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1. UvOD



1.1. Epidemiologija endemske nefropatije u Hrvatskoj

Endemska nefropatija (EN) je kroni¢na tubulointersticijska bolest bubrega, sporo
progresivnoga tijeka, koja u konac¢nici dovodi do terminalnoga bubreznog zatajenja. Povezana
je s karcinomima prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava. Kao klinicki entitet
prepoznata je sredinom proslog stoljec¢a. Bugarski su autori 1956. godine opisali prve slu¢ajeve
endemske nefropatije (1), a nedugo zatim slijede izvjestaji o EN u Hrvatskoj (2), Srbiji (3) i
Rumunjskoj (4). U slavonskobrodskoj bolnici registriran je tijekom 1956. i 1957. godine veci
broj bolesnika iz Brodske Posavine s kroni¢cnom bubreznom bolesti te je posljedicno tomu
1957. 1 1958. godine provedeno prvo epidemiolosko terensko istrazivanje (tzv. perlustracija) u
selima Bebrina i Pricac (2). Prema crkvenim zapisima o umrlima bolest je postojala i
desetlje¢ima ranije (2). Prvi dokumentirani slu¢aj endemske nefropatije u Hrvatskoj je
obdukcijski nalaz kroni¢ne intersticijske nefropatije u bolesnika iz Slavonskoga Kobasa
preminuloga na internom odjelu Klini¢koga bolnickog centra Zagreb 1949. godine (5).
Slavonski Kobas bio je jedno od sela s najve¢im brojem oboljelih u nasem endemskom Zaristu
te se bolest u narodu zvala ,,Kobaska bolest“. Odmah nakon prvih opisa bolesti u svim su
endemskim regijama pocela opsezna istrazivanja s ciljem otkrivanja uzroka bolesti,
epidemioloskih i klini¢kih karakteristika kao i dijagnostickoga algoritma te preventivnih mjera
i lije¢enja. Na temelju provedenih istrazivanja (1-13) utvrdene su karakteristike bolesti: a)
specifi¢na geografska distribucija — endemska nefropatija zahvaca jasno definirana podrucja
uz velike pritoke Dunava u Hrvatskoj, Srbiji, Bosni i Hercegovini, Bugarskoj i Rumunjskoj i
ta se distribucija nije promijenila do danas (14), b) zahvaceno je isklju¢ivo ruralno stanovnistvo
endemskoga kraja u odrasloj dobi, a mladi od 18 godina ne obolijevaju, ¢) mozaicka
distribucija - uz endemska sela u neposrednoj blizini nalaze se nezahvac¢ena neendemska sela,
d) u endemskom selu zahvacena su samo odredena kucanstva, u pravilu <10% kucanstava (tzv.
“crne kuce”), e) obiteljska zahvacenost, ali ne po nasljednom tipu (obolijevaju i ¢lanovi
kucanstva koji nisu krvni srodnici), f) povezanost s ve¢om ucestalosti karcinoma prijelaznog
epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava. Sve navedeno sugeriralo je da se radi o okolisSnom
uzro¢niku bolesti koji ima nefrotoksi¢no i karcinogeno djelovanje u predisponiranih osoba.
Velika ucestalost dvije inace rijetke bolesti, kroni¢ne intersticijske nefropatije i karcinoma
prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava, u usko ograni¢enom geografskom
prostoru ukazivala je kako je rije¢ o zajednickom okoliSnom uzro¢niku. S obzirom da bolest

nije nikada opisana kod djece za razvoj manifesne bolesti potreban je dug period izloZenosti.



U Hrvatskoj endemsko zariSte zahvaca Cetrnaest sela uz rijeku Savu zapadno od
Slavonskoga Broda u ranije ¢esto plavljenom Jelas Polju. To su Banovci, Bebrina, Brodski
Varo$, Dubocac, Kaniza, Luzani, Malino, Pricac, Slavonski Kobas, Slobodnica, Stupnicki
Kuti, Sumece, Zbjeg i Zivike (slika 1). U tim selima danas Zivi oko 10 000 stanovnika (15).
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Slika 1. Hrvatsko endemsko Zari$te (karta preuzeta s google maps)

Istrazivanja provedena u hrvatskome endemskom zaris$tu na ukrajinskim doseljenicima
koji su se krajem 19. i po¢etkom 20. stoljeca naselili u endemskim selima pokazala su da nakon
perioda boravka u endemskom selu od 15 do 20 godina doseljenici obolijevaju od EN u
jednakoj mjeri kao i autohtono stanovnistvo (16). S druge strane ukrajinski doseljenici koji su
se nastanili u susjednim neendemskim selima nisu obolijevali od EN. I na koncu, endemska
nefropatija nije nikada opisana u Ukrajini. Taj ,,prirodni pokus pokazao je kako se zaista radi
o okolisSnom ¢imbeniku kao uzro¢niku endemske nefropatije. Ta misteriozna bolest koja se
javljala u zemljama jugoistoéne Europe zaintrigirala je svjetsku znanstvenu zajednicu te je
1964. godine u Dubrovniku pod pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organizacije (SZO)
odrzana konferencija o endemskoj nefropatiji (17) na kojoj je usvojen naziv endemska
nefropatija, jasno je definirana bolest te su usvojeni prvi kriteriji za dijagnosticiranje bolesti. U
tom ranom periodu jos je jedna medunarodna konferencija u organizaciji CIBA fondacije
odrzana 1967. godine u Londonu (18).

Prije nego sto je odrzana SZO konferencija o endemskoj nefropatiji na kojoj su usvojeni
prvi dijagnostic¢ki kriteriji, prevalencija bolesti bila je prema izvjestajima iz razlicitih
endemskih zariSta vrlo razlicita i kretala se od 3,9 do 23,8%, a prevalencija osoba sumnjivih
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da boluju od EN od 4,2 do 36,7% (6) Sto je odraz primjene razli¢ite metodologije istraZivanja
i neujednacene definicije bolesti.

Prema prvim izvjeStajima zamije¢eno je da zene obolijevaju dva puta ceSce nego
muskarci (2) Sto se u zadnjim istrazivanjima gubi i taj se omjer krece oko 1:1,2 (19).
Prevalencija endemske nefropatije u naSem endemskom Zaristu u razdoblju 1975-1991. godine
iznosila je prosje¢no 4,4% (0,7% Sumece, 8,3% Prigac), a ako se bolesnima pridruze i sumnjivi
da boluju od EN prevalencija je iznosila do 20% (20,21). Sveobuhvatnim epidemioloskim
terenskim istrazivanjima (tzv. perlustracije) provedenim u Brodskoj Posavini 2005., 2008. i
2010. godine u devet 9 endemskih sela utvrden je pad prevalencije bolesti koja se sada
prosjeéno krec¢e oko 1% (0,0 do 2,3% ovisno o endemskom selu), a sumnjivih da boluju od EN
3,9% (0,9 do 6,5%) (19). Prevalencija od 0% registrirana je u selu Duboc¢ac u kojemu nije
utvrden nijedan oboljeli od endemske nefropatije, a takoder nije bilo nijednog bolesnika s
karakteristiénim karcinomom prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava. Pad
prevalencije zapazen je i u vecini drugih endemskih zarista (22,23), no izvjestaj iz jednoga
zari$ta u Srbiji navodi nepromijenjenu prevalenciju EN (24). Medutim, dodatnom analizom
metodologije koriStene u tom radu moze se razabrati kako je 1 tu rije¢ o istom trendu. U svim
je recentnim istrazivanjima utvrden pomak dobi u kojoj se javlja klinicki razvijena slika
endemske nefropatije prema starijim dobnim skupinama (19,22,23,24) sto ukazuje na
smanjenu izlozenost stanovnika uzro¢nom c¢imbeniku. U naSem je endemskom zari$tu
prosjecna dob bolesnih sada 74 godine, a sumnjivih 60 godina (19). I u srpskom endemskom
fokusu oko Kolubare, u kojem je zabiljezena nepromijenjena prevalencija EN, bolesnici su
znacajno stariji nego ranije $to sve ukazuje na smanjenu izlozenost okolisnom faktoru. Pomak
prema starijim dobnim skupinama jasno je vidljiv i prema dobi bolesnika koji zadnjih desetak
godina zapoc¢inju s lijeCenjem kroni¢cnom hemodijalizom u slavonskobrodskoj bolnici, ali i u
Lazarevcu, dok u NiSu zadnjih godina i nema visSe novih bolesnika s EN koji se pocinju lijeciti
ovom metodom nadomjestanja bubrezne funkcije. Sedamdesetih godina prosloga stoljeca u
endemskom kraju provedene su mnoge mjere s ciljem eliminacije inkriminiranih ¢imbenika
koji bi mogli biti uzro¢nici endemske nefropatije. Medu njima bili su izgradnja savskoga
nasipa, drenaznih sustava na poljima — kanala i crpnih stanica, izgradnja dubokih arteskih
bunara, a potom i priklju¢ivanje na vodovodnu mrezu, poboljSanje sanitarnih uvjeta i
unaprjedenje poljoprivredne tehnologije. Uz to, promijenio se nacin zivota stanovnika
endemskih sela koji sve viSe nalikuje onom u gradovima, a sve se manje seljaka bavi

poljoprivredom. Sve navedeno pridonijelo je smanjenoj izloZenosti uzrocnom ¢imbeniku i



posljedicno smanjenju incidencije bolesti, ali zasigurno najveéu ulogu igra upotreba
zajednickih velikih zadruznih mlinova i poboljSanje tehnologije zetve, tj. bolja separacija
sjemenki pSenice od raznih korova, pa tako i sjemenki biljke Aristolochiae clematitis. Kako bi
ispitali tu hipotezu Jelakovi¢ 1 suradnici proveli su istrazivanje na doseljenicima iz
neendemskih podruc¢ja Bosne i Hercegovine koji su se pocetkom devedesetih godina proslog
stoljeca, dakle nakon §to je doSlo do znatnih i1 vaznih promjena tehnologije zetve, doselili u
endemski kraj (25). Istrazivanje je pokazalo kako u bosanskih imigranata koji u endemskom
kraju borave 15-30 godina nema oboljelih od endemske nefropatije. Narocito je vazno $to je
utvrdeno da je ucestalost tubularne proteinurije znacajno manja nego u autohtonog

stanovniStva endemskog kraja, a bez razlika prema stanovnicima neendemskih sela (25).

Vazna karakteristika bolesti je i njena povezanost sa znacajno viSom incidencijom
karcinoma prijelaznoga epitela gornjega dijela mokraé¢noga sustava (26-29). Ovaj inace rijedak
tip tumora javlja se znacajno ¢eS¢e u endemskim selima, i za razliku od ostatka Hrvatske, javlja
se ¢eSce u zena (27). Specificni mortalitet od karcinoma prijelaznoga epitela gornjega dijela
mokrac¢noga sustava 14 je puta veéi u endemskim selima, nego u ostatku Brodsko-Posavske
Zupanije, a 55 puta veci nego u drugim dijelovima Hrvatske (27). U oboljelih od EN karcinom

prijelaznoga epitela javlja se 40-45% slucajeva (25,27).

1.2. Etiologija endemske nefropatije

Medu potencijalnim uzro¢nicima endemske nefropatije ispitivani su teski metali,
mikotoksini, fitotoksini, elementi u tragovima, virusi, genski ¢imbenici i dr. (3,30-34). Za
nijedan od navedenih potencijalnih uzro¢nika nije utvrdena jasna uzro¢no-posljedi¢na veza s
endemskom nefropatijom, niti je do sada utvrdena genska podloga koja bi objasnila zbog ¢ega
se bolest javlja samo u dijela izloZzenih stanovnika endemskih sela. Koncem prosloga i
poCetkom ovoga stolje¢a najviSe se istrazivao okratoksin A kao potencijalni uzroc¢nik
endemske nefropatije (35-37) §to je temeljeno na opazanjima O nefrotoksi¢nosti ovoga
okolisnog mikotoskina za Zivotinje, poglavito svinje. No ovu je hipoteza kona¢no odbacila
Europska agencija za sigurnost hrane zbog nedostatka dokaza o uzro¢noj povezanosti
okratoksina A i endemske nefropatije (38). O okratoskinu A i aristolohi¢noj kiselini kao
potencijalnim uzro¢nicima EN raspravljalo se na velikom medunarodnom simpoziju odrzanom

u Zagrebu 2005. godine ¢iji su zakljucei pridonijeli ovakvom stavu o okratoksinu A i bili su



nagovjestaj svih ostvarenih rezultata nasih istrazivanja o aristolohi¢noj kiselini kao uzro¢niku
EN (39).

Proteklo desetlje¢e provedena su brojna istrazivanja o uzro¢noj povezanosti
aristolohi¢ne kiseline i endemske nefropatije. Opazanja o povezanosti aristolohi¢ne kiseline i
bubrezne bolesti na ovim prostorima znatno su starija. Jo$ je davne 1954. godine Dumi¢
objavio svoja zapazanja o pojavi nefropatije s proteinurijom u konja uzrokovanoj trovanjem
korovom Vugcja stopa (Aristolochia clematitis) (40), a Martinc¢i¢ je na temelju klinicke slike i
patohistoloskoga nalaza bubrega uginulih konja posumnjao da bi ista biljka mogla biti
povezana s razvojem endemske nefropatije u ljudi (41). Ivi¢ je 1969. godine objavio svoja
zapazanja o pojavi A. clematitis u poljima oboljelih od endemske nefropatije te sjemenki tog
korova medu sjemenkama Zzita, a na animalnom je modelu dokazao nefrotoksi¢nost navedene
biljke kao i znakove tubularnoga osteé¢enja uz o¢uvane glomerule na patohistoloskom nalazu
bubrega intoksiciranih kunica (13). Takoder, dokazao je karcinogenost A. clematitis pojavom
sarkoma na mjestu injiciranja ekstrakta navedene biljke (42). Nazalost ti njegovi vrijedni
rezultati nisu prihvaceni od tadasnjih znanstvenika i struénjaka. Takvom stavu pridonijeli su i
rezultati Ceovica i suradnika (6) Kkoji nisu uogili povezanost A. clematitis i EN, no u to vrijeme
povezanost nisu ni mogli dokazati zbog tada nedostupnih sofisticiranih metoda kojima danas
raspolazemo. Stoga je hipoteza o A. clematitis kao potencijalnom uzro¢niku EN bila posve

zanemarena sljedecih tridesetak godina.

1.2.1. Nefropatija kineskih trava - nefropatija aristolohi¢ne kiseline (AAN)

Pocetkom devedesetih godina proSloga stoljeca opisani su slucajevi akutnoga
bubreznog ostecenja koje je vrlo brzo progrediralo u terminalni stadij kroni¢ne bubrezne bolesti
u stotinjak mladih, do tada zdravih, belgijskih Zena koje su u jednoj eminentnoj belgijskoj
klinici uzimale preparate za mrSavljenje (43). Sastavni elementi tih pripravaka godinama su
bili ekstrakti korijena tradicionalnih kineskih biljaka. Medutim, 1991. godine netko je sa zeljom
da poboljsa do tada koristenu formulu dodao u ,,koktel* biljke Stephania tetrandra i Magnolia
officinalis koje imaju diuretska svojstva. Moze se pretpostaviti kako je cilj bio da diuretski
ucinak S. tetrandre, uz dodatni gubitak nekoliko kilograma zbog izmokravanja, pridonese
dojmu boljega u¢inka na tijek lijeCenja pretilosti. Nazalost, osoba koja je pokusala unaprijediti
,.koktel* nije bila dovoljno upucena u kinesku farmakopeju te je ubrzo dokazano kako je doslo
do zamjene biljke S. tetrandra biljkom Aristolochia fangchi koja u kineskoj farmakopeji
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pripada istoj Fang Ji terapijskoj obitelji. Procijenjeno je da je izlozenih Zena bilo oko 1000, a
od nefropatije kineskih trava, kako je nazvana ta bolest, oboljelo je njih 5%. U onih bolesnica
u kojih je bubrezno zatajenje progrediralo u terminalnu fazu preko 40% imalo je 1 pridruzeni
karcinom prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava (44). Ta je hipoteza o
Aristolochia spp. kao uzro¢nom nefrotoksinu i karcinogenu u ovih bolesnica definitivno
potvrdena fitokemijskom analizom 1 dokazom aristolohi¢ne kiseline u uzorcima praha
otephania tetrandra“ u belgijskim ljekarnama (45), potom dokazom aristolaktam DNA
adukata u tkivu bubrega (46) i karcinomima urotela u izloZenih bolesnica (44) te kona¢no na
eksperimentalnom animalnom modelu (47,48). Cosyns i suradnici su prvi uocili podudarnost
patohistoloskoga nalaza bolesnica oboljelih od nefropatije kineskih trava i bolesnika s EN (49).
Slicno bubrezno oSteCenje tubularnoga tipa, slican patohistoloski nalaz tkiva bubrega te
povezanost s inace rijetkim karcinomom prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga
sustava pobudili su sumnju da su nefropatija kineskih trava i endemska nefropatija uzrokovane

istim uzro¢nikom (49-52).

1.2.2. Povezanost endemske nefropatije i nefropatije kineskih trava

Ova su belgijska istraZivanja ponovo ozivjela staru i ranije neopravdano odbacenu
Ivi¢evu hipotezu o A. clematitis kao uzro¢niku endemske nefropatije. U posljednjih petnaestak
godina provedena su ekstenzivna istrazivanja u hrvatskom endemskom zaristu pod vodstvom
profesora Bojana Jelakovi¢a u suradnji s velikim medunarodnim timom stru¢njaka koje je
predvodio profesor Arthur P. Grollman kojima je dokazano kako je aristolohi¢na kiselina
uzro¢nik EN.

Rezultati prvoga istrazivanja provedenoga 2005. godine u sklopu ovoga velikog i
dugotrajnog projekta (53) potvrdili su veéu izlozenost A. clematitis oboljelih od endemske
nefropatije. Oboljeli su ¢esce vidali biljku A. clematitis u svojim poljima te sjemenke A.
clematitis medu sjemenkama psSenice tijekom zetve. Kontaminacija pSenice sjemenkama A.
clematitis te posljedi¢no brasna koriStenoga za izradu kruha, nekada glavne prehrambene
namirnice u endemskom Kkraju, pretpostavljeni je put unosa aristolohi¢ne kiseline u organizam.
Analizom sjemenki A. clematitis iz endemskoga kraja izraunato je da bi dnevni unos 1/2 kg
kruha pripremljenoga od brasna kontaminiranoga samo jednom sjemenkom A. clematitis kroz
10 godina bio dovoljan da se dosegne kumulativna doza aristolohi¢ne kiseline poput one kojoj
su bile izlozene zene u belgijskoj kohorti (53). Nakon ovih zapazanja, uslijedila su daljnja
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istrazivanja koja su dokazala neupitnu uzro¢no-posljedi¢nu vezu izmedu aristolohi¢ne kiseline
i endemske nefropatije (39,53-56). Dokazani su aristolaktamski DNA adukti u tkivu bubrega
bolesnika s EN i u tkivu karcinoma prijelaznoga epitela bolesnika iz endemskog kraja §to je
bila potvrda ranije izloZenosti aristolohi¢noj kiselini (54). Osim toga, u desetine bolesnika s
endemskom nefropatijom i karcinomom prijelaznog epitela utvrdeno je da je dominantna
mutacija u spektru mutacija p53 gena transverzija A:T - T:A (56) sto je karakteristi¢na tzv.
,Hfingerprint “ mutacija za karcinome prijelaznoga epitela uzrokovane aristolohi¢nom kiselinom
(57,58). Ta mutacija inace je rijetka u karcinomima prijelaznog epitela u op¢oj populaciji. Dok
se u belgijskoj kohorti radilo o relativno kratkotrajnoj ingestiji (nekoliko mjeseci) visokih doza
aristolohicne kiseline kroz biljne pripravke za mrSavljene Sto je dovelo do brzeg razvoja
bubreznoga zatajenja, u endemskoj nefropatiji radi se o dugotrajnom unosu malih koli¢ina
aristolohi¢ne kiseline koji polagano, ali progresivno dovode do bubreznoga zatajenja nakon
perioda od minimalno 15 do 20 godina izlozenosti (39). Vrlo je vazno napomenuti kako smo
u nasoj kohorti bolesnika imali 1 skupinu bolesnika iz bosanskoga Zari$ta oko OdZaka i Orasja
te smo time dokazali kako je aristolohi¢na kiselina uzro¢nik EN ne samo u hrvatskom nego i
bosanskom zaristu. Na§ dugogodisnji suradnik profesor Jovan Nikoli¢ poslao nam je uzorke
svojih bolesnika iz srpskoga Zarista oko Lazarevca tako da smo dokazali kako je aristolohi¢na
kiselina uzro¢nik endemske nefropatije i u Srbiji (56). I na koncu, ono $to nas posebno raduje
jest podatak kako su naSi znanstveni takmaci, skupina znanstvenika iz Njemacke, Velike
Britanije i Rumunjske dokazali prisutnost aristolaktamskih adukata i tipicne mutacije u
rumunjskih bolesnika s EN (59). Time je potvrdeno kako je s jedne strane EN zaista identi¢na
bolest u svim balkanskim zemljama, a s druge strane nepobitno je potvrdeno kako je
aristolohi¢na kiselina njezin uzro¢nik.

Genska istrazivanja koja su u tijeku nastoje odgovoriti zbog ¢ega se tek u manjega broja
izloZenih bolesnika javlja nefropatija i/ili karcinom prijelaznoga epitela, dok drugi izlozeni
ostaju nezahvaceni. Podudarnost izmedu belgijskih i balkanskih bolesnika ocituje se 1 u
jednakoj ucestalosti obolijevanja izlozenih osoba koja iznosi 0ko 5% i u belgijskoj kohorti i
ranije u endemskom kraju. To ukazuje kako su isti polimorfizmi i/ili mutacije bilo na genima
za metabolizam aristolohi¢ne kiseline, bilo ukljucenih u reparaciju DNA prisutni u obje kohorte
bolesnika. Ti rezultati potvrdeni su i kod bolesnika s Tajvana lijeCenih pripravcima
tradicionalne kineske medicine koji su sadrzavali aristolohi¢nu kiselinu (60). Danas je
prihvaéeno i usvojeno kako su nefropatija kineskih trava i endemska nefropatija zapravo jedan

entitet - nefropatije uzrokovane aristolohi¢nom kiselinom, a razlikuju se klinickim tijekom



ovisno o trajanju, dozi i na¢inu ekspozicije aristolohi¢noj kiselini (61,62). Opisno se moze reci
kako je EN okolisni oblik, a nefropatija kineskih trava jatrogeni oblik nefropatije aristolohi¢ne

kiseline. Karakteristike EN i nefropatije kineskih trava prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike nefropatije kineskih trava i endemske nefropatije

Nefropatija kineskih trava Endemska nefropatija

Etiologija Aristolohicna kiselina Aristolohicna kiselina

Vrijeme do razvoja terminalnog

T 6 mjeseci do 2 godine 15 do 20 godina
Izgled bubrega Smanjeni, nepravilnih kontura, = Smanjeni, glatke povrsine,
bez kalcifikata bez kalcifikata
Histologija:
e Stanicna infiltracija + +
* Fibroza ++ ++
e Atrofija ++ +++
Kapilaroskleroza + +
Apoptoza ++ ++
Karcinom prijelaznog epitela + (gornji dio mokracnog + (gornji dio mokracnog
sustava) sustava)
Obiteljsko pojavljivanje - +

Prema De Broe ME. Chinese herbs nephropathy and Balkan endemic nephropathy: toward a single entity, aristolochic acid nephropathy.
Kidney Int. 2012; 81: 513-15.

1.2.3. Genotoksi¢nost i karcinogenost aristolohi¢ne kiseline

Sve biljke porodice Aristolochia sadrze aristolohi¢nu kiselinu I (8-metoksi-6-nitro-
fenantro (3,4-d)-1,3-dioksolo-5-karboksilna kiselina, AAI) i aristolohi¢nu kiselinu II (6-nitro-
fenantro (3,4-d)-1,3- dioksolo-5-karboksilna kiselina, AAII), nitrofenantrenske karboksilne
kiseline c¢ijom nitroredukcijom u stanicama nastaju reaktivni intermedijarni metaboliti
aristolaktam 1 i aristolaktam 11. Aristolaktami (AL) se kovalentno vezu za egzocikli¢ne amino
skupine na deoksiadenozinu (dA) i deoksigvanozinu (dG) tvoreci aristolaktamske DNA adukte
(63) (slika 2).
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Slika 2. Metabolizam aristolohi¢ne Kiseline i stvaranje adukata

Prilagodeno prema Dickman K, Sweet D, Bonala R i sur. Physiological and Molecular Characterization of Aristolochic Acid Transport by
the Kidney. J Pharmacol Exp Ther. 2011;338:588-597.

Nortier i sur. su pokazali da AL-dA adukti perzistiraju godinama nakon prestanka izloZenosti
aristolohi¢noj kiselini te sluze kao dugotrajni (dozivotni) biljeg ranije izloZenosti Aristolochia
sp. (44). Takve rezultate uo€ili smo i mi u nasih endemskih bolesnika, i onih s nefropatijom i
onih s karcinomom prijelaznoga epitela. Jos su istrazivanja u ranim 80-im godinama prosloga
stolje¢a pokazala da aristolohi¢na kiselina ostvaruje svoje mutagene ucinke vezanjem njenih
metabolita na DNA te je ve¢ tada svrstana kao genotoksi¢ni karcinogen (64,65). Kasnija su
istrazivanja pokazala da AL- DNA adukti aktiviraju ras onkogen u tumorskim stanicama
miSeva uzrokujuéi specificnu mutaciju — transverziju A>T u kodonu 61 ras gena
(CAA->CTA) (66,67). Istrazivanja na stani¢nim kulturama i na tumorima prijelaznoga epitela
bolesnika s AAN opetovano su pokazala karakteristicnu mutaciju u p53 genu (tzv.
,Lfingerprint®ili ,,signature mutaciju), a to je transverzija A>T na neprepisujuéem lancu DNA
(57,58). Vazno je odmah ukazati na ¢injenicu da se mutacija dogada na neprepisujuc¢em lancu,
a to znaci na dijelu DNA koji se ne moZe reparirati.

Na temelju tih i drugih istrazivanja o karcinogenosti aristolohi¢ne Kiseline,
Medunarodna agencija za istrazivanja raka (IARC) 2002. godine svrstala je Aristolochia sp.
medu dokazane humane karcinogene (68). Sasvim suprotno od zakljucka i stava prema

okratoksinu A.
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1.2.4. Nefrotoksi¢nost aristolohi¢ne Kiseline

Aristolohiéna kiselina (AA) odgovorna je za nefrotoksi¢ni u¢inak Aristolochia spp.
Prema klinickoj slici, laboratorijskom 1 patohistoloSkom nalazu, mjesto toksi¢noga bubreznog
oStecenja su proksimalni tubuli $to je i potvrdeno na animalnim modelima (69-71). Kao §to je
ve¢ reCeno, AA oznacava skupinu strukturno sli¢nih fenantrenskih karboksilnih kiselina medu
kojima su dominantne aristolohi¢na kiselina I i aristolohi¢na Kiselina 11. Ove dvije Kkiseline
medusobno se razlikuju po jednoj O-metoksi skupini u polozaju 8 koja je prisutna u AA-I, a
nije prisutna u AA-I1. S obzirom da su istrazivanja na animalnim modelima pokazala toksi¢nost
AA-I, ali ne i AA-11 (69,70), ¢ini se da je ova funkcionalna skupina kriti¢na za nefrotoksi¢nost
Aristolochia spp. AA se in vivo metabolizira na vise na¢ina. CYP1A1/2 katalizira demetilaciju
AA-I ¢ime nastaje netoksi¢na AA-la (72). Enzimskom nitroredukcijom (NAD(P)H:kinon
oksidoreduktaza (NQOL1), citokrom P450 CYP 1A1/2, NAD(P)H:CYP reduktaza) nastaju
aristolaktami (AL) koji nisu toksi¢ni (69), ali kao intermedijarni metabolit nastaje reaktivni
aristolaktam-nitrenium ion koji se kovalentno veze za purinske baze DNA i tvori AL-DNA
adukte (63). AL-DNA adukti predstavljaju premutagenu leziju odgovornu za karcinogenost
AA, no s obzirom da AA-1 i AA-Il u podjednakoj mjeri tvore adukte, a samo je AA-I
nefrotoksi¢na, smatra se da nisu odgovorni za toksi¢nost AA (69,70). Nefrotoksi¢nost AA nije
do danas u potpunosti razjasnjena. Dickman i suradnici pokazali su da se AA u velikoj mjeri
veze za proteine plazme te da stoga ne prolazi glomerularnu filtracijsku barijeru, ali pokazuje
izraziti afinitet za organske anionske transportere (OAT) na bazolateralnoj membrani
proksimalnoga tubula i na taj na¢in ulazi u stanicu proksimalnoga tubula ¢ime se moze objasniti
primarno mjesto oStecenja u proksimalnom tubulu (73). Ovo je vazan podatak kada se zna da
je rana Kkarakteristika EN upravo ostecenje proksimalnoga tubula Sto je dokazano
odredivanjima tubularne proteinurije i enzimurije (26,74,75), te je prema svim dosadasnjim
dijagnostickim kriterijima tubularna proteinurija jedan od kljucnih dijagnostic¢kih elemenata za
EN (76,77).

