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DIJAGNOSTICKI I EKONOMSKI ZNACAJ
ODREDPIVANJA BIOMARKERA AKUTNOG OSTECENJA
BUBREGA KOD DECE

REZIME

Akutno ostecenje bubrega (AOB) se odlikuje naglim pogorSanjem bubrezne
funkcije u periodu od nekoliko sati ili dana, usled ¢ega bubrezi nisu sposobni da
efikasno izluuju azotne produkte metabolizma i odrZzavaju homeostazu tec¢nosti i
elektrolita u organizmu. Razvoj AOB tokom boravka pacijenata na intenzivnoj nezi je
povezan sa devet puta ve¢om stopom smrtnosti i Cetiri puta duzim boravkom u bolnici.
Pored toga, postoje brojni dokazi da je rizik od hroni¢nih komplikacija znacajno uveéan
kod pacijenata sa AOB. Blagovremeno identifikovanje dece sa AOB moze biti od
kljuénog znacaja za dalje zbrinjavanje, pogotovu $to trenutni laboratorijski i1 klinicki
parametri nisu dovoljno pouzdani za detekciju akutnog oSteCenja. Koncentracija
kreatinina u serumu, koja je trenutno glavni dijagnosticki test, uvecava se kasno u AOB.
Zato su aktuelna ispitivanja biomarkera koji odrazavaju promenu bubreZne funkcije u
akutnim stanjima, ukljucujuéi cistatin C [Cystatin-C (Cys-C)], lipokalin [neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL)], molekul oStecenja bubrega-1 [Kidney injury
molecule-1 (KIM-1)], jetreni tip vezujuceg proteina za masne kiseline [liver-type fatty
acid-binding protein (L-FABP)].

Mogu¢i uzrok za razvoj AOB je i tezi oblik infekcije urinarnog trakta (IUT).
Aktuelna dijagnosticka procedura za pracenje zahvacenosti bubrega tokom IUT je
scintigrafija bubrega, koja je invazivna i skupa dijagnosti¢ka tehnika. Pored toga, danas
je dobro poznato da oksidativni stres ima vaznu ulogu u patogenezi bolesti bubrega.
Posto je efekat razli¢itih oksidanasa i antioksidanasa u serumu aditivan, primenom Erel-
ovih metoda moze se odrediti ukupan kapacitet svih pojedinaénih oksidanasa i
antioksidanasa u organizmu koji se oznaCavaju kao totalni oksidativni status (TOS) i
totalni antioksidativni status (TAS).

Sa ekonomske tacke gledisSta, AOB je povezano sa ve¢im utroskom finansijskih

sredstava usled duzeg boravka ovih pacijenata u bolnici, ali i ve¢ih troSkova povezanih



sa dugoronim posledicama. AOB je Cesta komplikacija i tokom kardiohirurskih
intervencija u pedijatriji.

Cilj ove studije bio je ispitivanje promena biomarkera bubrezne funkcije: KIM-1,
NGAL u urinu (UNGAL) i NGAL u serumu (SNGAL) u odnosu na stanje infekcije i
razvoj AOB, kao i utvrdivanje dijagnosticke tacnosti ovih parametara u skriningu
razvoja AOB 1 duZzine trajanja inflamacije kod dece sa IUT. Takode je ispitivan i
ukupan prooksidantni i antioksidativni kapacitet dece sa IUT merenjem parametara:
TOS, TAS, indeksa oksidativnog stresa (OSl), kao i njihove promene u skladu sa
stanjem akutne inflamacije i razvojem AOB. Uradena je ckonomska procena
efektivnosti primene razli¢itih AOB biomarkera: uNGAL, L-FABP u urinu (uL-FABP)
i Cys-C u serumu (sCys-C) u odnosu na aktuelnu dijagnosticku metodu (merenje
koncentracije kreatinina u serumu) kod dece u kardiohirurgiji.

Ispitivanje biomarkera bubrezne funkcije KIM-1, UNGAL, SNGAL i parametara
oksidativnog statusa TOS, TAS, OSI je obuhvatilo 50 pacijenata prosecne starosti 0ko
dve godine kojima je na prijemu u bolnicu Univerzitetske decije klinike u Beogradu
dijagnostikovana prva febrilna IUT. U ekonomskoj analizi primene biomarkera AOB
kod dece u kardiohirurgiji primenjena je inkrementalna analiza odnosa troSkova i
efektivnosti (TE). Kao pokazatelj efektivnosti primenjen je parametar godine Zivota
prilagodene u odnosu na kvalitet [Quality adjusted life-year (QALY)].

Ispitivanjem biomarkera bubrezne funkcije kod dece sa IUT utvrdeno je da su
koncentracije uNGAL kod ispitanika sa duZim trajanjem inflamacije bile vise (115,37
ng/mL) u odnosu na uNGAL koncentracije ispitanika sa kra¢im trajanjem inflamacije u
isto vreme (67,87 ng/mL, P=0,022). Od parametara oksidativnog statusa, TAS vrednosti
su bile znaCajno viSe kod pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije (0,99 mmol/L *
0,40 mmol/L) u odnosu na one kod kojih je inflamacija krace trajala (0,57 mmol/L +
0,37 mmol/L), P=0,017. Shodno tome, OSI vrednosti su bile znacajno nize u grupi sa
duzim trajanja inflamacije [0,032 AU (0,018-0,042)] nego u grupi sa krac¢im trajanjem
inflamacije [0,041 AU (0,029-0,053)], P=0,037. Iako su znacajne razlike u bazalnim
vrednostima izmedu grupa sa i bez AOB utvrdene jedino za KIM-1 (0,519 vs. 0,287
ng/mL, P=0,038), tokom prijema pacijenata u bolnicu KIM-1 nije pokazao sposobnost
razdvajanja pacijenata sa AOB i bez AOB (AUC=0,620, P=0,175).



Rezultati ekonomske analize su prikazani kao inkrementalni odnos TE
[incremental cost-effectiveness ratio (ICER)]. Analizirane dijagnosticke strategije
primene biomarkera za AOB su bile isplative u odnosu na aktuelnu dijagnosticku
metodu. Medutim, strategije bazirane na primeni uNGAL i sCysC su imale vece
troskove i nizu efikasnost (dominirane) u odnosu na uL-FABP strategiju. ICER za uL-
FABP u poredenju sa serumskim kreatininom je 5959,35$ po jednom dodatnom QALY.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da iako se uNGAL moze primeniti kao
osetljiv marker za rano otkrivanje IUT u odsustvu AOB, bazalne vrednosti uUNGAL se
ne mogu koristiti za procenu duzeg trajanja inflamacije u cilju prognoze ishoda bolesti
kod dece sa IUT. KIM-1 je manje osetljiv na stanje inflamacije od NGAL i samim tim
vise specifican za ishemijsko oSteCenje bubrega. Medutim, dijagnosticka ta¢nost KIM-1
u detekciji razvoja AOB kod dece sa IUT nije zadovoljavajuca za klinicku primenu.
Parametri TAS i OSI kao markeri oksidativnog stresa tokom IUT su se menjali u
zavisnosti od trajanja inflamacije. Medutim, nijedan od ispitivanih parametara
oksidativnog stresa nije ispoljio osetljivost na akutne promene u funkciji bubrega.

Rezultati ekonomske studije sugeriSu da bi upotreba uL-FABP predstavljala
troSkovno efikasnu strategiju za rano otkrivanje AOB kod dece tokom kardiohirur§kih

intervencija.
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DIAGNOSTIC AND ECONOMIC IMPACT OF ACUTE
KIDNEY INJURY BIOMARKERS DETERMINATION IN
PEDIATRIC POPULATION

ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is characterized by a reversible increase in the blood
concentration of creatinine and nitrogenous waste products and by the inability of the
kidney to regulate fluid and electrolyte homeostasis appropriately. The development of
AKI during the stay of patients in intensive care is associated with nine times higher the
mortality rate and four times longer hospital stay. Retrospective studies also suggest that
the presence of AKI after cardiac surgery may be associated with the development of
chronic kidney disease (CKD). Timely identification of children with AKI may be
critical to management, though current laboratory and clinical markers may be
unreliable for acute injury. Increase in serum creatinine (sCr) concentration is used for
the diagnosis of AKI. Unfortunately, increase in sCr concentration may be delayed
compared to the already existing renal impairement and therefore administered therapy
may be less effective. The search is on for real-time markers of AKI, which would
allow for rapid and reliable diagnosis, including cystatin-C (Cys-C), neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1), liver-type
fatty acid-binding protein (L-FABP).

Possible cause for the development of AKI is a severe form of urinary tract
infection (UTI). Scintigraphy is a current diagnostic procedure for monitoring of renal
involvement during UTI (upper UTI) . In addition, nowadays it is a well-known fact that
oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of various kidney diseases.
Since the effect of various oxidants and antioxidants in serum are additive, the total
capacity of all the individual oxidants and antioxidants in the body can be determined
by Erel's methods, which are referred as total oxidative status (TOS) and the total
antioxidant status (TAS).

From an economic standpoint, AKI is associated with higher resource use, as

measured by longer intensive care unit and hospital lengths of stay, in addition to higher



costs associated with its long-term effects. AKI is significant problem in children with
congenital heart disease (CHD) who undergo cardiac surgery.

The aim of this study was to examine the changes of biomarkers of renal function:
KIM-1, NGAL in urine (UNGAL), and NGAL in serum (SNGAL) compared to the
infection and the development of AKI, as well as determining the diagnostic accuracy of
these parameters in the screening of AKI development and duration of inflammation in
children with UTI. Also, this study examined the total prooxidant and antioxidant
capacity of children with UTI measuring parameters: TOS, TAS, oxidative stress index
(OSI), as well as their changes in accordance with a state of acute inflammation and the
development of AKI. The aim of economic study was to perform the cost-effectiveness
analysis of using UNGAL, serum cystatin C (sCysC), and urine liver fatty acid-binding
protein (uL-FABP) for the diagnosis of AKI in children after cardiac surgery compared
with current diagnostic method (monitoring of sCr level).

Investigation of biomarkers of kidney function KIM-1, uNGAL, sNGAL and
oxidative status parameters TOS, TAS, OSI included 50 patients with an average age
about two years, whom diagnosed first febrile UTI at the admission of the University
Children Hospital in Belgrade. In economic evaluation of application of AKI
biomarkers in children after cardiac surgery incremental cost-effectiveness analysis
(ICEA) was applied. The utility measurement included in the analysis was quality-
adjusted life years (QALY).

Investigation of AKI biomarkers in children with UTI has showen that UNGAL
levels in subjects with longer duration of inflammation were higher (115.37 ng/mL)
than uUNGAL levels in subjects with shorter duration of inflammation (67.87 ng/mL,
P=0.022). Difference in SNGAL and KIM-1 levels were not significant (P=0.155 and
P=0.198, respectively). Significant difference was seen in KIM-1 excretion among
groups with and without AKI (P=0.038). KIM-1 was not able to discriminate between
subjects with and without AKI (area under the curves (AUC)=0.620, P=0.175).
According to duration of inflammation during UTI, TAS values were significantly
higher (0.99 v.s. 0.58 mmol/L, P=0.017) and OSI values were significantly lower (0.032
v.s. 0.041 AU, P=0.037) in the subjects with longer duration of inflammation than in the
subjects with shorter duration of inflammation. Basal values of oxidative status

parameters did not show significant difference according to AKI development.



The results of the economic analysis are presented as the incremental cost-
effectiveness ratio (ICER). Analysed biomarker-based diagnostic strategies for AKI
were cost-effective compared to current diagnostic method. However, uNGAL and sCys
C strategies yielded higher costs and lower effectiveness compared to uL-FABP
strategy. Therefore, ICER for uL-FABP compared to sCr was $5959.35/QALY.

Results of this study show that although uNGAL can be used as a sensitive
marker for early detection of UTI in the absence of AKI, baseline uNGAL can not be
used to estimate duration of inflammation in order prediction of disease outcome in
children with UTI. KIM-1 is less sensitive to the state of inflammation than NGAL and
thus more specific for ischemic kidney injury. However, accuracy of KIM-1 in
screening of AKI development in children with UTI is low. TAS and OSI as markers of
oxidative stress during UTI are sensitive to accompanying inflammatory condition.

Results of economic evaluation of AKI biomarkers in children after cardiac
surgery, suggest that the use of uL-FABP would represent cost-effective strategy for

early diagnosis of AKI in children after cardiac surgery.

Key words: acute kidney injury, urinary tract infection, cardiac surgery, children,
biomarkers, oxidative stress, cost effectiveness analysis
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

ABTS — [2,2-azobis (3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat)]
AC - aorta clamp

AKIN - Acute Kidney Injury Network

AOB - akutno oStecenje bubrega

ATN — akutna tubularna nekroza

AU - arbitrary unit

BUN - blood urea nitrogen

CEA - cost-effectiveness analysis

CPB - cardiopulmonary bypass

CRP - C reaktivni protein

Cys-C - Cystatin-C (cistatin C)

DAM - Decision-Analytic Model

ESRD - end-stage renal disease

FABPs - fatty acid binding proteins

GFR - glomerular filtration rate

HAVCR-1 - hepatitis A virus cellular receptor-1

HBB - hroni¢na bolest bubrega

HCUP - Healthcare Cost and Utilization Project

HRP - horseradish-peroxidase

IUT- infekcija urinarnog trakta

KID - Kids’ Inpatient Database

KIM-1 - kidney injury molecule-1 (molekul oste¢enja bubrega-1)
L-FABP - liver-type fatty acid-binding protein (jetreni tip vezujuéeg proteina za masne
kiseline)

LMIRS - leukocyte mono-lg—like receptor 5

LN - laZno negativni rezultati

LP - lazno pozitivni rezultati

MDRD - Modification of Diet in Renal Disease

MMP-9 - matriks metaloproteinaza-9



NAPRTCS - North American Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies
NGAL - neutrophil gelatinase-associated lipocalin (lipokalin)
OSI- indeks oksidativnog stresa

PN - pravi negativni rezultati

POC - point-of-care

PP - pravi pozitivni rezultati

PRIFLE - pediatric RIFLE

QALY - quality adjusted life-year

RACHS - Risk Adjustment for Congenital Heart Surgery
RIFLE - Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage Kidney Disease
ROC - Receiver Operating characteristic Curve

RRT - Renal Replacement Therapy

sCys C - Cys C u serumu

SNGAL- NGAL u serumu

TAS- totalni antioksidativni status

Tc 99m DMSK - Tehnecijum 99m dimerkaptosukcinilna kiselina
TE - analiza odnosa troskova 1 efektivnosti

TFEC - S-(1,1,2,2-tetrafluoroetil)-L-cistein

TIM-1 - T-cell immunoglobulin mucin-1

TMB — tetrametilbenzidin

TNF-a - tumor necrosis factor alpha

TOS- totalni oksidativni status

uL-FABP - L-FABP u urinu

UNGAL - NGAL u urinu
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1. UVOD

Bubrezi imaju centralnu ulogu u homeostatskim mehanizmima organizma i stoga je
poremecaj funkcije bubrega povezan sa uvecanom stopom morbiditeta i mortaliteta (1).
Oboljenje bubrega mogu uzrokovati razli¢iti poremecaji kao Sto su infekcije, trovanja,
ishemija, hipertenzija, genetska i metabolicka oboljenja, autoimuni poremecaji. Kao
rezultat ovih razli¢itih poremecéaja moze doc¢i do razvoja akutnog ostecenja bubrega (AOB)
koje se definiSe kao naglo smanjenje bubrezne funkcije i izlu€ivanje urina (2), ili hroni¢ne
bolesti bubrega (HBB) u kojoj izmenjena struktura i funkcija bubrega postoje najmanje tri
meseca (3). HBB predstavlja veliki zdravstveni problem Sirom sveta, ¢ija se incidenca i
prevalenca permanentno uvecéavaju, a karakteriSe ih tezak ishod bolesti 1 visoki troskovi
lecenja. Bolesti bubrega se mogu ispoljiti pojavom karakteristi¢nih simptoma, ali su ¢eScée
asimptomatske. Zbog Ce$ée asimptomatske prirode HBB se obi¢no detektuje u odmakloj
fazi, usled cega se smanjuje moguénost uticaja na tok 1 ishod bolesti. Sa druge strane, AOB
karakteriSe visoka stopa mortaliteta uprkos permanentnom unapredenju tretmana ovog tipa
bolesti. Progresija akutne bubrezne bolesti u hroni¢nu, 1 hroni¢ne u bubreZnu insuficijenciju
moZe se prevenirati ili pak odloziti ranom dijagnostikom bolesti 1 blagovremenim
tretmanom (4, 5). Uprkos ohrabruju¢im rezultatima u tretmanu AOB koje pokazuju studije
sprovedene na Zivotinjama (6), nijedan tretman nije dokazan kao potpuno uspeSan kod
ljudi. Jedan od bitnih razloga koji doprinosi ovom problemu jeste nedostatak biomarkera za
ranu dijagnostiku AOB. Tradicionalni laboratorijski pristup za detekciju bubreznih bolesti
obuhvata odredivanje koncentracije kreatinina, ureje, azota u krvi [blood urea nitrogen
(BUN)], elektrolita u serumu i urinu, klirensa kreatinina, kao i hemijski i mikroskopski
pregled urina (1). Koncentracija kreatinina u serumu, koja je trenutno glavni dijagnosticki
test, uvecava se kasno u AOB i1 marker je sa ograni¢enom ta¢no$¢u u slucaju akutne
promene brzine glomerularne filtracije [glomerular filtration rate (GFR)] (7). Pored toga,
iako je biopsija bubrega jos uvek zlatni standard za postavljenje dijagnoze AOB i HBB (8),

radi se o invazivnoj proceduri koja obi¢no zahteva hospitalizaciju. Takode, iako je biopsija
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korisna za postavljanje dijagnoze, ona ne daje uvek smernice u pogledu lecenja i prognoze

bolesti.

1.1. Akutno oStecenje bubrega

1.1.1. Definicija i klasifikacija AOB

Termin AOB je nedavno uveden kao zamena za termin akutna bubrezna
insuficijencija. PredloZen je sa ciljem da se bolje sagleda raznovrstan spektar molekularnih
i biohemijskih procesa koji karakteriSu AOB sindrom (9). Nedostatak preporucene,
precizne definicije AOB predstavljao je veliki problem za utvrdivanje incidence AOB po
istom kriterijumu, kao i za poredenje rezultata razliCitih studija. Radna grupa koja je
zaduZena za kontrolu kvaliteta primene dijalize u akutnim stanjima utvrdila je preko 30
definicija za AOB koje su kori§¢ene u strucnoj literaturi. Definicije za AOB su varirale od
stanja u kojima je bazalna vrednost serumskog kreatinina povecana za 25%, do stanja u
kojima je primena dijalize neophodna (9). Prema opstoj definiciji, AOB se odlikuje naglim
pogor$anjem bubrezne funkcije u periodu od nekoliko sati ili dana, usled ¢ega bubrezi nisu
sposobni da efikasno izluCuju azotne produkte metabolizma i odrzavaju homeostazu
teCnosti i elektrolita u organizmu (10). Kako bi se izbegla varijabilnost definicija u
klinickoj praksi, medunarodni paneli usvojeni konsenzusom su standardizovali definiciju
AOB, najpre 2002. godine uvodenjem Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage Kidney
Disease (RIFLE) sistema klasifikacije (11), koji je modifikovan 2007. godine definisanjem
Acute Kidney Injury Network (AKIN) sistema klasifikacije (12).

