi¢noga ranog biokemijskog biljega (135). Danas se u tom smislu laboratorijska
dijagnostika bubreznih oStecenja jos uvijek dobrim dijelom oslanja na promjene koncentracije
kreatinina u serumu. Medutim, kreatinin kao biljeg ostecenja bubrega ima brojne nedostatke,
od kojih je najveci nedovoljna dijagnosticka osjetljivost. Stoga ne prestaje potraga za ranim
biokemijskim biljegom koji bi bio od pomo¢i u ranom otkrivanju i prevenciji bubreznih
ostecenja (136 — 138).

NGAL u urinu potencijalno je dijagnosticki vazan biokemijski biljeg ABO-a ali je trenuta¢no
nedovoljno istrazen u najranijem zivotnom razdoblju . lako se ne stvara samo u jednom tipu
stanica Sto bi ga ¢inilo idealnim biljegom, dosadasnja istrazivanja (41, 139) upucuju na visoku
dijagnosticku osjetljivost 1 specifi¢nost za rano otkrivanje bubreznih bolesti.

Drugi nedovoljno istrazeni biljeg bolesti bubrega jest hepcidin. Naime, Zeljezom katalizirano
ostecenje smatra se jednim od najranijih dogadaja u kaskadi patofizioloskih procesa koji vode
smanjenju bubrezne funkcije (67, 82). Preliminarna istrazivanja upozorila su na prediktivna
svojstva vrijednosti koncentracija NGAL-a 1 hepcidina u urinu za razvoj ABO-a. Posljedica
pojacane ekspresije hepcidina u bubreznim epitelnim stanicama nakon ishemije jest smanjenje
ekspresije feroportina, Sto rezultira blokadom otpustanja slobodnog Zeljeza (140 — 143). Na
temelju dokazane prisutnosti u urinu i otkri¢a u epitelnim stanicama tubula 1 kore bubrega,
hepcidin bi uz NGAL mogao pomo¢i u ranom otkrivanju bubreZnih oSte¢enja kod

novorodenacke populacije.
Hipoteza:

NGAL 1 hepcidin biokemijski su biljezi ¢ije ¢e odredivanje u urinu doprinijeti razumijevanju te

brzem otkrivanju bubreznog ostecenja u najranijoj novorodenackoj dobi.
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Cilj:

Da bismo razlikovali patoloska stanja povezana s porastom NGAL-a i hepcidina u urinu,
potrebno je najprije definirati referentne intervale za novorodenacku populaciju jer oni do sada
nisu opisani u literaturi. Usporediti koncentracije mjerenih parametara u zdrave novorodencadi

naspram onih u koje je dokazano bubrezno ostecenje.

Specificni ciljevi ukljucuju:

Odrediti koncentraciju NGAL u urinu (uUNGAL) zdrave novorodencadi te utvrditi razliku u
koncetraciji uNGAL-a i op¢ih karakteristika novorodencadi kao $to su gestacijska zrelost,

porodaja tjelesna tezina, postnatalna dob.

Odrediti koncentraciju hepcidina u urinu zdrave novorodencadi te utvrditi razliku u koncetraciji

hepcidina i op¢ih karakteristika novorodencadi.

Odrediti koncentracije uNGAL-a i hepcidina u urinu u skupini novorodencadi s bubreznim

ostecenima i usporediti s koncentracijama u zdrave novorodencadi.

Utvrditi eventualne meduovisnosti koncentracija NGAL-a i hepcidina.

Utvrditi eventualne meduovisnosti NGAL-a i hepcidina, te svakog od dvaju analita, s biljezima
opceg statusa i bubreznog ostecenja koji se koriste u svakodnevnom radu (kreatinin, ureja,

cistatin C) u svim ispitanim skupinama.

Procijeniti GFR svih ispitanika koriste¢i jednadzbe za eGFR u novorodenackoj populaciji.
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3.1. Ispitanici

Broj ispitanika (veli¢ina uzorka) potreban za istrazivanje za tri skupine novorodencadi (skupina
s akutnim bubreznim oSte¢enjem, skupina s drugim bubreZznim oStecenjima i bolestima te
kontrolna skupina koju ¢ini zdrava novorodencad) procijenjen je uz pomo¢ programa G*Power
(Faul, Erdfelder, Lang i Buchner, 2007; inacica 3.1.9.2.). Uzevsi u obzir istrazivacki cilj i
planirane statisticke obrade, za izraCunavanje razlika u koncentracijama uNGAL-a i1 hepcidina
u urinu odnosno veli¢ine ucinka koriSteni su podaci o koncentracijama uNGAL-a i hepcidina u
urinu utvrdeni u drugim istrazivanjima. Na temelju preuzetih deskriptivnih parametara zadani
su bili nesto strozi kriteriji za izracun veli¢ine uzorka, s pretpostavljenom o = 0,05 i snagom
istrazivanja od 90 %. Prema zadanim kriterijima bilo je potrebno minimalno 48 ispitanika, sa
po 16 ispitanika u svakoj od skupina, dok je u istrazivanju sudjelovalo 120 terminski zdrave
novorodencadi (Z-N), 20 terminske novorodencadi s akutnim bubreznim oSte¢enjem (N-ABO)
te 23 novorodenceta s drugim bubreznim ostec¢enjima i bolestima (N-DBB).

U ovom istrazivanju koristila se iskljucivo ostatna koli¢ina seruma preostala nakon provedenih
rutinskih laboratorijskih pretraga. Uzorak urina bio je analiziran tek nakon pristanka roditelja
ili skrbnika za sudjelovanje u istrazivanju.

Istrazivanje je provedeno od 1. srpnja 2016. do 1. srpnja 2020. u Odjelu za porodnistvo i Odjelu
za neonatologiju SKB-a Mostar. U ispitivanje je bila uklju¢ena terminski rodena novorodencad
rodena u Sveucili$noj klinickoj bolnici Mostar, Bosna 1 Hercegovina. Istrazivanje je odobrilo
Eticko povjerenstvo SveuciliSne klini¢ke bolnice Mostar (broj eti¢kog odobrenja 2272/12) i
Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada, Farmaceutsko-biokemijski fakultet u Zagrebu
(klasa: 643-02/18-01/02, Ur. broj: 251-62-03-18-40), u skladu s HelsinsSkom deklaracijom.
Roditelji ispitanika pravodobno su obavijeSteni o prirodi i1 ciljevima istrazivanja, nacinu
provodenja istrazivanja, pretpostavljenoj koristi i mogucim rizicima te su nakon toga
prikupljeni informirani pristanci obaju roditelja.

Kriteriji ukljucenja terminski zdrave rodene novorodencadi nakon klini¢kog pregleda bili su:
1. uredan nalaz fizikalno-kemijskog pregleda urina

2. starosna dob novorodenceta < 25 dana

3. Apgar ocjenau 5 min>9

4. koncentracija serumskog CRP < 5 mg/L

5. normalan fizikalni 1 ultrazvucni pregled.
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Ako je klini¢ki pregled neposredno nakon rodenja upozorio na prisutnost infekcije, sr¢anih
bolesti, urodenih anomalija i kromosomskog poremecaja, takva je novorodencad iskljucena iz
istrazivanja.

Kriteriji ukljucenja terminski rodene novorodencadi s bubreznim bolestima kao §to su akutno
bubrezno ostecenje uzrokovano perinatalnom asfiksijom, akutne bubrezne insuficijencije
uzrokovane hipoksijom, perinatalne infekcije koje se odrazavaju na mokraéni sustav te
hidronefroze definirani su kao:

1. patoloski rezultat fizikalno-kemijskog pregleda urina

2. koncentracija serumskog kreatinina > 106 umol/L

3. nastanak anurije ili oligurije

4. Apgar ocjenau 5. min < 8

5. koncentracija serumskog CRP > 5 mg/L.

Pacijenti s navedenim bubreZznim bolestima morali su, da bi bili ukljuceni u ispitivanje,
zadovoljiti kriterij pod brojem 1 ili 2, a mogli su biti prisutni (ne nuzno) i ostali navedeni

kriteriji.

3.2. Uzorci

U ovom istrazivanju koristila se je iskljuivo ostatna koli¢ina seruma preostala nakon
provedenih rutinskih laboratorijskih pretraga (npr. CRP, ukupni i direktni bilirubin). Pri
uzorkovanju pune krvi i urina koriSteni su zatvoreni sustavi uzimanja krvi te specifini
spremnici za jednokratnu upotrebu kako slijedi:

Uzorci seruma dobiveni su prikupljanjem 1,1 mL venske krvi u mikroepruvete s gelom
(Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka) koriStenjem igle 23 G (Sarstedt, Niimbrecht, Njemacka)
unutar 72 sata nakon rodenja. Prikupljeni uzorci centrifugirani su na 3000 o/min 15 minuta te
nakon rutinski provedenih pretraga ostatni dio seruma je bio pohranjeni na -80 °C do analize.
Uzorci urina (3 — 5 mL) uzeti su unutar 72 sata nakon rodenja uz pomo¢ pedijatrijskoga
sterilnog sakupljaca urina za novorodencad s porodajnom tezinom preko 2000 g (B. Braun
Medical, Francuska) i centrifugirani na 1500 o/min tijekom pet minuta te pohranjeni na -80 °C

do analize. U uzorku urina odredena je koncentracija hepcidina i uNGAL-a.
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3.3. Metode

U Tablici 4. prikazani su biokemijski biljezi ¢ija je koncentracija mjerena u ovom istraZivanju.
Koncentracija NGAL-a u uzorcima urina kvantitativno je odredena koriStenjem reagensa Urine
NGAL proizvodaca Abbott, Irska na Architect plus c¢i8200 analizatoru (Abbott, Chicago, SAD).
Urine NGAL zasniva se na dvostupanjskoj kemiluminiscentnoj imunokemijskoj metodi
(CMIA). Mikrocestice su oblozene monoklonskim antitijelima za odredivanje NGAL-a. NGAL
iz uzorka veze se na mikrocestice obloZene anti-NGAL antitijelima. Nakon ispiranja dodaje se
akridinom obiljezeni anti-NGAL konjugat kako bi se dobila reakcijska smjesa. Dodavanjem
predaktivacijske i aktivacijske otopine aktivira se kemiluminiscentna reakcija. Koncentracija
NGAL-a u uzorku proporcionalna je vrijednosti RLU?.

Koncentracija hepcidina-25 kvantitativno je odredena koriStenjem kompetitivne ELISA metode
proizvodaca DRG, Instruments GmbH, Njemacka, uz ocitanje rezultata na analizatoru EZ Read
800 Plus (Biochrom, USA). JaZice su oblozene monoklonskim antitijelima usmjerenim prema
hepcidinu-25. Endogeni hepcidin-25 iz uzorka pacijenta natjece se s konjugatom koji sadrzava
kompleks hepcidin-25-biotina. Nakon inkubacije mikrotitarska se ploca ispere kako bi se
zaustavila reakcija. U sljedecoj inkubaciji vezani biotin detektira se streptavidin-peroksidazom
(enzimski kompleks). Nakon inkubacije ploca se ispere drugi put te se dodaje otopina supstrata.
Intenzitet razvijene boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji hepcidina-25 u uzorku
pacijenta.’

Architect Cystatin C komplet reagensa (Architect Cystatin C, Sentinel CH, Italija) koriSten je
za mjerenje cistatina C na Architect plus ci8200 analizatoru (Abbott, Chicago, SAD). Architect
Cistatin C zasniva se na turbidimetrijskoj imunokemijskoj metodi s potpomognutim ¢esticama
(PETIA). Lateks-Cestice oblozene su antitijelima na humani cistatin C te pomjena u apsorpciji
uzrokovana aglutinacijom reakcijske smjese proporcionalna je koncentraciji cistatina C u

uzorku.*

2 Urine NGAL, Instraction for use. Abbott, Irska, 10/2015.
3 Hepcidin 25, Instraction for use. DRG Instruments GmbH, Njemacka, 7/2017.
4 Architect Cystatin C, Instraction for use. Sentinel CH, Italija, 10/2012.
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Tablica 4. Biljezi koriSteni u ovom istrazivanju

Biljezi Jedinice Princip metode Proizvodac Analizator

NGAL ng/mL imunokemijska analiza s | Abbott Architect  plus
kemiluminiscentnim ci8200
obiljezivacem

Hepcidin 25 | ng/mL DRG EZ Read 800 Plus
ELISA

Cistatin C mg/L Imunoturbidimetrija Abbott Architect  plus

ci8200
CRP mg/L Imunoturbidimetrija Beckman Beckman Coulter
Coulter Chemistry
Analyzer AU680

Kreatinin umol/L kompenzirana Beckman Beckman Coulter
spektrofotometrijska Coulter Chemistry
metoda po Jaffeu Analyzer AU680

Ureja mmol/L spektrofotometrijska — Beckman Beckman Coulter
kineticka metoda s Coulter Chemistry
oCitanjem signala u UV Analyzer AU680
podrucju

Zeljezo pmol/L spektrofotometrijska Beckman Beckman Coulter
metoda s o¢itanjem Coulter Chemistry
signala u vidljivom Analyzer AU680
podrudju spektra

Koncentracija CRP-a odredena je u serumu koristenjem CRP Latex reagensa (Beckman
Coulter, Irska) na Beckman Coulter Chemistry Analyzer AU680 (Beckman Coulter, SAD).
CRP specificno reagira s antitijelima na ljudski CRP na Cesticama lateksa te daje netopive

agregate. Smanjanje transmisije proporcionalno je koncentraciji CRP-a u uzorku.’

> CRP Latex, Instraction for use. Beckman Coulter, Irska, 09/2007

53



Kompenzirana Jaffeova spektrofotometrijska metoda koristena je za kvantitativno odredivanje
kreatinina u ljudskom serumu. Kreatinin stvara zuto-narancasti spoj s pikrinskom kiselinom u
alkalnom mediju. Promjena apsorpcije proporcionalna je koncentraciji kreatinina u uzorku.®
Za odredivanje koncentracije ureje u serumu koriStena je kineticka UV metoda. Ureja se
hidrolizira u prisutnosti vode i ureaze i stvara se amonijak i ugljikov dioksid. Amonijak stvoren
u prvoj reakciji veze se s 2-oksoglutaratom i NADH u prisutnosti glutamat-dehidrogenaze
(GLDH). Smanjenje apsorpcije NADH mjereno u UV podrucju spektra u jedinici vremena
proporcionalno je koncentraciji ureje.’

Koncentracija Zeljeza u serumu kvantitativno je odredena koriStenjem spektrofotometrijske
metode za kvantitativno odredivanje Zeljeza u serumu i plazmi. Metoda rabi TPTZ [2,4,6-Tri-
(2-piridil)-5-triazin] kao kromogen, a u kiselom mediju Zeljezo vezano uz transferin razlaze se
na slobodne ione Zeljeza i apo-transferin. Kloridna kiselina i natrijev askorbat reduciraju feri-
ione Zeljeza u fero-ione Zeljeza. Fero-ioni Zeljeza reagiraju s TPTZ-om i stvaraju plavo obojeni
kompleks koji je moguce biokromatski izmjeriti pri 600/800 nm. Povecanje apsorpcije izravno

je proporcionalno koli¢ini prisutnog Zeljeza.®

3.4. Statisticka analiza

Analiza podataka provedena je s pomoc¢u SPSS 20 programskog paketa (IBM Corp., Armonk,
NY, SAD). KoriSteni su neparametarski testovi jer dobiveni podatci nisu zadovoljavali kriterije
normalne raspodjele (Shapiro-Wilkov test). Podatci mjerenja naznaceni su kao medijan i
interkvartilni raspon [od prvog (Q1) do treceg (Q3) kvartila], osim gestacijske dobi koja je
prikazana kao medijan i minimalno-maksimalno. Kod usporedbe razlika u medijanima izmedu
dviju nezavisnih skupina koriSten je neparametarski Mann-Whitneyev U-test, a za ispitivanje
razlika viSe podskupina varijabli koriSten je neparametarski Kruskal-Wallisov test. Razina
statistiCke znaCajnosti za sve testove postavljena je na 0,05, a dobivene P vrijednosti manje od
0,05 smatrane su statisticki znacajnima. Za procjenu dijagnosticke to¢nosti primijenjena je
ROC analiza (engl. receiver operating characteristic). Korelacijski odnosi ispitani su

Spearmanovim testom. Dobiveni koeficijent korelacije tumacili smo prema Coltonu (144) i to:

*r=0do 0,251li 0 do -0,25 (nema povezanosti)

6 Cretinine, Instraction for use. Beckman Coulter, Irska, 05/2009
7 Urea, Instraction for use. Beckman Coulter, Irska, 02/2009
8 Iron, Instraction for use. Beckman Coulter, Irska, 07/2009
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*r=0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50 (slaba povezanost)
*r=0,51do 0,75 ili -0,51 do -0,75 (umjerena do dobra povezanost)

*r=0,76 do 11li-0,76 do -1 (vrlo dobra do izvrsna povezanost)
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4. REZULTATI



4.1.  Osnovne klinicke karakteristike ispitanika

Ispitanici ukljuceni u istrazivanje bili su podijeljeni u tri skupine kako slijedi : terminski zdrava

novorodencad, novorodencad s akutnim bubreZnim oSte¢enjem te skupina s drugim bubreznim

oSte¢enjima i bolestima. U prvim minutama zivota mjereni su im osnovni vitalni pokazatelji

koji su odraz zZivotnih funkcija i sposobnosti prilagodbe organizma na nove fizioloske uvjete.

Terminska zdrava novorodenc¢ad (Z-N) €ini prvu skupinu (N = 120) od kojih 49 Zenskogi 71

novorodence muskog spola. S obzirom na to da podaci nisu slijedili normalnu razdiobu,

prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom. Medijan gestacijske dobi novorodencadi

iznosio je 38 tjedana za ispitanike zenskog spola, a 39 za ispitanike muskog spola. U Tablici 5.

navedene su osnovne klinicke karakteristike skupine N-Z razdijeljene po spolu (gestacijski

tjedan rodenja, porodajna teZina, porodajna duZina i Apgar ocjena). U op¢im karakteristikama

s obzirom na spol nije bilo statisticki znacajnih razlika kod N-Z skupine.

Tablica 5. Osnovne klini¢ke karakteristike terminski zdrave novorodencadi

~

Parametar V4 M P
Medijan I1Q1 -1IQ3 Medijan I1Q1 -1IQ3

N 49 71

Gestacijski tjedan rodenja 38,6 37,2-40 39 38 —-40,1 0,923

Tezina (kg) 3,350 2,900 — 3,800 3,485 3,050 — 3,865 0,630

DuZina (cm) 54 54 -56 55 53-56 0,770

Apgar ocjena (5 min.) 10 10-10 10 10-10 1,000

7 (novorodendad Zenskog spola), M (novorodenéad muskog spola).

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon, osim gestacijskog tjedna rodenja koji je prikazan
kao medijan i raspon (minimalno — maksimalno). Mann-Whitneyjev U-test,

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)

U istrazivanje je ukljuceno 20 terminski rodene novorodencadi s ABO-omito 9 novorodencadi

zenskoga i 11 musSkog spola. Dakle, kao Sto je vidljivo iz Tablice 6. ne postoji statisticki

znacajna razlika izmedu varijabli (gestacijski tjedan rodenja, tezina, duzina i Apgar ocjena) i

spola kod novorodencadi s ABO-om.
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Tablica 6. Osnovne klini¢ke karakteristike terminske novorodenc¢adi s akutnim bubreznim

ostecenjem
Parametar Z M P
Medijan IQ1 —1Q3 Medijan IQ1 —1Q3

N 9 11

Gestacijski tjedan rodenja 38,2 37,2 -40 38,3 37,15-39,6 0,923
TezZina (kg) 3,250 2,960 — 3700 3,275 3,050 - 3,865 0,630
Duzina (cm) 54 50 - 56 54,5 52,5-55 0,772
Apgar ocjena (5 min.) 3 2-5 3 1-4 0,810

7 (novorodendad Zenskog spola), M (novoroden¢ad muskog spola).

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon, osim gestacijskog tjedna rodenja koji je prikazan
kao medijan i raspon (minimalno — maksimalno). Mann-Whitneyjev U-test,

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)

Tre¢u skupinu N-DBB (N = 23) ¢inila su terminska novorodencad s drugim bubreznim
oStec¢enjima 1 bolestima (urinska infekcija, hidronefroza). U Tablici 7. prikazani su osnovni
klinicki podatci za gore navedenu skupinu (gestacijski tjedan rodenja, porodajna teZina,
porodajna duzina i Apgar ocjena) po spolu. U osnovnim karakteristikama s obzirom na spol

nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u skupini N-DBB.

Tablica 7. Osnovne klinicke karakteristike terminske novorodencadi s drugim bubreznim

oStecenjima i bolestima

~

Parametar Z M P
Medijan 1Q1 - 1IQ3 Medijan 1Q1 —IQ3

N 8 15

Gestacijski tjedan rodenja 38,1 37,15-138 38,5 37,7 — 39,1 0,528

Tezina (kg) 2,950 2,550 -3,275 3,150 2,800 — 3,600 0,165

Duzina (cm) 52 50-53,5 53 51-54 0,137

Apgar ocjena (5 min.) 9 6—-10 9 6—-10 1,000

Z (novorodendad Zenskog spola), M (novoroden¢ad muskog spola).