Ostecene stanice proksimalnoga tubula ulaze u proces epitelno-mezenhimalne
transformacije, migriraju u intersticij Sto je pocetak procesa fibroze. lzrazita fibroza bez
upalnoga infiltrata jedno je od patohistoloskih obiljezja EN. Na animalnim modelima dokazana
je uloga oksidativnoga stresa u AAN. Nakon izlaganja AA dolazi do stvaranja znacajnih
koli¢ina reaktivnih kisikovih i dusikovih radikala, deplecije glutationa, neadekvatne aktivacije
antioksidativnih enzima te mitohondrijskih ostecenja (78). Danas se zna da je apoptoza glavni
mehanizam stani¢ne smrti u AAN, a intersticijska upalna infiltracija odgovorna za prijelaz iz
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akutnoga u kroni¢no bubrezZno zatajenje (78). Iako se smatra da je inicijalno mjesto bubreznoga
oStecenja proksimalni tubul, neka su istrazivanja pokazala znacajne promjene i na krvozilju. U
bioptickim uzorcima tkiva bubrega bolesnika s AAN, kao i na animalnim modelima, dokazana
je znacajna redukcija peritubularne kapilarne mreze te znaCajan nerazmjer izmedu
vazoaktivnih tvari, snizena razina dusikova oksida te poviSena ekspresija endotelina 1. Iz toga

proizlazi da ishemija i hipoksija dodatno doprinose progresiji u kroni¢nu bubreznu bolest (78).

1.3. Klinicka slika endemske nefropatije

Endemska nefropatija je sporo progresivna bolest bubrega koja se u pravilu prezentira
u uznapredovalom stadiju bubrezne bolesti simptomima preterminalnoga bubreznog zatajenja.
Ti simptomi obuhvacaju slabost i bljedilo koZe kao posljedicu anemije, mrSavljenje,
glavobolju, poliuriju i nikturiju kao posljedicu tubularnoga ostecenja, a tek u terminalnom
stadiju javljaju se edemi i arterijska hipertenzija (12,21,79). Nespecifi¢no je, ali karakteristi¢no
za endemsku nefropatiju da je anemija (normocitna i normokromna) izrazenija nego $to bi to
odgovaralo stupnju kroni¢ne bubrezne bolesti. Takoder, karakteristi¢an je izostanak arterijske
hipertenzije i edema u ranim fazama bolesti. Kao znak tubularnoga ostecenja, prvo se javlja
poremecaj koncentriranja mokra¢e u vidu ucestaloga mokrenja, ali on uglavnom ostaje
neprepoznat. Bolest se dobro podnosi, ne utjeCe na radnu sposobnost bolesnika prakticki do
terminalnoga stadija (12,79). U vrijeme kada je bolest opisana, manifestna endemska
nefropatija javljala se u bolesnika u dobi od 45 do 50 godina, a od dijagnosticiranja bolesti do
smrti pro$lo bi manje od 5 godina (6). U terminalnoj fazi bolesti su prisutni uobicajeni
simptomi uremije.

Drugi aspekt klinicke slike je ucestala pojava karcinoma prijelaznoga epitela gornjega
dijela mokra¢noga sustava (pijelon i ureter) u endemskom kraju. Karcinomi se javljaju 10-ak
godina nakon postavljanja dijagnoze EN, ali mogu joj u manjem broju slu¢ajeva i prethoditi ili
mogu biti dijagnosticirani u isto vrijeme (80,81). NajceS¢e se javljaju unilateralno, a
prezentiraju se kao i u opéoj populaciji bezbolnom hematurijom. Cesti su recidivi. Znakovi
uznapredovale maligne bolesti javljaju se u manjeg broja bolesnika u vidu bolova u lumbalnoj
regiji, mrsavljenja, palpabilne tumorske mase u abdomenu i bolova u kostima. Zbog velike
ucestalosti karcinoma danas je prema konsenzus dokumentu stav da bolesnicima s endemskom

nefropatijom prije transplantacije bubrega mora biti u¢injena binefrektomija (77).
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1.4. Laboratorijski, radioloski i patohistoloski nalaz u endemskoj nefropatiji

S obzirom da je u endemskoj nefropatiji, kao nefropatiji aristolohi¢ne kiseline,
toksi¢nim djelovanjem prvenstveno zahvacen proksimalni tubul, tubularna proteinurija rani je
znak endemske nefropatije Sto je opazeno ve¢ od prvih istrazivanja bolesti. U pocetku je
proteinurija blaga i moze biti intermitentna, a karakterizirana je ekskrecijom proteina niske
molekulske mase poput f2-mikroglobulina, al-mikroglobulina, lakih lanaca imunoglobulina,
retinol-vezujuceg proteina, lizozima, dok je ekskrecija albumina normalna ili tek blago
povecéana (21,75,82-84). U ovih bolesnika utvrdena je i enzimurija — povecana ekskrecija
alanin-aminopeptidaze i laktat-dehidrogenaze te N-acetil-a-D-glukozaminidaze, no povisene
vrijednosti navedenih enzima nalazile su se i u nezahvacenih bolesnika endemskog kraja
(21,74) tako da nisu bili korisni u dijagnostickom algoritmu. U kasnoj fazi bolesti, kad su
sekundarno zahvaceni i glomeruli, javlja se mijeSana tubularna i glomerularna proteinurija. Za
utvrdivanje tubularne proteinurije isprva se u endemskoj nefropatiji koristio f2-mikroglobulin
(12,75), no kasnije se kao bolji biljeg tubularne proteinurije pokazao al-mikroglobulin (21,74).
Nalaz sedimenta urina je nespecifian, u bolesnika se moze naéi asepti¢ka leukociturija,
eritrociturija i cilindrurija (12,21). Relativna volumna masa urina je snizena §to ukazuje na
smanjenu sposobnost koncentriranja urina uslijed tubularnoga ostecenja. Urinokultura je
sterilna. U citologiji urina mogu se naci atipicne stanice ukoliko je nefropatiji pridruZzen
karcinom prijelaznoga epitela (85). Glomerularna filtracija ostaje dugo ocuvana. U
uznapredovaloj fazi deprimirane su sve bubrezne funkcije. Normocitna i normokromna
anemija se javlja relativno rano u tijeku bolesti i obi¢no je izrazenija nego $to bi odgovaralo
stupnju bubreznoga zatajenja. (12,21)

Ultrazvuéni prikaz bubrega je normalan u ranoj fazi bolesti, a u uznapredovaloj fazi
bubrezi su mali 1 odgovaraju kronicnom bubreZznom zatajenju.

Patohistoloski nalaz nije patognomonican za endemsku nefropatiju, ali je
karakteristican 1 razlikuje EN od drugih najces¢ih bubreznih bolesti kao S§to su
glomerulonefritisi, pijelonefritis, refluksna nefropatija, tubularna nekroza i dr. (86). U ranoj
fazi bolesti javljaju se u povrsnim dijelovima korteksa multifokalna podrucja edema
intersticija, proliferacije intersticijskog matriksa s hipocelularnim upalnim infiltratima i
degeneracijom epitelnih stanica bubreznih kanali¢a uz praktic¢ki intaktne glomerule (12).
Napredovanjem bolesti javlja se karakteristiCna patohistoloska slika endemske nefropatije -
hipocelularna intersticijska fibroza s atrofijom bubreZnih kanali¢a koja je izraZenija u povr$nim
dijelovima korteksa, a manje izrazena u unutarnjim dijelovima korteksa i meduli tzv.
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kortikomedularni gradijent (6,12,21). U uznapredovaloj fazi javlja se periglomerularna fibroza
i sekundarna skleroza glomerula, a te su promjene takoder izraZenije u povr$nim dijelovima
korteksa. Promjene na vaskulaturi ukljucuju hijalinozu arteriola i fibroznu hiperplaziju intime.
Makroskopski su bubrezi u terminalnoj fazi bolesti izrazito mali, simetri¢no skvréeni, glatkih
kontura, tezine < 50 grama (6,12,21).

Iako karakteristicne, patohistoloske promjene same za sebe nisu dostatne za
postavljanje dijagnoze endemske nefropatije jer se slicne promjene mogu uoditi i kod
intoksikacije olovom, kadmijem, litijem, pamindronatom, ciklosporinom, ifosfamidom te je
anamnesticki vazno iskljuciti izlaganje ovim tvarima (86).

U 40-50% bolesnika s endemskom nefropatijom odnosno nefropatijom aristolohi¢ne
kiseline javlja se pridruzeni karcinom prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava
(pijelon i ureter) (27,29). Najces¢i karcinom je neinvazivni papilarni karcinom prijelaznoga
epitela. Zbog ucestaloga javljanja karcinoma prijelaznog epitela u ovih bolesnika, potrebno je
isklju¢iti i abuzus analgetika, iako patohistoloski nalaz analgetske nefropatije ukljucuje
intersticijske infiltrate te papilarnu nekrozu bez kortikomedularnoga gradijenta fibroze

karakteristi¢noga za endemsku nefropatiju.

1.5. Dijagnosticki kriteriji

Buduc¢i da se endemska nefropatija neovisno pojavila u nekoliko razli¢itih geografski
nepovezanih 1 udaljenih ZzariSta, u proslosti su u svakom od njih istrazivaci koristili svoje
improvizirane kriterije za dijagnosticiranje bolesti. To je dovelo do vrlo razli¢itih i
neusporedivih epidemioloskih podataka o incidenciji i prevalenciji bolesti, a 1964. godine na
sastanku u Dubrovniku pod pokroviteljstvom Svjetske zdravstvene organizacije usvojeni su
prvi dijagnosticki kriteriji (17). Ti kriteriji razlikovali su tri skupine: skupina A — vjerojatno
oboljeli od endemske nefropatije (pozitivna proteinurija odredena dva puta pomocu
sulfosalicilne kiseline, sniZzena relativna volumna masa jutarnjega urina, povisen Sserumski
kreatinin, snizen hemoglobin i izostanak edema); skupina B - vjerojatno oboljeli od EN u kojih
bolest napreduje (porast serumskoga kreatinina koji progredira, snizenje hemoglobina osobito
ako je < 50% normalne vrijednosti); skupina C — sumnjivi da boluju od EN (osobe iz okolice
oboljelih s opetovanom proteinurijom kojoj uzrok nije neka druga bubrezna bolest).

Kasnije su ti tzv. SZO kriteriji modificirani s obzirom na razvoj novih biokemijskih testova

koji su mogli razlikovati tubularnu od glomerularne proteinurije, ali opet nisu bili uskladeni
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izmedu razliitth endemskih centara niti po tipu biljega tubularnoga oStecenja (2
mikroglobulin ili o1 mikroglobulin), niti prema grani¢nim (cut off) vrijednostima.

U naSem endemskom zaristu od 1980. godine Kkoristili smo modificiranu SZO
klasifikaciju, prema sljede¢im kriterijima: a) pozitivna obiteljska anamneza odnosno pozitivna
anamneza kuéanstva, b) tubularna proteinurija (a1lmCR >14 mg/g kreatinina ili alM > 10
mg/L), ¢) anemija (Hb < 120 g/L u muskaraca odnosno < 113 g/L u Zena), d) azotemija
(serumski kreatinin > 132,6 umol/L). Uz obavezno prethodno iskljucenje drugih bubreznih
bolesti osoba je bila proglasena bolesnom ukoliko su prisutni atb+c+d ili a+b+c ili b+c+d.
Sumnjivi da boluju od EN bili su oni kod kojih su prisutni kriteriji a+b ili b+c. Rizi¢ni su bili
oni koji su imali samo pozitivnu obiteljsku anamnezu odnosno Zzivjeli u kucanstvu gdje je bilo
oboljelih od EN. Pod ostale spadali su svi stanovnici endemskog sela u kojih nije prisutan niti
jedan od navedenih kriterija. Ova klasifikacija omogudéila je da rezultati epidemioloskih
terenskih istrazivanja u naSem zariS$tu budu medusobno usporedivi. No kako su u drugim
endemskim ZariStima koriSteni razli€iti kriteriji, u Bosni 1 Srbiji uglavnom tzv. Danilovicevi
kriteriji (87), rezultati iz razli¢itih endemskih Zzarista i dalje nisu mogli biti medusobno
usporedivi $to je znacajno otezavalo procjenu stvarnog stanja te procjenu kretanja bolesti u
buduénosti (77). Iz tih je razloga tijekom Medunarodnoga simpozija o endemskoj nefropatiji
odrzanog na otoku Bracu 2008. godine osnovana radna skupina sainjena od vodecih
stru¢njaka koji se bave EN/AAN ¢iji je cilj bio donijeti smjernice za probir, dijagnostiku i
lijeCenje endemske nefropatije. Konsenzus je uzeo u obzir sve recentne spoznaje i nove
smjernice su objavljene 2015.godine (77). Prema tzv. ,Brackoj“ Klasifikaciji koristimo
druk¢ije kriterije i grani¢ne vrijednosti nego ranije (tablica 1). Tubularna proteinurija
definirana je kao alMCR > 31.5 mg/g uz omjer alfa-1 mikroglobulina i alboumina u urinu
(a1m/UAC ) > 0.91 u bolesnika s prisutnom albuminurijom. Anemija je definirana kao Hb <
120 g/L u muskaraca i Zena starijih od 50 godina odnosno < 110 g/L u Zena mladih od 50
godina. Za procjenu bubrezne funkcije ne koriste se vise vrijednosti serumskoga kreatinina,
nego procijenjena glomerularna filtracija (eGFR) pomoc¢u CKD EPI formule sukladno KDIGO
smjernicama iz 2012. godine (88). ,,Bolesnima‘““ od endemske nefropatije smatraju se: a) osobe
s dokazanom endemskom nefropatijom na temelju biopsije (karakteristiCan patohistoloski
nalaz tkiva bubrega, dokazani AA-DNA adukti u tkivu bubrega ili dokazana karakteristicna
mutacija p53 gena u tumorskim stanicama), b) osobe koje u endemskom kucanstvu borave
dulje od 20 godina uz prisutnu tubularnu proteinuriju, snizenu eGFR < 60 ml/min/1,73m? i

anemiju, ¢) bolesnici koji u endemskom selu borave dulje od 20 godina s dijagnosticiranim
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karcinomom prijelaznoga epitela i tubularnom proteinurijom. ,,.Sumnjivima“ se smatraju osobe
koje a) Zive u endemskom kucanstvu dulje od 20 godina s eGFR < 60ml/min/1.73m? i
anemijom, b) zive u endemskom kucanstvu dulje od 20 godina s tubularnom proteinurijom, c)
zive dulje od 20 godina u endemskom selu i boluju od karcinoma prijelaznoga epitela.
,,Rizi¢nima“ se smatraju osobe koje a) Zive u endemskom kucanstvu dulje od 20 godina, b)
zive dulje od 20 godina u kucéanstvu sa sumnjivima od EN ili osobama s dokazanom
sporadi¢nom EN. U ovoj klasifikaciji pojavljuje se skupina koja ranije nije postojala, a to je
,oporadi¢na“ EN u koju spadaju a) osobe koje boluju od karcinoma prijelaznoga epitela, a ne
zive u endemskom kraju i ¢iji nalaz biopsije govori za endemsku nefropatiju, b) biopsija
bubrega u skladu s patohistolo§kim karakteristikama EN u c¢lanova obitelji oboljelih od

karcinoma prijelaznoga epitela izvan endemskog sela (tablica 2).

Tablica 2. ,,Bracka“ klasifikacija endemske nefropatije

1. BOLESNI 2. SUMNIJIVI
e Patohistoloski nalaz bioptata bubrega e  Boravak u endemskom kuéanstvu > 20
sugestivan za endemsku nefropatiju? godina
e Boravak u endemskom kuéanstvu > 20 + snizena eGFR3
godina +anemija’
+ tubularna proteinurija® e Boravak u endemskom kuéanstvu > 20
+ snizena eGFR3 godina
+ anemija* + tubularna proteinurija?
e Boravak u endemskom selu > 20 e Boravak u endemskom selu > 20
godina godina
+ karcinom urotela gornjega dijela + karcinom urotela gornjeg dijela
mokraénog sustava mokraénog sustava
+ tubularna proteinurija
3. RIZICNI 4. SPORADICNA EN®
e Boravak u endemskom kucanstvu > 20 e  Patohistoloski nalaz bioptata bubrega
godina sugestivan za EN u bolesnika s
e Boravak u kucanstvu sa sporadicnom karcinomom urotela izvan endemskog
endemskom nefropatijom > 20 godina sela ili u ¢lanova njegova kucanstva

Inema patognomoni¢nih patohistoloskih karakteristika za EN, ali karakteristi¢na patohistolo3ka slika u odsustvu druge bubrezne bolesti je visoko sugestivna za
EN; prisutnost AA-DNA adukata i karakteristicne p53 mutacije su dijagnosticke

2a-1MCR>31,5mg/g i a-1/UAC 20,91

3eGFR (CKD EPI 2009) < 60 ml/min/1,73m?

4Hb < 120 g/L za muskarce i Zene starije od 50 g odnosno < 110 g/L za Zene < 50 godina

Sbolesnici s kroniénom tubulointersticijskom nefropatijom u kojih su isklju¢eni drugi moguci uzroci (refluksna nefropatija, kroni¢ni pijelonefritis, rekurentni
pijelonefritis, hipertenzivna nefroskleroza, izlozenost olovu, kadmiju, biljnim pripravcima u kojima ima AA, ifosfamidu, ciklosporinu, pamindronatu, litiju,
nitrozoureji, abuzus nesteroidnih antireumatika)

(Prema Jelakovi¢ B i sur. Consensus statement on screening, diagnosis, classification and treatment of endemic (Balkan) nephropathy. Nephrol Dial Transplant.
2014; 29: 2020-27)
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1.6. Ostecenje proksimalnoga tubula

Proksimalni tubul Cesto je primarno mjesto bubreznoga ostecenja bilo toksi¢noga, bilo
ishemijskoga uzroka. Serumski kreatinin i ureja kao najceS¢e upotrebljavani klini¢ki
pokazatelji bubrezne funkcije pokazuju porast vrijednosti tek u uznapredovaloj fazi
bubreznoga ostec¢enja. Na njihove vrijednosti utjecu brojni faktori kao npr. tjelesna masa,
stupanj hidracije, komorbiditeti itd. zbog ¢ega pokazuju znacajne interindividualne i
intraindividualne varijacije. Zbog svega navedenoga neprecizni su u ranoj detekciji bubreznoga
oStecenja, razlikovanju uzroka i sijela bubreznoga ostecenja, kao i procjeni napredovanja
bubrezne bolesti. Stoga su u zadnja dva desetlje¢a provedena brojna istrazivanja S ciljem
pronalaska osjetljivijeg 1 specificnijeg biljega bubreznoga oStecenja od dosadaSnjih
tradicionalnih biljega — ureje i kreatinina.

Nakon os$teé¢enja proksimalnoga tubula u urinu se mogu detektirati razliciti proteini i
enzimi. Do njihove ekskrecije u urinu moze do¢i na dva nacina. Jedan je neadekvatna
apsorpcija slobodno filtriranih proteina niske molekulske mase kao npr. cistatin C (Cys C), 2
mikroglobulin, a-mikroglobulin, retinol-vezujuéi proteini, clara cell protein i dr. Drugi nacin
je ostecenje epitelne stanice proksimalnoga tubula s posljedi¢cnom pojavom proteina u urinu —
npr. lizosomski enzimi (N-acetil-B-D-glukozaminidaza - NAG), enzimi Cetkaste prevlake
(gama-glutamil transferaza, alkalna fosfataza, neutralna endopeptidaza) i citosolni proteini
(npr. a-glutation-S-transferaza - a-GST). Proteini koji se pojavljuju u urinu mogu biti
konstitutivni — proteini/enzimi koji su normalno prisutni u tubularnim epitelnim stanicama ili
lumenu tubula nakon filtracije, ali se normalno ne izluCuju urinom u znacajnim
koncentracijama (a-GST, cistatin C) i inducibilni — proteini i enzimi koji se inace ne nalaze u
tubularnim epitelnim stanicama i urinu, ali je njihovo stvaranje inducirano tubularnim
ostecenjem (npr. kidney injury molecule -1 - KIM-1).

Medu proteinima koji su se ekstenzivno istrazivali kao biljezi bubreznoga, primarno
akutnoga, ostecenja su kidney injury molecule-1 (KIM-1), faktor rasta hepatocita (hepatocyte
growth factor - HGF), neutrofil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), N-acetil-pB-D-
glukozaminidaza (NAG), a-glutation-S-transferaza (a-GST), z-glutation-S-transferaza (m-
GST), cistatin C, interleukin 18, interferonom gama inducirani protein 10 (interferon-y-
inducible protein-10 - IP-10) i dr. KIM-1 je visoko specifi¢an biljeg oStec¢enja proksimalnoga
tubula, HGF je involviran u prevenciju fibroze nakon bubreznog ostec¢enja, a IP-10 je biljeg
intersticijske upale nakon bubreznoga oste¢enja. Navedena tri biljega bili su predmetom ovoga
istrazivanja s ciljem odredivanja njihove moguce uloge u dijagnostici endemske nefropatije.
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1.6.1. Kidney injury molecule-1 (KIM-1)

Kidney injury molecule - 1(KIM-1) je transmembranski glikoprotein tip 1 koji se
dominantno nalazi na apikalnoj membrani epitelnih stanica proksimalnoga tubula (89).
Ekstracelularna komponenta sadrzi domenu nalik imunoglobulinu i mucinsku domenu, dok je
intracelularna komponenta vrlo kratka i sadrzi mjesta za tirozin fosforilaciju. Normalno nije
prisutan u epitelnim tubularnim stanicama, ali odmah nakon tubularnoga ostec¢enja dolazi do
pojacane ekspresije KIM-1 gena te se vrlo brzo nakon oste¢enja mogu detektirati KIM-1
MRNA i KIM-1 protein, i to vise od bilo kojeg drugog proteina nakon akutnoga osteéenja (89)
(slika 3).
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Slika 3. Kidney injury molecule-1. Gore: struktura KIM-1. Dolje lijevo: ektodomena KIM-1
izlucuje se u urinu. Dolje desno: imunofluorescencija KIM-1 i vimentina u Stakora 48h nakon

ishemijske ozljede

Prema: Ichimura T, Mou S. Kidney injury molecule-1 in acute kidney injury and renal repair: a review. J Chin Integr Med.
2008; 6(5): 533-38.

KIM-1 je selektivno eksprimiran u dediferenciranim, regeneriraju¢im stanicama
proksimalnoga tubula i ne nalazi se u drugim tkivima (89). Ektodomena KIM-1 proteina moze
se na¢i u urinu unutar 24 sata nakon ostecenja epitelnih stanica proksimalnoga tubula (90).
KIM-1 je fosfatidil-serin receptor koji prepoznaje apoptoticne stanice i usmjerava ih prema
lizosomima te na taj nacin transformira tubularne epitelne stanice u poluprofesionalne fagocite
(91). U akutnom ostecenju KIM-1 §titi bubreg facilitiraju¢i proces unosa i razgradnje
apoptoti¢nih stanica u preostalim epitelnim stanicama proksimalnih tubula te na taj nacin

ogranic¢ava upalni odgovor (92). Na animalnim modelima KIM-1 se pokazao kao vrlo osjetljiv
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i specifi¢an biljeg akutnoga bubreznog oste¢enja (93-95). Vaidya i sur. su analizom 17
multicentricnih pretklinickih istrazivanja na raznim animalnim modelima toksi¢noga
(cisplatina, gentamicin, vankomicin, takrolimus, ciklosporin A, tioacetamid) i ishemijskoga
akutnog o$te¢enja bubrega pokazali da je KIM-1 znacajno bolji prediktor i rani detektor
akutnoga bubreznog oStecenja u odnosu na tradicionalne biljege (ureja i kreatinin) (96).
Takoder, nakon primjene hepatotoksina (bromotriklormetan) i kardiotoksina (izoproterenol)
vrijednosti KIM-1 ostale su niske jer nije doSlo do tubularnoga ostecenja, Sto ukazuje da je
KIM-1 specifican biljeg bubreznoga oste¢enja. I u brojnim klinickim studijama KIM-1 se
pokazao kao superioran biljeg akutnoga tubularnog bubreznog ostec¢enja. U bolesnika nakon
kardiokirurske operacije KIM-1 je dobar prediktor razvoja akutnoga bubreznog zatajenja (97).
Kao biljeg tubularnoga oste¢enja, KIM-1 uz NAG pokazao se kao prognosticki faktor neovisan
o GFR u bolesnika s kongestivnim sréanim zatajenjem (98). U studiji koja je usporedivala
devet biljega bubreznoga ostecenja (KIM-1, HGF, IP-10, NGAL, NAG, IL-18, VEGF, cistatin
C, ukupni proteini) KIM-1 je bio najbolji prognosticki ¢imbenik za bubrezno nadomjesno
lijecenje ili smrt (AUC-ROC 0.93) (99). KIM-1 je koristan i kao biljeg karcinoma bubrega sto
ne iznenaduje imajuc¢i na umu njegovu pojacanu ekspresiju u dediferenciranim stanicama
proksimalnoga tubula (100). Ekspresija KIM-1 mRNA u bioptickom materijalu
transplantiranoga bubrega pozitivno korelira s padom bubrezne funkcije bubreznog presatka u
40-mjese¢nom pracenju (101).

Zarazliku od adaptivne uloge u akutnom bubreznom oste¢enju, kontinuirana ekspresija
KIM-1 u kroni¢noj bubreznoj bolesti je maladaptivna i vodi fibrozi i progresiji kroni¢ne
bubrezne bolesti (92). Humphreys i sur. su na miSjem modelu i u stani¢noj kulturi
imortaliziranih stanica proksimalnoga tubula pokazali da trajna ekspresija KIM-1, ¢ak i u
odsutnosti tubularnoga ostec¢enja, dovodi do razvoja progresivne intersticijske upale s fibrozom
te posljedi¢no razvojem bubreznoga zatajenja (102). Utvrdili su da trajna ekspresija KIM-1
korelira s vrijednostima proupalnog citokina MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1). Na
animalnom modelu ishemijskoga ostecenja bubrega ekspresija KIM-1 gena bila je zna¢ajno
poviSena i u akutnoj 1 u kroni¢noj fazi, 1 to znacajno viSe od drugih gena Sto upucuje da bi
KIM-1 mogao biti biljeg protrahiranoga tubularnog ostecenja i progresije akutnoga u kroni¢no
bubrezno ostecenje (103). U istrazivanju o subkroni¢noj kadmijskoj nefrotoksicnosti povisene
vrijednosti KIM-1 mogle su se detektirati znatno ranije od beta-2 mikroglobulina i
metalotioneina, a vrijednosti su bile to vise $to je ekspozicijska doza bila vec¢a (104). Wanders

i suradnici registrirali su povisene vrijednosti KIM-1 u bolesnika s nedijabetickom kroni¢nom
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bubreznom bolesti i proteinurijom (105). Smatra se da u ovih bolesnika poviSena albuminurija
uzrokuje tubularno oste¢enje. U skladu s tom hipotezom, isti su autori uocili pad vrijednosti
KIM-1 i proteinurije nakon lije¢enja ACE-inhibitorom i restrikcijom unosa kuhinjske soli. U
bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 1 i proteinurijom bazalne serumske vrijednosti KIM-1
pokazale su se kao snazan prediktor gubitka bubrezne funkcije i razvoja terminalne bubrezne
bolesti u periodu pracenja 5-15 godina (106).

