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POPIS OZNAKA I KRATICA

25.-75. P. = 25.-75. percentila (engl. 25.-75. Percentile)

95% 1P —95% interval pouzdanosti (engl. 95% confidence interval)

AA - aristolohi¢na kiselina (engl. aristolochic acid)

AAN - nefropatija aristolohi¢ne kiseline (engl. aristolochic acid nephropathy)

ACR — omjer albumina po gramu kreatinina u mokraci (engl. albumin-creatinine ratio)
ANOVA - analiza varijance (engl. Analysis of variance)

C — medijan (engl. median)

DAT - dijastoli¢ki arterijski tlak (engl. diastolic blood pressure)

ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

EMT - epitelino-mezenhimalna tranzicija (engl. Epithelial-mesenchymal transition)
EN — endemska nefropatija (engl. endemic nephropathy)

F — vrijednost testa analize varijance

H — vrijednost Kruskal-Wallis testa (engl. Kruskal-Wallis analysis)

ITM - indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

LAP - leucin aminopeptidaza (engl. Leucine aminopeptidase)

OR - omjer vjerojatnosti (engl. odds ratio)

P — vjerojatnost (engl. probability)

ROC krivulja (engl. receiver operating characteristic (ROC) curve)

rs — Spearmanov koeficijent povezanosti (engl. Spearman's Correlation Coefficient)
SAT — sistolicki arterijski tlak (engl. systolic blood pressure)

SD — standardna devijacija (engl. standard devation)

t — vrijednost Studentova testa nezavisnih (zavisnih) uzoraka (engl. Student's t-test)
TGFp — transformirajuci ¢imbenik rasta beta (engl. Transforming Growth Factor - J5)
X — aritmeticka sredina (engl. mean)

alm — alfalmikroglobulin u mokra¢i (engl . alfalmicroglobulinuria)

almCR — omjer alfalmikroglobulina po gramu kreatinina u mokraci (engl.
alfalmicroglobulin —creatinin ratio)

v 2 — vrijednost testa proporcija (engl. chi test)
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1.1. Epidemioloski podaci

Endemska nefropatija (EN) je kroni¢na tubulointersticijska nefropatija egzotoksi¢ne etiologije
s viSegodiSnjim asimptomatskim tijekom koji se nakon toga razdoblja najceS¢e klinicki
oCituje terminalnim bubreZznim oSteenjem. U ranijem periodu je opisivano da je anemija
izrazitija od stupnja renalne insuficijencije (1).

Bolest je opisana iskljuc¢ivo u ruralnoj populaciji, u osoba koje su u tim krajevima provele
vie od 10-15 godina. Zari3ta EN evidentirana su u aluvijalnim nizinama velikih pritoka rijeke
Dunav u Bosni, Bugarskoj, Hrvatskoj, Rumunjskoj 1 Srbiji. U Hrvatskoj endemsko ZariSte se
nalazi zapadno od Slavonskog Broda uz rijeku Savu, u inundiranom i u proSlosti Cesto

plavljenom Jelas polju, a obuhvaca 14 sela s populacijom od 10 865 stanovnika (2). (Slika 1.)

Slika 1. Endemsko Zariste u Hrvatskoj

Bolest je prvi put opisana sredinom proslog stoljeca premda je prema crkvenim zapisima bila
najvjerojatnije prisutna i ranije te se u Hrvatskoj nazivala Kobaska bolest (po selu Slavonski
Kobasg) (3-5). Prvi dokumentirani slu¢aj endemske nefropatije je zapis obdukcije muskarca iz
sela Slavonski Koba$ koji je preminuo 1948.godine u slici uremije u Klini€kom bolnickom

centru u Zagrebu.



Posljednih pedesetak godina koliko se istrazuje i prati ova bolest geografska raspodjela
endemskih sela se nije mijenjala niti su opisani novi slucajevi u drugim selima koristeci
postojece dijagnosticke kriterije.

Prevalencija EN nije u naSem ZariStu prema zadnjim rezultatima bitnije promijenjena i krece
se oko 2-10% (1-2). Sli¢ni podaci su dobiveni u drugim endemskim ZariStima (6-7). U
hrvatskim EN selima takoder nije opazena znacajnija promjena u ucestalost sumnjivih ¢ija je
ucestalost oko dva do tri puta ve€a od one u bolesnih, kao niti u onih s rizikom od oboljenja
od EN koji ¢ine oko jedne petine populacije EN sela (2). Ono §to se uo€ava u svim ZariStima
je pomak u dobi postavljanja dijagnoze, tj sada je prosjecna dob oko 55-60 godina, dok je
ranije bila oko 45-50 godina. Ove promjene su dijelom odraz poboljSanih dijagnostickih i
terapijskih postupaka, a dijelom manje izloZenosti ili potpunog prestanka izloZenosti
egzogenom toksi¢nom ¢imbeniku.

Bolest se javlja samo u odredenim kucanstvima, ali nije izravno nasljedna Sto je najocitije
potvrdio tzv. prirodni pokus s Ukrajincima (1). Ukrajinski imigranti kao i njihovi potomci
koji su naselili endemska sela krajem 19 i pocetkom 20 stoljeca podjednako su oboljevali od
EN i karcinoma gornjeg dijela mokra¢nog sustava kao i autohtono stanovnisto za razliku
njihovih rodaka ili sunarodnjaka koji su ostali Zivjeti u Ukrajini i imigranta koji su naselili
okolna neendemska sela Sto je upucivalo na kljuénu vaznost izloZenosti okoliSnom
¢imbeniku/¢imbenicima u endemskim selima (1).

Sljedece vazno obiljezje EN je znatno veca ucestalost karcinoma prijelaznog epitela gornjeg
dijela mokra¢nog sustava (8). Za razliku od karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela
mokracnog sustava u op¢oj populaciji, u endemskim ZariSima karcinom je ¢eS¢i u Zena (9-11).
Specificni mortalitet od ovih malignoma je u naSem ZariStu 14 puta ve¢i nego u cijeloj

Brodsko-posavskoj zZupaniji te 55 puta veci nego u drugim dijelovima Hrvatske (11).

1.2. Etiologija endemske nefropatije

Posljednih pedestak godina intenzivno se istrazuje ¢itav niz vanjskih etioloskih ¢imbenika za

......

elemenata u tragovima (12-14) s ohratoksinom A (15-16). Posljednjih petnaestak godina u
fokusu je bio ohratoksin A. No, za ovaj ubikvitaran mikotoksin nema dokaza da izaziva

toksi¢nu nefropatiju u ljudi, patohistoloSke promjene koje izaziva u Zivotinja ne odgovaraju
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promjenama u EN, a narocito je vazan podatak da u Zivotinja izaziva karcinom bubrega, ali ne
1 karcinom prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog sustava Sto je malignom koji je
povezan s EN (16-17). Prema IARC ohratoksin A je svrstan u skupinu 2B $to je potvrda da
nema dokaza o toksiCnosti/karcinogenosti u ljudi, a Europsko povjerenstvo za hranu
zakljucilo je jos 2006. godine da nema dovoljno dokaza koji bi potvrdili povezanost
ohratoksina A i EN (18-19). Novija istrazivanja pokazala su da ohratoksin A ne stvara
kovalentne adukte s DNK te da stoga nema sigurnih dokaza da je humani karcinogen kao niti
etioloski ¢imbenik za EN. Ovime je definitivno odbacena ova hipoteza koja je godinama
potisnula u drugi plan istraZivanja aristolohi¢ne kiseline. Danas postoje neoborivi dokazi da je
aristolohic¢na kiselina, fitotoksin iz biljke vucje stope (Aristolochia clematitis) glavni rizi¢ni
¢imbenik 1 uzro¢nik EN i pridruZenih karcinoma prijelaznog epitela mokrac¢nog sustava (20-
22).

Peroralni unos biljnih preparata koji sadrZe artistolohi¢nu kiselinu povezuje se s razvojem
sindroma poznatijeg kao nefropatija aristolohi¢ne kiseline (AAN - aristolochic acid
nephropathy). (23-25). ObiljeZja ovog sindroma su progresivno kroni¢no bubrezno zatajenje,
tubulointersticijska fibroza koja pocinje od korteksa i postupno se $iri prema meduli i visoka
ucestalost inace rijetkog karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog sustava (26-
27). Etiolo8ka istrazivanja EN su pokazala kako postoji slicnost patofizoloskih promjena, ali i
patohistolo§kog nalaza s AAN koja se do nedavno nazivala i nefropatijom kineskih trava (28-
30). Skupina hrvatskih znanstvenika i stru¢njaka s Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu i Instituta Ruder Boskovi¢ u suradnji s ameri¢kim kolegama sa State University at
Stony Brook u New York su epidemoloSko-molekularnim istraZivanjima dokazali kako je
aristolohi¢na kiselina etioloski ¢imbenik EN konacno potvrdivsi staru Ivicevu hipotezu i
opazanje iz 1969.godine. (31-34). Ivi¢ je naime uocio da su sjemenke korova vucje stope
(Aristolochia clematitis) bile pomijeSane zajedno sa sjemenkama Zita i tako se zajedno mljele
1 dospijevale u brasno za kruh, glavnu prehrambenu namjernicu endemskih sela, ali i opcenito
populacije na ovim prostorima (31). (Slika 2.) Kovalentno vezani AA-DNK adukti kao
dozivotni biljeg ranije izloZenosti AA nadeni su u bolesnika iz EN sela Hrvatske, Bosne i
Hercegovine i Srbije, dok adukti nisu nadeni u niti jednog bolesnika iz kontrolne skupine, tj.
bolesnika izvan endemskih podrucja Sto upucuje na zaklju¢ak da EN je nefropatija
aristolohicne kiseline (34-35). Osim nalaza adukata aristolohi¢ne kiseline koji su dokaz da je
ovaj okolisni fitotoksin i karcinogen unesen u organizam, sljedeci klju¢ni dokaz o tome da

aristolohi¢na kiselina izaziva EN i udruZene karcinome prijelaznog epitela je nalaz tipi¢ne

4



mutacije onkosupresora pS53 tj. transverzija A-T u T-A. Ova mutacija nadena je u nizu
stani¢nih modela i u bolesnika s AAN. U IARC ucestalost ove mutacije u svijetu je oko 5%,
dok je u bolesnika s EN oko 70%. Ista ucestalost ove tipi¢ne mutacije nadena je u bolesnika s
AAN na Tajvanu i dodatne mutacije se nalaze u bolesnika s Tajvana i bolesnika iz naSih
endemskih sela u istim ,,vru¢im tockama‘ (34, 36-37). Svi ti rezultati nedvojbeno potvrduju
da je aristolohi¢na kiselina glavni ¢imbenik rizika i uzro¢nik EN i udruZenih karcinoma
prijelaznog epitela gornjeg dijela mokracnog sustava. Ostaje otvoreno pitanje zbog Cega
bolest zahvaca samo dio izloZene populacije, je li bolest zaista ograni¢ena na ranije odredena
ZariSta, i moZe li se zbog napredovanja poljoprivredne tehnologije i onemogucavanja
kontaminacije Zita sjemenkama ocekivati u buducnosti postepeno is¢ezavanje EN ¢emu u

prilog govore i neka opazanja iz Hrvatske (38). Na prva dva pitanja odgovor ¢e dati dodatna

genska testiranja koja su u tijeku.

Slika 2. Vudja stopa (Aristolochia clematitis) u Zitnom polju



1.3. Klini¢ki slika i tijek bolesti

EN je kroni¢na sporo progresivna bubrezna bolest bez jasnih znakova i simptoma koji bi u
pocetnoj asimptomatskoj fazi upucivali na kroni¢no bubrezno ostecenje. Oboljeli dobro
podnose bolest te je njihova radna sposobnost naruSena tek u uznapredovalom stadiju
bubreZzne bolesti (39- 41). Prvi znak oSteCenja bubreZne funkcije je poremecaj koncentriranja
mokrace kao posljedica oSteCenja tubula. Glomerulana funkcija je dugo ocuvana te se
azotemija i uremija javljaju mnogo godina nakon pocetka bubrezne bolesti. U ranoj fazi dok
su jo$ bubrezi funkcionalni moguca je pojava nespecificnih bolova u slabinskoj regiji. Jedan
od ranih znakova bolesti koji se ranije opisivao je normocitno-normokromna anemija s
normosideremijom. Anemija je bila izrazitija od one koja bi se ocekivala prema stupnja
bubrezenog ostecenja (42) te je u oboljelih od EN koji se lijeCe bubreZnom nadomjesnom
terapijom zahtijevala viSe doze eritropoetina nego u bolesnika s drugim bubreZnim bolestima
(43).

Umor, bijedilo koZe 1 sluznica, glavobolja, gubitak na tjelesnoj masi 1 poliurija s nikturijom
javljaju se daljnjom progresijom bolesti prema terminalnom stadiju. Edemi su prisutni tek u
uznapredovaloj fazi kao posljedica zadrZavanja natrija i vode. Arterijski tlak je u pocetku
normalan, ali raste napredovanjem bubreZne bolesti. Novija istraZivanja su pokazala da
poviSeni arterijski tlak se javlja 1 u ranoj fazi bolesti Sto bi se moglo dijelom objasniti
porastom incidencije hipertenzije u opcoj populaciji, a dijelom boljim dijagnostickim
postupcima i smanjenom izloZenosti vanjskom etioloSkom ¢imbeniku, aristolohi¢noj kiselini.
(7, 44).

U vecine bolesnika s nefropatijom karcinomi prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog
sustava obi¢no se javljaju desetak godina od pojave bolesti, dok u manjeg broja bolesnika
pojava karcinoma prethodi nefropatiji (10, 45). Obi¢no su karcinomi unilateralni i o¢ituju se
bezbolnom makrohematurijom te anemijom uz prethodno opisane simptome i znakove
nefropatije. Rjede se javlja bol u slabinskoj regiji obi¢no kao rezulatat postepene
opstrukcije/distenzije uretera ili bubreZznom kolikom zbog opstrukcije ugruskom. Gubitak na
tjelesnoj masi, anoreksija, palpabilna masa u slabinskoj regiji i bolovi u kostima su znakovi i
simptomi uznapredovale bolesti i oCituju se u malog broja bolesnika s karcinomom.
Spomenute razlike u klinickom tijeku i1 znakovima bolesti vjerojatno su odraz razli¢itog
trajanja izloZenosti egzotoksinu, ali i genetskih razlika koje predisponiraju odredeni klinicki

tijek bolesti.



1.4. Patohistoloski nalaz

Za EN karakteristiCan je nalaz izrazite hipocelularne fibroze intersticija s tubularnom
atrofijom. Promjene najprije zahvacdaju superficijalni dio korteksa s postepenim Sirenjem
prema unutarnjem dijelu korteksa i meduli tijekom daljnje progresije bolesti (28, 46-49). U
ranom stadiju bolesti promjene u intersticiju mogu biti multifokalne sa zahvacenjem veceg
dijela superficijalnog dijela korteksa uz edem intersticija, hipocelularne kroni¢ne infiltrate i
degeneraciju epitelanih stanica proksimalnog tubula s blagim glomerularnim i vaskularnim
promjenama. Glomerularne promjene obuhvacaju periglomerularnu fibrozu, ishemijske
mikrocisti¢ne 1 kolabirane glomerule uz povremene promjene koje nalikuju trombotskoj
mikroangiopatiji 1 fokalnoj segmentalnoj glomerulosklerozi. Promjene na krvnim Zila
svjetlosnim mikroskopom ukljucuju hijalinozu arteriola, fibroznu hiperplaziju intime. Na
elektronskom mikroskopu ¢esto se nadu multifokalna zadebljanja i razdvajanja peritubularne
kapilarne bazalne membrane. Ove su vaskularne promjene najvjerojatnije sekundarno nastale
u sklopu progresivnog oStec¢enja bubrega tubulointersticijskom fibrozom.

Terminalni stadij bolesti makroskospski obiljezavaju izrazito mali simetricno skvrceni bubrezi

glatkih kontura svega 20-30 g ukupne mase.

Oko 40% bolesnika s EN ima multifokalni karcinom prijelaznog epitela u podru¢ju gornjeg
dijela mokra¢nog sustava (26-27). Obi¢no se radi o neinvazivnom papilarnom karcinomu
uroepitela. (Slika 3.)

Otvoreno je pitanje koliko je patohistoloski nalaz intersticijske fibroze znacajan u postavljanju
dijagnoze EN. Iako je potrebno iskljuciti sve potencijalne uzroke intersticijske fibroze na
osnovi morfoloskih 1 klinickih nalaza, ovaj se tip hipocelularne fibroze s kortikomedularnim
je nefroskleroza, kroni¢ni pijelonefritis ili refluksna nefropatija i kroni¢ni glomerulonefritis
(50). Intersticijska fibroza je opisana takoder i kod izlaganja kadmiju, olovu, litiju,
cikolosporinu A, ifosfamidu, pamidronatu i1 nitrozoureji zbog Cega je potrebno iskljuciti
moguce izlaganje i tim ¢imbencima na osnovi anamnestickih i klinickih podataka (50). S
obzirom na povezanost s tumorima prijelaznog epitela potrebno je iskljuciti i analgetsku
nefropatiju koju obiljeZavaju atrofi¢ni bubrezi valovitih kontura s kortikalnom multifokalnom
umjerenom intersticijskom stani¢nom infiltracijom i medularnom papilarnom nekrozom i/
kalcifikacijom bez postojanja kortikomedularnog gradijenta fibroze kojeg nalazimo u EN.
Cosyns je vec ranije uocio patohistoloske izrazite sli¢nosti izmedu EN i AAN u tipu fibroze i
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slicne ucestalosti u karcinomima gornjeg mokra¢nog sustava u oba entiteta. Danas znamo da

je rije€ o istom klini¢kom entitetu.

Slika 3. Patohistoloski nalaz papilarnog karcinoma prijelaznog epitela uretera

1.5. Dijagnosticki Kiteriji za endemsku nefropatiju

Dijagnoza EN danas se joS uvijek ne postavlja na temelju specificnog i pogotovo
patognomoni¢nog biljega. Tijekom proteklih desetljeCa nisu u svim drzavama u kojima
postoje dokazana zariSta EN koriSteni isti kriteriji. U Hrvatskoj se dijagnoza i klasifikacija
temelje na modificiranim kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) postavljanim
jos 1965. godine (51-52). Prema tim kriterijima ruralno endemsko stanovnistvo se klasificira
u 4 podskupine: bolesni, sumnjivi da boluju od EN, ugroZeni i ostali prema sljede¢im
dijagnostickim elementima: a) pozitivna obiteljska anameneza za EN ili Zivot u domacinstvu
u kojem ima oboljelih od endemske nefropatije; b) proteinurija niske molekularne mase
(aymikroglobuinurija >10 mg/L ili >14 mg/g kreatinina); c) serumski kreatinin >132,6
umol/L; d) anemija (hemoglobin <120 g/L. za muskarce, <113 g/L za Zene); e) iskljucivanje
drugih bubreznih bolesti ukljucujuci i Se¢ernu bolest. Dijagnoza EN odnosno bolesnih osoba
se postavlja ukoliko su ispunjene sljedece kombinacije: a+b+c+d+e, ili b+c+d+e ili a+b+d+e.;
osoba se proglaSava sumnjivom da boluje od EN ukoliko su prisutni a+b ili b+d. Osobe koje
su pod vecim rizikom obolijevanja od EN su one koje Zive u kucanstvima gdje je bilo
oboljelih od EN, dok u skupinu ostalih ako nije zadovoljen nijedan prethodno spomenutih

kriteriji.