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon, osim gestacijskog tjedna rodenja koji je prikazan
kao medijan i raspon (minimalno — maksimalno). Mann-Whitneyjev U-test,

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)

Kako bismo utvrdili postoji 1i statisticki znacajna razlika u op¢im karakteristikama medu tri
skupine koristili smo se Kruskal-Wallisovim testom. Usporedbom klinickih karakteristika
novorodencadi u tri skupine utvrdena je statisticka znacajna razlika kod Apgar ocjene i tezine.
Iz Tablice 8. vidljivo je da najmanju Apgar ocjenu ima novorodencad u skupini N-ABO dok

novorodencad iz skupine N-DBB ima najmanju tjelesnu tezinu.
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Tablica 8. Razlika medu osnovnim karateristikama novorodencadi u tri skupine

Parametar N-Z N-ABO N-DBB P
Medijan | Q1 — Q3 Medijan | Q1 — Q3 Medijan | Q1 — Q3

N 120 20 23
Gestacijski

39 39 - 40 38,2 37,2 - 40 38 | 37,2-39,1 | 0418
tjedan rodenja
Tezina (kg) 345 | 3,10-380 | 325 | 3,00-3,73 | 3,00 |255-3,60 |0,028"
DuZina (cm) 53 50 - 54 54 5256 53 50-54 | 0,391
Apgar ocjena (S min) 10 10-10 3 1-5 9 6-10 | 0,018°

N-Z (terminska zdrava novorodencad), N-ABO (terminska novorodencad s akutnim bubreznim ostec¢enjem),
N-DBB (terminska novorodencad s drugim bubreznim oStecenjima i bolestima). Rezultati su prikazani kao

medijan i interkvartilni raspon, osim gestacijskog tjedna rodenja koji je prikazan kao medijan i raspon
(minimalno — maksimalno). Kruskal-Wallisov test

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)

Koncentracija CRP-a u serumu prikazana je u Tablici 9. gdje je izmedu skupina utvrdena

statisticki znacajna razlika u koncentraciji CRP-a (P = 0,027). Najveca koncentracija CRP-a

zabiljezena je u skupini N-DBB. Takoder, iz Tablice 9. je vidljivo da nije zabiljZena statisticki

znacajna razlika u izmjerenoj koncentraciji CRP-a po spolu unutar odredene skupine.

Tablica 9. Koncentracija C —reaktivnog proteina po skupinama i po spolu

CREP (s)
mg/L
Skupine Cijela skupina Z M P
Medijan | IQ1 -1Q3 P Medijan | 1Q1-1Q3 | Medijan | IQ1 —1Q3
N-Z 2,9 0,6-4,2 2,9 0,4-43 3 1,8-4 0,902°
N-ABO 9 32-110 | 0,027+ | 7 2,7-81,1 11,5 3,65—123 | 0,700°
N-DBB 12,3 13-120,5 11,45 0,9-175,5 | 13,6 0,7-75,6 | 0,561°

7 (novorodendad Zenskog spola), M (novorodenéad muskog spola). N-Z ( terminska zdrava novorodencad),

N-ABO (terminska novorodencad s akutnim bubreznim oste¢enjem), N-DBB (terminska novorodencad a

drugim bubreznim oS$tecenjima i bolestima), s(serum). Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni

raspon. *Mann-Whitneyjev U-test, "Kruskal-Wallisov test, *Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)
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4.2. Koncentracije biokemijskih biljega po skupinama

Koncentracije biokemijskih biljega NGAL-a 1 hepcidina mjerene su u uzorcima urina, dok su
ostali biokemijski biljezi mjereni iz ostatnog dijela uzorka seruma preostalog nakon rutinski
zatrazenih pretraga (kretinin, ureja, cistatin C, Zeljezo). U Tablici 10. prikazane su koncentracije
biokemijskih biljega za skupinu Z-N. Uocena je statistiCki znacajna razlika u medijanu
koncentracija hepcidina u urinu (P = 0,038) 1 zeljeza (P = 0,012) ovisno o tjelesnoj tezini.
Podskupina novorodencadi tjelesne mase manje od 2,99 kg imala je najmanje koncentracije
hepcidina u urinu i Zeljeza u serumu, dok je najveca koncentracija hepcidina u urinu i Zeljeza u
serumu bila kod novorodencadi u podskupini porodajne tezine vece od 3,5 kg. Sukladno
postnatalnoj dobi koncentracije zeljeza u serumu (P = 0,022) statisticki su se znatno razlikovale
te je najmanja koncentracija zeljeza u serumu utvrdena kod novorodencadi stare jedan dan.
Takoder je vidljiva poznata i ocekivana statisticki znacajna razlika u koncentraciji kreatinina u
serumu tijekom postnatalne dobi (P = 0,048) gdje je novorodencad starosti tri dana imala
najmanje koncentracije kreatinina u serumu kao posljedicu eliminacije kreatinina podrijetlom
1z krvi majke.

U skupini novorodencadi s ABO-om (Tablica 11.) utvrdena je statisticki znacajna razlika u
izmjerenoj koncentraciji hepcidina u urinu (P = 0,026), kreatinina u sreumu (P = 0,001), Zeljeza
u serumu (P = 0,018) u zenske i muske novorodencadi. Prema postnatalnoj dobi, takoder je
utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentraciji hepcidina u urinu (P = 0,024), kreatinina u
serumu (P =0,007) i Zeljeza u serumu (P = 0,025) u prva tri dana Zivota. Uocena je i statisticki
znacajna razlika u koncentraciji zeljeza u serumu (P = 0,044) ovisno o tjelesnoj tezini, pri cemu
su najvece koncentracije uoocene u novorodencadi tjelesne tezine iznad 3,5 kg. Kako su
ispitanici podijeljeni u dvije podskupine sukladno Apgar ocjeni, podskupina s Apgar ocjenom
manjom od 4 imala je statisti¢ki znatno vece koncentracije kreatinina (P = 0,018), hepcidina (P
=0,032) i manje koncentracije Zeljeza (P = 0,048).

U Tablici 12. prikazane su izmjerene koncentracije biljega u skupini novorodencadi s drugim
bubreznim bolestima te je utvrdena statisticki znacajno veca koncentracija uNGAL-a u
podskupini novorodencadi s Apgar ocjenom < 7 (P = 0,001). Takoder je uo€ena statisticki
znacajna razlika u koncentraciji hepcidina u urinu po spolu (P = 0,024), pri ¢emu je
novorodencad Zenskog spola imala manje koncentracije hepcidina u urinu od novorodencadi

muskog spola u skupini N-DBB.
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Tablica 10. Koncentracija izmjerenih biokemijskih analita u skupini terminski zdrave novorodencadi

NGAL (u) Hepcidin (u) Cistatin C (s) Kreatinin (s) Zelj ezo (s) Ureja (s)
ng/mL ng/mL mg/L umol/L pmol/L mmol/L
Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P
(IQ1-1Q3) (IQ1-1Q3) (IQ1-1Q3) (1Q1-1Q3) (IQ1-1Q3) (IQ1-1Q3)

_ Zenski 21,4 24,82 1,96 75 12,4 3,7
2 (N=49) (16 —33) 0,751 | (17,5-36,7) 0,358 | (1,46 —2,84) 0,251% (47 -90) 0,412% (1,9 -28,5) 0,067° (3,1-4,2) 0,291*
2 Mugki 23,9 28,70 2,02 72 10,4 3,5

N=71) | (16-30) (18,4 —39,6) (1,30 —2,92) (51 —93) (5,1 —20.5) (2.8 —4,17)
- 1. dan 21,4 25,48 2,03 75 11,1 3,5
S (N =38) (15— 34) (12,3 -56,3) (1,59 -2,92) (51-99) (5,0 -22,3) 2,8-4)
=
= 2. dan 22,9 0,957 29,95 0,065 1,95 0,082° 79 0,0480* 11,8 0,0225* 4 0,073b
E (N=68) | (17— 30) (12,3 —78,7) (1,30 —2,84) (47-101) (3,9 —28,5) (3,.2-43)
&~ 3. dan 20,3 26,93 2,01 63 17,5 3,25

(N =14) (15— 31 (12,3 —55,5) (1,49 —2,57) (49 —81) (7,4 -20,9) (2,5-3,9)

<2,99 22,4 22,96 2,05 73,5 8 3

Eg (N =16) (13- 42) (12,3 —45,6) 1,59-2,92 (55-95) (5,0 -27,2) (2,25-3,87)
b=t 3-3,49 24,5 0,239° 28,30 0,038° 1,95 0,061° 75,5 0,082° 6,4 0,012 3,8 0,264°
£ (N =68) (17-32) (12,3 -66,7) (1,54 -2,84) (51-103) (6,0 —28,5) (3,42 4,24)
)E >35 19 32,09 1,98 74,5 12,3 3,7

(N =36) (15— 27) (12,3 —78,5) 1,30 — 2,52 (47 —99) (5,0 —28,9) (3,15-4,2)
<
i — 9 22,9 0,359* 31,20 0,058 2,06 0,076* 77 0,069* 9,85 0,070° 3,5 0,710?
2 E (N=11) (20— 39) (12,3 - 48,1) (1,30 -2,929 (51-92) 3,1-24.3) (3,1-4,3)
5w 10 20 27,99 1,97 71 12,2 3,65
;.‘3 =~ (N=109) (16 —30) (12,3-78,7) (1,49 - 2,84) (47 -189) (5,1 -38,5) (2,8-4,2)

s (serum), u (urin)

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , ’Kruskal-Wallisov test
*Statisti¢ki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)
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Tablica 11. Koncentracija izmjerenih biokemijskih analita u skupini terminske novorodencadi s akutnim bubreznim oSte¢enjem

NGAL (u) Hepcidin (u) Cistatin C (s) Kreatinin (s) Zeljezo (s) Ureja (s)
ng/mL ng/mL mg/L umol/L pmol/L mmol/L
Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P Medijan P
(IQ1 - 1Q2) (1Q1-1Q2) 1Q1-1Q2) 1Q1-1Q2) 1Q1-1Q2) 1Q1-1Q2)
zenski 2227 147 4,1
1 ’ . 71,3 2,77 X 0,001%* 14 s i 0,200°
3 (N=9) (156 —561) | 0,963 634 01) | 0006 | (164_s7) | O189 | (100-189) 43-152) | 0018 (3,.8-6,9)
n
Muski 251,5 84,95 2,66 110 7,3 3,85
(N=11) (121 — 593) (73,3-95) (2,03 —5,00) (90 — 139) (28 —23,0) (3,6 —4,82)
- 1. dan 2227 92,3 3,18 106 7,7 5
S (N=6) (156 — 662) (82— 94,6) (2,23 - 5,00) (75 - 127) (42-172) (3,8-6,9)
g
E 2. dan 318,3 82,6 2,77 99 10,2 4,15
= ° _ b > b,k H b b,% > b, % 5 b
g (Nogy | (144-595) 0210° | o0 g, | 0,024 .05 570) | OO | o4 147y | 0007 8_23.1y | 0025 G967 | 926
< 3. dan 1483 56,71 228 158 14 41
(N=5) | (107 -368) (50,1 —77.2) (5,6 -7.3) (97 — 189) (43 -152) (3,25-5,7)
2, e 4372_3’5347) 79,86 2,97 i 10,75 6.9
= =2} (58,8—-91,6) (2,03-5,7) (79 —147) (4,3-23,1) (6,27 -17,57)
-
S 3-349 166,1 . 83,42 . 2,69 N 106,5 X 8,95 - 4,15 .
_E (N=06) (166 — 325) 0,315 (56,7 -95) 0,185 (2,02 -15,0) 0,312 (79 - 189) 0,160 (2,8-25,2) 0,044 (3,95 -6,25) 0,098
SN
= s 2983 94,95 2,61 (85 1_2150) 12,1 3.8
N=10) | (125-570) (71,3 -93.2) (1,64 - 5,0) (4,22-3,0) (3,05 — 4,02)
<4 298,3 84,43 3,02 112 8,72 4,6
< ’ 0,130* ’ 0,032%* ’ a 0,018* ’ 0,048* ’ 0,385*
E_ =13 (174 — 586) (70,1 —93,1) (1,8-4,0) | 0,086* | (90— 189) (1,6 — 28.4) (3,87 — 6,95)
Q=
- E >4 127,1 7542 1,96 90 s 01133139 7 4,1
§ = N=7) (58 — 465) (60,4 — 89.8) (1,59 — 2,64) (79 - 129) ’ ’ (3,1-4,15)

s (serum), u (urin),

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , "Kruskal-Wallisov test

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)
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Tablica 12. Koncentracija izmjerenih biokemijskih analita u skupini terminske novorodencadi s drugim bubreznim oste¢enjima i bolestima

NGAL (v Hepcidin (u) Cistatin C (s) Kreatinin (s) Zeljezo (s) Ureja (s)
ng/mL ng/mL mg/L umol/L pmol/L mmol/L
Medijan P Medijan Medijan P Medijan Medijan Medijan P
Q1 —1Q3) (IQ1-1Q3) (1Q1-1Q3) (IQ1-1Q3) (IQ1-1Q3) (1Q1-1Q3)
> 18,99 77
Zenski (N = 8) 43,1 ’ 1,86 5.1 3,65
_ (28,8 - 62.3) (8,61 - 67,26) (1,2-3) (58 -125) (2,6 - 18.6) 2,7 -4,1)
ES 0,0742 0,024 0,167% 0,327° 0,068° 0,325
Z Muski (N = 342 34,08 2,0 71 7,1 4
15) (17,8 — 42) (14,45 —55,0) (1,3-3) (66 -127) (1,0—18,2) (3,1-4,6)
254 28,95 1,95 71 5,7 3,2
g 1dm@®=9) (16 - 42) (4,86 — 9,04) (1,3-2,9) (58 — 125) 2,6 18,6 2.8-3,7)
g
= 42,9 3,45
g 2.dan (N=8) ’ X 40,07 1,85 b 75,5 ) 5,15 ) ; )
E (30,9-1,8) 0,469 (10,29 -63,23) (1-3,0) 0,369 (61— 127) 0,458 (1,0-12,1) 0,096 (i’fé{ 0,063
2 ;
A - 47,95 31,51 2,11 75 8,2 4,3
3.dan (N=6) (35,9 - 65,7) (12,60-71,98) (14 -3.,0) (65— 110) (3,2 -14,6) (4,15-4.9)
34,9 39,04 1,95 80 4,9 3,8
- <2,99 (N=11) (16,2 —47,4) (6,96 — 67,26) (1,2-3,0) (58 —125) (2,6 -18,6) (3,0-4.3)
&
'g SEB=Y) (23 37—’33 5) 0,601° 25,19 1,96 0,259° 67,5 0,267° 78 0,234 315 0,186°
’E ’ ’ g (10,19 —49,82) (1,2-2,8) > (66 — 96) g (5,4-10,7) ’ (2,7 - 3,65) ’
>3,5 (N=8) 49,55 28,99 1,92 78,5 6,62 4,15
’ (32,9 — 71.8) (14,42 -59,03) (1,3-3,0) (69 — 127) (1,0 -18,29 (2,9 - 5,25)
<
.‘i,—\ 33,9 18,99 2,18 76 8,17 4,2
0 = = _ a,%k > > a a > a > a
z g <T7(N=6) (34,2-72,2) 0,001 (7,06 - 55,07) (1.4-31) 0,218 (54— 112) 0,086 (5.1-12) 0,318 (2.6 4.6) 0,871
w
& N=17) 36,85 34,08 1,92 82 14,7 3,7
< = (20,8 — 44.9) (10,22 -61,13) (12-29) 47 - 113 (4,2 - 18,1) (3,02 - 4,3)

s (serum), u (urin)
Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , "Kruskal-Wallisov test
*Statisticki znacajne P vrijednosti ( P < 0,05)
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4.3. Procjena brzine glomerularne filtacije.

U ovom istrazivanju koris$tene su tri jednadzbe za procjenu brzine glomerularne filtracije:
Schwartzova jednadzba (2009), jednadzba temeljena na cistatinu C (2012) i CKiD jednadzba
(2012). Vrijednosti eGFR izracunanih prema Schwartzovoj jednadZbi u terminske 1 zdrave
novorodencadi razlikovale su se ovisno o Apgar ocjeni (P = 0,048). Vrijednosti eGFR-a bile
su znatno vece u novorodencadi s Apgar ocjenom 10 u prvoj minuti zivota od novorodencadi
koja je imala Apgar ocjenu 9 (Tablica 13.). Kod cistatin C i CKID jednadzbi za procjenu
glomerularne filtracije nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu klinickih opazanja i
vrijednosti e€GFR-a u terminske i zdrave novorodencadi.

Koristenjem Schwartzove jednadzbe utvrdene su statisticki znacajne razlike kod vrijednosti
eGFR-a po spolu (P = 0,046), tezini (P = 0,050) 1 Apgar ocjeni (P = 0,041) u skupini N-ABO
(Tablica 14.). Iz rezultata je vidljivo da je novorodencad s ABO-om Zenskog spola imala manje
vrijednosti eGFR-a od novorodencadi muskog spola. Novorodencad tjelesne mase manje od
2,99 kg imala je najmanje vrijednosti eGFR-a, a takoder manje vrijednosti eGFR-a imala je
novorodencad s manjom Apgar ocjenom. Vrijednosti eGFR-a dobivene koriStenjem cistatin C
1 CKID jednadzbi za procjenu brzine glomerularne filtracije statisticki su se znacajno
razlikovale po spolu (P = 0,038 i P = 0,032) i postnatalnoj dobi (P = 0,039 i P = 0,045). Kao i
kod Schwartzove jednadzbe, novorodencad Zenskog spola imala je manje vrijednosti eGFR-a
od novoroden¢adi muskog spola. Sto se ti¢e postnatalne dobi, dobiveni su razli¢iti rezultati
eGFR-a ovisno o koriStenim jednadzbama. U novorodencadi starosti jedan dan najmanje
vrijednosti eGFR-a dobivene su cistatin C jednadzbom, dok su u novorodencadi starosti tri

dana najmanje vrijednosti dobivene CKID jednadzbom.
Koristenjem Schwartzove, cistatin C 1 CKID jednadzbe nije uocena statisticki znacajna razlika

kod vrijednosti eGFR-a izra¢unanog s navedenim jednadZbama s obzirom na spol, teZinu, dob

1 Apgar ocjenu u skupini N-DBB (Tablica 15.).
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Tablica 13. eGFR izracunan razli¢itim jednadzbama s obzirom na spol, teZinu, dob 1 Apgar ocjenu u terminski zdrave novorodencadi

Schwartzova jednadzba

mL/min/1,73 m?

Cistatin C jednadzba

mL/min/1,73 m?

CKID jednadzba

mL/min/1,73 m?