RIFLE sistem klasifikacije obuhvata pet kategorija, tri stepena jacine: rizik za
ostecenje (R - risk of injury), oSte¢enje bubrezne funkcije (I - injury), slabost bubrezne
funkcije (F - failure), kao i dva ishoda: gubitak bubrezne funkcije (L - loss of function) i
zavr$ni stadijum bolesti bubrega (E — end-stage renal disease), (tabela 1). Klasifikacione
kriterijume za AOB u RIFLE sistemu klasifikacije ¢ine: koncentracija kreatinina u serumu,

GFR i izlu¢ivanje urina.
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Tabela 1. RIFLE sistem Klasifikacije za AOB

Kriterijum
RIFLE kategorija Koncentrac(:;j;; reatininal Izludivanje urina
Stepen jacline
Risk 1 Kreatinin >1,5x ili
Rizik | GFR>25% <0,5 mL/kg/h tokom 6h
Injury 1 Kreatinin >2x ili
Oizantt | GFR>50% <0,5 mL/kg/h tokom 12h
. 1 Kreatinin >3x ili
gﬁ:tl)%rsi [Kreatinin]>350 pmol/L <()i,”3&:1r1]t:il<_g/2);t<%l§m1122h4h
ili | GFR>75% )
Ishod
Loss of function Perzistentan gubitak bubrezne i
Gubitak bubrezne funkcije funkcije >4 nedelje
End-sta%e 'renalfnsease Perzistentan gubitak bubrezne
Zavrsni stadijum - -
. funkcije >3 meseca
bolesti burega

Tabela modifikovana prema referenci broj 15

AKIN sistem klasifikacije definiSe AOB u odnosu na apsolutno i procentualno
povecanje serumskog kreatinina ili izlu¢ivanje urina, (tabela 2). Ovaj sistem klasifikacije
unosi proSirenje vremenskog perioda za postavljenje AOB dijagnoze, kao i upotrebu
termina “insuficijencija" za pacijente kod kojih je neophodno primeniti terapiju zamene
bubrezne funkcije [renal replacement therapy (RRT)], bez obzira na vrednosti kreatinina il
oliguriju. Prema AKIN kriterijumu, AOB se definiSe kao naglo smanjenje bubrezne
funkcije (u toku 48h) mereno apsolutnim povecanjem koncentracije kreatinina u serumu za
0,3 mg/dL (26,5 umol/L), procentualnim povecanjem od 50% ili oligurijom (<0,5 mL/kg/h)
koja traje duze od 6h. U AKIN sistemu Kklasifikacije kategorije 1, 2 i 3 zamenjuju tri

stepena jacine R, I 1 F iz RIFLE sistema klasifikacije.
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Tabela 2. AKIN sistem klasifikacije za AOB

Kriterijum

> 0,3 mg/dL (26,5 umol/L) ili
1 150-200% (1.5-1,99) <0,5 mL/kg/h tokom 6h
1200-300% (2,0-2,99x) <0,5 mL/kg/h tokom 12h
1300% (> 3x) ili
>354 pumol/L <0,3 mL/kg/h tokom 24h
sa akutnom epizodom ili anurija tokom 12h
>44 umol/L

Tabela modifikovana prema referenci broj 15

RIFLE sistem Klasifikacije je kasnije modifikovan za potrebe pedijatrijske
populacije (pediatric RIFLE (pRIFLE)) (13) (tabela 3), gde je kao Kkriterijum za
postavljenje dijagnoze AOB primenjen klirens kreatinina koji se izraCunava primenom

Schwartz-ove formule (14).
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Tabela 3: Modifikacija RIFLE sistema klasifikacije za AOB u pedijatriji (PRIFLE)

Kriterijum
pRIFLE kategorija Procenjen klirens kreatinina Izlu¢ivanje urina
Stepen jacline
Risk 0
Rizik 1 225% <0,5 mL/kg/h tokom 8h
Injury 1 250% <0,5 mL/kg/h tokom 16h
Ostecenje
Failure 1 >75% <0,3 mL/kg/h tokom 24h
Slabost ili <35 mL/min/1,73m? ili anurija tokom 12h
Ishod
Loss of function Perzistentan gubitak bubrezne )
Gubitak bubrezne funkcije funkcije >4 nedelje
End-stage .renal.qlsease Perzistentan gubitak bubrezne
Zavrsni stadijum - -
: funkcije >3 meseca
bolesti burega

Tabela modifikovana prema referenci broj 15

Medutim, iako su nedavno uvedeni sistemi klasifikacije AOB, pRIFLE i AKIN
korisni za retrospektivna ispitivanja i epidemioloske studije, oni imaju ograni¢enu upotrebu
za lekare u proceni stanja dece u svakodnevnoj klini¢koj praksi (15). IzluCivanje urina je
pod uticajem statusa ukupnog volumena tecnosti u organizmu, koncentracije antidiuretskog
hormona, prisustva opstrukcije ili upotrebe diuretika, pri ¢emu se taéna zapremina urina
moze odrediti samo upotrebom katetera. Takode, pri pracenju relativnog povecanja
serumske koncentracije kreatinina, problem predstavlja §to su bazalne vrednosti Cesto

nedostupne za izraCunavanje.
1.1.2. Incidenca i etiologija AOB
Heterogena etiologija 1 kompleksnost patofizioloSkih mehanizama koji su ukljuceni

u razvoj AOB znacajno otezava utvrdivanje prave incidence AOB. Incidenca AOB varira

od 5% hospitalizovanih pacijenata do 30-50% pacijenata na intenzivnoj nezi, a brojni
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podaci ukazuju da incidenca raste alarmantnom brzinom (16). Prema podacima
pedijatrijskih sluzbi incidenca AOB je uveéana preko devet puta od 1980. do 2004. godine,
zbog sve vece upotrebe invazivnih procedura i veéeg broja kriticno obolele dece (17).
Primenom pRIFLE sistema klasifikacije je utvrdeno da oko 50% kritiéno obolele dece
razvije izvestan stepen oStecenja bubrega tokom boravka u bolnici, a od toga se 82%
dijagnostikuje u roku od 7 dana (13). Razvoj AOB tokom boravka pacijenata na intenzivnoj
nezi je povezan sa devet puta ve¢om stopom smrtnosti i ¢etiri puta duzim boravkom u
bolnici (18). Pored toga, postoje brojni dokazi da je rizik od hroni¢nih komplikacija
znacajno uvecan kod pacijenata sa AOB. Studija Askenazi i sar. je pokazala da su se kod
¢ak 40-50% pedijatrijskih pacijenata kod kojih je doslo do razvoja AOB ispoljili i znaci
HBB tokom pracenja u periodu od 3 do 5 godina, $to ukazuje da i subletalna oSte¢enja
trajno menjaju bubrezni parenhim (19).

Pored alarmantnih podataka o porastu incidence AOB, sve novije pedijatrijske
studije pokazuju da se i etologija AOB znacajno menja. Poslednjih decenija AOB c¢esce
nastaje kao posledica druge sistemske bolesti ili njenog lecenja, nego usled primarne bolesti
bubrega (20). Najce$¢i uzroci razvoja AOB kod dece su sepsa, kongenitalna srcana
oboljenja (primena kardiopulmonalnog bajpasa tokom kardiohirur§kih intervencija),
hemoliti¢ko uremijski sindrom i1 glomerulonefritis (10, 15). Vise mehanizama je ukljuceno
u razvoj AOB, ali se dva izdvajaju kao najucestalija: poremecaj bubrezne perfuzije i1
direktno oStecenje tubula bubrega (10). Oksidativni 1 inflamatorni procesi uzrokuju
direktno ostecenje parenhima bubrega tokom AOB (15). Na osnovu uzroka, razlikuju se tri
tipa AOB:

1) Prerenalni tip AOB — karakteriSe smanjena perfuzija bubrega. Moze nastati usled
kardiovaskularnih bolesti ili stanja koja su povezana sa smanjenjem volumena Krvi i
krvnim pritiskom.

2) Renalni tip AOB - nastaje usled abnormalnosti u samim bubrezima (na nivou
krvnih sudova, glomerula ili tubula). Najée$¢i uzrok renalnog tipa AOB je
dugotrajna funkcionalna oligurija.

3) Postrenalni tip AOB - nastaje usled opstrukcije urinarnog trakta najcesce

bubreznim kamencima, (15).
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Nekoliko studija je pokazalo da pored faktora zivotne sredine, na razvoj AOB kod
dece moze uticati i geneticka predispozicija (10). Za nekoliko gena za koje se najpre
pretpostavilo da mogu biti povezani sa AOB ispostavilo se kasnije da nemaju uticaja. Tako
npr. polimorfizmi gena angiotenzin konvertuju¢eg enzima ili angiotenzin receptora, sa
posledi¢nim promenama u aktivnosti sistema renin-angiotenzin-aldosteron, ne uticu na
razvoj AOB (21). Pored toga, kod novorodenc¢adi su ispitivani i polimorfizmi gena faktora
nekroze tumora alfa [tumor necrosis factor alpha (TNF-a)] i interleukina (IL): 1b, 6 i 10,
kako bi se utvrdilo da li polimorfizmi ovih gena dovode do jaceg inflamatornog odgovora i
predispozicije novorodencadi za AOB (22). Ucestalost alela pojedina¢nih gena se nije
razlikovala izmedu novorodencadi sa AOB i onih bez AOB, ali je TNF-a/IL-6 AG/GC
haplotip bio prisutan u 26% novorodencadi koji su razvili AOB u poredenju sa 6%
novorodencadi koji nisu razvili AOB. Ovo istraZzivanje sugeriSe da kombinacija ovih
polimorfizama moze dovesti do jaceg inflamatornog odgovora i razvoja AOB kod
novorodencadi sa infekcijom (21). Takode, utvrdeno je da se AOB ¢eSée razvija kod
novorodencadi male telesne mase koji su nosioci varijacije genotipa G/G u proteinu
toplotnog Soka 72 [heat shock protein 72 (Hsp72)], S§to je povezano sa niskom
inducibilno$¢u ovog proteina (23). Imajuc¢i u vidu vaznu ulogu Hsp72 u ishemijskom
oStecenju bubrega, ovi nalazi ukazuju na to da su neka novorodencad viSe osetljiva na

stanje ishemije.

1.1.2.1. Infekcije urinarnog trakta kao uzrok AOB kod dece

Mogu¢i uzrok za razvoj AOB je i tezi oblik infekcije urinarnog trakta (IUT), kao
posledica hipoperfuzije bubrega usled ozbiljne dehidratacije organizma. IUT su druge po
ucestalosti bakterijske infekcije kod dece, posle respiratornih (24). IUT mozZe da bude
ogranicena samo na mokraénu beSiku (cistitis) ili da zahvati parenhim bubrega
(pijelonefritis). Kod dece kod kojih je infekcijom zahvaéen parenhim bubrega postoji rizik
od trajnog oSte¢enja bubrega, Sto moze da ima za posledicu hipertenziju, komplikacije u
trudno¢i ili u najgorem slucaju, bubreznu insuficijenciju (24, 25). Renalni oziljak ili

oziljCenje je najozbiljnija komplikacija IUT, a predstavlja fokalno ili difuzno oStecenje
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parenhima bubrega. Aktuelna dijagnosticka procedura za pracenje zahvacenosti bubrega
tokom IUT (gornji IUT) i inflamacije parenhima bubrega je scintigrafija bubrega uz
koris¢enje radiofarmaka Tehnecijum 99m dimerkaptosukcinilne kiseline (Tc 99m —
DMSK) (26). Primenom scintigrafije bubrega kod dece sa IUT utvrden je visok procenat
patoloskih nalaza (30-42%), (26, 27). Formiranju oziljaka u bubrezima posebno su sklona
deca uzrasta do dve godine neadekvatno lecena tokom akutnog pijelonefritisa, kao i deca sa
vezikouretralnim refluksom i opstrukcionim anomalijama (28). lako je scintigrafija bubrega
najpreciznija u otkrivanju korteksnih oste¢enja bubrega izazvanih IUT, ona izlaZe bolesnika
zraCenju 1 skupa je dijagnosti¢ka tehnika koja nije uvek dostupna, pa je stoga potraga za
neinvazivnim metodama aktuelna (29). U studiji Stokland i sar. utvrden je visok stepen
korelacije izmedu koncentracije C reaktivnog proteina (CRP) u serumu i patoloskih nalaza
dobijenih primenom scintigrafije bubrega (27). CRP je direktan kvantitativan marker
reakcije akutne faze i inteziteta inflamacije tokom IUT, dok dugotrajno visoke
koncentracije CRP ukazuju na prolongirano zapaljenje koje moze dovesti do razvoja

fibroze i formiranja oziljaka u bubregu (29).

1.1.2.2. Kardiohirurske intervencije kao uzrok AOB kod dece

AOB je cesta komplikacija 1 tokom kardiohirurskih intervencija u pedijatriji.
Kardiohirurgija sa primenom kardiopulmonalnog bajpasa [cardiopulmonary bypass (CPB)]
je najceSca hirurSka procedura koja se primenjuje u bolnicama Sirom sveta, sa viSe od
milion operacija izvedenih svake godine (30). Na Zalost, oSteCenje bubrega ostaje medu
najozbiljnijim komplikacijama u kardiohirurgiji. Deca koja se zbog urodene sréane bolesti
podvrgavaju kardiohirur§kim intervencijama su pod visokim rizikom za razvoj AOB u
neposrednom postoperativnom periodu (31-34) zbog hipotenzije, inflamacije i primene
nefrotoksi¢nih lekova (34). Incidenca AOB u kardiohirurgiji se krece u rasponu od 5-50%,
sa visokom stopom smrtnosti od 20-79%, zavisno od definicije AOB koja se koristi (32).

U klinickoj praksi pracenje pacijenata sa AOB nakon kardiohirurskih intervencija
ukljucuje nespecificne mere kao §to su adekvatno pracenje bilansa te¢nosti, hemodinamike,

izbegavanje nefrotoksi¢nih agenasa i primenu RRT ako je potrebno. RRT je klju¢na
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terapija kod pedijatrijskih kardiohirurskih bolesnika sa AOB i preoptereCenjem te¢nosti, ali
ne postoji konsenzus oko vremena koje je optimalno za njenu primenu, niti 0 modalitetu
RRT. Najces¢e koris¢eni modaliteti akutne RRT kod pedijatrijskih kardiohirurskih
bolesnika su peritonealna dijaliza i kontinuirana RRT. Izbor RRT modaliteta zavisi od
starosti 1 klinickog stanja pacijenta, raspolozivih tehnic¢kih sredstava i klinickog iskustva

medicinskog osoblja.

1.1.3. Serumski kreatinin kao marker AOB

Blagovremeno identifikovanje dece sa AOB moze biti od kljunog znacaja za dalje
zbrinjavanje, pogotovu S$to trenutni laboratorijski i1 klini¢ki parametri nisu dovoljno
pouzdani za detekciju akutnog oSte¢enja (15). Nekoliko puta povecana koncentracija
kreatinina u serumu i smanjenje klirensa kreatinina predstavljaju osnovne kriterijume koji
se koriste za dijagnostikovanje AOB.

Kreatinin je mali molekul od 113 D, koji se formira u mi$i¢ima neenzimskom
konverzijom kreatina i fosfokreatina (35). Kreatin se sintetiSe u bubrezima, jetri i
pankreasu, putem krvi se transportuje do drugih organa kao $to su mi$i¢i i mozak, gde se
fosforiliSe do visoko-energetskog jedinjenja fosfokreatina. Medusobno prevodenje kreatina
1 fosfokreatina je osobina metabolickih procesa koji se odigravaju pri misiénim
kontrakcijama. Izvesna koli¢ina slobodnog kreatina u misi¢ima spontano se prevodi u
anhidrid kreatinin. PoSto je koli¢ina endogeno stvorenog kreatinina proporcionalna
misi¢noj masi, njegova produkcija zavisi od starosti 1 pola. lako je stvaranje i1 izlu¢ivanje
kreatinina u velikoj meri konstantno tokom dana, male koli¢ine kreatinina se reapsorbuju
na nivou tubula, a neznatna koli¢ina (7-10%) se pojavljuje u urinu usled tubularne sekrecije
(35).

Odredivanje kreatinina veoma je vazno za procenu GFR. Medutim, postoji vise
razloga zaSto serumski kreatinin nije dovoljno osetljiv i specifi¢an parametar bubrezne
funkcije u akutnim stanjima. Interferencija u testovima za odredivanje koncentracije
kreatinina u serumu moze uzrokovati dobijanje pogresnih rezultata (36). Najvise koris¢ena

kolorimetrijska metoda za merenje kreatinina Jaffe-ova reakcija detektuje kreatinin kao i
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nekreatininske hromogene u serumu (37). U Jaffe-ovoj reakciji kreatinin reaguje direktno
sa pikratnim jonom u alkalnim uslovima stvarajué¢i narandzasto obojen kompleks, medutim
¢ak 1 do 20% obojene reakcije moze poticati od drugih supstanci prisutnih u serumu, npr:
glukoze, ketona, mokrac¢ne kiseline, hemoglobina, lekova (cefalosporina, furosemida) (36).
Takode, visoke vrednosti bilirubina mogu uzrokovati lazno niske vrednosti kreatinina (37).
Uvodenjem kineticke metode sa alkalnim pikratom znacajno je redukovana interferencija
nekreatininskih hromogena. Pored toga, koncentracija kreatinina u serumu se moze menjati
usled nerenalnih faktora (pol, starost, rasa, miSi¢na masa, nutritivni status), dakle nezavisno
od aktuelnog stanja bubrezne funkcije (36, 38). Produzeno intezivno vezbanje, unos kreatin
suplemenata ili pak vecih koli¢ina kuvanog mesa moze uzrokovati povecanje serumskog
kreatinina. Neki lekovi (trimetoprim, cimetidin, salicilati) menjaju tubularnu sekreciju
kreatinina S§to rezultuje izmenama njegove koncentracije u serumu nezavisno od promena
GFR (36). Takode, bitno je napomenuti da promene u koncentraciji kreatinina u serumu
mogu kasniti i par dana u odnosu na aktuelnu promenu GFR (7). Cak i klirens kreatinina
koji se Cesto koristi za procenu bubrezne funkcije ima nedostatak osetljivosti u slucaju
blagih osteCenja, a moze biti i pod uticajem tubularne sekrecije kreatinina.

Kako sam kreatinin ima niz nedostataka kao marker za procenu GFR, predloZeno je
da se koncentracija kreatinina u serumu zameni jednacinom za procenu GFR koja pored
vrednosti kreatinina uzima u obzir i antropometrijske podatke kao $to su pol, starost,
etnicka pripadnost, ¢ime bi se kompenzovao uticaj mi§iéne mase na vrednosti kreatinina.
Problem postoji i u ovom slucaju jer najveci broj ovih jednacina koristi prose¢nu misi¢nu
masu za osobe odredene starosti, pola i etniCke pripadnosti, pa ukoliko miSi¢na masa
pojedinca odstupa od proseka odgovarajuce populacione grupe, jednacina koja se koristi za
procenu GFR za tu osobu nece biti tacna (35). Ovo je ujedno i1 objasnjenje zaSto je bilo
neophodno formulisati viSe jedna¢ina za maksimalnu dijagnosticku tacnost u razlic¢itim
populacionim grupama. Razli¢ite formule kao §to su Cockcroft-Gault-ova (39) i MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease) (40) su uvedene za izracunavanje GFR na osnovu
koncentracija serumskog kreatinina. Kod dece se za izracunavanje GFR primenjuje

Schwartz-ova formula (14):
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telesna visina (cm)

GFR (mL/min/1,73m?*) =k x —
kreatinin (umol/L)

koeficijent k ima vrednost 39,8 za decu uzrasta do 1 godine; 48,6 za decu uzrasta 2-12

godina i za devojcice starije od 12 godina; 61,9 za decake starije od 13 godina.

1.1.4. Kriterijumi za ukljucivanje novih biomarkera AOB u klini¢ku praksu

Jasno je da postojeci dijagnosticki test za AOB, kreatinin u serumu, ima niz
nedostataka. Kao funkcionalni marker glomerularne filtracije kreatinin raste kasno u AOB
patofiziologiji, kad je ve¢ doslo do znacajnog osteéenja bubrega, a veliki deo kapaciteta za
filtraciju izgubljen. Sa druge strane, ispitivanja na zivotinjama su pokazala da terapiju koja
sprecava ili ublazava AOB treba primeniti veoma rano posle ostecenja, a Sigurno pre nego
Sto koncentracija kreatinina u serumu pocne da raste (6). Dakle, rana dijagnoza AOB 1
blagovremena primena terapije su od klju¢nog znacaja za dalje zbrinjavanje pacijenata.
Tome u prilog ide podatak da ¢ak i malo poveéanje serumskog kreatinina (50% ili 26,5
umol/L) mozZe biti povezano sa smrtnim ishodom bolesnika (12).

Zbog svega navedenog postoji potreba za uvodenjem ranih pokazatelja oStecenja
bubrega tzv. biomarkera, proteina i drugih molekula u serumu 1 urinu, koji ¢e pomoci u
dijagnostici, prognozi i pracenju toka AOB tokom primene terapije. Radna grupa za
biomarkere je definisala bioloski marker (biomarker) kao "karakteristiku koja se objektivno
meri 1 ocenjuje kao indikator fizioloskih ili patofizioloskih procesa u organizmu, kao i
farmakoloskog odgovora na primenjenu terapeutsku intervenciju" (41). PoZeljne
karakteristike biomarkera bubreznih oboljenja su:

e neinvazivnost, odnosno da se mogu odrediti koriS¢enjem lako dostupnih uzoraka kao

Sto su krv ili urin;

e da se brzo i pouzdano mere standardizovanim testovima uz prihvatljive troSkove;
e da su visoko osetljivi za ranu detekciju oSteCenja bubrega sa definisanim grani¢nim
vrednostima koje omogucavaju precizno razdvajanje zdravih i bolesnih osoba;

e da su visoko specifi¢ni za AOB;
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e da pokazuju odgovarajucu dijagnosticku ta¢nost izracunatu preko ROC krive

(receiver operating characteristic curve);

e da daju korisnu klinicku informaciju koju je lako interpretirati kao dopunu

konvencionalnim klini¢kim faktorima, (42).