Prema dosada$njim istrazivanjima KIM-1 se jasno nametnuo kao biljeg toksi¢noga
akutnog bubreznog ostecenja te su ga FDA i EMA uvrstile kao biljeg bubreznoga oste¢enja u
pretklini¢kim istrazivanjima razvoja lijekova (92). Sve se viSe razja$njava njegova uloga kao
biljega, ali i potencijalnoga terapijskog mjesta djelovanja u kroni¢nim bubreznim bolestima
(107-112).

Ono $to KIM-1 ¢ini izvrsnim biljegom bubreznoga osteéenja jest sljedece: nije
eksprimiran u zdravom tkivu bubrega, vrijednosti su znacajno povisene brzo nakon
tubularnoga ostecenja, perzistira u tubularnim stanicama do potpunog oporavka, ektodomena

se nalazi otpustena u urin te stabilnost u urinu na sobnoj temperaturi (113).

1.6.2. Faktor rasta hepatocita (HGF)

Faktor rasta hepatocita (hepatocyte growth factor -HGF) otkriven je kao protein s
mitogenim svojstvima za diferencirane hepatocite (114). To je heterodimer sastavljen od 69
kD velikog a-lanca i 34 kD velikog B-lanca. HGF se sintetizira u inaktivnom jednolan¢anom
obliku i aktivira se nakon proteolize specificnom serinskom proteazom u aktivni dvolancani
oblik (115). HGF posjeduje mitogena, motogena, morfogenetska i antiapoptoti¢ka svojstva u
raznim tkivima (116,117). Receptor za HGF otkriven 1991. godine je produkt c-met
protoonkogena (118). HGF je eksprimiran u tkivima mezodermalnoga porijekla (119), dok je
njegov receptor c-met eksprimiran u epitelnim stanicama ukljucujuéi jetru i bubreg (120).
Steroidni hormoni, citokini (faktor nekroze tumora alfa (TNF-a), interleukin 1 (IL-1),
interleukin 6 (IL-6) i faktora rasta fibroblasta (FGF)) reguliraju ekspresiju HGF i c-met
(121,122). Na animalnom modelu utvrden je djelomiéni inhibitorni u¢inak HGF-a na
hepatocelularnu karcinogenezu induciranu transformirajué¢im faktorom rasta o (TGF-a) (123).
Nadalje, HGF moze oponirati inhibirajuci u¢inak transformirajucega faktora rasta g (TGF-f3)
na stani¢ni rast (124). HGF je potentni mitogen za hepatocite te je vazan u embrionalnom
razvoju jetre (125). Fibroblasti s eksprimiranim HGF-om transplantirani u misju slezenu
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sprecavaju akutno jetreno oStecenje uzrokovano bakterijskim liposaharidima ili ugljikovim
tetrakloridom (126).

Istrazivanja na stani¢nim kulturama, animalnim modelima, kao i istrazivanja bubreznih
bolesti u ljudi pokazala su da bi HGF mogao biti znacajan faktor rasta i u bubregu. Tijekom
embrionalnoga razvoja bubrega HGF je eksprimiran prvenstveno u mezenhimu, dok je c-met
eksprimiran i u mokra¢ovodnom pupoljku (127). HGF stimulira epitelnu diferencijaciju
mezenhimnih stanica metanefrosa (128). Na stani¢nim kulturama dokazano je da HGF
proizveden u mezangijskim stanicama stimulira endotelni stanicni rast, a taj u¢inak negativno
moduliraju TGF-B i angiotenzin 2 (129). Autori smatraju da negativna regulacija lokalnoga
renalnog HGF-a posredovana TGF-f i angiotenzinom 2 moze imati znac¢ajnu ulogu u
patogenezi bubreznih bolesti. Igawa i suradnici pokazali su kako su mitogeni uc¢inci HGF-a u
epitelnim stanicama bubreznih tubula regulirani medustani¢énom interakcijom (130). U tom
istrazivanju sinteza DNA potaknuta HGF-om bila je povetana na mjestima male stani¢ne
gustoce, dok je na mjestima velike stani¢ne gustoce bila suprimirana. Prema ovim rezultatima
HGF bi mogao djelovati kao regulator bubrezne regeneracije (slika 4). U eksperimentalnom
modelu akutnoga bubreznog osteéenja sinteza HGF mRNA je bila povecana u bubregu i jetri,
dok je sinteza c-met m-RNA bila selektivno povecana na na mjestu najjacega tubularnoga
oStecenja ili hipertrofije (131). Kawaida i suradnici uocili su povisenu razinu HGF i HGF
mRNA u bubregu misa nakon ishemijskoga osteéenja ili nefrotoksi¢nog ucinka Zzivinog
klorida, a poviSene razine perzistirale su tijekom cijelog perioda regeneracije bubreznih tubula
(132). Nadalje, ekspresija c-met u bubregu misa raste nakon ishemije, unilateralne nefrektomije
i ostecenja folnom Kkiselinom (133). Na mi§jem modelu kroni¢ne bubrezne bolesti
(glomerulonefritis posredovan imunim kompleksima) Liu i suradnici istrazivali su bi li HGF
mogao inhibirati tubulointersticijsku fibrozu (134). Prema njihovim rezultatima, nakon
injekcije HGF-a doslo je do vise od Cetverostrukog porasta sinteze DNA u tubularnim epitelnim
stanicama u odnosu na miSeve kojima nije bio injiciran HGF. Nadalje, HGF je suprimirao
ekspresiju TGF-B i faktora rasta porijekla trombocita (PDGF), kao i proliferaciju
miofibroblasta u oSte¢enom bubregu. Posljedi¢no tomu, u navedenom je istrazivanju HGF
inhibirao pocetak tubulointersticijske fibroze i usporio progresiju glomeruloskleroze. U
akutnome bubreznom ostecenju povisene vrijednosti HGF u urinu u skladu su s njegovom
ulogom u stimulaciji proliferacije tubularnih epitelnih stanica (135). S druge strane, u
kroni¢nim glomerularnim bolestima, policisticnoj bolesti bubrega, kao 1 u uznapredovaloj fazi

kroni¢nog bubreznog zatajenja u urinu je prisutan HGF, ali u niskim koncentracijama
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(135,136). Na temelju rezultata navedenih, kao i brojnih drugih, istrazivanja Vargas u svom
preglednom ¢lanku zakljucuje da HGF u akutnome bubreZznom oSteCenju stimulira
regenerativne procese, dok bi u kroni¢noj bubreznoj bolesti mogao biti vezan uz histoloske

promjene koje vode do bubrezne insuficijencije (137).

Regeneracija

Remodelranje matriksa Apoptoza Stanictna proliferadja

TS
VAN

___ o

7N S\

. o o Epitelno-
Upalnisznitni Stvaranjecitokina Aktivacija Aktivacia  mezenhimna
infiltrat u bubregu miofibroblata mezangija tranzidja

Upalni cdgovor Fibroza

Slika 4. Protuupalno, antifibroticko i proregenerativno djelovanje HGF u kroni¢nim bubreznim

bolestima

HGF — faktor rasta hepatocita; NF-kB — nuklearni faktor kB; TGF-f — transformirajuéi faktor rasta .

Prilagodeno prema Liu Y, Yang J. Hepatocyte growth factor: New arsenal in the fights against renal fibrosis? Kidney Int.
2006; 70: 238-240.

1.6.3. Interferonom gama induciran protein 10 (IP-10/CXCL10)

Ovisno o poziciji cisteinskih ostataka na N-terminalnom kraju, citokini se dijele u 4 skupine —
C, CC, CXC i CX3C kemokine koji privlace razli¢ite podtipove leukocita na mjesto inflamacije
(138). Nakon stimulacije proinflamatornim citokinima dolazi do ekspresije kemokina u
razli¢itim tipovima bubreznih stanica — tubularnim epitelnim, intersticijskim, endotelnim i
mezangijskim stanicama (139). U razli¢itim bubreznim bolestima kemokini imaju vodecu
ulogu u privlacenju cirkulirajué¢ih leukocita na mjesto inflamacije (139). Klju¢na uloga
kemokina u upalnim bubreznim procesima potvrdena je u istraZivanjima u kojima je blokiran
ucinak kemokina neutraliziraju¢im protutijelima, antagonistima njihovih receptora, ili
disrupcijom gena ciljnog kemokina (139-141).

Interferonom gama induciran protein od 10 kD (IP-10/CXCL10) ¢lan je obitelji CXC

kemokina i ekspirmiran je u razli¢itim tipovima stanica (142). Njegov receptor CXCR
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ekspirimiran je dominantno na Thl stanicama, stoga IP-10 djeluje kemotakti¢no na Thl
stanice. IP-10 utjeCe na ekspresiju adhezijskih molekula te moze inhibirati stani¢nu
proliferaciju i angiogenezu (143). IP-10 secerniraju aktivirane inflamatorne stanice, renalne
tubularne stanice i mezangijske stanice, a kod akutnoga odbacivanja bubreznoga presatka
posreduju nakupljanje leukocita i Thl upalni odgovor (144,145). Urinarni IP-10 korelira sa
supklini¢kim 1 klinickim tubulitisom na protokolarnim i indiciranim biopsijama bubreznog
presatka (146). Na miSjem modelu akutnoga ishemijsko/reperfuzijskog osteéenja bubrega
detektirana je povisena razina IP-10 mRNA u tkivu bubrega (147). U istrazivanju Vaidye i
suradnika devet biljega tubularnoga oste¢enja, medu kojima je i IP-10, izlu¢ivali su se urinom
u znacéajno ve¢im koncentracijama u bolesnika s akutnim bubreznim oste¢enjem (uzrokovanom
razli¢itim uzrocima poput ishemije, sepse, izlozenosti nefrotoksinima, iv kontrastu i dr.) u
odnosu na zdrave bolesnike, kao i hospitalizirane bolesnike bez elemenata akutnoga bubreznog
ostecenja (99). Povecana ekspresija IP-10 u tubulointersticiju te povisena razina urinarnoga IP-
10 utvrdene su i u bolesnika s dijabetickom nefropatijom (148). Nadalje, povecana ekspresija
IP-10 u tubulointersticiju dokazana je na animalnom modelu tubulointersticijskog nefritisa
(149) te opstruktivne nefropatije (150). IP-10 i njegov receptor CXCR3 eksprimirani su u
glomerularnim viscelarnim epitelnim stanicama (151). Na mi§jem modelu o$tecenja endotela
bubrega Panzer i sur. pokazali su pojacanu ekspresiju IP-10 mRNA selektivno u endotelnim
stanicama tubulointersticija $to je bilo praceno infiltracijom T limfocita, dok je navedena
ekspresija izostala u glomerularnim endotelnim stanicama (152).

Kako je apoptoza glavni mehanizam stani¢ne smrti u AAN, a interstcijska je upalna
infiltracija odgovorna za prijelaz iz akutnoga u kroni¢no bubrezno zatajenje (78), IP-10 mogao

bi se naci u povisenim koncentracijama u urinu bolesnika oboljelih od endemske nefropatije.

Iako novi biljezi bubrezne bolesti mnogo obecavaju, vecina je istrazivanja provedena
na relativno malom broju ispitanika i najées¢e vezano za akutno bubrezno ostecenje. Prije nego
bilo koji od tih biljega ude u rutinsku klinicku praksu potrebna je potvrda dosadasnjih rezultata
u brojcano veéim istrazivanjim, kao i njihova uloga u kroni¢nim bubreznim bolestima. S
obzirom na niz jo§ nerazjasnjenih pitanja u endemskoj nefropatiji ovi bi biljezi mogli biti od
klini¢ke koristi. Ukoliko su poviSeni u ispitanika iz endemskoga kraja mogli bi imati znacenje
u dijagnostickom algoritmu. Ukoliko nema razlike prema neendemskim ispitanicima, to bi bio
jos$ jedan od pokazatelja inaktivnosti zarista te o¢ekivanoga iscezavanja endemske nefropatije

u godinama koje slijede.
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2. HIPOTEZA
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Hipoteze ovoga istrazivanja su:

Akutno tubularno ostec¢enje odredeno novim biljezima bubreznoga oste¢enja (KIM-1,
HGF i IP-10) zbog smanjene izlozenosti okolisnom toksinu tj. aristolohi¢noj kiselini
vise nije prisutno u ,,Bolesnih i sumnjivih* od endemske nefropatije.

Nema razlika u navedenim biljezima izmedu ,,Bolesnih i sumnjivih®, ,Rizi¢nih* te
,,Ostalih®, kao niti izmedu ispitanika iz endemskih sela i kontrolnoga neendemskog
sela.

25



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Ciljevi istrazivanja

e Utvrditi dijagnosticku ulogu novih biljega tubularnoga ostecenja (KIM-1, HGF i IP-10)
usporedbom vrijednosti izmedu ispitanika iz endemskoga i heendemskoga podrucja, a
potom i izmedu pojedinih podskupina ispitanika unutar EN kraja — ,,Bolesnih i
sumnjivih®, , Rizi¢nih* i ,,Ostalih“. Novi biljezi bubreznoga tubularnog ostecenja
usporedit ¢e se s dosadasnjim biljegom bubreznoga ostecenja alfal-mikroglobulinom.

e Usporediti vrijednosti navedenih biljega izmedu starosjedilackog stanovniStva i
stanovnistva koje u endemskom kraju zivi krace od 20 godina.

e Utvrditi aktivnost Zarista u endemskom kraju, tj. ocijeniti moze li se ocekivati pad
prevalencije bolesti.

e Utvrditi prognosticku vrijednost pojedinog biljega za progresiju bubreznoga oste¢enja

i klini¢ki tijek nakon perioda praé¢enja od sedam godina.
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4. ISPITANICI | METODE
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4.1. lIspitanici
4.1.1. Biljezi oSte¢enja proksimalnoga tubula i endemska nefropatija

Ovo istrazivanje  provedeno je u sklopu znanstveno-istrazivackoga projekta
Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta “Endemska nefropatija u Hrvatskoj,
epidemiologija, dijagnostika i etiopatogeneza‘“ (108-0000000-0329, voditelj projekta prof. dr.
sc. B. Jelakovic) te projekta Hrvatske zaklade za znanost "Molekulsko profiliranje i proteomika
karcinoma urotela™ (br. 04/38, voditelj projekta prof.dr.sc. B. Jelakovi¢). U sklopu projekata
organizirana su velika epidemioloska istrazivanja sela zahvac¢enih endemskom nefropatijom
tzv. perlustracije u suradnji s Hrvatskim zavodom za javno zdravstvo, Zavodom za javno
zdravstvo Brodsko-posavske Zupanije i Opcom bolnicom ,,Dr. Josip Benéevi¢™ Slavonski
Brod, a prema Planu i programu mjera Ministarstva zdravstva i socijalne skrbi Republike
Hrvatske uz odobrenje nadleznih eti¢kih povjerenstava.

Perlustracija, tijekom koje je u¢injeno i ovo istrazivanje, provedena je 2008. godine u
tri endemska sela (Slavonski Kobas, Zivike i Pri¢ac) te dva kontrolna sela (Klakar i Donja
Bebrina). U istrazivanje je uklju¢eno 978 punoljetnih stanovnika navedenih sela. U sklopu
istrazivanja proveden je opsezan upitnik od strane medicinskog osoblja koji je sadrzavao
podatke iz osobne, obiteljske i epidemioloske anamneze, podatke o duljini boravka u selu, o
prehrambenim navikama ispitanika, izlozenosti potencijalnim drugim nefrotoksinima te o
poljoprivrednim procesima obrade zemlje, Zetve i pripreme brasna, te konzumacije kruha. Sva
pitanja odnosila su se na sadasnje vrijeme i na vrijeme 20-30 godina u proslosti. Svi ispitanici
su klinicki pregledani te im je izmjerena tjelesna visina i tjelesna masa. Arterijski tlak (AT)
mjeren je tri puta Omronovim tlakomjerom (Omron M3) s odgovaraju¢om orukvicom u
sjede¢em polozaju nakon pet minuta mirovanja prema preporukama Europskoga drustva za
hipertenziju (153). Ispitanicima je uzet uzorak krvi nataste te uzorak prvoga i drugoga jutarnjeg
urina.

Od navedenih 978 ispitanika, u daljnju analizu ukljuceno je 708 ispitanika. lzuzeto je
270 ispitanika zbog razloga prikazanih na slici 5.
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978 ispitanika

/—‘ 57 nedostatni podaci za klasifikaciju |

126 neadekvatna gustoca urina

——| 30 akutni uroinfekt |

9 hematurija |

270 iskljucenih

ispitanika

| 3HD |

| 7087ada

linju analizu |

550 ispitanika EN sela |

158 ispitanika
kontrolnasela

3 proteinurija = 1g/L

—{ 1 kronicni pijelonefritis |

1 nefrolitijaza i hidronefroza |

_| 29 Seferna bolest |

_‘ 8 kongestivno sréano zatajenje |

3 ostalo

346 ostali =P BRACKA KLASIFIKACIA

28 bolesnii 176
sumnjivi Fizi€ni
43 bolesnii 176
sumnjivi riziéni

331 ostali = 570 KLASIFIKACIIA

Slika 5. Dijagram ukljucenih ispitanika

Ispitanici iz endemskih sela klasificirani su prema modificiranoj klasifikaciji Svjetske

zdravstvene organizacije i prema novoj tzv. ,,Brackoj” klasifikaciji.

Prema modificiranoj SZO klasifikaciji (17) bolesnici su raspodijeljeni prema sljede¢im

kriterijima:

1) pozitivna obiteljska anamneza,

2) tubularna proteinurija (omjer al mikroglobulin/kreatinin u mokra¢i) > 14 mg/g

3) anemija (hemoglobin < 120 g/L u muskaraca, hemoglobin < 113 g/L u Zena)
4) eGFR CKD EPI < 60 ml/min/1,73m2
u skupine kako slijedi:
,.Bolesni — 1+2+3+4, ili 1+2+3 ili 2+3+4

sumnjivi« — 142, ili 2+3

,,Rizi¢ni“ — 1

,,Ostali — stanovnici endemskih sela koji ne zadovoljavaju nijedan gore navedeni kriterij.
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Prema novoj “Brackoj” klasifikaciji bolesnici su raspodijeljeni prema sljede¢im
kriterijima (tbl. 1):

1. boravak u EN selu / EN kucanstvu > 20 godina (2008. godine nije uziman podatak o
boravku u EN kucanstvu jer tada je bila aktualna SZO klasifikacija; boravak u EN
kucanstvu definiran je u ovom istrazivanju boravkom u EN selu >20 godina + pozitivha
obiteljska anamneza)

2. tubularna proteinurija (¢ 1MCR > 31,5 mg/g + a1 M/UAE > 0,91)

3. anemija (Hb < 120 g/L muskarci i Zene starije od 50 godina; Hb <110 g/L Zene mlade
od 50 godina)

4. eGFR CKD EPI <60 ml/min/1,73m2

5. Karcinom prijelaznog epitela

u skupine kako slijedi:

,,Bolesni*“ — 1 (ku¢anstvo)+2+3+4, ili 1(selo)+2+5

»oumnjivi‘“ — 1 (kucanstvo)+2 ili 1 (kucanstvo)+3+4 ili 1(selo)+5

,»Rizicni“ — 1

,,Ostali“ — stanovnici endemskih sela koji ne zadovoljavaju nijedan gore navedeni kriterij.

Posebnu skupinu ¢inili su ispitanici iz neendemskih sela.

S obzirom da su prema ,,Brackoj* klasifikaciji kriteriji strozi, tako je i broj ,,Bolesnih*
od endemske nefropatije znacajno manji nego prema ranijim klasifikacijama te ih je u ovom
uzorku prema ,,Brackoj* klasifikaciji bilo svega troje. Kako se ,,Sumnjivi“ da boluju od
endemske nefropatije mogu smatrati predstadijem bolesti odnosno ranom fazom endemske
nefropatije, u ovom istrazivanju objedinili smo ,,Bolesne“ i ,,Sumnjive* u jednu skupinu

,,Bolesni i sumnjivi“, kao §to smo ve¢ ranije radili mi, ali i drugi autori (154,155).

4.1.2. Biljezi oStecenja proksimalnoga tubula i pogorsanje bubrezne funkcije

Jedan od ciljeva ovoga istrazivanja bio je i odrediti kolika je prediktivna vrijednost
novih biljega tubularnoga ostecenja za razvoj kroni¢ne bubrezne bolesti odnosno za pogorsanje
bubrezne funkcije.

Budu¢i da smo u ovom dijelu istrazivanja zeljeli odrediti utjecaj novih tubularnih

biljega na pogorsanje bubrezne funkcije u opcoj populaciji u ovu analizu smo ukljucili 1
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bolesnike sa Se¢ernom bolesti i drugim bubreznim bolestima koje smo u ranijim analizama bili
iskljucili. Iz analize su i ovaj put izuzeti bolesnici s moguc¢im akutnim uzrocima oStecene
bubrezne funkcije poput uroinfekta te ispitanici s nepotpunim podatcima. Od pocetno
ukljucenih 978 ispitanika isklju¢eno je 228 ispitanika zbog razloga prikazanih na slici 6, 72
ispitanika su umrla, a 260 ispitanika nije bilo dostupno (36 se odselilo, 48 odbilo sudjelovati,
176 je aktualno bilo izvan mjesta prebivalista ili opetovano nije zateGeno na adresi). Na taj
smo nacin dosli do ukupnog broja od 418 ispitanika koji su se odazvali kontrolnom pregledu

§to uz 72 umrla ¢ini 65.3% (slika 6).

978 ispitanika | 1| 57 nedostatni podac

— 126 neadekvatna gustoda urina

—| 30 akutni uroinfekt
228 -
——|9h
iskljuéenih 9 hematurija
ispitanika
3HD
3 ostalo
750 ispitanika za daljnju analizu |
72 umrlo

36 se adselilo

332 nije u

pracenju nakon 7 1 48 odbilo sudjelovati
godina

176 izvan mjesta prebivaliita

418 ispitanika u prafenju
nakon 7 godina

Slika 6. Dijagram ukljucenih ispitanika u sedmogodi$njem prac¢enju

Cilj ovoga prospektivnog dijela istrazivanja bio je odrediti mogu li bazalne vrijednosti
tubularnih biljega biti pouzdan prediktivni biljeg novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti
odnosno biljeg pogorsanja bubrezne funkcije veceg od ocekivanog u sedmogodisnjem periodu.
Novonastala kroni¢na bubrezna bolest definirana je padom eGFR < 60 ml/min/1,73m? u
ispitanika u kojih je 2008. godine bila iznad 60 ml/min/1,73m?. Pogorsanje bubrezne funkcije
veée od fizioloskoga starenja definirano je kao pad eGFR > 2 ml/min/1,73m? godi$nje odnosno
pad eGFR > 14 ml/min/1,73m? u sedmogodi$njem periodu. Kao mjeru pogorsanja bubrezne
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funkcije uzeli smo pad eGFR dvostruko veéi od fizioloski o¢ekivanoga (1 ml/min/1.73m?
godi$nje). Na ovaj nafin uzimajuéi “strozi” kriterij nastojali smo umanjiti utjecaj
intraindividualnih varijacija u vrijednostima serumskoga kreatinina koje bi uz fizioloski pad
glomerularne filtracije mogle dovesti do pada eGFR > 7 ml/min/1.73m? u sedmogodi$njem
periodu.

Kroni¢na bubrezna bolest je klasificirana prema KDIGO smjernicama iz 2012. godine (88).

4.2. Metode

Glavnina laboratorijskih analiza u¢injena je u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb 1 Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Odredivanje
biljega oSteCenja proksimalnoga tubula ucinjeno je u Zavodu za nefrologiju Brigham and
Women’s Hospital u Bostonu, SAD u suradnji s profesorom Joseph V. Bonvetre.

Istrazivanje je provedeno na sljede¢i nacin: prvi dan ispitanicima su bile podijeljene
bocice za prvi jutarnji urin, drugi dan su lije¢nici, medicinske sestre i tehnic¢ari u EN selu, nakon
potpisane suglasnosti od strane ispitanika, uzeli anamnezu (opsezan upitnik) i ucinili klinic¢ki
pregled ispitanika kojima je nakon toga izvadena krv nataste i uzet uzorak drugoga jutarnjeg
urina. Svakom je ispitaniku izvadeno ukupno 20 mL venske krvi (10 mL epruvetas EDTA za
kompletnu krvnu sliku, 10 mL epruveta sa smolom za biokemiju). Preuzet je uzorak prvoga
jutarnjeg urina. Uzorci drugoga jutarnjeg urina za odredivanje biljega oste¢enja proksimalnoga
tubula (KIM-1, HGF, IP-10) centrifugirani su unutar 2 sata od prikupljanja te su odmah nakon
toga bili pohranjeni u suhom ledu. Uzorci krvi i urina su isti dan transportirani u Zavod za
laboratorijsku dijagnostiku Klinickoga bolnickog centra Zagreb gdje je u¢injena laboratorijska
obrada. Uzorci urina za odredivanje biljega oste¢enja proksimalnoga tubula (KIM-1, HGF, IP-
10) bili su pohranjeni u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra
Zagreb u zamrzivacu na -80°C do slanja u Boston, SAD. Transport u SAD proveden je
odgovaraju¢im kurirskim sluzbama uz osiguranje optimalnih uvjeta slanja uzoraka koji su se
nalazili u suhom ledu u stiropornim kutijama te su na odrediste stigli u adekvatnom stanju.

Kompletna krvna slika je odredena prema nacelu laserske tehnologije rasipanja
svjetlosti (uredaj Sysmex XE 5000), a iz centrifugirane krvi (10 minuta na 3500 okretaja na
sobnoj temperaturi) serumski kreatinin ,,kontinuiranom* fotometrijom s alkalnim pikratom —
nekompenzirana Jaffeova metoda (uredaj Olympus AU 2700 analizator, reagens Beckman-
Coulter), glukoza u serumu UV fotometrijom s heksokinazom (uredaj Olympus AU 2700
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analizator), trigliceridi fotometrijom s glicerolfosfat-oksidazom (GPOPAP), ukupni kolesterol
fotometrijom s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP), HDL-kolesterol homogenom enzimo-
imunoinhibicijskom metodom te LDL-kolesterol homogenom metodom s CHE i CHO (uredaj
Olympus AU 2700 analizator).

Iz uzorka drugoga jutarnjeg urina ucinjena je kvalitativna analiza urina (glukoza,
proteini, bilirubin, urobilinogen, pH, relativna volumna masa, krv, ketoni, nitriti, leukociti) test
trakom (test traka Aution Stick 10EA, uredaj Arkray Aution Max AX 4280), kreatinin u urinu
,kontinuiranom* fotometrijom s alkalnim pikratom (uredaj Olympus AU 2700 analizator,
reagens Beckman-Coulter), te lateks-imunonefelometrijski alfal-mikroglobulin i albumin u
urinu (uredaj Behring Nephelometer Analyzer Il). Iz supernatanta drugoga jutarnjeg urina
(centrifugiranje 10 minuta na 1500 okretaja pri sobnoj temperaturi) su odredeni biljezi
oStecenja proksimalnog tubula (KIM-1, HGF i IP-10). Imunotest temeljen na tehnologiji
mikrocesticama (micro bead-based assay) za odredivanje KIM-1 razvijen je 2008. godine u
studiji Vaidye i suradnika (99), dok su navedene analize za HGF i IP-10 u¢injene uz pomo¢
komercijalno dostupnih testova (Bio-Rad Laboratories) u Brigham and Women’s Hospital u
Bostonu, SAD (99). Biljezi tubularnoga ostecenja KIM-1, HGF i IP-10 standardizirani su
prema vrijednostima kreatinina u mokraci 1 izraZzeni kao njihov omjer u mjernoj jedinici ng/g
kreatinina.