Medijan IQ1 —1IQ3 P Medijan 1Q1-1Q3 P Medijan I1Q1 —1IQ3 P
zenski (N = 49) 26 19-44 0,8712 37 21-49 0,165° 29 20-43 0,064*
(’% muski (N =71) 25,5 19-40 36,5 26 —47 26,5 20-34
§ 1. dan (N = 38) 26 19-40 37 26 — 46 28 20-36
% 2. dan (N = 68) 25 19-44 0,136° 37 21-47 0,074° 28 20-39 0,091°
‘g 3. dan (N = 14) 29.5 25-44 36,5 29-49 30 24-43
=~
_ <2,99 (N=16) 26.5 19-39 36,58 26 — 46 26,5 20-34
)
? 3-3,49 (N=68) 25 19-40 0,064° 37 27-47 0,387° 28 20-36 0,093°
;E >3,5 (N=36) 27 2044 37 21-49 28,5 23-43
_ 9(N=11) 25 19 —40 36 26-41 28 20-33
:g % E DS ) 28 19-44 P 37,5 21-49 e 28 20-43 P

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , ’Kruskal-Wallisov test

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05).
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Tablica 14. eGFR izra¢unan razli¢itim jednadZbama s obzirom na spol, teZinu, dob 1 Apgar ocjenu u terminske novorodencadi s akutnim
bubreznim oSte¢enjem
Schwartzova jednadzba Cistatin C jednadzba CKID jednadzba
mL/min/1,73 m? mL/min/1,73 m? mL/min/1,73 m?
Medijan 1Q1-1Q3 P Medijan Q1-Q3 P Medijan Q1-Q3 P
zenski (N =9) 15 10-36 0,046%* 27 13-35 0,038* 18 12-29 0,032%*
S
o muski (N =11) 20,5 14-25 33,5 16 —40 23,5 16 —28
o 1. dan (N=6) 18 15-25 25 16 - 34 23 16 -27
=]
=
E 2.dan (N=9) 15 15-25 0,128° 30 16 -34 0,039 21 16 -27 0,0455*
<
s
g 3.dan (N=5) 13 11-33 29 16 —33 18 13-29
£
<2,99 (N=4) 14 11-15 26 13-37 16 12 -21
=
% 3-3,49 (N=6) 23 10-36 0,050%* 31,5 16 —40 0,271° 25,5 13-29 0,089°
=
3 >3.5 (N=10) 18 13-33 29 1637 23 18 - 26
<4(N=13) 24 18 -44 38 27-42 27 21-32
g £ 5 0,041%* 0,092 0,100°
&g E | >4 =7 29 18 -55 39 22-48 25 2042
Sw

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , "Kruskal-Wallisov test

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)
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Tablica 15. eGFR izracunan razli¢itim jednadzbama s obzirom na spol, teZinu, dob 1 Apgar ocjenu u terminske novorodencadi s drugim

bubreZznim oSteé¢enima 1 bolestima

Schwartzova jednadzba Cistatin C jednadZba CKID jednadzba
mL/min/1.73 m? mL/min/1.73 m? mL/min/1.73 m?
Medijan Q1-Q3 P Medijan QI1-Q3 P Medijan QI1-Q3 P

zenski (N = 8) 22,50 15-31 38,5 22 —-42 0,0712 25,21 22-29 0,189*
S 0,067
= muski (N = 15) 20 13-27 36 27-48 24 21-27

1.dan (N=9) 21 15-31 36 22-42 24 22 -36
<
=
E 5 2.dan (N=8) 20,75 13-27 0,231° 39 29-49 0,091° 27 23-29 0,069°
i
E 3.dan (N=6) 18,5 15-26 34,5 27 -47 24 21-29

<2,99 (N=11) 20 15-31 37 22 -43 24 21-29
o
% 3-3,49 (N=4) 21,5 15-27 0,098° 36.5 29 -38 0,059° 27 25-29 0,259°
=
)E >3,5 (N=8) 24,5 13-27 38 28 — 48 24 22-29

<T(N=6) 26 12-35 36 21-40 26 21-27
5 £ £ 0,092 0,061° 0,092¢
j:- o | ZT(N=17) 22 14 -28 39 25-37 25 20-26

©

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *Mann-Whitneyjev U-test , *’Kruskal-Wallisov test

*Statisticki znacajne P vrijednosti (P <0,05)
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4.4. Provjera znacajnosti razlika u koncentraciji biljega i vrijednosti eGFR-a medu

trima skupinama

U svrhu provjere razlika u parametrima medu triju skupina proveden je Kruskal-Wallisov y?
test (Tablica 16.). Nakon utvrdivanja statisticki znacajni razlika proveden je post-hoc test
posebno za po dvije skupine novorodencadi. Utvrdene su razlike u koncentraciji uNGAL-a
izmedu tri analizirane skupine (P <0,001), pri c¢emu N-ABO skupina ima najvece koncentracije

uNGAL-a u odnosu na N-Z (P < 0,001) i N-DBB (P < 0,001).

Tablica 16. Razlika u parametrima medu trima skupinama

N-Z N-DBB N-ABO P

Parametar = = =

Medijan | IQ1-1Q3 | Medijan | IQ1-IQ3 | Medijan | IQ1-1Q3
NGAL @) 2290 | 160-312 | 3880 | 254-565 | 222,70 | 14845614 | <0,001 ~="
(ng/mL)
Hepcidin () 26,13 | 185-39,6 | 2654 | 102-587 | 8260 | 70,1-928 | <0,001~"
(ng/mL)
Cistatin C (s) 1,99 1,9-22 1,95 1,8-23 2,77 22-35 <0,001 ="
(mg/L)
Kreatinin (s) 750 | 66,0 88,5 76,00 68—110 | 116,00 | 90,0-139,0 | <0,001"7
(umol/L)
Zeljezo (s) 1,60 | 86207 5,70 3,7-12,1 9,10 56182 0,002~"
(pmol/L)
Ureja s) 3,60 29-42 3,80 30-43 | 410 3.8-7,0 0,026~
(mmol/L)
Schwartzova
jednadzba 2600 | 22,0-31,0 | 23,00 | 160-285 | 17,00 14,0 - 24,5 0,0207
mL/min/1.73 m?
CistatinC jednadzba | 570 | 340400 | 360 |322-391| 2000 | 205-345 | <0,001%"
mL/min/1.73 m?
Cmpjed“adibe 28,00 | 26,0-31,0 25,80 23,4275 | 21,00 17,0 - 25,5 0,010%"
mL/min/1,73 m?

P < 0,05 ( statisticki znacajna razlika); s (serum); u (urin);

~ statisticki znacajna razlika izmedu skupina: N-Z i N-DBB

~ statisticki znacajna razlika izmedu skupina: N-Z i N-ABO

~ statisticki znacajna razlika izmedu skupina: N-DBB i N-ABO

Takoder je utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupine N-Z i N-DBB (P=0,011), pri
¢emu skupina N-Z ima znatno manju koncentraciju uNGAL-a. Za hepcidin u urinu je utvrdena
najveca koncentracija kod skupine s N-ABO u odnosu na skupinu N-Z (P < 0,001) te skupinu
N-DBB (P < 0,001). Takoder je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike izmedu skupina

N-Z i N-DBB (P = 0,905).
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Cistatin C pokazuje sli¢an obrazac poput hepcidina u urinu te nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike izmedu N-Z i N-DBB (P = 1,000). S druge strane, utvrdene su statisticki znacajne
razlike izmedu N-ABO skupine u odnosu na skupinu N-Z (P < 0,001) te N-DBB (P < 0,001)
pri cemu N-ABO skupina ima najvece koncentracije cistatina C.

Za koncentraciju kreatinina u serumu utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu N-Z i N-
ABO skupine (P =0,017) te N-DBB i N-ABO (P = 0,031). Iz rezultata vidljivo da skupina N-
ABO ima najvece koncentracije kreatinina u serumu dok N-Z skupina nema statisticki znac¢ajno
manje koncentracije kreatinina od skupine N-DBB (P = 0,712).

Utvrdene su statisticki znacajne razlike u koncentraciji Zeljeza u serumu izmedu skupine N-
DBB i N-Z (P < 0,001 ). Skupina N-DBB ima znatno manje koncentracije zeljeza u serumu u
odnosu na zdrave. Izmedu skupina N-ABO i N-Z nije bilo statisticki znacajne razlike (P =
0,810) kao ni izmedu skupina N-ABO i1 N-DBB (P = 0,155).

Za koncentracije ureje u serumu utvrdene su statisticki znacajne razlike izmedu skupina N-Z i
N-ABO (P = 0,020), pri ¢emu N-ABO skupina ima znatno vec¢e koncentracije ureje. Razlike
izmedu skupine N-Z i skupine N-DBB (P = 0,951) te N-DBB i N-ABO skupine (P = 0,194)
nisu se pokazale statisticki znacajnu razliku.

U skupini N-Z, vrijednosti eGFR-a izr€unate Schwartzovom jednadzbom statisti¢ki se
znacajno razlikuje od skupine N-ABO skupine (P = 0,002). Vidljivo je da skupina N-Z ima i
vecée vrijednosti eGFR-a od N-ABO, dok izmedu skupina N-Z i N-DBB (P = 0,532) te N-ABO
i N-DBB (P = 0,332) nije zabiljezena statisticki znacajna razlika.

Za cistatin C jednadzbu utvrdene su statisticki znacajne razlike u eGFR-u izmedu skupine s N-
ABO 1 N-Z (P < 0,001) te N-ABO 1 N-DBB (P = 0,005). S druge stane, statisticki znacajna
razlika nije zabiljezena izmedu skupina N-Z i N-DBB (P = 0,921)

eGFR vrijednosti N-Z skupine izracunante CKID jednadzbom statisticki su se znacajno
razlikovala od skupine N-ABO (P < 0,001) i N-DBB (P < 0,031). Skupina N-Z ima vece
vrijednosti eGFR-a od druge dvije skupine. Izmedu skupina N-ABO i N-DBB nisu utvrdene
statisti¢ki znacajne razlike u vrijdnostima eGFR-a izracunanim uz pomo¢ CKID jednadzbe (P

= 0,506).
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4.5. Ispitivanje medusobne povezanosti koncentracija izmjerenih biljega

Korelacijskom analizom ispitana je povezanost izmedu mjerenih parametra terminski zdrave
novorodecadi (Tablica 17.). Spearmanov test korelacije pokazao je pozitivnu slabu povezanost
izmedu koncentracije uNGAL-a i1 hepcidina u urinu. Rezultati upuéuju na slabu pozitivou
povezanost izmedu cistatina C i kreatinina u serumu te je ustanovljena i slaba negativna
povezanost izmedu cistatina C i eGFR-a izra¢unatog Schwartzovom jednadzbom.

U skupini ispitanika N-ABO (Tablica 18.) koncentracija uNGAL-a pokazala je slabu pozitivnu
povezanost s koncentracijom hepcidina u urinu. Rezultati upucuju i na slabu negativnu
povezanost hepcidina u urinu i koncentracije Zeljeza u serumu kao i slabu pozitivhu
povezanost hepcidina u urinu i Schwartzove jednadzbe. Utvrdeno da koncentracija cistatina C
ima umjerenu slabu povezanost s koncentracijom ureje u serumu kao i slabu pozitivhu
povezanost sa koncentracijom zeljeza u serumu. Iz rezultata je takoder vidljiva slaba pozitivna
povezanost koncentracije ureje u serumu i vrijednosti eGFR izra¢unate Schwartzovom

jednadzbom

Korelacijskom analizom utvrdena je slaba pozitivna povezanost kod skupine N-DBB izmedu
uNGAL-a i hepcidina u urinu, uNGAL-a i1 koncetracije ureje u serumu kao 1 slaba negativna
povezanost uNGAL-a i koncentracije Zeljeza u serumu. Uocena je i slaba pozitivna povezanost
izmjerenih biljega u serumu cistatina C, ureje 1 kreatinina s hepcidinom u urinu. Kao i kod
skupine N-ABO i u skupini N-DBB vidljiva je slaba negativna povezanost izmedu ureje i
vrijednosti eGFR izracunate Schwartzovom jednadzbom. Takoder je samo u ovoj skupini

ispitanika uocena slaba negativna povezanost kreatinina i Zeljeza u serumu (Tablica 19.).
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Tablica 17. Koeficijenti korelacije s pripadaju¢om statisticCkom znacajnosti izmjerenih koncentracija analita u terminski zdrave novorodencadi

NGAL (uv) | Hepcidin (u) | Cistatin C (s) Ureja (s) Kreatinin (s) | Zeljezo (s) Schwartzova Cistatin C CKip
jednadzba jednadzba jednadzba

NGAL (u) r |1 0,358 0,063 0,140 0,071 0,060 -0,082 -0,067 -0,131

P P =0,001 P=0,584 P =0,223 P=0,538 P=0,613 P=0,471 P=10,565 P=0,256
Hepcidin (u) T 1 -0,009 0,090 -0,015 0,172 0,012 0,056 0,033

P P=0,938 P=0,437 P=0,896 P=0,146 P=0,919 P=0,631 P=0,775
CistatinC(s) r 1 -0,040 0,260 0,017 -0,253 -0,924 -0,569

P P=0,731 P=0,022 P=0,885 P=0,026 P=0,001 P=0,001
Ureja (s) r 1 0,199 -0,061 -0,175 0,042 -0,212

P P=0,082 P=0,068 P=0,127 P=0,717 P=0,625
Kreatinin (s) r 1 -0,163 -0,979 -0,260 -0,834

P P=0,167 P=0,001 P=0,048 P=0,001
Zeljezo (s) r 1 0,147 -0,002 0,173

P P=0,448 P=0,988 P=0,216
Schwarztova r 1 0,218 0,857
jednadzba P P=0,058 P<0,001
Cistatin C T 1 0,496
jednadzba P P=0,001
CKID T 1
jednadzba P

s (serum); u (urin);
r (koeficijent korelacije); Ja¢im tiskom otisnuti su statisticki znacajni koeficijenti korelacije
Statisticki znaajne P vrijednosti (P < 0,05)




Tablica 18. Koeficijenti korelacije s pripadaju¢om statisticCkom znacajnosti izmjerenih koncentracija analita u terminske novorodencadi s

akutnim bubreznim oSte¢enjem

. Schwartzova Cistatin C CKID
NGAL (u) | Hepcidin (u) Cistatin C (s) Ureja (s) Kreatinin (s) Zeljezo (s)
jednadzba jednadzba jednadzba
1 0,490 0,109 0,238 -0,179 -0,025 0,063 -0,103 0,011
NGAL (u)
P = 0,046 P=0,677 P=0,357 P=0,491 P=0,926 P=0,811 P=0,693 P=0,966
1 0,150 -0,229 -0,060 -0,343 0,418 -0,023 0,242
Hepcidin (u)
P=0,567 P=0,378 P=0,819 P=0,177 P=0,095 P=0,929 P=0,350
1 0,562 0,205 0,301 0,023 -0,593 -0,290
Cistatin C (s)
P=0,019 P=0,430 P=0,241 P=0,929 P=0,012 P=0,259
1 0,039 0,213 0,324 -0,621 -0,536
Ureja (s)
P=0,881 P=0,413 P=204 P=0,008 P=0,027
1 0,173 -0,582 -0,498 -0,620
Kreatinin (s)
P=0,506 P=0,014 P=0,042 P=0,008
. 1 -0,277 -0,336 -0,344
Zeljezo (s)
P=0,282 P=0,178 P=0,177
Schwartzova 1 0,431 0,842
jednadzba P=0,084 P<0,001
Cistatin C 1 0,671
Jednadzba P=.003
CKID 1
Jednadzba

s (serum); u (urin);
r (koeficijent korelacije); Jacim tiskom otisnuti su statisticki znacajni koeficijenti korelacije

Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)




Tablica 19. Koeficijenti korelacije s pripadaju¢om statistiCkom znac¢ajnosti izmjerenih koncentracija analita u terminske novorodencadi s drugim

bubreznim oSte¢enjima i bolestima

NGAL (u) Hepcidin (u) | Cistatin C (s) Ureja (s) Kreatinin (s) | Zeljezo (s) Schwartzova | Cistatin C CKID
jednadzba jednadzba | jednadzba

NGAL (u) r 0,290 -0,137 0,337 0,174 -0,374 0,130 0,053 0,153

P P=0,214 P=0,532 P=0,116 P=0,427 P=0,412 P=0,553 P=0,809 P=0,485
Hepcidin (u) r 1 0,270 0,308 0,256 -0,017 0,070 0,305 0,178

P P=0,249 P=0,186 P=0,276 P=0,942 P=0,769 P=0,191 P=0,452
Cistatin C (s) r 1 -0,054 -0,330 0,259 0,051 -0,093 -0,009

P P=0,963 P=0,124 P=0,233 P=0,819 P=0,672 P=0,963
Ureja (s) r 1 0,048 -0,071 -0,398 -0,096 0,235

P P=0,829 P=0,748 P=0,060 P=0,663 P=0,281
Kreatinin (s) r 1 -0,264 -0,420 0,327 -0,283

P P=0,189 P=0,046 P=0,128 P=0,191
Zeljezo (s) r 1 0,238 -0,102 0,077

P P=0,274 P=0,643 P=0,729
Schwartzova r 1 -0,166 0,474
jednadzba P P=0,449 P=0,022
Cistatin C r 1 0,121
jednadzba P P=0,581
CKID r 1
JednadZzba P

s (serum); u (urin);

r (koeficijent korelacije); Jacim tiskom otisnuti su statisti¢ki znac¢ajni koeficijenti korelacije

Statisticki znacajne P vrijednosti (P < 0,05)

73



4.6. Dijagnosticka toénost NGAL-a i hepcidina

ROC analiza dvodimenzijski je graficki prikaz koji pokazuje odnos izmedu dijagnosticke
specifiCnosti i osjetljivosti pretrage. Dijagnosticka specificnost pokazatelj je ucestalosti
negativnih rezultata u osoba za koje je poznato da nemaju bolest ili, to¢nije, koje su stvarno
negativne. Dijagnosticka osjetljivost pretrage pokazatelj je ucestalosti pozitivnih rezultata u
bolesnika za koje se zna da imaju odredenu bolest, dakle da su stvarno pozitivne. Optimalna
kombinacija osjetljivosti 1 specificnosti na ROC krivulji za pojedini test obiljeZena je to¢kom
najblizom gornjemu lijevom kutu krivulje, a odredena je najve¢im AUC-om. Vece vrijednosti
AUC-a oznacavaju bolje diskriminacijske sposobnosti testa.

U ovom su dijelu rezultata s pomo¢u ROC statisticke analize krivuljom vizualizirana 1
klasificirana svojstva odredivanja koncentracije uNGAL-a i hepcidina u urinu. ROC analizom
ispitana je dijagnosticka tocnost koncentracije uNGAL-a i1 hepcidina u urinu odnosno njihova
mo¢ diskriminacije ili korektne klasifikacije izmedu skupine zdrave novorodencadi i skupine
novorodencadi s ABO (Tablica 20.). Pregledom osjetljivosti (98,1 %), specificnosti (93,6 % )
1 povrsine ispod krivulje (engl. area under the ROC curve, AUC) od 0,997 za uNGAL mozZe se
zakljuciti da uNGAL ima izvrsne karakteristike razlikovanja navedene skupine novorodenc¢adi

pri grani¢noj vrijednosti od 67,3 mg/mL (Slika 9.).

ROC krivulja (NGAL)

0,5+

0,6

Sensitivity

0,2

o0 T T T
oo 0z 0.4 0.6 08 1.0

1 - Specificity

Slika 9. ROC krivulja NGAL-a u urinu kod akutnoga bubreznog oStecenja
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Hepcidin u urinu (Slika 10.) ima vrlo dobru dijagnosticku to¢nost pri usporedbi terminski
zdrave i novorodencadi s ABO-om (AUC = 0,855). Kod grani¢ne vrijednosti hepcidna u urinu
od 52,1 ng/mL dobivena je osjetljivost od 81,1 % iz cega proizlazi da 81,1 % novorodencadi s
ABO-om ima potvrdenu dijagnozu, ali 18,9 % novorodencadi s ABO-om moze imati lazno
negativan rezultat. S druge strane, pri navedenoj je grani¢noj vrijednosti specifi¢nost iznosila
70,2 %, iz Cega proizlazi da 29,8 % stvarno zdrave novorodencadi ima koncentracije hepcidina

iznad 52,1 ng/mL.
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Slika 10. ROC krivulja hepcidina u urinu kod akutnoga bubreznog ostecenja
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Tablica 20. Dijagnostic¢ka to¢nost, ispitana analizom ROC krivulje za koncentracije NGAL-a i

hepcidinau urinu kod akutnoga bubreznog osteé¢enja

NGAL (ng/mL) Hepcidin (ng/mL)
AUC 0,987 0,855
Osjetljivost (%) 98,1 81,1
Specifi¢nost (%) 93,6 70,2
Graniéna vrijednost 67,3 52,1
POV 14,7 12,82
NOV 0,02 0,31

AUC - engl. area under the curve = povrsina ispod krivulje, POV = pozitivan omjer vjerojatnosti: odnos
izmedu vjerojatnosti pozitivnog rezultata testa s obzirom na prisutnost bolesti i vjerojatnost pozitivnog
rezultata testa s obzirom na odsutnost bolesti; NOV = negativan omjer vjerojatnosti: odnos izmedu
vjerojatnosti negativnog rezultata testa s obzirom na prisutnost bolesti i vjerojatnost negativnog rezultata testa

s obzirom na odsutnost bolesti;

Primjenom ROC analize utvrdena je dijagnosticka tocnost uNGAL-a i hepcidina u urinu kod
novordencadi s drugim bubreznim oSte¢enjima i bolestima (urinska infekcija, hidronefroza) u

odnosu na zdravu skupinu novorodencadi (Tablica 21.).

ROC krivulja (NGAL)
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Slika 11. ROC krivulja prikazuje dijagnosticku tocnost NGAL-a u urinu u razlikovanju

zdrave novorodencadi od skupine s drugim bubreznim oSte¢enjima i bolestima

76



Rezultati su pokazali dobru dijagnosti¢ku to¢nost uNGAL-a uz povrsinu ispod ROC krivulje
AUC = 0,717 (Slika 11.). Na temelju grani¢ne vrijednosti 29,65 ng/mL utvrdena je osjetljivost
od 70 % 1 specifi¢nost od 72,7 %. S druge strane, hepcidin u urinu (Slika 12.) nije ucinkovit
test za razlikovanje zdrave novorodencadi s drugim bubreznim bolestima (AUC = 0,484) te
prakticki ,,razlikuje* ove skupine po slucaju. Na temelju vrijednosti od 26 ng/mL uspjesno se

klasificira 50 % bolesne 1 oko 50 % zdrave novorodencadi.