Takode, vazno je da se njihove vrednosti menjaju samo zbog oStec¢enja bubrega, a
ne zbog infekcije, inflamacije i drugih uzroka. Pored rane dijagnoze, biomarkeri su
neophodni iz viSe razloga u oblasti dijagnostike AOB:

e utvrdivanje lokacije primarnog oSte¢enja (proksimalni ili distalni tubuli,
intersticijum ili krvni sudovi);

o razlikovanje tipa AOB (prerenalni, renalni ili postrenalni);

e utvrdivanje etiologije AOB (ishemija, dejstvo toksina, sepsa ili kombinacija);

e razlikovanje AOB od drugih akutnih oboljenja bubrega (IUT, glomerulonefritisa ili
intersticijalnog nefritisa);

e procene rizika i prognoze (trajanje i stepen jacine AOB, potreba za primenom RRT,
duzine boravka u bolnici i stope mortaliteta);

e pracenje odgovora na primenjen tretman za AOB, (43).

U pogledu pozeljnih karakteristika AOB biomarkera, najvaznija je ipak klinicka
primena koja moZe omoguciti ranu dijagnozu i leCenje AOB. Blagovremena dijagnoza
AOB sa specificnim bubreznim biomarkerom moze rezultovati ranijom konsultacijom sa
nefrologom, optimalnim doziranjem antibiotika, izbegavanjem nefrotoksi¢nih agenasa 1
adekvatnom terapijom sa pozitivnim uc¢inkom na bubreznu funkciju. Medutim, kako bi se
obezbedila adekvatna klini¢ka primena biomarkera i interpretacija rezultata neophodna je
njihova sistematska procena u razli€itim klinickim stanjima sa AOB. Osim toga, malo je
verovatno da ¢e jedan biomarker dosledno obezbediti dovoljnu preciznost za blagovremenu
dijagnozu AOB u svim klini¢ckim stanjima, tako da se kombinacijom biomarkera mogu

formirati paneli za specifi¢ne bolesti ili se moZe povecati preciznost (15).
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1.1.4.1. Uzorci za odredivanje biomarkera AOB

Sto se ti¢e uzorka za odredivanje biomarkera, oni se najlakse mogu odrediti iz urina i
krvi, koji se inaCe dobijaju tokom uobiCajene nege pacijenta, lako se mogu prikupiti uz
postelju pacijenta, i njihovo prikupljanje je bez rizika po zdravlje pacijenta (44). Medutim,
svaki uzorak ima pozitivne i negativne karakteristike.

Urin je odli¢an izvor biomarkera stvorenih u bubrezima i na taj na¢in moze dati bolji
uvid u mehanizme specificnih bubreznih bolesti (6). Takode, urin je manje kompleksan od
seruma i na taj nacin je pogodniji uzorak za odredivanje biomarkera. Prikupljanje urina je
lako, pa se moze koristiti i u kuénim uslovima za testiranje. Medutim, ¢uvanje urina u
velikoj meri utie na stabilnost proteina i merenja bi trebalo izvesti odmah posle
prikupljanja ili urin treba zamrznuti na -80°C kako bi se izbegla degradacija proteina (44).
U vecini studija koje su ispitivale urinarne biomarkere, koncentracija biomarkera je
izrazavana u odnosu na koncentraciju kreatinina u urinu (tzv. normalizovane vrednosti), U
cilju uracunavanja razlika u koncentraciji urina zbog izmena u statusu hidratacije
organizma i upotrebe lekova, kao $to su diuretici. Medutim, korisnost kreatinina u korekciji
koncentracije biomarkera u urinu je pod pitanjem zbog njegovog promenljivog izlucivanja
tokom dana u akutnim stanjima kada je za postizanje ravnoteZnog stanja potrebno vise sati,
pa ¢ak i dana (7).

Serum ili plazma takode mogu biti dobar uzorak za odredivanje biomarkera,
pogotovu kod anuri¢nih pacijenata. Serum je manje sklon bakterijskim kontaminacijama
nego urin 1 smatra se stabilnijim uzorkom. Biomarkeri koji se odreduju iz seruma, medutim
viSe predstavljaju sistemski odgovor organizma na bolest, a manje odgovor samog organa
(44). Problem sa serumom kao uzorkom za odredivanje biomarkera lezi ve¢ u fazi njihovog
otkrivanja, poSto serum sadrZi Sirok spektar proteina prisutnih u razli¢itim koncentracijama,
od kojih mali broj proteina, kao §to je to npr. albumin, ¢ini ve¢i deo zapremine seruma.
Proteini koji su prisutni u visokoj koncentraciji ometaju odredivanje onih koji su prisutni u
niskim koncentracijama. lako postoje metode za uklanjanje dominantnih proteina iz
seruma, za mnoge potencijalne biomarkere je utvrdeno da se vezuju za albumin (45), pa se

uklanjanjem albumina iz seruma mogu izgubiti i proteini relevantni za datu bolest.
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1.1.4.2. Odredivanje efektivnosti biomarkera AOB

Za procenu efektivnosti nekog laboratorijskog testa najéeSce se koristi: procenat
pravih pozitivnih (PP), pravih negativnih (PN), lazno pozitivnih (LP), lazno negativnih
(LN) rezultata, osetljivost, specifi¢nost, dijagnosticka ta¢nost preko izracunavanja povrsine
ispod ROC-krive [area under the curve (AUC)] (46).

Upotrebljivost testa u dijagnostici odredene bolesti zavisi od njegove ta¢nosti, $to je
pak uslovljeno razliCitim faktorima kao §to je stadijum same bolesti, kao 1 druge bolesti
koje se pojavljuju u populaciji na kojoj se ispituje dijagnosticka vrednost testa. 1z ovog
razloga najbolje je da populacija na kojoj se provera radi ima slicne karakteristike kao
populacija na kojoj ¢e se test kasnje primenjivati. Dijagnosticke karakteristike
laboratorijskih odredivanja, tj. dijagnosticka osetljivost i specificnost pruzaju informacije o
tome koliko je neki parametar koristan (npr. da li je podesan za skrining, u diferencijalnoj
dijagnozi ili za potvrdu nesigurne dijagnoze), (46, 47). Osetljivost odredivanja odgovara
njegovoj moguénosti da otkrije stvarno bolesne i definiSe se kao broj PP u procentima od
ukupnog broja bolesnih. Dobar dijagnosticki marker visoke osetljivosti ima sposobnost da
kod obolelih osoba detektuje visok procenat pozitivnih rezultata. Specifi¢nost odredivanja
odgovara njegovoj mogucnosti da otkrije zdrave 1 definiSe se kao broj PN u procentima od
ukupnog broja zdravih. Dobar dijagnosticki marker visoke specifi¢nosti ima sposobnost da
kod zdravih osoba detektuje visok procenat negativnih rezultata. Pozitivni rezultati koji se
dobijaju kod pacijenata koji nemaju bolest oznacavaju se kao LP, a negativni rezultati koji

se dobijaju kod pacijenata koji imaju bolest oznacavaju se kao LN.
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Slika 1: Dijagnosticke karakteristike laboratorijskih odredivanja

(modifikovano prema referenci 46)

Slika 1 ilustruje hipoteticku raspodelu vrednosti odredivanja u dve dijagnosti¢ke
grupe (zdravi — bez AOB i bolesni — sa AOB). Sto je manje preklapanje ove dve krive
raspodele, veca je mogucnost da je doneSena prava odluka, odnosno da je postavljena prava
dijagnoza. Pomeranjem cut off granice ka nizim vrednostima dolazi do povecanja
osetljivosti, ali se smanjuje specifi¢nost, tj. povecanje PP rezultata vodi ka povecanju LP
rezultata. Idealnim odredivanjem trebalo bi da se dobije pozitivan rezultat kod svakog
obolelog i negativan rezultat kod zdravog. Medutim, nijedno odredivanje ne zadovoljava
ove idealne standarde, odnosno nije oslobodeno LP i LN rezultata (46). Osetljivost i
specificnost se menjaju inverzno. Ukoliko je viSe PP rezultata kod bolesnih to ¢e verovatno
biti naden manji broj PN kod zdravih. Testovi koji imaju visoku osetljivost imaju mali
procenat LN rezultata, tako da oni omogucavaju da se detektuju sve bolesne osobe. Visoka

osetljivost je vazna za testove koji se koriste kao skrining za neke bolesti, kada je vazno da
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se ne propusti nijedna bolesna osoba (47). LP rezultati koji mogu da se pojave u ovim
slu¢ajevima nisu pozeljni, ali mogu da se tolerisu jer se dodatnim testovima utvrduje da li je
bolest prisutna ili ne. Visoka specifi¢nost je potrebna za konfirmatorne testove, odnosno
testove kojima se potvrduje neka dijagnoza, posebno u slucajevima kada se posle njih
primenjuje neka invazivna dijagnosticka metoda ili agresivna terapija (47). U ovim
sluajevima nisu pozeljni LP rezultati, jer bi to znacilo da se zdrava osoba podvrgava

nepotrebnom tretmanu.

1.1.4.3. Troskovna isplativost biomarkera AOB

Sa ekonomske tacke glediSta, AOB je povezano sa veéim utroSkom finansijskih
sredstava usled duZeg boravka ovih pacijenata u bolnici, ali 1 vecih troSkova povezanih sa
dugoro¢nim posledicama (48-50). Procena je da su godisnji troskovi zdravstvene zastite
pripisane lecenju AOB, vise od 10 milijjardi dolara samo u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama (50, 51). Poslednjih decenija ulazu se veliki napori kako bi se dijagnostika AOB
unapredila, pri ¢emu se velike nade polazu u biomarkere AOB. Medutim, neselektivna
upotreba razli¢itih biomarkera moze udaljiti lekare od adekvatne klinicke procene, ali i
neefikasno tro$iti znacajne svote novca (52). PoSto su budzeti svih zdravstvenih sistema
postali restriktivniji, podrzana je primena analize odnosa troSkova i efektivnosti, kao i
drugih srodnih analiti¢kih metoda isplativosti za procenu novih dijagnostickih i terapijskih

intervencija u cilju efikasnije preraspodele finansijskih sredstava u zdravstvu (53).

1.1.5. Biomarkeri AOB - rani pokazatelji oSte¢enja bubrega
Do sada je identifikovan veliki broj potencijalnih biomarkera bubreznih oboljenja,

koji se radi lakSeg sagledavanja mogu grupisati u kategorije koje predstavljaju razliciti tip
bubreznog ostecenja (tabela 4), (1).
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Tabela 4: Kategorije biomarkera bubreznih oboljenja

Strukturna
Klini¢ki | Funkcionalni U ECEURIL ivé elEjSk.a L L Fibroza
stres oStecenja odgovor
Krvni Brzina Uznapredovali | Albuminurija | Hemokini Profibrotski
pritisak glomerularne | krajnji produkti faktori rasta
filtracije glikozilacije Markeri Inflamatorni
Izlu¢ivanje oStecenja citokini Fragmenti
urina Markeri Uznapredovali | podocita solubilnog
kapilarnog krajnji produkti Molekuli matriksa
Geneticka | pritiska lipoksidacije Markeri ¢elijske
ispitivanja tubularnog adhezije
Markeri Reaktivni oSte¢enja
kapilarnog metaboliti Imunoglobulini
protoka kiseonika
Komponente
Reaktivni komplementa
metaboliti
azota

Tabela modifikovana prema referenci broj 1

Tokom protekle decenije sprovedena su znacajna istrazivanja nekoliko biomarkera za
ranu dijagnozu AOB, ukljucujuéi cistatin C [Cystatin-C (Cys-C)], lipokalin [neutrophil
gelatinase-associated lipocalin (NGAL)], molekul o$tecenja bubrega-1 [Kidney injury
molecule-1 (KIM-1)], jetreni tip vezujuceg proteina za masne kiseline [liver-type fatty acid-
binding protein (L-FABP)] (54).

1.1.5.1. Cistatin C

Cys C je prvi put otkriven 1961. godine kao alkalni protein u normalnoj
cerebrospinalnoj tecnosti (55). Nekoliko trivijalnih imena je koriS¢eno za ovaj protein (post
v globulin, post y protein, high alkaline fraction-HAF, yc globulin), sve dok ispitivanjem

primarne strukture nije utvrdena njegova funkcija kao inhibitora cistein proteaza. Poznato
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je 12 proteina koji sadrze polipeptidni lanac sa sekvencom homolognom Cys C i oni
formiraju cistatin proteinsku superfamiliju inhibitora cistein proteaza (56). Cys C je
najsnazniji humani inhibitor znacajnih cistein proteaza, kao Sto su katepsin K 1 H, a
nasuprot drugim cistatinima prisutan je u znacajnoj koncentraciji u svim ispitivanim
humanim telesnim te¢nostima (57). Cys C je neglikozilirani protein molekulske mase 13

kD, a ¢ini ga polipeptidni lanac od 120 aminokiselinskih ostataka, (slika 2).

Slika 2. Kristalografska struktura Cys C *

Cys C produkuju i oslobadaju u krvotok humane ¢elije sa jedrom konstantnom
brzinom. Na nivou bubrega Cys C se slobodno filtrira u glomerulima, u potpunosti
reapsorbuje u proksimalnim tubulima gde se i degradira, ali se ne sekretuje u tubulima (58).
Plazma renalni klirens Cys C iznosi 94% uobicajeno koris¢enog markera za procenu GFR
®1Cr EDTA, $to znaéi da se Cys C u potpunosti slobodno filtrira u glomerulima (59). Pored
toga odredena ogranienja serumskog kreatinina, kao Sto su uticaj tubularne sekrecije,
miSi¢ne mase, ishrane, pola ne predstavljaju problem u slucaju Cys C (60). Brojne studije
su pokazale da vrednosti Cys C u serumu pokazuju bolje karakteristike u proceni GFR u
odnosu na serumski kreatinin, pogotovu za smanjenja GFR u opsegu 60-80 mL/min/1,73m?

(61, 62). Znatan procenat pacijenata sa smanjenom GFR pokazuje vrednosti serumskog

* http://www.rcsb.org/pdb/explore
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kreatinina u okviru referentnog intervala, pa ¢ak je i smanjenje GFR za 50% cesto prac¢eno
normalnom koncentracijom kreatinina. Cys C poseduje vecu dijagnosticku ta¢nost u ovom
»slepom kreatinin podru¢ju® i pomaze lekarima da dobiju raniju indikaciju pogorSanja
bubrezne funkcije. Na osnovu toga je Cys C koristan biomarker za dijagnostiku AOB, koji
moze utvrditi razvoj AOB jedan do dva dana pre serumskog kreatinina (63). Koris¢enje
Cys C za procenu GFR je posebno pogodno za pedijatrijsku populaciju, kod starijih osoba i
osoba sa redukovanom miSi¢nom masom. Studije koje su sprovodene u pedijatrijskoj
populaciji pokazale su da su markeri Cys C i P2-mikroglobulin pogodniji za utvrdivanje
AOB u odnosu na kreatinin (GFR ispod 80 mL/min/1,73m?) (64). Cys C je bolji marker
GFR u pedijatrijskoj populaciji jer se moze koristiti uniformni referentni interval koji ne
zavisi od godista. Visoke koncentracije Cys C na rodenju, pa zatim brzo opadanje nakon
rodenja, odrazavaju sazrevanje bubreZne funkcije. Za razliku od serumskog kreatinina, Cys
C se moze koristiti i za procenu GFR kod novorodencadi, pa ¢ak i fetusa.

Razlog zasto Cys C pokazuje porast vrednosti pre serumskog kreatinina pri akutnoj
promeni bubrezne funkcije nije sasvim razjaSnjen. Moguce objaSnjenje zasto se uvecanje
Cys C detektuje ranije u odnosu na kreatinin lezi u tome da nekoliko bubreznih oboljenja
karakteriSe umanjenje veli¢ine glomerularnih pora pre nego S$to se moze registrovati
promena GFR, tako da je koncentracija proteina koji se normalno filtriraju na nivou
glomerularne membrane (Cys C, B2-mikroglobulina, a:-mikroglobulina) visestruko uvec¢ana
iako se vrednost GFR ne menja znacajno (65).

Medutim, ipak postoje i odredena ogranicenja za upotrebu Cys C kao markera GFR.
Poremecaj funkcije Stitne Zlezde (66) kao i terapija glukokortikoidima (67) mogu uticati na
vrednosti Cys C nezavisno od bubrezne funkcije. Hipertireoidizam 1 tretman tiroksinom
uzrokuju uvecéanje koncentracije Cys C i umanjenje kreatinina u krvi (66). lako je pokazano
da smanjenje kreatinina moZe biti posledica uvecane tubularne sekrecije kreatinina, razlog
zbog Cega se uvecava vrednost Cys C nije poznat. Primena srednjih i visokih doza
glukokortikoida rezultuje uvacanjem sinteze Cys C i sledstvene povecane koncentracije
Cys C u krvi, §to pogresno upucuje na smanjenje GFR (67). Uvecanje koncentracije Cys C
u krvi je dozno zavisno, tako da primena niskih doza glukokortikoida ne interferira

znacajno sa koriS¢enjem Cys C kao markera GFR. Takode, bitno je naglasiti da topikalna
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primena glukokortikoida ne interferira sa primenom Cys C kao markera GFR, dok
peroralna i parenteralna primena rezultuju znacajnom interferencijom. Pored toga, pri
tumacenju poviSenih vrednosti treba imati u vidu da Cys C spada u markere inflamacije,
zbog Cega se mogu oc¢ekivati i promene vrednosti Cys C u zapaljenskim reakcijama, pa je
pozeljno istovremeno odredivanje i CRP (68).

Posto je Cys C manje zavisan od antropometrijskih podataka u odnosu na kreatinin,
jednacine za procenu GFR koje su bazirane na vrednostima Cys C su znatno jednostavnije,
a mogu se Koristiti i za decu i za odrasle. Do sada je predlozen veliki broj jedna¢ina za
procenu GFR na osnovu vrednosti kreatinina i Cys C. Razlog ovome je upotreba razli¢itih
kalibratora, nedovoljno tacnih metoda za odredivanje kreatinina i Cys C, kao i razli¢itih
matematickih modela za generisanje predikcionih jednaina. Upotreba validiranih
internacionalnih kalibratora (69, 70) 1 tacnih metoda za odredivanje kreatinina i Cys C
smanji¢e broj jednac¢ina za procenu GFR i pojednostavice odabir jednacdine koja je podesna
za specifi¢nu populacionu grupu kojoj pripada pacijent. Iako je pokazano da jednacCine za
procenu GFR koje uvrste vrednost oba markera kreatinin 1 Cys C imaju bolju dijagnosticku
tatnost u odnosu na one koje se baziraju na vrednosti samo jednog markera, ipak nisu
optimalne u svim Klinickim situacijama. U slu¢aju pacijenata koji boluju od paralize, ili pak
imaju jako malu miSi¢nu masu primena kombinovane jednacine daje loSiju procenu GFR u
odnosu na onu dobijenu samo na osnovu vrednosti Cys C. Nasuprot tome, u slucaju
primene srednjih i visokih doza glukokortikoida jednacine bazirane samo na vrednosti
kreatinina daju tac¢niju procenu GFR u odnosu na kombinovane jednacdine. Zbog ovakvih
situacija u klinickoj praksi predlozen je i usvojen Lund-ov model koji se bazira na tri izvora
informacija: koncentraciji kreatinina i Cys C u serumu, i klinickog konteksta (71). GFR
(mL/min/1,73m?) se procenjuje iz jednacina koje koriste zasebno vrednosti kreatinina i Cys
C, pri cemu se dve dobijene vrednosti najpre porede medusobno, i ukoliko se one slazu u
odredenim granicama uzima se srednja vrednost ove dve procene. Smatra se da je vrednost
GFR procenjena na ovaj nacin pouzdana koliko 1 ona dobijena primenom invazivne
procedure zlatnog standarda (plazma klirens ioksenola). Ukoliko se vrednosti dobijene iz
obe jednacine koje koriste zasebno vrednosti kreatinina i Cys C ne uklapaju, razmatraju se

moguci razlozi, npr. primena visokih doza glukokortikoida ili pak neubifajeno mala
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misSi¢na masa pacijenta. U slucaju da se ne utvrdi razlog odstupanja izmedu dve vrednosti

za GFR neophodno je primeniti invazivnu proceduru zlatnog standarda (71).