Procijenjena glomerularna filtracija odredena je pomoc¢u 2009 CKD-EPI jednadzbe (156).
Budu¢i da je CKD-EPI jednadZzba evaluirana prema koncentraciji kreatinina u serumu
izmjerenog kompenziranom Jafféovom metodom, prije uvrstavanja u jednadzbu vrijednosti su
kreatinina u serumu svih ispitanika korigirane koriste¢i jednadZbu linearne regresije: y = 0,95

X + 0,44 (y = kompenzirana Jafféova metoda; x = nekompenzirana Jafféova metoda) (157)

4.3. Statisti¢ka analiza

Kategorijski podatci predstavljeni se apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki podatci
opisani su srednjom vrijednosti (aritmetickom sredinom) i standardnom devijacijom u slucaju
normalne raspodjele, a u ostalim slu¢ajevima sredi$njom vrijednosti (medijanom) i granicama
interkvartilnog raspona, dob ispitanika prikazana je medijanom te najmanjom i najve¢om
vrijednosti. Normalnost raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina
testirane su Studentovim t testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-
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Whitneyevim U testom, u slucajevima ispitivanja razlike izmedu vise od dvije skupine koriSten
je Kruskal-Wallisov test (post hoc Mann-Whitney), odnosno jednofaktorska analiza varijanci
s prilagodbom podataka. Razlike kategorijskih varijabli testirane su chi-kvadrat testom, a po
potrebi Fisherovim egzaktnim testom. Povezanost normalno raspodijeljenih numerickih
varijabli ocijenjena je Pearsonovim koeficijentom korelacije r, a u slu¢aju odstupanja od
normalne raspodjele Spearmanovim koeficijentom korelacije (rho). ROC analizom ispitana je
dijagnosticka sposobnost pojedinih biljega za nastanak bubrezne bolesti. Metodom logisticke
regresije analiziran je utjecaj pojedinih biljega i njihovih kombinacija na razvoj nonastale
kroni¢ne bubrezne bolesti odnosno pogorSanja bubrezne funkcije. Sve P vrijednosti su
dvostrane. Razina znacajnosti postavljena je na a = 0,05. Podatci su analizirani statistiCkim
postupcima pomocu programa MedCalc Statistical Software version 13.1.2 (MedCalc

Software bvba, Ostend, Belgija; http://www.medcalc.org; 2014).
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5. REZULTATI
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5.1. Rezultati za ispitanike endemskih i kontrolnih sela te za endemske podskupine

klasificirane prema ,,Brac¢koj“ klasifikaciji

U istrazivanju provedenom na ispitivanoj populaciji obradeni su podatci 708 ispitanika
od ¢ega je 550 ispitanika (77,7%) bilo iz endemskih sela, a 158 ispitanika (22,3%) iz kontrolnih

sela.

Prema kriterijima nove ,,Bracke* klasifikacije endemske nefropatije te objedinjavanjem
,Bolesnih i sumnjivih* ispitanika u jednu skupinu navedena podskupina imala je 28 ispitanika
(3 ,,Bolesna“ i 25 ,,Sumnjivih®), ,,Rizi¢nih* ispitanika bilo je 176, a ,,Ostalih* 346 (slika 7).
Slijedi prikaz rezultata za ispitanike podijeljene u dvije skupine: endemska i kontrolna sela te

za podskupine klasificirane prema ,,Brackoj* klasifikaciji.

28
4.0%

® BOLESNI | SUMNJIVI
m RIZICNI

= OSTALI

® KONTROLNI

Slika 7. Udio kontrolnih ispitanika i endemskih ispitanika klasificiranih prema ,,Brackoj*
klasifikaciji

37



5.1.1. Demografski podatci

U tablici 3 prikazani su demografski podatci ispitanika iz endemskih i kontrolnih sela.
Isti podatci za ispitanike po podskupinama prikazani su u tablici 4. Nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike izmedu ispitanika s obzirom na spol niti izmedu skupina, niti izmedu endemskih
podskupina. Analizom dobi ispitanika endemskih i kontrolnih sela dobivena je statisticki
znacajna, ali klini¢ki zanemariva razlika u starosti ispitanika. Nesto stariji su bili ispitanici u
neendemskim selima (53 nasuprot 50 godina; P < 0,001). No analiziraju¢i dob po
podskupinama, znacajno su stariji bili ispitanici u podskupini ,,Bolesni i sumnjivi* ¢ija je dob
iznosila 76 godina. Nije utvrdena razlika u dobi izmedu ,,Ostalih* i ,,Rizi¢nih*“. S druge strane,
kontrolni ispitanici bili su nesto stariji od ,,Ostalih* i ,,Rizi¢nih* ispitanika.

Nije bilo razlike u duljini boravka u selima izmedu endemskih i neendemskih
ispitanika. Ocekivano, najdulje su u endemskom selu boravili ,,Bolesni i sumnjivi‘ prosje¢no
73 godine, znacajno dulje od “Rizi¢nih” i “Ostalih” te kontrolnih ispitanika. “Ostali” ispitanici
najkrace su boravili u endemskom selu i to znac¢ajno krace od ostale tri ispitivane skupine.

Pozitivnu obiteljsku anamnezu za endemsku nefropatiju imalo je 208 odnosno 37,8%
ispitanika iz endemskih sela §to je znacajno vise od svega 2 ispitanika s pozitivnom obiteljskom
anamnezom u kontrolnim selima. U endemskim podskupinama klasificiranim prema ,,Brackoj*
Klasifikaciji 50% ,,Bolesnih i sumnjivih® imalo je pozitivhu obiteljsku anamnezu, 100%
,,Rizi¢nih*“ te 5,2% ,,Ostalih* ispitanika.

Nije zapazena razlika u puSackom statusu izmedu ispitanika endemskih i kontrolnih
sela, kao niti izmedu ispitanika u endemskim podskupinama.

Iako nije bilo statisticki znacajno, a klinicko-epidemioloski je relevantno, devet
ispitanika iz endemskih sela imalo je karcinom prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga
sustava, dok u kontrolnoj skupini niti jedan ispitanik nije imao karcinom. Gledano po
podskupinama svih tih 9 ispitanika pripadalo je skupini ,,Bolesni i sumnjivi® te ¢inilo 32%
ispitanika navedene skupine §to je bilo statisticki znacajno vise U odnosu na preostale tri
skupine u kojima niti jedan ispitanik nije imao karcinom prijelaznoga epitela. Taj postotak je
u skladu s priblizno tolikom ucestalosti karcinoma prijelaznoga epitela gornjega dijela

mokra¢noga sustava u bolesnika s nefropatijom aristolohi¢ne kiseline.
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Tablica 3. Demografski podatci ispitanika iz endemskih i kontrolnih sela

ISPITIVANA VARIJABLA ENDEMSKA SELA | KONTROLNA SELA | STATISTIKA
UDIO ISPITANIKA n (%) 550 (77,7) 158 (22,3)

. 239/311 66/92 X3=0,142

0,

SPOL M/Zn (%) (43,5/56,5) (41,8/58,2) P=0,707

. . U=-2,104
DOB godine C (min-maks) 50 (19-87) 53 (19-93) P=0,035

. U =-0,873

BORAVAK U SELU godine C (25P-75P) | 44 (25-58) 47 (25-62) P=0 383
POZITIVNA OBITELISKA X>=78,602
ANAMNEZA n (%) 208 (37,8) 2(13) P<0,001
PUSAC n (%) 22 (18,8) 109 (26,0) P=0,116
KARCINOM PRIJELAZNOG EPITELA X>=2,619
n (%) 2 (L6) 0(0) P=0,106

x2— chi kvadrat test; U — vrijednosti Mann-Whitneyevog testa; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila;
P — statisticka vjerojatnost

Tablica 4. Demografski podatci ispitanika razvrstanih u endemske podskupine prema
,,Brackoj* klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

Al D
ISPITIVANA BOLESNI| BRIZIENI COSTALI KONTROLNA POST
VARUABLA SUMNIJIVI C(25P-75P) | C(25P-75P) SELA STATISTIKA | HOC TEST
C (25P-75P) C (25P-75P)
uDIO
ISPITANIKA 28 (4) 176 (24,9) | 346 (48,9) | 158(22,3)
n (%)
SPOL M/Z 10/18 84/92 145/201 66/92 =) A74
n (%) (35,7/64,2) (47,7/52,3) | (41,9/58,1) | (41,8/58,2) P=0,480
1A:B-Z=-6,991; P < 0,001
A:C-Z=-6,677; P < 0,001
DOB godine H=54,315 A:D —Z = -5,646; P < 0,001
76 (46- 20- 47 (19-87 19- on !
C (min-maks) 6 (46-85) 50 (20-86) (19-87) | 53 (19-93) P <0,001 B:C-Z=-0,684; P =0,494
B:D—Z=-2,238; P = 0,025
C:D-2Z=-2,820; P = 0,005
1A:B-Z=-5,850; P <0,001
BORAVAK U A:C-Z=-6,479; P <0,001
. H=67,902 A:D -7 =-5,294; P <0,001
SELU godine 73 (64-79) 49 (37-57) | 37(19-53) | 47 (25-62) P <0,001 BC— 2 = -5.420; P <0,001.
C (25P-75P) B:D -7 =-1,407; P = 0,159
C:D-Z=-3,041; P < 0,001
POZITIVNA 2A: x2=4,930; P = 0,026
BITE e 1 B: X2 = 550,888; P < 0,001
OBITELISKA 14 (50) 176 (100) 18 (5.2) 2(1,0) °83,196 C: x2=191,799; P < 0,001
ANAMNEZA P <0,001 D: XZ: 76,496,‘ P< 0’001
n (%)
% x =5 270
PUSAC n (%) 4 (14,3) 31(17,6) 74 (21,4) 22 (13,9) P=0.153
KARCINOM 2A: 2= 197,452; P <0,001
¥2=228,386 | B: x?=6,845; P = 0,009
PRIJELAZNOG | 9(32,14) 0(0) 0(0) 0(0) P <0,001 Ciy?=1.821, P =0.177
EPITELA n (%) D:x?=1,477;P = 0,224

x2— chi kvadrat test; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost
Ipost hoc Mann Whitney test; 2post hoc x? test
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5.1.2. Klinicke osobitosti ispitanika

Nije bilo razlike u vrijednostima sistolickoga arterijskog tlaka, sréanoj frekvenciji i
indeksu tjelesne mase izmedu ispitanika iz endemskih 1 kontrolnih sela. Nesto vise vrijednosti
dijastolickoga arterijskog tlaka imali su ispitanici iz endemskih sela (87 mmHg nasuprot 83

mmHg; P = 0,006). Ispitanici iz neendemskih sela imali su vec¢i opseg struka (tablica 5).

Tablica 5. Srednje vrijednosti arterijskih tlakova i antropometrijskih mjera ispitanika

ISPITIVANA ENDEMSKA SELA KONTROLNA SELA y b
VARIJABLA C (25P-75P) C (25P-75P)
SISTOLICKI
144 143
ARTERISKI TLAK -0,294 0,769
(130-160) (130-168)
(mmHg)
DIJASTOLICKI
87 83
ARTERISKI TLAK 22,734 0,006
(80-95) (76-92)
(mmHg)
SRCANA
75,5 74,5
FREKVENCIJA -0,473 0,636
S (68,5-84,5) (68,5-82,0)
(otkucaj/min)
INDEKS TJELESNE 26,77 27,43
-0,577 0,564
MASE (kg/m?) (23,74-30,61) (23,88-31,57)
95 99
OPSEG STRUKA (cm) -2,627 0,009
(86-104) (88-108)

C—medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; U — vrijednost Mann — Whitneyevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost

S druge strane, analizirajuéi vrijednosti sistoliCkoga arterijskog tlaka u endemskim
podskupinama, statisti¢ki znacajno vise vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka imali su
,Bolesni i sumnjivi“ u odnosu na preostale tri skupine, dok izmedu ostalih skupina nije bilo
znaCajne razlike (tablica 6). Analizirajuéi vrijednosti dijastolickoga arterijskog tlaka u
endemskim podskupinama nema statisticki zna¢ajne razlike unutar populacije endemskih sela.
Razlika postoji izmedu ,,Bolesnih i sumnjivih odnosno ,,Rizi¢nih*“ prema kontrolnim
ispitanicima (tablica 6)

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u sréanoj frekvenciji izmedu ,,Bolesnih i
sumnjivih*, ,,Rizi¢nih* i ,,0Ostalih*, kao niti prema kontrolnim ispitanicima (tablica 6).

Sto se ti¢e indeksa tjelesne mase jedina statisticki zna¢ajna razlika uodena je izmedu
,,Rizi¢nih“ i ,,Ostalih ispitanika gdje ,,Rizi¢ni* imaju nesto veci indeks tjelesne mase (tablica
6).
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Najmanji opseg struka imali su ispitanici iz podskupine ,,Ostali (93 cm) Sto je bilo
statisti¢ki znac¢ajno manje u odnosu na sve preostale skupine medu kojima nije bilo znacajne

razlike (tablica 6).

Tablica 6. Srednje vrijednosti arterijskih tlakova i antropometrijskih mjera ispitanika
razvrstanih u endemske podskupine prema ,,Brackoj* klasifikaciji 1 kontrolnih

ispitanika
A D
ISPITIVANA BOLESNI 1 1 op\z1en COSTALI KONTROLNA Post hoc
VARLABLA SUMNIIVI C (25P-75P) C(25P-75P) SELA STATISTIKA | Mann Whitney
C(25P-75P) C (25P-75P)

B AB—Z=-3,736; P = <0,001
SISTOLICKI A:C -7 =-3,924; P = <0,001
ARTERIJSKI 163 145 140 143 H=16,238 | A:p-z=-3,250; P=0,001

i - - - = B:C-Z=-0,969; P = 0,333
TLAK (mmHg) (140-182) (133-158) (128-160) (130-168) P=0,001 BiD—7 2 0061, P < 0852
C:D-Z=-0,957; P=0,338
B AB—Z=-1,202; P = 0,229
A:C—Z=-1,739; P = 0,082
2:?:;3;—;:” 90 88 86 83 H=11,674 A:D -7 =-2,442; P = 0,015
; ; - . = B:C-Z=-1,313; P=0,189
TLAK (mmHg) (82-100) (80-95) (78-95) (76-92) P=0,009 BiD 72,953 P 0,003
C:D-Z=-1,942; P = 0,052
:2:2\';‘€NCUA 78.5 74.5 76 74.5 H=5,403
o (72,5-87,5) | (66,5-81,5) (69-85) (68,5-82) P=0,145
(otkucaj/min)
AB-Z=-0,717; P = 0,473
INDEKS 27,64 27,55 26,38 2743 H=10,136 A:C-Z=-1,839; P =0,066
, A:D-Z=-1,044; P = 0,297
TELESNE | (24,61- (24,38- (23,18- (23,88-31,57) | p=0,007 | 8:c-2--27%5,p-0005
MASE (kg/m?) | 33,71) 31,64) 29,76) B:D-Z=-0,877; P = 0,381
C:D-Z2=-1,542;P=0,123
AB—Z=-1,794; P = 0,073
A:C—Z=-2,996; P = 0,003
OPSEG 104 98 93 99 H=22,888 A:D-Z=-1,122; P = 0,262
STRUKA (cm) | (92-108) | (88-104) (84-102) (88-108) P<0,001 B:C~Z=-3,099; P = 0,002
B:D-2Z=-0,819; P = 0,413
C:D—2Z = -3,640; P = <0,001

C—medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H- vrijednost Kruskal-Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost

5.1.3. Laboratorijski pokazatelji

U tablicama 7 i 8 prikazane su vrijednosti glukoze u plazmi te lipidograma. S obzirom
na vrijednosti glukoze nije bilo razlike izmedu endemske i kontrolne skupine. Medutim,
analiziraju¢i vrijednosti glukoze po podskupinama registrirane su statisticki znacajno vise
vrijednosti glukoze u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu na preostale tri skupine (5,3mmol/L
nasuprot 5,0/4,9/5,1mmol/L; P < 0,001). S obzirom na vrijednosti lipidnih pokazatelja nije

bilo razlike niti izmedu skupina, niti izmedu podskupina.
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Tablica 7. Vrijednosti metabolickih laboratorijskih parametara u ispitanika iz endemskih i
kontrolnih sela

ENDEMSKA SELA KONTROLNA SELA
ISPITIVANA VARIJABLA U P

C (25P-75P) C (25P-75P)
GLUKOZA U PLAZMI

5,0 (4,6-5,5) 5,1(4,7-5,6) -1,59 0,112
(mmol/L)
UKUPNI KOLESTEROL

5,7 (4,9-6,5) 5,6 (4,9-6,2) -0,695 0,487
(mmol/L)
HDL - KOLESTEROL (mmol/L) | 1,49 (1,27-1,78) 1,57 (1,32-1,83) -1,518 0,129
LDL — KOLESTEROL

3,40 (2,80-4,10) 3,20 (2,70-3,80) -1,949 0,051
(mmol/L)
TRIGLICERIDI (mmol/L) 1,24 (0,90-1,83) 1,34 (0,94-1,90) -0,924 0,355

C—medijan; 25.i75.P. - 25.i 75. percentila; U — vrijednost Mann — Whitneyevog testa; P — statisticka vjerojatnost

Tablica 8. Vrijednosti metabolickih laboratorijskih parametara u ispitanika razvrstanih u
endemske podskupine prema ,,Brackoj* klasifikaciji 1 kontrolnih ispitanika

ABOLESNI | ¥ PKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA BRIZICNI COSTALI .
SUMNIIVI SELA STATISTIKA Mann Whitney test
VARIJABLA C (25P-75P) | C(25P-75P)
C(25P-75P) C (25P-75P)
A:B-Z=-3,182; P = 0,001
GLUKOZA U A:C-Z=-3,436; P =0,001
5,35 5,00 4,90 5,10 H=14,572 A:D-Z=-2455P=0,014
PLAZMI ) o ¢
(5,20-5,75) (4,60-5,50) (4,60-5,40) (4,70-5,60) P=0,002 B:C-2=-0,324;P=0,746
(mmol/L) B:D —Z =-1,439; P =0,150
C:D-Z=-1,968; P = 0,049
UKUPNI
5,75 5,85 5,55 5,60 H=5,652
KOLESTEROL
(5,30-6,30) (5,05-6,60) (4,80-6,40) (4,90-6,20) P=0,130
(mmol/L)
HDL -
1,38 1,50 1,49 1,57 H=6,074
KOLESTEROL
(1,18-1,91) (1,33-1,85) (1,25-1,73) (1,32-1,83) P=0,108
(mmol/L)
LDL -
3,45 3,60 3,40 3,20 H=7,137
KOLESTEROL
(2,95-3,95) (2,90-4,30) (2,70-4,10) (2,70-3,80) P=0,068
(mmol/L)
TRIGLICERIDI | 1,47 1,25 1,22 1,34 H=3,718
(mmol/L) (1,08-1,94) (0,92-1,83) (0,89-1,82) (0,94-1,90) P=0,294

C—medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila;H- vrijednost Kruskal-Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost
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U tablicama 9 i 10 prikazani su laboratorijski pokazatelji relevantni za bubreznu bolest.

Izmedu endemskih i kontrolnih ispitanika nije bilo razlike u vrijednostima
hemoglobina. Oc¢ekivano, s obzirom da je to jedan od Kklasifikacijskih kriterija, znacajno nize
vrijednosti hemoglobina imali su ispitanici u podskupini ,,Bolesni i sumnjivi u odnosu na sve
tri preostale skupine izmedu kojih nije bilo zna¢ajne razlike (113 nasuprot 138/136/138 g/L; P
< 0,001).

Znacajno vise vrijednosti serumskoga kreatinina imali su ispitanici iz endemskih sela u
odnosu na kontrolne ispitanike (81,19 nasuprot 74,54 pumol/L; P < 0,001). Analizirajuci
vrijednosti serumskoga kreatinina po podskupinama ,,Bolesni i sumnjivi‘“ imali su zna¢ajno
vise vrijednosti serumskoga kreatinina od sve tri preostale skupine (126,79 nasuprot
81,19/80,24/74,54 pumol/L; P < 0,001). Kontrolni ispitanici imali su najnize vrijednosti
serumskoga kreatinina, statisticki znacajno nize od sve tri endemske podskupine. Sukladno
tome 1 procijenjena glomerularna filtracija bila je znacajno niza u ispitanika iz endemskih sela
u odnosu na kontrolna sela (83,75 nasuprot 87,53 ml/min/1,73m?; P= 0,008). U ,.Bolesnih i
sumnjivih* procijenjena glomerularna filtracija bila je statisti¢ki znacajno niza u odnosu na
preostale skupine (39,72 ml/min/1,73m? nasuprot 84,06/85,8/87,53; P < 0,001).

Nije bilo razlike u omjeru albumina i kreatinina iz urina izmedu ispitanika endemskih
i kontrolnih sela. Medutim, ,,Bolesni i sumnjivi¢ su imali znacajno vise vrijednosti ACR u
odnosu na sve ostale tri skupine (34,48 mg/g nasuprot 5,36/5,41/5,68; P < 0,001). Za
napomenuti je da su kontrolni bolesnici imali statisticki znacajno vise vrijednosti ACR u
odnosu na ,,Ostale”, ali daljnje analize opazenih razlika nisu predmet ovoga istrazivanja.

Kao dosadasnji biljeg tubularnoga oste¢enja odreden je alMCR iz uzorka prvoga i
drugoga jutarnjeg urina. Vazno je napomenuti kako su rezultati omjera iz oba uzorka urina
sukladni sto je zanimljiv podatak koji ¢e biti publiciran zasebno od glavnih rezultata. Statisticki
znacajno vise vrijednosti al MCR imali su kontrolni ispitanici u odnosu na endemske
ispitanike. Medutim kad se ovaj tubularni biljeg analizira po endemskim podskupinama
statisticki znacajno vise vrijednosti opazene su u ,,Bolesnih i sumnjivih“ u odnosu na sve ostale
tri skupine $to je razumljivo s obzirom da je al MCR jedan od klasifikacijskih kriterija za
endemsku nefropatiju. Nesto su vise vrijednosti a1MCR u ,,Bolesnih i sumnjivih® prema
,,Brackoj“ klasifikaciji dobivene u uzorku prvoga u odnosu na uzorke drugoga jutarnjeg urina.
No kad se gledaju preostale dvije endemske podskupine i kontrolni ispitanici zapaza se da
kontrolni ispitanici imaju znacajno vise vrijednosti al MCR u odnosu na ,,Rizi¢ne* i ,,Ostale*

ispitanike i to neovisno o uzorku urina iz kojeg se ovaj biljeg odreduje.
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Nema razlike u relativnoj volumnoj masi urina izmedu endemskih i kontrolnih

ispitanika. No razlika postoji kad se analiziraju endemske podskupine, u ,,Bolesnih i

sumnjivih® je znacajno niza relativna volumna masa urina u odnosu na preostale tri skupine,

dok medu njima nema znacajne razlike.

Tablica 9. Laboratorijski pokazatelji bubrezne bolesti u endemskih i kontrolnih ispitanika

URINA

ENDEMSKA SELA KONTROLNA SELA
ISPITIVANA VARIJABLA u P

C(25P-75P) C(25P-75P)
HEMOGLOBIN (g/L) 136 (127-147) 138 (129-145) -0,730 | 0,465
Serumski KREATININ (umol/L) | 81,19 (72,64-93,54) | 74,54 (67,89-83,09) | -5,359 | <0,001
eGFR CKD EPI ml/min/1,73m? | 83,75 (70,86-94,91) 87,53 (76,22-99,70) | -2,660 0,008
ACR (mg/g) 5,64 (3,80-10,10) 5,68 (4,13-12,79) -1,325 0,185
alMCR (prvi jutarnji urin)

5,52 (3,65-8,72) 6,83 (4,98-10,31) -3,933 <0,001
mg/g
alMCR (drugi jutarnji urin)

6,08 (4,19-9,26) 7,40 (5,31-10,45) -3,104 0,002
mg/g
RELATIVNA VOLUMNA MASA

1,015 (1,010-1,021) 1,015 (1,011-1,020) | -0,120 0,905

eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPi formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer u urinu; a1MCR - alfa-1
mikroglobulin/kreatinin omjer u urinu; C — medijan; 25.i75.P. — 25. i 75. percentila; U — vrijednost Mann — Whitneyevog testa; P — statisti¢ka

vjerojatnost
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Tablica 10. Laboratorijski pokazatelji bubrezne bolesti u ispitanika razvrstanih u endemske
podskupine prema ,,Brackoj* klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

ABOLESNI | « POST HOC
ERIZICNI PKONTROLNA .
ISPITIVANA SUMNIIVI COSTALI Mann Whitney test
C  (25p- SELA STATISTIKA
VARIABLA C  (25P- C (25P-75P)
75P) C (25P-75P)
75P)
A:B-Z=-6,071; P = <0,001
A:C—Z = -5,964; P = <0,001
HEMOGLOBIN 113 138 136 138 H=39,975 A:D—Z = -5,946; P = <0,001
(g/L) (102-124) | (130-147) | (128-148) (129-145) P<0,001 B:C-Z=-1,079; P=0,281
B:D-Z=-0,621; P =0,534
C:D-7=-0,411; P =0,681
A:B-Z=-6,764; P = <0,001
Serumski 126,79 81,19 80,24 24.54 H=83 071 A:C—Z7=-7,544; P =<0,001
KREATININ (106,84- | (73,59- (71,69- ’ o AD—2=-7,648; P =<0,001
(67,89-83,09) | P<0,001 B:C-Z=-1,988; P = 0,047
(umol/L) 162,42) 91,64) 89,74) B:D-Z=-4,915; P =<0,001
C:D-27=-3,827; P =<0,001
A:B—Z =-7,055; P = <0,001
GFR CKD EPI 39,72 84,06 85,80 8753 He64.752 A:C—Z =-7,635; P = <0,001
e P =04, A:D—Z=-7,524; P = <0,001
26,64- 70,89- 73,36- o !
ml/min/1.73m? ( ( ( (76,22-99,70) P<0,001 B:.C-2=-1,177,P=0,239
46,35) 94,86) 96,50) B:D-Z=-2,163; P=0,031
C:D-7=-1,415; P = 0,157
A:B—-1Z =-6,555; P = <0,001
34,48 5,36 5.41 5.68 H=54.989 A:C-2Z=-7,267; P =<0,001
, , =54, A:D-Z=-6,198; P =<0,001
ACR (m 13,36- 3,65- e i’
(me/e) ( ( (3,77-8,29) (4,13-12,79) P<0,001 B:C-Z2=-0,342;P=0,733
147,96) 10,42) B:D-Z=-1,518; P = 0,129
C:D-27=-2,169; P = 0,030
A:B-Z=-7,548; P = <0,001
alMCR (prvi | 49,70 5,39 520 6.83 H=85 275 A:C-Z=-7,793; P =<0,001
. . . , , =35, A:D-Z=-7,082; P =<0,001
utarnji  urin 22,83- 3,63- O !
! ! AN ( (3,55-8,18) (4,98-10,31) P<0,001 B:.C-2=-0,511;P=0,609
mg/g 98,02) 8,46) B:D-Z=-3,890; P = <0,001
C:D-2Z=-4,843; P = <0,001
A:B—Z=-7,447; P = <0,001
alMCR (drugi | 32,62 6,40 551 740 H=83 776 A:C—Z=-7,887; P =<0,001
. . . » ’ =05, A:D-Z=-7,193; P =<0,001
utarnji  urin 21,19- 4,56- . !
! ! K ( (4,00-8,20) (5,31-10,45) P<0,001 B:C-Z=-2,566; P = 0,010
mg/g 77,25) 9,41) B:D-Z=-2,111; P = 0,035
C:D -7 =-4,586; P = <0,001
A:B—Z =-5,450; P = <0,001
RELATIVNA 1,007 1,015 1,016 1015 H=36.355 A:C—-Z=-5,775; P =<0,001
’ =306, A:D-Z=-5,918; P = <0,001
VOLUMNA 1,004- 1,010- 1,010- o ’
( ( ( (1,011-1,020) | P<0,001 B:C—Z=-0,815; P =0,415
MASA URINA 1,010) 1,021) 1,022) B:D—Z =-0,002; P = 0,999
C:D-7=-0,844; P =0,399

eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPi formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer u urinu; a1MCR - alfa-1
mikroglobulin/kreatinin omjer u urinu; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal - Wallisovog testa; P — statisticka

vjerojatnost
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Rezultati analize novih biljega oste¢enja proksimalnoga tubula prikazani su u tablici
11. Biljezi tubularnoga oste¢enja KIM-1, HGF i IP-10 standardizirani su prema vrijednostima
kreatinina u mokraci i izrazeni kao njihov omjer u mjernoj jedinici ng/g kreatinina. Vrijednosti
IP-10 bile su vise u ispitanika iz endemskih sela u odnosu na ispitanike iz kontrolnih sela. Za

KIM-1 te HGF nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ove dvije skupine.