ROC krivulja (Hepcidin)
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Slika 12. ROC krivulja prikazuje dijagnosti¢ku tocnost hepcidina u urinu u razlikovanju zdrave

novorodencadi od skupine s drugim bubreznim o$te¢enjima i bolestima
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Tablica 21. Dijagnostic¢ka to¢nost ispitana analizom ROC krivulje za koncentracije NGAL-a i

hepcidina u urinu u razlikovanju zdrave novorodencadi od skupine s drugim bubreznim

oSte¢enjima i bolestima

NGAL (ng/mL) Hepcidin (ng/mL)
AUC 0,717 0,484
Osjetljivost 70,0 50,0
Specifi¢nost 72,7 50,6
Graniéna vrijednost 29,65 26
POV 2,57 1,13
NOV 0,41 0,99

AUC — engl. area under the curve = povrsina ispod krivulje, POV = pozitivan omjer vjerojatnosti: odnos

izmedu vjerojatnosti pozitivnog rezultata testa s obzirom na prisutnost bolesti i vjerojatnost pozitivnog

rezultata testa s obzirom na odsutnost bolesti; NOV = negativan omjer vjerojatnosti: odnos izmedu

vjerojatnosti negativnog rezultata testa s obzirom na prisutnost bolesti i vjerojatnost negativnog rezultata testa

s obzirom na odsutnost bolesti;
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4.7. Referentni interval

Rezultati laboratorijskih pretraga u Sirokoj su primjeni u donoSenju medicinske odluke
(postavljanje dijagnoze, procjena rizika te pra¢enja ucinka lijeenja i tijeka bolesti) pa sve do
probira zdrave populacije u svrhu prevencije odredenih bolesti. Stoga smo kod zdrave
novorodencadi odredili 95-postotni interval koji obuhvaca 95 % sredi$njih koncentracija
omedenih 2,5.197,5. percentilom po spolu. Rezultati 95-postotnog intervala za koncentraciju
uNGAL-a, hepcidina kao i cistatina C koji jo$ nije u $iroj klini¢koj primjeni u novorodenackoj

populaciji (Tablica 23.).

Tablica 23. Referentni interval NGAL-a, hepcidina, cistatina C po spolu

Parametri Cijela skupina Z M
2,5 - 97,5 percentilom | 2,5 - 97,5 percentilom | 2,5 - 97,5 percentilom

NGAL (u)

5,3-417,5 5,3-47,1 5,3-49,8
ng/ml
Hepcidin (u)

12,3-57,6 12,3 -58,1 12,3-57,5
ng/mL
Cistatin C (s)

0,93 -3,1 0,93 -3,1 1,5-3,16
mg/L

s (serum); u (urin)
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5. RASPRAVA



Puno je otvorenih pitanja i dilema u dijagnostici bubreznih bolesti i oSte¢enja u vulnerabilnoj i
izrazito specificnoj skupini kao $to je novorodencad. UspjeSno rano prepoznavanje te
zbrinjavanje 1 pracenje tijeka bubrezne funkcije u prvom redu ovisi o pravodobnoj i tocnoj
laboratorijskoj dijagnostici. Fetalni bubreg jako je bitan za normalan rast i razvoj in utero, a
nakon rodenja osnovna je uloga bubrega odrzavanje ravnoteze elektrolita i tekucine te
uklanjanju nepozeljnih tvari iz organizma. Stoga je bitno Sto prije dijagnosticirati bubrezna
oStecenja 1 stanja, a potom primijeniti odgovarajuce lijeCenje u cilju sprjeCavanja nastanka
trajnog oSte¢enja bubrega koje u adolescentnoj ili odrasloj dobi moze dovesti i do kroni¢ne
bubrezne insuficijencije. Stoga su u svakodnevnom klinickom radu vazni specifi¢ni i dostupni
laboratorijski biljezi koji ¢e $to ranije otkriti promjene u bubreznoj funkciji.

U ovom su radu izlozeni rezultati ispitivanja koncentracije uNGAL-a 1 hepcidina u urinu u
usporedbi s biljezima opcéeg statusa bubrezne funkcije u serumu koji su trenuta¢no u upotrebi
(kreatinin, ureja, cistatin C), a s ciljem Sto boljeg razumijevanja i otkrivanja bubreZnog
ostecenja u najranijoj, novorodenackoj dobi.

U klinickoj praksi tijekom neonatalnog razdoblja nerijetko se susre¢u infekcije koje se
odrazavaju na mokracni sustav, takoder su moguce abnormalnosti razvoja organa mokra¢nog
sustava kao Sto je hidronefroza te u konacnici i brzo gubljenje bubrezne funkcije kod ABO-a.
Najces¢i faktori rizika za ABO jesu perinatalna asfiksija, nefrotoksi¢nost brojnih lijekova,
neonatalna sepsa, manja Apgar ocjena, zakasnjela reanimacija, nacin i1 postotak kisika
primijenjenog u reanimaciji, vrijeme potrebno za transport od rodiliSta do odjela intenzivne
njege, prematuritet i brojni drugi problemi neonatalnog razdoblja. Najces¢a posljedica
perinatalne asfiksije je ABO. Upravo je perinatalna asfiksija glavni uzrok neonatalnog
morbiditeta i smrtnosti koji pogada 5 — 10 na 1000 zivorodenih (145). Sama patofiziologija
ABO-a nakon hipoksijskog dogadaja temelji se na hipoperfuziji bubrega i povecanom
oksidacijskom oSte¢enju (146). Definicija ABO-a novorodenceta problemati¢na je jer se
trenutacne dijagnoze zasnivaju na dva osnovna parametra — kreatininu u serumu i diurezi. Kao
i kod odraslih, oba su parametra kasni pokazatelji oSteCenja, a ne biljezi samog oStecenja.
Medutim, tumacenje koncentracije kreatinina u prvim danima postnatalnog Zivota dodatno je
otezano jer kreatinin u serumu novorodenceta odrazava bubreznu funkciju majke te se moze
pogresno procijeniti GFR novorodenceta zbog eventualnih promjena kinetike eliminacije
(121,147).

U dosad objavljenoj literaturi moze se nacéi velik broj radova koji su usmjereni prema
odredivanju 1 ispitivanju znacenja koncentracije NGAL-a (urin, serum i plazma) kao biljega

ABO-a, ali i drugih patoloskih stanja u odrasloj populaciji. Kako literaturni podaci upucuju na

81



vrlo dobru korelaciju odredivanja koncentracije NGAL-a i hepcidina u serumu i urinu (143,
148), u ovom je radu za odredivanje koncentracije NGAL-a i hepcidina kao uzorak odabran
urin koji se dobiva neinvazivnim postupkom. Urin kao uzorak izbora otvara moguénost da se
dijagnoza ABO-a postavi odmah pri prvom mokrenju u prvim satima Zivota, prije o€itovanja
klini¢ke slike 1 prije porasta vrijednosti drugih, prije svega konvencionalnih biljega ABO-a koji
su u upotrebi. Iako je biljege u urinu kod novorodencadi ponekad tesko odrediti vrlo rano,
neposredno po rodenju ili u prvim satima Zivota zbog problema s prikupljanjem urina,
odredivanje biljega u prvom izmokrenom urinu moglo bi u buduénosti postati rutinska pretraga
u one novorodencadi gdje za to postoji indikacija. Tako bi rani pokazatelji neonatalnog ABO-

a bili dostupni u pravom trenutku u uzorku koji je dobiven neinvazivnim postupkom.

U ovom su istraZivanju, radi §to boljeg razumijevanja dijagnosti¢ke tocnosti izabranih biljega
bubrezne funkcije, ispitanici bili podijeljeni u tri skupine (N-Z, N-ABO 1 N-DBB). U sklopu
osnovnih demografskih i1 klinickih karakteristika novorodencadi uklju¢ene u istraZivanje
prikazani su spol, gestacijski tjedan rodenja, porodajna tezina, duzina i Apgar ocjena te je
uocena statisticki znacajna razlika u porodajnoj tezini (P = 0,028) i Apgar ocjeni (P = 0,018)
gdje je skupina N-DBB imala najmanju tezinu, a N-ABO ocekivano najmanju Apgar ocjenu.
Sto se ti¢e porodajne tezine novorodendadi skupine N-DBB, ona je bila u okvirima prosjeéne
tezine zdrave novorodencadi (2) te je ovo istrazivanje potvrdilo rezultate prethodnih
istrazivanja koja su pokazala da novorodencad s ABO-om ima manju Apgar ocjenu u prvim

minutama zivota (147,149).

U ovom su istrazivanju uocene statisticki znacajne razlike medu skupinama u koncentracijama
rutinskih biljega u serumu kao S$to su kreatinin i ureja koji se trenutacno najvise koriste u
klini¢koj praksi u dijagnostici 1 pra¢enju ABO-a. Kod osnovnoga konvencionalnog biljega
kreatinina u serumu uocen je najmanji medijan koncentracije (75 umol/L) u skupini koju je
Cinila zdrava novorodencad, a skupina N-ABO imala je najve¢i medijan koncentracije
kreatinina (116 pmol/L). Rezultati koje smo dobili za N-Z skupinu nalaze se oko gornje granice
referentnog intervala Caliper studije (150). Potrebno je, medutim, naglasiti da se koncentracija
kreatinina u Caliper studiji odnosi na novorodencad starosti do 15 dana, a dobro je poznato da
je koncentracija kreatinina u prvim danima zivota pod utjecajem majcine bubrezne funkcije te
da koncentracija kreatinina pada s postnatalnom starosti. Utvrdena je statistiCki znacajna razlika
u koncentracijama sukladno postnatalnoj dobi (P = 0,048) te je vidljivo da zdrava novorodencad

postnatalne starosti jedan dan ima veéu koncentraciju kreatinina od novorodencadi starosti tri
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dana. To zapravo upucuje na dosadaSnje spoznaje prema kojima kreatinin prelazi posteljicu te
je koncentracija kreatinina u serumu novorodenceta u prvim danima Zivota izravan odraz
majc¢ine koncentracije kreatinina i1 njezine bubrezne funkcije. Izmedu skupine N-Z i N-DBB
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji kreatinina. S druge strane, bitno je naglasiti
da je koncentracija kreatinina u serumu bila najveca kod novorodencadi s ABO-om i to kod
novorodencadi postnatalne starosti tri dana. Time ovo istrazivanje potvrduje rezultate
prethodnih istrazivanja gdje je koncentracija kreatinina u serumu kasni pokazatelj ABO-a te je
njegov porast vidljiv tek nakon 48 — 72 sata (151 — 153). U skupini N-ABO uocena je statisticki
znacajna razlika u koncentraciji kreatinina po spolu (P = 0,001) 1 Apgar ocjeni (P =0,018), koja
nije zabiljezena kod skupine N-Z i N-DBB. Iz rezultata je vidljivo da je veée koncentracije
kreatinina u N-ABO skupini imala novorodencad s manjom Apgar ocjenom. Rezultati
prethodnoga viSecentarskog istrazivanja zabiljezili su ve¢i broj sluajeva ABO-a kod
novorodencadi Zenskog spola (154), a drugo vece istrazivanje takoder je utvrdilo povezanost

manje Apgar ocjene s tezim bubreznim oSte¢enjem (155).

Kako bi se procijenila bubrezna funkcija pacijenta ili utvrdile bubrezne anomalije u
klinickoj se praksi uz kreatinin koristi 1 odredivanje koncentracije ureje u serumu, koja nastaje
zbog potrebe za uklanjanjem toksi¢nih duSikovih metabolita, prije svega amonijaka.
Odredivanje ureje vrlo je vazno za dijagnozu ABO-a u novorodencadi (156). Usporedbom s
Caliper studijom (157), koja predlaze referentni interval u pedijatriskoj populaciji za ureju po
dobi i spolu, medijan koncentracije izmjeren kod nasih ispitanika iznosi 3,6 mmol/L, Sto
odgovara predlozenom referentnom intervalu Caliper studije. Kod skupine N-Z nije zabiljezena
statistiCki znacajna razlika u koncentraciji ureje po spolu, postnatalnoj dobi, tezini kao ni Apgar
ocjeni. Novorodencad s ABO-om ukljucena u istrazivanje imala je najve¢u koncentraciju ureje
u serumu u usporedbi s druge dvije skupine u prvim danima Zivota, ¢ime ovo istrazivanje
takoder potvrduje rezultate prethodnih istrazivanja (156, 158). Kod nekih su istrazivanja vidljivi
oprec¢ni rezultati. Statisticki znacajna razlika u koncentraciji ureje u serumu uocena je izmedu
zdrave novorodencadi i asfiksi¢ne novorodencadi s ABO-om u prvim danima zivota (156, 158),
dok Jalali i sur. nisu utvrdili statisticki znacajnu razliku u svom istraZivanju (159). Takoder, u
istrazivanju novorodencadi s urinskom infekcijom koncentracije ureje u serumu bile su unutar

referentnog intervala (160).

Zeljezo je esencijalan element te je kao takav od iznimnog znalenja za ljudski

organizam. Ukljucen je u mnoge bitne bioloske procese (eritropoeza, signalizacija hipoksije,
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funkcije mitohondrija te sinteza i popravak DNA), a zalihe u organizmu podloZne su regulaciji
hepcidinom. Prekomjerna ekspresija hepcidina u jetri javlja se kod povecanih koncentracija
zeljeza (161), a dokazano je da bubrezna ishemijsko-reperfuzijska ozljeda uzrokuje povecanje
koncentracije serumskoga 1 nehemskog Zeljeza (162). Na ulogu Zeljeza u oSte¢enju bubrega
upucuju dokazi da Zeljezo i molekule koje sadrzavaju Zeljezo mogu uzrokovati izravno
oStecenje bubreznih tubularnih stanica in vitro i in vivo (163 — 166). Poznato je kako je zeljezo
uklju€eno u razvoj oksidacijskog stresa, a time i u nastanak Stetnih kisikovih radikala
(engl.reactive oxygen species, ROS). U fizioloskim uvjetima Zeljezo postoji vezano za proteine
kao §to su transferin, feritin i NGAL te u feri (Fe*") stanju. Medutim, pod patolo$kim uvjetima
slobodno Zeljezo moze lako proc¢i kroz jednu reakciju prijenosa elektrona i pretvoriti se u fero
(Fe*") stanje koje moze biti vrlo reaktivno i toksi¢no.

U ovom istrazivanju uocena je statisticki znacajna razlika u koncentraciji Zeljeza u serumu po
postnatalnoj dobi 1 tjelesnoj tezini u skupinama N-Z i1 N-ABO. Najvec¢u koncentraciju Zeljeza
imala je novorodencad starosti tri dana kao i novorodencad s tjelesnom tezinom > 3,5 kg, Sto
se moze pripisati fizioloSkom raspadu eritrocita i ukupnom volumenu krvi. Sukladno
rezultatima Caliper studije (157) koja predlaze referentni interval zeljeza u serumu po dobi 1
spolu, medijan koncentracije izmjeren kod nasih ispitanika unutar je predlozenoga referentnog
intervala. Koncentracija zeljeza u serumu u ovom istrazivanju statisti¢ki se znacajno razlikovala
izmedu skupina N-Z i N-DBB, kao i izmedu skupina N-DBB i N-ABO. Medijan koncentracije
zeljeza u serumu najmanji je bio kod skupine Z-DBB, §to je moguce pripisati utjecaju upalnog
stanja. Naime, upravo je skupina Z-DBB imala najvece koncentracije CRP-a, §to potvrduje
dosadasSnje spoznaje da upalni odgovor i sinteza proteina akutnog odgovora dovode do
promjene koncentracije i statusa zeljeza (167). Koncentracija Zeljeza statisticki se (iako
relativno slabo) razlikovala u N-ABO skupini po Apgar ocjeni (P = 0,048), iako u istrazivanju
Mondala i sur. nije dokazana statisticki znacajnu povezanost koncentracije zeljeza u serumu 1

Apgar ocjene u prvim minutama zivota (168).

Kako se uNGAL pokazao odli¢nim pokazateljem ABO-a kod odrasle populacije, neinvazivnost
uzimanja uzorka te dostupnost odredivanja u neonatalnom razdoblju mogli bi doprinijeti
razumijevanju bubrezne funkcije 1 prepoznavanju ABO-a i kod novorodencadi. Temeljem
sadasnjih spoznaja vrlo se mali broj istrazivanja u literaturi odnosi na odredivanje koncentracije
uNGAL-a u zdrave novorodencadi te stoga referentni intervali za novorodencad dosad nisu

jasno postavljeni. Nadalje, glavnina istrazivanja koja se odnose na populaciju novorodencadi
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ukljucuje zapravo prerano rodenu novorodencad jer je kod takve novorodencadi i veci rizik od
razvoja ABO-a, sepse i drugih patoloskih stanja.

Do sada je provedeno tek nekoliko istrazivanja gdje se mjerila koncentracija uNGAL-a kod
zdrave novorodencadi stare nekoliko dana. Objavljeni radovi koji su odredivali koncentraciju
uNGAL-a ukljucivali su uglavnom male skupine ispitanika i djecu razlicite dobi. Jedno od tih
istrazivanja jest istrazivanje Chen i sur. u kojem je mjerena koncentracija uNGAL-a kod 38
terminski zdrave rodene novorodencadi u tre¢cem danu zivota. Medijan koncentracije uNGAL-
a iznosio je 88,1 ng/mL (169). Sarafidis i sur., istrazuju¢i skupinu od 22 terminski zdrave
novorodencadi, dobili su medijan koncentracije uNGAL-a u prvom danu zivota 6,8 ng/ml, a u
trecem danu medijan koncentracije uNGAL-a iznosio je 7,1 ng/mL (170). U istrazivanju koje
su proveli Abdelhady i sur. sudjelovalo je 20 zdrave novorodencadi kao kontrolna skupina,
medijan koncentracije uNGAL-a iznosio je 9 ng/ml (171). Jedino do sada provedeno
istrazivanje na veéem broju ispitanika bilo je istrazivanje Kamianowske 1 sur. U njihovo
ispitivanje bilo je uklju¢eno 88 terminski zdrave novorodencadi, a medijan koncentracije
uNGAL-a iznosio je 16,74 ng/mL. Njihovo istrazivanje je dokazalo da je koncentracija
uNGAL-a znatno vec¢a kod novorodencadi zenskog spola gdje je medijan koncentracije iznosio
24,16 ng/mL (13,30 ng/mL za novorodencad muskog spola), uz p < 0,01 (172). Bitno je
naglasiti da je u svim navedenim istrazivanjima koncentracija mjerena ELISA metodama
razlicitih proizvodaca . Istrazivanje koje je ukljucivalo 30 zdravih odraslih osoba pokazalo je
da su koncentracije uNGAL-a dobivene CMIA (Abbott) metodom znatno vece od onih
dobivenih ELISA metodom (R&D Systems) (173). Stoga je bitno napomenuti da su
koncentracije u ovom istraZzivanju mjerene standardiziranom i potpuno automatiziranom CMIA
metodom, za razliku od veéine prije navedenih istrazivanja koja su se koristila ELISA
metodama razli¢itih proizvodaca (169 — 172).

U istrazivanju u kojem je sudjelovalo 25 novorodencadi medijan koncentracije uNGAL-a
iznosio je 30,3 ng/mL (174), a u ovom je istrazivanju taj medijan iznosio je 22,9 ng/mL. Bitno
je naglasiti da su koncentracije u oba istrazivanja mjerene CMIA metodom. U ranijim
istrazivanjima, u kojima je ispitivana povezanost uNGAL-a s manjom tjelesnom tezinom i
gestacijskom dobi novorodencadi, dobiveni su opre¢ni rezultati. Kod dva istrazivanja uoc¢ena
je povezanost uNGAL-a i tjelesne tezine (175,176), dok su rezultati ovog istrazivanja u
suglasnosti s rezultatima Elmasa i sur., odnosno nisu utvrdenje razlike u koncentracijama
uNGAL-a u odnosu na porodajnu tezinu (177). Istrazivanje Seaidi i sur. utvrdilo je povezanost
postnatalne dobi s koncentracijom uNGAL-a (178). S druge strane, rezultati ovog istrazivanja

slazu sa istrazivanjem Lavery i sur. koje nije utvrdilo razlike u koncentracijiu uNGAL-a s
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obzirom na postnatalnu dob (176). Takoder, iz rezultata ovog istrazivanja u skupini koju je
Cinila zdrava novorodencad nije uocena znacajna razlika u koncentraciji uNGAL-a izmedu
djece s Apgar ocjenom 10 1 Apgar ocjenom 9, kao ni znatne razlike u koncentraciji uNGAL-a

s obzirom na spol, postnatalnu dob i tezinu novorodencadi.