1.1.5.2. Lipokalin

Lipokalini ¢ine superfamiliju proteina koji se odlikuju sposobnos¢u da vezuju male,
hidrofobne molekule (vitamine, hormone) u strukturne dzepove formirane od p-
presavijenih ploca i da grade makromolekulske komplekse (72). NGAL je mali protein iz
lipokalin superfamilije koji je primarno izolovan iz supernatanta aktiviranih neutrofila (73),
ali je takode u manjoj meri prisutan i u drugim tkivima, ukljucujuéi bubrege, prostatu,
epitel respiratornog i digestivnog trakta (74). NGAL ima nekoliko sinonima:

e neutrofilni lipokalin (NL ili HNL za humanu formu) (75);
e lipokalin 2, onkogen protein 24p33 ili uterokalin kod miSeva (76);
e neu-srodni lipokalin (77) ili 25 kDa o2-mikroglobulin-srodni protein kod pacova

(78).

Humana forma NGAL se sastoji iz jednog polipeptidnog lanca povezanog
disulfidnim mostovima koji sadrzi 178 aminokiselinskih ostataka, molekulske mase oko 22
kDa koja se glikozilacijom uvecava na 25 kDa, (73).

U neutrofilima i u urinu NGAL je uglavnom prisutan kao monomer, a u manjem
procentu kao dimer i trimer ili u vidu kompleksa sa 92 kDa humanom neutrofil-
kolagenazom tip IV, koja je takode poznata kao Zelatinaza B ili matriks metaloproteinaza-9
(MMP-9) (73, 79). U tom kompleksu NGAL s§titi MMP-9 od degradacije, odrzavajuci na taj
na¢in njenu proteolitiCku aktivnost. Zbog male molekulske mase i rezistencije na
degradaciju, NGAL se lako ekskretuje i detektuje u urinu, u slobodnoj formi i u kompleksu
sa MMP-9. Koncentracije u urinu koreliraju sa plazma ili serum koncentracijom bez obzira
na uzrok povecanja NGAL, ali narocito visoke koncentracije u urinu mogu da se ocekuju
kada je NGAL direktno osloboden u urin od strane bubreznih tubula ili ¢elija karcinoma.
Utvrdeno je da se ushodnom regulacijom NGAL eksprimira u c¢elijama koje su pod
“stresom®, npr. u sluc¢aju inflamacije, infekcije, ishemije ili neoplasti¢ne transformacije

(42). NGAL predstavlja komponentu urodenog imunog sistema, uklju¢enu u nekoliko
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¢elijskih odgovora: proliferaciju i diferencijaciju Celija, apoptozu, bakteriostazu (72, 80).
NGAL ispoljava bakteriostatske osobine tako Sto vezuje enterobaktin (siderofor)
oduzimajué¢i Fe*® mikroorganizmima i inhibirajué¢i na taj nacin njihov dalji rast i razvoj
(81). Takode, smatra se da NGAL ima i ulogu faktora rasta i diferencijacije u vise tipova
¢elija, ukljucujuéi bubrezni epitel gde funkcioniSe kao anti-apoptoticni ““faktor
prezivljavanja®, tako Sto Stiti bubrege od akutnog ishemijskog oStecenja (82, 83).

Za sada je poznato da bubrezi ne predstavljaju jedini izvor NGAL u krvi, ve¢ je
znacajna NGAL ekspresija utvrdena 1 u drugim organima (74), a povecano oslobodanje
NGAL u cirkulaciju moze formirati sistemski depo. Teoriji formiranja sistemskog depoa
ide u prilog i ¢injenica da je NGAL protein akutne faze i da ga oslobadaju neutrofili,
makrofage i1 druge Celije imunog sistema. Pored toga, poSto se NGAL filtrira na nivou
glomerula i reapsorbuje u proksimalnim tubulima efikasnom megalin posredovanom
endocitozom (84), svako umanjenje GFR uzrokuje i smanjenje renalnog klirensa NGAL i
njegovu akumulaciju u sistemskoj cirkulaciji. Merenje koncentracije NGAL u serumu
(sSNGAL) i NGAL u urinu (uNGAL) se pokazalo korisnim u razli¢itim klinickim stanjima
koja mogu dovesti do AOB (kardiohirurS§ke intervencije, transplatacija bubrega, primena
nefrotoksi¢nih agenasa, hemoliticko uremijski sindrom). Medutim, odredivanje
koncentracije NGAL moze biti pod uticajem brojnih faktora kao §to su: HBB, sistemska
infekcija, inflamatorna stanja, malignitet (85-87), ali je uve¢anje NGAL u ovim klini¢kim
stanjima uvek mnogo manje nego u slu¢aju AOB. Razlike u transportu NGAL kroz nefron
u stanjima AOB u odnosu na normalnu bubreznu funkciju prikazane su na slici 3. Dakle,
NGAL moze predstavljati rani, osetljiv, neinvazivni biomarker za ishemijsko i
nefrotoksi¢no oSte¢enje bubrega. Biopsijom bubrega kod pacijenata sa AOB utvrdena je
znacajna akumulacija imunoreaktivnog NGAL u kortikalnim tubulima (88), $to potvrduje
da je NGAL osetljiv marker koji mozZe predvideti razvoj AOB ¢ak i u heterogenoj grupi
pacijenata sa brojnim komorbidnim varijablama i nepoznatim vremenskim periodom koji je
protekao od oStecenja bubrega. Brojne studije su pokazale da vrednosti NGAL pokazuju
visok stepen korelacije sa trajanjem i stepenom jacine AOB, duzinom boravka u bolnici 1
stopom smrtnosti. Obi¢no se za predikciju AOB za NGAL koriste cut off vrednosti od 150
ng/mL (89, 90).

22



Dijagnosticki i ekonomski znacaj odredivanja biomarkera akutnog ostecenja bubrega kod dece

Bez AOB:
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stvoren(og r‘:a mvo;: bubrega
niski nivoi Reabsorcija NGAL u
T proksimaln{m tubulima
T (posredstvom megalina)

TSge Malo ili potpuno odsustvo
ekspresije NGAL
Izlu¢ivanje urinom minimalnih u distalnim tubulima
koli¢ina NGAL
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Glomerularna filtracija

/ NGAL u plazmi

Sistemska recirkulacija NGAL
stvorenog na nivou bubrega

{(visoki nivol) . Poremecaj reabsorpcije

NGAL u ostecenim
proksimalnim tubulima
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zlucivanje urinom
znacajnih koli¢ina NGAL

Slika 3. Poredenje transporta NGAL kroz nefron u AOB u odnosu na

normalnu bubreznu funkciju (modifikovano prema referenci broj 84)

Takode, koncentracija uNGAL 1 uNGAL/kreatinin odnos se mogu koristiti kao
osetljivi markeri za ranu detekciju IUT u odsustvu akutnog ili hroni¢nog ostecenja bubrega
(91). Optimalna cut off vrednost za detekciju IUT je niza u odnosu na onu koja se koristi za
dijagnostiku AOB (cut off za UNGAL iznosi 20 ng/mL ili 30 ng/mg kreatinina). Pored toga,
NGAL je i marker HBB i pokazuje visok stepen korelacije sa koncentracijom kreatinina u
serumu, GFR i proteinurijom (85).

23




Dijagnosticki i ekonomski znacaj odredivanja biomarkera akutnog ostecenja bubrega kod dece

Dakle, NGAL ima dobre karakteristike kao marker bubrezne funkcije, ali je ujedno 1
marker inflamacije tako da se ne moze primeniti za dijagnozu AOB u svim klinickim

stanjima.

1.1.5.3. Molekul osteéenja bubrega-1

KIM-1 je otkriven pri ispitivanju molekula uklju¢enih u patogenezu AOB (92). U
eksperimentima na pacovima utvrdeno je da dolazi do povecane ekspresije gena koji kodira
sintezu ovog proteina nakon ishemijskog oste¢enja bubrega (kod glodara se upotrebljava
oznaka Kim-1) (93). Posto je ekspresija KIM-1 utvrdena i u limfocitima, ali u znatno
manjoj meri, KIM-1 je oznaen i kao T-Celijski imunoglobulinski mucin-1 [T-cell
immunoglobulin mucin-1 (TIM-1)] i ¢elijski receptor hepatitis A virusa [hepatitis A virus
cellular receptor-1 (HAVCR-1)] (94).

KIM-1 je glikoprotein celijske membrane tipa 1 koji u okviru molekule sadrzi
ekstracelularni deo sa domenima slicnima imunoglobulinima i mucinu, sa mestima N-
glikozilacije i O-glikolizacije, transmembranski i kratak intracelularni domen sa
fosforilisanim tirozinom (slika 4) (95). Struktura ovog proteina sugeriSe adhezione
karakteristike KIM-1 u ¢elija-Celija i/ili ¢elija-matriks intrerakcijama (96). Sa oSteCenjem
tubula bubrega, dolazi do odvajanja ekstracelularnog od transmembranskog domena
dejstvom proteolitickih enzima metaloproteinaza, i pojave solubilne forme KIM-1 u urinu
(97).
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Slika 4: Struktura molekula oSte¢enja bubrega-1

(modifikovano prema referenci broj 94)

KIM-1 je prisutan u niskoj koncentraciji kod osoba sa normalnom bubreznom
funkcijom, dok je ushodna regulacija veoma izraZena u proksimalnim tubulima posle
ishemijskog ili toksi¢nog AOB (42). Ispitivanja na Zivotinjama su pokazala da KIM-1
poti¢e iz oSteCenih delova proksimalnih tubula, bez obzira na patofizioloSko mesto
dediferencijacije epitelijuma, koja predstavlja veoma ranu manifestaciju odgovora epitelnih
¢elija na oStecenja (98). Smatra se da su proksimalni tubuli posebno osetljivi na ishemijsko
ostecenje, jer Celije iz ovog segmenta tubula podlezu aktivnom procesu dediferencijacije i
proliferacije nakon ishemije, usled ¢ega se i njihova morfologija zna¢ajno menja (99). Sa
ostecenjem KIM-1 se povecano stvara i biva lokalizovan na apikalnoj membrani
proksimalnih tubula, na mestu gde su tubuli najvise oste¢eni. U slucaju eksperimentalno
izazvane ishemije kod pacova, ekspresija KIM-1 je dominantna u S3 segmentu

proksimalnih tubula, dok je u ishemijskom i toksi¢cnom AOB kod ljudi KIM-1 pronaden u
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tri segmenta proksimalnih tubula (94). Povecana ekspresija KIM-1 je prisutna i kod
pacijenata sa karcinomom bubrega, jer je i karcinom pracen dediferencijacijom celija
proksimalnih tubula (100).

U poslednje vreme se sve vise ispituje uloga KIM-1 u bolestima bubrega. KIM-1 je
jedinstven po tome S§to transformiSe epitelne ¢elije proksimalnih tubula bubrega u
semiprofesionalne fagocite (101, 102). Smatra se da zapravo KIM-1 pomaze epitelnim
¢elijama da prepoznaju i procesom fagocitoze odstrane mrtve Celije koje su prisutne u
bubrezima nakon ishemije i doprinose opstrukciji lumena tubula Sto je karakteristi¢no za
AOB (95). Nakon ostecenja, uklanjanje apoptotskih celija i nekroti¢nog debrisa je
neophodno za ublazavanje i spre¢avanje inflamacije i regeneraciju tkiva. KIM-1 je receptor
za fosfatidilserin i oksidovane lipoproteine koje apoptoti¢ne celije ispoljavaju na svojoj
povrsini i time postaju prepoznatljive fagocitima da ih uklone, (95, 101). KIM-1 posreduje
u procesu fagocitoze ne samo vezivanjem za povrSinu celija nego i podsticanjem
internalizacije i usmeravanjem ka lizozomima. Rezultati studije Ischimura i sar. (101)
podrzavaju vaznu ulogu tzv. “fagocita amatera” u remodeliranju tkiva, $to je do sada
pokazano kao znacajno kod beski¢menjaka, ali je malo istrazivano kod ki¢menjaka.

Pored toga, pretpostavlja se da je KIM-1/TIM-1 vazan modulator imunoloskog
odgovora. Nedavna studija Yamanishi i sar. je identifikovala KIM-1/TIM-1 kao endogeni
ligand za tzv. receptor 5 sli¢an leukocitnom mono-imunoglobulinu [leukocyte mono-Ig-like
receptor 5 (LMIR5)] koji je pre svega prisutan na mijeloidnim ¢elijama (103). Kod modela
bubrezne ishemije, nedostatak LMIRS umanjio je akumulaciju neutrofila i tubularnu
nekrozu, §to ukazuje na to da interakcija KIM-1/TIM-1 i LMIRS podsti¢e inflamatornu
reakciju mijeloidnih ¢elija na akutno ose¢enje. KIM-1/TIM-1 eksprimiraju i CD4" T ¢elije
tokom razvoja T celija pomagaca [helper T-cell2 (Th2)], koje su vrlo bitne u
proinflamatornom odgovoru, jer ove ¢elije produkuju veliku koli¢inu interleukina (IL-4, IL-
5, IL-10, IL-13) u prisustvu antigena (104).

KIM-1 se u poslednje vreme ispituje 1 kao marker bubrezne funkcije, kao 1 njegova
stabilnost u razlic¢itim klini¢kim stanjima. Kako kod drugih organa nije utvrdena ekspresija
KIM-1 u stepenu koji bi uticao na ekskreciju urinom, njegovo prisustvo u urinu je veoma

specificno za oStecenje bubrega. Sve veci broj studija na Zivotinjama, a u poslednje vreme i
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na ljudima ukazuju na ulogu i korisnost primene KIM-1 kao neinvazivnog, osetljivog i
specificnog biomarkera oSteéenja bubrega (105-107). Brojne Kkarakteristike KIM-1
pokazuju da bi ovaj protein mogao biti idealan biomarker bubrezne funkcije:
e odsustvo ekspresije KIM-1 na nivou normalnog bubreznog tkiva;
e izrazita ushodna regulacija i inkorporacija u apikalnu membranu proksimalnih
tubula u slucaju ostecenja bubreznog tkiva;
e prisustvo u epitelnim ¢elijama bubrega sve dok se ¢elije u potpunosti ne oporave;
e brzo i znacajno cepanje ekstracelularnog domena KIM-1 i1 njegovo izlucivanje
urinom tokom ostecenja bubrega;
e stabilnost ekstracelularnog domena KIM-1 u urinu na sobnoj temperaturi, (94).
Kako bi se procenila korisnost KIM-1 kao biomarkera, najpre su analizirana tkiva
eksperimentalnih zivotinja 1 urinarna ekskrecija u odgovoru na tri razli¢ita tipa
nefrotoksina: S-(1,1,2,2-tetrafluoroetil)-L-cistein (TFEC), folnu kiselinu i cisplatin (105).
Izrazito povecanje KIM-1 ekspresije potvrdena su imunoblot analizom kod sva tri modela.
Ushodna regulacija ekspresije KIM-1 i njegovo prisustvo u urinu u odgovoru na izlozenost
razli¢itim tipovima nefrotoksina upucuje na to da ovaj protein moze da sluzi kao opsti
biomarker za oStecenje tubula i procese oporavka. Budu¢i da je utvrdeno da ponasanje
KIM-1 kod zivotinja potpuno odraZzava njegovo ponaSanje kod ljudi, jasno je da ¢e ovaj
biomarker u buduénosti imati veliki znacaj u razvoju lekova kao pokazatel]
nefrotoksi¢nosti. Americka i evropska agencija za kontrolu lekova su uvrstile KIM-1 u
malobrojnu listu biomarkera AOB koji ¢e se odredivati tokom razvoja novih lekova (108).
Medutim, da bi se testirala uloga 1 korisnost KIM-1 kao markera tubularnog ostecenja kod
ljudi u razli¢itim klini¢kim stanjima, radene su odgovarajuce studije u cilju utvrdivanja
ekspresije KIM-1 na uzorcima tkiva bubrega i urinarna ekskrecija kod pacijenata sa
razli¢itim akutnim 1 hroni¢nim bolestima bubrega (97, 109). Rezultati dobijeni ovim
ispitivanjem pokazuju da postoji ekspresija KIM-1 na apikalnoj membrani epitelnih Celija
proksimalnih tubula kod pacijenata sa akutnom tubularnom nekrozom (ATN) bez obzira na
njen uzrok. U niskoj koncentraciji KIM-1 je prisutan u urinu kod osoba bez AOB i HBB.
Mada uzorci urina kod pacijenata sa neishemi¢nom etiologijom ATN ili razli¢itim HBB

imaju vise koncentracije KIM-1 u odnosu na one koje su nadene kod osoba bez bubreznih
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bolesti, koncentracije KIM-1 su znatno vise u urinu kod pacijenata sa ishemi¢nom ATN
(97). Takode, koncentracija KIM-1 u urinu odrazava nivo KIM-1 u samom bubreznom
tkivu 1 pokazuje znacajnu korelaciju sa renalnom fibrozom i inflamacijom (109).

Dakle, KIM-1 ima jasnu ulogu u buducnosti i od velikog znacaja ¢e biti dalje
istrazivanje njegove uloge kod AOB i HBB, jer to moze da dovede do njegove primene ne

samo kao biomarkera nego i kao terapijskog cilja.

1.1.5.4. Jetreni tip vezujuceg proteina za masne kiseline

Vezujuéi proteini za masne kiseline [fatty acid binding proteins (FABPs)] cine
familiju proteina nosaca za masne kiseline i druge lipofilne supstance, kao S$to su
eikozanoidi 1 retinoidi, ¢ime olakSavaju njihov transport izmedu ekstra i intracelularnih
membrana. Devet razli¢itih proteina ¢ine familiju FABPS, a oni imaju tkivno specifi¢nu
raspodelu koja ukljucuje: jetru (liver-L), creva (intestinal-I), misSi¢e i srce (muscle and
heart-H), adipocite (adipocyte-A), epiderm (epidermal-E), ileum (ileal-1l), mozak (brain-
B), mijelin (myelin-M) i testise (testis-T) (110). Struktura svih proteina koji ¢ine familiju
FABPs je sli¢na, osnovni motiv koji karakteriSe ove proteine je B-presavijena ploca i jedan
ligand (masna Kkiselina, holesterol, retinoid) vezan u vodom ispunjenoj Supljini u
unutra$njosti molekule. Uprkos velikoj razli¢itosti u sekvenci proteina, struktura gena je
identi¢na. FABPSs geni se sastoje od 4 egzona i 3 introna, a neki od njih se nalaze u istom
regionu hromozoma (110).

L-FABP je prevashodno prisutan u citoplazmi ¢elija proksimalnih tubula bubrega,
segmentu nefrona koji kao osnovni izvor za stvaranje energije koristi masne kiseline (111).
Genska ekspresija L-FABP na nivou bubrega je ushodno regulisana, a urinarna ekskrecija
L-FABP je povecana u razli¢itim klini¢kim stanjima: kod pojacanog izlucivanja proteina
urinom, tubularne ishemije, istezanja zida tubula, hiperglikemije, i dejstva toksina koji
uzrokuju oStecenje tubulointersticijuma (112-115). Tokom ostecenja tkiva usled hipoksije,
L-FABP vezuje oksidacione proizvode masnih kiselina i time ograni¢ava njihove toksicne
efekte na nivu Celijskih membrana. Transportovanjem ovih oksidacionih proizvoda do

mitohondrija ili peroksizoma, L-FABP je uklju¢en u homeostazu intracelularnin masnih
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kiselina (111). Takode, L-FABP je vrlo efikasan endogeni antioksidans. Zastitni
mehanizam L-FABP u oksidativnom stresu je verovatno posledica njegove veoma povoljne
proteinske strukture u redoks uslovima, koja mu omogucava da inhibira ili vezuje
intracelularne reaktivne radikale kiseonika, kao $to su vodonik peroksid, superoksid,
peroksidi lipida (111). Inace u fizioloskim uslovima na nivou bubrega, albumin se u
kompleksu sa slobodnim masnim kiselinama filtrira u glomerulima, a potom reapsorbuje u
proksimalnim tubulima. Posle reapsorbcije albumin se u citozolu prenosi do lizozoma, a
masne kiseline oslobadaju i vezuju za L-FABP. Masne kiseline vezane za L-FABP se
potom prenose do peroksizoma kako bi se smanjila njihova veli¢ina. Medutim, u
ishemijskim uslovima proizvodi lipidne peroksidacije se akumuliraju u proksimalnim
tubulima 1 mogu izazvati njihovo oSte¢enje. L-FABP vezuje ove Stetne proizvode lipidne

peroksidacije i izlu¢uje ih urinom, (slika 5).