Postojec¢i kriteriji (51, 53-54) za EN su zastarjeli, neujednaceni (3 vrste kriterija za EN) te nisu
u skladu s novim preporukama za klasifikaciju bubreznih bolesti (55) 1 stoga su neprecizni
tako da je u pripremi konsenzus eksperata iz svih zemalja s EN koji bi trebao biti suvremen i

jedinstven.

1.6. Laboratorijske znacajke endemske nefropatije

1.6.1. Tubularna proteinurija i enzimurija

EN se laboratorijski ocituje tubularnom proteinurijom koja je prvi znak oSte¢enja bubrega
(oStecenje proksimalnog tubula), a u uznapredovalim stadijima bubrezne bolesti obi¢no je
manja od 1 g/L. Proteinurija male molekularne mase je obiljezje EN i Cesto je udruzena s
tubularnom enzimurijom drugim pokazateljem da je proksimalni tubul ciljno mjesto
djelovanja toksina (52; 56-58). Od proteina niske molekularne mase koji se izlucuju u
mokraci najcesce se u literaturi spominju B2mikroglobulin (f2m), almikroglobulin (a1m),
retinol vezuju¢i protein (RBP), clara cell protein (CC16), cistatin (cyst C), lizozim
(muramidaza), transferin i drugi. Spomenuti proteini se zbog svoje male molekularne mase
filtriraju kroz glomerularnu bazalnu membranu i resorbiraju u stanicama proksimalnog tubula
a pojavljuju se u mokra¢i u slucaju osteCenog mehanizma resorpcije kao Sto je megalin-
kubulinski receptorski sustav (59-60).

Od navedenih proteina u klini¢kom radu najcesc¢e se odreduju alm i f2m.

U ranoj fazi bubrezne bolesti dolazi do oSteCenja proksimalnog tubula S$to se manifestira
porastom proteina niske molekularne mase i enzimurijom. Opcenito postoje dva glavna
patoloska mehanizma njihova nastanka: (1) Akutno ili kroni¢no oSte¢enje tubularnih stanica
dovodi do oslobadanja enzima i/ili proteina niske molekularne mase fizioloski prisutnih u
spomenutim stanicama u tubularni lumen. Brzina izlu¢ivanja enzima mokra¢om je povecana
zbog njihova oslobadanja iz oSteCenih stanica ili zbog povecane indukcije enzima u
obnavljaju¢im stanica. (2) Proteini male molekularne mase koji fizioloski slobodno prolaze
glomerularnu kapilarnu membranu i gotovo se u potpunosti resorbiraju u proksimalnom
tubulu mogu biti patoloSki poviSeni u mokra¢i zbog povecanog resorptivnog opterecenja
(povecani transglomerularni prolaz proteina) ili zbog funkcionalnog ili strukturnog ostecenja

(toksicni ucinak filtriranog proteina ili direktni u¢inak toksina) (61, 63). Enzimi kao biljezi
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oSte¢enja nefrona se nalaze u razliitim dijelovima stanica, u lizosomima, na cCetkastoj
prevlaci stanica proksimalnog tubula i u citoplazmi stanice. N-acetil-B-D-glukozaminidaza
(NAG) je tipiCan primjer lizosomskog enzima koji se pretezno nalazi u stanicama
proksimalnog tubula. Alkalna fosfataza, narocito intestinalna (iAP), y-glutamil-transferaza
(GGT), alanin aminopeptidaza (AAP) i leucin amniopeptidaza (LAP - toc¢nije leucil-
arilamidaza) su enzimi Cestkaste prevlake stanica proksimalnog tubula, dok o- 1 w glutation S-
transferaza su citosolni izomeri enzima stanica proksimalnog i distalnog tubula (63-64). Kako
je tubularna proteinurija uz enzimuriju rano obiljeZje bubreznog oStecenja, pa tako i EN,
odredivanje tubularnih biljega moZe biti od velikog znafaja u ranoj asimptomatskoj fazi
bolesti. Nortier 1 sur. (65) su pokazali da se enzimi Cetkaste prevlake stanica proksimalnog
tubula manje izlu¢uju mokracom u ispitanika s nefropatijom kineskih trava (Chinese herbs
nephropathy) od kontrola te da stupanj strukturnog oStecanja tubula pozitivno korelira s
vrijednostima klirensa kreatinina, a negativno s vrijednostima proteina niske molekularne
mase u mokrac¢i. Osim toga Debelle i sur. su na animalnom modelu za AAN pokazali kako
visoke doze aristolohi¢ne kiseline dovode do oSteCenja stanica proksimalnog tubula s
posljedi¢nim, u pocetku porastom a potom padom LAP enzimurije te nastupom atrofije
tubularnih epitelnih stanica (66). Osim toga, LAP se pokazao kao dobar pokazatelj tubularnog
oStecenja u razlic¢itim toksi¢nim 1 hipoksi¢nim (vaskularnim) bubreznim oStecenjima u ljudi i
na animalnim modelima (67-70). VaZzno je spomenuti kako povecanu aktivnost enzima u
mokra¢i moze pokrenuti i aktivacija fibrinolize bez obzira na uzork i to aktivacijom
bubreznog plazminogena s posljedicnim oslobadanjem bubreZznih peptidaza u mokracu (71).
Ti rezultati potvrduju razmisljanja kako enzimurija moze biti od koristi u ranoj fazi bolesti, ali
ne i u uznapredovalim oblicima kada atroficki i fibrozni procesi postanu dominantni te time
viSe nisu primjerni test procjene tubularnog bubreZnog osteéenja. Cvoriséec i sur. (57) su
pokazali da bi lizozimurija mogla biti korisna ne samo u razlikovanju oboljelih od EN od
kontrola, nego i u razlikovanju oboljelih od drugih SZO podskupina (sumnjivih, rizi¢nih 1
ostalih). Isti autori su odredivanjem NAG-a (lizosomski enzim) i AAP-a (enzim cetkaste
prevlake) u mokraci ispitanika iz endemskih i kontrolnih sela dobili kako je izlu€ivanje oba
enzima povec¢ano u oboljelih, i to znacajnije AAP-a. Osim toga, u istom istraZivanju je
opazeno povecano izluc¢ivanje AAP-a mokratom u podskupinama sumnjivih i rizic¢nih.
Dijagnosti¢ka osjetljivost ovih enzima za oboljele 1 sumnjive ispitanike prema SZO

kriterijima je bila visoka (NAG 91%, AAP 86%), ali je specificnost za oba enzima vrlo niska,
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svega 15%. S druge strane osjetljivost i specificnost B2m u mokraci u tom istrazivanju je bila
znacajnija (osjetljivost 75%, specificnost 63%) nego li za spomenute enzime. (57).
Donedavno je u SZO kriterijima (51) za postavljanje dijagnoze EN, kao pokazatelj tubularnog
oStec¢enja uvrSten B2m. Kako je f2m nestabilan pri niZim vrijednostima pH mokrace brzo se
raspada (72), te njegova koncentracija u mokraci ¢esto raste uz prisutnu leukocituriju (73), pa
time nije dovoljno osjetljiv kao test probira. Budu¢i da nisu sigurni podaci koji se dobiju
analizom, on nije niti dovoljno specifi¢an, S$to ukazuje na jednu od potrebnih promjena u
kriterijima EN (58, 74). Odredivanje almCR ima mnogo prednosti u usporedbi s f2m. Za
razliku od B2m almCR je stabilan u mokraci (72, 75) te na koncentraciju almCR u mokraci
ne utjeCu serumski paraproteini (76) ili infekcija CMV (77). Osim toga, koncentracija almCR
iz jednokratnog uzoraka mokrace pokazuje dobru poveznost s koncentracijom mokrace
prikupljene tijekom 24 sata (78) Sto omogucuje jednostavniji i jeftiniji nacin prikupljanja
uzoraka narocito u epidemioloSkim istrazivanjima u svrhu probiranja populacije s rizicnom
tubulointersticijskom bolesti kao Sto je endemska nefropatija.

Prema novijim istraZivanjima raznih bubreZnih bolesti alm je pouzdan biljeg oStecenja
proksimalnog tubula (79) kao Sto su trovanja teskim metalima (80-82), u hipertenziji (83),
mutliplom mijelomu (76). alm se pokazao pouzdanim takoder i u procjeni renalne funkcije
nakon kirurSkog zahvata (84), u bolesnika na imunosupresivnoj terapiji (85), te u Secernoj
bolesti tipa 1 (86) i tipa 2 (87), kao i u dijabeti¢ara bez klinicki manifestne nefropatije (88-89)
i prije pojave same mikroalbuminurije (90). Zbog navedenih prednosti, u Hrvatskoj, a i nekim

drugim centrima, a.1m je potisnuo B2m i danas se koristi u probiru i dijagnostici (52).

1.6.2. Procjena bubrezene funkcije u endemskoj nefropatiji

Kriterij procjene bubreZne funkcije prema SZO kriterijima za EN je ista grani¢na vrijednost
serumskog kreatinina za muskarce 1 Zene. Danasnji stav je da je preciznija metoda procjena
veli¢ine glomerularne filtracije (estimated glomerular filtration rate - eGFR) pomo¢u MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease) (91) ili Cockcroft-Gaultove jednadzbe (92).
Validacijske studije u osoba srednje Zivotne dobi s kronicnom bubreZnom bolesti su pokazale
kako je MDRD preciznija metoda u procjeni bubrezne funkcije od Cockcroft - Gaultove
jednadzbe. (91). Medutim, u osoba bez kroni¢ne bubrezne bolesti procjena bubrezne funkcije

pomo¢u MDRD i Cockcroft-Gaultove jednadzbe umanjuje stvarnu veliCinu glomerularne
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filtracije te su precizne jedino u identifikaciji osoba sa znaajnim bubreZnim oSte¢enjem
(stadij KBB 3-5) (93-95). Rule i sur. su pokazali da je procjena veli¢ine glomerularne
filtracije pomocu MDRD jednadZbe u osoba istog spola, dobi i vrijednosti serumskog
kreatinina u prosjeku za 26% viSa u zdravih nego li u osoba s kroni¢nom bubreZnom bolesti
(95). Stoga je preporuka izraZavanja procjenjene veliCine glomerularne filtracije pomocu
MDRD jednadzbe kao vrijednost ve¢a od 60 mL/min/ 1.73m* ako je dobiveni rezulatat veci
od 60 mL/min/1.73m?*  dok u sludaju dobivenih rezultata manjih ili jednakih 60

mL/min/1.73m? kao cijeli broj.

1.7. TGF- i bubreZe bolesti

1.7.1. Osnovna obiljezja TGFp

TGFp je multifunkcionalni citokin koji sudjeluje u regulaciji proliferacije i diferencijacije
stanica, embrionalnom razvoju, cijeljenju rana i angiogenezi (96-100). TGFp pripada porodici
dimeri¢nih polipeptidnih ¢imbenika rasta zajedno s koStanim morfogenetskim proteinom
(BMP) i aktivinom. Postoje tri tipa TGFB: TGFB1, TGFB2 i TGFB3 koji su strukturno i
funkcionalno vrlo sli¢ni. Aktivni oblik svih triju tipova TGFp su polipeptidni dimeri od 12-kD
koji nastaju proteolitickim procesom iz vec¢ih propeptida (101-102). Svaki tip TGFp kodira
drugi gen. Ekspresija TGFB1 mRNK se nalazi u epitelnim, hematopoetskim stanicama i
stanicama vezivnog tkiva, TGFB2 mRNK u epitelnim i neuronskim stanicama te TGFf3
primarno u mezenhimalnim stanicama (103). Tijekom razvoja rano dolazi do ekspresije
TGFB1 i TGFB3 u strukturama uklju¢enim u morfogenezu, dok TGFB2 se javlja kasnije u
zrelom i diferenciranom epitelu (104).

TGFp regulira stani¢ne procese vezivanjem s visokim afinitetom na tri tipa membranskih
receptora (tip I, II, III). Tip III (R III) je najzastupljeniji. Njegova uloga nije u prijenosu
unutrastani¢nog signala vezivanjem TGFfB za R III ve¢ u predoCavanju dvama preostalim
receptorima. Tip I (R I) i I (R II) su TGFp receptori ¢iji citoplazmatski dijelovi imaju
aktivnost serin-treonin kinaza kojima zapocinje unutarstani¢ni prijenos signala fosforilacijom
transkripcijskih ¢imbenika poznatijih kao Smad (ime po Sma i MAD homolognim genima u
Caenorhadbitis elegans i Drosophila melanogaster). Tip RI fosforilira Smad2 i Smad3. Smad6

i Smad7 su inhibitorni transkripcijski ¢imbenici koji blokiraju fosforilaciju Smads2 i Smad3,

12



a time i ciljno djelovanje TGFp na stanicu. Ukratko, TGFp se veZe za tip R III koji prezentira
TGFp tipu R 1I ili se TGFp izravno vezZe za tip RII. Aktivirani RII se veZe i fosforilira tip RI
¢ime dolazi do RI aktivacije. RI nadalje aktivira Smad2 i Smad3 fosforilacijom. Akitivirani
transkripcijski ¢imbenici ¢ine kompleks sa Smad4, zajednickom poveznicom za sve receptore
aktivirane Smadom, kojim ulaze u jezgru gdje reguliraju transkripciju razli¢itih gena ovisno o
tipu stanice koja je aktivirana TGFp (105-106). Djelovanje TGF se ocituje i aktivacijom
Smad neovisnih signalnih putova i to Erk, JNK 1 p38 MAPK kinaznih putova (107-108).
(Slika 4.)

Smadé ili
Smad7 ¢ }
Smad2 ili
Smad3

Slika 4. Prijenos signala TGFp u stanici

Nakon ostecenja tkiva TGFB je uklju¢en u vise dogodaja tijekom njenog popravka.
Trombociti sadrZze visoke koncentracije TGFP i degranulacijom ih otpuStaju u velikim
koli¢inama na mjestu ozljede. Potom TGFp zapocinje kompleksnu kaskadu dogadaja koji
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dovode do cijeljenja rane. Ti dogadaju ukljucuju kemotaksiju monocita i leukocita, indukciju
angiogeneze, kontrolu stvaranja citokina i drugih ¢imbenika upale (109-111). Dvije dodatne
osobitosti TGFP u odgovoru na ozljedu se ocituju u stvaranju TGFf autoindukcijom (112) te
njegovom djelovanju na povecano stvaranje izvanstani¢nog matriksa (ECM) (113-115). TGFpB
stimulira sintezu pojednih komponenata ECM kao Sto je fibronektin, tenascein, kolagen i
proteoglikane (113, 116-117) uz istodobno blokiranje razgradnje matriksa smanjenjem sinteze
proteaza i povecanjem sinteze inhibitora proteaza (118-119). Osim toga, TGFp povecava
ekspresiju integrina i mijenja njihov udio na povrSini stanice ¢ime potice stani¢nu adheziju za

ECM (120).

Zdravo tkivo
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Djelovanje TGFE
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T Proteini matriksa
Kolagena vlakna Proteoglikani '
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Slika 5. Djelovanje TGFp u procesu cijeljenja tkiva

Svi spomenuti dogadaji su korisni u procesu cijeljenja, ali tamna strana TGFf djelovanja
oCituje se u povecanom odlaganju i smanjenoj razgradnji ECM na mjestu ozljede S§to moze
rezultirati oziljkom i fibrozom. Osim toga, njegova sposobnost samoindukcije i sinteze
kljucna je u razvoju fibroze i oZiljka u kroni¢nim i progresivnim stanjima koja dovode do

gubitka strukture tkiva a time i funkcije organa (121).

1.7.2. TGFp u bubreznim bolestima

Iako TGFp igra klju¢nu ulogu u procesu cijeljenja oste¢enog tkiva, povecano stvaranje TGFf

moZe rezultirati prekomjernim odlaganjem oZziljnog tkiva i fibrozom (99). Bubrezna fibroza je
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zavr$no zajednicko ocitovanje razlicitih, tj. svih kroni¢nih bubreznih bolesti bez obzira na
uzrok. Poveéano stvaranje TGFP prisutno je u razli¢itim bubreZnim bolestima poput IgA
nefropatije, fokalne segmentalne glomeruloskleroze, lupus nefritisa, dijabeticke 1 HIV
nefropatije (122-124).

Bubrezna fibroza se ocCituje glomerulosklerozom, tubulointersticijskom fibrozom,
infiltracijom upalnim stanicama, gubitkom parenhima u vidu tubularne atrofije, gubitka
kapilara 1 deplecije podocita. Spomenute histoloSke promjene ukljucuju viSe sloZenih
stanicnih dogadaja: aktivaciju mezangijskih stanica i fibroblasta, tubularnomezenhimalnu
tranziciju (EMT), infiltraciju monocitima/makrofazima i T stanicama, apoptozu stanica (125).
Nakon pocetne ozljede zahvaceno bubrezno tkivo prolazi razliite procese popravka oStecenja
(126). Ti procesi ukljucuju aktivaciju stanica bubreznog parenhima §to omogucuje stvaranje i
sekreciju proupalnih citokina. Kemotaksijski gradijent citokina stvara signal koji usmjerava
infitraciju monocita/makrofaga i T stanica na mjesto ozljede. Ovisno o etiologiji bubrezZnog
oStecenja, upalne stanice u glomerulu ili intersticiju se aktiviraju te stvaraju molekule poput
superoksida, fibrogenih 1 upalnih citokina koji dovode fenotipske aktivacije mezangijskih
stanica, fibroblasta i tubularnih epitelnih stanica te stvaranja velike koli¢ine ECM. Stalno
odlaganje ECM rezultira fibroznim oziljkom i remeti finu arhitekturu bubreznog tkiva Sto
naposljetku dovodi do kolapsa bubreznog parenhima i1 gubitka bubreZne funkcije.