Vrijede¢i laboratorijski kriteriji za otkrivanje ABO-a imaju velike nedostatke jer je kreatinin
kasni biljeg zbog konstantne brzine stvaranja u miSi¢nom tkivu, a interpretacija u prvim danima
Zivota izrazito je oteZana jer je pod utjecajem bubreZne funkcije majke. Stoga su potrebni novi
biljezi koji nisu pod utjecajem bubrezne funkcije majke i koji uspjesno prepoznaju ABO
neposredno po porodu. Unutar ovog istrazivanja dobiveni su rezultati koji pokazuju da skupina
N-ABO ima povecanu koncentraciju uNGAL-a za razliku od N-Z, tako da je medijan
koncentracije u skupini N-ABO iznosio 222,70 ng/mL. Takoder nije bilo statisticki znacajne
razlike u koncentraciji uNGAL-a kod novorodencadi s ABO-om po spolu, postnatalnoj dobi i
tezini. lako nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji uNGAL-a po Apgar ocjeni,
uoceno je da je vece koncentracije uNGAL-a imala novorodencad s manjom Apgar ocjenom.
Essej 1 sur. uocili su u svom istrazivanju da nije bilo statisticki znacajne razlike prema
postnatalnoj dobi, ali da su najvece koncentracije zabiljeZene kod novorodencadi s ABO-om
starosti jedan dan (179). lako ni u ovom istrazivanju nije bilo statisticki znacajne razlike prema
postnatalnoj dobi, najveée koncentracije uNGAL-a zabiljeZzene su kod novorodencadi s ABO-
om starosti dva dana. U literaturi je opisano samo nekoliko istrazivanja koja su ukljucivala
terminsku novorodencad s ABO-om koja su dokazala pove¢anu koncentraciju uNGAL-a kao 1
u ovom istrazivanju. U istrazivanju koje su proveli Wang i sur. novorodencad s ABO-om imala
je statisticki znatno veée koncentracije uNGAL-a od kontrolne skupine te je srednja vrijednost
koncentracije uNGAL-a kod novorodencadi s ABO-om iznosila 12,03 pg/L (180). U
istrazivanju Timovska i sur. srednja vrijednost koncentracije uNGAL-a iznosila je 373,8 ng/mL
(181), a Oncel i sur. dobili su srednju vrijednost koncentracije uNGAL-a 99 ng/mL (182) kod
novorodencadi s ABO-om. Medijan koncentracije uNGAL-a kod pacijenata s ABO-om u
istrazivanju Esseja 1 sur. iznosio je 391 ng/mL (179). Tanigasalam i sur. zakljucili su u svom
istrazivanju da je uNGAL koristan biljeg za ranu dijagnozu ABO-a kod asfiksi¢ne
novorodencadi s ABO-om. Mjerenjem uNGAL-a utvrdili su da je medijan koncentracije kod
pacijenta s ABO-om 165 ng/mL (142).

Rezultati metaanalize Bellos 1 sur. upucuju na to da je koncentracija uNGAL-a povecana u
novorodencadi s perinatalnom asfiksijom i komplikacijama povezanim s ABO-om te moZze

posluziti kao dijagnosticki 1 prognosticki biljeg. Longitudinalnim mjerenjem uNGAL-a
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omogucilo bi se definiranje optimalnog vremena uzorkovanja i procjena korisnosti u smislu
biljega oporavka nakon oSte¢enja bubrega (183).

Koncentracija uNGAL-a u skupini N-DBB statisticki se znacajno razlikovala od skupine N-Z 1
N-ABO. Medijan koncentracije bio je ve¢i od medijana koncentracije zdrave novorodencadi, a
s druge strane znatno manji od skupine s ABO. Statisticki znafajna razlika uocena je u
koncentraciji uNGAL-a po Apgar ocjeni gdje je novorodencad s Apgar ocjenom ve¢om od 7
imala manje koncentracije uNGAL-a, a statisticki znacajna razlika nije uoc¢ena u koncentraciji
uNGAL-a po spolu, postnatalnoj dobi 1 tezini. Kako su upravo N-DBB skupinu ¢inili pacijenti
s hidronefrozom ili urinskom infekcijom, ovo je istrazivanje potvrdilo rezultate prethodnih
istraziavnja kod kojih je uocena poveéana koncentracija uNGAL-a (184, 185). U istrazivanju
Madsen 1 sur. koncentracija uNGAL-a bila je pove¢ana kod pacijenata s hidronefrozom u
usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0,05) (186). S druge strane, Krzemien i sur. nisu dobili
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu koncentracije uNGAL-a kod kontrolne skupine i afebrilnih
pacijenata s urinskom infekcijom, dok je statisti¢ki znacajna razlika uocena kod febrilnih

pacijenata s urinskom infekcijom (187).

U dosad objavljenoj literaturi najve¢i broj istrazivanja usmjeren je prema odredivanju i
ispitivanju znacenja koncentracije hepcidina u odrzavanju homeostaze Zeljeza. Hepcidin se
uglavnom eksprimira u jetri, iako je njegova ekspresija takoder otkrivena u makrofagima, beta-
stanicama gusSteraCe, bubrezima, adipocitima 1 plu¢ima. Inducira kovalentnu modifikaciju
feroportina, Sto dovodi do njegove internalizacije i lizosomske razgradnje te se tako sprjecava
izlazak Zeljeza iz stanice (74, 188, 189). Ekspresija hepcidina se poveca pri povecanim
koncentracijama zeljeza, pri infekciji 1 upali, a supresija sinteze hepcidina vidljiva je kod
nedostatka zeljeza, hipoksiji, anemijama i1 pojacanoj eritropoezi (190 — 195). U patoloskim
stanjima, povezanima s poremecajem metabolizma Zeljeza, mjerenje koncentracije hepcidina
(serum, urin) kao srediSnjeg regulatora homeostaze Zeljeza otvara nove dijagnosticke, ali 1
terapijske mogucénosti u kojima bi hepcidin mogao posluziti kao biljeg za pracenje i prognozu
bolesti. U skladu s istrazivanjima Sanada 1 sur. hepcidin u urinu moZe se Koristiti kao
dijagnosticki 1 prognosticki biljeg za anemiju s nedostatkom Zeljeza (196) te je njegova velika
prednost kao dijagnostickog biljega u neinvazivnoj prirodi uzorka kao i u malim dnevnim
varijacijama koncentracije (197). S druge strane, ekspresija hepcidina kod novorodencadi u
prvim danima nakon poroda nije u potpunosti jasna. Jo§ uvijek je nerazjaSnjeno jesu li
koncentracije hepcidina u krvi pupkovine isklju¢ivo fetalnog podrijetla jer posteljica takoder

proizvodi hepcidin (198), a moguénost prolaska hepcidina kroz posteljicu jos nije u potpunosti
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razjasnjena. Mali broj dosadasnjih istrazivanja proveden je u uzorcima urina terminske
novorodencadi, a iz literaturnih podataka vidljivo je da su hepcidin u serumu i urinu znac¢ajno
povezani te da je korelacija vidljiva i kod prerano rodene novorodencadi kao 1 kod odraslih (63,
199, 200).

U ovom istrazivanju koncentracija hepcidina u skupini N-Z iznosila je 26,12 ng/mL te je
zabiljezZena statisti¢ki znacajna razlika po tezini (P = 0,038). lako to statisticki nema dovoljnu
znacajnost (P = 0,065 ), u ovom istrazivanju medijan koncentracije novorodencadi starosti dva
1 tri dana je ve¢i od medijana koncentracije hepcidina u urinu novorodencadi stare jedan dan,
Sto bi se zapravo moglo pripisati povecanju koncentracije zeljeza u cirkulaciji kao rezultatu
raspadanja eritrocita u prvim danima Zzivota. Prentice i sur. u svom su istrazivanju utvrdili
koncentraciju hepcidina u urinu od 45 ng/mL u novorodencadi starosti 24 — 48 sati te 87,1
ng/mL u novorodencadi starosti 72 — 96 sati (201). Takoder, literaturni podatci upucuju da je
srednja koncentracija hepcidina u uzorku umbilikalne krvi veéa u terminski rodene
novorodencadi (29,7 ng/mL) nego u prerano rodene novorodencadi (8,4 ng/mL) (202). Kulik 1
sur. u svom su istrazivanju utvrdili da je medijan koncentracija hepcidina u serumu treéi dan od
rodenja u zdrave novorodencadi iznosio 66,79 ng/mL (203). Koncentracije zdrave
novorodencadi bile su se u rasponu od 26,8 do 67,7 ng/mL u istrazivanja Wu i sur. (204). U
istrazivanju Uijterschou i sur. koncentracija hepcidina iznosila je 69,6 ng/mL (205). Kao i u
ovom istrazivanju, Santos i sur. nisu utvrdili statisticki znacajnu razliku u koncentraciji
hepcidina po spolu u uzorku umbilikalne krvi (206). U ovom je istrazivanju uoceno da postoji
statisticki znaCajna razlika u koncentraciji hepcidina po tezini (P = 0,038) te da novorodencad
tezine manje od 2,99 kg ima i najmanju koncentraciju hepcidina. Ustanovljeno je u dosadasnjim
istrazivanjima da postoji povezanost izmedu tezine i koncentracije hepcidina te da na
koncentraciju hepcidina utjeCe porodajna tezina i sama eritropoetska aktivnosti (207) te da je
smanjena koncentracija hepcidina u serumu povezana s manjom porodajnom teZinom i
duzinom terminske novorodencadi kao posljedicom konzumiranja cigareta majki tijekom
trudnoce (208).

Kako je funkcija hepcidina povezana s bioraspolozivosti Zeljeza, dokazano je da tijekom
ishemije dolazi do katabolizma hem-proteina, §to rezultira pove¢anjem labilnih fero (Fe*") iona
(209-211). Fe?" Kkatalizira stvaranje hidroksilnog radikala (‘OH") interakcijom sa
superoksidnim anionom (O?") i vodikovim peroksidom (H20:), koji osteéuje biomolekule/
tkivo, a koncentracija oba reaktivna spoja se povecava tijekom ishemijsko-reperfuzijske ozljede
(212). Doprinos Zeljeza oste¢enju tkiva vidljiv je ne samo u ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi

bubrega (15, 16), nego i u drugim modelima ABO-a (162, 213, 214). Dosadasnja istrazivanja
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pokazuju da hepcidin u urinu moze biti rani poslijeoperacijski biljeg ABO nakon ugradnje
kardiopulmonalne premosnice. Iako su istrazivanja utvrdila pozitivnu korelaciju izmedu
povecane koncentracije hepcidina u urinu i zasStite od ABO-a, njegova izravna uloga jos je
nepoznata (140, 215). Jednako tako, na mi§jim modelima nakon ishemijsko-reperfuzijskog
oStec¢enja bubrega uocena je povecana ekspresija hepcidina te time i regulacija feroportina, §to
zapravo potencijalno upozorava na renoprotektivnu sposobnost hepcidina preko njegove
interakcije sa zeljezom (162). S druge strane, Peters i sur. istrazivali su u¢inak hepcidina u
serumu kod pacijenata s kronicnom bubreZznom boleS¢u te su uocili da je koncentracija
hepcidina neovisana o GFR-u bolesnika s kroni¢nom bubreznom boles¢u (216).

U ovom je istrazivanju utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji hepcidina u urinu
skupini s ABO-om naspram N-Z skupine. Tako je medijan koncentracije hepcidina u urinu u
skupini s ABO-om iznosio 82,60 ng/mL te je utvrdena statisticki znafajna razlika u
koncentraciji hepcidina po spolu, Apgar ocjeni i postnatalnoj dobi. Kako je posljedica sepse 1
ABO, u istrazivanju Cizmeci i sur. srednja vrijednost koncentracije hepcidina u serumu iznosila
je 68,1 ng/mL te nije utvrdena nikakva statisticki znacajna povezanost koncentracije hepcidina
s gestracijskom dobi 1 tezinom novorodencadi (217). Slicne rezultate pokazalo je jo§ jedno
istrazivanje u kojoj je srednja vrijednost koncentracije hepcidina u urinu iznosila 422 ng/mL, a
u serumu 288 ng/mL (197). Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog teoriji da se
koncentracija hepcidina u urinu povecava zbog lokalne sinteze hepcidina u distalnim tubulima
bubrega, iz ¢ega proizlazi da je porast koncentracije hepcidina renoprotektivni odgovor na
ostecenje bubrega gdje zapravo dolazi do unutarstani¢ne sekvestracije Zeljeza te ogranicavanja
apoptoze stanice regulacijom oksidacijskog stresa 1 nastanka slobodnih radikala (162, 215,
218). Na sve to upozorava statisticki znaCajna razlika koncentracije hepcidina u urinu po Apgar
ocjeni u skupini N-ABO. Zapravo, vidljiva je vec¢a koncentracija hepcidina kod novorodencadi
s manjom Apgar ocjenom, a s druge strane dobro je poznato da je manja Apgar ocjena povezana
s ve¢im bubreznim oSte¢enjem. Takoder je iz rezultata ovog istrazivanja vidljiva statisticki
znacajno veca koncentracija hepcidina u urinu kod novorodencadi muskog spola u skupini N-
ABO, dok je u istrazivanju Uijteschou i sur. utvrdeno suprotno, tj. oni su u svom istrazivanju
utvrdili statisticki znatno manje koncentracije kod novorodencadi muskog spola nego kod
novorodencadi Zenskog spola u prvom tjednu Zivota. Ova rodna razlika u njihovu istrazivanju
postajala je sve manja s porastom starosti i viSe nije bila bitna u dobi od mjesec ipo odnosno
cetiri mjeseca (205). U ovom istrazivanju prema dobivenim podatcima zabiljezena je statisticki
znacajna razlika u koncentraciji hepcidina u urinu po postnatalnoj dobi. Uoceno je da najvecu

koncentracija hepcidina u urinu ima novorodencad starosti jedan dan. Upravo je u
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istrazivanjima koja su ukljucivala odrasle pacijente s ABO-om porast urinskog hepcidina
zabiljezen u prva 24 sata (95,96). Bitno je naglasiti da su pacijenti s ABO-om imali manji
porast koncentracije urinskog hepcidina za razliku od pacijenata koji nisu razvili ABO.
Takoder, mogu¢i mehanizmi koji doprinose manjem porastu koncentracije hepcidina u
pacijenata s ABO-om ukljucuju utjecaj hipoksije/Soka, anemije, od kojih je svaka povezana s
manjim porastom koncentracije hepcidina u urinu. S druge strane, rezultati istrazivanja na
misjem modelu polazu velike nade u primjenu egzogenog hepcidina kod prevencije ABO-a. U
svom protokolu istrazivaci su primjenom egzogenog hepcidina kod miSeva utvrdili manji
opsega bubreznog oStecenja. Hepcidinom inducirana obnova homeostaze zeljeza bila je
popracena znatnim smanjenjem ozljede tubula, apoptoze, bubreznoga oksidacijskog stresa kao
1 infiltracijom upalnih stanica. Zapravo, njihovi podatci upucuju da sustavno isporuceni i
lokalno proizvedeni hepcidin §titi od ABO-a te bi terapijskom primjenom hepcidina lijecnici u
buduénosti mozda mogli sprijeciti ili barem smanjiti stupanj ABO-a (162, 219).

Kako su N-DBB skupinu ¢inili pacijenti s hidronefrozom ili urinskom infekcijom, nije bilo
statisticki znacajne razlike u koncentraciji hepcidina u urinu u odnosu na N-Z skupinu. U ovoj
skupini uocena je statisticki znacajna razlika u koncentraciji hepcidina izmedu novorodencadi
muskoga i zenskog spola (P = 0,024), Sto bi pretpostavljeno zapravo bila posljedica ili izravan
utjecaj povecane koncentracije CRP-a 1 upalnog stanja koje je bilo izrazenije kod
novorodencadi muskog spola. Sukladno navedenom, u istrazivanju Yan i sur. koncentracija
hepcidina u plazmi pokazala je znaCajnu pozitivhu korelaciju s koncentracijom CRP-a i1
duljinom boravka u bolnici (220).

Za kvantifikaciju hepcidina dostupne su razli¢ite laboratorijske metode, uklju¢uju¢i masenu
spektrometriju (MS) i ELISA metodu (195, 221, 222). Zbog navedenog postoje znacajne razlike
u koncentracijama hepcidina izmedu istrazivanja te je potrebno uloziti dodatne napore i
standardizirati metode radi lakSeg pracenja i tumacenja klinickog znacenja hepcidina.

Iako se koncentracija cistatin C u serum ve¢ dulje vrijeme koristi u klinickoj primjeni, jako je
malo spoznaja o cistatinu C u novorodenackoj populaciji u prvim danima Zivota. U ovom
istrazivanju utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji cistatinu C u serumu
u odnosu na spol, postnatalnu dob, porodajnu teZinu 1 Apgar ocjenu u skupini N-Z. U skladu s
navedenim, rezultati ovog istrazivanja daju prednost cistatinu C u serumu u odnosu na kreatinin
u serumu u smislu prvog biljega izbora za procjenu bubrezne funkcije novorodencadi u
klinickoj praksi.

Nekoliko je istraZivanja pratilo koncentraciju cistatina C u serumu kod zdrave novorodencadi

tijekom prvih dana nakon rodenja. Jedno od tih istrazivanja bilo je od Bokenkamp i sur. ¢iji su
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podaci pokazali da je medijan koncentracija cistatina C u serumu iznosio 2,16 mg/L tijekom
prva tri postnatalna dana (223). Ovi rezultati pokazuju nesto veée konventracije od onih
dobivenih u ovom istrazivanju (medijan: 1,99 mg/L). U istrazivanju koju su proveli Masise-
Wobo i sur. gdje je medijan koncentracije cistatina C u serumu prvog dana nakon rodenja bio
1,8 mg/L, tre¢eg dana 1,6 mg/L. (224). Olayinka i sur. proveli su istrazivanje te dobili
vrijednosti koncentracije cistatina C u serumu 1,0 = 0,11 mg/L (225). U drugom istrazivanju,
medaijn koncentracije cistatina C u serumu iznosio je 1,36 mg/L (226). U skupini terminski
rodene zdrave novorodencadi ukljucene u istrazivanje Kandasamyja i sur. srednja koncentracija
cistatina C u serumu bila je 1,7+ 0,3 mg/L (227). Spomenuta istrazivanja pokazuju nesto vece
ili manje rezultate od ovog istrazivanja, a razlozi za razlike u koncentraciji cistatina C medu
istrazivanjima bez sumnje su u najve¢em dijelu posljedica razlika u koristenim metodama,
odnosno u razli¢itim proizvodacima testova. To je u skladu s prethodnim istrazivanjem Yate i
sur. koji su pokazali razlike u koncentraciji cistatina C u serumu pri koriStenju razli¢itih metoda
(228). Cak je i istrazivanje Tonga i sur. utvrdilo nesto manji medijan koncentracije cistatina C,
iako su koncenttracije mjerene istom metodom kao i u ovom istrazivanju (imunoturbidimetrija,
Abbott) u prva tri dana nakon rodenja (229). Razlike u koncentraciji cistatina C nadalje mogu
biti prouzrocene i rasnim/etni¢kim razlikama u ispitivanim populacijama. Ovo istrazivanje nije
pronaslo statisticki znacajne razlike u koncentraciji cistatina C izmedu novorodencadi Zenskoga
i muskog spola, §to je u skladu s prethodnim istraZivanjima. Stovise, podaci u ovom istraZivanju
nisu pokazali statisticke znacajne razlike u koncentraciji cistatina C kod novorodencadi razliCite
tezine 1 gestacijske dobi, Sto je takoder prikazano u istrazivanju Madise-Wobo 1 sur. (224). Iz
prethodnih istrazivanja takoder je vidljivo da tezina prijevremeno rodene novorodencadi kao i
gestacijska dob nisu utjecali na koncentraciju cistatina C u serumu, Sto je svakako izrazita
prednost cistatina C naspram kreatinina u serumu u ovoj vulnerabilnoj skupini (229 — 232).
Rezultati sliéni ovom istrazivanju takoder su dobiveni u istrazivanju koju su proveli Lee 1 sur.
Njihovi rezultati nisu pokazali statisticke znacajne razlike u koncentraciji cistatina C tijekom
prva tri postnatalna dana, razlike su bile vidljive tek u postnatalnoj dobi od 5 do 20 dana (233).
Iz svega ovoga proizlazi da je cistain C u serumu dobar pokazatelj bubrezne funkcije jer ne
ovisi o spolu, dobi, mi§i¢noj masi kao ni o majcina bubreznoj funkciji za razliku od kretinina
u serumu.

U ovom istrazivanju raspon koncentracije (2,5 i 97,5 percentile) cistatina C bio je nesto $iri od
intervala utvrdenog u Caliper istrazivanju. Treba, medutim, napomenuti da se referentni interval

Caliper istraZivanja odnosi na dojenc¢ad do jednog mjeseca starosti.
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Koncentracija cistatina C u serumu u ovom se istrazivanju nije statisti¢ki znacajno razlikovala
izmedu N-Z i N-DBB. U istrazivanja Karakus i sur. takoder nije otkrivena znacajna razlika
izmedu pacijenata s hidronefrozom i kontrolne skupina s obzirom na koncentracije cistatina C
u serumu (234). Jednako tako, nije uo€ena statisticki zna€ajna razlika u koncentraciji cistatina
C u prvih sedam dana nakon rodenja kod djece s prirodenom opstrukcijom urogenitalnog
sustava. Zapravo koncentracije cistatina C statisticki su se znacajno razlikovale tek kod
novorodencadi starosti jedan mjesec (P = 0,001) (185). Kod terminski rodene djece s
neonatalnom sepsom koncentracija cistatina C u serumu statisti¢ki se znacajno razlikovala

nakon primjene amikacina (P < 0,001) (235).