Masne
kiseline

. ~FADF

-

Slika 5: Uloga L-FABP kao antioksidansa u proksimalnim tubulima bubrega
(modifikovano prema referenci broj 111)
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Studija Wang 1 sar. je dokazala znacaj L-FABP u smanjenju oksidativnog stresa
tokom hipoksije u in vitro uslovima (116). Povecanjem ekspresije L-FABP, nivo
intracelularnog oksidativnog stresa je bio umanjen. Na ovaj nacin je dokazano da L-FABP
ne ucestvuju samo u transportu masnih kiselina, ve¢ sluzi i kao rani pokazatelj ishemijskog
stanja 1 vazan je zastitni ¢elijski antioksidans koji inaktivira reaktivne oksidacione produkte
lipida.

Na osnovu toga u poslednje vreme se dosta ispituje primena L-FABP kao
biomarkera za ranu dijagnozu AOB. Kod miSeva je merena koncentracija L-FABP u urinu
(UL-FABP) u dva eksperimentalna modela AOB (ishemijskom tipu i cisplatinom
indukovanom AOB), gde je u oba slucaja L-FABP bio poveéan u urinu pre povec¢anja BUN
(115). Takode u oba modela AOB, uL-FABP je pokazao bolju korelaciju sa histoloskim
nalazima i GFR, nego BUN i urinarna N-acetil-D-glukozaminidaza. Ispitivanja na ljudima
su takode pokazala da je nivo ekspresije L-FABP u bubrezima i njegovo izlu¢ivanje urinom
u znacajnoj korelaciji sa stepenom tubulointersticijalnog ostec¢enja, infiltracijom makrofaga
i taloZzenjem kolagena tip 1 (117). Dakle, AOB izaziva ushodnu regulaciju renalne
ekspresije L-FABP i pojacano izlucivanje L-FABP iz proksimalnih tubula putem urina.
Posto je ekspresija L-FABP posebno izrazena na nivou proksimalnih tubula, segmentu
nefrona sa veoma visokim energetskim potrebama, njegova urinarna ekskrecija se povecava
usled ishemije (118, 119). Tokom kardiohirurskih intervencija nakon primene CPB usled
ishemije koja zahvata tubulointersticijum dolazi do razvoja AOB. Merenjem koncentracije
uL-FABP kod pedijatrijskih pacijenata pre i posle kardiohirurske intevencije sa primenom
CPB utvrdeno je visestruko poveéanje koncentracije uL-FABP ubrzo nakon operacije kod
pacijenata koji su razvili AOB (120). Vreme primene CPB i koncentracija uL-FABP su bili
nezavisni faktori rizika za razvoj AOB. Ova studija je pokazala da L-FABP predstavlja

osetljiv rani biomarker AOB u oblasti kardiohirurgije.

1.1.6. Oksidativni stres i AOB kod dece sa IUT

Oksidativni stres nastaje kao posledica poremecaja ravnoteze izmedu sadrzaja

slobodnih radikala 1 antioksidanasa u korist slobodnih radikala, usled Cega dolazi do
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oStecenja vitalnih Celijskih makromolekula (121). Oksidativni stres kao stanje disbalansa
izmedu prooksidantnih i antioksidantnih procesa u organizmu moze biti kako uzrok, tako i
posledica velikog broja bolesti. Odredivanje nivoa oksidativnog stresa u organizmu, kao i
kapaciteta sistema antioksidativne zastite, moze biti izuzetno vazno za unapredenje zdravlja
kako pojedinaca, tako i opSte populacije.

Danas je dobro poznato da oksidativni stres ima vaznu ulogu u patogenezi bolesti
bubrega. Bubrezi su izuzetno osetljivi na oSte¢enje izazvano Kiseoni¢nim radikalima,
najverovatnije zbog velike koli¢ine dugolancanih, polinezasi¢enih masnih kiselina koje se
nalaze u sastavu lipida bubrega (121). IUT izaziva oksidativni stres i dovodi do supresije
antioksidantnih enzima (122). Oksidativno oStecenje bubrega tokom IUT nastaje od
kiseoni¢nih radikala koje stvaraju aktivirane inflamatorne ¢elije infiltrirane u glomerule
(123). Polimorfonuklearni leukociti, koji su inae glavni ograniCavajuci faktor za rast
bakterija u urinarnom traktu, takode mogu biti odgovorni i za oSteCenja tkiva (124). Sa
daljim napredovanjem infekcije, bakterije razlazu kolagen i ostale komponente
ekstracelularnog matriksa, pojac¢avajuéi tako glomerularno i mezengijalno ostecenje (125).
Takode, u zavisnosti od inteziteta inflamacije, otpusStanje citokina i proteolitickih enzima iz
leukocita moze da inicira stvaranje oziljnog tkiva i renalnu fibrozu, a na kraju da dovede i
do insuficijencije bubrega (126, 127).

Zbog izrazite nestabilnosti slobodnih radikala klinicka ispitivanja oksidativnog
stresa su bazirana na merenju razli¢itih stabilnih oksidacionih produkata i antioksidativnih
supstanci. Koncentracije razli¢itih oksidanasa i antioksidanasa se mogu meriti odvojeno u
serumu, ali su merenja u tom slucaju dugotrajna, zahtevaju sveobuhvatno angazovanje
laboratorijskog osoblja i primenu komplikovanih tehnika. Shodno tome, razvijene su
mnoge metode koje mere ukupni prooksidantni i antioksidanti kapacitet.

Prooksidansi nastaju konstantno u humanom organizmu kao proizvodi razli¢itih
fizioloskih procesa. To su nestabilni molekuli velike reaktivnosti, koji u organizmu stupaju
u hemijske reakcije sa delovima ¢elije pri ¢emu dovode do biohemijskih, strukturnih,
funkcionalnih poremecaja. PoSto je efekat razliCitih oksidanasa u serumu aditivan,

primenom Erel-ove metode moze se odrediti ukupan kapacitet svih pojedinac¢nih
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oksidanasa u organizmu koji se naziva totalni oksidativni status (TOS) (128). Glavne
komponente TOS u serumu su vodonik peroksid (H20>) i lipidni hidroperoksidi.

Pored oksidacionih procesa, u zdravom organizmu neprestano funkcioniSe fizioloski
proces antioksidativne zaStite koji ima za cilj da spreci Stetno delovanje prooksidativnih
faktora. Odnos oksidacionih procesa i1 procesa antioksidacione zaStite u organizmu

predstavljen je na slici 6.

Slika 6: Odnos oksidacionih procesa i procesa antioksidacione zastite u organizmu

Antioksidansi su supstance koje dovode do odlaganja ili inhibicije oksidacije

supstrata. Sistem antioksidativne zastite deluje na viSe nivoa, a obuhvata enzimske i
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neenzimske antioksidanse. Kao prvi nivo odbrane, ovaj sistem ukljucuje enzime, uglavnom
intracelularno locirane kao §to su superoksid-dismutaza, glutation-peroksidaza, glutation-
reduktaza i katalaza. Osim enzima, sistem antioksidativne zaStite sadrzi 1 makromolekule
(albumin, ceruloplazmin i feritin), kao i nekoliko malih molekula antioksidanasa koji su
prisutni intra- i ekstra-celularno (redukovani glutation, ubihinon Q10, ureja, bilirubin,
metionin i vitamini - askorbinska kiselina, o-tokoferol i p-karoten) i nekoliko
mikroelemenata (129). Efekat razli¢itih antioksidanasa u serumu je takode aditivan. Totalni
antioksidativni status (TAS) predstavlja ukupni antioksidativni kapacitet, odnosno nivo
svih antioksidanasa u organizmu, a takode se moze meriti Erel-ovom metodom (130).
Primenom Erel-ove metode odredene antioksidativne molekule (proteini, mokra¢na
kiselina, vitamin C, bilirubin, vitamin E) su izdvojene kao najvaznije s obzirom na njihovu
koncentraciju u serumu. Za svaku od pomenutih antioksidantnih komponenti seruma
poznata je relativna aktivnost i procentualni doprinos kojim ucestvuje u totalnom

antioksidativnom kapacitetu, (tabela 5), (130).

Tabela 5. Procentualni doprinos antioksidativnih komponenti seruma TAS

Mlomponents | Relatima | KUSH | amol Trolos | Dgprine
seruma (umol/L) ekvivalenta/L)
SH grupe proteina 2,20 303 — 525 0,91 52,9
Mokraéna Kiselina 1,85 150 — 470 0,57 33,1
Vitamin C 1,35 28-85 0,08 4,7
Bilirubin 3,80 3-17 0,04 2,4
Vitamin E 1,00 12 -45 0,03 1,7
Ostali - - 0,09 5,2
Ukupno - - 1,72 100

Tabela modifikovana prema referenci broj 130
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Analiza TOS 1 TAS u krvi predstavlja neinvazivan i jednostavan nacin procene
oksidativnog statusa organizma. Parametri koji odreduju ukupan sadrzaj oksidanasa i
antioksidanasa mogu biti posebno korisni u pedijatriji, u kojoj se ¢esto raspolaze malom

koli¢inom uzoraka.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

AOB se uglavnom razvija bez specifi¢nih simptoma, a postavljanje dijagnoze ovog
sve ucestalijeg poremecaja i dalje zavisi od odredivanja serumskog kreatinina, koji je
nepouzdan marker akutnih promena u funkciji bubrega zbog sporog odgovora u odnosu na
ostecenje epitelnih Celija tubula bubrega i ¢injenice da mnoge varijable mogu uticati na
koncentraciju kreatinina. Kako je etiologija AOB heterogena, uvodenje novih biomarkera
za ranu detekciju AOB predstavlja veliki izazov, jer nijedan od novih AOB biomarkera nije
sistematski procenjen u razli¢itim klinickim stanjima.

Mogu¢i uzrok za razvoj AOB je i tezi oblik IUT, pogotovu kod dece jer u prve dve
godine Zivota bubrezna funkcija fizioloski sazreva. Aktuelna dijagnosticka procedura za
pracenje zahvacenosti bubrega tokom IUT, scintigrafija bubrega je invazivna i skupa
dijagnosticka tehnika. Zbog svega toga neophodno je razmotriti nove parametare i
neinvazivne metode u proceni stanja i ishoda oboljenja kod pedijatrijskih pacijenata sa
dijagnozom IUT. Shodno tome, procenjeno je da li bi primena panela sadinjenog od dva
biomarkera u cilju rane dijagnoze AOB (KIM-1) i predikcije jakog, dugotrajnog
zapaljenskog procesa (NGAL) mogla unaprediti procenu toka i ishoda bolesti kod dece sa
IUT. Pored toga, danas je dobro poznato da oksidativni stres ima vaZnu ulogu u patogenezi
bolesti bubrega. Zbog toga je u studiju uklju¢eno i odredivanje parametara TAS i TOS,
kako bi se na jednostavan nadin mogle pratiti promene u oksidativno-antioksidativnom
balansu kod dece sa IUT.

Takode, veoma su retke studije koje su ispitivale finansijsku opravdanost
odredivanja biomarkera za ranu dijagnozu AOB u rutinskim laboratorijama. Imaju¢i u vidu
visoku incidencu AOB kod dece nakon kardiohirurSkih intervencija, ali i najvecu ispitanost
novih biomarkera AOB upravo u ovoj etiologiji, u ekonomskoj studiji akcenat je stavljen
na strategiju ispravno postavljene dijagnoze AOB razli¢itim dijagnostickim procedurama sa
najmanjim utroSkom finansijskih sredstava. Perspektiva ekonomske studije se sastoji u
definisanju efikasnog, bezbednog i ekonomi¢nog dijagnostickog pristupa pedijatrijskim
pacijentima sa AOB nakon kardiohirurSkih intervencija kako bi se smanjio broj smrtnih

ishoda 1 hroni¢nih komplikacija, a sa druge strane ustedela znatna finansijska sredstva.
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1)

2)

3)

4)

Na osnovu svega navedenog postavljeni su sledeci ciljevi:

Ispitati promene biomarkera bubrezne funkcije: KIM-1, uNGAL i SNGAL u odnosu
na stanje infekcije i razvoj AOB kod dece sa IUT.

Ispitati dijagnosticku tacnost ovih parametara u skriningu razvoja AOB i duzine
trajanja inflamacije kod dece sa IUT.

Utvrditi ukupan prooksidantni i antioksidativni kapacitet dece sa IUT merenjem
parametara TOS 1 TAS 1 raCunanjem indeksa oksidativnog stresa (OSI), kao i
njihove promene u skladu sa stanjem akutne inflamacije i razvojem AOB.

Uraditi ekonomsku procenu efektivnosti primene razli¢ittih AOB biomarkera:
UNGAL, uL-FABP i Cys-C u serumu (sCys-C) u odnosu na aktuelnu dijagnosticku

metodu (merenje koncentracije kreatinina u serumu) kod dece u kardiohirurgiji.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biomarkeri AOB i parametri oksidativnog statusa kod dece sa IUT

3.1.1. Dizajn studije i ispitanici

U periodu od godinu dana (od januara do decembra 2011. godine) sprovedena je
prospektivna centralizovana studija na odeljenju nefrologije u bolnici Univerzitetske decije
klinike u Beogradu. Pedeset pacijenata kojima je na prijemu u bolnicu dijagnostikovana
prva febrilna IUT bilo je uklju¢eno u ovu studiju. Ispitivanje, lecenje i dalje praéenje dece
je sprovedeno u skladu sa protokolima bolnice. Slede¢i demografski podaci su zabelezeni:
pol, starost, visina, tezina, telesna temperatura, trajanje poviSene telesne temperature, broj
dana provedenih u bolnici, uzroénik infekcije i primenjena terapija. Pacijenti koji su
ispunjavali slede¢e kriterijume su ukljueni u studiju: temperatura visa od 38,5°C bez
drugog prepoznatljivog uzroka, leukocitoza (broj leukocita visi od referentnih vrednosti za
dati uzrast deteta), koncentracija CRP visa od 20 mg/L, pozitivno test polje za leukocitnu
esterazu na urin traci i/ili piurija (sediment urina: >10 leukocita). IUT je dijagnostikovana
ukoliko je utvrdena klinicki znacajna bakteriurija (>100000 kolonija po mL urina) u nalazu
urinokulture. Sva deca su u roku od 48h od prijema u bolnicu podvrgnuta ultrazvu¢nom
pregledu abdomena 1 urinarnog trakta, dok cistouretrografija nije bila obavezna, ve¢ je
sprovodena samo na zahtev lekara 1 uz saglasnost roditelja. Deca kod kojih su utvrdene
anorektalne ili urogenitalne anomalije, ili pak neuroloske bolesti nisu uklju¢ena u ovu
studiju. Kriterijumi za otpust pacijenata iz bolnice su bazirani na klini¢ckoj proceni
odgovora na primenjenu terapiju antibioticima (telesna temperatura, broj leukocita i
koncentracija CRP u krvi, broj leukocita u urinu i nalaz urinokulture).

Klasifikacija pacijenata je sprovedena na dva nacina: prema proceni funkcije
bubrega i trajanja inflamacije tokom IUT. Procena bubrezne funkcije je izvrSena na osnovu
izraunate vrednosti GFR primenom Schwartz-ove formule (14). Podela pacijenata u grupe
na osnovu razvoja AOB (sa AOB i bez AOB) vrsena je prema smanjenju vrednosti GFR za

viSe od 25% u odnosu na referentne vrednosti za dati uzrast (131). U drugoj klasifikaciji,
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pacijenti su podeljeni prema CRP vrednostima dobijenim pri otpustu iz bolnice. Smatra se
da koncentracija CRP >10 mg/L ukazuje na klini¢ki relevantno inflamatorno stanje (132).
U ovoj studiji visoke CRP vrednosti pri otpustu iz bolnice oznacavaju IUT u remisiji, ali sa
produZzenim trajanjem inflamacije. Shodno tome, formirane su dve grupe: pacijenti sa
koncentracijom CRP ve¢om od 10 mg/L pri otpustu iz bolnice su oznaceni kao pacijenti sa
duzim trajanjem inflamacije (kodirani sa 1), dok su pacijenti sa koncentracijom CRP
manjom od 10 mg/L oznaceni kao pacijenti sa kra¢im trajanjem inflamacije (kodirani sa 0).

Rutinske analize su wuradene u biohemijsko-hematoloskoj 1 mikrobioloskoj
laboratoriji Univerzitetske decije klinike u Beogradu. Biomarkeri AOB i parametri
oksidativnog statusa su odredeni na Katedri za medicinsku biohemiju, Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu. Studija je sprovedena u skladu sa etickim nacelima
Helsinske dekleracije i nacelima Etickog komiteta Univerzitetske decije klinike u Beogradu
(broj reSenja: 017/6-26/112) i Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj
reSenja: 1169/29). U studiju su ukljucena deca c¢iji su roditelji ili staratelji dali pismenu

saglasnost za u¢estvovanje u istrazivanju.

3.1.2. Uzorkovanje krvi i urina

Za svakog pacijenta sakupljeni su uzorci krvi i urina, po prijemu u bolnicu i u vreme
otpusta iz bolnice. Krv je vadena u vakuum epruvete bez aditiva za biohemijske analize (4
mL) i sa antikoagulansom K>-EDTA za odredivanje broja leukocita (3 mL; Becton,
Dickinson, and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Uzorci seruma su dobijeni
centrifugiranjem krvi na 1200xg tokom 10 minuta, a koris¢eni su za odredivanje
koncentracije markera inflamacije CRP, parametara bubrezne funkcije (ureje i kreatinina),
biomarkera AOB (SNGAL), kao i parametara oksidativnog statusa (TAS i TOS). Uzorci
urina prikupljeni su tehnikom srednjeg mlaza ili primenom sterilnih kesica. Jedan deo urina
je koris¢en za hemijsku analizu i mikroskopsko ispitivanje sedimenta urina, kao i za
odredivanje koncentracije biomarkera AOB (UNGAL i KIM-1), a drugi deo za

mikrobioloska ispitivanja. Uzorci urina su centrifugirani pri temperaturi od 4°C tokom 15
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minuta na 13000xg. Alikvoti seruma i urina su cuvani na -80°C za odredivanje biomarkera

AOB i parametara oksidativnog statusa, a svi ostali testovi su izvodeni odmah.

3.1.3. Metode odredivanja biohemijskih parametara

Koncentracije kreatinina i ureje su odredene primenom rutinskih metoda (Olympus
System Reagents—Olympus analyser AU 2700, Hamburg, Germany), dok je koncentracija
CRP odredena nefelometrijskom metodom (Siemens C-reactive protein assay—Dimension

RxL Max Integrated Chemistry System, Erlangen, Germany).

3.1.3.1. Odredivanje biomarkera AOB — ELISA metoda

Koncentracije SNGAL, uNGAL | KIM-1 su merene primenom enzimskih imuno
testova [enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)] (R&D Systems Europe, Abingdon,
United Kingdom). Uzorci urina za odredivanje uNGAL su razblazeni u odnosu 1:60, dok su
uzorci seruma za SNGAL razblazeni u odnosu 1:40. Uzorci urina za odredivanje KIM-1
nisu razblazivani. Koncentracije NGAL i KIM-1 su izrazene u nanogramima po mililitru
(ng/mL).

3.1.3.1.a Princip ELISA metode

ELISA metoda se zasniva na principu “sendvi¢” antitelo, u kojoj se poliklonalna
kozija anti-humana antitela specificna za analit od interesa (antigen) vezuju za mikro
titarsku plocu i ¢ine ¢vrstu fazu (slika 7). Tokom perioda inkubacije analit iz uzoraka i
standarda gradi kompleks sa vezujuc¢im antitelima, a potom podleze i konjugaciji sa
detekcionim antitelima obelezenim biotinom. Detekciona antitela se vezuju za razliCite
epitope na molekulu antigena grade¢i tako “sendvi¢”. Potom se preko biotina gradi
kompleks sa detekcionim reagensom peroksidazom rena konjugovanom sa streptavidinom

[streptavidin-horseradish-peroxidase (HRP)]. Pod dejstvom peroksidaze razlaze se
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3,3°,5,5 -tetrametilbenzidin  (TMB)/H20. supstrat, a intezitet razvijene boje je

proporcionalan koli¢ini vezanog analita.

I

- Detekeiono antitelo

‘ (Antitelo obelezenom enzimom)
V(74 .J_"r :
CH VLR, | Boja
/ :
\ 4 Antigen (analit od interesa)
XA 5Y '
“\' {\ "' }‘,L

\ / ; il | g P

Vezujuce antitelo
< (Poznato specifi¢no antitelo

vezano za udubljenje mikro ploce)

Slika 7: Princip ELISA metode

3.1.3.1.b Materijal potreban za izvodenje ELISA metode

Vezujuéa antitela — Liofilizat kozijih anti-humanih antitela (koncentracije 72
pg/mL za KIM-1; 360 ug/mL za NGAL) rekonstituisan je sa 1 mL fosfatnog pufera
[Phosphate-buffered saline (PBS)], i razblaZen je sa PBS do radnih koncentracija
(0,4 pg/mL za KIM-1; 2,0 pg/mL za NGAL).