BubreZzna fibrogeneza je dinamicni proces ¢iji su klju¢ni dogadaji nakupljanje ECM i
aktivacija fibrogenih stanica. Ovisno o prirodi i mjestu ozljede, glomerularne mezangijske
stanice, intersticijski fibroblasti i tubularne epitelne stanice su glavne fibrogene stanice u
oStecenom bubregu (127-128). TGFB je kljucni fibrogeni c¢imbenik koji potice
miofibroblastnu aktivaciju ili tranziciju mezangijskih stanica, intersticijskih fibroblasta i
tubularnih epitelnih stanica u fibrogene stanice koje stvaraju matriks. Miofibroblastna
aktivacija mezangijskih stanica i fibroblasta javlja se u ranoj fazi odgovora na bubrezno
oStecenje, dok tubularna EMT kasnije (129-130). Glavna obiljezja aktivacije mezangijskih
stanica 1 fibroblasta kao 1 tubularne EMT c¢ine de novo ekspresija alfa-glatkomiSi¢nog aktina,
kontraktilnog proteina kojeg normalno nalazimo samo u perivaskulanoj glatkoj muskluturi te
povecanom stvaranju intersticijskog matriksa i to kolagena tip I i II te fibronektina.

U fibrozno promjenjenom bubregu brojni mehanizmi dovode do povecane aktivnosti Smad
signalnog puta, kljunog signalnog puta u bubreznoj fibrogenezi (125, 131-133). U
normalnom zdravom bubregu Smad signalizacija je pod kontrolom Smad transkripcijskih

korepresora koji ukljucuje sljedece proteine: SnoN, Ski i TGIF. U fibrozno promjenjenom
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bubregu dolazi do progresivnhog gubitka SnoN i Ski Sto upucuje da je gubitak Smad
antagonista vaZzan mehanizam pojacavanja TGFp signala (134). Osim Smad transkripcijskih
korepresora nedavno su identificirani i drugi endogeni antifibrogeni ¢imbenici poput jetrenog
¢imbenika rasta (HGF) i koStanog morfogenetskog proteina -7 (BMP-7) koji antagoniziraju
fibrozne ucinke TGFB. HGF i BMP-7 djeluju tako Sto blokiraju TGFB posredovanu
miofibroblastnu aktivaciju glomerularnih mezangijskih stanica i intersticijskih fibroblasta te
inhibiraju tubularnu EMT (126, 135-137).

Pretjerano nakupljanje ECM u fibrozno promjenjenom bubregu je rezultat ne samo njegovog
pretjeranog stvaranja ve¢ i njegove poremecene razgradnje. BubreZno tkivo stvara veliki broj
proteaza od kojih sustav plazminogen/plazmin i MMP ¢ine kljuénu mreZu razgradnje svih
proteinskih sastavnica matriksa. Istrazivanja na animalnim modelima su pokazala suprotno
ocekivanju da plazmin (serinska proteaza, direktni aktivator MMP) ne djeluje zaStitno u
bubreznoj tubularnoj fibrozi te da MMP cijepaju tubularnu bazalnu mebranu i poticu EMT $to

dovodi do bubrezne fibroze (138-140). (Slika 6.)
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Slika 6. Mehanizam djelovanja TGF u bubreznom oStecenju i fibrozi
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1.7.2.1. TGF i nefropatija aristolohi¢ne kiseline (AAN)

Nefropatija aristolohi¢ne kiseline, u koju se danas ubraja i EN, je bubreZna bolest koju
karakterizira izrazita tubulointersticijska fibroza s atrofijom i gubitkom tubula (25, 141-142).
Aristolohi¢na kiselina primarno djeluje na epitelne stanice proksimalnog tubula inducirajuci
apoptozu stanice proksimalnog tubula i EMT (143-145). Klju¢an mehanizam nastanka
kroni¢ne AAN je Smad TGFp ovisni i neovisni signalni put induciran AA (133, 146-147).

Na malom uzorku ispitanika u Srbiji odredivanjem TGFB1 u plazmi i mokraci bolesnika s
endemskom nefropatijom, s glomerulonefritisom te u zdravih ispitanika nisu nadene znacajne
razlike u plazmatskoj koncentraciji TGFB1 izmedu ispitivanih skupina. Obje skupine
ispitanika s bubreznim bolestima, EN 1 glomerulonefritisom su imale znafajno vise
koncentracije TGFB1 u mokraéi u usporedi sa zdravim ispitanicima, dok nije bilo razlike
izmedu skupina s bubreznim bolestima. Ovi rezultati bi mogli upucivati na mogucu ulogu

TGFbetal u razvoju kroni¢nih tubulointersticijskih promjena u EN (148).

1.8 Svrha rada

Medu najbitnije ¢imbenike renalne fibroze ubraja se TGFf. Na temelju rezultata istraZivanja u
drugim bubreZnim bolestima (149-151) moZe se zakljuciti kako se na temelju odredivanja
TGFp u mokra¢i moZe odrediti stupanj bubreznog ostecenja, to jest kako je ovaj citokin bitan
prognosticki faktor.

Prema epidemioloskim i klini¢kim podacima danas je joS§ uvijek u EN selima velik broj osoba
izloZen riziku progresije u terminalnu bubreznu bolest. To su osobe starije Zivotne dobi koje
su ranije bile izloZzene uzrocniku, te kod kojih bubreZna bolest vise nije u pocetnoj fazi kada
su zahvaceni samo proksimalni tubuli, te time kod njih odredivanje ranih pokazatelja
tubularnog oStec¢enja poput almCR i LAP nije od veceg dijagnosti¢kog znacenja. Uz to, u tih
je osoba veca 1 prevalencija hipertenzije i SeCerne bolesti Sto dodatno smanjuje osjetljivost i
specificnost tubularne proteinurije i enzimurije (155). To je jedan od razloga zbog Cega nije
bilo mogucée tocno definirati kriterije za postavljanje dijagnoze EN. Medutim, sasvim je
izvjesno kako je u tih bolesnika koji su dakle, ranije bili izlozeni uzroc¢niku i kod kojih je
primarno bio oSteCen proksimalni tubul, danas vjerojatno u tijeku proces fibroze koja je jedna
od najvaznijih patohistoloskih znac¢ajki uznapredovale faze EN (28,50). U dostupnoj literaturi

nismo nasli podatak o istraZivanju ovog citokina u EN pomocu bioloSkog testa TGFj-
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osjetljivih BLA41 stanica s luciferaznom aktivnosti te je odredivanje ovog citokina u mokra¢i,
tocnije jedne njegove izoforme i to TGFB1 pomocu ELISA testa opisano samo u jednom radu
(148) pri cemu su koriSteni drugi dijagnosticki kriteriji za klasifikaciju EN (53). Osim toga,
samo je joS Toncheva (156) ukljucila gen za TGFB1 u svoja istrazivanja genske podloge EN i
progresije bolesti.

Na temelju dobivenih rezultata ocijeniti ¢e se jesu li pokazatelji ranog odnosno kasnog
oStecenja bubrega Ciju ¢emo dijagnosticku vrijednost testirati dovoljno osjetljivi da budu
uvrsteni u dijagnosticki algoritam. Ukoliko bude opaZenih razlika izmedu EN i neendemske
populacije u ranijim biljezima oSteCenja proksimalnog tubula, biti odredene granic¢ne
vrijednosti za te biljege. S druge strane, ukoliko nece biti razlika u ranim biljezima, a biti ¢e
prisutne razlike u biljegu kasnog bubreznog oStecenja predloZiti ¢e se u dijagnosticki
algoritam odredivanje TGFf u urinu. Ukoliko se i rani i kasni biljezi pokazu nedovoljno
osjetljivi takoder i ti rezultati ¢e biti vrlo korisni jer ¢e moc¢i usmjeriti druga istrazivanja u
traZenju osjetljivih biljega kako za probir tako i za dijagnosticiranje oboljelih od EN.

Uz evaluaciju kriterija za postavljanje dijagnoze EN, znanstveni svrha ovog rada je
postavljanje metode odredivanja TGF beta mokracom. Tako postavljena metoda moci Ce se
koristiti i u ostalim kronicnim bolestima, primarno u glomerulopatijama i nakon

transplantacije bubrega.
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2.HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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2. 1. Hipoteze

Na temelju epidemioloskih podataka, novih rezultata vezanih uz etiologiju endemske
nefropatije, te poznavanja mehanizama nastanka kroni¢nih promjena u tubulointersticiju i

uloge TGF beta postavljene su sljedece hipoteze

1. Zbog prestanka izloZenosti aristolohi¢noj kiselini prije dvadesetak godina ucestalost
oStecenja proksimalnog tubula u endemskim selima ne razlikuje se u ucestalosti u
neendemskim selima stoga nema razlika u izlu¢ivanju LAP 1 almCR mokracom
izmedu endemskih i neendemskih sela, kao niti izmedu pojedinih skupina prema SZO

klasifikaciji, te LAP nije koristan dodatni dijagnosticki biljeg.

2. Vise nema novih sluc¢ajeva endemske nefropatije pa tako i osoba samo s oste¢enjem
proksimalnog tubula. Bolesni i sumnjivi da boluju od endemske nefropatije koji su
sada stariji nego Sto su to bili bolesni i sumnjivi prije dvadesetak godina nalaze se u
uznapredovalijoj fazi kroni¢ne bubrezne bolesti s izrazitijom fibrozom te je u njih
izluivanje TGFB mokracom vece i zbog toga postoji znacajna razlika izmedu

endemskih 1 neendemskih sela.
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2.2. Ciljevi istrazivanja

1. Odrediti prevalenciju EN i dob bolesnih, sumnjivih , ugroZenih 1 ostalih, te usporediti
s podacima iz epidemioloSkih studija provedenih prije dvadeset godina.

2. Odrediti znaCaj biljega ranog oSte¢enja proksimalnog tubula (LAP, almCR)
analiziraju¢i vrijednosti izmedu pojednih SZO podskupina ispitanika

3. Odrediti dijagnosticku vrijednost TGFpB u mokraéi usporedujuéi vrijednosti dobivene u
pojednim SZO podskupinama

4. Na temelju dobivenih rezulatata predloziti evaluaciju postojecih dijagnosti¢kih

kriterija za EN, tj. uvrStavanje TGFp u dijagnosticki algoritam
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3.ISPITANICI I METODE
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3.1. Ispitanici

Ovo istrazivanje je provedeno u sklopu znanstveno-istraZzivackog projekta ,,Endemska
nefropatija u Hrvatskoj, epidemiologija, dijagnostika i etiopatogeneza“ (108-0000000-0329).
Kao dio projekta organizirane su perlustracije u suradnji s Hrvatskim zavodom za javno
zdravstvo 1 Zavodom za javno zdravstvo Brodsko-posavske Zupanije, a prema Planu i
programu mjera Ministarstva zdravstva i1 socijalne skrbi Republike Hrvatske uz odobrenje
nadleznih eti¢kih povjerenstava i pismeni informirani pristanak ispitanika.

U istrazivanju je sudjelovalo 1140 punoljetnih ispitanika iz triju endemskih (Pricac,
Slavonski Koba$, Zivike) i dvaju kontrolnih sela (Klakar, Donja Bebrina). U sklopu
istrazivanja je proveden opseZzan upitnik koji je sadrzavao podatke iz osobne i obiteljske
anamneze, podatke o duljini boravka u selu/selima, o prehrambenim navikama ispitanika, o
nacinu obrade zemlje prije 20-30 godina i za vrijeme provodenja upitnika. Svi ispitanici su
klinicki pregledani te im je izmjerena tjelesna visina i masa iz ¢ega je izraCunat indeks
tielesne mase (ITM). Arterijski tlak (AT) je mjeren tri puta Omronovim tlakomjerom (Omron
M3 i M6) u sjede¢em polozaju nakon 5 minuta odmora odgovarajuom manzetom prema
preporukama Europskog drustva za hipertenziju (152). U sklopu klinickog pregleda je ucinjen
1 ultrazvuk urotrakta. Svim je ispitanicima uzet uzorak krv nataSte i drugi jutarnji uzorak
mokraée. Na temelju anamneze, klinickog pregleda, te odredivanjem laboratorijskih
pokazatelja bitnih u postavljanju dijagnoze EN — serumskog kreatinina, crvene krvne slike, ,
proteinurije — albuminurije i almikroglobuminurije ucinjena je klasifikacija ispitanika prema
SZO kriterijima u sljedece skupine (51):

1) Bolesni — ispitanici s pozitivnom obiteljskom anamnezom za EN,
almikroglobulinurijom, azotemijom, anemijom ili ispitanici s almikroglobulinurijom,
azotemijom, anemijom ili ispitanici s pozitivhom obiteljskom anamnezom za EN,
almikroglobulinurijom 1 anemijom uz iskljucenje drugih bubreznih bolesti

2) Sumnjivi da boluju od endemske nefropatije — ispitanici s pozitivnom obiteljskom
anamnezom za EN i almikroglobulinurijom ili ispitanici s almikroglobulinurijom i
anemijom

3) Ugrozeni to jest ispitanici pod rizikom od oboljenja — ispitanici s pozitivhom
obiteljskom anamnezom za EN

4) Ostali — ispitanici koji ne ispunjavaju spomenute kriterije
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Posebnu skupinu su €inili ispitanici iz neendemskih (kontrolnih) sela.

Kroni¢na bubrezna bolest je klasificirana prema K/DOQI smjernicama (55)

Tablica 1. Stadiji kroni¢ne bubreZne bolesti

Glomerularna filtracija (GF)

Stupanj Opis
P P (mL/min/1.73 m?)

Riziéni —  bolesnici s
Nema |arterijskom hipertenzijom bez 9
>
KBB bubreznog oSteCenja 1 s

normalnom GF

Bubrezno oStecenje S

normalnom ili I GF +
1 >90
albuminurija > 30 mg/g

kreatinina
BubrezZno oiteéenje s blagim U
2 60-89
GF
3 Umjereno U GF 30-59
4 Tesko U GF 15-29
5 BubreZna zatajenje <15 (ili dijaliza)
3.2. Metode

Laboratorijska obrada je ucinjena u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog
bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te odredivanje TGFp i
enzimske aktivnosti LAP u Zavodu za eksperimentalnu nefrologiju u laboratoriju za
eksperimentalnu hormononologiju Medicinskog fakulteta Slobodnog sveucilista u Briselu u
Belgiji (prof. dr.sc. Joelle L. Nortier, dr.sc. Marie - Helene Antoine, Cecile Husson, Eric G.
De Prez, Zivka Dika).

Istrazivanje se odvijalo na sljede¢i nacin: 1. dan ispitanicima su bile podijeljene bocice za
skupljanje urina te su tada dobili to¢ne upute o davanju uzorka druge jutarnje mokrace; 2. dan

lijecnici, medicinske sestre i tehnicari su otisli u EN selo gdje je ispitanik potpisao suglasnost,
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potom je uzeta anamneza i ucinjen klinicki pregled, te izvadena krv nataSte i te uzet uzorak
druge jutarnje mokrace. Uzorci mokrace za TGFp i LAP su unutar 2 sata od prikupljanja bili
centrifugirani, te je TGFp odmah bio pohranjen na suhom ledu, dok LAP na 4°C kao i ostatak
necentrifugirane mokrace. Uzorci krvi i mokraée su isti dan transportirani u Zavod za
laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb gdje je uCinjena laboratorijska
obrada. Uzorci mokrac¢e za TGF su bili pohranjeni u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
Klinickog bolnickog centra Zagreb u zamrzivacu na -80°C, a uzorci za LAP na -20°C do
slanja u Belgiju ponovno za TGFp na suhom ledu i LAP s ohladenim termojastuci¢ima u
stiropornim kutijama.

Svakom je ispitaniku izvadeno ukupno 20 mL venske krvi (10 mL epruveta s EDTA za
kompletnu krvnu sliku, 10 mL epruveta sa smolom za biokemiju). Kompletna krvna slika je
odredena prema nacelu laserske tehnologije rasipanja svjetlosti (uredaj Sysmex XE 5000), a iz
centrifugirane krvi (10 minuta na 3500 okretaja pri sobnoj temperaturi) serumski kreatinin
kontinuiranom* fotometrijom s alkalnim pikratom (uredaj Olympus AU 2700 analizator,
reagens Beckman-Coulter), glukoza u serumu UV fotometrijom s heksokinazom (uredaj
Olympus AU 2700 analizator), trigliceridi fotometrijom s glicerolfosfat-oksidazom (GPO-
PAP), ukupni kolesterol fotometrijom s kolesterol-osidazom (CHOD-PAP), HDL- kolesterol
homogenom enzimoimunoinhibicijskom metodom te LDL-kolesterol homogenom metodom s
CHE i CHO (uredaj Olympus AU 2700 analizator).

Iz uzorka druge jutarnje mokrace je odredena mokrac¢a kvalitativno (glukoza, proteini,
bilirubin, urobilinogen, pH, specifi¢na tezina urina, krv, ketoni, nitriti, leukociti) test trakom
(test traka Aution Stick 10EA, uredaj Arkray Aution Max AX 4280), kreatinin u mokraci
kontinuiranom* fotometrijom s alkalnim pikratom (uredaj Olympus AU 2700 analizator,
reagens Beckman-Coulter), te lateks-imunonefelometrijski almmikroglobulin i albumin u
mokraci (uredaj Behring Nephelometer Analyzer II). Iz supernatanta druge jutranje mokrace
(centrifugiranje 10 minuta na 1500 okretaja pri sobnoj temperaturi) je odreden TGF i leucin
aminopeptidaza (LAP).

TGEFp je odreden bioloskim testom TGFp-osjetljivih BL41 stanica (stanice Burkitt limfoma) s
luciferaznom aktivnosti (153). Dobiveni rezultati su izrazeni kao koli¢ina TGFp u ng/g
kreatinina u mokraci. Ukratko, 250 uL uzorka mokrace se inkubiralo 18 sati s 1 mL BL41
stanica (106/mL). Luciferazna aktivnost se odredivala luminometrom (Centro LB 960
Microplate Luminometer, Berthold Technologies GmbH&Co. KG) pomocu kita za luciferazu

(Promega, Charbonnieres, Francuska) prema uputama proizvodaca. Koncentracija TGFp se
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izraCunavala iz standardnih krivulja luciferazne aktivnosti dobivenih svakim izvodenjem
postupka s poznatim razli¢itim koncentracijama razrjedenih uzoraka. TGFp specifi¢nost testa
se ispitivala tako $to se 250uL. uzorka mokrace s pozitivnim TGFBom inkubirao jedan sat na
4°C s i bez 0,5ug neutraliziraju¢ih antiTGFp protutijela (R&D System, Abingdon, Ujedinjeno
Kraljevstvo) prije dodavanja stanica.