Nekoliko istrazivanja potvrdilo je da cistatin C u serumu moze dijagnosticirati ABO ranije od
kreatinina u serumu (236, 237), ali kasnije od uNGAL-a (238, 239) te da se uz pomo¢
koncentracije cistatina C moze otkriti ABO jedan do dva dana ranije od kreatinina (236, 237).
Medijan koncentracije cistatina C u ovom istrazivanju kod novorodencadi s ABO-om iznosio
je 2,77 mg/L te nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentraciji po spolu, postnatalnoj
dobi, porodajnoj tezini i Apgar ocjeni. U ovom istrazivanju zabiljezene su neSto vece
koncentracije cistatina C za razliku od istraZzivanja dostupnih u literaturi. Tako je srednja
vrijednost koncentracije cistatina C u serumu kod novorodencadi s ABO-om u istrazivanju
Zhang i sur. iznosila 1,96 mg/L u prva 24 sata od rodenja (240), a u istrazivanju Bagla i sur.
srednja vrijednost kod novorodencadi s ABO-om iznosi 2,18 mg/L (241). Rezultati
longitudinalnoga kohortnog istrazivanja koncentracije cistatina C u skupini novorodencadi
rodenih prijevremeno i prac¢enih serijskim mjerenjima do prve godine pokazali su da cistatin C

u serumu ne ovisi o tjelesnoj tezini ni spolu te da pokazuje trend snizavanja koncentracija (242).

Istrazivanja provedena tijekom proteklih desetljeca dala su znatan doprinos Sirenju znanstvenih
spoznaja o to¢nom i preciznom mjerenju te procjeni GFR-a u novorodencadi i1 djece
(127,132,243). Zbog brojnih poteskoca povezanih s pravilnim prikupljanjem urina i viSestrukog
uzorkovanja krvi u djece upotreba jednadzbi za eGFR-a vise je nego korisna. Nekoliko je
jednadzbi eGFR-a koje rabe razli¢ite koncentracije endogenih biljega u serumu (kreatinin,
cistatin C 1 ureja) i antropometrijske mjere (duzina/visina tijela i tezina) razvijeno je tijekom
posljednjih desetljeca. Prije svega, bilo je potrebno izbjeéi krajnje neprakti¢nu i opterecujucu
primjena egzogenih biljega 1 prikupljanje urina kod pedijatrijskih pacijenata. U tom je smislu

eGFR koristenjem endogenih biljega postao koristan alat u klini¢koj praksi.
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Poznato je da terminski zdrava novorodencad pri samom rodenju imaju relativnho smanjenu
glomerularnu filtraciju, tek oko 20 mL/min/1,73 m?, a do velikog porasta glomerularne filtracije
dolazi tijekom prva dva tjedna nakon rodenja (128, 244, 245). Vrijednosti eGFR-a izra¢unate u
ovom istrazivanju utvrdene su uz pomo¢ triju jednadzbi. Medijan vrijednosti eGFR-a izracunat
uz pomo¢ Schwartzove jednadzbe kod zdrave novorodencadi iznosio je 26 mL/min/1,73 m?,
eGFR izracunat cistatin C jednadzbom iznosio je 37 mL/min/1,73 m?, a CKID jednadzbom 28
mL/min/1,73 m?. U skupini N-Z utvrdena je statisticki znacajna razlika u eGFR vrijednosti
dobivene Schwartzovom jednadZbom po Apgar ocjeni, gdje je novorodencad s Apgar ocjenom
9 imala neSto manje vrijednosti eGFR, ali te vrijednosti nisu odstupale od vrijednosti zdrave
terminske novorodencadi. Vrijednosti eéGFR dobivene u ovom istrazivanju u skupini N-Z nesto
su manje od vrijednosti zabiljezenih u drugim istrazivanjima. Iz rezultata je vidljivo da su
najvece vrijednosti eGFR zabiljeZzene koriStenjem cistatin C jednadzbe, §to je u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima koja upucuju na veliku prednost koriStenja cistatin C u procjeni
eGFR (246). Tako su Treiber i sur., koriste¢i se u svom istrazivanju Schwartzovom
jednadzbom, dobili vrijednosni eGFR prvi dan po porodu 30,25 + 6,37 ml/min/1,73 m?, a
vrijednosti eéGFR izracunate CKiD-2012 jednadzbom iznosile su 52,76 + 6,67. U svom su
istrazivanju pokazali jasnu prednost koriStenja cistatina C kao primarnog biljega funkcije
bubrega u novorodencadi, kao i prednost cistatin C jednadzbe za procijenu GFR-a (247).

S druge strane, Abitbol i sur. proveli su istrazivanje u kojem su rabili inulin, cistatin C i kreatinin
kao biljege GFR-a 1 eGFR-a. Vrijednost GFR-a uz pomo¢ inulina iznosila je 57,5 mL/min/1,73
m?, GFR procijenjen uz pomo¢ CKID-2012 jednadzbe iznosio je 46,8 mL/min/1,73 m?, GFR
procijenjen Schwartzovom jednadzbom iznosio je 34,1 mL/min/1,73 m, a 53,3 mL/min/1,73
m? uz pomo¢ cistatin C jednadzbe. Autori su izvijestili da su formule za eGFR temeljene samo
na serumskom kreatininu podcijenile GFR, dok su jednadzbe s cistatinom C ili pak kombinirane
jednadzbe bile podudarnije s klirensom inulina koji se smatra zlatnim standardom odredivanja
GFR-a (248).

ABO se obi¢no definira kao smanjenje brzine GFR-a §to se uvrijezeno prati preko
porasta koncentracije kreatinina u serumu. Medutim, ova definicija podcjenjuje prevalenciju s
obzirom na to da tijekom ranog ABO-a vrijednosti GFR-a kao i koncentracija kreatinina mogu
ostati nepromijenjene. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da prema koriStenim jednadzbama
za eGFR novorodencad s ABO-om ima statisticki znac¢ajno manje vrijednost eGFR-a od N-Z
skupine. Tako je medijan vrijednosti eGFR-a izracunat uz pomo¢ Schwartzove jednadzbe kod
N-ABO iznosio 17 mL/min/1,73 m?, cistatin C jednadZbom iznosio je 29 mL/min/1,73 m?, a
CKID jednadzbom 21 mL/min/1,73 m?. Vrijednosti eGFR-a izracunate Schwartzovom i CKID
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jednadzbom kod novorodencadi musSkog spola statisticki su znacajno vece, Sto zapravo
proizlazi iz Cinjenice da je koncentracija kreatinina potrebna za izracun bila manja kod
novorodencadi muskog spola. Iz rezultata je vidljivo da eGFR vrijednosti dobivene cistatin C
1 CKID jednadzbom razlikuju po postnatalnoj dobi. Novorodencad starosti jedan dan ima
najmanje vrijednosti eGFR-a, §to je zapravo posljedica izmjerene koncentracije cistatina C u
serumu koja je najveéa kod novorodencadi s ABO-om starosti jedan dan. Ovi rezultati pokazuju
da jednadzbe za procijenu GFR-a bazirane na koncentraciji citatina C u serumu su puno bolji
izbor ve¢ u prvom danu Zivota. Takoder iz rezulata dostupnih istrazivanja vidljivo je da su
vrijednosti eGFR-a manje kod novorodencadi s ABO-om. Primjerice, u istrazivanjima koja su
proveli Hidayati i sur., medijan eGFR vrijednosti kod novorodencadi s ABO-om, dobiven
koriStenjem Schwartzove jednadzbe, iznosio je 14 mL/min/1,73 m?, a vrijednosti temeljene na
cistatin C jednadzbi iznosile su 37 mL/min/1,73 m? (249). Pan i sur. u svom su istraZivanju, uz
pomo¢ Schwartzove jednadZzbe, kod asfiksi¢ne novorodencadi u prva 24 sata po rodenju
zabiljezili vrijednosti eGFR-a od 16,79 mL/min/1,73 m? (250).

U nekim je istrazivanjima zabiljeZeno da djeca s urinskom infekcijom imaju statisticki znacajno
manje vrijednosti eGFR-a (251). 1z rezultata ovog istrazivanja vidljivo je da su vrijednosti
eGFR-a nesto manje u skupini N-DBB naspram vrijednosti N-Z skupine, ali nije zabiljezena
statistiCki znacajna razlika, a s druge strane vrijednosti eGFR-a statisticki su znacajno vece u
skupini N-DBB nego u skupini N-ABO. Takoder u skupini N-DBB nije uocena statisti¢ki
znacajna razlika u vrijednostima eGFR-a po spolu, postnatalnoj dobi, tezini 1 Apgar ocjeni ni
za jednu jednadzbu koriStenu u ovom istrazivanju. Toffollo i sur. zabiljezili su tijekom pracenja
pacijenata s urinskom infekcijom da je samo kod oko 4 % ispitanika doslo do smanjenja eGFR-
a(252), aKostic i sur. uo¢ili su da vrijednosti eGFR-a izracunate uz pomo¢ cistatin C jednadzbe
bile 12 do 15 mL/min/1,73 m? manje kod pacijenata s hidronefrozom (185).

Kako je funkcija bubrega u novorodencadi dinamican proces, a kreatinin iz majcine krvi
prisutan je i u cirkulaciji novorodenceta, Filler i sur. predlozili su da se koriStenjem
Schwartzove formule GFR moze procijeniti tek nakon 72 sata od rodenja novorodenceta dok
se jednadzba temeljena na koncetraciji cistatina C u serumu moze koristiti odmah nakon rodenja
(253). Kod novorodenceta ili malog djeteta s promijenjenom ukupnom misi¢nom masom (spina
bifida, miSi¢na distrofija i dr.), eGFR takoder treba procjenjivati iskljucivo uz pomo¢ cistatina
C. Dodatno, s metodoloske je strane poznato da na Jaffeovu metodu za mjerenje koncetracije
kreatinina u serumu utjece povecana koncentracija bilirubina te bi 1 zbog toga prednost trebalo

dati cistatinu C i procjeni GFR-a temeljenoj na cistatinu C (254).

94



Za procjenu GFR-a u novorodencadi cistatin C je puno prikladniji endogeni biljeg od kreatinina
s obzirom na minimalni prijenos kroz posteljicu, relativno konstantnu brzinu stvaranja i
neovisnost o upalnim stanjima, mis$i¢noj masi, spolu, sastavu tijela 1 dobi. Zbog svega
navedenog, cistatin C lakSe otkriva promjene GFR-a u usporedbi s kreatininom (255).
Navedeno je vidljivo i u rezultatima ovog istrazivanja gdje je koriStenjem cistatina C u
jednadzbi zabiljezena najveca statisti¢ki znacajna razlika u vrijednosti eGFR-a izmedu skupine
N-Z i N-ABO (P < 0,001). Medutim, relativno visoka cijena u odnosu na cijenu mjerenja
koncentracije kreatinina, kao i nedostatak standardizirane mjerne metode stoje na putu

raSirenije klini¢ke primjene.

Jedan od ciljeva ovog rada odnosio se na korelacijsku analizu i ispitivanje povezanosti
izmjerenih biljega. Poznato je da koncentracije uNGAL-a pokazuju visok stupanj korelacije s
trajanjem, kao i sa stupnjem bubreznog oStecenja, duzinom boravka u bolnici 1 stopom
smrtnosti (41). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su koncentracije NGAL-a u serumu i
urinu bile u pozitivnoj korelaciji s koncentracijom kreatinina u serumu (256) te da je vidljiva
korelacija izmedu koncentracije kreatinina i hepcidina kod ABO-a (257). Cilj dosad objavljenih
istrazivanja kod novorodenacke populacije odnosio se na otkrivanje dijagnostickih
karakteristika NGAL-a i hepcidina u serumu te njihove povezanosti s rutinskim parametrima u
klinickoj upotrebi. Broj istrazivanja o uNGAL-u i hepcidinu u urinu jako je mali ili su
provedena na ograni¢enom broju prijevremeno rodene djece. U ovom istrazivanju u svim je
skupinama uocena slaba povezanost uNGAL-a i1 hepcidina u urinu. Usporeduju¢i njihove
koeficijente korelacije, iz rezultata je vidljivo da skupina N-ABO ima nesto ve¢i koeficijent
korelacije od drugih dviju skupina. Cinjenica je da i hepcidin i NGAL imaju antibakterijsko
djelovanje. Ukljuceni su u metabolizam Zeljeza kao komponente vezane za zeljezo ili induciraju
sekvestraciju zeljeza kako bi se ogranicilo preuzimanje Zeljeza od patogenih organizama ili pak
onemogucila samoinducirana stani¢na apoptoza (26, 55, 62, 70). Jednako je tako vidljiva
pojacana ekspresija hepcidina i NGAL-a u plazmi i urinu rano nakon ABO-a, §to upozorava na
mogucu zaStitu bubrega mehanizmom sekvestracije zeljeza (258 — 260). Sve ove Cinjenice
otvaraju mogucnost daljnjih ispitivanja povezanosti ovih dvaju biljega i njihove meduovisnosti
te patofizioloskog djelovanja.

U rezultatima ovog istrazivanja nije nadena povezanost uNGAL-a kao ni hepcidina u urinu s
biljezima koji su u dijagnostickoj upotrebi (kreatinin, ureja i cistatin C) u skupini N-Z kao ni u
skupini s N-ABO. Jedino je uocena vrlo slaba povezanost izmedu koncentracije hepcidina u

urinu i kreatinina u serumu te slaba povezanost koncentracije hepcidina i cistatina C u skupini
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N-DBB. Potrebno je istaknuti da je kod nekih dosadasnjih istrazivanja povezanost izmedu
biljega bubrezne funkcije koji su u $iroj dijagnosti¢koj upotrebi (prije svega kreatinina) nadena
tek nakon tre¢eg dana od pocetnog ABO-a (256, 261). Ovo je istrazivanje ukljucivalo
novorodencad starosti do tri dana, S§to govori u prilog ¢injenici da je kreatinin kasni i relativno
nepouzdani biljeg bubrezne funkcije u prvim danima zivota.

Takoder nije uocena povezanost izmedu uNGAL-a i vrijednosti eGFR-a. Jednadzbe za procjenu
GFR-a su bazirane na koncentraciji kreatinina, ureje i cistatina C kod kojih isto tako nije bila
uocena povezanost s uNGAL-om. Slaba povezanost bila je vidljiva kod Schwartzove jednadzbe
1 hepcidina u urinu u skupini N-ABO. Sukladno navedenom, kod istrazivanja u odrasloj
populaciji vidljivo je da postoje opre¢ni rezultati kod korelacijske analize eGFR-a i hepcidina,
pri cemu su neka istrazivanja pokazala povezanost, a u drugim je istrazivanjima nije bilo (216,
262, 263). Jednako tako, polemika se vodi o tome je li rije¢ o negativnoj ili pozitivnoj
povezanosti te da je zapravo povezanost vidljiva samo kod vrlo smanjene brzine glomerularne
filtracije gdje je jako oStecena bubrezna funkcija. (264).

Kako bismo potvrdili ili opovrgnuli povezanost biljega od interesa, za odgovor na ovo pitanje
bilo bi potrebno istrazivanje s ve¢im brojem ispitanika iz koje bi se jasnije vidjelo jesu li

dobivene slabe korelacije samo posljedica malog broja ispitanika ili realan prikaz povezanosti.

Prepoznavanje ucinkovitih, specifi¢nih i neinvazivnih biljega moze omoguditi pravodoban
pristup dijagnostici i lijecenju, a time i bolje klinicke ishode. U sklopu ovog istrazivanja
odabrana su dva prethodno koriStena biokemijska parametra (hepcidin u urinu i uNGAL) za
koje je neprijeporno dokazana uloga u patogenezi i prepoznavanju ABO-a kod odrasle
populacije. Odredivanje biokemijskih biljega u urinu neinvazivan je pristup u diferencijalnoj
dijagnostici razlicitih bolesti te time svakako doprinosi ucinkovitosti zdravstvene skrbi i
sigurnosti bolesnika. Kako je jedan od ciljeva ovog istrazivanja bila procjena dijagnosticke
tocnosti ispitivanih parametara u ranom prepoznavanju prisutnosti ABO-a i drugih bubreznih
bolesti u novorodenackoj populaciji, posluzili smo se ROC analizom.

Dobiveni rezultati pokazuju vrlo dobre diskriminacijske karakteristike ispitivanih biokemijskih
biljega, Sto upucuje na potencijalno znatnu dijagnosticku toc¢nost. U procjeni dijagnosticke
toc¢nosti za novorodencad u skupini N-ABO, u ovom se istrazivanju uNGAL pokazao najboljim
izborom uz vrlo uvjerljive rezultate temeljene na ROC analizi. Dobivena je visoka vrijednost
podrucja ispod krivulje koja je pri granicnoj vrijednosti 67,3 ng/mL iznosila 0,987, uz
osjetljivost 97 % 1 specifi¢nost od 93,6 %. S druge strane, AUC vrijednost za hepcidin u urinu

iznosila je 0,855, gdje grani¢na vrijednost od 52,1 ng/mL ostvaruje jako dobru osjetljivost od
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81 %, ali znatno slabiju dijagnosticku specificnost (70 %), $to u konacnici moze rezultirati
znatno ve¢im postotkom lazno pozitivnih nalaza za razliku od uUNGAL-a. Rezultati dobiveni za
uNGAL u istrazivanju Abdelhadyja 1 sur. kod novorodencadi s ABO-om koja su pri porodu
doZivjela asfiksiju pokazuju sli¢no visoku dijagnosti¢ku to¢nost te je vrijednost AUC iznosila
0,93 (149). Rezultati dobiveni u istrazivanju Songa i sur. pokazuju takoder vrlo dobru
dijagnosticku toc¢nost: u skupini s ABO-om vrijednost AUC-a za uNGAL kod asfiksi¢ne
novorodencadi starosti 48 sati iznosila je 0,892, a koriStena grani¢na vrijednost za otkrivanje
bubreznog ostecenja bila je 48,5 ng/mL (265). Kod meta analize u koju su bila ukljucena djeca
s ABO-om nakon operacijskog zahvata vrijednost povrsine ispod ROC krivulje Sest sati nakon
operacije iznosila je 0,97 uz koristenje grani¢ne vrijednosti od 50 mg/dL (266). Kod procjene
dijagnosticke to¢nosti hepcidina u urinu, AUC vrijednost iznosila je 0,878 u istrazivanju koje
su proveli Sherbiny i sur. u prvim danim Zivota (197), a kod Alberta i sur. kod odraslih
pacijenata s ABO-om zabiljeZen je AUC od 0,81 (267).

Iz rezultata ovog istrazivanja vidljivo je da se koriStena grani¢na vrijednost hepcidina nalazi
oko gornje granice vrijednosti utvrdenoga referentnog intervala temeljenom na 2,5 — 97,5
percentili izmjerenih koncentracija. S obzirom na to da je grani¢na vrijednost relativno mala,
moguc¢ je znatan broj lazno pozitivnih rezultata §to upozorava na donekle slabu dijagnosticku
specifi¢nost ovog biljega kod ABO-a u usporedbi s uNGAL-om. Rezultati ovog istrazivanja
svakako daju prednost uNGAL-u kao primarnom biljegu rane dijagnostike ABO-a. Mogucnost
brzoga, jednostavnog, standardiziranog i automatiziranog mjerenja uNGAL-a takoder

doprinosi realnom ukljucenju ovog biljega u svakodnevnu klinicku praksu.

U procjeni dijagnosti¢ke to¢nosti za novorodencad u heterogenoj skupini drugih bubreznih
bolesti (N-DBB), hepcidin se pokazao neucinkovitim za razlikovanje zdrave novorodencadi od
novorodencadi s drugim bubreZnim bolestima (AUC = 0,484). AUC vrijednost za uNGAL
iznosila je 0,717 pri grani¢noj vrijednosti od 29,65 ng/mL koja se medutim nalazi unutar
referentnog intervala uNGAL-a. Navedeno znaci da ¢e gotovo u tre¢ine zdrave novorodencadi
(bez bubrezne bolesti) pogresno biti postavljena sumnja na prisutnost bubreznog oboljenja.
Ovakvom rezultatu ponajviSe doprinosi heterogenost skupine s obzirom na dijagnozu uz
izmjeren relativno mali porast ispitivanog biljega, za razliku od skupine novorodencadi s ABO-
om. Iz dostupnih literaturnih podataka vidljivi su opre¢ni rezultati istrazivanja provedenih na
sli¢noj populaciji bolesnika. Primjerice, AUC vrijednosti u novorodencadi s hidronefrozom bile

su oko 0,6 — 0,8, dok je kod urinskih infekcija ustanovljena nesto veca dijagnosticka osjetljivost
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kod duZze febrilne djece s urinarnom infekcijom za razliku od kontrolne skupinom bez urinarne
infekcije (AUC = 0,86) (187,268,269).

Iz rezultata ovog istrazivanja proizlazi da uNGAL pokazuje visoku dijagnosticku tocnost kod
novorodencadi s ABO-om, dok nema potencijalnu dijagnosti¢ku primjenu u novorodencadi s
drugim bolestima bubrega i/ili urogenitalnog sustava.

Rezultati dostupnih istrazivanja vrlo su razli€iti i to u smislu iskazane dijagnosticke to¢nosti
biokemijskih biljega s pomoéu ROC analize, vremenskih tofaka uzorkovanja urina kod
novorodencadi itd. Tako neujednaceni rezultati mogu biti uvjetovani razli¢itoséu ustroja
istrazivanja te nestandardiziranim i stoga neusporedivim analitiCkim postupcima, prije svega u
smislu primjene razli¢itih imunokemijskih metoda. Za primjenu u klini¢koj praksi u nekim
provedenim istrazivanjima prije svega nedostaju primjerene referentne vrijednosti. No, bez
obzira na navedene nedostatke i heterogenost rezultata, sva istrazivanja govore u prilog
koriStenju uNGAL-a te donekle i hepcidina u urinu u smislu neinvazivnih biokemijskih biljega
ABO-a.