Tablica 11. Biljezi oste¢enja proksimalnoga tubula ispitanika iz endemskih i kontrolnih sela

KONTROLNA

ISPITIVANA ENDEMSKASELA | Y -

VARIJABLA C (25P-75P) C (25P-75P)
271,76 288,64

KIM-1 (ng/g) -0,662 | 0,508
(149,45-461,36) (174,62-464,13)
308,20 296,92

HGF (ng/g) -0,748 | 0,454
(160,48-522,46) (157,92-496,44)
26,06 16,79

IP-10 (ng/g) 2,277 | 0,023
(8,38-59,82) (9,88-34,87)

KIM-1 — kidney injury molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita, IP-10 — interferonom gama induciran protein 10;
C—medijan; 25.i75.P. - 25. i 75. percentila; U — vrijednost Mann — Whitneyevog testa; P — statisticka vjerojatnost

No kada se analiziraju endemske podskupine uocavaju se znacajno vise vrijednosti KIM-1 u
,Bolesnih i sumnjivih“® u odnosu na sve preostale tri skupine (509,34 nasuprot
258,96/262,65/288,64 ng/g; P < 0,001) dok izmedu preostalih skupina nema razlike. Isto se
uocava i za HGF koji u ,,Bolesnih i sumnjivih* iznosi 543,52 ng/g, znacajno vise nego u
,»Rizi¢nih*“, ,,Ostalih* i kontrolnih ispitanika u kojih iznosi 300,22/304,04/296,92 ng/g; P =
0,004. S druge strane, analizom IP-10 u endemskim podskupinama nema statisti¢ki znacajne
razlike u IP-10 medu endemskim i kontrolnim ispitanicima, kao niti izmedu endemskih

podskupina. Rezultati novih biljega tubularnoga ostec¢enja prikazani su u tablici 12.
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Tablica 12. Biljezi oste¢enja proksimalnoga tubula u ispitanika razvrstanih u endemske
podskupine prema ,,Brackoj* klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

ABOLESNI 1 B 1oy c PKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA RIZICNI OSTALI ]
SUMNIJIVI SELA STATISTIKA | Mann Whitney test
VARIJABLA C(25P-75P) | C(25P-75P)
C (25P-75P) C(25P-75P)
A:B-Z=-4,108; P = <0,001
KIM-1 509,34 258,96 262,65 288,64 H=19 238 A:C-Z=-4,116; P = <0,001
- =15, A:D-7=-3,748; P =<0,001
(ne/e) (307,65- (169,26- (138,66- (174,62- P<0,001 BiC 7 0742, b - 0.458
892,13) 451,27) 443,20) 464,13) B:D—Z=-0,627; P =0,531
C:D—-Z=-1,274; P = 0,203
A:B-Z=-3,336; P = 0,001
HGF 543,52 300,22 304,04 296,92 He13 357 A:C—2Z=-3,473; P = 0,001
=13, A:D-7=-3,710; P =<0,001
(ne/e) (263,34- (159,16- (156,36- (157,92- P=0,004 BiC 7 0742, P - 0.458
1042,97) 516,05) 514,41) 496,44) B:D-Z=-0,419; P = 0,675
C:D-Z7=-0,233; P = 0,816
34,28 25,36 25,79
IP-10 16,79 H=5,865
(5,94- (8,80- (8,30-
(ng/g) (9,88-34,87) P=0,118
95,92) 52,74) 60,10)

KIM-1 — kidney injury molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita, IP-10 — interferonom gama induciran protein 10;
C—medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost
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5.2. Rezultati za ispitanike klasificirane u endemske podkupine prema modificiranoj

SZO klasifikaciji i kontrolne ispitanike

Prema kriterijima modificirane SZO klasifikacije endemske nefropatije te
objedinjavanjem ,,Bolesnih i sumnjivih* ispitanika u jednu skupinu navedena podskupina
imala je 43 ispitanika (16 ,,Bolesnih* i 27 ,,Sumnjivih®), ,,Rizi¢nih* ispitanika bilo je 176, a
,,Ostalih 331 (slika 8). Slijedi prikaz rezultata za ispitanike podijeljene u Cetiri skupine — tri
endemske podskupine Klasificirane prema modificiranoj SZO Klasifikaciji te kontrolne

ispitanike.

43
6.1%

m BOLESNI | SUMNJIVI
m RIZICNI
OSTALI

= KONTROLNI

Slika 8. Udio kontrolnih ispitanika i endemskih ispitanika klasificiranih prema modificiranoj
SZO Klasifikaciji

5.2.1. Demografski podatci

U tablici 13 prikazani su demografski podatci ispitanika razvrstanih u endemske
podskupine prema modificiranoj SZO klasifikaciji. Rezultati ove analize podudarni su s onima
dobivenim za endemske podskupine razvrstane prema ,,Brackoj* klasifikaciji. Niti prema ovoj
klasifikaciji nema razlike u spolnoj raspodjeli ispitanika. Znacajno su stariji bili ,,Bolesni i
sumnjivi ¢ija je dob iznosila 73 godine u odnosu na sve ostale skupine. Nije bilo razlike u
dobi izmedu ,,Rizi¢nih* 1 ,,0Ostalih®, dok su kontrolni ispitanici bili nesto stariji od ,,Rizi¢nih*
i ,,0stalih® ispitanika. Kao i prema ,,Brackoj“ klasifikaciji najdulje su u endemskom selu
boravili ,,Bolesni i sumnjivi®, dok su ,,Ostali* boravili u EN selu znacajno kra¢e od sve

preostale tri skupine.
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Sto se ti¢e pozitivne obiteljske anamneze za endemsku nefropatiju rezultati su prema
modificiranoj SZO Kklasifikaciji neSto druk¢iji $to je odraz promjene klasifikacijskih kriterija
za endemsku nefropatiju u novoj ,,Brackoj* klasifikaciji. Tako je prema modificiranoj SZO
klasifikaciji, u skupini ,,Bolesni i sumnjivi“ 74,41% ispitanika imalo pozitivhu obiteljsku
anamnezu, u skupini ,,Rizi¢ni* 100% ispitanika, u skupini ,,Ostali* nije bilo ispitanika s
pozitivnom obiteljskom anamezom za endemsku nefropatiju, dok je u kontrolnoj skupini bilo
1.26% ispitanika s pozitivnom obiteljskom anamnezom. Nije bilo razlike u pusackom statusu
izmedu promatranih skupina.

Analizirajuéi prisutnost karcinoma prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga
sustava, sedam je ispitanika (16,28% ) u skupini ,,Bolesni i sumnjivi* imalo karcinom $to je
bilo statisti¢ki znacajno vise u odnosu na ostale skupine, dva ispitanika (0,6%) u skupini

,Ostali“, dok u skupini ,,Rizi¢ni“ i u kontrolnoj skupini nije bilo oboljelih od karcinoma

prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava.

Tablica 13. Demografski podatci ispitanika razvrstanih u endemske podskupine prema
Modificiranoj SZO Klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

ISPITIVANA | *BOLESNI I | o c °KONTROLNA POST HOC TEST
VARUABLA SUMNJIVI RIZICNI OSTALI SELA STATISTIKA
ubIO
ISPITANIKA 43 (6,07) 176 (24,86) 331(46,75) | 158 (22,32)
n (%)
SPOL M/Z 19/24 74/102 146/185 66/92 x*=0,351
n (%) (44,2/55,8) | (42,05/57,95) | (44,1/55,9) | (41,77/58,23) | P=0,950
1A:B~2Z =-7,019; P < 0,001
DOB £od H=52 165 A:C-Z=-5975; P<0,001
go =52, A:D~Z=-4,786; P < 0,00
C (min-maks) 73 (27-85) | 48 (19-86) 49 (19-87) | 53 (19-93) P<0,001 B:C— 7= -1.694: P < 0,090
B:D - Z =-3,606; P < 0,001
C:D-27=-2,196; P <0,028
1A:B~Z=-6,575; P = <0,001
BORAVAK U H=52 568 A:C—-Z=-6,685; P = <0,001
=37, A:D-Z=-5,314; P = <0,001
SELU god 68 (54-78) | 46 (32-55) 39 (21-55) | 47 (25-62) P<0.001 B:C—Z=—2,369;P=;,018
C (25P-75P) ! B:D—Z=-0,401; P = 0,688
C:D-7=-2,343;P=0,019
POZITIVNA 2A: x? = 41,623; P <0,001
OBITELISKA X2=659,298 | ¢ 5 Se0vma b < o001
=653, C: ¥2=259,714; P < 0,001
ANAMNEZA 32(74,41) | 176 (100) 0(0) 2 (1,26) P<0,001 D2 76,496, P < 0,001
n (%)
S X?=6,075
PUSACn (%) | 6(13,96) 32(18,18) 71(21,26) | 22(23,9) b=0,108
2A: x2=69,338; P < 0,001
KARCINOM X°=82,645 B:x2=1,821; P=0,177
PRIJELAZNOG | 7 (16,28) 0 (0) 2 (0.6) 0(0) p<0,001 C:y2= 1.326; P = 0,250
EPITELA n (%) ’ D:x?=1,477; P = 0,224

x2— chi kvadrat test; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost ‘post
hoc Mann Whitney test; 2post hoc x? test
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5.2.2. Klinicke osobitosti ispitanika

Prema modificiranoj SZO klasifikaciji ,,Bolesni i sumnjivi® imali su znacajno vise
vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka u odnosu na sve ostale skupine (166 mmHg nasuprot
140/141/143 mmHg; P < 0,001), dok izmedu ,,Rizi¢nih*, ,,Ostalih* i kontrolnih ispitanika nije
bilo razlike (tablica 14). Takoder, ,,Bolesni i sumnjivi* imali su vi$e vrijednosti dijastolickoga
arterijskog tlaka u odnosu na ostale tri skupine, a neSto su viSe vrijednosti dijastolickoga
arterijskog tlaka imali ,,Ostali* u odnosu na kontrolne ispitanike (tablica 14). Nije bilo razlike
u sr¢anoj frekvenciji i indeksu tjelesne mase izmedu ispitivanih skupina. Najmanji opseg struka
imali su ,,Ostali“, zna¢ajno manji u odnosu na preostale tri skupine medu kojima nije bilo

razlike (tablica 14).

Tablica 14. Srednje vrijednosti arterijskih tlakova i antropometrijskih mjera ispitanika
razvrstanih u endemske podskupine prema modificiranoj SZO klasifikaciji i

kontrolnih ispitanika

ABOLESNI | L DKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA sununyt | CRIZIENT | cosTAu | STATISTIKA | Mann Whitne test
VARIJABLA C(25P-75P) | C(25P-75P) ann ¥hitneytes
C(25P-75P) C (25P-75P)
S|STOL|EK| A:B-7=-5,512; P =<0,001
166 140 141 143 H=27,64 | hp oo aoe oo oo
ARTERIJSKI ' 1992, P = <0,
(150-180) | (130-155) | (130-160) | (130-168) P<0,001 B.C-2=-0963; P = 0,335
TLAK (mmHg) B:D-Z=-1,314; P=0,189
C:D-7=-0,583; P =0,560
D”ASTOL'CK' A:B-7=-3,010; P=0,003
A:C-Z=-2,703; P=0,007
ARTERIJSKI 95 85 87 83 H=15,7 A:D-Z=-3,529; P =<0,001
(82-100) | (80-92) (79-95) (76-92) P<0,001 B.C~7=-0654; P=0513
TLAK (mmHg) B:D-Z=-1,783; P=0,075
C:D-7=-2,343;P=0,019
SRCANA
77,8 75,5 75,5 T4 H=3.466
FREKVENCIJA | (70,8- (67,0- (69,0- (68,5-82,0) P=0.325
(otkucaj/min) | 91,8) 82,5) 84,5) o ’
INDEKS 27,43 2717 26,49 1743 H=6,342
TIELESNE (24,25- (24,03- (23,38- ’
' ’ 23,88-31,57) | P=0,096
MASE (kg/m?) | 32,60) 31,22) 29.97) ( )
A:B—Z=-1,014; P=0,310
A:C-7=-2,398; P=0,017
OPSEG 99 98 93 99 H=16,65 D7 0133 P - 0894
STRUKA (cm) | (91-107) | (88-104) | (85-103) | (88-108) P=0,001 B.C-Z=-2514;P=0,012
B:D-Z=-1,126; P = 0,260
C:D-7=-3,439; P=0,001

C—medijan; 25.i75.P. — 25.i 75. Percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost
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5.2.3. Laboratorijski pokazatelji

U tablici 15 prikazane su vrijednosti glukoze u plazmi te lipidograma izmedu
ispitivanih skupina. Vrijednosti glukoze bile su nesto vise u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu
na preostale tri skupine. Nadalje, postojala je i razlika izmedu kontrolnih ispitanika i
,»Rizi¢nih®“, | Rizi¢ni“ su imali nize vrijednosti glukoze u odnosu na kontrolne, dok izmedu
,,Ostalih 1 kontrolnih, kao 1 ,,0Ostalih* 1 ,,Rizi¢nih* nije bilo razlike. Te razlike iako statisticki
znacajne, s obzirom na apsolutne vrijednosti nisu klinicki relevantne. Nije bilo razlike izmedu

skupina niti u jednom od lipidnih parametara.

Tablica 15. Vrijednosti glukoze u plazmi te lipidnih parametara u ispitanika razvrstanih u
endemske podskupine prema modificiranoj SZO klasifikaciji i kontrolnih

ispitanika
ABOLESNI | . PKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA BRIZICNI COSTALI .
SUMNIJIVI SELA STATISTIKA | Mann Whitney test
VARIJABLA C(25P-75P) | C(25P-75P)
C(25P-75P) C(25P-75P)
GLUKOZA U A:B-27=-4,382; P=<0,001
5,40 4,90 5,00 5,10 H=23,315 | no 22 200 p o o008
PLAZMI ' 259, P=0,
(5,20-5,80) | (4,50-5,35) | (4,70-5,50) | (4,70-5,60) P<0,001 | B:C-Z=-1339;P=0181
(mmol/L) B:D -7 =-2.539; P = 0,011
C:D-7=-1,621; P =0,105
UKUPNI
5,70 5,65 5,60 5,60 H=0,802
KOLESTEROL
(5,10-6,30) | (4,90-6,45) | (4,80-6,50) | (4,90-6,20) P=0,849
(mmol/L)
HDL - 1,38 1,51 1,50
1,57 H=6,144
KOLESTEROL | (1,20- (1,31- (1,27-
(1,32-1,83) P=0,105
(mmol/L) 1,89) 1,84) 1,74)
LDL - 3,50 3,50 3,40
3,20 H=3,893
KOLESTEROL | (2,90- (2,80- (2,70-
(2,70-3,80) P=0,273
(mmol/L) 4,00) 4,10) 4,20)
1,51 1,19 1,24
TRIGLICERIDI 1,34 H=7,389
(1,03- (0,85- (0,90-
(mmol/L) (0,94-1,90) P=0,060
2,53) 1,71) 1,82)

C—medijan; 25.i75.P. — 25.i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost
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U tablici 16 prikazani su laboratorijski pokazatelji relevantni za bubreznu bolest. Kao i
prema ,,Brackoj* klasifikaciji, i prema modificiranoj SZO klasifikaciji najnize vrijednosti

hemoglobina imali su ,,Bolesni i sumnjivi‘“ u odnosu na preostale tri skupine izmedu kojih nije

bilo razlike (121 nasuprot 137/136/138 g/L; P < 0,001).

Znacajno vise vrijednosti serumskog kreatinina imali su ,,Bolesni i sumnjivi“ u odnosu
na sve ostale skupine (110,64 nasuprot 79,29/80,24/74,54 umol/L; P < 0,001). Kontrolni
ispitanici imali su znacajno nize vrijednosti kreatinina i u odnosu na ,,Rizi¢ne* i ,,Ostale* dok
izmedu ove dvije skupine nije bilo razlike. Procijenjena glomerularna filtracija bila je, u skladu
s gornjim rezultatima, najniza u ,,Bolesnih i sumnjivih* (44,82 nasuprot 85,76/84,35/87,53

ml/min/1,73m?; P < 0,001), dok izmedu ostalih skupina nije bilo znacajne razlike.

Nadalje, vrijednosti omjera albumina i kreatinina u urinu bile su najvise u ,,Bolesnih i
sumnjivih* u odnosu na sve ostale ispitanike (29,27 nasuprot 4,96/5,57/5,68 mg/g; P < 0,001).
Prema ovoj klasifikaciji kontrolni su ispitanici imali nesto vise vrijednosti ACR u odnosu na

,»Rizi¢ne*, dok izmedu ,,Rizi¢nih* 1,,0Ostalih* te ,,Ostalih* 1 kontrolnih nije bilo razlike u ACR.

Kao i prema ,Brackoj“ klasifikaciji znacajno viSe vrijednosti omjera alfa-1
mikroglobulina i kreatinina iz oba uzorka urina imali su ,,Bolesni i sumnjivi u odnosu na
preostale skupine (el MCR prvi jutarnji urin 25,73 nasuprot 5,13/5,23/6,83 mg/g; P < 0,001;
alMCR drugi jutarnji urin 26,93 nasuprot 5,94/5,61/7,40 mg/g; P < 0,001). Takoder, kao i
prema ,,Brackoj* klasifikaciji, kontrolni ispitanici imali su neSto viSe vrijednosti al MCR u

odnosu na ,,Rizi¢ne* i ,,Ostale* ispitanike.

Relativna volumna masa urina bila je najniza u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu na sve

tri ostale skupine medu kojima nema razlike.
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Tablica 16. Laboratorijski pokazatelji bubrezne bolesti ispitanika razvrstanih u endemske
podskupine prema modificiranoj SZO klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

ABOLESNI | L DKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA cumoy | CRZIEN | cosTAn | STATISTIA | Mann Whitnew test
VARIJABLA C(25p-75P) | C(25P-75P) ann ¥Whitney tes
C(25P-75P) C(25P-75P)

A:B-2Z=-4,280; P =<0,001

HEMOGLOBIN | 121 137 136 138 H=20,799 | Ao _o-aase pe 0001

(g/L) (105-138) (129-146) | (128-148) | (129-145) P<0,001 B:C-2=-0,127;P=0,899
B:D-Z=-0,039; P = 0,969

C:D-7=-0,119; P = 0,905

AB—Z =-6,740; P = <0,001

Serumski 110,64 79,29 80,24 74.54 H=76.099 A:C—Z=-7,015; P = <0,001

KREATININ (87,84- (72,64- (71,69- ’ ’ A:D=2=-7,758; P = <0,001
(67,89-83,09) | P<0,001 B:C—~Z=-0,008; P = 0,994

(umol/L) 150,54) 90,22) 90,69) B:D -7 =-3,843; P = <0,001

C:D-7=-4,198; P =<0,001

GFR CKD EPI | 44,82 85,76 84,35 e a1y b <0001

e , ’ y A:C-Z=-7,117; P = <0,001

87,53 H=59,068 | ap—7-.7 101 p~
ml/min/1.73m | (32,41- (73,71- (72,97- AD—2=-7,191; P = <0,001

5 (76,22-99,70) | P<0,001 B:C-2=-0,614;P=0,539
72,91) 95,20) 96,50) B:D-Z=-1,097; P = 0,273
C:D-7=-1,799; P =0,072
A:B-27=-7,490; P =<0,001

29,27 4,96 5,57 A:C-Z=-7,652; P = <0,001

ACR (mg/g) (12,20- (3,49- (3,80- >/68 H=67,063 | ap-2-.6377;p=<00m
&/e ! ’ ’ (4,13-12,79) P<0,001 B:C—Z=-1,300; P= 0,194
130,89) 8,35) 8,50) B:D -Z=-2,701; P = 0,007

C:D-7=-1,901; P=0,057
A:B-Z=-8,144; P = <0,001

alMCR (prvi | 25,73 5,13 5,23 A:C—Z=-8,089; P = <0,001

jutarnji urin) | (10,87- (3,50- (3,55- 6,83 M=95,421 | ap-7- 6828 p= <0001
(4,98-10,31) | P<0,001 | B:C-2=-0991;P=032

mg/g 51,76) 7,63) 8,33) B:D-Z=-5,118; P = <0,001

C:D -7 =-4,597; P = <0,001

1MCR (drugi | 26,93 5,94 5,61 AC—7- 0815 b <0001

a rugi )y ’ ’ A:C—Z =-9,819; P = <0,001

7,40 H=125,23 D7 b
jutarnji urin) | (18,67- (4,15- (4,02- A:D=2=-9,107; P = <0,001

(531-10,45) | P<0,001 | B:C-Z=-0,105P=0916

mg/g 39,04) 7,69) 8,27) B:D - Z =-4,236; P = <0,001
C:D—-7=-4,292; P =<0,001
A:B—Z=--4,838; P = <0,001

RELATIVNA 1,009 1,015 1,016 1015 H=28 436 A:C—Z = -5,066; P = <0,001

VOLUMNA 1,005- 1,010- 1,010- ’ T A:D -2 =-5,042; P = <0,001
( ( ( (1,011-1,020) | P<0,001 | BiC-Z=-008%P=0,929

MASA URINA | 1,013) 1,022) 1,022) B:D-Z=-0,626; P = 0,531

C:D-7=-0,601; P = 0,548
eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPi formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer u urinu; a1MCR - alfa-1
mikroglobulin/kreatinin omjer u urinu; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statistitka
vjerojatnost

Rezultati analize novih biljega ostecenja proksimalnoga tubula prikazani su u tablici
17. Kao i prema ,,Brackoj* klasifikaciji znacajno vise vrijednosti KIM-1 imali su ,,Bolesni i
sumnjivi‘ u odnosu na sve preostale skupine (415,45 nasuprot 247,42/275,47/288,64 ng/g; P <
0,001), dok izmedu ,,Rizi¢nih®, ,,Ostalih* 1 kontrolnih ispitanika nije bilo razlike. Isto tako,
najvise vrijednosti HGF-a imali su ,,Bolesni i sumnjivi“ u odnosu na ostale tri skupine (489,43
nasuprot 283,21/309,09/296,92 ng/g; P < 0,001), dok izmedu te tri skupine nije bilo razlike. Za
razliku od ,,Bracke“ klasifikacije, prema modificiranoj SZO klasifikaciji postoji razlika u
biljegu IP-10 izmedu ,,Bolesnih i sumnjivih* i kontrolnih ispitanika (42,46 nasuprot 16,79 ng/g;
P =0,042), dok nema razlike u vrijednostima IP-10 izmedu endemskih podskupina.
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Tablica 17.

Biljezi o$te¢enja proksimalnog tubula u ispitanika razvrstanih u endemske
podskupine prema modificiranoj SZO klasifikaciji i kontrolnih ispitanika

ABOLESNI I | . . c DKONTROLNA POST HOC
ISPITIVANA SUMNIVI RIZICNI OSTALI SELA STATISTIKA | Mann Whitney test
VARUABLA C(25P-75P) | C(25P-75P) ann Whitney tes
C(25P-75P) C(25P-75P)
415,45 247,42 275,47 288,64 ey e b obor
KIM-1 ’ ’ ’ ' H=13,133 | Ag oo oaaoP= oo
(230,65- (155,29- (144,07- (174,62- D-2=-2,783;P=0,
(ng/g) P=0,004 B:C-Z=-0,532; P=0,595
825,21) 419,63) 452,63) 464,13) B:D-Z=-1,377;P=0,169
C:D-72=-0,841; P =0,400
489,43 283,21 309,09 296,92 NI Spyen
o | ' ' 2 Lo | AT
(258,83- (150,81- (162,14- (157,92- D-2=-3,516;P =<0,
(ng/g) p=0’005 B:C-Z=-0,592; P=0,554
911,19) 494,38) 524,79) 496,44) B:D-Z=-0,119; P = 0,905
C:D-72=-0,419; P=0,675
A:B-Z=-1,638; P=0,101
P10 42,46 25,92 24,56 16.79 Heg 188 A:C-Z=-1,553; P =0,121
(13,93_ (9,05_ (7'90_ ] =o, AfD—Z_=—2,907.;P_=0,004
(ng/g) (9,88-34,87) | P=0,042 B:C-2=-0,173; P = 0,363
92,26) 51,61) 60,85) B:D—Z=-1,683; P = 0,905
C:.D-72=-1,844; P =0,065

KIM-1 — Kidney injury molecule — 1;

HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10;
C—medijan; 25.i75.P. - 25.i 75. Percentila; H — vrijednost Kruskal — Wallisovog testa; P — statisticka vjerojatnost
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5.3. Usporedba novih biljega tubularnoga oSteéenja s dosadasnjim biljegom

tubularnoga oStecenja omjerom alfa-1 mikroglobulina i kreatina u urinu

U sljedecoj analizi usporedili smo nove tubularne biljege KIM-1, HGF i IP-10 s
dosadasnjim biljegom ostecenja proksimalnoga tubula a1MCR koji je ujedno i dijagnosticki
kriterij za endemsku nefropatiju. S obzirom da je grani¢na vrijednost za a1 MCR prema novoj
,,Brackoj* klasifikaciji 31,5 mg/g, podijelili smo ispitanike iz endemskih sela u dvije skupine
prema vrijednostima a1MCR < 31,5 odnosno > 31,5mg/g s ciljem da utvrdimo ima li razlike
izmedu ovih skupina u novim tubularnim biljezima. U analizu smo ukljucili i albumin/kreatinin
omjer kao standardni biljeg proteinurije. Rezultati ove analize prikazani su u tablici 18.
Ispitanici s a1MCR > 31,5 mg/g imali su statisticki znac¢ajno vise vrijednosti KIM-1 i HGF-a,
dok nema razlike u biljegu IP-10. Takoder, u skupini ispitanika s alMCR > 31,5 mg/g

izmjerene su znacajno vise vrijednosti i ACR.

Tablica 18. Novi biljezi tubularnog osteé¢enja i albumin/kreatinin omjer u endemskih
ispitanika podijeljenih u dvije skupine prema vrijednostima omjera alfa-1
mikroglobulin i kreatinina iz urina

alMCR < 31,5mg/g | alMCR > 31,5 mg/g U p

C (25P-75P) C (25P-75P)

262,46 467,73 -3,603 <0,001
KIM-1 (ng/g)

(147,39-446,11) (309,27-892,13)

299,34 770,72 -4,063 <0,001
HGF (ng/g)

(157,11-512,74) (324,40-1280,26)

21,33 40,79 -0,530 0,595
IP-10 (ng/g)

(8,93-51,19) (6,26-92,26)

5,39 47,94 -6,566 <0,001
ACR (mg/g)

(3,75-9,07) (16,03-132,38)

alMCR - alfa-1 mikroglobulin/ kreatinin omjer iz urina; KIM -1 — Kidney injury molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 —
interferonom gama inducirani protein 10; ACR — albumin/kreatinin omjer; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; U — vrijednost Mann
— Whitneyevog testa; P — statisticka vjerojatnost
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5.4. Usporedba novih biljega tubularnoga oste¢enja u ispitanika koji u endemskim

selima Zive dulje odnosno krace od 20 godina

Sljedeci korak u analizi bio je usporediti vrijednosti novih biljega tubularnoga osteéenja

KIM-1, HGF i IP-10 u ispitanika koji u endemskom selu zive dulje od 20 godina u odnosu na

one koji u endemskom selu zive kra¢e od 20 godina. Nismo nasli statisti¢ki znacajne razlike

niti u jednom od novih biljega tubularnog ostecenja (tablica 19).

Tablica 19. Biljezi osteCenja proksimalnog tubula u ispitanika razvrstanih ovisno zive li u

endemskim selima vise i manje od 20 godina.

BORAVAK U EN SELU

BORAVAK U EN SELU

(6,72-51.55)

(9,85-61,85)

> 20 GODINA < 20 GODINA U P
C (25P-75P) C (25P-75P)

KIM-1 (ng/g) 250,55 239,32 0,121 0,904
(128,33-438,28) (138,66-400,41)

HGF (ng/g) 309,33 341,18 0,516 0,606
(152,46-524,79) (172,02-492,07)

IP-10 (ng/g) 20,35 29,72 -0,950 0,342

EN —endemska nefropatija; KIM-1 —Kidney injury molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 — interferonom gama inducirani protein

10; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; U — vrijednost Mann — Whitneyevog testa; P — statisti¢ka vjerojatnost
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5.5. Analize povezanosti

Ucinjena je analiza povezanosti dobi, spola, sistolickoga arterijskog tlaka, glukoze u
plazmi te dosadasnjih biljega bubrezne bolesti (eGFR, ACR, alMCR) s novim biljezima
bubreznog ostec¢enja (KIM 1, HGF, IP-10) u cjelokupnoj populaciji ispitanika. U tablici 20
prikazane su vrijednosti koeficijenata korelacije navedenih parametara.