Detekciona antitela - Liofilizat biotinom obelezenih kozijih anti-humanih antitela
(koncentracije 72 ng/mL za KIM-1; 18 ug/mL za NGAL) rekonstituisan je sa 1 mL
reagens diluenta i razblazen je sa reagens diluentom do radnih koncentracija (400
ng/mL za KIM-1; 100 ng/mL za NGAL).

Standard - Liofilizat rekombinantnog humanog KIM-1 i NGAL (koncentracije 105
ng/mL za KIM-1; 90 ng/mL za NGAL) rekonstituisan je sa 0,5 mL reagens diluenta
i razblazen je sa reagens diluentom do radnih koncentracija (2000 pg/mL, 1000
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL za KIM-1; 2
ng/mL, 1 ng/mL, 0,5 ng/mL, 0,25 ng/mL, 0,125 ng/mL, 0,0625 ng/mL za NGAL).
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Streptavidin-HRP -1 mL Streptavidin-HRP razblaZen je sa reagens diluentom do
radne koncentracije koja je naznacena na bocici.

Fosfatni pufer u fizioloSkom rastvoru [phosphate buffer saline (PBS)] - 137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM NaxHPOg4; 1,5 mM KH2POq4; pH 7,2 — 7,4; 0,2 um
filtriranje.

Pufer za ispiranje —0,05% Tween 20 u PBS-u; pH 7,2 - 7,4.

Reagens diluent - 1% govedi serumski albumin u PBS-u; pH 7,2 — 7,4; 0,2 um
filtriranje.

Supstrat reagens - mesavina kolor reagensa A (H20>) i kolor reagensa B (TMB) u
odnosu 1:1.

Stop reagens - 2 N H2SOa.

3.1.3.1.c Postupak izvodenja ELISA metode

Priprema ploce

1)

2)

3)

4)

U plo¢e je odmereno po 100 pL radnog rastvora koji sadrzi vezujuéa antitela.
ELISA ploca je prekrivena folijom i inkubirana preko noéi na tamnom na sobnoj
temperaturi.

Svaki bazencCi¢ je aspiriran, a nakon toga je dodat pufer za ispiranje (400 uL po
bazenciu). Ispiranje je ponavljano najmanje tri puta. Nakon ispiranja, ostatak
pufera je uklonjen iz bazenci¢a aspiracijom i okretanjem ploce na Cist papir za
upijanje.

U svaki bazenci¢ dodato je po 300 pL reagens diluenta. Inkubiranje je vrSeno na
sobnoj temperaturi najmanje 1h.

Aspiracija/ispiranje je ponovljeno kao u koraku 2 nakon ¢ega je ELISA ploca

spremna za dodavanje uzorka.
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Test procedura
1) Dodato je po 100 pL uzorka ili standarda i lagano mesano oko 1 minut. Ploce su

prekrivene folijom i inkubirane 2h na sobnoj temperaturi.

2) Aspiracija/ispiranje je ponovljeno kao u koraku 2 pripreme ploce.

3) Dodato je po 100 pL rastvora koji sadrzi detekciona antitela. Plo¢e su prekrivene
folijom i inkubirane 2h na sobnoj temperaturi.

4) Aspiracija/ispiranje je ponovljeno kao u koraku 2 pripreme ploce.

5) Dodato je po 100 pL Streptavidin-HRP radnog rastvora. Ploce su prekrivene folijom
i inkubirane 20 minuta na sobnoj temperaturi.

6) Aspiracija/ispiranje je ponovljeno kao u koraku 2 pripreme ploce.

7) Dodato je po 100 pL rastvora supstrata. Ploce su inkubirane 20 minuta na sobnoj
temperaturi.

8) Dodato je po 50 pL stop reagensa. Blagim lupkanjem plo¢e o podlogu obezbedeno
je dobro mesanje sadrzaja bazencica.

9) Apsorbancija je izmerena na talasnoj duzini od 450 nm za KIM-1 i NGAL.

3.1.3.2. Odredivanje parametara oksidativnog statusa

Za odredivanje parametara oksidativnog statusa (TAS i TOS) primenjene su nove
spektrofotometrijske metode koje je formulisao Erel (128, 130). Uradena je modifikacija
Erel-ove metode i aplikacija na analizatoru (ILab 300 Plus analyzer Instrumentation
Laboratory, Milan, Italy). Apsorbancije uzoraka su merene na talasnim duzinama od 620
nm za TAS i 546 nm za TOS.

3.1.3.2.a Princip metode za odredivanje TOS u serumu
TOS je odredivan primenom kolorimetrijske metode koju je formulisao Erel (128).
Ova metoda se bazira na oksidaciji fero jon—orto-dianizidnog kompleksa u feri jon u

prisustvu oksidanasa iz uzorka. Reakcija oksidacije olaksana je molekulom glicerola koji je

prisutan u reakcionom medijumu. Nastali feri jon zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenol-
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oranzom u kiseloj sredini. Kao standard je koris¢en vodeni rastvor H20. opsega
koncentracije 10-200 umol/L, §to odgovara linearnosti metode 1 ocekivanim
koncentracijama u bioloSkom materijalu. Dobijeni rezultati su izrazeni u pmol H2O>

ekvivalenta na litar (umol H202 Equiv./L).

** Reagensi za odredivanje TOS

e Reagens 1: TOS 1 - Pripremljen je rastvaranjem ksilenol-oranza (114 mg) i NaCl
(8,18 g) u 900 mL rastvora H2SO4 (c=25 mM). U tako dobijeni rastvor dodato je
100 mL glicerola. pH vrednost ovog reagensa je podeSena na 1,75.

e Reagens 2: TOS 2 - Pripremljen je rastvaranjem feroamonijum sulfata (1,96 g) i 0—
dianizidin dihidrohlorida (3,17 g) u 1000 mL rastvora H2SO4 (c=25 mM).

3.1.3.2.b Princip metode za odredivanje TAS u serumu

Za odredivanje TAS koriS¢ena je spektrofotometrijska metoda koju je formulisao
Erel (130). Ova metoda se bazira na redukciji i obezbojavanju 2,2-azobis-(3-
etilbenzotiazolidin-6-sulfonat)-radikalskog  katjona (ABTS') kao hromogena sa
antioksidansima prisutnim u uzorku seruma. Sam rastvor ABTS-a je bezbojan, ali
oksidacijom do ABTS" pomo¢u H202 u kiselom medijumu (acetatni pufer; pH=3,6) rastvor
dobija karakteristiénu smaragdnu boju. Kada se obojeni ABTS' pomeSa sa nekom
supstancom koja moze da se oksiduje (antioksidans), redukuje se do bezbojnog ABTS-a §to
se manifestuje promenom boje odnosno obezbojavanjem ispitivanog rastvora. Smanjenje
apsorbancije, odnosno intenzitet obezbojavanja rastvora srazmeran je koncentraciji
prisutnin ukupnih antioksidanasa u uzorku. Koncentracija prisutnih antioksidanasa u
uzorku odredena je upotrebom standardne krive. Standard koriS¢en za odredivanje TAS je
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna ~ kiselina  (Trolox), hidrosolubilni
ekvivalent vitamina E. Kako se on teSko rastvara u vodi za pripremu rastvora primenjen je
30 mmol/L fosfatni pufer, pH=7.,4. Pri konstruisanju standardne krive kori$¢eni su rastvori

Trolox-a rastu¢ih koncentracija i to: 0,125 mmol/L; 0,25 mmol/L; 0,5 mmol/L; 0,75
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mmol/L; 1 mmol/L; 1,5 mmol/L; 2 mmol/L, §to je ujedno i gornja granica linearnosti
metode. Dobijeni rezultati su izrazavani se u mmol Trolox ekvivalenta na litar (mmol

Trolox Equiv./L).

** Reagensi za odredivanje TAS

e Reagens 1: Acetatni pufer (pH =5,8; 0,4 mol/L) - Priprema se meSanjem 940 mL
CH3COONa (0,4 mol/L) i 60 mL CH3COOH (0,4 mol/L) za 1000 mL rastvora
(prvo se dodaje bazna komponenta, a potom kisela dok se ne postigne potrebna pH
vrednost). Rastvor pufera je stabilan 6 meseci na temperaturi od +4°C.

e Reagens 2: Rastvor ABTS-a [2,2-azobis (3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat)] -
Priprema se meSanjem 30 mL acetatnog pufera (pH=3,6; 30 mmol/L), 70 mL
rastvora H2O2 (2 mmol/L). Potom se 0,549 g ¢vrstog ABTS-a rastvori u 100 mL
prethodno pripremljenog rastvora (finalna koncentracija rastvora ABTS-a je 10
mmol/L). Inkubira se 1h na sobnoj temperaturi, dok rastvor ne poprimi
karakteristi¢nu intenzivnu plavo-zelenu boju ABTS™. Ovako pripremljen reagens je
stabilan 6 meseci na 4°C.

e Reagens 3: Rastvor Troloksa - Kao standard se koristi hidrosolubilni analog
vitamina E — Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina,
Mr=250,29 g/mol). Rastvor Troloxa se priprema rastvaranjem u fosfathom puferu,
pH=7,4; 30 mmol/L.

3.1.3.3. Racunska operacija za odredivanje OSI
Odnos TOS 1 TAS se oznacava kao OSI (133). Kako bi se izvela racunica, jedinice

TAS, mmol Trolox equiv./L, su promenjene u pmol Trolox equiv./L, i OSI vrednost je

izra¢unata na slede¢i nadin:
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TOS, umol H,0, Equiv.
OSI (arbitrary unit (AU)) = — < mol ‘IFroon Equiv

L
100

3.1.4. Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza uradena je upotrebom programa Window SPSS, verzija 21 1
MedCalc programa za statisticki softver Windows Version 9.6.3. (Mariakerke, Belgium).

Da bi se utvrdilo da li su podaci distribuirani po normalnoj raspodeli koris¢en je
Shapiro-Wilk test. Za analizu kontinuiranih promenljivih izmedu ispitanika tokom prijema i
u vreme otpusta iz bolnice (dve tatke merenja), koje su distribuirane po normalnoj
raspodeli, upotrebljen je Student-t test za dva zavisna uzorka. Efekti inflamacije i AOB na
varijable u serumu i urinu u vreme otpusta iz bolnice ispitani su Student-t testom za dva
nezavisna uzorka i analizom kovarijanse [Analysis of covariance (ANCOVA)] uz korekciju
za bazalne vrednosti (vrednosti u trenutku prijema u bolnicu). Pored toga, promene u
ispitivanim varijablama su analizirane kori§¢enjem dvofaktorske analize varijanse [Analysis
of variance (ANOVA)] sa ponavljanjem, gde su kao faktori kori§¢eni vreme prijema i
otpusta pacijenata iz bolnice i razvoj AOB. Podaci koji nisu distribuirani po normalnoj
raspodeli analizirani su primenom neparametarskog Wilcoxon signed-rank testa za dva
zavisna uzorka ili Mann-Whitney testa za dva nezavisna uzorka.

Interindividualna i intraindividualna varijabilnost je racunata u grupama ispitanika
formiranim na osnovu starosti pacijenata. Koeficijent varijacije (Kv) izmedu subjekata
(interindividualna varijabilnost) za svaki parametar je izraCunata u vreme prijema i otpusta
iz bolnice. Intraindividualna varijabilnost je izraZena kao korelacija izmedu vrednosti za
svaki parametar u trenutku prijema u bolnicu i vrednosti istog parametra u vreme otpusta iz
bolnice, racunanjem Spearman-0vog koeficijenta korelacije.

Dijagnostic¢ka ta¢nost ispitivanih parametara je proverena ROC analizom. Parametri
sa statisticki znacajnom tacnos$¢u su dalje kombinovani sa drugim parametrima, a povrSine

ispod krive AUCs za modele su izracunate pomocu C analize.
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Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija za normalno
distribuirane kontinuirane varijable ili kao relativne i1 apsolutne frekvence za kategoricke
varijable. Logaritamski-transformisane varijable izrazene su kao geometrijska sredina i
95% interval pouzdanosti (IP) za srednju vrednost. Podaci koji nisu distribuirani po
normalnoj raspodeli prikazani su kao medijana i inter-kvartilni opseg. Svi testovi su smatrani

statisti¢ki znac¢ajnim za P<0,05.

3.2. Ekonomska analiza primene biomarkera AOB kod dece u

kardiohirurgiji

Imajuéi u vidu jako visoku incidencu AOB nakon kardiohirurskih intervencija kod
dece sa visokom stopom smrtnosti, ali i najveci broj podataka za nove biomarkere AOB
koji su najviSe istrazivani upravo u ovoj etiologiji, u ekonomskoj studiji akcenat je stavljen
na strategiju ispravno postavljene dijagnoze AOB u kardiohirurgiji razlicitim

dijagnostickim procedurama sa najmanjim utroSkom finansijskih sredstava.

3.2.1. Analiza odnosa troSkova i efektivnosti

U zdravstvu uglavnom postoji viSe od jednog pristupa u sprovodenju dijagnostike ili
tretmana odredenog oboljenja. Ti razli€iti pristupi ne samo da se razlikuju po efektivnosti,
nego se razlikuju i po troskovima koje iziskuju. Farmakoekonomija treba da identifikuje,
izmeri 1 proceni troSkove i rezultate zdravstvene intervencije kada postoji visSe od jedne
mogucénosti.

Analiza u kojoj se troSkovi mere u odnosu na jedan isti rezultat, ali postizan
razli¢itim metodama naziva se analiza odnosa troSkova i efektivnosti (TE) (134). Analiza
TE je komparativna analiza troSkova neophodnih za postizanje odgovaraju¢eg klini¢kog
efekta. Da bi se ova analiza izvela neophodno je uporediti troskove dve ili viSe strategija

¢ij1 je krajnji efekat izmeren istim pokazateljem.
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Slika 8: Prikaz razli¢itih kombinacija TE shodno promeni efektivnosti i troskova

(modifikovano prema referenci broj 134)

Na slici 8 je prikazana veza izmedu troSkova i efektivnosti kod dve ispitivane
procedure. Kvadrat I opisuje neprihvatljivu kombinaciju TE, jer povecanje troskova prati
pad efektivnosti. Kvadrat II opisuje najuobicajeniju kombinaciju TE gde je povecanje
efektivnosti praceno povecCenjem troskova, pri Cemu se naravno tezi minimalnom
povecenju troskova a maksimalnom povecanju efektivnosti. Kvadrat III predstavlja
najidealniju kombinaciju TE gde je povecanje efektivnosti povezano sa smanjenjem
troSkova. Kvadrat IV je najloSija kombinacija TE, jer smanjenje troskova dovodi do
smanjenja efektivnosti, pa samim tim 1 najopasnija, zbog Cega organizacije koje su
odgovorne za finansiranje zdravstvenih ustanova moraju da vode racuna da se zbog

smanjenja troSkova ne smanji i njihova efektivnost, (134).
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Razlikuju se srednja i inkrementalna analiza TE. Srednja analiza TE predstavlja
koli¢nik ukupnih troskova i ukupnih efekata. Inkrementalna analiza TE poredi razliku
troSkova dve strategije, npr. dva laboratorijska testa (AtroSkovi) i razlike njihove
efektivnosti (Aefektivnost). Inkrementalni troSkovi predstavljaju odnos
Atroskovi/Aefektivnost i pokazuju koliko kosta svaki dopunski efekat jedne efektivnije
procedure u odnosu na ponudenu alternativu sa manjim efektom (134). Jedan laboratorijski
test ¢e imati bolji odnos troSkova i efektivnosti od drugog ako su ispunjeni neki od slede¢ih
uslova:

e manje troSkova za isti efekat (uSteda troskova za isti ishod),
e mnogo vecéa usteda troSkova, a samo mali gubitak u efektivnosti,

e malo veci troskovi, ali daleko veéi efekat, (135).

3.2.1.1. ”Drvo odluke” i Markovljev model

Analiza TE se moze uraditi koriS¢enjem razlicitih ekonomskih modela, a odabir
modela zavisi od vrste podataka o odredenoj bolesti kojima raspolazemo. Za analizu TE
Cesto se koriste ’drvo odluke” i Markovljev model. ”Drvo odluke” se koristi za istrazivanje
svih verovatnih puteva i posledica koji se mogu pojaviti tokom vremena (53). Markovljev
model se koristi za ekonomsku evaluaciju hroni¢nih bolesti u kojma se tretmani 1

zdravstvena stanja ponavljaju (136).

3.2.1.2. Godine Zivota prilagodene u odnosu na kvalitet

Parametar koji se Cesto koristi kao pokazatelj efektivnosti jeste godine zivota
prilagodene u odnosu na kvalitet [Quality adjusted life-year (QALY)], jer predstavlja
zajednicki imenitelj za razliCite zdravstvene intervencije. QALY uzima u razmatranje
kvantitet kao 1 kvalitet Zivota dobijen nakon odredene zdravstvene intervencije, a
predstavlja aritmeticki proizvod ocekivanog Zivota 1 mere kvaliteta preostalih godina zivota
(137). Upotrebom QALY vrednosti stavlja se akcenat na vreme provedeno u razli¢itim

zdravstvenim stanjima. Godina Zivota u zdravom stanju vredi 1, a ista ta godina provedena
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sa nekom bolesc¢u ili tegobom ima vrednost od 0 do 1, dok se za smrt uzima vrednost O.
Ipak, pojedina stanja se smatraju gora i od smrti i mogu imati negativnu vrednost. Na ovaj
nacin se odredene metode mogu porediti 1 postaviti prioriteti prema intervencijama koje su

relativno jeftine (mali troSak po QALY) i na one relativno skupe (visok trosak po QALY).

3.2.2. Model

U ekonomskoj studiji razvijen je algoritam odlucivanja [Decision-Analytic Model
(DAM)] za procenu QALY, dugoro¢nih troskova i inkrementalne isplativosti razlicitih
dijagnostickih strategija baziranih na primeni novih biomarkera AOB u klinickoj praksi u
odnosu na aktuelnu dijagnosticku strategiju (odredivanje koncentracije kreatinina u
serumu). Hipoteticki DAM simulira ranu detekciju AOB nakon kardiohirurskih
intervencija, tretman pacijenata sa AOB, eventualnu progresiju AOB u HBB, i na kraju
tretman HBB kod pacijenata mladih od 18 godina, dok svaki ¢lan studijske populacije ne
umre ili dozivi 100 godina. Najpre su kroz “drvo odluke* predstavljene razli¢ite metode za
dijagnozu AOB kod pedijatrijskih pacijenata nakon primene CPB: standardno pracenje
(odredivanje koncentracije kreatinina u serumu) ili primena novih biomarkera AOB.
Ukoliko je doslo do razvoja AOB pacijent ulazi u Markovljev model koga c¢ine sledeca
zdravstvena stanja: bez HBB, HBB (1-4 stadijum), zavr$ni stadijum bolesti bubrega [end-
stage renal disease (ESRD)] i smrt. Duzina ciklusa koja odreduje boravak studijske
populacije u odredenom stanju je definisana da traje godinu dana. Tokom ovog perioda
pacijent moze biti samo u jednom od navedenih zdravstvenih stanja. Kretanje pacijenata
kroz model je predstavljeno tranzicionim verovatnocama koje opisuju verovatnocu prelaska
izmedu zdravstvenih stanja tokom svakog ciklusa. Tranzicione verovatnote u
Markovljevom modelu utvrdene su sistematskim pregledom stru¢ne literature za AOB kod
dece posle kardiohirur$kih intervencija. TreeAge Healthcare module version 1.5.2
(TreeAge Software, Inc, Williamstown, USA) je koriS¢en za kreiranje modela i

sprovodenje analize osetljivosti. DAM je predstavljen na slici 9.
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Prva grana u DAM obuhvata strategiju u kojoj je postavljanje dijagnoze AOB
nakon kardiohirurSkih intervencija zasnovano na praéenju koncentracije kreatinina u
serumu. U ovom slucaju, posto povecanje koncentracije kreatinina u serumu kasni u odnosu
na ve¢ postojece oSte¢enje bubrega, primenjena terapija moze biti manje efikasna. Ostale tri
grane u DAM opisuju strategije u kojima ¢e tretman za AOB biti primenjen §to je pre
moguce kao rezultat ranije dijagnoze sa alternativnim dijagnostickim strategijama, usled
¢ega pacijenti mogu izbeci ozbiljne komplikacije tokom hospitalizacije, kao i one koje se
mogu razviti nakon izlaska iz bolnice, ukljucuju¢i razvoj HBB. U alternativnim
dijagnostickim strategijama, dijagnoza AOB je bazirana na primeni tri biomarkera:
UNGAL, sCys C, i uL-FABP, koji su pokazali dobru ta¢nost za ranu dijagnozu AOB nakon
kardiohirurskih intervencija (138). Pretpostavljeno je da je blagovremena primena terapije
kao rezultat ranije dijagnoze sa sCysC, uNGAL i uL-FABP povezana sa poboljsanim
klinickim ishodom. Pacijenti kod kojih je dijagnoza AOB postavljena alternativnim
dijagnostickim strategijama imaju verovatnocu razvoja HBB koja je za 25% manja u
odnosu na pacijente kod kojih je dijagnoza AOB postavljena na osnovu koncentracije
kreatinina (53, 139).