U literaturi, prije svega zbog etickih razloga te poteskoca u prikupljanju uzoraka postoji
relativno mali broj istrazivanja koja ukljucuju procjenu dijagnosticke tocnosti novih
biokemijskih biljega u novorodencadi. Medutim, upravo u ovoj izrazito vulnerabilnoj skupini
kljuéna je pravodobna rana dijagnoza. Bez obzira na to je li rizik od bubreznih bolesti kod
novorodencadi povezan s osnovnim stanjem, perinatalnom asfiksijom, infekcijama ili
nefrotoksi¢nom terapijom, klinicka slika nije uvijek jasna te je odnos rizika terapijske
intervencije naspram dobrobiti za pacijenta velik klini¢ki izazov. Bubrezne bolesti i oste¢enja
povelik su dijagnosticki izazov u neonatalnom razdoblju, a prije svega to je akutno bubrezno
ostecenje Cije nepravodobno prepoznavanje oznacava izrazit rizik i mogucénost razvoja
ozbiljnih posljedica. Stoga je potrebno Sto prije standardizirati mjerenja i dostupne metode za
potencijalno vrijedne dijagnosticke biljege. U tom smislu, jednako je vaZno uspostaviti
odgovaraju¢e referentne intervale sukladne dobi, spolu i etni¢kim skupinama. Rano
dijagnosticiranje bubreznih bolesti novorodencadi, u prvom redu akutnoga bubreznog oste¢enja
moglo bi se znatno poboljsati upotrebom urinskih biljega s obzirom na to da se radi o
neinvazivnom i lako dostupnom bioloskom uzorku ¢iji sastav najbolje odrazava stanje bubrega
1 mokra¢nog sustava. Rano otkrivanje porasta koncentracije urinskih biljega izvan granica
referentnih vrijednosti, u prvom redu uNGAL-a, klini¢aru daje vrijednu informaciju o
mogucem razvoju ABO-a, usmjerava klinicku skrb ka intenzivnom pracenju bubrezne funkcije,
postavljanju rane dijagnoze, ranijem lijeenju i boljem ishodu za bolesnika. S obzirom na

obecavajuce rezultate, ali i relativno mali broj novorodencadi ukljucene u ovo istrazivanje,
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potrebno je provesti dodatna viSecentarska istrazivanja koja bi potvrdila znaCenje novijih
laboratorijskih biljega u urinu (prije svega uNGAL-a) u ranoj dijagnostici ABO-a u

novorodencadi.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenog istrazivanja, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na slijedece

zakljucke:

. Utvrden je 95-postotni interval koncentracije uNGAL-a i hepcidina u urinu u

skupini N-Z postnatalne starosti do tri dana. Interval za uUNGAL iznosi 5,3-47,5
ng/mL, a hepcidin u urinu 12,3- 57,6 ng/mL.

Koncentracije uNGAL-a i hepcidina u urinu ne ovise o gestacijskom tjednu,

postnatalnoj dobi, Apgar ocjeni i porodajnoj tezini.

. N-ABO skupina ima znacajno povecane koncentracije uNGAL-a 1 hepcidina u urinu

u odnosu na N-Z skupinu.

Koncentracija testiranih biljega u urinu NGAL-a i hepcidina, znacajno je povecana
u prvome postnatalnom danu u skupini N-ABO, dok su koncentracije kreatinina

najvece tre¢i dan.

Koncentracije uNGAL-a kod skupine N-DBB su zna¢ajno povecane u odnosu na
N-Z skupinu, dok kod hepcidina u urinu nije opazeno znatno povecanje
koncentracije.

Utvrdena je slaba pozivna povezanost izmedu biljega uNGAL-a i hepcidina u urinu.

Zabiljezene su povecane koncentracije kreatinina i cistatina C u serumu u skupini

N-ABO u odnosu na N-Z i N-DBB skupinu.

. Novorodencad u skupini N-ABO imala je znatno manje vrijednosti eGFR-a u

odnosu na N-Z skupinu primjenom triju prediktivnih jednadZzbi.

Koristenjem cistatin C jednadzbe i CKID jednadzbe utvrdena je znacajna razlika u

vrijednostima eGFR-a izmedu skupine N-ABO i N-DBB.
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10. Dijagnosticka to¢nost testiranih biljega u novorodencadi s ABO-om, u prvom redu
uNGAL-a, potvrdena je visokom AUC vrijednosti od 0,987, dok je AUC vrijednost

za hepcidin iznosila 0,855.

11. Znatno povecanje koncentracije neinvazivnih biljega u urinu NGAL-a i hepcidina

ve¢ u prvih 24 h moze doprinijeti pravodobnom prepoznavanju ABO-a.
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3. POPIS KRATICA



ABO

AKIN
apoNGAL

AUC
BMP

BMP/HJV/SMAD
BUN

CAKUT

CMIA

CRP

CYS
ECM
eGFR

EIA
ELISA
ER

ERFE
ERSD
ESA
FNP
GFR

GLDH
HFE
HJF

IL
IL-18
IL-6

IL-8

akutno bubrezno ostecenje

kriteriji za definiciju i klasifikaciju akutnog bubreznog oStecenja

lipokalin udruzen s neutrofilnom gelatinazom bez vezanih siderofora i
zeljeza

povrsina ispod krivulje
kostani morfogenetski protein

kostani morfogenski protein/hemojuvelin/ SMAD signali put
ureja

prirodene anomalije bubrega i urinskog trakta
kemiluminiscentna imunokemijska metoda

C-reaktivni protein

cistein

1zvanstani¢ni matriks

procjena glomerularne filtracije

enzimska imunometoda
enzimska imunokemijska metoda

endoplazmatski retikulum
eritroferon

krajnji stadij bubrezne bolesti
stimuliraju¢ih agenasa eritropoeze
feroportin

glomerularna filtracija

glutamat-dehidrogenaza
homeostatski regulatora zeljeza

hemojuvelin
interleukin

interleukin 18

interleukin 6

interleukin 8
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KBB kroni¢na bubrezna bolest

KDIGO smjerinice inicijative za kvalitetu ishoda bolesti bubrega

KIM-1 molekula bubreznog ostecenja 1

LC/MS sustav tekuc¢inske kromatografije i spektrometrije masa

LCN2 lipokalin 2

LEAP-1 hepcidin

L-FABP jetreni protein koji veze masne kiseline

MMP-9 matriksna metaloproteinaza-9

MS masena spektrometrija

N-ABO novorodencad s akutnim bubreznim osteenjem

NADH nikotinamid adenin dinukleotid

NAG N-acetil-beta-D-glukozaminidaza

N-DBB novorodencad s drugim bubreznim osStec¢enjima i bolestima

NFkB jezgreni ¢imbenik kappa B

NGAL lipokalin udruzen s neutrofilnom gelatinazom

NMR spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije

NSAID nesteroidni antiupalni lijekovi

N-Z terminski zdrava novorodencad

PENIA nefelometrijska imunometoda

PETIA turbidimetrijska imunokemijska metoda s potpomognutim cesticama

POCT brzi test koji se izvodi uz pacijenta

r Spermanov koeficijent korelacije

RES retikuloendotelni sustav

RIA radioimunoanaliza

RIFLE kriterij rizika, ozljeda, zatajivanja, gubitaka bubrezne funkcije 1
zavr$nog stadija bubrezne bolesti

ROC krivulja operativnih karakteristika

RRT renalna nadomjesna terapija

Scys cistatin C u serumu;
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SELDI-TOF
SRID
TIMP-1

TMPRSS6
TRF 2

VEGF

matricom potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija
enzimski pojacana pojedinacna radijalna imunodifuzija
tkivni inhibitor matriksnih metaloproteinaza
transmembranska serinska proteaza 6

transferin receptor 2

vaskularni endotelni faktor rasta
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ABSTRACT

Objective Cystatin C (Cys-C) concentration has not been ex-
amined sufficiently among healthy newborn population, par-
ticularly in terms of reference values. This study aimed to es-
tablish gender-, postnatal age- and birth weight-specific Cys-C
concentration for healthy term newborns. Its objective was also
to examine if there were any differences between our measured
concentration and the reference interval established by the
CALIPER study.

Methods Serum samples from atotal of 90 healthy term new-
borns were used to determine Cys-C concentration. Cys-C was
measured within first three days of birth using particle-en-
hanced turbidimetric immunoassay (PETIA) on the Architect
plus ci8200 analyzer.

Results Median concentration of the Cys-C was 2.05 mg/L.
There were no statistically significant differences in Cys-C con-
centration regarding gender (p=0.779), birth weight
(p=0.505), postnatal age (p=0.512) or Apgar score (p=0.799).
The value of the 2.5th and 97.5th percentile for Cys-C concen-
trations for girls was 0.93-3.15 mg/L and for boys it was 1.5-
3.36mg/L.

Conclusion Cys-C concentration in healthy term newborns
does not depend on gender, birth weight, postnatal age, or
Apgar score. Our measured concentration range of CyS-Cin
healthy newborns turned out to be slightly wider than the in-
terval determined in the CALIPER study.
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Introduction

Cystatin C (Cys-C), a non-glycosylated low-weight molecular pro-
tein (13 kDa; 120 amino acid peptide chain), is a cysteine protein-
ase inhibitor which plays an important role in the intracellular ca-
tabolism of proteins. The synthesis of human Cys-Cis regulated by
the CST3 gene, which is located on chromosome 20p11.2 and is
known as the housekeeping gene [1]. Cys-Cis completely filtrated
by the glomerulus and catabolized in the proximal tubules and
therefore has been identified as an excellent potential marker of
kidney function. However, mainly due to logistic and/or financial
reasons, serum creatinine is still a more commonly used biomark-
er within this clinical setting.

Contrary to creatinine, Cys-C does not cross the placenta and is
not affected by gender, body muscle mass, age, inflammation, or ne-
onatal conditions such as jaundice [2, 3]. Results of past studies have
shown that it is a more accurate indicator of kidney function impair-
ment compared to creatinine and that it detects kidney changes ear-
lier [4,5]. However, in spite of obvious advantages, Cys-C studies in
newborns and infants are rather limited [6, 7]. To ensure effective re-
sultsinterpretation, a number of studies worldwide were performed
to determine the reference values of Cys-Cin newborns and children,
among which the best known is the Canadian Laboratory Initiative on
Pediatric Reference Intervals (CALIPER) study [8]. For better applica-
tion in clinical practice and correct interpretation in different patho-
logical conditions, it is necessary to have a recommended method
and a well-defined concentration for healthy newborns. Specifically
in pediatrics, physical development, nutrition, growth, organ matu-
rity, hormone and immune responses as well as diseases during spe-
cific age segments should be taken into account when determining
reference values for healthy newborns. As opposed to creatinine,
Cys-C does not cross the placenta. Therefore, serum values are ex-
pected to be constant within the first postnatal days, which presents
ahuge advantage compared to creatinine. Thus, the aim of the study
was to determine the serum concentration of Cys-C in healthy term
newborns within the first three days of life as well as to establish if
there was a difference in Cys-C serum concentrations in relation to
gender, postnatal age, birth weight, and Apgar score. Another aim
was to examine whether the CALIPER study results could be applied
to newborns in Bosnia and Herzegovina. The hypothesis was that
Cys-C concentration does not depend on gender, postnatal age, and
birth weight.

Materials and methods

Subjects

This study was conducted at the Medical Biochemistry Laboratory,
University Hospital Mostar, Bosnia and Herzegovina, with the ap-
proval of the Ethics Committee of the University Clinical Hospital
Mostar (Ethics Committee approval number 227212 at UCHM) in
adherence to the Declaration of Helsinki. Signed written informed
consent was obtained from all parents of newborns. The present
study was prospective and included 90 healthy newborns born from
April to October 2019. The newborns included in the study were de-
livered from full-term pregnancies, and inclusion criteria after clini-
cal examination were as follows: gestational age at birth>37 weeks,
Apgar score 2 8 in the first minute after birth, CRP level <5 mg/L, nor-

mal physical and kidney ultrasound examination [9-11]. If routine
clinical examination after birth showed the presence of infection,
cardiac disease, congenital anomalies, or chromosomal disorder, the
newborns were excluded from the study.

Methods

In the present study, we used leftover patient sera after perform-
ing routine laboratory tests (mainly bilirubin) required by a neona-
tologist after post-delivery examination. 1.1 mL of venous blood
was collected in micro sample tubes with gel (Sarstedt, Niimbre-
cht, Germany) with 23 G micro needles (Sarstedt) within 72 hours
after birth. The collected samples were centrifuged at 3000 rpm
for 15 minutes and stored at —80 °C until analysis. CRP concentra-
tion, which was the inclusion/exclusion criterion for the study, was
measured using a CRP latex reagent kit (Beckman Coulter, Ireland)
on the Beckman Coulter Chemistry Analyzer AU680. The Architect
Cystatin Creagent kit (1P93-30; Sentinel CH, Milan, Italy) was used
to measure Cys-C on the Architect plus ci8200 analyzer (Abbott,
Chicago, USA). The Architect Cystatin C assay is a particle-enhanced
turbidimetric immunoassay (PETIA). Latex particles coated with
anti-human cystatin C antibodies agglutinate when mixed with a
sample containing human Cys-C. The change in absorbance due to
agglutination of the reaction mixture is proportional to the quan-
tity of human cystatin Cin the sample. The assay was calibrated ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Architect Cystatin C
Calibrator 1P93-10, Sentinel CH) and checked daily by using com-
mercial controls (Architect Cystatin C Controls 1P93-20, Sentinel
CH). According to manufacturer’s data based on Laboratory Stand-
ards Institute (CLSI) protocol NCCLA EP5-A, intra assay CV was <5 %.

Statistical analysis

By applying the formula for single mean estimation and using re-
sults from a sample study conducted on three-day-old neonates in
Slovenia performed by Treiber et al. as a population variance, it was
possible to calculate the sample size [12]. With the 5% degree of
precision of the mean and the confidence coefficient set at 95 %,
the necessary sample size was 67. Since these calculations were
based only on the results available for the 37 post-natal day, we
rounded the sample size to 90 neonates to ensure higher precision
in parameter estimation for all the analyzed post-natal days. Data
analysis was performed using SPSS version 20 software (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA). Owing to skewed distributions (tested via the
Shapiro-Wilk test), non-parametric tests were used for further anal-
yses. Descriptive statistics for measurement data were shown as
median and interquartile range (from first (Q1) to third quartile
(Q3)), except for gestational age and Apgar score, which are pre-
sented as median and minimum-maximum. To estimate the dif-
ferences between two or more groups, the Mann-Whitney or Fish-
er’s exact test and the Kruskal-Wallis test were used. P values <0.05
were considered statistically significant. For the purposes of com-
parison, reference intervals for cystatin C on Abbott Architect were
taken from the CALIPER base [8].

Results

The study involved 37 healthy term newborn girls and 53 healthy
term newborn boys, both with a median gestational age 40 weeks.
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> Table 1 shows the general demographic characteristics (birth
weight, birth length, and Apgar score) of the study group. The pa-
rameters in the table show no statistically significant difference be-
tween genders. According to the obtained data, median serum
Cys-C concentration in the study group was 2.05 mg/L. Median
Cys-C concentration did not differ between newborn boys and girls
(p=0.779). The interval from the 2.5th to the 97.5th percentile re-
garding Cys-C concentration of newborn girls was 0.93-3.15mg/L,
whereas for boys it was 1.5-3.36 mg/L. The influence of postnatal
age and birth weight on Cys-C concentration was tested by com-
parison of different postnatal age subgroups and by comparison of
different weight subgroups. Statistically significant differences in
Cys-C concentrations were not observed between different post-
natal age subgroups (p=0.512) and between different birth weight
subgroups (p=10.505). Since eleven newborns did not have an
Apgar score of 10 in the first minute after birth, the difference in
Cys-C according to Apgar was also tested. These results did not
show a statistically significant difference between them, p=0.799
(> Table 2).

Discussion

Currently there is not enough data about serum Cys-C concentra-
tion in healthy newborns during the early postnatal period. The
present study aimed to gather information on the concentration
of Cys-Cin healthy term newborns during the first three days of life.
The results of our study showed that there was no significant dif-
ference in Cys-C concentration in relation to gender, postnatal age,
birth weight, and Apgar score, which supports the initial hypothe-
sis; also, these findings support a role of Cys-C as a robust marker
for early detection of kidney dysfunction in this population.
There have been several studies that measured Cys-C in healthy
term newborns during the first days after birth. One of these stud-
ies was by Bokenkamp et al., whose data showed that the median
concentration of Cys-C was 2.16 mg/L during first three postnatal
days [13]. These results show slightly higher concentration values
than obtained in the present study. In the study performed by Ma-
sise-Wobo et al., the measured Cys-C median concentration on the
first day after birth was 1.8 mg/L [14] and 1.6 mg/L on third day.
Olayinka et al. carried out a research obtaining Cys-C concentra-
tion values of 1.0 mg/L[15]. In another study, i. e., a study by Wil-
helm-Bels A. et al., the median concentration was 1.36 mg/L[16].
In the group of healthy term newborns included in a study by Kan-
dasamy et al., the median concentration of Cys-C was 1.7 mg/L
[17]. The above-mentioned studies show slightly higher or lower
results than the present study and the reasons behind these report-
ed differences in Cys-C may come from differences in the assay
methods and manufacturers. This is in agreement with a previous
study by Yata et al. that showed differences in Cys-C concentration
when using different assay methods [18]. Even a study by Tong et
al. showed somewhat lower median concentrations of Cys-C al-
though they were measured by the same method on Abbott Archi-
tect in the first three days of birth [19]. Reported differences in
Cys-C concentration may therefore be caused by racial/ethnic dif-
ferences in study populations. The present study did not find any
statistical differences in Cys-C concentration between boys and

girls, which is in agreement with previous research. Moreover, data
in the present study demonstrated no statistical differences in
Cys-C concentration with different healthy term newborns’ weight
and gestational age, which was also shown in the study by Kan-
dasamy et al. and by Madise-Wobo et al. From the previous studies
itis also evident that premature newborns weight and gestational
age did not have an impact on Cys-C concentration; it represents
another advantage of Cystatin C compared to creatinine in such a
vulnerable population [20-23]. Results similar to the present study
were also obtained in a study conducted by Lee et al. These results
did not show statistically significant differences in Cys-C concen-
tration during the first three postnatal days; such differences were
shown only at a postnatal age of 4-20 days [24]. Since it was car-
ried out on healthy newborns, the present study - as expected -
showed no significant difference in concentration of Cys-Cin new-
borns with an Apgar score of 10 compared to newborns with an
Apgar score of 9.

> Table 1 Demographic characteristics of healthy newborns.

General Total Males Females p
characteris-  (N=90) (N=53) (N=37)

tic

Gestational 40 (39-41) 40 (39-41) 40(39-41.75) 0.521*
age (weeks)

Birth weight 3450 3500 3450 0.764*
(a) (3180-3800) (3200-3800) (3110-3770)

Birth length 55 (53-56) 55 (53-56) 55 (53-56) 0.854*
(cm)

APGAR 10 (9-10) 10 (9-10) 10 (9-10) 1.000%

Data for birth weight and birth length are presented as the median and
interquartile range; data for gestational age and Apgar data are
presented as median and minimum-maximum. * Mann-Whitney U test;
fFisher's exact test; P<0.05 was considered statistically significant

> Table 2 Cystatin C concentration of healthy newborns.

Parameters Cystatin C (mg|L)
Median Q1-Q3 p value

Total study group A (N=90) 2.05 1.84-2.27 -

Gender

Girls (N=37) 2.04 1.81-2.26 0.779*

Boys (N=53) 2.05 1.84-2.29

Postnatal age

1st day (N=18) 1.95 1.84-2.25 0.512%

2nd day (N=61) 2.05 1.83-2.24

3rd day (N=11) 2.19 1.96-2.31

N =number of newborns; *Mann-Whitney U test; ¥ Kruskal-Wallis
ANOVA; P<0.05 was considered statistically significant
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Considering the 2.5th and 97.5thpercentiles with regard to re-
sults of 90 neonates, Cystatin C concentration range was slightly
wider than the interval determined in the CALIPER study (1.49-
2.85mg/L). However, it should be noted that the CALIPER study in-
terval does not only apply to infants between one and three days
of postnatal age, but the samples were taken in the interval from
birth to one month of age. A limitation of the present study was a
relatively small number of healthy newborns and the fact that no
additional serum biomarker was studied in order to compare its
relative utility in relation to Cys-C. However, the creatinine values
have many known limitations, among which the important one in
this population is maternal creatinine present in neonatal blood
during the early postnatal days. In the literature, mostly for ethical
reasons, there is a relatively small number of studies that involve
obtaining data on a healthy newborn population. Yet, it is neces-
sary to determine the ranges of concentration values in healthy
newborns and standardize measurements and methods. Access to
alarger sample is vital for establishing appropriate reference inter-
vals in order to obtain more information based on age, gender, and
ethnic group. Thus, future studies might be needed to include a
higher number of healthy newborns to help establish definitive ref-
erence intervals of the Cys-C concentration and in this manner con-
tribute to its use in the early detection of kidney dysfunction in
newborns, which will eventually lead to a lower number of misdi-
agnoses.