Koli¢ina LAP u mokraci se odredivala spektroflurometrijski nakon razjedivanja uzorka 1:30 s
Tris-HCI puferom (pH 7,6). Tako razrjedeni uzorak mokrace s nepoznatom koncentracijom
LAP u mokra¢i inkubiran je sa sintetskim supstratom leucin-7-amido-4-metil-kumarin (AMC)
(Bachem, Bubendorf, Svicarska) na 37°C $ezdeset minuta. Nakon zagrijavanja uzorka
mokrace na 95°C pet minuta spektroflurometrijski izmjerna je koli¢ina oslobodenog AMC pri
valnim duljinama od 367 i 440 nm. Izmjerena koli¢ina AMC je konvertirana u mU/mL
mokrace te je iz kalibracijske krivulje s poznatim koncentracijama LAP u mokra¢i dobivenih
tijekom inkubacije s AMC odredena koli¢ina LAP u mokraci. (66) 1z uzorka mokrace odreden

je kreatinin te konacni rezultat LAP izraZen po gramu kreatinina (U/g).
Veli¢ina glomerularne filtracije je odredena pomocu modificirane MDRD (91,154) i

Cockcroft-Gaultove formule (92):

Cockcroft-Gaultova formula:

GFR =[(140 — dob [u godinama]) x tjelesna masa u kg]/ [kreatinin(s) u umol/l] x (0.85 ako

Zena)

Modificirana MDRD formula:
GFR, u ml/min/1.73 m* = 186.3 x (kreatinin(s) %) x (dob***) x (0.742 ako Zena)

3.3 Statisticke metode

Podaci su analizirani statistickim postupcima ispitivanja razlika i povezanosti pomoc¢u SPSS
17 (IBM, Somers, New York). Normalnom raspodjelom kontinuirane varijable smatrala se
svedenost i zaobljenost raspodjela manja od 1. Takoder se pravilnost raspodjele provjerila
Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Nominalni pokazatelji su prikazani raspodjelom
ucestalosti po skupinama i udjelom. Za utvrdivanje razlika izmedu dva nezavisna uzorka
upotrijebljen je Studentov t test, odnosno Mann-Whitneyev za varijable s nepravilnom

raspodjelom, a za utvrdivanje razlika izmedu viSe od dva nezavisna uzorka upotrijebljena
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je ANOVA, te Hochbergov test za post hoc analizu, odnosno Kruskal-Wallisov test i Mann-
Whitneyev za post hoc analizu. Za utvrdivanje razlika medu proporcijama izmedu vise od dva
nezavisna uzorka je upotrijebljen Pearsonov %2, pa ¥2 za post hoc analizu. Za utvrdivanje
povezanosti uzorka je upotrijebljen Spearmanov rho test za neparametrijsku analizu. Za
utvrdivanje prediktivnih vrijednosti seta varijabli i omjer izgleda za nefropatiju upotrijebljena
je logisticka linearna regresija. Prediktivne vrijednosti kontinuiranih varijabli, osjetljivost i
specifiCnost testa, kao 1 pozitivni te negativni omjeri vjerojatnosti 1 prediktivne vrijednosti
dobiveni su ROC analizom. Podaci s pravilnom raspodjelom prikazani su aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom, a s nepravilnom medijanom, najmanjom i najve¢om
vrijedno$¢u odnosno interkvartilnim rasponom. StatistiCka znaCajnost je prihvacena uz

P<0,05.
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3.REZULTATI
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DEMOGRAFSKI PODACI ISPITANIKA

U ovom istrazivanju ucestalost bolesnih u endemskim selima (Pri¢ac, Zivike, Slavonski

Kobas) je iznosila 4,58%, sumnjivih 9,16%, rizi¢nih 27,75% te ostalih 58,51%.

U endemskim selima je bilo znaCajno viSe Zena nego 1i u kontrolnim selima (61,4 vs. 54,3%,
X2:5,006, P=0,025), dok nije bilo razlike u dobi, duljini boravka u selima i pusenju izmedu

endemskih i1 kontrolnih sela (Tablica 2.).

Unutar endemskih sela bilo je znacajno viSe Zena u podskupinama sumnjivih (Z=4,541,
P<0,001), rizicnih (Z=2,886 P=0,004) i ostalih (Z=4,212 P<0,001), dok nije bilo znacajne
razlike u raspodjeli musSkaraca i Zena u kontrolnim selima (Z=1,652 P=0,098) i podskupini

bolesnih (Z=0,846, P=0,398).

U endemskim selima nije bilo razlike u dobi izmedu bolesnih i sumnjivih te su obje
podskupine bile zna¢ajno starije od rizi¢nih i ostalih u endemskim selima kao i od ispitanika u
kontrolnim selima. Rizi¢ni su bili mladi od ispitanika u kontrolnim selima, dok nije bilo

dobne razlike izmedu rizi¢nih 1 ostalih u endemskim selima.

S obzirom na boravak u selu nije nadena razlika izmedu bolesnih i sumnjivih te obje
podskupine su duzZe boravile u selu od preostalih ispitivanih podskupina. Podskupina ostali
najkrace je boravila u selima i to znacajno krace od rizi¢nih u endemskim selima s jedne
strane te ispitanika u kontrolnim selima s druge strane. Bolesni i sumnjivi se nisu razlikovali u
ucestalosti pozitivne obiteljske anamneze (P=0,075) te spomenute podskupine su pusile manje

cigareta od preostalih ispitivanih podskupina (svi P<0,05). (Tablica 3.)
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Tablica 2. Demografski podaci ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

Endemska sela | Kontrolna sela | Statistika
} » P=0,021
Spol muskarci/Zene (m %) 295/469 (38,6) | 172/204 (45,7) v’=5,3
‘ 52 50 P=0,389
* 9
Dob (godine) (19-91) (19-93) 7=0,861
] 45 45 P=0,922
* b
Boravak u selu (godine) (0-91) (1-90) 7=0.098
Pozitivna obiteljska anamneza za EN (%) 38,2 1,1 P<0.001
i o ; ’ 1=180,972
T P=0,147
Pusaci (%) 23,5 18,6 X2:2,106

*C (minimalno — maksimalno)
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Tablica 3. Demografski podaci ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela razvrstanih u

podskupine prema SZO Kriterijima

Kontrolna

Bolesni® | Sumnjivi® | Rizi¢ni | Ostali sela Statistika
Spol muskarci/Zene 15/20 16/54 85/127 | 179/268 | 172/204 P=0,01
(m %) @29 | 229 | @0, | o) (45,7) P=13318
46
. 73 68 50 50 P<0.,001
%k _ )
Dob (godine) (35-85) | (21-91) (8189) (19-87) | (19-93) | Z=100,434
Boravak u selu 68,5 66,5 43 40 45 P<0,001
(zodine)* (35-85) | (16-91) | (2-88) | (0-84) (1-90) | Z=103,878
.. Lo a. vs.b
{:gj;lnvjzaa "Z';‘téllﬂfi‘; , | e 81.4 100 0 1.1 P=0,075
¢ v’=3,176
. P=0.011
Pusadi (%) 115 8.8 255 26 18.6 213,01

*C (minimalno — maksimalno)
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KLINICKA OBILJEZJA ISPITANIKA

Ispitanici u kontrolnim selima su imali viSi SAT 1 opseg struka nego ispitanici u EN selima,

dok izmedu ispitivanih grupa nije bilo razlike u DAT, sr¢anoj frekvenciji i ITM. (Tablica 4.)

Bolesni su imali visi SAT od rizi¢nih (p<0.001) i ostalih u EN selima (p=0,026), a sumnjivi
viSi SAT od riziénih (P<0.001) 1 ispitanika u kontrolnim selima (p=0.048). Ispitanici u
kontrolnim selima su imali vi$i SAT od rizi¢nih (P<0.001), dok nije bilo razlike u SAT
izmedu sumnjivih i bolesnih kao niti izmedu sumnjivih i ostalih te izmedu rizi¢nih i ostalih
(svi P>0.05). Izmedu svih ispitivanih skupina nisu nadene razlike u DAT, sr¢anoj frekvencijii

ITM (svi P>0.05).
Ispitanici u kontrolnim selima su imali znacajno vec¢i opseg struka nego li ispitanici u

podskupinima rizi¢nih i ostalih (svi P<0.05), dok izmedu preostalih ispitivanih podskupina

nije bilo razlike u opsegu struka (Tablica S.).

33



Tablica 4. Klini¢ka obiljezja ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

Endemska sela

Kontrolna sela

N N Statistika

X (SD) X (SD)
SAT 381 203 P=0,003
(nm He) 137,22 142,86 2034

g (23,30) (24,37) =%
DAT 581 203 P=0318
(e He) 82.16 83.18 )

g (12,48) (12,8) =
Src¢ana frekvencija 570 201 P=0,437
(otkucaji/min) 718 m t=0,778

ucaiimt (12,211) (12,5) -
™ 739 245 P=0,062
(ke/m?) 27.44 28.17 1865
8 (5.25) (5.42) =
Opseg struka 764 253 P<0,001
(cm)* 94 9 7=-39
(84-104) (88-109) ’
*C (25.-75. P.)
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Tablica 5. Klini¢ka obiljeZja ispitanika iz iz kontrolnih i endemskih sela razvrstanih u

podskupine prema SZO Kriterijima

Bolesni

Sumnjivi

Rizi¢ni

Ostali

Kontrolna sela

N N N N N Statistika
X (SD) | X(SD) | X(SD) | X (SD) X (SD)
26 59 152 344 203
(msn?ll; ) 151,21 146,05 131,42 | 137,21 142,86 ll;ig%%g
& (25,76) | (24,93) | (19,42) | (23,57) (24,37) -
26 59 152 344 203
(mlfg ) 7946 | 8381 | 8186 | 82,22 83,18 ot
& (12,55) | (12,88) | (12,33) | (12,48) (12,8) o
Src¢ana frekvencija 72658 8%83 71g93 733 Ei 27071 P=0,245
(otkucaji/min) (13.2) (13.8) (12.4) (11.7) (12.5) F=1,363
28 68 206 437 245
(kI"l;l\n/{z) 27,77 27,84 27,84 27,17 28,17 ll; __(i 27795
& (5,18) (5,99) (5,05) | (5.22) (5,42) o
Opseg struka Sg ;g 29162 49437 29593 P=0,003
(cm)* H=16,282
(75-105) | (84-104) | (85-104) | (84-103) (88-109)
*C (25.-75.P.)
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LABORATORIJSKI POKAZATELJI ISPITANIKA

U ovom istraZzivanju nisu nadene razlike u parametrima krvne slike izmedu ispitanika iz EN
sela s jedne strane s ispitanicima iz kontrolnih sela s druge strane (Tablica 6.). Takoder nije
bilo razlike u spomenutim parametrima niti izmedu pojednih podskupina ispitanika iz EN sela
kao niti izmedu svake pojednine podskupine iz EN sela s ispitanicima iz kontrolnih sela

(Tablica 7.).

Ispitanici u kontrolnim selima su imali viSe koncetracije glukoze u serumu od ispitanika iz EN

sela, dok nije bilo razlike izmedu ispitivanih skupina u lipidnim parametrima (Tablica 8.).

Takoder nisu nadene razlike u ukupnom kolestrolu, LDL-kolestrolu i trigliceridima izmedu
pojednih podskupina iz EN sela kao niti izmedu spomenutih pojednih podskupina s
ispitanicima u kontrolnim selima (Tablica 8.). Bolesni i sumnjivi u EN selima kao i ispitanici
iz kontrolnih sela su imali znaCajno viSe koncetracije glukoze u serumu u odnosu prema
ispitanicima iz podskupina rizi¢nih 1 ostalih iz EN sela (svi P<0,05), dok nije bilo razlika u

glukozi izmedu bolesnih, sumnjivih te ispitanika iz kontrolnih sela.

Tako su bolesni imali najnizi HDL-kolesterol 1 najvise trigliceride (TG) u cijelom ispitivanom
uzorku, jedina statisticki znacajna razlika je bila u HDLkolesterol i to izmedu bolesnih i
rizicnih u EN selima (P=0,045) te izmedu bolesnih i ispitanika u kontrolnim selima

(P=0,042). (Tablica 9.)

Nije bilo razlika u laboratorijskim pokazateljima mokrace test trakom izmedu ispitanika iz
kontrolnih i EN sela (Tablica 10.). Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu
pojednih podskupina u EN selima te izmedu pojednih spomenutih podskupina i ispitanika iz
kontrolnih sela u ucestalosti pozitivhog nalaza eritocita u mokraci, iako je opazen trend
opadanje ucestalosti eritociturije od bolesnih prema rizicnim, ostalim i1 kontrolnim

podskupinama (Tablica 11.).
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Tablica 6. Laboratorijski pokazatelji krvne slike u ispitanika iz kontrolnih i endemskih

sela
Endemska sela | Kontrolna sela
N N Statistika
C(25.-75.P.) | C(25.-75.P.)
Eritrociti 757 265 P=0,64
(10'/L) 4,66 4,69 7=-0.467
(4,34-4,99) (4.39-4,96) o
Hemoglobin* 757 266 P=0,15
(/L) 134,55 136,05 (=1.442
& (16,7) (13,67) =
Hematokrit 751 266 P=0,881
(L/L) 0.41 0.41 7=-0,149
(0,38-0,43) (0,38-0,43) o
Leukociti 75692 5267‘; P=0.286
1 ’ ’ —
(107/L) (4.7-7.2) 48-69) |Z=1068
#X (SD)
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Tablica 7. Laboratorijski pokazatelji krvne slike u ispitanika iz kontrolnih i endemskih

sela razvrstanih u podskupine prema SZO kriterijima

Bolesni | Sumnjivi | Riziéni | Ostali Kors‘gzlna
N N N N L
Cs- | C@5- | C@s- | Cc@s- | (21;1_7 S Stafistika
75.P) | 75.P) | 75.P) | 75.P) o
. 35 69 208 445
Eritrociti 265
I 4,61 4.67 4,65 4,67 ~ ~
(10'¥/L) 4 31- (4 35- @38 | @ (4349,2996) H=1,495 | P=0,827
4,93) 4,92) 5,02) 4,99) =7
Hemoalobin® | 39 69 208 445 265
(/L)g 13414 | 132,65 | 135,62 | 13438 136,05 | F=0,924 | P=0,449
& (16,15) | (1743) | (16,77) | (16,62) | (13,67)
35 69 208 445 266
Hematokrit 0.41 0.4 0.41 0.41 ~ -
(L/L) (0,38- (0,36- (0.38- | (038 | | 3%1)1 £3) H=1,899 | P=0,754
0,43) 0,43) 0,44) 0,43) 07
Loukociti 34 70 208 446 264
10770 6.1 59 5.8 59 575 H=3,548 | P=0.471
(3,8_6’8) (4’7_7’8) (4’8'6’8) (4’7_7’3) (4’8'6’9)
*X (SD)
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Tablica 8. Laboratorijski pokazatelji ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela u krvi

Endemska sela | Kontrolna sela
N N Statistika
C(25.-75.P.) | C(25.-75.P)
Glukoza u serumu 724 %5623 P=0,006
(mmol/L) (4.7-5.6) (4.8-5.8) 7=-2,766
Kolesterol ukupni* 764 263 P=0,828
(mmol/L) 3,67 3,65 t=-0,217
(1,23) (1,2) S
HDL-CL* 764 263 P=0,148
(mmol/L) 1,53 1,57 t=1,45
(0,38) (0,43) o
LDL-CL 7362 %622 P=0,126
(mmol/L) @2.7-4.1) (2.7-3.9) 7=-1,528
TG 764 263 P=0,111
(mmol/L) 1,27 1,37 7Z=-1,592
(0,92-1,86) (0,96-1,92) -
*X (SD)
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Tablica 9. Laboratorijski pokazatelji ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

razvrstanih u podskupine prema SZO Kriterijima u krvi

Bolesni | Sumnjivi | Rizieni | Ostali Koggzlna
N N N N .
C(25-75.| C@5-75. | CQ5- | C(25- | (221 Lo | Stk
P.) P.) 75.P) | 75.P) oy
Glukoza u 35 70 212 447 263 P<0.001
serumu 53 53 4.9 5,1 5.2 oot 83
(mmol/lL) | (4.8-59) | (4.9-58) | (4,5-54) | 4,7-57) | (4,8-5.8) =20,
Kolesterol 35 70 212 447 263 P=0.565
ukupni* 5,62 5,89 5,61 5,66 5,65 Fe093
(mmol/L) (1.2) (1,29) 1.26) | (121) (1,2) =0
N 35 70 212 447 263 p=0.023
oLy 1,37 1,56 1,57 1,51 1,57 Fo 853
(0,37) (0,36) 0,4) (0,37) (0,43) o
L DLCL 35 70 212 447 262 P=0.072
(mmol/L) 33 37 3.2 34 3.2 H=8,581
(2’9_4) (3’1'4’3) (2’7_4) (2’7_4’2) (2’7'3’9) o
35 212 447
(mrzGl 1 1,66 1735 121 1,27 126337 P=0,082
° 109 | (e | O | 092 | o H=8.29
2,17) -b 1,77) 1,87) »70-1,
*X (SD)
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Tablica 10. Laboratorijski pokazatelji mokrace test trakom u ispitanika iz kontrolnih i

endemskih sela

Endemska sela

Kontrolna sela

N=760 N=353 Statistika
Eritrociti u mokraci 51 59 P2=O,587
% pozitivnih nalaza ’ ’ x=1,929
Leukociti u mokraci P=0,743
% pozitivnih nalaza 164 13,7 ¥’=1,959
Nitriti u mokraci 47 6.7 P2:0,312
% pozitivnih nalaza ’ ’ v =2,33
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Tablica 11. Laboratorijski pokazatelji mokrace test trakom u ispitanika iz kontrolnih i

endemskih sela razvrstanih u podskupine prema SZO Kkriterijima

Bolesni | Sumnjivi | Rizicni | Ostali Kogzlna —_—
N=35 N=70 N=211 | N=444 N=358

Eritrociti u
mokraci Pearsonov
% pozitivaih | '+ | B0 4T 4l >9 $=15554 | 70213
nalaza
Leukociti u
mokraci Pearsonov
9% pozitivnih 14,3 27,1 1.8 17.1 13,7 x2=27,326 P=0,038
nalaza
Nitriti u
mokraci Pearsonov
% pozitivaih | o0 | 129 28 1 4l 6.7 v=28,671 | <0001
nalaza
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OBILJEZJA BUBREZNE FUNKCIJE ISPITANIKA

U tablici 12. opisana su obiljeZja bubrezne funkcije ispitanika iz kontrolnih i EN sela. Nije
bilo znacajne razlike izmedu obje grupe sela u ACR, natrijuriji, kalijuriji i specifi¢noj tezini
mokrace. Ispitanici u kontrolnim selima imali su viSe eGFR prema MDRD i Cockcfort-Gaultu

kao 1 vise vrijednosti almCR. (Slika 7.)