3.2.2.1. Tranzicione verovatnocée za zdravstvena stanja

Verovatnoce za razvoj AOB 1 mortalitet u bolnici izracunate su iz studije Peco 1 sar.
(138). Ova studija je obuhvatila populaciju od 112 pedijatrijskih pacijenata kod kojih je
primenjen CPB tokom kardiohirurske intevencije zbog kongenitalne sréane bolesti. Procena
bubrezne funkcije izvrSena je na osnovu izracunate vrednosti klirensa kreatinina primenom
Schwartz-ove formule (14). Podela pacijenata u grupe prema razvoju AOB vr$ena je prema
vrednostima klirensa kreatinina odredenim 48h nakon operacije u odnosu na bazalne
vrednosti (odredene pre kardiohirurSke intevencije). Ukoliko su vrednosti klirensa
kreatinina nakon 48h bile nize za vise od 25% u odnosu na bazalne vrednosti, pacijenti su
svrstani u grupu sa AOB i obrnuto ukoliko je snizenje klirensa kreatinina bilo manje od
25% pacijenti su svrstani u grupu bez AOB. AOB je dijagnostikovano kod 18 pacijenata

(16,1%). Sekundarni ishod je ukljuivao tri stepena jac¢ine AOB definisanih na osnovu
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PRIFLE sistema Klasifikacije (13): “Risk (R)” kategorija je odredena kao smanjenje GFR za
viSe od 25% u odnosu na bazalne vrednosti, “Injury (I)” kao smanjenje vrednosti GFR za
vise od 50% i “Failure (F)” kao smanjenje vrednosti GFR za vise od 75% ili potreba za
dijalizom. "Tezak oblik AOB" ukljucuje kategorije pRIFLE-lI i -F. U ovom modelu
primenjene tranzicione verovatnoce za razvoj AOB su racunate u odnosu na definisane
pRIFLE kategorije.

Osim toga, u ovaj model su ukljuc¢ene i verovatnoée za progresiju bubrezne bolesti i
smrtnog ishoda nakon otpusta iz bolnice kod pacijenata koji su imali AOB. KoriS¢eni Su
podaci iz nekoliko studija pracenja progresije AOB do HBB koje su do sada sprovedene
(19, 140). Pretpostavljeno je da stepen ja¢ine AOB tokom hospitalizacije utice samo na

verovatnocu razvoja HBB, ali da nema uticaj kasnije na stadijum HBB.

3.2.2.2. Efektivnost biomarkera AOB

Na osnovu podataka iz studije Peco i sar. (138) za osetljivost i specifi¢nost
izraCunati su slede¢i parametri: PP, LP, PN, LN rezultati za alternativne strategije sa
sCysC, UNGAL i uL-FABP 2h posle operacije, a u poredenju sa vrednostima serumskog
kreatinina u 48h koja je koriS¢ena za postavljanje dijagnoze AOB, (tabela 6).

Tabela 6. Dijagnosticke karakteristike novih biomarkera

Osetljivost | Specifi¢nost PP LN PN LP

uL-FABP 1 0,86 1 0 0,86 0,14
sCys C 0,54 0,82 0,56 0,44 0,82 0,18
UNGAL 0,63 0,60 0,61 0,39 0,61 0,39

pravi pozitivni (PP); lazno pozitivni (LP); pravi negativni (PN); lazno negativni (LN) rezultati
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3.2.2.3. Merenje kvaliteta Zivota

Merenje kvaliteta zivota U ovoj ekonomskoj analizi bazirano je na primeni QALY,
koji je jednostavno racunat mnoZenjem vremenskog perioda provedenog u odredenom
zdravstvenom stanju sa vredno$¢u za zdravstvenu korist koja odrazava kvalitet Zivota
tokom tog istog zdravstvenog stanja. Podaci za zdravstvenu korist su uzeti iz Cost-
Effectiveness Analysis (CEA) baze podataka (141).

3.2.3. Troskovi

Primenjene dijagnosticke procedure ukljucuju merenje koncentracije kreatinina u
serumu, sCysC, uUNGAL i uL-FABP. Posto je u studiji Peco i sar. (138), koncentracija
kreatinina u serumu merena modifikovanom kinetickom Jaffe-ovom reakcijom, koriS¢ena
je cena za kreatinin test iz cenovnika St. John Hopkins bolnice, jer se ova metoda najcesce
koristi u laboratorijama. sCysC, uUNGAL i uL-FABP su analizirani ELISA sendvi¢
metodom (R & D Sistems, Inc, Minneapolis, Minesota), u skladu sa preporukama
proizvodaca. Kako su primenjeni ELISA kitovi (kataloski brojevi: DSCTCO za sCysC,
DLCN20 za uNGAL i Z-001 za uL-FABP) sadrzali celokupan materijal potreban za rad,
cene biomarker testova su racunate samo na osnovu troSkova za ELISA kitove. Cena testa
je ukljucila potro$nju za kalibraciju (7 tacaka) i slepu probu reagensa, $to je radeno u
duplikatu. Pored toga, obraCunato je da je svaka analiza izvedena u triplikatu.

Retrospektivna analiza troSkova hospitalizacije je izvedena koriS¢enjem americke
baze podataka: Healthcare Cost and Utilization Project (HCUP) Kids’ Inpatient Database
(KID) iz 2009. godine za decu mladu od 18 godina sa dijagnozom AOB i HBB u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. HCUP-KID je dizajniran da prati trendove bolnickog
leCenja, kao 1 pratece troSkove 1 postignute rezultate u Sjedinjenim Americkim Drzavama
(142). Osim toga, podaci o troskovima za pregled lekara opSte prakse i specijaliste za
postavljenje dijagnoze HBB su koriséeni iz studije Hoerger i sar. (143). Svi troskovi i
ishodi su diskontovani za 3% (134). Diskontovanje je radeno zbog razlike u vremenu kad

su obracunavani troskovi i posledice za poredene strategije.
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Prag isplativosti (threshold) je postavljen na 50000$ po QALY, §to je preporuka

zdravstvenog sistema u Sjedinjenim Americkim Drzavama (144).

3.2.4. Analiza osetljivosti

Analiza osetljivosti je vazan analiticki instrument ¢iji je cilj da se proveri da li se
zakljucci iz datog istrazivanja menjaju sa promenom pretpostavki (145). Ovoj analizi se
pribegava uvek kada postoji nesigurnost u pogledu klju¢nih promenljivih, odnosno u
slu¢aju nesigurnosti u istinske vrednosti nekih troskova ili rezultata istrazivaci biraju
vrednost koja je najverovatnija. Posle menjaju ovu vrednost, a zatim ponavljaju
izracunavanja da bi proverili da 1i se rezultati menjaju kod visokih 1 niskih pretpostavki.
Ako se zakljucci istrazivanja ne promene sa promenom ovih vrednosti tada su rezultati
analize neosetljivi prema varijacijama promenljive. Dakle, mozemo prihvatiti zakljucke tog
istrazivanja ako analiza osetljivosti obuhvata veliki broj moguéih vrednosti promenljive.
Suprotno, ako se zaklju¢ci promene analizom osetljivosti tada nismo sasvim sigurni u
njihovu korektnost.

U ekonomskoj studiji analiza osetljivosti je sprovedena za faktore koji bi mogli
eventualno da ograniCe rezultate studije. Nesigurnost modela je testirana primenom
probabilisticke analize osetljivosti upotrebom Monte-Carlo simulacije, pri ¢emu je izvr§eno
10000 simulacija. U svakoj simulaciji, svi ulazni parametri (verovatnoce, troSkovi i
zdravstvena korist) su uzorkovani iz definisane distribucije za taj parametar (146).

Diskontna stopa je varirana od 0% (nediskontovano) do 5% (134).
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4. REZULTATI

4.1. Biomarkeri AOB i parametri oksidativnog statusa kod dece sa IUT

4.1.1. Demografske i biohemijske karakteristike ispitivane populacije

U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 50 dece starosti od 1 meseca do 12 godina sa prvom
febrilnom IUT, od kojih su 28 bili muskog pola, a 22 su bila Zenskog pola. 86% dece je bilo
mlade od 12 meseci, 8% su bili od 12 meseci do 36 meseci starosti, a 6% je bilo starije od
36 meseci. Kao $to se moglo pretpostaviti, u veéini sluc¢ajeva uzro¢nik IUT je bila
Escherichia coli (88%, 44 slucaja). Prose¢na duzina boravka u bolnici je bila 5,5 dana.

Osnovne karakteristike ispitivane populacije prikazane su u tabeli 7.
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Tabela 7. Demografske i biohemijske karakteristike u ispitivanoj populaciji

Demografski i biohemijski parametri N=50
Starost (meseci)* 6,00 (4,00-7,00)
Pol, muski (%) 56
ITM (kg/m?) 11,67+4,29
Temperatura (°C) 39,22+0,658
Trajanje poviSene temperature (dani) 3,1+1,45
Boravak u bolnici (dani)* 5,46 (5,00-6,00)
GFR (mL/min/m?) 49,20+13,34
Kreatinin (umol/L) 57,85+£13,99
Ureja (mmol/L)* 2,87 (2,50-3,31)
Broj leukocita (x10e9/L) 17,5545,92
Urinokultura (%o)
Escherichia coli 88
Klebsiella 4,8
Proteus 4,8
drugo 2,4
Terapija (%)
Longacef (ceftriakson) 38,6
Amikacin 36,4
kombinacija 25,0

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka srednja vrednost + SD, procenti, ili * geometrijska sredina
(95% interval pouzdanosti) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. Brzina glomerularne

filtracije [glomerular filtration rate (GFR)]; indeks telesne mase (ITM).
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4.1.2. Inter- i intra-individualna varijabilnost biomarkera AOB i parametara
oksidativnog statusa

Budu¢i da se uzrast dece kretao u rasponu od 1 meseca do 12 godina, inter- i intra-
individualna varijabilnost za svaki pojedinacan parametar izraCunati SU U vreme prijema u
bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice, posebno u grupama dece mlade i starije od 12 meseci.
Kv za UNGAL, sNGAL i KIM-1 kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz
bolnice prikazani su u tabeli 8. U grupi starije dece Kv za sve parametre su bili nizi od Kv u
grupi mlade dece, osim SNGAL u vreme prijema u bolnicu, ali ta razlika nije bila znacajna
(45,3 kod mlade dece i 48,4 kod starije dece). Isto tako, u svim grupama Kv su bili ve¢i u
vreme otpusta iz bolnice nego u vreme prijema u bolnicu, osim SNGAL u grupi starije dece
(48,4 u vreme prijema i 43,9 u vreme otpusta iz bolnice). Interindividualna varijabilnost

biomarkera AOB je predstavljena na slici 10.

Tabela 8. Koeficijenti varijacije za uUNGAL, SNGAL i KIM-1 kod mladih i starijih

pacijenata pri prijemu i otpustu iz bolnice

uNGAL sNGAL KIM-1
Kv (%) Prijemu Otpust iz Prijemu Otpust iz Prijemu Otpust iz
0 bolnicu bolnice bolnicu bolnice bolnicu bolnice
Deca mla_da od 66.1 81,9 45,3 64,2 69,6 99,9
12 godina
Deca starija od 29,2 72.9 48,4 43,9 24,2 39,6
12 godina
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1 Deca mlada od 12 godina m Deca starija od 12 godina
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Slika 10. Interindividualna varijabilnost - poredenje koeficijenta varijacije za uNGAL,

SNGAL i KIM-1 kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz bolnice

Kv za TAS, TOS i OSI kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz
bolnice prikazani su u tabeli 9. Sto se ti¢e parametara oksidativnog statusa, u grupi mlade
dece Kv za parametre TAS i1 OSI (pri otpustu iz bolnice) su bili nizi od Kv u grupi starije
dece. Suprotno tome, Kv za parametre TOS i OSI (pri prijemu u bolnicu) su bili visi u grupi
mlade dece u odnosu na grupu starije dece. Gledano u odnosu na dve tacke merenja, Kv za
OSI je bio znacajno vecéi u vreme prijema u bolnicu nego u vreme otpusta iz bolnice u grupi
mlade dece (94,7 pri prijemu 1 49,1 pri otpustu), dok je Kv za TOS bio znacajno veci u
vreme prijema u bolnicu u odnosu na otpust iz bolnice, ali u grupi starije dece (44,2 pri
prijemu i 25,6 pri otpustu). Interindividualna varijabilnost za parametre oksidativnog

statusa je prikazana na slici 11.

58



Dijagnosticki i ekonomski znacaj odredivanja biomarkera akutnog ostecenja bubrega kod dece

Tabela 9. Koeficijenta varijacije za TAS, TOS i OSI kod mladih i starijih pacijenata pri

prijemu i otpustu iz bolnice

TAS TOS oSl
Kv (%) Prijemu Otpust iz Prijemu Otpust iz Prijemu Otpust iz
. bolnicu bolnice bolnicu bolnice bolnicu bolnice
Deca mlada od
12 godina 46,6 37,3 49,6 50,2 94,7 49,1
el S5 61,2 44.2 25 6 58.8 50.1
12 godina
© Deca mlada od 12 godina m Deca starija od 12 godina |
120,0 -
00,0 Joe-oeecrmnmimiiiiunniniiconinssniiiisdaiiis stiinsanaiedassinilee st ade s e e e s s e e s e s
80,0 -
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>
<
40’0 e[ . . . . ..oiaaeeeo o . ... ... SO . . ... .. . ... ... .. . . ... ....
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0,0
Priem u bolnicu | Otpust iz bolnice | Prijem u bolecu | Otpust iz boinice | Prijem ubolnicu | Otpust iz bolnice
TAS T0S 10S

Slika 11. Interindividualna varijabilnost — poredenje koeficijenta varijacije za TAS, TOS i

OSI kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz bolnice
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Koeficijenti korelacije (intraindividualna varijabilnost) za biomarkere AOB u grupi
mladih i starijih ispitanika odredeni tokom prijema u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice
bili su znacajni za uUNGAL kod mladih ispitanika (r=0,736, P<0,001) 1 za sNGAL kod
starijih ispitanika (r=0,786, P=0,036). Slaganje izmedu izmerenih vrednosti u trenutku
prijema u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice za ostale parametre je bilo manje i bez
statistiCke znacajnosti. Takode nije bilo razlike u ispitivanim parametrima izmedu dece
mlade od 12 meseci, i dece starije od 12 meseci. Podaci koeficijenata korelacije za

biomarkere AOB prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Intraindividualna varijabilnost za UNGAL, SNGAL i KIM-1

kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz bolnice

r P
Mlada deca
SNGAL 0,325 0,054
uNGAL 0,736 <0,001
KIM-1 0,127 0,446
Starija deca
SNGAL 0,786 0,036
uNGAL 0,386 0,393
KIM-1 0,566 0,185

Koeficijenti korelacije za parametre oksidativnog statusa su prikazani u tabeli 11. U
grupi mlade dece za sve parametre oksidativnog statusa utvrdena je pozitivna korelacija
izmedu vrednosti izmerenih u vreme prijema u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice (TAS
r=0,766, P<0,001; TOS r=0,694, P<0,001; OSI r=0,663, P=0,001). U grupi starije dece

pozitivna korelacija je utvrdena samo za parametar TAS (r=0,884, P=0,046).
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Tabela 11. Intraindividualna varijabilnost za TAS, TOS i OSI

kod mladih i starijih pacijenata pri prijemu i otpustu iz bolnice

r P

Milada deca

TOS 0,694 <0,001

TAS 0,766 <0,001

oSl 0,663 0,001
Starija deca

TOS 0,520 0,291

TAS 0,884 0,046

oSl 0,860 0,062

4.1.3. Promene vrednosti biomarkera AOB i parametara oksidativnog statusa u vreme

prijema i u vreme otpusta iz bolnice

Vrednosti biomarkera AOB i inflamacije u vreme prijema i u vreme otpusta iz

bolnice su navedene u tabeli 12. Vrednosti svih biomarkera AOB bile su znacajno vise u

vreme prijema u bolnicu od odgovarajuc¢ih vrednosti u vreme otpusta iz bolnice. Pored

toga, koncentracije CRP su bile znacajno nize tokom otpusta iz bolnice u odnosu na

odgovarajuce vrednosti za vreme prijema u bolnicu (P<0,001).

Tabela 12. Biomarkeri bubrezne funkcije i inflamacije pri prijemu i otpustu iz bolnice

Prijem u bolnicu Otpust iz bolnice P
SNGAL, ng/mL 153,9+75,0 91,3+56,6 <0,001
uNGAL, ng/mL 155,0+92,4 94,0+76,8 <0,001
KIM-1, ng/mL 0,38 (0,28-0,50) 0,24 (0,17-0,34) 0,037
CRP, mg/L 72,6 (54,4-97,0) 13,1 (9,7-17,7) <0,001

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti + SD ili geometrijske sredine (95% interval pouzdanosti)

za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. Poredenje je izvrSeno Student-t-testom za dve zavisne

populacije.
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Od parametara oksidativnog statusa samo su OSI vrednosti bile znacajno nize

tokom otpusta iz bolnice u odnosu na odgovarajuce vrednosti tokom prijema u bolnicu

(P=0,026). Vrednosti parametara oksidativnog statusa u vreme prijema i u vreme otpusta iz

bolnice su navedene u tabeli 13.

Tabela 13. Parametri oksidativnog statusa pri prijemu i otpustu iz bolnice

Prijem u bolnicu Otpust iz bolnice P
TAS, mmol/L 0,96+0,39 0,99+0,40 0,382%
TOS, umol/L 24,95 (18,13-35,58) 24,96 (18,61-34,92) 0,254°
OSl, AU 0,035 (0,024-0,048) 0,029 (0,016-0,039) 0,026°

Prikazane su aritmeti¢ke srednje vrednosti + SD za normalno distribuirane varijable ili medijane

(inter-kvartilni opseg) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. a Prema Student-t-testu za dve

zavisne populacije; b Prema Wilcoxon signed-rank testu.

4.1.4. Promene vrednosti biomarkera AOB i parametara oksidativhog statusa u

odnosu na trajanje inflamacije

Efekat trajanja inflamacije (izrazen u odnosu na koncentraciju CRP) na nivo

parametara AOB je prikazan u tabeli 14. Primenom ANCOVA, korekcijom za bazalne

vrednosti (vrednosti u trenutku prijema u bolnicu), utvrdeno je da su koncentracije uUNGAL

kod ispitanika sa duzim trajanjem inflamacije bile viSe (115,37 ng/mL) u odnosu na

uNGAL koncentracije ispitanika sa krac¢im trajanjem inflamacije u isto vreme (67,87

ng/mL, P=0,022).
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Tabela 14. Efekti inflamacije na nivo parametara bubrezne funkcije pri otpustu iz bolnice

kada su vrednosti pri prijemu u bolnicu koris¢ene kao kovarijabla

Krade trajanje Duze trajanje P
inflamacije inflamacije
SNGAL, ng/mL 78,80+14,68 104,82+10,17 0,155
uNGAL, ng/mL 67,87+£16,04 115,37+11,72 0,022
KIM-1, ng/mL 0,169 (0,08-0,34) 0,295 (0,182-0,479) 0,198

Prikazane su korigovane aritmeticke srednje vrednosti + SD ili geometrijske sredine (95% interval
pouzdanosti) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. Poredenje je izvrseno ANCOVA

analizom uz korekciju za bazalne vrednosti.

Nakon ukljuc¢ivanja uzrasta pacijenata kao dodatne kovarijable, razlike u
vrednostima uNGAL izmedu navedenih grupa ostale su znacajne, P=0,031. sNGAL
(P=0,155) i KIM-1 (P=0,198) nivoi nisu pokazali znac¢ajn0o povecanje u grupi ispitanika sa

duzim trajanjem inflamacije u odnosu na grupu sa kra¢im trajanjem inflamacije.