Conclusion

This study generated serum concentration of Cys-C for healthy
term newborns within the first three days of birth and demonstrat-
ed that there was no significant difference in Cys-C concentration
in relation to gender, postnatal age, birth weight, and Apgar score.
Concentration range has turned out to be slightly wider than the
interval determined in the CALIPER study. Serum Cys-C has prop-
erties that make it a more reliable biomarker for early diagnosis and
treatment.
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Abstract

Introduction: Urine neutrophil gelatinase-associated lipocalin (uNGAL) is a biochemical marker significant for early prediction of acute kidney
injury in adults. However, it has not been examined sufficiently among the infant population, particularly newborns in terms of reference values.
The aim of our study was to determine the concentration of uNGAL in healthy term newborns and to determine if there was a difference in uNGAL
concentration according to gender, postnatal age and birth weight.

Materials and methods: Our study involved 81 healthy term newborns birth (> 37 weeks, Apgar score > 8 in the first minute after birth, (RP < 5
mg/L). Urine NGAL was measured using chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) within 72 hours after birth, on Architect plus ci8200
analyser (Abbott, Chicago, USA). Data were analysed using Statistica software.

Results: The median concentration of uNGAL in the whole study group of healthy term newborns was 27.1 ng/mL (16.5-56.0 ng/mL) (newborn girls,
27.1 ng/mL (15.8-47.9 ng/mL); newborn boys, 27.9 ng/mL (16.5-61.0 ng/mL), P = 0.941). Median uNGAL concentration according to postnatal age
expressed in days was 28.2 ng/mL (11.7-57.2 ng/mL) 1*tday, 28.9 ng/mL (16.5-64.2 ng/mL ) 2" day and 23.9 ng/mL (20.2-46.6) 3" day, P = 0.863.
Regarding birth weight for newborns < 3500 g, median concentration was 25.0 ng/mL (16.5-45.4 ng/mL ) and for weight > 3500 g 30.6 ng/mL

(16.5-64.2 ng/mL), P = 0.455.

Conclusions: There were no significant difference in uNGAL concentration in relation to gender, postnatal age and birth weight.
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Submitted: February 21, 2020

Accepted: July 21,2020

Introduction

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL),
also known as lipocalin-2, LCN2, siderocalin, 24p3,
is a 25 kDa molecular weight protein. It belongs to
the lipocalin superfamily, which consists of pro-
teins that transport small hydrophobic molecules
such as lipids, steroid hormones and retinoids (1).
This biochemical marker appears to be significant
in early detection of acute kidney injury, but cur-
rently it has not been sufficiently examined in the
paediatric population, particularly in newborns

https://doi.org/10.11613/BM.2020.030706

population. Although NGAL can be secreted by
different types of cells, some research data indi-
cate its high diagnostic sensitivity and specificity
in acute kidney injury. Numerous studies empha-
sise its predictive, diagnostic and prognostic ben-
efits in acute kidney injury (2-8). To date, research
on urine NGAL in newborn population has includ-
ed certain conditions and illnesses such as asphyx-
ia and sepsis, which might cause acute kidney in-
jury. In most research, reference groups consisted
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of a small number of healthy newborns (9-12).
There is not enough data about NGAL concentra-
tion in healthy infants, including both serum and
urine NGAL, which challenges the probability of
correct interpretation in different pathological
conditions. Thus, the aim of the study was to de-
termine the concentration of urine NGAL (UNGAL)
in healthy term newborns, as well as to determine
if there was a difference between urine NGAL con-
centration in relation to gender, postnatal age and
birth weight. The hypothesis was that uNGAL con-
centration does not depend on gender, postnatal
age and birth weight.

Materials and methods
Subjects

The present study was prospective and included
81 healthy newborn (newborns girls, N = 31 and
newborn boys, N = 50) born at University Hospital
Mostar, Bosnia and Herzegovina, from April to Oc-
tober 2019. The study was approved by the Ethics
Committee of the University Clinical Hospital Mo-
star (Ethical approving number 2272/12 at UCHM)
in adherence to the Declaration of Helsinki. Writ-
ten informed consent was obtained from all par-
ents after explaining the purpose of the study. The
newborns included in the study were delivered
from full-term pregnancies and inclusion criteria
after clinical examination were as follows: gesta-
tional age at birth > 37 weeks, Apgar score > 8 in
the first minute after birth, C-reactive protein (CRP)
< 5 mg/L, normal physical and ultrasound exami-
nation (12-14). If routine clinical examination after
birth showed the presence of infection, cardiac
disease, congenital anomalies and chromosomal
disorder, the newborns were excluded from the
study.

Methods

The present study used the leftover serum sam-
ples that had previously been analysed in routine
laboratory tests (mainly bilirubin) required by a ne-
onatologist after the post-delivery examination.
The leftover serum was used to determine CRP
concentration, which was the including criteria for

Biochem Med (Zagreb) 2020;30(3):030706

the study. Venous blood samples were collected in
Micro sample tubes with gel (Sarstedt, Nimbre-
cht, Germany; volume 1.1 mL) with Micro needles
23 G (Sarstedt, Numbrecht, Germany). CRP con-
centration was determined using a CRP Latex rea-
gent kit (Beckman Coulter, Co. Clare, Ireland) on
Beckman Coulter Chemistry Analyser AU680
(Beckman Coulter, Brea, USA), controlled two times
a day (ITA Control Serum Level 1, REF. ODC0014;
ITA Control Serum Level 2, REFODCO0015; ITA Con-
trol Serum Level 3, REFODC0016). Urine samples (3
— 5 mL) were obtained within 72 hours after birth
in paediatric urine sterile collector for newborns
with a birth weight over 2000 g (B. Braun Medical,
Saint-Cloud, France) and centrifuged at 400 RCF
over five minutes and stored at - 80 °C until analy-
sis. Urine NGAL concentration was quantitatively
determined using original manufacturer Architect
Urine NGAL reagent kit (REF.1P37, LOT.89159U100,
Abbott, Sligo, Ireland) on Architect plus ¢i8200 an-
alyser (Abbott, Chicago, USA). The Architect Urine
NGAL assay is a two-step immunoassay for the
quantitative detection of NGAL in human urine us-
ing chemiluminescent microparticle immunoassay
(CMIA) technology. The Architect urine NGAL as-
say utilizes a non-competitive, sandwich format
with chemiluminescent signal detection. The as-
say includes a microparticle reagent prepared by
covalently attaching an anti-NGAL antibody to
paramagnetic particles and a conjugate reagent
prepared by labelling a second anti-NGAL anti-
body with acridinium. Following the immuno-
chemistry steps, the solid phase is washed again
and the acridinium label is triggered with peroxide
and base to generate the signal (15). The assay was
calibrated according to the manufacturer’s instruc-
tions (Architect Urine NGAL Calibrators, Abbott,
Ireland REF.1P37-01, LOT.86303UI00, 0.0 ng/mL,
10.0 ng/mL, 100.0 ng/mL, 500.0 ng/mL, 1000.0 ng/
mL, 1500.0 ng/mL) and checked by using commer-
cial controls (Architect Urine NGAL Controls, Ab-
bott, Ireland, REF.1P37-10, LOT.90414U100, Low
Control 20.0 ng/mL, Medium Control 200.0 ng/mL,
High Control 1200.0 ng/mL). According to Archi-
tect Urine NGAL manufacturer’s study, which was
based on Laboratory Standards Institute (CLSI)
EP15-A2 guidance, CV was < 6.7%.
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TasLE 1. General characteristics of healthy newborns

Characteristic F(N=31) M (N =50) P value*
(G\A‘f:;its')o nage 39.4 (37.0-41.1) 39.6 (37.0-41.4) 0.872
Birth weight (g) 3350 (2950-3600) 3525 (3250-3800) 0.056
Birth length (cm) 54 (53-56) 55 (53-56) 0.134
Apgar score (1 min) 10 (10-10) 10 (10-10) 0.741

Data are presented as the median and interquartile range, except for gestation age that is presented as median and minimum -
maximum. "Mann-Whitney U-test. F - newborn girls. M — newborn boys. P < 0.05 was considered statistically significant.

Statistical analysis

Data analysis was performed using Statistica 12.0.
software (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Non-paramet-
ric tests were used because the obtained data
were not normally distributed (Shapiro Wilk test).
Measurement data were indicated as median and
interquartile range (from first (Q1) to the third
quartile (Q3)), except for gestation age that is pre-
sented as median and minimum - maximum. To
compare two groups, Mann-Whitney U-test was
used. Kruskal-Wallis test was used to compare
more groups. P values < 0.05 were considered sta-
tistically significant.

Results

The study comprised 81 healthy term neonates,
newborn girls (subgroup F) and newborn boys
(subgroup M). The respective median gestational
ages were 39 (37-41) weeks in females, and 40 (37-
41) weeks in males. Median values with an inter-
quartile range along with general characteristics
of healthy newborns (birth weight, birth length
and Apgar score) differentiated by gender are
shown in Table 1. No parameter was shown to be
statistically significantly different between gen-
ders, although we observed an almost significant
difference regarding birth weight (P = 0.056). Me-
dian uNGAL concentration in the whole study
group was 27.1 ng/mL (16.5-56.0 ng/mL). The val-
ues did not differ between genders (P = 0.941), in
relation to postnatal age (P = 0.863) nor in relation
to birth weight (P = 0.455) (Table 2).

https://doi.org/10.11613/BM.2020.030706

TaBLE 2. Urine neutrophil gelatinase-associated lipocalin (uN-
GAL) concentration of healthy newborns

Parameter uNGAL (ng/mL) P

27.1 (16.5-56.0)

Total group (N = 81)

Gender
F(N=31) 27.1 (15.8-47.9)
0.941*
M (N =50) 279 (16.5-61.0)
Postnatal age
1st day (N = 20) 28.2 (11.7-57.2)
2nd day (N =51) 28.9 (16.5-64.2) 0.863"
3rd day (N =10) 23.9 (20.2-46.6)
Birth weight
< 35009 (N=41) 25.0 (16.5-45.4)
0.455*

> 3500 g (N =40) 30.6 (16.5-64.2)

Data are presented as the median and interquartile range.
*Mann-Whitney U-test. tKruskal-Wallis test. P<0.05 was
considered statistically significant.

Discussion

The study demonstrated that there was no signifi-
cant difference in uNGAL concentration in relation
to gender, postnatal age and birth weight, which
supports the hypothesis mentioned beforehand.
There have been several studies that included uN-
GAL concentration measurement in a healthy
newborn population. One of these studies, done
by Chen et al., included measurement of uUNGAL in
38 term newborns when they were three days old.
The median concentration of UNGAL was 88.1 ng/

Biochem Med (Zagreb) 2020,;30(3):030706
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mL (16). The uNGAL values were higher than in our
study. Another study by Sarafidis et al. was carried
out on 22 term infants on their first and third day
of life. Median urine NGAL concentration on the
first day of a newborns life was 6.8 ng/mL, while
this concentration was 7.1 ng/mL on the third day
(17). Abdelhady et al. carried out a research on a
control group of 20 newborns and results showed
the median uNGAL concentration of 9 ng/mL (18).
The only research carried out on a higher number
of subjects was conducted by Kamianowska et al.
(19). This research included 88 term-neonates with
median UNGAL concentration of 16.74 ng/mL. In
contrast to our study, their study proved that uN-
GAL concentration is significantly higher in female
newborns. The median concentration of uUNGAL
was 24.16 ng/mL for female neonates and 13.30
ng/mL for male neonates, P < 0.01. The uNGAL val-
ues in these studies were lower than those ob-
tained by us (17-19). The reasons for the reported
differences may result from different measure-
ment methods, different manufacture reagents
and antibodies. Study by Krzeminska et al. on 30
healthy adults demonstrated that uNGAL concen-
tration obtained by CMIA (Abbott) method was
significantly higher than ELISA (R&D Systems) (20).
It is highly important to note that the concentra-
tions in the present study were measured using a
fully standardized and automated CMIA method,
as opposed to most above-mentioned studies us-
ing ELISA method from different manufacturers
(16-19). Similar results to the present study were
published by Cangemi et al. on 25 newborns and
the median concentration of UNGAL was 30.3 ng/
mL (CMIA method, Abbott). Also in their study,
there wasn't a significant difference regarding uN-
GAL value associated with gender (21). Early re-
search, which examined a possible correlation be-
tween uNGAL, birth weight and postnatal age had
obtained conflicting results. Two separate studies,
done by Suchojad et al. and Lavery et al., showed a
negative correlation between uNGAL and birth
weight (22,23). On the contrary, our results are in
concordance with Elmas et al. that showed no dif-
ferences in UNGAL concentrations in regard to
birth weight (24). The study Seaidi et al. showed

Biochem Med (Zagreb) 2020;30(3):030706

that postnatal age is associated with uNGAL con-
centration (25). On the other hand, our results
agree with Lavery et al. study that showed no dif-
ferences in UNGAL concentration regarding post-
natal age (23). There is a relatively small number of
studies that deal with uNGAL concentration meas-
urement in healthy children, especially in new-
borns within the first days of life. Moreover, other
published papers addressing uNGAL concentra-
tion measurement include small groups of sub-
jects or children of different ages. Based on the lit-
erature review, the present study is the first one
that used automated CMIA method for measure-
ment of urine NGAL concentration over 80 healthy
term neonates. The big advantage of CMIA meth-
od is the shorter time of measurement of uUNGAL
(in our case about 35 minutes) which is highly im-
portant for routine clinical use, and is less demand-
ing in technical manner. Our findings pointed to-
wards a usable reference range limits for uUNGAL
among the newborn population. However, similar
to all previous studies, our study had the same po-
tential limitation - we did not use uNGAL/creati-
nine ratio. Our rationale was that at this early stage
of life creatinine excretion is not constant and
therefore cannot be used to improve the variabili-
ty of the results due to urine concentration. In con-
clusion, since it was carried out in healthy new-
borns, as expected, the present study showed no
significant difference in concentration of uNGAL in
relation to gender, postnatal age and birth weight
of new-borns. Future studies should include a
higher number of neonates utilizing the same
standardized method in order to precisely deter-
mine NGAL reference interval for neonate popula-
tion and thus contribute to the possibility of early
acute kidney injury recognition in the first days of
life.
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DIJAGNOSTICKA VRIJEDNOST NGAL I HEPCIDINA U RANOM OTKRIVANJU BUBREZNOG
OSTECENJA U NOVORODENCADI

VINKA MIKULIC

Nedostatak specifi¢noga ranog biokemijskog biljega velik je problem u dijagnostici i lije¢enju bubreznih oStecenja,
u prvom redu akutnoga bubreznog osStecenja (ABO) novorodencadi. Laboratorijska dijagnostika bubreznih
ostecenja jo§ uvijek se dobrim dijelom oslanja na promjene koncentracije kreatinina u serumu. Medutim, kreatinin
kao biljeg oSteCenja bubrega ima brojne nedostatke, od kojih je najvec¢i nedovoljna dijagnosti¢ka osjetljivost.
Posljedica je toga kasna dijagnoza, a samim time i ograni¢ena rana terapijska intervencija. Stoga se kontinuirano
istrazuju rani biokemijski biljezi koji bi bili od pomo¢i u ranom otkrivanju i prevenciji bubreznih ostecenja.

U ovom istrazivanju izmjerene su koncentracije urinskih biljega hepcidina i lipokalina povezanog s neutrofilnom
gelatinazom (NGAL, engl. neutrophil gelatinase associated lipocalin) te su usporedene s biljezima opcéeg statusa
bubrezne funkcije koji su trenutacno u upotrebi (kreatinin, cistatin C, eGFR). Radi $to boljeg razumijevanja
dijagnosticke tocnosti izabranih biljega bubrezne funkcije ispitanici su bili podijeljeni u tri skupine: terminski
zdrava novorodencad (N-Z, N = 120), novorodencad s akutnim bubreznim ostecenjem (N-ABO, N = 20) te skupina
s drugim bubreznim ostecenjima i bolestima (N-DBB, N = 23). U svrhu ovog istrazivanja koristila se iskljuc¢ivo
ostatna koli¢ina seruma preostala nakon provedenih rutinskih laboratorijskih pretraga, a uzorci urina uzeti su
unutar 72 sata nakon rodenja.

Rezultati ovog istrazivanja utvrdili su vece koncentracije urinskih biljega NGAL-a i hepcidina u novorodencadi s
ABO u odnosu na zdravu novorodencad. Koncentracije NGAL-a u pacijenata s drugim bubreznim bolestima
statisticki su znacajno veée u odnosu na zdravu novorodencad, dok kod hepcidina nije opazen bitan porast
koncentracije. Novorodencad s ABO imala je statisticki manje vrijednosti eGFR-a u odnosu na zdravu
novorodencad primjenom svih triju prediktivnih jednadzbi. Koristenjem cistatin C jednadzbe i CKID jednadzbe
utvrdena je statisticki znacajna razlika u vrijednostima eGFR-a izmedu skupine s N-ABO i N-DBB. U procjeni
dijagnosticke tocnosti za novorodencad u skupini N-ABO, u ovom se istrazivanju NGAL pokazao najboljim
izborom uz vrlo uvjerljive rezultate temeljene na ROC analizi. Dobivena je visoka vrijednost podrucja ispod
krivulje koja je pri grani¢noj vrijednosti 67,3 ng/mL iznosila 0,987, uz osjetljivost 97 % i specifi¢nost od 93,6 %.
S druge strane, AUC vrijednost za hepcidin iznosila je 0,855, gdje grani¢na vrijednost od 52,1 ng/mL ostvaruje
jako dobru osjetljivost od 81 %, ali znatno slabiju dijagnosticku specifi¢nost 70 %. Na temelju rezultata ovog
istrazivanja u novorodencadi s ABO rani porast koncentracije urinskih biljega te moguénost brzoga, jednostavnog,
standardiziranog i automatiziranog mjerenja, u prvom redu NGAL-a, moze doprinijeti realnom ukljucenju ovoga
neinvazivnog biljega u svakodnevnu klinicku praksu.

Rad je pohranjen u Centralnoj knjiznici Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Rad sadrzi: 132 stranice, 12 slika, 23 tablice i 269 literaturnih navoda. Izvornik je na hrvatskom jeziku.
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DIAGNOSTIC MEANING OF NGAL AND HEPCIDIN IN EARLY DETECTION OF RENAL
DAMAGE IN NEWBORNS

VINKA MIKULIC

The lack of specific early biochemical markers is a major problem in the diagnosis and treatment of kidney damage,
especially acute kidney injury (AKI) in neonates. Laboratory diagnostics of kidney damage still largely rely on
changes in serum creatinine concentration. However, creatinine as a marker of kidney damage has numerous
drawbacks, the biggest of which is inadequate diagnostic sensitivity. As a result, there is delayed diagnosis and
hence limited early therapeutic intervention. Therefore, early biochemical markers that could aid in early detection
and prevention of kidney damage are continuously being researched.

In this study, the concentrations of urinary biomarkers hepcidin and neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) were measured and compared with commonly used markers of general kidney function (creatinine,
cystatin C, eGFR). To better understand the diagnostic accuracy of the selected kidney function markers,
participants were divided into three groups: term healthy neonates (N-H, N = 120), neonates with acute kidney
injury (N-AKI, N = 20), and a group with other kidney injuries and diseases (N-OKD, N = 23). Only the remaining
serum samples after routine laboratory tests were used for this study, and urine samples were collected within 72
hours after birth.

The results of this study showed higher concentrations of urinary biomarkers NGAL and hepcidin in neonates with
AKI compared to healthy neonates. NGAL concentrations in patients with other kidney diseases were significantly
higher compared to healthy neonates, while no significant increase in hepcidin concentration was observed.
Neonates with AKI had statistically lower eGFR values compared to healthy neonates using all three predictive
equations. Using the cystatin C equation and CKID equation, a statistically significant difference in eGFR values
was found between the N-AKI and N-OKD groups. In the assessment of diagnostic accuracy for newborns in the
N-AKI group, this study showed that urinary NGAL was the best choice with very convincing results based on
ROC analysis. The obtained high area under the curve value was 0,987 at a cutoff value of 67,3 ng/mL, with a
sensitivity of 97% and specificity of 93,6%. On the other hand, the AUC value for hepcidin was 0,855, with a
cutoff value of 52,1 ng/mL achieving good sensitivity of 81%, but significantly lower diagnostic specificity of
70%. Based on the results of this study, the early rise in urinary biomarker concentrations in newborns with AKI
and the possibility of fast, simple, standardized, and automated measurement, primarily of NGAL, can contribute
to the real inclusion of this non-invasive biomarker in everyday clinical practice.

Thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 132 pages, 12 figures, 23 tables and 269 references. Original is in Croatian language.
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