U ovom istrazivanju bolesni su imali najvisi kreatinin u serumu, a1mCR i ACR, najniZi eGFR
(MDRD i Cockcroft Gault) i najrazjedeniju mokra¢u s najniZim koncentracijama natrija i
kalija u mokraci (Tablica 13.). Uz prethodno spomenutu podskupinu bolesnih, sumnjivi su
takoder imali viSi serumski kreatinin, almCR, ACR te niZi eGFR (Slika 8.) i nizu specificnu
tezinu mokrace u odnosu na preostale ispitivane podskupine (svi P<0,001), dok nije bilo
razlike u ACR i specificnoj teZini mokra¢e izmedu bolesnih i sumnjivih, kao niti izmedu
rizi¢ni, ostalih i ispitanika iz kontrolnih sela (Slika 9. i Slika 10.). Bolesni su imali zna¢ajno
viSi serumski kreatinin i nizi eGFR od sumnjivih (P<0.001), dok nije bilo razlike u
spomenutim parametrima izmedu rizi¢nih, ostalih i ispitanika iz kontrolnih sela (svi P>0,05).
Ispitanici u kontrolnim selima su imali viSi almCR od ispitanika u podskupinama ostalih i

rizi¢nih u EN selima (svi P<0,05) (Slika 11.).

43



Tablica 12. Obiljezja bubrezne funkcije ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

Endemska sela

Kontrolna sela

N N Statistika
X (SD) X (SD)
Kreatinin u serumu* 78654 27687 P<0,001
(umol/L) (76-98) (70-89) 7=-6918
Klirens kreatinina 764 267 P<0,001
(MDRD) mL/min/ 1,73m> 72,4 80,52 t=6,76
(19,53) (15,86)
Klirens kreatinina <60 mL/min 202 51 P<0,001
(MDRD) (%) ’ ’ v’=43,365
Klirens kreatinina 744 243 P<0,001
(Cockcroft-Gault) mL/min 87,37 98,02 t=4,532
(32,5) (29,67) v
Klirens kreatinina<60 mL/min 20 48 P<0,001
(Cockfrot-Gault) (%) ’ x2=44,553
764 363
ACR (mg/g)* 6,15 6,37 ;__(())3;865
(4,02-12,43) (4,3-12,84) 0
ol mCR* 715 224 P=0,032
(mg/g) 6,45 7,76 7Z=-2,149
&g (3,93-13,26) | (4,72-13,88) =
almCR >15 mg/g P=0,538
(%) 20,8 22,8 Pearsonov y°=0,379
almCR >23,5 mg/g (%) 13.1 76 P=0,025
’ ’ Pearsonov x2=5,054
almCR >31,5 mg/g (%) 9.7 3.6 P=0,004
’ ’ Pearsonov x2=8,373
674 230
Natrijurija (mmol/L) 152,31 149,97 f:ggig
(55,88) (55,58) -
674 230
Kalijurija (mmol/L) 45,4 47,7 1:__? ’12 16 ;L
(26,32) (28,81) T
762 362
Specifi¢na teZina urina 1,014 1,015 lt)__(()) ’gg 19
(0,008) (0,008) Y

*C (25.-75.P.)
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Tablica 13. Obiljezja bubrezne funkcije ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela
razvrstanih u podskupine prema SZO kriterijima

Bolesni | Sumnjivi | Riziéni | Ostali Kors‘gglna
N N N N N Statistika
X (SD) X (SD) X (SD) | X(SD) X (SD)
35
Kreatinin u serumu 194 70 212 a47 267 P<0,001
(umol/L) (131 92 82 84 78 H=120,4
H s 58)_ (79-114) | (76-94) | (75-95) (70-89) i
Klirens kreatinina 35 70 212 447 267 P<0.001
(MDRD) 30,81 59,4 77,46 75,3 80,52 F—87’ 312
(mL/min/1,73m?) (25) (17,91) (14,79) | (16,39) (15,86) .
Klirens kreatinina <60 P<0,001
mL/min 88,6 50 10,4 15,4 5,1 Pearsonov
(MDRD) (%) ¥’=242,659
Klirens kreatinina 29 68 206 441 243 P<0.001
(Cockcroft-Gault) 34,9 64,24 99,8 88,58 98,02 Fe 49’ 023
(mL/min) (32,47) (27,97) (26,94) | (30,35) (29,67) T
Klirens kreatinina <60 P<0,001
mL/min(Cockcroft-Gault) 68,6 52,9 7,1 17,2 4,8 Pearsonov
%) ¥’=200,402
35 70 212 447 363
P<0,001
101,14 30,5 4,84 5,88 6,37 ’
% ) ’ ’ ’ 2 —_
ACR (mgfg) (29.28- | (15,76- | (3,57- | (3,95- (4,3- H=205,311
318,75) 82,89) 6,97) 10,14) 12,84)
29 65 198 423 224
olmCR 72,83 19,99 6,14 6,16 7,76 P<0,001
(mg/g)* (31,68- (8,33- (3,58- (3,82- (4,72- H=129,715
182,22) 31,92) 8.,5) 11,23) 13,88)
olmCR >15 mg/g P<0,001
(%) 86,2 64,6 8,6 15,4 22,8 Pearsonov
v*=173,905
P<0,001
almCR >23.5 mg/g (%) 75,9 40,0 5,1 8.5 7,6 Pearsonov
¥’=180,620
almCR >31,5 mg/g (%) P<0,001
75,9 26,2 2,5 5,9 3,6 Pearsonov
$’'=221,993
28 P=0,004
Natrijurija (mmol/L) 120,11 138,71 156,34 | 154,78 149,97 F_—3 22
(41,15) (47,42) (58,88) | (55,62) (55,58) v
28 62 194 390 230 F=8 113
Kalijurija (mmol/L) 25,29 35,42 50,11 46,09 47,7 PZO’OOI
(10,3) (20,16) (26,87) (26,7) (28,81) ’
Specifi¢na teZina urina 35 70 212 445 362 P<0,001
1,006 1,009 1,017 1,015 1,015 F=23,993
(0,006) (0,007) (0,007) | (0,008) (0,008)
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ULTRAZVUCNA OBILJEZJA BUBREGA ISPITANIKA

Ispitanici u kontrolnim selima su imali u odnosu na ispitanike u EN selima znac¢ajno vecu

debljinu parenhima (Slika 12.) kao i uzduznih promjera (Slika 13.) oba bubrega. (Tablical4.)

UzduZni promjeri oba bubrega su bili zna¢ajno manji u bolesnih u usporedbi sa svim
preostalim ispitivanim podskupinama (svi P<0,001). (Slika 14.) Sumnjivi su imali manje
uzduzne promjere bubrega u odnosu na rizi¢ne i ostale ispitanike u EN selima kao i na
ispitanike u kontrolnim selima, dok su ispitanici u kontrolnim selima imali znacajno veci
uzduzni promjer lijevog bubrega u usporedbi s ispitanicima iz podskupine ostali (P<0,001) te

rizi¢ni (P=0,011). (Tablica 15.)

Debljina parenhima oba bubrega je bila manja u bolesnih u odnosu ispitanike iz preostalih
ispitivanih podskupina (svi P<0,001). (Slika 15.) U sumnjivih debljina parenhima je bila
manja od onih u rizi¢nih, ostalih i ispitanika u kontrolnim selima, Nije bilo razlike u debljini
parenhima oba bubrega izmedu rizi¢nih i ostalih u EN selima (lijevi bubreg P=0,425, desni
bubreg P=0,108), dok ispitanici u kontrolnim selima su imali znacajno vecu debljinu
parenhima oba bubrega u odnosu na obje spomenute podskupine rizi¢nih i ostalih u EN

selima (svi P<0,001). (Tablica 15.)
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Tablica 14. Ultrazvucna obiljezja bubrega ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

Endemska sela

Kontrolna sela

N N Statistika
X (SD) X (SD)
Debljina parenhim 601 208
desnog bubrega 18,28 21,81 lt)fg ’? (())51
(mm) (3.72) (5,14) -
I‘).ebljma parenhim 609 210 P<0,001
lijevog bubrega 18,73 21,42 =7 666
(mm) (3,77) 4,59) v
UzduzZni promjer desnog bubrega 603 208 P<0,001
(mm) 106,15 111,97 =5.711
(13,31) (10,58) o
UzduzZni promjer lijevog bubrega 610 209 P<0,001
(mm) 106,21 112,22 (=7 449
(11,31) 9,6) v
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15. Ultrazvuéna obiljezja bubrega ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela razvrstanih

u podskupine prema SZO Kriterijima

Bolesni | Sumnjivi | Rizicni | Ostali | - Onon
N N N N N Statistika

X (SD) | X(SD) | X(SD) | X(SD) | y (op,
Debljina parenhim 25 54 169 353 208 P<0.001
desnog bubrega 12,92 16,5 19,33 1 18,43 21,81 F=47.628
(mm) G | (359 | 3.77) | (3.34) (5.14) Y
Debljina parenhim 24 58 169 358 210 P<0.001
lijevog bubrega 1554 | 1678 | 19,51 | 1889 | 2142 F=27,934
(mm) 41) | 468 | (3.69) | (3.41) (4.59) o
Uzduzni promjer 25 54 168 356 208 P<0.001
desnog bubrega 90,24 100,61 | 109,14 | 106,69 111,97 F—24i 335
(mm) (1595) | (16,41) | (12,18) | (12,09) | (10,58 o
Uzduzni promjer 26 57 169 358 209 P<0.001
lijevog bubrega 89,08 | 102,07 | 108,75 | 106,91 112,22 F=36.171
(mm) (13,04) | (11,74) | (10,12) | (1043) | (9,6) o
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TGFB I LAP U MOKRACI ISPITANIKA

Nije bilo razlike u TGFf izmedu EN i kontrolnih sela, dok je enzimska aktivnost LAP je bila

veca u kontrolnim selima. (Tablica 16.)

Izmedu ispitivanih podskupina u EN selima te izmedu pojedinih podskupina iz EN sela s
ispitanicima iz kontrolnih sela nije bilo statisticki znacajne razlike u TGFp, iako je uocen
trend sniZavanja (pada) koli¢ine TGFP od bolesnih preko sumnjivih u odnosu na preostale
podskupine (Slika 16.), Bolesni su imali najviSu enzimsku aktivnost LAP u odnosu na ostale
ispitivane podskupine (svi P<0,05) (Slika 17.). Sumnjivi i ispitanici u kontrolnim selima su
imali viSu aktivnost LAP od rizi¢nih i ostalih (svi P<0,05), dok nije bilo razlike u aktivnosti
LAP izmedu sumnjivih i ispitanika iz kontrolnih sela s jedne strane te izmedu rizi¢nih i ostalih

s druge strane (svi P>0,05). (Tablical7.)
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Tablica 16. TGFp i LAP ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

Endemska sela

Kontrolna sela

N N Statistika
C(25.-75.P.) | C(25.-75.P)
TGFp 5?582 8 526032 P=0,648
(ng/g kreatinina) ’ ’ 7=-0,456
(30,95-99,06) | (35,65-91,62)
LAP 66276 72 (;i P=0,001
(U/g kreatinina) (4.43-9.56) (4.96-12.21) 7=-3,472
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17. TGFP i LAP ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela razvrstanih u podskupine

prema SZO Kkriterijima

Bolesni | Sumnjivi | Rizicni Ostali Korslgglna
N N N N
C(25-75. | C(25-75. | C(25.75. | C@5T5. | oy SN s Statistika
P) P) P) P) 75
P)
- 28 62 183 407 200
o 74,84 60.5 50,52 53.43 5602 | 410 | peo 1os
krgefﬁnina (46,74- (41,66- (26,17- (30,03- (35,65- = =
107.58) 85.69) 91.79) 104.5) 91.62)
27 60 186 208
ILJ‘;“P 9.6 8.41 5.9 291‘1 754 || P
Kreatinina (6,63- (3.83- 14| agen | @96 | TN <0001
15.99) 11.53) 8.88) 43-8, 12.21)
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PROTEINURIJA, ENZIMURIJA I TGFp ISPITANIKA PREMA SPOLU

ACR je u svih ispitivanih SZO podskupina kao 1 u kontrolnim selima bio visi u Zena iako
samo statistiCki znacajno u rizicnih, ostalih i ispitanica u kontrolnim selima (rizi¢ne Z=-3,678,
P=0,001; ostale Z=-4,041, P<0,001; kontrolna sela Z=-4,909, P<0,001). U skupini ispitanika u
kontrolnim selima te u podskupinama rizi¢nih i ostalih svakoj zasebno nije nadena razlika u
spolu za a1mCR, TGFp i LAP (svi P>0,05),

I muskaraci i Zene u podskupinima rizi¢ni, ostali i iz kontrolnih sela su imali medijan i 75
percentilu ACR u granicama referentnih vrijednosti tj.ti su ispitanci bili normoalbuminuri¢ni
(<30 mg/g kreatinina). Pored toga, isti ti ispitanici su imali medijan i 75 percentilu za a1mCR
ispod 15mg/g prema Itoh kriterijima za tubularnu proteinuriju (58). U svim ispitivanim
podskupinama muskaraci su imali medijan i 75 percentila LAP visi nego li Zene iako ta
razlika nije bila statisti¢ki znacajna (svi P>0,05), U bolesnih nije bilo razlike u spolu u ACR
(Z=-0,267,P=0,79), almCR (Z= -1,169, P=0,243), TGFB (Z= -1,007, P=0,314) i LAP (Z= -
0,296, P=0,767), dok u sumnjivih je bila jedino znaCajna spolna razlika u a1mCR (Z=-2,221,
P=0,027) i TGFP (Z=-2,458, P=0,014) gdje su muskarci imali viSe vrijednosti a1mCR, a nize
TGFp. (Tablica 18.)
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Tablica 18. Proteinurija, enzimurija i TGFp ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela

razvrstanih u podskupine prema SZO Kriterijima i prema spolu

. o . . Kontrolna
Bolesni Sumnjivi Rizi¢ni Ostali |
N N N N S;Ia
C (25.-75. | C(25.-75. | C(25.-75. | C (25.-75. € (25.75 Statistika
P. P. P. P. S
) ) ) ) P)
16 179
15 85 166
) 21,84 4,89 P<0,001
Muskarci 99,76 4,13 5,13 )
(18,40- (3,51- v =71,647
(24,30-216) (3-6,3) (3,43-9,57)
ACR 74,97) 8,37)
/
(mg/e) 20 54 127 268 197
5 116,82 33,48 5,31 6,54 7,69 P<0,001
ene
(29,50- (14,71- (4,04- (4,33- (5,18- X2=137,168
367,14) 83,75) 7,64) 11,15) 14,79)
11 15 82 170 85
. . 57,92 36,88 6,17 6,29 8,11 P<0,001
Muskarci )
(13,21- (11,94- (3,52- (3,72 - (4,92- ¥ =40,279
olmCR 189,29) 48,68) 9,32) 12,24) 15,19)
(mg/g) 18 50 116 253 139
5 81,24 16,97 5,82 6,15 7,63 P<0,001
ene
(34,36- (7,72- (3,68- (3,85- (4,53- x2=92,420
167,75) 25,43) 8,30) 9,54) 13,56)
10 14 75 159 76
. ) 101,47 37,66 52,94 52,52 57,50 P=0,330
Muskarci )
(39,93- (26,67- (24,89- (26,81- (36,81- ¥ =4,610
TGFp 119,19) 55,33) 105,96) 122.61) 110,16)
(ng/g) 18 48 108 248 133
5 59,57 66,22 48,22 54,29 54,71 P=0,067
ene
(46,91- (49,24- (26,68- (32,62- (35,21- X2=8,769
79,61) 88,80) 83,73) 94,94) 84,82)
1 15 80 155 77
. . 10,33 9,39 8,68 8,98 P=0,001
Muskarci 7,70 )
(6,43- (5,84- (6,32- (6,36- v =18,899
(4,09-12,81)
LAP 16,93) 13,78) 12,43) 13,06)
U/g) 45 106 239 131
S 16 6,23 6,94 6,08 6,38 P<0,001
Zene 6,49 ’ ’ ’ ’ X2=22,877
(3,42- (4,16- (3,92- (4,13-
(4,42-9,14)
8,99) 10,90) 9,79) 10,40)
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ANALIZE POVEZANOSTI

U ovom istraZivanju je nadena znacajna povezanosti izmedu dobi i almCR u obje skupine
sela (endemskim rg;=0,505, P<0,001, N=715 i kontrolnim selima rs,=0,345, P<0,001, N=224)
pri Cemu je povezanost bila statisti¢ki znacajnija u endemskim selima (Z=2,549, P=0,011).

U endemskim selima je ova povezanost bila prisutna u podskupini ugroZenih (rs= 0,388,
P<0,001, N=198) i ostalih (rs= 0,472, P<0,001, N=423), dok nije bilo poveznosti almCR i
dobi u bolesnih (rs= 0,073, P= 0,708, N=29) kao niti u sumnjivih (rs= 0,236, P<0,059, N=65).
Takoder znaCajna povezanost dobi je nadena i s enzimskom aktivnosti LAP u obje grupe sela
(endemskim rs=0,300, P<0,001, N=667 1 kontrolnim selima rs=0,341 , P<0,001, N=208) bez
znacajne razlike u povezanosti aktivnosti LAP i dobi izmedu ovih dviju ispitivanih grupa (Z=-

0,572, P=0,567) (Tablica 19.)

U endemskim selima nije bilo povezanosti izmedu spola i ACR (rs=0,191, P<0,001, N=764)
kao niti izmedu spola i almCR (rs=-0,009, P=0,816, N=715). U kontrolnim selima takoder
nije bilo povezanosti izmedu spola i almCR (rs=-0,032, P=0,633, N=224), dok je bila
prisutna slaba pozitivha povezanost izmedu muskog spola i ACR (rs=0,258, P<0,001,
N=363). Osim toga, u endemskim selima nije bilo povezanosti izmedu spola i LAP (rs=-
0,040, P=0,308, N=667) s jedne strane te spola i TGFp (rs=0,013, P=0,739, N=680) s druge
strane. Takoder u kontrolnim selima nije bilo spomenute povezanosti LAP i spola (rs=-0,050,

P=0,474, N=208) te TGFp i spola (rs=-0,081, P=0,241, N=209).

U kontrolnim selima nije bilo povezanosti izmedu olmCR i enzimske aktivnosti LAP
(r=0,197, P=0,005, N=201), dok je u endemskim selima ta povezanost bila znacajna (r=0,306,
P<0,001, N=661) i prisutna jedino u podskupini ostali (rs=0,299, P<0,001, N=390), dok nije
bilo spomenute povezanosti almCR i enzimske aktivnosti LAP u podskupinima sumnjivih

(rs=0,211, P=0,113, N=58) i ugroZenih (rs=0,193, P=0,008, N=186). (Slika 18.)
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U kontrolnim selima SAT nije bio povezan s almCR (rs= 0,170, P=0,03 N=163), dok s druge
strane je bila prisutna slaba povezanost izmedu almCR sa SAT u endemskim selima

(rs=0,335, P<0,001, N=551). (Slika 19.),

Osim toga, SAT u endemskim selima je pokazao negativnu povezanost s veli¢inom
glomerularne filtracije izrazene pomoc¢u MDRD jednadzbe (rs=-0,307, P<0,001, N=581), dok
nije bilo te povezanosti u kontrolnim selima (rs=-0,197, P=0,007, N=186).