Tablica 20. Vrijednosti koeficijenata povezanosti novih biljega bubreznoga osteéenja s ostalim
faktorima rizika bubrezne bolesti i dosadasnjim biljezima bubreznog ostecenja u cijeloj
ispitivanoj skupini

Ispitivana varijabla KIM-1 (ng/g) HGF (ng/g) IP-10 (ng/g)
rs 0,355 0,385 0,021
DOB (godine) P <0,001 <0,001 0,582
N 708 708 708
rs 0,226 0,140 0,058
SPOL P <0,001 <0,001 0,123
N 708 708 708
rs 0,255 0,275 0,019
SISTOLICKI ARTERUSKI P <0,001 <0,001 0,611
TLAK (mmHg)
N 702 702 702
rs 0,175 0,180 -0,043
GLUKOZA U PLAZMI p <0,001 <0,001 0,260
(mmol/L)
N 705 705 705
rs -0,237 -0,256 0,030
eGFR CKD EPI
P 1 1 431
(ml/min/L,73m) <0,00 <0,00 0,43
N 708 708 708
rs 0,314 0,268 0,133
ACR (mg/g) P <0,001 <0,001 <0,001
N 707 707 707
rs 0,224 0,265 0,052
alMCR P | <0,001 <0,001 0,165
prvi jutarnji urin (mg/g)
N 706 706 706
rs 0,216 0,399 0,033
alMCR
drugi jutarnji urin P <0,001 <0,001 0,379
(mg/e) N | 700 700 700

KIM-1 — Kidney injury molecule — 1; HGF — factor rasta hepatocita; IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10;
eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPI formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer;
alMCR - alfa-1 mikroglobulin/kreatinin omjer u urinu; rs — Spearmanov koeficijent korelacije; P — statisti¢ka vjerojatnost
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IP-10 nije bio povezan niti s jednom ispitivanom varijablom.

Dob ispitanika bila je slabo pozitivno povezana s vrijednostima KIM-1 (rs = 0,355; P < 0,001)

I HGF (rs = 0,385; P < 0,001) $to se moze vidjeti i na pripadaju¢im pravcima 0dnosno

krivuljama povezanosti na slikama 9 i 10.
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Potom je analizirana povezanost dobi i novih tubularnih biljega pri ¢emu je prilagodba

napravljena za godine provedene u endemskom selu. U tablici 21 prikazani su koeficijenti

povezanosti nakon prilagodbe za duljinu boravka u endemskom selu iz ¢ega je vidljivo da

nakon prilagodbe prakticki nema povezanosti dobi i biljega KIM-1 (rs = 0,200; P < 0,001), a

povezanost dobi i HGF je takoder zna¢ajno manja(rs = 0,302; P < 0,001).

Tablica 21. Povezanost dobi i biljega osteéenja proksimalnoga tubula nakon prilagodbe za

duljinu boravka u endemskom selu

Dob (god.)

KIM-1 (ng/g)

rs

0,200

P

<0,001

HGF (ng/g)

rs

0,302

P

<0,001

IP-10 (ng/g)

rs

0,048

P

0,225

KIM-1 — Kidney injury molecule — 1; HGF faktor rasta hepatocita;

IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10;

rs— Spearmanov koeficijent korelacije; P- statisticka vjerojatnost

Nije bilo povezanosti spola niti s jednim novim biljegom ostecenja proksimalnoga tubula.

Takoder, glukoza u plazmi nije bila povezana niti s jednim novim biljegom.

Vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka bile su slabo pozitivno povezane sa KIM-1(rs=0,255;

P <0,001) i HGF (rs=0,275; P < 0,001) sto je prikazano na slikama 11.1 12.
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Slika 11. Krivulja povezanosti KIM-1 i sistolickoga arterijskog tlaka
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Slika 12. Krivulja povezanosti HGF i sistolickoga arterijskog tlaka
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Zatim smo promatrali povezanost novih tubularnih biljega s dosadasnjim parametrima

bubreznoga oste¢enja — eGFR, ACR i al MCR. Kao $to je ve¢ ranije navedeno, IP-10 nije bio

povezan s niti jednim navedenim parametrom.

Procijenjena glomerularna filtracija bila je slabo negativno povezana s HGF-om (rs =
-0,256; P < 0,001) i s KIM-1 (rs = -0,237; P < 0,001). Pravci odnosno krivulje povezanosti za

navedene parametre prikazani su na slikama 13 i 14. Prema raspodjeli podataka na navedenim

grafovima vidljiva je disperzija podataka te mozemo zakljuciti da bi povezanost izmedu KIM

I HGF s jedne strane te eGFR CKD EPI s druge strane zasigurno bila ve¢a da smo iz analize

iskljucili ekstremne rezultate.
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Slika 13. Krivulja povezanosti KIM-1 i eGFR CKD EPI
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Slika 14. Krivulja povezanosti HGF i eGFR CKD EPI

Slicno se zapaZa i za ostala dva tradicionalna biljega bubreZznoga oStecenja ACR 1
alMCR. ACR je bio pozitivno povezan s KIM-1 (rs = 0,314; P < 0,001) i slabo pozitivho
povezan s HGF (rs = 0,268; P < 0,001). a1 MCR kao biljeg tubularnoga bubreznog oste¢enja
bio je pozitivno povezan s HGF, i to vise a1MCR odreden iz drugoga jutarnjeg urina (a1 MCR
iz prvoga jutarnjeg urina rs = 0,265; P <0,001; a1 MCR iz drugoga jutarnjeg urina rs = 0,399; P
<0,001). Vrlo slaba povezanost dobivena je za a1MCR i KIM-1 (a1 MCR iz prvoga jutarnjeg
urina rs =0,224; P < 0,001; a1MCR iz drugoga jutarnjeg urina rs =0,216; P < 0,001). Medutim
kao i u slucaju procijenjene glomerularne filtracije i na krivuljama povezanosti za ove
parametre mozemo primijetiti rasap podataka koji zasigurno umanjuje povezanost navedenih
parametara zbog nekolicine ekstremnih rezultata. Kao sto je vidljivo za ACR i a1 MCR iz oba
uzorka urina nagib krivulje odnosno povezanost navedenih parametara s KIM-1 i HGF je puno
veca kad se promatra pocetni dio krivulje oko kojeg je grupirana vecina rezultata, dok
nekolicina ekstremnih rezultata navedenih parametara smanjuje povezanost i mijenja nagib
pravca odnosno krivulje. Krivulje povezanosti ACR i al MCR s KIM-1 i HGF prikazani su na
slikama 15-20.
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Slika 17. Krivulja povezanosti KIM-1 i a1 MCR iz drugoga jutarnjeg urina
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64



3000
rs=0,265;
P < 0,001
2500
=)
S, 2000
S
% D
I 1500
o
1000 : __— O
o /
500 o o

100

150

200

250 300

o1MCR prvi jutarnji urin (mg/g)

Slika 19. Krivulja povezanosti HGF i a1MCR iz prvoga jutarnjeg urina
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Slika 20. Krivulja povezanosti HGF i a1MCR iz drugoga jutarnjeg urina
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U tablici 22 prikazana je analiza povezanosti novih biljega medusobno na uzorku cijele

ispitivane populacije. Pozitivna povezanost postoji jedino izmedu KIM-1 i HGF.

Tablica 22. Medusobna povezanost novih biljega bubrezne bolesti

Ispitivana varijabla HGF IP-10
rs 0,389 0,237
KIM-1 P <0,001 <0,001
N 708 708
rs 0,145
HGF P <0,001
N 708

KIM - Kidney injury molecule 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 — interferonom gama
inducirani protein 10; rs — Spearmanov koeficijent korelacije; P — statisti¢ka vjerojatnost

S obzirom na vrlo slabu povezanost novih tubularnih biljega bubreznoga oStecenja
KIM-1 i HGF, a izostanak povezanosti IP-10, s dobi i sistolickim tlakom, kao i izostanak
povezanosti sva tri biljega s glukozom u plazmi, dobivene statisticki znac¢ajno vise vrijednosti
biljega KIM-1 i HGF u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu na sve preostale ispitanike ne mozemo
tumaciti izmjerenim visim vrijednostima sistolickoga arterijskog tlaka, starijom dobi i klinicki
zanemarivo vi$im vrijednostima glukoze u plazmi u ovoj podskupini bolesnika. S obzirom na
nenormalnu raspodjelu bubreznih parametara do sada prikazani rezultati ucinjeni su
neparametrijskim statistickim analizama kojima se ne moze uciniti prilagodba za kovarijate,

ali analizama povezanosti prakti¢ki smo iskljucili njihov moguéi utjecaj.

Ipak, kako bismo formalno iskljuéili moguci utjecaj dobi, sistolickoga arterijskog tlaka
i glukoze na dobivene razlike u novim tubularnim biljezima ucinili smo dodatnu statisticku
analizu. Kao $to je Cest slucaj u literaturi (99,109,158,159,160), logaritmirali smo podatke po
bazi prirodnoga logaritma ¢ime smo dobili pravilnu raspodjelu podataka koja nam je omogucila
analizu parametrijskim metodama uz prilagodbu za relevantne kovarijate. U¢injen je t test za
razlike izmedu endemske i kontrolne skupine te analiza varijance za endemske podskupine (po
,,Brackoj“ i po modificiranoj SZO klasifikaciji) i kontrolnu skupinu nakon prilagodbe za dob,

sistolicki tlak, glukozu, puSenje i obiteljsku anamnezu.

Paramatrijskom analizom novih tubularnih biljega KIM-1, HGF i IP-10 (ANOVA,
logaritmirani podatci) uoceni su rezultati jednaki onima dobivenim neparametrijskom

analizom. Nije bilo razlike u vrijednostima KIM-1 izmedu endemske i kontrolne skupine.
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Prema ,,Brackoj* klasifikaciji, znac¢ajno vise vrijednosti KIM-1 imali su ,,Bolesni i sumnjivi*
u odnosu na sve preostale skupine (F = 6,310; svi P < 0,001), dok izmedu ostalih skupina nije
bilo razlike. Takoder, iste smo rezultate za KIM-1 dobili i prema modificiranoj SZO
klasifikaciji (F = 4,322; svi P <0,001).

Nadalje, nije bilo razlike u HGF izmedu endemske i kontrolne skupine. Prema
,,Brackoj klasifikaciji znacajno vise vrijednosti HGF imali su ,,bolesni i sumnjivi“ u odnosu
na sve preostale skupine (F = 4,378; P = 0,005), dok izmedu ostalih skupina nije bilo razlike.
Iste smo rezultate za HGF dobili i prema modificiranoj SZO klasifikaciji (F = 4,324; P = 0.005).

Kao i neparametrijskom analizom, viSe su vrijednosti biljega IP-10 registrirane u
endemskih ispitanika u odnosu na kontrolne (t = -2,310; P = 0,021). Medutim, analizom po
endemskim podskupinama prema ,,Brackoj“ klasifikaciji i kontrolnoj skupini nije bilo zna¢ajne
razlike u biljegu IP-10 izmedu ispitivane Cetiri skupine (F = 2,237; P = 0,083). Isto tako, razlike
nije bilo niti izmedu ove Cetiri skupine u slucaju kasifikacije po modificiranoj SZO klasifikaciji
(F=2,527; P = 0,056).
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5.6. ROC analize

S obzirom na dobivene zna¢ajno povisene vrijednosti biljega KIM-1 i HGF u ,,Bolesnih
1 sumnjivih* Zeljeli smo utvrditi imaju li ova dva biljega mogucu ulogu u dijagnostickom
algoritmu za endemsku nefropatiju te smo testirali njihovu osjetljivost i specifi¢nost kao
dijagnostickog testa za endemsku nefropatiju. S obzirom da nije bilo razlike u biljegu IP-10
analiziraju¢i medusobno pojedine endemske podskupine i kontrolne ispitanike, kao niti izmedu
skupina endemskih ispitanika podijeljenih prema al MCR, nije bilo potrebe niti uc¢initi ROC
analizu za IP-10 jer je vec iz dosadasnjih rezultata jasno da nema dijagnosti¢ku vrijednost u

algoritmu za EN.

Ucinjena je ROC analiza KIM-1 kao biljega endemske nefropatije. Najveca osjetljivost
i specifi¢nost utvrdena je za koncentraciju od 293,95 ng/g kreatinina. Kada je u¢injena analiza
s obzirom na vrijednosti ispod i iznad navedene koncentracije, postojala je osjetljivost od
82,1% 1 specifi¢nost od 55,1% (povrsina ispod krivulje = 0,733; Z = 5,194; P <0,001). Omjer
Sansi (OR ) da osoba koja ima koncentraciju KIM-1 ve¢u od 293,95 ng/g kreatinina oboli od
EN po ,,Brackoj* klasifikaciji je 5,656 (95% IP = 2.1251-15.0524; Z= 3.469; p = 0.0005), slika
21.
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Slika 21. ROC krivulja KIM-1 za endemsku nefropatiju
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Ucinjena je ROC analiza HGF-a kao biljega bolesti. Najveca osjetljivost 1 specificnost
utvrdena je za koncentraciju od 482,68 ng/g kreatinina. Kada je u¢injena analiza s obzirom na
vrijednosti ispod i iznad navedene koncentracije, postojala je osjetljivost od 64,3% i
specifi¢nost od 72,2% (povrsina ispod krivulje = 0,702; Z = 3,580; P < 0,001). Omjer Sansi da
osoba koja ima koncentraciju HGF vec¢u od 482,68 ng/g kreatinina oboli od EN po ,,Brac¢koj*
klasifikaciji je OR 4,667 (95% IP = 2,116 —10,293; Z = 3,817; P < 0,001), slika 22.

100

80

HGF — Faktor rasta
hepatocita

60

40

20

0] 20 40 60 80 100
100-Speciifénost

Slika 22. ROC krivulja HGF za endemsku nefropatiju
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5.7. Biljezi oStecenja proksimalnoga tubula i pogorSanje bubrezne funkcije

U ovom longitudinalnom dijelu istrazivanja analizirali smo podatke za ispitanike koji
su se odazvali kontrolnom pregledu nakon sedam godina. Od polaznih 978 ispitanika
iskljuceno je 228 ispitanika zbog razloga navedenih na slici 6, 72 ispitanika su umrla, a 260
ispitanika nije bilo dostupno (36 se odselilo, 48 odbilo sudjelovati, 176 je aktualno bilo izvan
mjesta prebivaliSta). Na taj smo nacin dosli do ukupnog broja od 418 ispitanika koji su se

odazvali kontrolnom pregledu $to uz 72 umrla ¢ini 65,3%.

Medu ispitanicima koji su se odazvali kontrolnom pregledu bilo je znacajno viSe Zena,
ispitanici su bili mlade dobi te nesto nizih vrijednosti sistoliCkoga i dijastolickoga tlaka. Nije
bilo razlike izmedu ove dvije skupine ispitanika s obzirom na indeks tjelesne mase i opseg

struka (tablica 23).

Tablica 23. Razlika izmedu ispitanika koji su se odazvali kontrolnom pregledu nakon 7
godina i onih Kkoji se nisu odazvali

ISPITANICI U ISPITANICI KOJI NISU
PRACENJU U PRACENJU STATISTIRA | P

SPOL (M/2) 160/315 212/274

n (%) (33,7/66,3%) (43,6/56,4%) X'=9,998 0,002
DOB (godine)

C (25P.75P) 49 (40-61) 58 (41-73) U=-6,153 <0,001
SISTOLICKI
ARTERIJSKI TLAK 140 (129-160) 150 (134-170) U = -4,4480 <0,001
(mmHg) C (25P-75P)

DUASTOLICKI
ARTERISKI TLAK 85 (78-93) 87 (80-96) U=-2,019 0,043
(mmHg) C (25P-75P)

INDEKS TJELESNE

MASE (kg/m2) 27,18 (24,06-30,96) | 27,18 (23,61-31,21) | U=0,192 0,848
C (25P-75P)
OPSEG STRUKA (cm)
C (25P-75P) 95 (86-104) 98 (87-106) U=-1,697 0,090

x2— chi kvadrat test; U — vrijednosti Mann-Whitneyevog testa; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila;

P — statisticka vjerojatnost

Analizirajuci pokazatelje bubrezne funkcije kao i nove tubularne biljege utvrdili smo
znacajne razlike izmedu ove dvije skupine ispitanika (tablica 24). Ispitanici koji su se odazvali
kontrolnom pregledu nakon sedam godina imali su bazalno nesto niZe vrijednosti kreatinina i
posljedicno viSe vrijednosti procijenjene glomerularne filtracije, imali su nizi ACR 1 nizi
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alMCR, te niZe vrijednosti biljega KIM-1 i HGF u odnosu na ispitanike koji se nisu odazvali.

Nije bilo razlike izmedu ispitanika s obzirom na biljeg IP-10.

Tablica 24. Razlika u laboratorijskim pokazateljima izmedu ispitanika koji su se odazvali
kontrolnom pregledu nakon 7 godina i onih koji se nisu odazvali

ISPITANICI U ISPITANICI KOJI
PRACENJU NISU U PRACENJU | U p
C (25P-75P) C (25P-75P)
:(J:IQDLI\)‘ " (7:9':749-86,89) (8722’?624—97,34) 6,362 <0,001
amaven e o
ACR (me/e) (53’,3833—8,30) (74’1?530-24,60) 8,008 <0.001
ﬁxrfj?)((r::/ig) (53’,3862—7,63) 481:;247,39) 9,302 <0,001
;gcrfjl?)((rir;/ggi) ?1’1,2220—9,36) ?5’,1:3—16,84) 8,607 <0,001
GUP (mmol/L) (5;‘?50_5’ 0) (54",2700_5,80) 3,322 0,001
KIM-1 (ng/e) (2154?3',,1757-418,31) (311706?266-555,36) 3,826 <0,001
HGF (ng/g) (31166(;,5418-502,45) (317956,2978-673,89) 3,678 <0,001
IP-10 (ng/g) (179":77_ 45.08) (272:23 60.85) 0,887 0,375

eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPI formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer u urinu; alMCR — alfa-1
mikroglobulin/kreatinin omjer u urinu; GUP — glukoza u plazmi; KIM-1 — kidney injury molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 —
interferonom gama inducirani protein 10; C — medijan; 25. i 75.P. — 25. i 75. percentila; U — vrijednosti Mann-Whitneyevog testa; P —
statisticka vjerojatnost

Na tablici 25 prikazana je inicijalna raspodjela prema stadijima kroni¢ne bubrezne
bolesti (88) za ispitanike koji su se odazvali kontrolnom pregledu. Vecina ispitanika (89,7%)
nalazila se inicijalno u stadijima G1ALl i G2A1 odnosno nisu imali elemente kroni¢ne bubrezne
bolesti. Tek 24 ispitanika (5,74%) imala su inicijalno eGFR CKD EPI < 60 ml/min/1.73m?.

Albuminuriju > 30 mg/g imao je 21 ispitanik odnosno 5,02%. Uz to su, kao $to je ve¢ navedeno,
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bili 1 mladi, Sto sve govori u prilog da su ispitanici ¢iji smo klinicki tijek pratili bili ,,zdraviji®.

To objasnjava i nize vrijednosti novih biljega KIM-1 i HGF koje smo dobili u ovom

istrazivanju.

Tablica 25. Inicijalna raspodjela prema stadijima kroni¢ne bubrezne bolesti za ispitanike koji
su se odazvali kontrolnom pregledu

ACR kategorije
<30 mg/g 30-300 >300 mg/g
Stadiji kronicne bubrezne bolesti
mg/g
Al A2 A3
>90 ‘Gl N (%) |161(38,52%) |5(1,20%) | 0(0,0%)
60-89 G2 N (%) |214(51,20%) |13(3,11%) | 1(0,24%)
eGFR CKD EPI
45-59 G3a N (%) 20 (4,78%) 0(0,0%) 0 (0,0%)
kategorije
30-44 G3b N (%) 2 (0,48%) 1(0,24%) 0(0,0%)
(ml/min/1.73m?)
15-29 G4 N (%) | 0(0,0%) 0(0,0%) 1(0,24%)
<15 G5 N (%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0 (0,0%)

*G — stadij; eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPI formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer

Na slici 26 prikazana je raspodjela ispitanika prema stadijima kroni¢ne bubrezne bolesti nakon

sedam godina pracenja.

U trenutku kontrolnoga pregleda nakon sedam godina u stadijima G1A1 i G2A2 bilo je 83,7%
ispitanika, dok je 38 ispitanika (9,09%) imalo eGFR CKD EPI < 60 ml/min/1.73m?.

Albuminuriju > 30 mg/g nakon sedam godina imao je 41 ispitanik odnosno 9,81%.
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Tablica 26. Raspodijela prema stadijima kroni¢ne bubrezne bolesti nakon 7 godina za

ispitanike koji su se odazvali kontrolnom pregledu

ACR kategorije
<30 mg/ 30-300 >300 mg/
Stadiji kronicne bubrezne bolesti &8 &8
mg/g
Al A2 A3
>90 ‘Gl N (%) 204 (48,80) 8(1,91) 0(0,0)
60-89 G2 N (%) 146 (34,93) 18 (4,31) 4 (0,96)
eGFR CKD EPI
. 45-59 G3a N (%) 20 (4,78) 3(0,72) 0(0,0)
kategorije
30-44 G3b N (% 7 (1,67 3(0,72 1(0,24
(ml/min/1.73m?) %) (167) 0.72) (0.24)
15-29 G4 N (%) 0(0,0) 1(0,24) 2(0,48)
<15 G5 N (%) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,24)

"G — stadij; eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPI formuli; ACR — albumin/kreatinin omjer

5.7.1. Novonastala kroni¢na bubreZna bolest u sedmogodisnjem periodu

Novonastala kroni¢na bubrezna bolest definirana je procijenjenom glomerularnom
filtracijom (eGFR CKD EPI) < 60 ml/min/1.73m? nakon sedam godina pracenja. Od 418
ispitanika koji su se odazvali kontrolnom pregledu nakon sedam godina bilo je ukupno 20
ispitanika (4.8%) s novonastalom kroni¢énom bubreznom bolesti od Cega su petero bili
dijabeticari (25%). Prosje¢ni pad eGFR u ovoj skupini ispitanika u sedmogodi$njem periodu

iznosio je 23,87 ml/min/1.73m?,

Binarnom logistickom regresijom analizirana je moguénost predvidanja razvoja
novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti na temelju vrijednosti pojedinih biljega bubreznoga
oStecenja.

Analizirana je prediktivna vrijednost sistolickoga arterijskog tlaka, procijenjene
glomerularne filtracije, omjera aloumina i kreatinina u urinu, omjera alfa-1 mikroglobulina i
kreatinina u uzorku prvoga i drugoga jutarnjeg urina, te novih biljega tubularnoga ostecenja
KIM-1, HGF i IP-10 pojedinacno te sva tri u zajednicCkom modelu. Analizirana je linearnost,
povezanost navedenih biljega i multikolinearnost. Zbog tek malog broja podataka koji su

nedostajali pozornost je obrac¢ena na veli¢inu standardne pogreske.
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SISTOLICKI ARTERIJSKI TLAK

U analizu je uklju¢eno 416 ispitanika. Model je bio statisti¢ki zna¢ajan, ¥ = 22,484; P

< 0,001, ¢ak 16,4% (Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo

bi se objasniti utjecajem vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka (tablica 27).

Tablica 27. Prediktivna vrijednost sistolickoga arterijskog tlaka za novonastalu kroni¢nu

bubreznu bolest

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
Sistolicki arterijski tlak (mm Hg) | 0,042 0,009 | 21,112 | 1 | <0,001 | 1,042 | 1,024 | 1,061
Konstanta -9,524 1,545 | 38,020 | 1 | <0,001 | <0,001

R? = 0,053 (Cox & Snell), 0,164 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 22,484, P =< 0,001.

B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP — interval pouzdanosti

BAZALNA PROCIJENJENA GLOMERULARNA FILTRACIJA

Uc¢injena je binarna logisti¢ka regresija kako bi se ispitala moguénost predvidanja

novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti na temelju vrijednosti bazalne eGFR. U analizu je

ukljuceno 418 ispitanika. Model je bio statisti¢ki znaGajan: y? = 14,633; P < 0,001, ¢ak 10,8%

(Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo bi se objasniti

pomocu eGFR-a (tablica 28).

Tablica 28. Prediktivna vrijednost bazalne eGFR-a za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)
Doniji Gornji
eGFR CKD EPI (mL/min1,73m2) -0,054 0,014 | 14,112 |1 | <0,001 | 0,948 0,922 0,975
Konstanta 1,284 1,079 | 1,416 1 (0,234 | 3,612

R? = 0,034 (Cox & Snell), 0,108 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 14,633, P < 0,001.

eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKE EPI formuli; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df —

stupnjevi slobode, P — statisti¢ka vjerojatnost, IP — interval pouzdanosti
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OMJER ALBUMINA | KREATININA U URINU

U analizu je ukljugeno 416 ispitanika. Model nije bio statisticki znac¢ajan, y* = 2,318; P
= 0,128, samo 1,7% (Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo

bi se objasniti utjecajem omjera albumina i kreatinina u urinu (tablica 29).

Tablica 29. Prediktivna vrijednost omjera aloumina i kreatinina u urinu za novonastalu
kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)

Donji Gornji

ACR (mg/g) 0,004 0,003 | 2,948 1 |0086 | 1,004 |0,999 | 1,009
Konstanta -3,068 0,238 | 165,930 | 1 | <0,001 | 0,047

R2 = 0,006 (Cox & Snell), 0,017 (Nagelkerke R?). Model % (1) = 2,318, P = 0,128.

ACR —albumin/kreatinin omjer; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP —
interval pouzdanosti

OMJER ALFA-1 MIKROGLOBULINA | KREATININA U PRVOM JUTARNJEM URINU

U analizu je ukljuceno 416 ispitanika. Model nije bio statisti¢ki znacajan, y~ = 0,991;
P = 0,320, samo 0,7% (Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti
moglo bi se objasniti utjecajem omjera alfa 1 mikroglobulina i kreatinina u uzorku prvoga

jutarnjeg urina (tablica 30).

Tablica 30. Prediktivna vrijednost a1MCR u uzorku prvog jutarnjeg urina za novonastalu
kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)
Donji Gornji
alMCR - prvi jutarnji 0,014 0,012 | 1,378 1 |0,241 1,014 0,991 1,038
urin(mg/g)
Konstanta -3,094 | 0,252 | 151,247 | 1 | <0,001 | 0,045
R? = 0,002 (Cox & Snell), 0,007 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 0,991, P = 0,320.

a1MCR — omijer alfa-1 mikroglobulina i kreatinina; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka
vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti
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OMIJER ALFA-1 MIKROGLOBULINA | KREATININA U DRUGOM JUTARNJEM
URINU

U analizu je ukljuéeno 414 ispitanika. Model nije bio statisti¢ki znacajan, y? = 2,679;
P = 0,102, samo 2% (Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo
bi se objasniti utjecajem a1 MCR u uzorku drugoga jutarnjeg urina (tablica 31).

Tablica 31. Prediktivna vrijednost a1MCR u uzorku drugog jutarnjeg urina za novonastalu
kroni¢nu bubreznu bolesti

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
a1MCR - drugi jutarnji (mg/g 0,040 | 0,022 | 3,296 1 |0069 |1,041 | 0,997 | 1,087
kreatinina) (urin)
Konstanta - 0,311 | 113,821 | 1 | <0,001 | 0,036
3,322
R2 = 0,006 (Cox & Snell), 0,020 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 2,679, P = 0,102.

a1MCR — omijer alfa-1 mikroglobulina i kreatinina; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka
vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti

NOVI TUBULARNI BILJEZI

Ucinjena je analiza prediktivne vrijednosti svakoga pojedinog biljega za novonastalu
kroni¢nu bubreznu bolest te potom model sa sva tri biljega zajedno. U analizu je ukljué¢eno 416

ispitanika.

KIM-1

Analizirajuéi prediktivnu vrijednost biljega KIM-1 za novonastalu kroni¢nu bubreznu
bolest, model nije bio statisticki znac¢ajan: x> = 0,952; P = 0,329, samo 0,07%
(Nagelkerke R?) varijance novonastale bubrezne bolesti moglo bi se objasniti utjecajem
vrijednosti KIM-1 (tablica 32).

Tablica 32. Prediktivna vrijednost KIM-1 za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
KIM - 1 (ng/g) <0,001 <0,001 | 1,221 1 | 0,269 1,000 | 1,000 | 1,001
Konstanta -3,136 0,276 128,993 | 1 | <0,001 | 0,043
R? = 0,002 (Cox & Snell), 0,007 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 0,952, P = 0,329.