U cijelom ispitivanom uzorku je postojala povezanosti izmedu glukoze u serumu i SAT
(r:=0,403 P<0,001, N=767), kao u pojednim skupinama sela, endemskom (r;=0,417 P<0,001
N=581) i kontrolnom (r;=0,331 P<0,001, N=186). Medutim, nije bilo razlike u povezanostima
SAT i glukoze izmedu EN sela s jedne strane te kontrolnih sela s druge strane (z=1,180;
P=0,238).

Takoder, u istraZivanju bila je prisutna povezanost opsega struka kao i ITM sa SAT kako u
svim selima (opseg struka i SAT r=0,344, P<0,001 N=759; ITM i1 SAT r=0,286 P<0,001
N=741) tako i u obje skupine sela zasebno (opseg struka kontrolno r,=0,408 P<0,001 N=178,
endemsko r,=0,305 P<0,001 N=581; ITM kontrolno r,=0,323 P<0,001 N=171; endemsko
1,=0,260 P<0,001 N=570). Medutim, nije bilo razlike u povezanostima SAT i opsega struka
izmedu EN sela s jedne strane te kontrolnih sela s druge strane (z=1,370; P=0,171) kao niti

SAT i ITM (z=0,784; P=0,433).
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Tablica 19. Povezanost TGFf i LAP s demografskim

bubrezne funkcije u EN i kontrolnim selima

obiljezjima i parametrima

TGFp LAP
EN/kontrolno selo EN/kontrolno selo

rs=0,119 rs=0,208 rs=0,300 rs=0,341

Dob P=0,002 P=0,002 P<0,001 P<0,001
N=680 N=209 N=667 N=208

rs=0,013 rs=-0,081 rs=-0,040 rs=-0,05

Spol P=0,739 P=0,241 P=0,308 P=0,474
N=680 N=209 N=667 N=208

rs=0,045 rs=-0,020 rs=0,306 rs=0,197

almCR P=0,242 P=0,774 P<0,001 P=0,005
N=673 N=201 N=661 N=201

rs=0,136 rs=-0,024 rs=0,247 rs=0,202

ACR P<0,001 P=0,734 P<0,001 P=0,004
N=680 N=203 N=667 N=202

rs=-0,024 rs=0,032 rs=-0,173 rs=-0,171

eGFR (MDRD) P=0,538 P=0,654 P<0,001 P=0,015
N=680 N=203 N=667 N=203
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ROC KRIVULJE - OSJETLJIVOST I SPECIFICNOST TESTA ZA TGFp, LAP i
almCR U ENDEMSKOJ NEFROPATIJI

Prije izrade ROC krivulje za almCR, TGFp te LAP u jednokratnom uzorku mokrace (druga
jutarnja mokrac¢a) za probir 1 dijagnosticiranje endemske nefropatije s endemskom
nefropatijom (bolesnim ispitanicima) kao zavisnom varijablom htjeli smo ispitati ima li
poveznosti izmedu almCR odnosno TGFP te LAP s obzirom na adekvatnost mokrace tj.
prema specificnoj tezini mokrace, kreatininu u mokra¢i i kod sumnje na uroinfekciju
(leukociti i nitriti u mokrac¢i). Dobili smo da nema povezanosti izmedu specifine teZine
mokrace odnosno kreatinina u mokra¢i s leukocitima odnosno s nitritima u mokraci
(specificna tezina mokrace s leukocitima rs=-0,112, P<0,001, N=1117; specifi¢na teZina
mokrace s nitrima rs=-0,096 P=0,001, N=1117; kreatinin u mokra¢i s leukocitima rg=-0,109,
P<0,001, N=1118; kreatinin u mokra¢i s nitrima rs=-0,122, P<0,001, N=1118), dok postoji
znaajna pozitivna povezanost izmedu nitrita i leukocita u mokraéi (rs=0,303, P<0,001,
N=1118) te su ti parametri uzeti u ovom istrazivanju kao parametri uroinfekcije. Nadalje, nije
bilo povezanosti izmedu almCR, odnosno TGFf te LAP s leukocitima i nitritima u mokraci
(almCR s leukocitima rs=-0,020, P=0,546, N=933; almCR s nitritima rs=0,085, P=0,009,
N=933; TGFp s leukocitima rs=0,046, P=0,173, N=877; TGFf s nitritima rs=0,038, P=0,256,
N=877; LAP s leukocitima rs=0,027, P=0,432 N=864; LAP s nitritima rs=0,105, P=0,002,
N=864) kao niti povezanosti izmedu TGF odnosno LAP-a sa specificnom tezinom mokrace
(TGFp sa specificnom tezinom mokrace rs=-0,120, P<0,001, N=880; LAP sa specificnom
tezinom mokrace rs=-0,101, P=0,003, N=866;). Na temelju dobivenih rezulatata o
nepostojanju povezanosti almCR, TGFP i LAP s leukocitima i nitritima u mokraci ne treba
iskljucivati ispitanike s uroinfektom kod odredivanja almCR, TGFp i LAP u mokraci. Pored
toga ne treba prilagodavati mokracu prema specificnoj tezini kod odredivanja TGF odnosno
LAP zbog nepostojanja poveznosti specifi¢ne teZine mokrac¢e s TGF} odnosno LAP.

Medutim, kreatinin u mokraéi i specificna tezina mokrade su u ovom istraZivanju bili
medusobno povezani (rs=0,868, P<0,001, N=1124), te oboje su bili povezani s almCR
(kreatinin u mokraci rs=-0,634, P<0,001, N=939; specificna tezina mokrace rs=-0,574,
P<0,001, N=939), Kako je almCR izvedenica tj. prilagodena je prema kreatininu u mokraci,
nema smisla traZiti povezanost ovih varijabli koje su proizasle raCunanjem jedna iz druge.
Napredovanjem bolesti gubi se sposobnost koncentriranja mokrace i mokraca je razrijedena

Sto znaci da je manja specifi¢na teZina mokrace. Isto tako progresijom tubularnog oStecenja
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sve je ve¢i almCR, Ovi parametri su povezani s boles¢u, a ne toliko medusobno, sto se vidi iz
priloZenih rezultata. Naime, bez iskljucivanja utjecaja bolesti (endemske nefropatije) almCR
1 specifi¢na tezina mokrace su bili dobro negativno povezani (r,=-0,574; p<0,001), no kada se
isklju¢io utjecaj bolesti tj. kada se gledala izravna povezanost almCR i specifi¢ne tezZine
mokrace onda je postojala znaCajna nepovezanost (r,=-0,237; p<0,001) (157). Stoga nije
potrebno prilagodavanje uzorka mokrade prema specifi¢noj tezini prilikom odredivanja
almCR.

Ukupno gledaju¢i prema rezultatima ovog istrazivanja nije potrebno prilogodavanje uzorka
mokrace prilikom odredivanja almCR, TGFp i LAP u mokra¢i prema specificnoj teZini

mokrace te prisutnosti leukociturije s nitritima.
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Grani¢na vrijednost odredivanih varijabli predstavljaju najbolju kombinaciju visoke
osjetljivosti i specifi¢nosti dobivenih ROC analizom (Tablica 20.). Rezultati su pokazali da je
prediktivna vrijednost almCR za nefropatiju iznad 31,49 mg/g kreatinina u mokraci bila
znakovita (AUC 0,972, SE = 0,010, 95% IP 0,957-0,982, z=50,281, P<0,001). Test je imao
96,3% osjetljivost (95% IP 81-99,9), 94,05% specifi¢nost (95% IP 92,2-95,6). Pozitivni omjer
vjerojatnosti je bio 16,17 (95% 1P 15-17,5), a negativni 0,039 (95% IP 0,006-0,3). Pozitivna
prediktivna vrijednost iznosila je 34,7 (95% IP 24-46,5), a negativna 99,9 (95% IP 99,3-100).
(Slika 20.).

Medijan almCR za sumnjive je bio 19,99 (25.-75. P. = 8,33-31,91). Uzimaju¢i u obzir ROC
krivulju za nefropatiju prema kojoj najniza vrijednost almCR pri kojoj su bili zadovoljeni
uvjeti da bi metodologija bila prihvacena (158) iznosila je iznad 23,47 mg/g kreatinina. Pri toj
je vrijednosti almCR osjetljivost testa bila 96,3% (95% IP 81-99,9), a specifi¢nost 90,4%
(95% 1P 88,2-92,3). Pozitivni omjer vjerojatnosti je bio 10,03 (95% 1P9,3-10,8), a negativni
0,041 (95% IP 0,006-0,3). Pozitivna prediktivna vrijednost je bila 24,8 (95% 1P 16,9-34,1), a
negativna 99,9 (95% IP 99,3-100). Od ukupno 70 sumnjivih, njih 65 je imalo nalaz a1mCR, a
5 nije. Od 65 sumnjivih s nalazom almCR njih 27 (42%) je imalo a1mCR iznad 23,47 mg/g
kreatinina. U skupini sumnjivih s nalazom olmCR iznad 23,47 mg/g kreatinina, a temeljem
ROC krivulje za nefropatiju, moglo bi se ocekivati da €e prije¢i u populaciju bolesnih tj. da ¢e
oboljeti. Osim toga, od tih 27 izdvojenih 21 je imao pozitivhu obiteljsku anamnezu, a 6
negativnu. Metodom binarne logisticke regresije istrazen je utjecaj obiteljske anamneze za EN
u predvidanju oboljenja tj. nefropatije. (Tablica 21.) S obzirom na model pokazano je kako
obiteljska anamneza velikom znacajnoS¢u utjeCe na cinjenicu hoce li netko oboljeti od
nefropatije ili ne. Osoba s pozitivnom obiteljskom anamnezom u ovom istrazivanju je imala
5,8 puta vecu vjerojatnost oboljeti od nefropatiju nego li osoba bez pozitivne obiteljske
anamneze. Uzimajuci u obzir navedeno sumnjivi s almCR iznad 23,47 mg/g kreatinina uz
pozitivnu obiteljsku anamnezu predstavljaju najznacajniju skupinu ispitanika u endemskim
selima kod kojih bi se mogla ocekivati pojava nefropatije.

Rezultati su pokazali da je prediktivna vrijednost LAP za nefropatiju iznad 6,46 U/g
kreatinina u mokraé¢i bila znakovita (AUC 0,694, SE = 0,0517, 95% IP = 0,662-0,724,
z=3,745, P<0,001). Test je imao 84 % osjetljivost (95% IP 63,9-95,5), 49,88 % specifi¢nost
(95% 1P 46,5-53,3). Pozitivni omjer vjerojatnosti je bio 1,68 (95% IP 1,4-2,0), a negativni
0,032 (95% 1P 0,1-0,8). Pozitivna prediktivna vrijednost iznosila je 4,7 (95% IP 2,9-7,1), a
negativna 99,1 (95% IP 97,6-99,7). (Slika 21.)
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U istrazivanju rezultati su pokazali da je prediktivna vrijednost TGF za nefropatiju iznad
46,44 ng/g kreatinina u mokraci bila znakovita (AUC 0,599, SE = 0,0412, 95% IP = 0,566-
0,632, z=2,407, P=0,016). Test je imao 85,19 % osjetljivost (95% IP 66,3-95,8), 42,17 %
specificnost (95% IP 38,8-45,6) Pozitivni omjer vjerojatnosti je bio 1,47 (95% 1P 1,2-1,8), a
negativni 0,35 (95% 1P 0,1-0,9). Pozitivna prediktivna vrijednost iznosila je 4,4 (95% IP 2,9-
7,1), a negativna 98,9 (95% IP 97,2-99,7). (Slika 22.)

Usporedbom povrsina ispod ROC krivulja za nefropatiju (de Long, 1988) nadena je statisticki
znacajna razlika u veli€ini povrSina ispod krivulja izmedu almCR s jedne strane te enzimske
aktivnosti LAP (razlika izmedu povrSina ispod krivulje=0,269, SE=0,0531, 95% IP 0,165-
0,373, z=5,077, P<0,001) odnosno TGFp (razlika izmedu povrsina ispod krivulje=0,375,
SE=0,046, 95% 1P 0,285-0,465, z=8,165, P<0,001) s druge strane. Nema razlike u
povrsinama ROC krivulja izmedu LAP i TGFp (razlika izmedu povrSina ispod
krivulje=0,106, SE=0,0573, 95% IP -0,00645-0,218, z=1,847, P=0,065). (Slika 23.)
Usporedba pokazuje znacajno vecu prediktornu vrijednost tj. osjetljiviji i specificniji test s
almCR za nefropatiju nego li ostalih istraZivanih molekula te LAP i TGFp nemaju
zadovoljene kriterije za probir ili dijagnosticiranje u ovoj bolesti (158).

Koriste¢i novu vrijednost almCR 31,5 mg/g kreatinina u mokrac¢i za postavljanje dijagnoze
EN izmedu ispitivanih podskupina u EN selima te izmedu pojedinih podskupina iz EN sela s
ispitanicima iz kontrolnih sela nije nadena statisticki znacajna razlike u LAP (svi P>0.05).
(Tablica 22.). NajniZe vrijednosti TGFp su imali ispitanici u podskupini ostali. Ispitanici u
kontrolnim selima i rizi¢ni su imali znacajno vise vrijednosti TGFJ od ispitanika u podskupini
ostali (svi P<0.05), dok nije bilo razlike izmedu preostalih ispitivanih podskupina (svi
P>0,05).

U istrazivanju rezultati ROC analize su pokazali da LAP i TGFB nemaju zadovoljene kriterije
za probir ili dijagnosticiranje EN pri koriStenju novog kriterija almCR >31,5 mg/g kreatinina

u urinu (LAP AUC= 0,542, SE=0,074, P=0,569; TGFp AUC=0,502 SE=0,062 P=0,971).

Od svih ispitanika vjerojatnost da ispitanik s negativnom obiteljskom anamnezom oboli je
0,014 tj. 1,4% osoba s negativhom obiteljskom anamnezom ¢e oboljeti, te ¢e 7,8% od svih
ispitanika s pozitivnhom obiteljskom anamnezom oboljeti. (Tablica 21.)

Ukupno u uzorku je 296 osoba s pozitivnom obiteljskom anamnezom (26%), od Cega njih 23

(7,8%) je oboljelo.
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Slika 21. ROC krivulja LAP za endemsku nefropatiju
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Slika 22. ROC krivulja TGFp za endemsku nefropatiju
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Tablica 20. Osjetljivost i specificnost grani¢nih vrijednosti e 1mCR, LAP i TGFp za EN

dobivenih ROC analizom

- s Osjetljivost | Specifi¢nost
Varijabla Gramcna. vrij ednost AUC SE p
Varljable (%) (%)
almCR
31,49 96,3% 94,05 0,972 | 0,010 | <0,001
(mg/g)
LAP
6,46 84 49,88 0,694 | 0,0517 | <0,001
(Ulg)
TGFp 46,44 85,19 42,17 0,599 | 0,0412 | 0,016
(ng/g)
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Tablica 21. Utjecaj obiteljske anamneze za EN u predvidanju oboljenja tj. nefropatije

metodom binarne logisticke regresije

95% IP za OR
B (SE) Donji | OR | Gornji

Konstanta - 4,239 (0,291)

Obiteljska anamneza * | 1,765 (0,363) | 2,868 | 5,841 | 11,896

R2=0,08 (Hosmer & Lemeshow); 0,02 (Cox & Snell); 0,09 (Nagelkerke),
Model x2(1)=25,160; P<0,001; * P<0,001.



Tablica 22. TGFp i LAP ispitanika iz kontrolnih i endemskih sela razvrstanih u

podskupine prema SZO Kriterijima s almCR>31,5 mg/g kreatinina u mokraci

Bolesni | Sumnjivi | Rizi¢ni Ostali Korslgglna
N N N N N
C(25-75. | C(25.75. | C(25.75. | C(25-75. | v n5 75 Statistika
P) P.) P) P.) 9
P.)
17, 18 133 354 209
E?FB 52,65 51,72 57,83 47,15 5574 | y_1e437 | P=
| (3301 | (3600- | (3727- | (2681- | (37.94- | 77| 0,003
79,63) 76,00) 100.8) 85,58) 122,09)
17 18 132 343
o 7.49 5,78 7,87 6.37 207 p-
Ulg A A . ih 6,67 H= 8,746
kreatinina (46 @403- | (507 | @28- | o0 0,068
11,13) 8,59) 12,21) 10.3) 93 -9,
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4. RASPRAVA
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U ovom istrazivanju ucestalost oboljelih od EN, kao i sumnjivih te rizi¢nih nije se bitnije
mijenjala u usporedbi s podacima prije tridesetak godina (2) a sli¢ni podaci su dobiveni i u
vecine drugih endemskih ZariSta (6-7). Autori iz juZzne Srbije i Bugarske (159-160) biljeZe pad
ucestalosti oboljelih od EN pri ¢emu pad ucestalosti u Bugarskoj dijelom objasnjavaju
pojavom EN u neendemskim selima najvjerojatnije posljedicom migracije EN populacije, dok
u Srbiji to pripisuju mogucem razli€itom tijeku bolesti u razlicitim srpskim ZariStima buduci
da u drugim srpskim ZariStima nije nadena znaCajna promjena ucestalosti EN posljednjih
tridesetak godina (7). Osim toga, autori koji biljeze pad ucestalosti EN u spomenutim EN
ZariStima opisuju s druge strane pojavu proteinurije i manjih bubrega u mladih osoba s
pozitivnom obiteljskom anamnezom za EN §to bi govorilo u prilog tome da je u tim ZariStima
EN 1 dalje prisutna (44,161). Ovi oprecni podaci upucuju na nuznost daljnjih redovitih
pracanja populacija u razli¢itim EN ZzariStima, ali i potrebu za jedinstvenim kriterijima za
postavljanje dijagnoze bolesti u svim EN ZariStima radi dobivanja prave slike kretanja EN u
ZariStima, a time 1 moguénost stvaranja odgovaraju¢ih mjera ranog otkrivanja i pracenja
bolesti.

U endemskim selima u ovom istrazivanju nije bilo razlike u dobi izmedu bolesnih i sumnjivih
te je prosjecna dob bila 68-73 godine. Obje podskupine su bile znacajno starije od rizi¢nih i
ostalih u endemskim selima kao 1 od ispitanika u kontrolnim selima. Osim toga, bolesni i
sumnjivi su znacajno duZe boravili u selima od preostalih podskupina. Prosje¢na dob
postavljanja dijagnoze bolesti prije tridesetak godina je bila 45-50 godina Sto u ovom
istrazivanju odgovara prosjecnoj dobi rizi¢nih i ostalih u EN selima kod kojih u ovom
istrazivanju nisu zabiljeZeni znakovi bubrezne bolesti ¢ime se postavlja pitanje prisutnosti ali i
ranije izloZenosti rizi¢nih i ostalih egzogenom toksinu. Bitan je podatak Sto je ba$ u tom
razdobolju prije tridesetak godina doslo do znacajnije uporabe kombajna u obradi Zita Sto je
vjerojatno i utjecalo na smanjenu izloZenost toksinu aristolohi¢ne kiseline u podskupini
riziCnih i ostalih u EN selima (32).

U ovom istraZivanju nije bilo znacajne razlike u crvenoj krvnoj slici izmedu SZO podskupina
kao niti izmedu EN i neendemskih kontrolnih sela. Sli¢ne rezulatate su dobili i autori u Srbiji
koriste¢i druge kriterije za postavljanje dijagnoze EN (148) s bitnom razlikom §to je u
njihovom uzorku bila prisutna statisticki znacajna razlika u koncetraciji hemoglobina kao
parametra anemije izmedu bolesnih i sumnjivih s jedne strane s kontrolnim zdravim
ispitanicima s druge strane. Naime, ispitanici iz kontrolnih sela u naSem istraZivanju su

ukljucivali sve punoljetne ispitanike neendemskih sela bez obzira na komorbiditete izuzev
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EN, dok su u srpskom uzorku bili uklju¢eni samo zdravi ispitanici iako pribliZno iste dobi kao
1 u naSem istraZivanju (kontrola Srbija vs. kontrola Hrvatska 52,9 vs. 50 g) ali bez
komorbiditeta ¢ime bi se dijelom mogla objasniti neopaZena razlika u anemiji izmedu
ispitanika s EN 1 ispitanika iz kontrolnih sela u ovom istraZivanju (Hb kontrola Srbija vs
kontrola Hrvatska 142 vs 136). Stoga uzimajuéi u obzir spomenute rezulatate anemija se ne bi
trebala koristiti kao dijagnosticki parametar u EN.

U naSem istraZivanju nije bilo razlike u SAT izmedu bolesnih u EN selima i ispitanika u
kontrolnim selima bez obzira na prisutnu bubreznu bolest u oboljelih u EN selima. Ispitanici u
kontrolnim selima su imali najvisi opseg struka i ITM u cijelom uzorku iako on nije bio
statistiCki znaCajan u usporedbi s bolesnima u EN selima (svi P>0,05).

U spomenutom uzorku Djukanovic i sur. iz Srbije, usporedivane su zdrave kontrole bez
komorbiditeta s jedne strane, s bolesnima i sumnjivima u EN selima koji su uzeti kao jedna
skupina s druge strane, dok su kod nas istoimene skupine (ispitanici iz kontrolnih sela, bolesni
i sumnjivi) gledane svaka zasebno uz prethodno spomenutu razliku izmedu njihovih i nasih
kontrola. Vazno je za spomenuti kako u epidemioloskim istraZivanjima nema homogenih
uzoraka (zdrave kontrole u srpskom uzorku) te da nase kontrole predstavljaju uzorak koji se
razlikuje od uzorka u EN selima po odsutnosti EN uz prisutnost drugih komorbiditeta Sto
predstavlja stvarniju sliku promatranih parametara u istraZivanju, ali istovremeno oteZava
dijagnosticiranje bolesti. Naime, treba takoder uzeti u obzir ve¢ spomenuto opazanje pojave
EN u neendemskim (kontrolnim) selima u Bugarskoj kao posljedica migracije Sto je u
danasnje vrijeme svakidaSnja pojava. Ovom opazanju u prilog govori i podatak naseg
istrazivanja o Cetiri ispitanika u kontrolnim selima s pozitivhom obiteljskom anamnezom za
EN.

Osim toga, prema novijim istrazivanjima o.lmCR se pokazao kao vazan biljeg upale povezane
s novom dijagnosticiranom hipertenzijom i to sa SAT (R2=O,363, B=0,011 (95%IP 0,002-
0023), P<0,05) ali ne 1 DAT (162-163). Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da postoji
znacajna povezanost SAT ali ne i DAT s almCR (SAT r=0,304, P<0,001 N=714; DAT
1:=0,119 P=0,001 N=714) u cijelom ispitivanom uzorku koji ukljucuje obje grupe sela tj.
endemska i kontrolna sela. Nadalje, interesantan je podatak nepoveznosti SAT s almCR u
kontrolnim selima s jedne strane, te znacajne povezanosti izmedu spomenutih parametara u
EN selima. Ovo bi moglo upudivati da je SAT u endemskim selima povezan s tubularnim
ostecenjem (Slika 19.). Osim toga, SAT u EN selima je pokazao negativhu povezanost s

veli¢inom glomerularne filtracije izrazene pomocu MDRD jednadZzbe, dok nije bilo te
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povezanosti u kontrolnim selima Sto bi ponovno moglo upucivati na povezanost SAT s
bubreznim oStecenjem u endemskim selima.

Ispitanici u kontrolnim selima u istrazivanju su imali viSe koncetracije glukoze u serumu od
ispitanika iz EN sela (Tablica 8.), i to zna¢ajno viSe samo u odnosu na podskupine rizi¢nih i
ostalih u EN selima (svi P<0,05). Bolesni i sumnjivi u EN selima kao i ispitanici iz kontrolnih
sela su imali znac¢ajno viSe koncetracije glukoze u serumu kao i SAT u odnosu na ispitanike iz
podskupina rizi€nih 1 ostalih (svi P<0,05). U cijelom ispitivanom uzorku je postojala
povezanosti izmedu glukoze u serumu i SAT (r;=0,403 P<0,001), kao u pojednim skupinama
sela, endemskom (r;=0,417 P<0,001) i kontrolnom (r;=0,331 P<0,001), ali nije bilo razlike u
povezanostima SAT i glukoze izmedu EN sela s jedne strane te kontrolnih sela s druge strane
(P=0,238).

Osim toga, ispitanici iz kontrolnih sela su jedini imali znacajno vec¢i opseg struka u usporedbi
s podskupinama rizic¢nih i ostalih u EN selima (P<0,05), dok nije bilo razlike u opsegu struka
kao niti ITM izmedu pojednim podskupinama u EN (svi P>0,05). U ovom istraZivanju
prisutna je povezanost opsega struka kao 1 ITM sa SAT kako u svim selima (opseg struka 1
SAT r=0,344, P<0,001; ITM i SAT r,=0,286 P<0,001) tako i u obje grupe sela zasebno
(opseg struka kontrolno r=0,408 P<0,001, endemsko r=0,305 P<0,001; ITM kontrolno
1,=0,323 P<0,001; endemsko r=0,260 P<0,001), dok nema razlike u povezanostima SAT i
opsega struka izmedu EN sela s jedne strane te kontrolnih sela s druge strane (P=0,171), kao
niti SAT i ITM (P=0,433).

U ispitivanom uzorku nisu nadene razlike u lipidnim parametrima izmedu pojednih
podskupina u EN selima kao niti izmedu pojednih podskupina u EN selima s jedne strane s
ispitanicima u kontrolnim selima s druge strane (Tablica 10.).

Spomenuti rezulatati bi mogli upudivati na mogucu prisutnost metabolickog sindroma u
ispitanika u kontrolnim selima ali su potrebna dodatna istrazivanja na ve¢em uzorku koja ¢e
to potvrditi ili odbaciti.

Veca ucestalost karcinoma prijelaznog epitela gornjeg dijela mokra¢nog sustava je jedna od
obiljeZja EN te se obicno ocituju bezbolnom hematurijom. U ovom istraZzivanju nije bilo
razlike u eritrocituriji test trakom izmedu EN i kontrolnih sela (Tablica 10.) kao niti izmedu
pojedinih podskupina u EN selima, iako je bio prisutan trend opadanja nalaza eritociturije od
bolesnih preko sumnjivih prema rizi¢nim, ostalim i kontrolnim podskupinama (Tablica 11.).
Ovaj nalaz upucuje da test trakom za eritocituriju nije dobar u probiru populacije u EN selima

kod sumnje na karcinoma gornjeg dijela mokra¢nog sustava. U ovih tumora citologija
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mokrace je vrlo bitna u probiru populacije iako se pokazala manje osjetljivom metodom nego
li u karcinoma mokra¢nog mjehura jer je osjetljivost ove metode u otkrivanju lezija niskog
stupnja (dobrodiferenciranih tumora) svega 10-40%, dok se u lezija visokog stupnja (slabo
diferenciranih) krec¢e ¢ak do 80% (164-165). Kako se u ovoj populaciji obi¢no radi o
dobrodiferenciranim tumorima osjetljivost citologije je mala, potrebne su i druge dodatne
metode poput ultrazvuka urotrakta (166), ali 1 osjetljivih metoda kao $to su MSCT ili MR
urotrakta te endoskopske metode u cilju detaljnije dijagnostike tumora (164). Ukupno
gledajuci, potrebno je redovito pracenje koje bi ukljucivalo citologiju mokrace i ultrazvucni
pregled urotrakta EN populacije s posebnim naglaskom na visoko rizi¢ne skupine koje Cine
ljudi s pozitivnom obiteljskom anamnezom za EN ili karcinom uroepitela gornjeg
mokracenog sustava, oboljeli od EN kao 1 oni s prisutnom mikro i makrohemturijom i/ili s
anamnezom odstranjenog tumora gornjeg mokrac¢enog sustava zbog mogucih recidiva tumora
(167-169).

Probir osoba u opc¢oj populaciji s rizikom za kroni¢nu bubreznu bolest temelji se na procjeni
veli¢ine bubrezne funkcije pomocu MDRD jednadZzbe odredivanjem serumskog kreatinina
prema trenutno vaZe¢im preporukama NFK (55) budué¢i da samo odredivanje serumskog
kreatinina moze biti u granicama referentnih vrijednosti unato¢ znacajno reduciranoj
bubreznoj funkciji. U svim postojecim kriterijima za dijagnosticiranje EN procjena bubrezne
funkcije se temelji na koncentraciji serumskog kreatinina, a ne na procjeni veliine
glomerularne filtracije (eGFR) (51-54). U ovom istrazivanju glomerularna filtracija odredena
pomoc¢u MDRD i Cockcroft-Gaultove jednadzbe bila je znacajno niza u EN selima nego li u
kontrolnim (Tablica 12.). Osim toga, bolesni i sumnjivi su imali znacajno nizi eGFR od
riziénih 1 ostalih u EN selima kao i od ispitanika u kontrolnim selima (svi P<0,005), te
ucestalost osoba s eGFR<60 ml/min je bila znacajno vec¢a u bolesnih i sumnjivih u usporedbi
s rizi¢nim, ostalim te ispitanicima u kontrolnim selima (svi P<0,05). U ispitivanom uzorku
nije bilo razlike u eGFR kao niti u ucestalosti osoba s eGFR<60 ml/min izmedu rizi¢nih,
ostalih i ispitanika u kontrolnim selima (svi P>0,05) (Tablica 13.). Ovi rezulatati upucuju na
mogucnost jasnog razlikovanja pojednih SZO podskupina prema eGFR i to bolesnih i
sumnjivih s jedne strane u odnosu na rizi¢ne, ostale i ispitanike iz kontrolnih sela s druge
strane.

Interesantan je podatak znaCajne poveznosti eGFR 1 dijagnoze EN tj. bolesnih definiranih
prema SZO kriterijima u EN selima, Naime, odredivanja eGFR prema MDRD (r,;=-0,298

P<0,001 N=764) je pokazao znacajniju poveznost s dijagnozom nefropatije nego li prema
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Cockfort-Gaultu (r;=-0,264 P<0,001 N=744). Medutim, spomenutu poveznosti eGFR s
dijagnozom EN treba uzeti ipak s rezervom buduci da su obje jednadZbe izvedenice koje
sadrze kreatinin u serumu koji je jedan od kriterija za postavljanje dijagnoze EN pa bi to
zapravo predstavljalo moguci selekcijski otklon. Bez obzira na mogudi selekcijski otklon
procjena bubrezne funkcije odredivanjem glomerularne filtracije pomocu spomenutih
jednadzbi je osjetljivija metoda procjene bubreZzne funkcije od samog kreatinina u serumu
naro€ito u sluc¢ajevima stadija 3 i viSe kroni¢ne bubrezne bolesti (Tablica 1.) te bi stoga
trebala zamjeniti postoje¢i kreatinin u serumu u kriterijima za EN.

U ovom istrazivanju nije bilo razlike u natrijuriji, kalijuriji, specifi¢noj teZini mokrace kao niti
ACR izmedu EN i kontrolnih sela (Tablica 12.). Bolesni i sumnjivi su imali niZu natrijuriju
od preostalih ispitivanih podskupina (svi P<0,05), dok nije bilo razlike u natrijuriji izmedu
bolesnih i sumnjivih. Takoder nije bilo razlike u natrijuriju niti izmedu pojednih podskupina
rizi¢nih, ostalih i kontrolnog sela (svi P>0,05). Spomenute promjene u natrijuriji bi se mogle
objasniti time Sto u ranoj fazi EN postoji oSteCenje proksimalnog tubula pa se gubi natrij
mokracom. S druge strane u bolesnih i sumnjivih nema gubitka soli bubrezima jer je vec
snizeni eGFR pa to nadvlada gubitak soli koja se sada zadrzava u tijelu. Osim toga, u
sumnjivih i bolesnih je sposobnost koncentriranja mokra¢e smanjena pa je i mokraca
razrjedenija a time i natrijurija manja zbog dilucije mokra¢e. Medutim, kako nema razlike
izmedu rizi¢nih i kontrolnog sela kao niti prema podskupini ostalih iz EN sela (svi P>0,05)
pitanje je koliko je natrijurija dovoljan biljeg oSteCenja tubula izmedu pojednih SZO
podskupina.

U EN tubularna proteinurija je prvi znak oStecenja bubrega i Cesto je udruZena s tubularnom
enzimurijom, drugim pokazateljem oStecenja proksimalnog tubula inae ciljnog mjesto
djelovanja aristolohi¢ne kiseline (52; 56-58). U uznapredovalim stadijima bubrezne bolesti
proteinurija je obi¢no je manja od 1 g/L.. U ovom istrazivanju kao biljezi oSteCenja
proksimalnog tubula koriSteni su almCR 1 LAP. Bolesni i sumnjivi su imali vi$i almCR i
ACR u odnosu na preostale ispitivane podskupine (svi P<0,001). Izmedu bolesnih i sumnjivih
nije bilo statisticki znaCajne razlike u ACR kao niti izmedu poskupina rizi¢nih, ostalih i
ispitanika iz kontrolnih sela. (Slika 9.) Ispitanici u kontrolnim selima su imali znacajno visi
almCR nego li ispitanici iz podskupine ostalih te rizicnih u EN selima (svi P<0,05), dok
izmedu ostalih i rizi¢nih nije bilo razlike almCR (Tablica 13.). Medutim, medijan i 75
percentila za almCR u kontrolnim selima je bila ispod 15 mg/g prema Itoh kriterijima za

tubularnu proteinuriju (58) pa je upitno koliko je klini¢ki znaCajna ova statisticka razlika
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izmedu opisanih poskupina (podskupina rizi¢nih, ostalih i kontrolnih sela). Bolesni u
istrazivanju su imali najviSu koli¢inu LAP u odnosu na ostale ispitivane podskupine (svi
P<0,05) (Slika 17.). Sumnjivi i ispitanici u kontrolnim selima su imali viSu koli¢inu LAP od
riziénih 1 ostalih (svi P<0,05), dok nije bilo razlike u koli¢ini LAP izmedu sumnjivih i
ispitanika iz kontrolnih sela s jedne strane te izmedu rizi¢nih i ostalih s druge strane (svi
P>0,05) (Tablica 17.). S obzirom na dobivene rezultate znacajne razlike u a1mCR te koli¢ini
LAP u bolesnih u odnosu na preostale ispitivane skupine htjeli smo dalje ispitati imali li
povezanosti LAP odnosno almCR i dijagnoze nefropatije. U istrazivanju nije bilo
povezanosti izmedu bolesnih prema SZO kriterijima tj. dijagnoze nefropatije i LAP u EN
selima (rs=0,139, P<0,001, N=667), dok je povezanost nefropatije s almCR u EN selima bila
znacajna (rs=0,302, P<0,001, N=715). Interesantan je podatak da u kontrolnim selima nije
bilo povezanosti izmedu dvaju tubularnih biljega, almCR i koli¢ine LAP (r=0,197, P=0,005,
N=201), dok je u endemskim selima ta povezanost bila znacajna (r=0,306, P<0,001, N=661)
Sto je u skladu s tubularnim oSte¢enjem prisutnim u EN, ali je poveznost bila jedino znacajna
u podskupini ostali (rs=0,299, P<0,001, N=390). (Slika 18) Budu¢i da nema sli¢nih rezultata
u dostupnoj literaturi potrebna su daljnja istraZivanja koja ¢e pokazati znacCajnost spomenutih
odnosa povezanosti o 1mCR i koli¢ine LAP u EN ZariStima.

Dalje smo htjeli ispitati imaju li 1 koliko ispitivani tubularni biljezi u ovom istraZivanju svaki
zasebno dijagnosticku znacajnost u iskljucivanju bolesnih tj. onih s EN u odnosu na ostale
ispitivane podskupine u ovom istrazivanju (,,rule out*) odnosno imaju li i koliko isti ti biljezi
znacajnost u otkrivanju (,,rule in*) stvarno bolesnih u ispitivanom uzorku. ROC analizom
to¢nije usporedbom veli¢ina povrSina ispod ROC krivulja almCR 1 LAP za nefropatiju smo
dobili da je prediktivna vrijednost almCR za nefropatiju bila znacajnije veca tj. da je almCR
test osjetljiviji i specificniji nego li LAP test (razlika izmedu povrsina ispod krivulje=0,269,
SE=0,0531, 95% IP 0,165-0,373, z=5,077, P<0,001) te da LAP za razliku od almCR nije
zadovoljio kriterije za probir kao niti za dijagnosticiranje u ovoj bolesti (158).

ROC analizom dobivena grani¢na vrijednost almCR za nefropatiju je iznosila 31,49 mg/g
kreatinina u mokraci pri ¢emu je osjetljivost testa iznosila 96,3%, a specificnost 94,05%. U
slucaju almCR iznad te grani¢ne vrijednosti 16,17 puta je vjerojatnije da ¢emo u uzoku imati
stvarno bolesnog tj. osobu koja boluje od EN nego li zdravu, dok ispod te vrijednosti
vjerojatnost da ¢emo u uzorku imati stvarno bolesnog je 0,039 puta veca nego li u zdrave

osobe.
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Djukanovi¢ i sur. (170) su takoder pokazali da je jedino almCR uz uzduzni promjer bubrega
varijabla kojom moZemo razlikovati osobe oboljele od EN od onih s drugim bubreZnim
bolestima kao i od zdravih kontrola tj. ispitanika bez bubreZnih bolesti. Interesantan je
podatak da u tom istraZivanju nije bilo razlike u almCR izmedu oboljelih od EN, osoba s
tubulointersticijskim nefritisom druge etiologije kao ni osoba s glomerulonefritisom. Naime, u
sve tri opisane bolesti zahvacen je proksimalni tubul ¢iji je karakteristiCan biljeg olm. Dakle,
mozemo reci da je alm specifican biljeg proksimalnog tubula, ali ne i specifi¢an biljeg za EN
te su uz alm potrebni i drugi parametri za postavljanje dijagnoze EN.