KIM — 1 — Kidney Injury Molecule — 1; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost,
IP —interval pouzdanosti
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HGF

Analiziraju¢i prediktivnu vrijednosti HGF za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest,
model je bio statisti¢ki zna¢ajan: y* = 4,750; P = 0,029, 3,5% (Nagelkerke R?) varijance
novonastale bubrezne bolesti moglo bi se objasniti utjecajem biljega (tablica 33).

Tablica 33. Prediktivna vrijednost biljega HGF za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald [df [P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
HGF (ng/g) 0,001 0,001 | 5481 |1 | 0,019 | 1,001 | 1,000 | 1,002
Konstanta -3,588 0,380 | 89,292 | 1 | 0,000 | 0,028
R?=0,011 (Cox & Snell), 0,035 (Nagelkerke R?). Model 2 (1) = 4,750, P = 0,029.

HGF — faktor rasta hepatocita; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisti¢ka vjerojatnost, IP —
interval pouzdanosti

Budu¢i da je dobivena prediktivna vrijednost HGF za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest,
zeljeli smo utvrditi ostaje li ta prediktivna vrijednost i kada se modelu dodaju ,tradicionalni*

prognosticki biljezi kao $to su bazalna eGFR 1 ACR.

Ucinjena je binarna logisticka regresija kako bi se ispitala moguénost predvidanja
novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti temeljem kombinacije bazalne eGFR, ACR i HGF-a.
Model je bio statisti¢ki znacajan: XZ = 17,088; P = 0,001, 12,6% (Nagelkerke R2) varijance
novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo bi se objasniti utjecajem opisane kombinacije
biljega (tablica 34). Medutim prognosti¢ku vrijednost u navedenom modelu ima bazalna
glomerularna filtracija dok prediktivna vrijednost HGF-a nestaje.

Tablica 34. Prediktivna vrijednost kombinacije eGFR, ACR i HGF za novonastalu kroni¢nu
bubreznu bolest

B SE Wald | df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)
Donji Gornji

ACR (mg/g) 0,001 0,003 {0,219 {1 | 0,730 | 1,001 | 0,996 1,006
eGFR CKD EPI -0,049 0,015 {999 |1 | 0,002 | 0,952 | 0,924 0,982
(mL/min1,73m?)
HGF (ng/g) 0,001 0,001 {2,713 |1 | 0,100 | 1,001 1,000 1,002
Konstanta 0,443 1,265 | 0,123 |1 | 0,726 | 1,557
R? = 0,040 (Cox & Snell), 0,126 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 17,088, P = 0,001

ACR — albumin/kreatinin omjer; eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPI formuli; HGF — faktor rasta hepatocita;
B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti
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IP-10

Analiziraju¢i prediktivnu vrijednost biljega IP-10 za novonastalu kroni¢nu bubreznu
bolest, model nije bio statisticki znacajan: x> = 3,731; P = 0,053, samo 2,8% (Nagelkerke R?)
varijance novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti moglo bi se objasniti utjecajem biljega
(tablica 35).

Tablica 35. Prediktivna vrijednost biljega IP-10 za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest

B SE Wald | df [P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
IP-10 (ng/g) 0,002 0,001 | 4,345 1 | 0,037 | 1,002 1,000 | 1,003
Konstanta -3,118 0,245 | 161,608 | 1 | 0,000 | 0,044
R2 = 0,009 (Cox & Snell), 0,028 (Nagelkerke R?). Model ¥?(1) = 3,731, P = 0,053.

IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka
vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti

Model koji je ukljucivao sva tri biljega (KIM-1, HGF i IP-10) nije bio statisticki
znacajan, x> = 7,118, P = 0,068, samo 5,3% (Nagelkerke R?) varijance novonastale kroni¢ne
bubrezne bolesti moglo bi se objasniti utjecajem biljega (tablica 36).

Tablica 36. Prediktivna vrijednost biljega KIM-1, HGF i IP-10 za otkrivanje novonastale
kroni¢ne bubrezne bolesti

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)
Doniji Gornji
KIM-1 (ng/g) <0,001 | <0,001 <0,001 1 |0,993 1,000 0,999 1,001
HGF (ng/g) 0,001 0,001 3,314 1 | 0,069 1,001 1,000 1,002
IP-10 (ng/g) 0,001 | 0,001 2,414 1 | 0120 [1,001 | 1,000 | 1,003
Konstanta -3.615 | 0,385 87,952 1 | <0,001 0,027
R2=0,017 (Cox & Snell), 0,053 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 7,118, P = 0,068.

KIM -1 — Kidney Injury Molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10;
B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti
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5.7.2. Pogorsanje bubrezne funkcije u sedmogodisnjem periodu

PogorSanje bubrezne funkcije u sedmogodiSnjem periodu definirano je padom
procijenjene glomerularne filtracije (€GFR CKD EPI) > 2 ml/min/1.73m? godisnje odnosno
ukupno za > 14 ml/min/1.73m? u sedmogodisnjem periodu. Od 418 ispitanika koji su se
odazvali kontrolnom pregledu nakon 7 godina u 39 ispitanika (9.3%) ustanovili smo pogorSanje
bubrezne funkcije od Cega su petero bili dijabeticari. Prosje¢ni pad eGFR u ovoj skupini
ispitanika bio je 22,84 ml/min/1.73m?.

Binarnom logistickom regresijom analizirana je mogucnost predvidanja pogor$anja
bubrezne funkcije u sedmogodi$njem periodu s obzirom na bazalne vrijednosti biljega
bubreznoga osteéenja. Analizirana je prediktivna vrijednost sistolickoga arterijskog tlaka,
procijenjene glomerularne filtracije, omjera albumina i kreatinina u urinu, omjera alfa-1
mikroglobulina i kreatinina u uzorku prvoga i drugoga jutarnjeg urina, novih biljega
tubularnoga ostecenja KIM-1, HGF i IP-10 pojedinacno te sva tri u zajednickom modelu.
Analizirana je linearnost, povezanost navedenih biljega i multikolinearnost. Zbog tek malog

broja podataka koji su nedostajali pozornost je obrac¢ena na veli¢inu standardne pogreske.

SISTOLICKI ARTERIJSKI TLAK

U analizu je uklju¢eno 416 ispitanika. Model je bio statisti¢ki znacajan, y* = 8,803; P
= 0,003, 4,5% (Nagelkerke R?) varijance pogorsanja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti

utjecajem vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka (tablica 37).

Tablica 37. Prediktivna vrijednost sistolickog arterijskog tlaka za pogorSanje bubreZzne

funkcije
B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
Sistolicki arterijski tlak (mm Hg) | 0,020 0,007 | 9,049 1 | 0,003 1,020 | 1,007 | 1,003
Konstanta -5,222 1,027 | 25,842 | 1 | <0,001 | 0,005
R?=0,021 (Cox & Snell), 0,045 (Nagelkerke R?). Model x*(1) = 8,803, P = 0,003.

B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP — interval pouzdanosti
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BAZALNA PROCIJENJENA GLOMERULARNA FILTRACUA (eGFR)

Ucinjena je binarna logisti¢ka regresija kako bi se ispitao prediktivni utjecaj bazalne
eGFR za pogorsanje bubrezne funkcije u sedmogodisnjem periodu. U analizu je ukljuceno 418
ispitanika. Model nije bio statisti¢ki znacajan: ¥*> = 0,824; P = 0,364, samo 0,4%
(Nagelkerke R?) varijance pogorsanja bubrezne funkcije kroz 7 godina moglo bi se objasniti
pomocu bazalne eGFR (tablica 38).

Tablica 38. Prediktivna vrijednost bazalne eGFR-a za pogorsanja bubrezne funkcije

B SE Wald | df | P Exp(B) | 95% IP za Exp(B)
Donji Gornji
eGFR CKD EPI (mL/min1,73m?2) -0,009 0,010 {0,829 |1 | 0,363 | 0,991 | 0,971 1,011
Konstanta -1,469 0,889 | 2,729 | 1 | 0,099 | 0,230
R? = 0,002 (Cox & Snell), 0,004 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 0,824, P = 0,364.

eGFR CKD EPI — procijenjena glomerularna filtracija prema CKD-EPi formuli; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df —
stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti

OMJER ALBUMINA | KREATININA U URINU

U analizu je ukljuéeno 418 ispitanika. Model je bio statisticki zna¢ajan, ¥> = 16,561; P
< 0,001, ¢ak 8,4% (Nagelkerke R?) varijance pogorsanja bubrezne funkcije moglo bi se
objasniti utjecajem omjera albumina i kreatinina (tablica 39).

Tablica 39. Prediktivna vrijednost omjera albumina i kreatinina u urinu za pogorsanje
bubrezne funkcije

B SE Wald daf | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
ACR (mg/g) 0,019 0,006 | 8,787 1 | 0,003 1,019 | 1,006 | 1,032
Konstanta -2,552 0,197 | 167,193 | 1 | <0,001 | 0,078
R? = 0,039 (Cox & Snell), 0,084 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 16,561, P < 0,001.

ACR —albumin/kreatinin omjer; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost, IP —
interval pouzdanosti
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OMJER ALFA-1 MIKROGLOBULINA | KREATININA U PRVOM JUTARNJEM
URINU

U analizu je uklju¢eno 417 ispitanika. Model je bio statisti¢ki znacajan, ¥* = 12,788; P
< 0,001, 6,5% (Nagelkerke R?) varijance pogorianja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti
utjecajem omjera alfa 1 mikroglobulina i kreatinina u uzorku prvoga jutarnjeg urina (tablica
40).

Tablica 40. Prediktivna vrijednost omjera alfa 1 mikroglobulina i kreatinina u uzorku prvog
jutarnjeg urina za pogorsanje bubrezne funkcije

B SE Wald df | P Exp(B) 95% IP za Exp(B)
Doniji Gornji
a1MCR - prvi jutarnji (mg/g) 0,083 |0030 |779% |1 |0,005 1,086 | 1,025 | 1,151
(urin)
Konstanta -2,873 0,280 105,30 1 | <0,001 0,057
1
R? = 0,030 (Cox & Snell), 0,065 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 12,788, P < 0,001.

a1MCR — alfa-1 mikroglobulin/kreatinin omjer; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisti¢ka
vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti

OMJER ALFA-1 MIKROGLOBULINA | KREATININA U DRUGOM JUTARNJEM
URINU

U analizu je ukljuc¢eno 414. Model je bio statisti¢ki znac¢ajan, y* = 15,931; P < 0,001,
ak 8,1% (Nagelkerke R?) varijance pogorianja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti
utjecajem omjera alfa 1 mikroglobulina i kreatinina u uzorku drugoga jutarnjeg urina (tablica
41).

Tablica 41. Prediktivna vrijednost omjera alfa 1 mikroglobulina i kreatinina u uzorku drugog
jutarnjeg urina za pogorsanje bubrezne funkcije

B SE Wald df | P Exp(B) 95% IP za Exp(B)
Donji Gornji
a1MCR - drugi jutarnji (mg/g) 0,093 0,026 13,067 |1 | <0,001 | 1,097 1,043 1,153
(urin)
Konstanta -3,071 0,299 105,37 |1 | <0,001 | 0,046
3

R?=0,038 (Cox & Snell), 0,081 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 15,931, P < 0,001.

a1MCR — alfa-1 mikroglobulin/kreatinin omjer; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisti¢ka
vjerojatnost, IP —interval pouzdanosti
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NOVI BILJEZI TUBULARNOGA OSTECENJA

Ucinjena je analiza prediktivne vrijednosti svakoga pojedinog biljega za pogorsanje

bubrezne funkcije te potom model sa sva tri biljega zajedno. U analizu je ukljuc¢eno 416

ispitanika.

KIM-1

Analiziraju¢i prediktivnu vrijednosti biljega KIM-1 za pogorSanje bubrezne funkcije u

sedmogodisnjem periodu, model nije bio statisticki znacajan: ¥~ = 1,117; P = 0,291, samo

0,06% (Nagelkerke R?) varijance pogoranja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti utjecajem

vrijednosti KIM-1 (tablica 42).

Tablica 42. Prediktivna vrijednost KIM-1 za pogorsanje bubrezne funkcije

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
KIM - 1 (ng/g) <0,001 <0,001 | 1,313 1 |0,252 | 1,000 | 1,000 | 1,001
Konstanta -2,395 0,206 | 134,752 | 1 | <0,001 | 0,091

R? = 0,003 (Cox & Snell), 0,006 (Nagelkerke R?). Model (1) = 1,117, P = 0,291.

KIM — 1 — Kidney Injury Molecule -1; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisticka vjerojatnost,

IP —interval pouzdanosti

HGF

Analiziraju¢i prediktivnu vrijednost biljega HGF za pogorSanje bubrezne funkcije,

model nije bio statisti¢ki zna¢ajan: x> = 2,280; P = 0,131, samo 1,2% (Nagelkerke R?) varijance

pogorsanja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti utjecajem biljega HGF (tablica 43).

Tablica 43. Prediktivna vrijednost biljega HGF za pogorSanje bubrezne funkcije

B SE Wald df | P Exp(B) | 95% IP za
Exp(B)
Donji | Gornji
HGF (ng/g) 0,001 0,000 | 2,472 1 ]0116 | 1,001 | 1,000 | 1,002
Konstanta -2,577 0,271 | 90,724 | 1 | 0,000 | 0,076

R2 = 0,005 (Cox & Snell), 0,012 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 2,280, P = 0,131.

HGF — faktor rasta hepatocita; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisti¢ka vjerojatnost, IP —

interval pouzdanosti
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IP-10

Analizirajuéi prediktivnu vrijednost biljega IP-10 za pogorsanje bubrezne funkcije,
model nije bio statisticki znadajan: x> = 2,794; P = 0,097, samo 1,4% (Nagelkerke R?)
varijance pogorsanja bubrezne funkcije moglo bi se objasniti utjecajem biljega IP-10 (tablica
44).

Tablica 44. Prediktivna vrijednost biljega IP-10 za pogorSanje bubrezne funkcije

B SE Wald df P Exp(B) 95% IP za Exp(B)
Donji | Gornji
IP-10 (ng/g) 0,001 0,001 | 3,014 1 0,083 | 1,001 1,000 | 1,003
Konstanta -2,357 0,179 | 173,604 | 1 0,000 | 0,095
R? = 0,007 (Cox & Snell), 0,014 (Nagelkerke R?). Model x?(1) = 2,794, P = 0,097.

IP-10 — interferonom gama inducirani protein 10; B — koeficijent regresije, SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode,
P — statisticka vjerojatnost, IP — interval pouzdanosti

Model koji je ukljucivao sva tri biljega (KIM-1, HGF i IP-10) nije bio statisticki
znacajan, ¥* = 4,424, P = 0,219, samo 2,3% (Nagelkerke R?) varijance pogorianja bubrezne
funkcije bi se moglo objasniti utjecajem kombinacije biljega (tablica 45).

Tablica 45. Prediktivna vrijednost biljega KIM-1, HGF i IP-10 za pogorsanje bubrezne

funkcije
B SE Wald df | P Exp(B) 95% IP za Exp(B)
Doniji Gornji
KIM-1 (ng/g) <0,001 | <0,001 | 0,164 1 | 0,685 1,000 1,000 1,001
HGF (ng/g) 0,001 0,001 1,066 1 | 0,302 1,001 1,000 1,002
IP-10 (ng/g) 0,001 0,001 1,939 1 |0,164 1,001 1,000 1,002
Konstanta -2,619 | 0,275 90,907 |1 |<0,001 | 0,073

R2=0,011 (Cox & Snell), 0,023 (Nagelkerke R?). Model % (1) = 4,424, P = 0,219.

KIM — 1 — Kidney Injury Molecule — 1; HGF — faktor rasta hepatocita; IP-10 —interferonom gama induciran protein 10; B — koeficijent regresije,
SE — standardna pogreska, df — stupnjevi slobode, P — statisti¢ka vjerojatnost, IP — interval pouzdanosti
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6. RASPRAVA
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Ovo je prvo istrazivanje u kojemu su evaluirani novi biljezi oSte¢enja proksimalnoga
tubula u endemskoj nefropatiji. U istrazivanje je bilo uklju¢eno 708 ispitanika, od toga je 550
ispitanika bilo iz endemskih sela te 158 ispitanika iz kontrolnih sela. S obzirom da smo u ovom
istrazivanju koristili 1 danas aktualne stroze ,,Bracke* kriterije (77) za klasifikaciju ispitanika
iz endemskoga kraja, u ovom uzorku ispitanika prema navedenoj klasifikaciji znacajno je
manje oboljelih od endemske nefropatije odnosno sumnjivih da boluju od endemske
nefropatije nego prema modificiranoj SZO klasifikaciji. S druge strane manji broj ,,Bolesnih*
i ,,Sumnjivih® prema obje klasifikacije u skladu je s opazanjima da endemska nefropatija
postupno, ali sigurno iS€ezava u vecini endemskih zariSta. U ovom istrazivanju udio
,Bolesnih® i ,,Sumnjivih* znacajno je manji od ranije opisivanih u literaturi, ¢ak i u slu¢aju
recentnih istrazivanja koja ukazuju na iScezavanje bolesti (19,22,23). Dakle, manji broj
,Bolesnih® i ,,Sumnjivih® u naSem istrazivanju dijelom je posljedica koriStenja navedene
,Bracke® klasifikacije koja stroze definira oboljele ispitanike i sumnjive da boluju od EN,
dijelom prirodnoga tijeka bolesti, a manjim dijelom i zbog iskljucivanja ispitanika koji nisu
pristali na davanje drugoga uzorka urina potrebnoga za odredivanje urinarnih biljega ili isti
nisu mogli dati zbog terminalnog bubreznog zatajenja i anurije. U ovom istrazivanju nismo
odredivali prevalenciju endemske nefropatije i pojedinih kategorija jer to nije bio
randomizirani uzorak opée populacije endemskih sela. Buduci da je oboljelih od endemske
nefropatije i prema ,,Brackoj* i prema modificiranoj SZO klasifikaciji u ovom uzroku bilo vrlo
malo, kako se ,,Sumnjivi“ smatraju predstadijem bolesti ili blazim oblicima endemske
nefropatije (154), te kako su i u drugim istrazivanjima ove dvije skupine ve¢ bile spajane
(154,155), i u ovom istrazivanju objedinili smo ,,Bolesne i sumnjive* u jednu skupinu (slika 7
i 8).

Ispitanici iz kontrolnih sela bili su tri godine stariji od ispitanika iz endemskih sela (53
nasuprot 50 godina; P 0,035) s§to zasigurno nije klini¢ki relevantno. No unutar endemskih
podskupina, kao i u dosadasnjim istrazivanjima (19,22,23,24), ,,Bolesni i sumnjivi‘ bili su
znacajno stariji u odnosu na sve ostale skupine te je medijan dobi u toj skupini bio 76 godina
prema ,,Brackoj* klasifikaciji. Nije bilo razlike u dobi izmedu “Rizi¢nih” i “Ostalih” odnosno
kontrolne skupine. Kontrolna je skupina bila zna¢ajno starija od ,,Rizi¢nih“ i “Ostalih” (53
nasuprot 50 odnosno 47 godine; P = 0.025 odnosno P = 0.005) sto je sukladno ranijim
istrazivanjima (19). ,,Bolesni i sumnjivi‘ znacajno su dulje boravili u endemskim selima u
odnosu na ostale podskupine, kao i u odnosu na kontrolnu skupinu, $to indirektno govori o

vecoj vjerojatnosti ranije izlozenosti uzro¢nom okoliSnom agensu, tj. aristolohi¢noj kiselini.
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Promjenom klasifikacije endemske nefropatije dobiveni su drukg¢iji rezultati u odnosu
na ranije izvjeStaje 0 pozitivnoj obiteljskoj anamnezi. Pozitivna obiteljska anamneza nije vise
klasifikacijski kriterij prema ,,Brackoj* klasifikaciji. Danas se umjesto toga upotrebljava
podatak o boravku u endemskom kuéanstvu dulje od 20 godina, a dodani su i novi Kriteriji
oboljelih poput karcinoma prijelaznoga epitela gornjega dijela mokra¢noga sustava koji ranije
nije bio uklju¢en. Koliko je raniji obavezan podatak o obiteljskoj anamnezi bio ogranicavajuci
razabire se iz naSih rezultata kako samo 50% ,,Bolesnih i sumnjivih* ima pozitivnu obiteljsku
anamnezu. To s opravdanjem pobuduje pitanje nije li ranije ucestalost ,,Bolesnih i sumnjivih*
bila ve¢a. Ovo istrazivanje zapocelo je 2008. godine kada su jos vrijedili kriteriji modificirane
SZO klasifikacije te se nije uzimao podatak o godinama provedenim u endemskom kucanstvu.
Stoga je u ovom istrazivanju, radi svrstavanja ispitanika u podskupine prema ,,Brackoj*
klasifikaciji, boravak u endemskom kucanstvu > 20 godina definiran kao boravak u
endemskom selu > 20 godina uz pozitivnu obiteljsku anamnezu $to su ionako podudarni
podatci za vecinu stanovnika endemskih sela i kucanstava, a razlikuje se uglavnom kod onih
koji mijenjaju sela i ku¢anstva bilo zbog selidbe ili Zenidbe. Tako se oni ispitanici koji imaju
pozitivnu obiteljsku anamnezu, a nisu boravili u EN selu > 20 godina ne svrstavaju po definiciji
u riziéne pa sada odredeni dio u skupini “Ostali” (5.2%) ima pozitivnu obiteljsku anamnezu
Sto prema modificiranoj SZO klasifikaciji nije slucaj. Karcinom prijelaznoga epitela gornjega
dijela mokra¢noga sustava dijagnosticiran je u devetoro ispitanika iz skupine ,,Bolesnih i
sumnjivih® prema ,,Brackoj* Klasifikaciji Sto je bilo statisti¢ki, klini¢ki i epidemioloski
znacajno vise u odnosu na Sve ostale skupine u kojima nije bilo niti jednog ispitanika s
karcinomom. Ovi podatci sukladni su ranijim izvjestajima i potvrduju kako su ovi karcinomi,
jednako kao i1 kroni¢na tubulointersticijska nefropatija, sastavni dio de facto sindroma
endemske nefropatije, a istovremeno dodatno potkrepljuju ve¢ odavno prihvacenu hipotezu
kako je aristolohi¢na kiselina zajedni¢ki uzro¢nik oba entiteta.

Izmedu stanovnika endemskih i kontrolnih sela nije postojala razlika u sistolickom
arterijskom tlaku, dok su nesto vise vrijednosti dijastoli¢koga arterijskog tlaka izmjerene u
stanovnika endemskih sela. S druge strane, ,.Bolesni i sumnjivi“ imali su znacajno vise
vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka u odnosu na sve endemske podskupine kao i kontrolne
ispitanike (163mmHg nasuprot 145/140/143mmHg, P < 0.001). Nije neobi¢no S§to su
vrijednosti arterijskoga tlaka vise u ,,Bolesnih® jer su to ujedno i stariji bolesnici u
uznapredovalim stadijima kroniéne bubrezne bolesti, ali podatci o vis§im vrijednostima

izmjerenim u,,Sumnjivih* zavrjeduje komentar. Ve¢ je u nasim drugim istrazivanjima opazeno
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kako se izgubio raniji fenomen da je arterijska hipertenzija rjede prisutna u ,,Sumnjivih“ da
boluju od EN. Dika i suradnici to su objasnili dijelom promjenama zivotnih navika — sve je
vise prisutan sjedilacki nacin zivota, seljaci su deblji nego S$to su bili ranije, prehrana postaje
sve sli¢nija urbanoj s velikim unosom kuhinjske soli, a uz to stanovnici ovih sela su losijega
socioekonomskog statusa i niZzega stupnja obrazovanja (161).

Kontrolni ispitanici imali su nesto veéi opseg struka u odnosu na endemske ispitanike
Sto je takoder vec ranije verificirano (162), no analizirajuéi podskupine najveéi opseg struka
imali su ,,Bolesni i sumnjivi“, a oni zajedno s ,,Rizi¢nim* i kontrolnim ispitanicima imali su
znacajno veci opseg struka u odnosu na ispitanike u podskupini “Ostali”. To ne treba cuditi s
obzirom da su ispitanici u podskupini ,,Ostali* najmladi.

Nije bilo razlike u koncentraciji glukoze u plazmi izmedu ispitanika endemskih i
kontrolnih sela. Medutim, statisticki zna¢ajno vise vrijednosti glukoze imali su ,,Bolesni i
sumnjivi¢ u odnosu prema svim ostalim podskupinama i kontrolnim ispitanicima (5.3mmol/L
nasuprot 5.0/4.9/5.1mmol/L; svi P < 0,005) $to s obzirom na same vrijednosti niti u naSem
presjeénom, niti prospektivnom dijelu istrazivanja ne moze biti smatrano klini¢ki znacajnim.
U lipidnim parametrima nije bilo razlika niti izmedu skupina niti izmedu podskupina.
Ocekivano najnize vrijednosti hemoglobina imali su ,,Bolesni i sumnjivi“ s obzirom da je
anemija jedan od kriterija klasifikacije bolesti. Medu ,,Rizi¢nim®, “Ostalim” i kontrolnim
ispitanicima nije bilo statisticki znacajne razlike u vrijednostima hemoglobina. Jednako tako,
s obzirom da je bubrezna insuficijencija jedan od kriterija bolesti, najviSe vrijednosti
serumskoga kreatinina odnosno najnize vrijednosti procijenjene glomerularne filtracije imali
su ,,Bolesni i sumnjivi“. Najvisi omjer albumina i kreatinina u urinu imali su ,,Bolesni i
sumnjivi‘ u odnosu na sve ostale ispitanike. Analizirali smo omjer alfal-mikroglobulina i
kreatinina iz prvoga i drugoga jutarnjeg urina te dobili podudarne rezultate neovisno o vremenu
uzorkovanja urina. Zanimljiv rezultat jest kako su kontrolni ispitanici imali statisti¢ki zna¢ajno
vise vrijednosti omjera alfa-1 mikroglobulina i kreatinina u odnosu na ispitanike iz endemskih
sela sto je ve¢ i ranije zamijeCeno (162). No te su vrijednosti znacajno ispod grani¢nih
vrijednosti za tubularnu proteinuriju i prema SZO i prema ,,Bra¢kim* Kriterijima (77) te prema
svemu nemaju znacajnost U dijagnosticCkom postupku i klasifikaciji endemske nefropatije.
Moguc¢i uzroci bit ¢e analizirani neovisno o ovom istrazivanju jer izlaze iz okvira naSe hipoteze
i zadanih ciljeva, ali navodimo samo podatak kako bi se to dijelom moglo objasniti zna¢ajno
mladom dobi ispitanika u brojéano najveé¢im skupinama “Ostali“ i ,,Rizi¢ni* u odnosu na

kontrolne ispitanike. Medutim, gledaju¢i endemske podskupine znacajno vise vrijednosti
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omjera alfa-1 mikroglobulina i kreatinina u urinu imali su ,,Bolesni i sumnjivi‘ u odnosu na
,,Rizi¢ne®, “Ostale” i kontrolne ispitanike $to je bilo i o¢ekivano. Relativha volumna masa urina
bila je najniza u ,,Bolesnih i sumnjivih* §to je takoder ocekivano s obzirom da je endemska
nefropatija tubulopatija s posljedi¢nim gubitkom sposobnosti koncentriranja mokrace.
Relativna volumna masa urina nekada je bila jedan od kriterija za dijagnosticiranje EN. Izmedu
ostalih podskupina nema razlike u relativnoj volumnoj masi urina.

Prije rasprave o rezultatima vezanim uz nove biljege ostecenja proksimalnoga tubula
potrebno je istaknuti jo§ neke Cinjenice koje su vazne jer mogu imati reperkusije na
interpretaciju dobivenih rezultata. ,,Bolesni i sumnjivi bili su znac¢ajno stariji od svih ostalih,
imali su znacéajno viSe vrijednosti sistolickoga arterijskog tlaka te nesto vise vrijednosti glukoze
u plazmi. Kako znamo da svi ovi parametri prema dostupnoj literaturi (109,158,159) mogu
utjecati kako na bubreznu bolest, tako i na vrijednosti istrazivanih novih tubularnih biljega,
analizirali smo povezanost dobi, sistolickoga arterijskog tlaka i glukoze u plazmi s biljezima
oSte¢enja proksimalnoga tubula. Nijedan od novih biljega nije bio povezan s vrijednostima
glukoze u plazmi. IP-10 nije bio povezan niti s dobi, niti sa sistoli¢kim arterijskim tlakom.
Povezanost KIM-1 i HGF s dobi bila je slaba iako statisticki zna¢ajna (rs = 0,355 odnosno rs=
0,385; P < 0,001), a sa sistolickim arterijskim tlakom jos slabija (rs=0,255 odnosno rs = 0,275;
P < 0,001). Dodatno je ucinjena analiza povezanosti dobi s biljezima KIM-1 i HGF nakon
prilagodbe za duljinu boravka u endemskome selu te tada povezanosti s dobi vise nije bilo za
KIM-1, dok je povezanost HGF i dobi bila slabija (rs=0,302; P < 0,001). Statisticka znacajnost
u ovim sluc¢ajevima znaci da slaba povezanost nije slu¢ajna, no i dalje je slaba te se ne bi
ocekivao utjecaj dobi, sistolickoga arterijskog tlaka i glukoze u plazmi na same vrijednosti

biljega KIM-1 i HGF u skupinama gdje je uocena razlika u ovim parametrima.