U istrazivanju Djukanovic i sur. kao biljeg osStecenja Cetkaste prevlake proksimalnog tubula
koriSten je enzim intestinalne alkalne fosfataze (1AP) koji se nije pokazao dobrim biljegom u
razlikovanju od zdravih kontrola (ispitanika bez bubreznih bolesti). Iako u oba istraZivanja
(Djukanovic i sur. i nase) su koriseni drugi dijagnosticki kriteriji za EN isti se tubularni biljeg
almCR pokazao znaCajnim u razlikovanju osoba s bubreZnim oSte¢enjem od onih bez
bubreznog ostecenja,

Prema Itoh kriterijima vrijednosti o1mCR iznad 15 mg/g upucuju na tubularnu proteinuriju u
op¢oj populaciji (58), U naSem istrazivanju medijan almCR za sumnjive je bio 19,99 (25.-75.
P. = 8.33-31.91). Uzimaju¢i u obzir ROC krivulju za nefropatiju prema kojoj najniza
vrijednost a1mCR pri kojoj su bili zadovoljeni uvjeti da bi metodologija bila prihvac¢ena (158)
je iznosila 23,47 mg/g kreatinina. Pri toj vrijednosti osjetljivost testa bila je 96,3% a
specificnost 90,4%. 1z podskupine sumnjivih u EN selima 42% ih je imalo almCR iznad
23,47 mg/g kreatinina. U skupini sumnjivih s nalazom iznad 23,47 mg/g kreatinina, a
temeljem ROC krivulje za nefropatiju, moglo bi se ocekivati da ¢e prije¢i u populaciju
bolesnih tj. da ¢e oboljeti. Interesantan je podatak da ispitanici iz podskupine sumnjivih koji
su imali almCR iznad 23,47 njih 78% je imalo pozitivnu obiteljsku anamnezu. Metodom
binarne logisticke regresije je pokazano kako pozitivna obiteljska anamneza za EN velikom
znacajnoS¢u utjeCe na cCinjenicu hoce li netko oboljeti od nefropatije ili ne. Osoba s
pozitivnom obiteljskom anamnezom u ovom istraZivanju je imala 5,8 puta vecu vjerojatnost
oboljeti od nefropatiju nego li osoba bez pozitivne obiteljske anamneze. Uzimajuéi u obzir
navedeno, sumnjivi s almCR iznad 23,47 mg/g kreatinina uz pozitivnu obiteljsku anamnezu,
predstavljaju najugroZeniju skupinu ispitanika u endemskim selima kod kojih bi se mogla
ocekivati pojava nefropatije.

TGFB je jedan od klju¢nih ¢imbenika u bubreZnoj fibrozi a kako je EN bubreZna bolest koju

karakterizira nalaz izrazite hipocelularne fibroze intersticija s tubularnom atrofijom (25, 141-
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142) za ocekivati je da ¢e vrijednosti TGFP biti povec¢ane u oboljelih od EN. Medutim, u
ovom istrazivanju nije bilo razlike izmedu pojednih SZO podskupina u koncentraciji TGFf u
mokracéi iako je uocen trend sniZavanja koli¢ine TGFf od bolesnih preko sumnjivih u odnosu
na preostale podskupine (Slika 16.). Djukanovi¢ i sur. (148) su na malom uzorku ispitanika u
Srbiji pokazali da je medijan koncentracije TGFB1 u mokraéi bio znac¢ajno visi u oboljelih od
EN nego li u zdravih kontrola, dok nije bilo razlike u TGFB1 u odnosu na bolesnike s
glomerulonefritisom. Vazno je za spomenuti kako su 1 u ovom istraZivanju autori u skupinu
oboljelih od EN objedinili bolesne i sumnjive prema Danilovi¢evim kriterijima, dok u naSem
istrazivanju su oboljeli od EN ukljucivali samo ispitanike iz podskupine bolesnih prema SZO
kriterijima. Osim toga, u naSem istraZivanju nije koriStena ELISA za odredivanje TGFf u
mokraci ve¢ bioloski test TGFB-osjetljivih BL41 stanica s luciferaznom aktivno$éu (150).
Naime, komercijalnim testovima se odreduje samo tip 1 TGFp (ELISA), dok primjenjenim
testom u ovom istraZzivanju sva tri tipa TGFp vezivanjem na TGFp receptore na stanici i
aktivacijom TGFPB Smad signalnog puta. S obzirom na navedeno bilo bi za ocekivati da ¢e
razlike izmedu SZO podskupina biti znacajnije. Medutim, ovim istraZivanjem to nije
potvrdeno. U naSem istrazivanju nije bilo povezanosti izmedu TGFp i dijagnoze nefropatije
(rs=0,072 P=0,062 N=680), kao niti izmedu TGFf i tubularnih biljega LAP (r,=0,224 P<0,001
N =680) i almCR, ACR i eGFR. (Tablica 19.). Takoder u istrazivanju De Muro i sur. (150)
nije bilo povezanosti izmedu pokazatelja bubrezne funkcije i TGFB1 u mokradi u razli¢itim
ispitivanim nefropatijama. Naime, postoje oprecni podaci o povezanosti TGFp i histoloskih
promjena u bubregu. U istrazivanjima de Muro i Hamarakija (150, 171) nije bilo povezanosti
izmedu TGFP1 u mokraéi i stupnja fibroze u promatranim tubulointersticijskim bolestima
koje nisu ukljucivale EN. S druge strane, u istraZivanjima Murakamija i Yamamote TGFB1 u
mokraci je korelirao sa stupnjem intersticijske fibroze u ispitivanim glomerularnim bolestima
(122,172). S obzirom da u ovom istrazivanju nisu radene biopsije bubrega iz etickih razloga,
nije moguce potvrditi povezanost TGFP u mokraéi i stupnja fibroze u oboljelih od EN t;.
bolesnih prema SZO kriterijima.

Osim za ve¢ spomenute tubularne biljege htjeli smo takoder ispitati ima li i koliko TGFf
dijagnosticku znacajnost u isklju¢ivanju zdravih odnosno dijagnosticku znacajnost u
otkrivanju bolesnih u ispitivanom uzorku. ROC analizom to¢nije usporedbom veli¢ina
povrsina ispod ROC krivulja almCR i TGFB za nefropatiju dobili smo da je prediktivna
vrijednost almCR za nefropatiju znacajnije veca tj. da je almCR test osjetljiviji i specificniji

nego li TGF (razlika izmedu povrSina ispod krivulje=0,375, SE=0,046, 95% IP 0,285-0,465,
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z=8,165, P<0,001) te da TGFp ne zadovoljava kriterije za probir kao niti za dijagnosticiranje
u ovoj bolesti (158). (Slika 23.)

Osim toga, u ovom istraZivanju nije nadena razlika u povrS§inama ROC krivulja izmedu LAP i
TGFp (razlika izmedu povrSina ispod krivulje=0,106, SE=0,0573, 95% IP -0,00645-0,218,
z=1,847, P=0,065) tj. nije bilo znaCajne razlike u osjetljivosti i specificnosti spomenutih
biljega. Ovi rezultati upué¢uju da TGFp nije dobar biljeg u razlikovanju pojednih SZO
podskupina kao niti oboljelih od EN (bolesnih prema SZO) u odnosu na ostale ispitivane
podskupine u EN selima.

Terminalni stadij EN makroskospski obiljeZavaju izrazito mali simetricno skvreni bubrezi
glatkih kontura (46, 49). U ovom istraZzivanju uzduZzni promjeri kao 1 debljine parenhima oba
bubrega su bili znacajno manji u bolesnih u usporedbi sa svim preostalim ispitivanim
podskupinama (svi P<0,001), dok su ispitanici u kontrolnim selima imali znaCajno vece
uzduzne promjere i debljine parenhima oba bubrega u usporedbi sa svim preostalim
ispitivanim podskupinama u uzorku (svi P<0,05). Sumnjivi su takoder imali manje uzduzne
promjere 1 debljine parenhima u odnosu na rizi¢ne i ostale ispitanike u EN selima kao 1 na
ispitanike u kontrolnim selima, dok nije bilo razlike u uzduZnim promjerima i debljini
parenhima izmedu podskupina rizi¢nih i ostalih u EN selima (P>0,05). (Slika 14. i Slika 15.).
Opisani rezultati upucuju da su ultrazvuéni pokazatelji veli¢ine bubrega i debljine parenhima
znacajni u razlikovanju pojednih SZO podskupina, Sli¢ne rezultate su dobili Djukanovic i sur.
(173) Ovi su autori takoder pokazali da je uz spomenuti olmCR uzduZni promjer bubrega
znacajan u razlikovanju oboljelih od EN s jedne strane od zdravih kontrola (ispitanici bez
bubrezne bolesti bez obzira na etiologiju) odnosno drugih bubreZnih bolesti s druge strane
(170). Ponovno su ovi autori u skupini oboljelih objedinili bolesne i sumnjive prema
Danilovi¢evima kriterijima, dok kod nas svaka podskupina je uzeta zasebno. No bez obzira na
razli¢ite kriterije rezultati oba istraZivanja upucuju da je ultrazvuk urotrakta vazan u

postavaljanju dijagnoze nefropatije kao i probiru rizicne populacije u EN selima.
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6. ZAKLJUCAK
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Zakljudci:

10.

Prevalencija bolesnih, sumnjivih, rizicnih i ostalih u EN selima se nije znacajnije
mijenjala posljednjih tridesetak godina

Ostali i rizicni u EN selima vjerojatno nece razviti bubreZznu bolest. Naime, prije
tridesetak godina u dobi u kojoj se sada nalaze spomentute podskupine (45-50 godina)
su bili oboljeli od EN, a u ovom istraZzivanju ostali 1 rizini nemaju znakove bubrezne
bolesti Sto govori u prilog moguceg nestanka endemske nefropatije.

Anemija nije dobar niti bitan parametar u razlikovanju pojednih SZO podskupina pa
viSe ne treba biti ukljucena u kriterije za EN.

Test trakom za eritrocituriju nije dobar test probira za potencijali tumor prijelanog
epitela gornjeg mokra¢nog sutava u EN selima.

Procjena bubrezne funkcije pomo¢u MDRD jednadzbe je bolja od kreatinina u serumu
u razlikovanju bolesnih i sumnjivih u odnosu na preostale SZO podskupine (rizi¢ne i
ostale) pa stoga treba biti uklju¢ena u kriterije za EN.

LAP i TGFB u mokra¢i nisu dobri biljezi za dijagnosticiranje EN kao niti za probir
populacije u EN selima.

almCR je znacajan biljeg u razlikovanju pojedinih SZO podskupina u EN selima te
preporucena vrijednost almCR ne bi trebala viSe biti dosadasnjih 15 mg/g kreatinina
ve¢ 23,5 mg/g kreatinina.

UzduZzni promjer kao i debljina parenhima bubrega su znacajni pokazatelji u
razlikovanju pojednih SZO podskupina pa bi stoga trebali biti ukljuceni u kriterije za
EN.

Osobe s pozitivhom anamnezom za EN imaju 5,8 puta vecu vjerojatnost oboljeti od
EN nego li osobe bez pozitivne anamneze bez obzira u kojoj se SZO podskupini
nalazi, osim naravno ve¢ onih koji boluju od nefropatije. Stoga bi pozitivna obiteljska
anamneza za EN trebala ostati kao jedan od bitnih kriterija za EN.

Sumnjivi s pozitivnom anamnezom za EN s almCR ve¢im od 23,5 mg/g kreatinina
predstvaljaju najugrozeniju skupinu osoba u EN selima buduc¢i da bi se kod njih mogla

ocekivati pojava EN.
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7. SAZETAK
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EN je kroni¢na nefropatija aristolohi¢ne kiseline ¢ija se ucestalost nije bitnije mijenjala
posljednjih tri desetljeca. U EN selima biljezi se pomak u postavljanju dijagnoze EN prema
starijoj dobi. Ostali 1 rizicni u EN selima vjerojatno nece razviti nefropatiju bubuc¢i da su prije
tri desetljeca u dobi u kojoj se sada nalaze spomenute SZO podskupine (45-50 godina) bili
oboljeli od EN, a rizi¢ni i ostali sada nemaju znakove bubrezne bolesti Sto otvara pitanje
ranije izloZenosti spomenutih podskupina etioloSkom c¢imbeniku kao 1 pitanje moguceg
nestanka EN.

Anemija koja je inaCe obiljezje kroni¢ne bubrezne bolesti nije se pokazala dobrim biljegom u
razlikovanju pojednih SZO podskupina pa vise ne treba biti ukljucena u dijagosticke kriterije.
Osim toga, nije bilo razlike izmedu kontrolnih i EN sela kao niti izmedu pojednih SZO
podskupina test trakom za eritocituriju, pa time taj test nije dobar test probira za tumor
prijelaznog epitela mokra¢nog sustava.

Iako ranu fazu EN karakterizira oSte¢enje proksimalnog tubula odredivanje LAP se nije
pokazalo korisno u razlikovanju pojednih SZO podskupina kao niti EN sela od kontrolnih
sela. Osim toga, progresijom nefropatije naroCito u uznapredovaloj fazi prisutna je
intersticijska fibroza a TGFp je klju¢ni ¢imbenik u procesu bubrezne fibroze (99). Prema
nekim istraZivanjima koncentracija TGFJ u mokra¢i ne pokazuje povezanost sa stupnjem
bubreZne fibroze (153; 171). U naSem istraZivanju TGF u mokraci nije se pokazao korisnim
kako u razlikovanju pojednih SZO podskupina tako i u dijagnosticiranju EN.

Procjena bubrezne funkcije prema MDRD jednadzbi kao i uzduZni promjeri i debljina
parenhima bubrega su se pokazali kao znacajni pokazatelji u razlikovanju pojednih SZO
podskupina u ovom istrazivanju te bi ih trebalo ukljuciti u dijagnostiCke kriterije za EN.
Takoder jedan od znacajnih biljega u probiru i dijagnosticiranju EN u istraZivanju bio je i
almCR. Na temelju naSih rezulatata grani¢na vrijednost za probir populacije u EN selima bi
trebala biti 23,5 mg/g kreatinina, a ne dosadasnjih 15 mg/g , dok za postavljanje dijagnoze EN
31,5 mg/g kreatinina.

Pozitivna obiteljska anamneza za EN za 5,8 puta povecava vjerojatnost oboljenja od EN u
odnosu na one bez pozitivne anamenze pa je bitan kriterij u probiru populacije u EN selima
ali i u dijagnosticiranju EN.

Ukupno gledajuc¢i, osobe s pozitivnom obiteljskom anamnezom za EN $to odgovara
podskupini riziénih prema SZO kriterijima kao 1 onih s almCR iznad 23,5 mg/g kreatinina
koji u ovom istraZzivanju obuhvacaju dio podskupine sumnjivih prema SZO kriterijima Cine

posebno ugrozene skupine za razvoj EN te zahtjevaju redovito medicinsko pracenje.
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8. SUMMARY
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EN is a chronic aristolochic acid nephropathy whose prevalence has not been changed
significantly in the last 3 decades. In EN villages there has been a shift towards an older age
in diagnosing EN. We do not expect the development of EN in persons in the WHO
subgroups of others and those at risk because at their age (45-50 yrs) 30 years ago there were
persons in  WHO subgroup of the diseased, but in this study the persons in the subgroups of
others and those at risk do not have the signs of kidney disease. The aforementioned data rise
the question of the exposure to etiological agent 30 years ago as well as the question of
plausible disappearance of EN.

Anemia, a characteristic of a chronic kidney disease, has not shown to be a good marker in
differentiating WHO subgruops and therefore should not be used as a diagnostic criterion for
EN. Furthermore, there was no difference in blood in urinary dipstick test between EN and
control villages as well as among the study subgroups, Therefore, this test is not a good
screening tool in detecting those with urothelial tumor among farmers in EN villages.
Although the early phase of EN is characterized by the proximal tubule damage, the proximal
tubule enzyme LAP has not shown to be a good marker in differentiating the study subgroups.
Moreover, the progression of EN, especially in the advance stage of the disease is
characterized by interstital renal fibrosis and TGFp in renal fibrosis plays a central role (99).
Several studies have shown no correlation between urinary TGFf and histological findings of
renal fibrosis (153, 171). In our study urinary TGF has not shown to be a good marker in
differentiating the study subgroups.

In our study the assesment of kidney function by MDRD formula as well as both kidney
lenght and parenchima thickness, have shown to be good markers in differentiating the study
subgroups and therefore should be implemented into the diagnostic criteria for EN.

Also, almCR has shown to be a great marker in screening and diagnosing EN in the study,
Based on our results the cut off value of almCR for screening should be 23,5 mg/g creatinine
instead of 15 mg/g creatinine in the present criteria, while for making a diagnosis of EN 31,5
mg/g creatinine.

Positive family history for EN increases 5,8 times the risk for developing EN compared to a
negative one. Therefore, positive family history for EN is an important criterion for screening
and diagnosing EN.

Taken together, persons with positive family history for EN, i.e WHO subgrup of those at risk

as well as those with almCR greater than 23,5 mg/g creatinine who in our study partly
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represent persons in the WHO subgroup of suspected of having EN, are persons with greater

risk for developing EN and therefore should be regularly followed up by their GPs.
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Jelakovica. 2005. godine upisala sam znanstveni poslijediplomski studij ,.Biomedicina i
zdravstvo® na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. U ozujku 2007. godine zapocela
sam specijalizaciju iz interne medicine. Tijekom 2008. i 2009. godine boravila sam u Zavodu
za eksperimentalnu nefrologiju u laboratoriju za eksperimentalnu hormononologiju
Medicinskog fakulteta Slobodnog sveuciliSta u Briselu u Belgiji, gdje sam se bavila
istrazivackim radom u podrucju eksperimentalne proteomike pod vodstvom profesorice Joelle
L, Nortier.

Dobitnica sam i medunarodnih nagrada (2007. godine ISH — ESH ,Jiri Widimsky, sr.”“ za
mlade istraZzivaCe za znacajan znanstveni doprinos iz podrucja hipertenzije, Milano, Italija;
2009, godine druga nagrada na 5. Srednjoeuropskom kongresu o hipertenziji u Zagrebu).
Autor sam ukupno 18 znanstvenih radova od kojih su 3 publicirana u ¢asopisima koji se

citiraju u Current Contents.
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