Prvi odgovor koji smo zeljeli dobiti u analizi novih biljega ostec¢enja proksimalnog
tubula jest njihova povezanost s dosada$njim biljezima bubrezne bolesti. IP-10 nije bio
povezan niti s jednim dosadasnjim biljegom bubreznog ostecenja. KIM-1 i HGF bili su slabo
negativno povezani s eGFR (rs = -0,237 odnosno rs = -0.256; P < 0.001). lako na prvi pogled
iznenadujuce, sli¢ne rezultate nepovezanosti odnosno slabe povezanosti tubularnih biljega i
procijenjene glomerularne filtracije dobili su i drugi autori (111,112,159,160,163). Nadalje,
KIM-1 i HGF bili su slabo pozitivho povezani s omjerom albumin/kreatinin (rs = 0.314
odnosno rs =0.268; P < 0.001) sto je sukladno rezultatima drugih autora u drugim bubreznim
bolestima (107,112,159). Iako bismo ocekivali jacu povezanost s obzirom da se radi o

tubularnim biljezima, KIM-1 bio je vrlo slabo povezan s a1 mikroglobulin/kreatinin omjerom
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iz oba uzorka urina (rs =0.224 odnosno rs =0.216; P < 0,001), no sli¢no su zamijetili i drugi
autori (112). HGF je bio pozitivno povezan s al mikroglobulin/kreatinin omjerom i to
znacajnije kada se ol mikroglobulin/kreatinin omjer odreduje iz drugoga jutarnjega urina (rs
=0.399; P < 0.001) sto je i za ocekivati budu¢i da smo i nove tubularne biljege odredivali iz
drugoga jutarnjeg urina. Dijelom se slaba povezanost novih tubularnih biljega KIM-1 i HGF
s albumin/kreatinin omjerom i alfa-1 mikroglobulin/kreatinin omjerom moze objasniti rasapom
podataka te nejednolikom raspodjelom zbog nekolicine ekstremnih rezultata §to se moze vidjeti
na krivuljama povezanosti (slika 15-20) gdje je povezanost na ocigled veca za glavninu
grupiranih podataka u pocetnom dijelu krivulje dok se zatim zbog ekstremnih podataka
povezanost smanjuje.

Tubularni biljezi bubreznoga ostecenja do sada su ekstenzivno istrazivani u akutnom
bubreznom ostecenju gdje su pokazali svoju superiornost u odnosu na tradicionalne biljege
bubreZznoga ostecenja (89,93,94,96,97,99). Studije na animalnim modelima dokazale su da su
neki tubularni biljezi ukljuceni u proces fibroze u bubregu te mogu posredovati tranziciju
akutnoga u kroni¢no bubrezno oste¢enje (102,103,117,164). U posljednje vrijeme tubularni se
biljezi sve vise istrazuju u kroni¢nim bubreznim bolestima u kojima su takoder dokazane
povisene vrijednosti tubularnih biljega odnosno poja¢ana ekspresija njihovih gena
(107,109,111,134,163,165). Stoga smo i mi u endemskoj nefropatiji kao primjeru jedne od
kroni¢nih tubulointersticijskih bolesti bubrega zeljeli odrediti ulogu tubularnih biljega KIM-1,
HGF i IP-10.

Analizirajuéi nove biljege tubularnoga oStecenja nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu skupina endemskih i kontrolnih sela s obzirom na vrijednosti KIM-1 i HGF. Medutim,
nesto vise vrijednosti IP-10 imali su ispitanici iz endemskih sela u odnosu prema kontrolnim
ispitanicima sto po svemu nema klinicki znacaj jer se navedena razlika gubi kad se analiziraju
endemske podskupine medusobno, kao i usporedbom endemskih podskupina s kontrolnom
skupinom. S druge strane, kad se gledaju endemske podskupine tada se uo¢avaju znacajno vise
vrijednosti biljega KIM-1 i HGF u ,,Bolesnih i sumnjivih* ispitanika u odnosu na ,,Rizi¢ne*,
“Ostale” i kontrolne ispitanike dok izmedu ove posljednje tri skupine medusobno nema razlike.

Sve su ove analize provedene i kad su se ispitanici klasificirali prema modificiranoj
SZO klasifikaciji. Razlike medu skupinama i podskupinama s obzirom na dob, spol, arterijski
tlak, te laboratorijske parametre bile su potpuno podudarne, no prema SZO klasifikaciji biljeg
IP-10 bio je u ,,Bolesnih i sumnjivih“ nesto visi u odnosu na kontrolne, neendemske ispitanike.

Medutim nema znacajne razlike u biljegu IP-10 niti po ovoj Klasifikaciji medu endemskim
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podskupinama pa dobivena razlika iako statisticki znacajna, nije klinicki i dijagnostic¢ki
relevantna.

Iako je povezanost dobi, sistolickog arterijskog tlaka i glukoze u plazmi s novim
tubularnim biljezima bila zanemariva te vjerojatno nije uzrok dobivenim razlikama u novim
tubularnim biljezima medu podskupinama, Zeljeli smo statisti¢ki umanjiti njihov utjecaj na
dobivene rezultate. Kako vecina varijabli, pa tako i svi novi i stari biljezi bubreznoga ostecenja,
pokazuje nenormalnu raspodjelu provedene su odgovarajuce neparametrijske statisticke
analize. Da bismo potvrdili nase rezultate u¢injena je dodatno i parametrijska analiza uz
prilagodbu za dob, sistolicki arterijski tlak i glukozu na logaritamski transformiranim
podatcima sto je Cest slucaj u literaturi (99,109,158). I ovom analizom dobivene su zna¢ajno
vise vrijednosti KIM-1 i HGF u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu na preostale tri skupine, i to
prema obje klasifikacije endemske nefropatije, dok nije bilo razlike u IP-10 medu endemskim
podskupinama i kontrolnim ispitanicima niti po jednoj klasifikaciji.

Ovom dodatnom analizom definitivno smo potvrdili ranije dobivene rezultate te
mozemo zakljuéiti da razlike u tubularnim biljezima KIM-1 i HGF zaista postoje odnosno da
znacajno vise vrijednosti ovih biljega u ,,Bolesnih i sumnjivih* ispitanika nisu posljedica starije
dobi, visega sistolickoga arterijskog tlaka ili visih vrijednosti glukoze zabiljezenih u ovih
ispitanika. S druge strane, niti ovom analizom nema razlike u biljegu IP-10 izmedu endemskih
podskupina i kontrolnih ispitanika. Stoga uocen statisti¢ki neznacajan trend pada vrijednosti
IP-10 od ,,Bolesnih i sumnjivih* preko ,,Rizi¢nih* i ,,Ostalih do kontrolnih ispitanika nema
klinicko niti dijagnosti¢ko znacenje. S obzirom da je IP-10 biljeg uglavnom inflamatornih
procesa koji u endemskoj nefropatiji, a pogotovo u njenoj uznapredovaloj fazi nisu
dominantno prisutni mozemo zakljuciti kako su dobiveni rezultati vezani uz IP-10 oc¢ekivani.

S obzirom na smanjenu izloZenost uzro¢nom agensu te pad prevalencije endemske
nefropatije prema recentnim epidemioloskim istrazivanjima (19,22) nismo ocekivali razliku u
biljezima tubularnog ostecenja KIM-1 i HGF izmedu endemskih podskupina. Kako su prema
»Brackoj“ klasifikaciji bolesna bila tek tri ispitanika, viSe vrijednosti biljega u objedinjenoj
skupini ,,Bolesni i sumnjivi“ po svemu su posljedica povisenih vrijednosti u ,,.Sumnjivih*
bolesnika. U ,,.Sumnjivih* bolesnika moguce jo§ uvijek postoji odredeni stupanj aktivnog
oSte¢enja proksimalnoga tubula odnosno reparatornih procesa te su posljedi¢no zbog toga vise
i vrijednosti KIM-1 i HGF. Takoder, u istrazivanjima je utvrdena uloga prekomjerne i trajne
ekspresije KIM-1 na razvoj intersticijske fibroze Sto je karakteristika uznapredovaloga

bubreznog zatajenja (102). S druge strane HGF oponira profibrogeno djelovanje TGFf pa
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pojacana ekspresija HGF gena i posljedi¢no njegove poviSene vrijednosti u urinu predstavljaju
pokusaj tubularnih epitelnih stanica da antagoniziraju profibrogene signale koji vode u daljnje
pogorsanje bubrezne funkcije (134). Premda su vrijednosti KIM-1 i HGF bile znacajno
povisene u ,,Bolesnih i sumnjivih* u odnosu na ostale endemske podskupine i kontrolne
ispitanike, apsolutne vrijednosti koje smo izmjerili znac¢ajno su nize od vrijednosti odredenih
u akutnom tubularnom oSte¢enju (99,166). Usporeduju¢i ih s vrijednostima u drugim
kroni¢nim bubreznim bolestima, naSe su vrijednosti u najve¢oj mjeri sukladne onima u
literaturi ovisno o tipu bubrezne bolesti i stupnju zatajenja bubrezna funkcije u pojedinom
istrazivanju (107,109,159).

Nadalje, Zeljeli smo usporediti nove tubularne biljege u odnosu na dosadasnji biljeg
tubularne proteinurije u endemskoj nefropatiji omjer alfa-1 mikroglobulina i kreatinina u urinu.
Stoga smo analizirali razlike u novim tubularnim biljezima izmedu endemskih ispitanika
podijeljenih u dvije skupine prema a1MCR < 31,5 mg/g odnosno > 31,5 mg/g §to je grani¢na
vrijednost za tubularnu proteinuriju prema novoj ,,Brackoj“ klasifikaciji. U ispitanika s a1 MCR
> 31,5 mg/g dobili smo statisti¢ki znacajno vise vrijednosti KIM-1 i HGF $to je bilo i o¢ekivano

s obzirom da se radi o biljezima tubularnoga ostec¢enja, dok za IP-10 nije bilo znacajne razlike.

Sljedece pitanje koje smo postavili bilo je vezano uz dijagnosticku vrijednost biljega
KIM-1 i HGF. ROC analizom testirana je osjetljivost i specifi¢nost biljega KIM-1 i HGF kao
dijagnostickih testova za endemsku nefropatiju prema ,,Brackoj* klasifikaciji. Prema nasim
rezultatima niti osjetljivost, niti specifi¢nost ovih biljega nije dostatna da bi bili korisni u

dijagnostickom algortimu za endemsku nefropatiju.

Veé je u nekoliko navrata istaknuto kako se prevalencija endemske nefropatije
polagano smanjuje te kako bolest postepeno nestaje kao posljedica manje izloZenosti
aristolohicnoj kiselini. U narednoj analizi cilj nam je bio odrediti mozemo li analizom novih
biljega ostecenja proksimalnoga tubula dobiti podatak koji ¢e dodatno potkrijepiti ranija
opazanja. S tim ciljem ucinili smo usporedbu vrijednosti ovih biljega izmedu ispitanika koji
u endemskim selima Zive dulje odnosno krac¢e od 20 godina. Pretpostavljali smo da bi u sluc¢aju
i dalje prisutne izlozenosti aristolohi¢noj kiselini u akutnoj odnosno pocetnoj fazi endemske
nefropatije ovi biljezi mogli biti poviSeni vise nego u uznapredovalim stadijima kronic¢ne
bubrezne bolesti, medutim nismo nasli statisticki znacajnu razliku. Ovaj podatak jos je jedan u
nizu koji ukazuje da izlozenost uzro¢nom agensu vise nije prisutna te mozemo ocekivati

iSCezavanje endemske nefropatije u buducnosti, kao Sto su pokazali i dosada$nji radovi

(22,23,25).
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U prospektivnom dijelu istrazivanja zanimalo nas je kolika je prediktivnost novih
biljega oStec¢enja proksimalnoga tubula za progresiju kroni¢ne bubrezne bolesti, tj. pad eGFR.
Inicijalno nam je zelja bila analizirati posebno prediktivnost za progresiju endemske
nefropatije, no od toga smo odustali zbog dva razloga. Prvi razlog bio je malen broj ,,Bolesnih
i sumnjivih®, a drugi razlog je bilo nase razmisljanje da bi tom analizom dobili samo podatak
od moguceg akademskog interesa za vrlo uski krug strucnjaka. Stoga smo odlucili napraviti
analizu u cijeloj skupini ispitanika i analizirati koje su prediktivne vrijednosti ovih biljega u
op¢oj populaciji. Posljednjih godina brojna su istrazivanja provedena s ciljem utvrdivanja
postoji li prediktivna vrijednost novih bubreznih biljega za razvoj odnosno napredovanje
kroni¢ne bubrezne bolesti. Peters i sur. pokazali su neovisnu prognosti¢ku vrijednost KIM-1
za razvoj terminalnoga bubreznog zatajenja u bolesnika s IgA nefropatijom (112). Waikar i
sur. u svoje su istrazivanje ukljucili pet razli¢itih kohorti i detektirali su viSe vrijednosti
tubularnih biljega u bolesnika s nizom eGFR i visom albuminurijom (159). U REGARDS
studiji autori su pokazali povezanost KIM-1 i NGAL s ukupnom smrtnosti bolesnika s
kroni¢énom bubreznom bolesti, te neovisnu prediktivnhu vrijednost KIM-1 za razvoj
terminalnoga bubreznog zatajenja, dok se prediktivna vrijednosti NGAL izgubila nakon
prilagodbe za eGFR i albuminuriju (111). Peralta i sur. utvrdili su povezanost visih vrijednosti
KIM-1 i novonastale kroniéne bubrezne bolesti odnosno brzega gubitka bubrezne funkcije
(109). U bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 2 koji su recentno preboljeli koronarni incident novi
bubreZni biljezi nisu pokazali znacajan doprinos u predvidanju daljnjeg gubitka bubreZne
funkcije u usporedbi s tradicionalnim biljezima eGFR i albuminurijom (165). Hsu i sur. su u
svom istrazivanju pokazali snaznu povezanost tubularnih biljega i progresije kroni¢ne
bubrezne bolesti, medutim nakon prilagodbe za albumin/kreatinin omjer i bazalnu eGFR niti
jedan biljeg nije pokazao neovisnu prognosti¢ku vrijednosti povrh samih tradicionalnih biljega
bubreZznoga ostecenja (158).

Sva ova istrazivanja provedena su na vrlo heterogenim populacijama. U neka su
istrazivanja ukljuceni zdravi ispitanici dok su u druga ukljuceni ispitanici s kronicnom
bubreznom bolesti. Ukljueni su bolesnici s razli¢itim bubreznim bolestima. Takoder,
definicija napredovanja kroni¢ne bubrezne bolesti odnosno gubitka bubrezne funkcije razlikuje
se od istrazivanja do istrazivanja. Slicno je i s vremenom pracenja bolesnika. Zbog svih ovih
razloga dobiveni su razli¢iti rezultati o prognosti¢koj vrijednosti tubularnih biljega u kroni¢noj

bubrezZnoj bolesti te definitivnog zakljucka jo§ nema.
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Mi smo nase ispitanike pratili sedam godina i Zeljeli smo utvrditi postoji li prognosticka
vrijednost biljega KIM-1, HGF i IP-10 za razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti
odnosno brzega pogorsanja bubrezne funkcije tj. vecega pada eGFR u opcoj populaciji
ispitanika u sedmogodiSnjem periodu. Binarnom logistickom regresijom utvrdili smo da
postoji prediktivna vrijednost bazalne glomerularne filtracije i sistoli¢koga arterijskog tlaka za
razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti definirane padom GFR < 60 ml/min/1.73m? u
sedmogodisnjem periodu $to je ocekivano s obzirom da se radi 0 poznatim faktorima rizika za
razvoj kroni¢ne bubrezne bolesti. S druge strane, omjer albumina i kreatinina, kao i alfa-1
mikroglobulina i kreatinina nije pokazao prediktivhu vrijednost za novonastalu kroni¢nu
bubreznu bolest. Nadalje, nismo utvrdili prognosti¢ku vrijednost novih biljega KIM-1 i IP-10
za razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti, dok je biljeg HGF pokazao odredenu
prediktivnu vrijednosti za razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti, no samo se oko 3,5%
varijance moze objasniti utjecajem toga biljega. Kada se u model s HGF-om ukljuce i
tradicionalni prognosticki biljezi eGFR i ACR, HGF nema dodanu prognosticku vrijednost
povrh tradicionalnih biljega prvenstveno eGFR. Gledajuci sva tri nova tubularna biljega (KIM-
1, HGF i IP-10) zajedno u modelu nije bilo prediktivne vrijednosti za novonastalu kroni¢nu
bubreznu bolest.

Kad se promatra pogorSanje bubrezne funkcije odnosno pad eGFR za > 14
ml/min/1.73m? u sedmogodisnjem periodu prediktivnu vrijednosti od ,,tradicionalnih* biljega
pokazali su sistolicki arterijski tlak, ACR i alMCR iz oba uzorka urina. Za razliku od
novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti, bazalna glomerularna filtracija nije pokazala
prognosticki znac¢aj za pogorsanje bubrezne funkcije vjerojatno zbog visih bazalnih vrijednosti
eGFR u ovoj skupini ispitanika. Nije bilo prediktivne vrijednosti niti jednog od novih
tubularnih biljega za pogor$anje bubrezne funkcije u sedmogodisnjem periodu. Dobiveni
rezultati u skladu su s recentnim istrazivanjima (158,163,167)

Negativni rezultati koje smo dobili najve¢im dijelom su posljedica ¢injenice da se
uglavnom radi o zdravoj populaciji (tablica 23-25) kod koje je oc¢ekivani godisnji pad eGFR
manji, a vjerojatnost nastanka novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti u sedmogodisnjem
periodu pracenja je mala te je posljedi¢no i mali uzorak ispitanika s novonastalom kronicnom
bubreznom bolesti odnosno pogorsanjem bubrezne funkcije. Osim maloga uzorka u oba dijela
naSega istrazivanja, ograni¢enje je ovoga epidemioloSkoga istrazivanja jednokratno
odredivanje parametara bubrezne funkcije kako bazalno, tako i1 prilikom kontrolnoga pregleda

nakon sedam godina. Ovu ¢emo kohortu ispitanika nastaviti pratiti u projektu koji nastavljamo.
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Potrebna su daljnja istrazivanja na ve¢em broju ispitanika ne bi li utvrdili definitivnhu uloga
novih tubularnih biljega u predvidanju gubitka bubrezne funkcije kako u zdravih ispitanika,

tako i u bolesnika s kronicnom bubreznom bolesti s jasno definiranim ishodom.

94



7. ZAKLJUCAK
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Zakljudci:

1. Nema razlike u vrijednostima novih biljega bubreznoga tubularnog oste¢enja KIM-1 i
HGF izmedu ispitanika iz endemskih i kontrolnih sela. Vrijednosti IP-10 bile su nesto
viSe U ispitanika iz endemskih sela u odnosu na kontrolna sela §to nema klinicko
znacenje jer nije bilo razlike izmedu endemskih podskupina.

2. Utvrdili smo znacajno vise vrijednosti biljega KIM-1 i HGF u ,,Bolesnih i sumnjivih*
ispitanika u odnosu na ,,Rizi¢ne*, ,,Ostale* i kontrolne ispitanike. Razlika se moze
objasniti prvenstveno poviSenim vrijednostima u ,,Sumnjivih“ ispitanika u kojih
vjerojatno jo$ postoji odredeni stupanj aktivnoga tubularnog oste¢enja odnosno
reparatornih procesa.

3. Nije bilo statisticki znacajne razlike u biljegu IP-10 izmedu ,,Bolesnih i sumnjivih®,
,»Rizi¢nih“, ,,Ostalih* i kontrolnih ispitanika, §to je bilo i za ocekivati s obzirom da
inflamacija nije medu dominantnim karakteristikama endemske nefropatije.

4. U ispitanika s vrijednostima omjera alfa-1 mikroglobulina i kreatinina iznad grani¢ne
vrijednosti (31.5 mg/g) za EN po ,,Bra¢kim* kriterijima utvrdili smo i znacajno vise
vrijednosti biljega KIM-1 i HGF, dok nije bilo razlike u IP-10

5. Analizirajuci osjetljivost i specificnost novih biljega bubreznoga oste¢enja, KIM-1 i
HGF nisu korisni testovi u dijagnostickom algoritmu za endemsku nefropatiju S
obzirom na nisku osjetljivost i specificnost.

6. Usporedbom vrijednosti novih biljega bubreznoga oste¢enja izmedu ispitanika koji u
endemskom kraju borave dulje odnosno kra¢e od 20 godina nismo dobili znacajnu
razliku $to je jos$ jedan od dokaza smanjene izloZenosti uzrocnom agensu te i$¢ezavanju
bolesti u buduénosti.

7. Vrijednosti KIM-1 i HGF dobivene u naSem istrazivanju zna¢ajno su niZze u odnosu na
vrijednosti u akutnom bubreznom oStec¢enju opisane u literaturi, a U najvecoj mjeri su
u skladu s vrijednostima u ostalim kroni¢nim bubreznim bolestima.

8. U prospektivnom dijelu nasega istrazivanja od novih tubularnih biljega samo je HGF
pokazao prediktivnu vrijednost za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest, no ta
prediktivna vrijednost nema dodanu vrijednost pred tradicionalnim prognosti¢kim
biljezima tj. pred procijenjenom glomerularnom filtracijom. KIM-1 i IP-10 nisu
pokazali prediktivnu vrijednost za novonastalu kroni¢nu bubreznu bolest. Niti jedan od
novih biljega nije pokazao prediktivnu vrijednost za pogorSanje bubrezne funkcije

definirano padom eGFR > 14 ml/min/1,73% u sedmogodi$njem periodu.
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9. Kao $to je ve¢ poznato u literaturi, i u naSem istrazivanju sistolicki arterijski tlak i
procijenjena glomerularna filtracija pokazali su prediktivnu vrijednost za novonastalu
kroni¢nu bubreznu bolest. S druge strane, sistolicki arterijski tlak, albumin/kreatinin
omjer, kao i alfal-mikroglobulin/kreatinin omjer pokazali su prediktivnu vrijednost za

pogorSanje bubrezne funkcije u sedmogodisnjem periodu.

97



8. SAZETAK
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Endemska nefropatija kroni¢na je tubulointersticijska bolest bubrega koja se u
hrvatskom endemskom ZariStu proteze na 14 sela uz rijeku Savu zapadno od Slavonskoga
Broda. Kako je glavno mjesto djelovanja okoliSnog uzro¢nika u endemskoj nefropatiji
proksimalni tubul, Zeljeli smo utvrditi ulogu novih biljega bubreznoga tubularnog ostecenja
KIM-1, HGF i IP-10 u endemskoj nefropatiji. Takoder, cilj nam je bio utvrditi prediktivnu
vrijednost navedenih biljega na nastanak kroni¢ne bubrezne bolesti odnosno pogorSanje
bubrezne funkcije u sedmogodi$njem periodu.

U prvi dio presje¢nog istrazivanja uklju¢eno je 978 ispitanika iz 3 endemska i 2
kontrolna sela. Ispitanici iz endemskih sela Klasificirani su u podskupine ,,Bolesni i sumnjivi,
,»Rizi¢ni“ i ,,0stali*. Svi ispitanici ispunili su detaljan upitnik, u¢injen je fizikalni pregled, uzeti
su im uzorci krvi te prvoga i drugoga jutarnjeg urina za analizu. U drugi longitudinalni dio
istrazivanja ukljuceno je 418 ispitanika koji su dali svoj pristanak za kontrolni pregled nakon
7 godina.

Prema na$im rezultatima nema razlike u novim biljezima bubreznoga ostec¢enje KIM-
1, HGF izmedu endemskih i kontrolnih bolesnika, dok je IP-10 bio nesto visi u endemskih u
odnosu na kontrolne ispitanike $to nema klinicko znaéenje jer nije bilo razlike kad se
analiziraju medusobno endemske podskupine i kontrolni ispitanici. Medutim, ,,Bolesni i
sumnjivi‘ ispitanici imali su znacajno vise vrijednosti KIM-1 i HGF u odnosu na sve ostale
ispitanike Sto ukazuje na joS§ prisutan odredeni stupanj aktivnoga tubularnog oste¢enja odnosno
reparatornih procesa u ovih ispitanika. Prema ROC analizi KIM-1 i HGF nemaju ulogu u
dijagnostiCkom algoritmu za endemsku nefropatiju S obzirom na nisku osjetljivost i
specifi¢nost. Usporedujuci vrijednosti novih biljega izmedu ispitanika koji u endemskom kraju
borave dulje odnosno kra¢e od 20 godina nismo dobili znacajnu razliku §to je joS§ jedan od
dokaza smanjene izlozenosti uzro¢nom agensu. U ovom istrazivanju KIM-1 i IP-10 nisu
pokazali prediktivnu vrijednost za razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti, niti za
pogorSanje bubrezne funkcije u sedmogodisnjem periodu pracenja. HGF je pokazao
prediktivnu vrijednost za razvoj novonastale kroni¢ne bubrezne bolesti, no ne doprinosi
znacajno tradicionalnim prognosti¢kim biljezima poput procijenjene glomerularne filtracije. S
druge strane HGF nema prediktivnu vrijednost za pogorSanje bubrezne funkcije u

sedmogodisnjem periodu.

Kljucéne rijeci: endemska nefropatija, nefropatija aristolohi¢ne kiseline, biljezi bubreznog

tubularnog ostecenja, KIM-1, HGF, IP-10
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9. SUMMARY
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BIOMARKERS OF PROXIMAL TUBULE INJURY IN ENDEMIC NEPHROPATHY
Jelena Kos

Zagreb, 2020.

Endemic nephropathy is a chronic tubulointerstitial kidney disease that in Croatia affects rural
population west of Slavonski Brod along the Sava river. As proximal tubule injury is a hallmark
of initial kidney damage in EN, our aim was to determine the role of the novel markers of
tubular injury KIM-1, HGF and IP-10 in EN and to determine prognostic value of these

biomarkers in chronic kidney disease.

In the first part of the study (cross-sectional) 978 participants from 3 endemic villages and 2
non-endemic control villages were enrolled. Participants from endemic villages were classified
in 3 subgroups: “EN diseased and suspects”, “EN at risk”, “EN others®. All participants
fulfilled extensive questionnaire, underwent physical examination, their blood was drawn and
urine sample collected. In the second, longitudinal part of the study 418 participants were

included in the follow up visit after 7 years.

We failed to find any differences in KIM-1 and HGF values between endemic and control
participants while IP-10 showed a slightly higher levels in endemic participants. However,
when we analized IP-10 values among the EN subgroups and control participants there were
no significant differences. But significantly higher levels of KIM-1 and HGF were found in the
urine of ,,EN diseased and suspects® in comparison to all other groups, which could be
attributed to the persistance of ongoing active tubular damage and reparatory processes in these
patients. KIM-1 and HGF were not found to have specificity and sensitivity high enough to be
incorporable into the diagnostic algorithm for EN. We found no differences in KIM-1, HGF
and IP-10 values between endemic residents who live in these villages for more than 20 years
in comparison to the residents who live less than 20 years confirming that exposure to the
environmental agent is obviously diminished. In this study KIM-1 and IP-10 had no predictive
value for the development of chronic kidney disease, or for the decline in renal function in 7-
year follow-up. HGF showed predictive value for the development of chronic kidney disease,
but when analyzed in model together with ACR and eGFR, HGF had no added value. On the
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other side, there was no predictive value of HGF for the decline in renal function in 7-year

follow up.

Key words: endemic nephropathy, aristolochic acid nephropathy, markers of tubular kidney
injury, KIM-1, HGF, IP-10
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