Od parametara oksidativnog statusa u zavisnosti od duzine trajanja inflamacije
znaajnu promenu su pokazali TAS 1 OSI. TAS vrednosti su bile znac¢ajno vise kod
pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije (0,99 mmol/L + 0,40 mmol/L) u odnosu na one
kod kojih je inflamacija krace trajala (0,57 mmol/L £+ 0,37 mmol/L), P=0,017. Shodno
tome, OSI vrednosti su bile zna€ajno niZe u grupi sa duZim trajanja inflamacije [0,032 AU
(0,018-0,042)] nego u grupi sa kra¢im trajanjem inflamacije [0,041 AU (0,029-0,053)],
P=0,037. Efekat trajanja inflamacije (izrazen u odnosu na koncentraciju CRP) na nivo

parametara oksidativnog statusa je prikazan u tabeli 15.
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Tabela 15. Efekti inflamacije na nivo parametara oksidativnog statusa

pri otpustu iz bolnice

Krace trajanje Duze trajanje p
inflamacije inflamacije
TAS, mmol/L 0,57+0,37 0,99+0,40 0,0172
TOS, pmol/L 20,86 (17,43-49,45) 27,71 (16,94-35,75) 0,978°
OslI, AU 0,041 (0,029-0,053) 0,032 (0,018-0,042) 0,037°

Prikazane su aritmeti¢ke srednje vrednosti £ SD ili medijane (inter-kvartilni opseg) za varijable
koje nemaju normalnu raspodelu. a Prema Student-t-testu za dve nezavishe populacije; b Prema

Mann-Whitney testu.

4.1.5. Dijagnosticka ta¢nost biomarkera AOB i parametara oksidativnog statusa za

detekciju duZeg trajanja inflamacije

4.1.5.1. Dijagnosticka tacnost biomarkera AOB za detekciju duZeg trajanja inflamacije

Sposobnost biomarkera AOB za detekciju duzeg trajanja inflamacije ispitivana je
analizom ROC krive. Analizirane su vrednosti biomarkera AOB na prijemu u bolnicu.
Dobijene AUC vrednosti predstavljene su u tabeli 16. VVrednosti parametara pri prijemu u
bolnicu za KIM-1 (AUC=0,519, P=0,847), uNGAL (AUC=0,549, P=0,638), SNGAL
(AUC=0,516, P=0,855), kreatinin (AUC=0,538, P=0,695) i ureju (AUC=0,560, P=0,538)
nisu imale sposobnost da detektuju duZe trajanje inflamacije. Dodatno je ispitana
dijagnosticka tacnost broja leukocita, koji se koriste kao pokazatelji inflamacije i o¢ekivano
broj leukocita na prijemu u bolnicu je ispoljio znacajnu sposobnost za detekciju duzeg

trajanja inflamacije (AUC=0,688, P=0,047).
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Tabela 16. Dijagnosti¢ka ta¢nost parametara AOB za detekciju duzeg trajanja inflamacije

AUC (95% interval pouzdanosti) P
vrednosti pri prijemu u bolnicu

Broj leukocita 0,688 (0,513-0,864) 0,047
Ureja 0,560 (0,249-0,630) 0,538
Kreatinin 0,538 (0,313-0,698) 0,695
SNGAL 0,516 (0,346-0,686) 0,855
uNGAL 0,549 (0,352-0,745) 0,638
KIM-1 0,519 (0,329-0,709) 0,847

4.1.5.2. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog statusa za detekciju duZeg

trajanja inflamacije

Analizom ROC krive ispitana je i sposobnost parametara oksidativnog statusa na
prijemu u bolnicu za detekciju duzeg trajanja inflamacije, a dobijene AUC vrednosti
predstavljene su u tabeli 17. Vrednosti parametara TAS (AUC=0,785, P=0,023) i OSI
(AUC=0,765, P=0,036) pri prijemu u bolnicu su imale sposobnost da detektuju duze
trajanje inflamacije. U poredenju sa brojem leukocita, parametrom koji se uobicajeno
koristi kao pokazatelj inflamacije, dijagnosticka ta¢nost parametara oksidativnog statusa

TAS i OSI za detekciju duzeg trajanja inflamacije je ¢ak bila bolja.

Tabela 17. Dijagnosticka ta¢nost parametara oksidativnog statusa za

detekciju duZeg trajanja inflamacije

AUC (95% interval pouzdanosti) P
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Broj leukocita 0,688 (0,513-0,864) 0,047
TAS 0,785 (0,601-0,969) 0,023
TOS 0,503 (0,250-0,757) 0,978
oSl 0,765 (0,566-0,963) 0,036
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4.1.6 Ispitivanje dijagnosticke ta¢nosti biomarkera AOB i parametara oksidativnog

statusa za detekciju duZeg trajanja inflamacije u kombinaciji sa brojem leukocita

4.1.6.1. Ispitivanje dijagnosticke tacnosti biomarkera AOB za detekciju duZeg trajanja

inflamacije u kombinaciji sa brojem leukocita

Ispitana je takode i potencijalna korist od dodavanja biomarkera AOB broju leukocita
u cilju bolje detekcije pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije u odnosu na one kod kojih
je inflamacija trajala krace. Dobijene AUC vrednosti kombinacije parametara AOB i broja
leukocita predstavljene su u tabeli 18. Dodatak kreatinina, AUC=0,723, P=0,027 (slika 12,
panel A) i ureje, AUC=0,762, P=0,009 (slika 12, panel B) je povecao AUC za broj
leukocita, dok je dodatak uUNGAL (AUC=0,695, P=0,041), (slika 12, panel B) imao
marginalni efekat. SNGAL i KIM-1 ne povecavaju znacajno dijagnosticku tacnost broja

leukocita u detekciji duzeg trajanja inflamacije.

Tabela 18. Dijagnostic¢ka tatnost kombinacije biomarkera AOBI broja leukocita

za detekciju duzeg trajanja inflamacije

AUC (95% interval pouzdanosti) p
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Broj leukocita i ureja 0,762 (0,598-0,926) 0,009
Broj leukocita i kreatinin 0,723 (0,551-0,896) 0,027
Broj leukocita i uUNGAL 0,695 (0,529-0,860) 0,041
Broj leukocita i SNGAL 0,667 (0,519-0,875) 0,058
Broj leukocita i KIM-1 0,661 (0,482-0,839) 0,093
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Slika 12. ROC krive za parametre sa znacajnom dijagnostickom sposobnoscu za detekciju trajanja
inflamacije. Panel A: ROC krive za broj leukocita i za kombinaciju broja leukocita sa kreatininom
za detekciju duzeg trajanja inflamacije; panel B: ROC krive za kombinaciju broja leukocita sa

urejom i sa uNGAL za detekciju duzeg trajanja inflamacije
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4.1.6.2. Ispitivanje dijagnosticke tacnosti parametara oksidativnog statusa za detekciju

duZeg trajanja inflamacije u kombinaciji sa brojem leukocita

Pored biomerkera AOB, ispitana je i potencijalna korist od dodavanja parametara
oksidativnog statusa broju leukocita u cilju bolje detekcije duzeg trajanja inflamacije, a
dobijene AUC vrednosti kombinacije parametara oksidativnog statusa i broja leukocita
predstavljene su u tabeli 19. Nijedan od ispitivanih modela nije pokazao bolju dijagnosticku
tacnost od pojedinacnih parametara. lako su AUC vrednosti bile od 0,7 1 vece, samo je u
slu¢aju kombinacije broja leukocita i parametra TAS dobijena statisticka znacajnost
(AUC=0,778, P=0,026). Dodatak TAS povecao je AUC za broj leukocita, a ROC kriva

kombinacije broja leukocita i TAS predstavljena je na slici 13.

Tabela 19. Dijagnosti¢ka tatnost kombinacije parametara oksidativnog statusa i broja

leukocita za detekciju duzeg trajanja inflamacije

AUC (95% interval pouzdanosti) p
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Broj leukocita i TAS 0,778 (0,594-0,962) 0,026
Broj leukocita i TOS 0,694 (0,460-0,928) 0,120
Broj leukocita i OSI 0,735 (0,519-0,952) 0,062
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Slika 13. ROC krive za broj leukocita i za kombinaciju broja leukocita sa TAS

za detekciju duzeg trajanja inflamacije

4.1.7. Promene vrednosti biomarkera AOB i parametara oksidativhog statusa u
odnosu na razvoj AOB

Najpre su primenom Student t-testa za dva nezavisna uzorka analizirane promene
svih demografskih karakteristika i biohemijskih parametara ispitivane populacije u odnosu
na razvoj AOB. Razlike izmedu pacijenata bez AOB i pacijenata sa AOB prikazane su u
tabeli 20. Statisticki znacajna razlika je utvrdena kod demografskih karakteristika starosti i
trajanja povisene temperature i parametra ureje. Ocekivano, za ureju dobijene vrednosti su

bile znacajno vise u grupi pacijenata sa AOB u odnosu na grupu pacijenata bez AOB.
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Tabela 20. Razlike izmedu pacijenata bez AOB i pacijenata sa AOB

Pacijenti bez AOB | Pacijenti sa AOB P
(n=28) (n=22)
Starost (meseci)* 33(2,37-4,40) | 11,7 (7,07-18,12) | 0.037
Pol, muski (%) 615 385 0,102
ITM (kg/m?) 10,3612,02 12,885,690 | 0,905
Temperatura (°C) 39,17+0,58 39,22¢0,77 | 0,807
Trajanje poviSene temperature (dani) 2,74+1,29 3,75+1,522 0,023
Boravak u bolnici (dani)* 541 (4,24-6,90) | 5,89 (5,21-7,61) | 0267
Ureja (mmol/L)* 2,47 (2,06-2,98) | 3,40 (2,61-4,42)* | 0.045
Broj leukocita (x10e9/L) 16,385,16 19,12+6,5° 0,131
Urinokultura (%o)
Escherichia coli 90,9 85,0
Klebsiella 4,5 5 0.499
Proteus 0 10
drugo 4,5 0
Terapija (%)
Longacef (ceftriakson) 39,1 38,1
Amikacin 30,4 42,9 0,595
kombinacija 30,5 19,0

Podaci su srednja vrednost £ SD, procenti, ili * geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti) za
varijable koje nemaju normalnu raspodelu. # znacajno razli¢ito od grupe bez AOB radeno Student t-

testom. Indeks telesne mase (ITM).
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Analizirane su razlike u bazalnim vrednostima biomarkera SNGAL, uNGAL i KIM-1
u odnosu na razvoj AOB, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 21. Znacajna razlika u

bazalnim vrednostima izmedu grupa sa AOB (0,519 ng/mL) i bez AOB (0,287 ng/mL)
utvrdena je jedino za KIM-1, P=0,038.

Tabela 21. Bazalne vrednosti biomarkera AOB kod dece podeljene u dve grupe

u zavisnosti od razvoja AOB

Pacijenti bez AOB Pacijenti sa AOB
n=27 n=23 P
sNGAL, ng/mL 154,97 + 73,67 151,13 + 75,98 0,864
UNGAL, ng/mL 164,79 + 99,99 134,11 + 83,53 0,271
KIM-1, ng/mL 0,287 (0,167-0,495) 0,519 (0,387-0,692) | 0,038

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti + SD ili geometrijske sredine (95% interval pouzdanosti)

za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. PremaStudent-t-testu za dve nezavisne populacije.

Osim toga, analizirane su i razlike u bazalnim vrednostima parametara oksidativnog
statusa TAS, TOS i OSI u odnosu na razvoj AOB. Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli

22. Nisu pronadene znaajne razlike u bazalnim vrednostima parametara oksidativnog

statusa izmedu grupa sa i bez AOB.

Tabela 22. Bazalne vrednosti parametara oksidativnog statusa kod dece podeljene u dve

grupe u zavisnosti od razvoja AOB

Pacijenti bez AOB Pacijenti sa AOB p
n=27 n=23
TAS, mmol/L 0,84+0,46 0,97+0,44 0,459?
TOS, pmol/L 25,59 (18,89-36,83) 23,57 (17,34-34,90) | 0,804
OSl, AU 0,034 (0,025-0,051) 0,035 (0,016-0,044) | 0,488

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti £ SD ili medijane (inter-kvartilni opseg) za varijable

koje nemaju normalnu raspodelu. a Prema Student-t-testu za dve nezavisne populacije; b Prema
Mann-Whitney testu.
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4.1.8. Dijagnosticka ta¢nost biomarkera AOB i parametara oksidativnog statusa za

detekciju AOB

4.1.8.1. Dijagnostic¢ka tac¢nost biomarkera AOB za detekciju AOB

Sposobnost biomarkera za detekciju AOB ispitana je analizom ROC krive. Dobijene
AUC vrednosti predstavljene su u tabeli 23. Iako su utvrdene znacajno razli¢ite vrednosti za
KIM-1 izmedu grupa sa i bez AOB, tokom prijema pacijenata u bolnicu KIM-1 nije
pokazao sposobnost razdvajanja pacijenata sa AOB i bez AOB (AUC=0,620, P=0,175).
Ocekivano, sposobnost razdvajanja nisu pokazali ni parametri SNGAL (AUC=0,538,
P=0,666) i uUNGAL (AUC=0,585, P=0,329). S druge strane, AUC vrednost za ureju je bila
visa (AUC=0,681, P=0,040). Dijagnosticka tacnost kreatinina nije analizirana, jer je na
osnovu izraunavanja klirensa kreatinina primenom Schwartz-ove formule postavljena

dijagnoza AOB.

Tabela 23. Dijagnosticka ta¢nost biomarkera bubrezne funkcije za detekciju AOB

AUC (95% interval pouzdanosti) p
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Ureja 0,681 (0,517-0,845) 0,040
sNGAL 0,538 (0,365-0,710) 0,666
uNGAL 0,585 (0,417-0,753) 0,329
KIM-1 0,620 (0,449-0,792) 0,175

4.1.8.2. Dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog statusa za detekciju AOB

Analizom ROC krive ispitana je i sposobnost parametara oksidativnog statusa na
prijemu u bolnicu za detekciju AOB, a dobijene AUC vrednosti predstavljene su u tabeli
24. Budu¢i da nisu pronadene znacajne razlike u bazalnim vrednostima parametara

oksidativnog statusa izmedu grupa sa i bez AOB, tokom prijema pacijenata u bolnicu
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parametri TAS, TOS i OSI nisu pokazali sposobnost razdvajanja pacijenata sa AOB i bez
AOB.

Tabela 24. Dijagnosti¢ka ta¢nost parametara oksidativnog statusa za detekciju AOB

AUC (95% interval pouzdanosti) P
vrednosti pri prijemu u bolnicu
TAS 0,595 (0,380-0,809) 0,394
TOS 0,531 (0,312-0,749) 0,783
oSl 0,582 (0,361-0,803) 0,467

4.1.9. Ispitivanje dijagnosticke ta¢nosti biomarkera AOB i parametara oksidativnog

statusa za detekciju AOB u kombinaciji sa urejom

4.1.9.1. Ispitivanje dijagnosticke tacnosti biomarkera AOB za detekciju AOB u

kombinaciji sa urejom

Posto je samo ureja imala statisticki znacajnu dijagnosti¢ku tacnost za detekciju
AOB, vrednosti ureje su kombinovane sa vrednostima biomarkera AOB na prijemu u
bolnicu u cilju bolje detekcije pacijenata sa AOB u odnosu na one kod kojih nije doslo do
razvoja AOB. Dobijene AUC vrednosti kombinacije biomarkera AOB i ureje predstavljene
su u tabeli 25. Kombinacija KIM-1 sa urejom povecala je sposobnost ureje da detektuje
pacijente sa veéim rizikom za razvoj AOB (AUC=0,705, P=0,023), (slika 14). Dodatak
SNGAL (AUC=0,680, P=0,041) nije povecao dijagnosti¢ku ta¢nost ureje u detekciji AOB,
dok je dodatak UNGAL (AUC=0,715, P=0,015) u najvecoj meri povecao dijagnosticku

tacnost ureje, (slika 15).
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Tabela 25. Dijagnostic¢ka ta¢nost kombinacije biomarkera AOB i ureje za detekciju AOB

AUC (95% interval pouzdanosti) p
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Ureja i SNGAL 0,680 (0,515-0,845) 0,041
Ureja i UNGAL 0,715 (0,562-0,867) 0,015
Ureja i KIM-1 0,705 (0,541-0,868) 0,023
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Slika 14. ROC krive za ureju i za kombinaciju ureje sa KIM-1 za detekciju AOB
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Slika 15. ROC krive za kombinaciju ureje sa UNGAL i kombinaciju ureje sa SNGAL
za detekciju AOB

4.1.9.2. Ispitivanje dijagnosticke taénosti parametara oksidativnog statusa za detekciju
AOB u kombinaciji sa urejom

Pored biomerkera AOB, ispitana je i potencijalna korist od dodavanja parametara
oksidativnog statusa ureji u cilju bolje detekcije AOB, a dobijene AUC vrednosti
kombinacije parametara oksidativnog statusa i ureje predstavljene su u tabeli 26. Nijedan

od ispitivanih modela nije pokazao bolju dijagnosti¢ku tacnost od pojedinac¢nih parametara.
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Tabela 26. Dijagnosti¢ka ta¢nost kombinacije parametara oksidativnog statusa i ureje
za detekciju AOB

AUC (95% interval pouzdanosti) p
vrednosti pri prijemu u bolnicu
Urejai TAS 0,637 (0,422-0,853) 0,225
Urejai TOS 0,709 (0,499-0,918) 0,065
Ureja i OSI 0,680 (0,451-0,910) 0,118

4.1.10. Promena biomarkera AOB u zavisnosti od prisustva AOB i vremena
provedenog u bolnici

KIM-1 je jedini biomarker ¢ije su se koncentracije znacajno razlikovale izmedu dve
taCke merenja (u vreme prijema u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice, i sli¢no znacajna
razlika je uocena u izlu¢ivanju KIM-1 medu grupama sa AOB i bez AOB (AOB grupe:
P=0,038; vreme: P=0,037; AOB grupa x vreme: P=0,971; ANOVA sa ponavljanjem, slika
16).

AOB grupe:p=0.038; vreme: p=0.037

0.1 ¢ 0 bez AOB
KIM-1, ng/mL Bl saAOB
0.01 t

prijem u bolnicu otpust iz bolnice

Slika 16. KIM-1 koncentracije u vreme prijema pacijenata u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice

izmedu pacijenata sa i bez AOB. Na slici su prikazane srednje vrednosti i standardne greske
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4.2. Ekonomska analiza primene biomarkera AOB kod dece u

kardiohirurgiji

4.2.1. Varijable koriS¢ene u osnovnom modelu

Sve tranzicione verovatnoce prelaska izmedu zdravstvenih stanja, koje su kori§¢ene

u osnovnom modelu i njihovi izvori, navedeni su u tabeli 27.

Tabela 27. Tranzicione verovatnoce za odgovarajuca zdravstvena stanja

Zdravstvena stanja Verovatnoca Izvor
Razvoj AOB kod pedijatrijskih pacijenata tokom 016 (138)
kardiohirurSkih intervencija '
Pacijenti klasifikovani kao "pRIFLE-R" 0,56 (138)
Pacijenti klasifikovani kao "pRIFLE-I" i "pRIFLE-F" 0,22 (138)
Smrtnost tokom boravka u bolnici za "pRIFLE-R" pacijente 0,10 (138)
Smrtnost tokom boravka u bolnici za "pRIFLE-I" i
"pRIFLE-F" pacijente 0,25 (138)
Stopa prezivljavanja pacijenata sa AOB (3-5 godina)* 0,80 (19)
Razvoj HBB kod AOB pacijenata 0,10 (140)
z?;;)/;}{eHBB kod AOB pacijenata nakon rane primene 0,075 (53, 139)
Progresua do ESRD kod dece sa HBB stadijumom 2—4 (3 0,39 (147)
godine)*
Transplantacija nakon razvoja ESRD (3 godine)* 0,75 (148)
Smrtnost kod transplantiranih i dijaliznih pedijatrijskih 0.08 (149)
pacijenata (5 godina)* ’

o Varira u odnosu

Godisnja smrtnost na starost (150)

* - sve tranzicione verovatnoce su racunate kao verovatnoce za godinu dana pretpostavljajuci

konstantnu stopu
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Merenje kvaliteta zivota je bazirano na izratunavanju QALY, a QALY vrednost je

racunata mnozenjem vremenskog perioda provedenog u odredenom zdravstvenom stanju sa

vredno$¢u procenjene zdravstvene koristi. Podaci za zdravstvenu korist su prikazani u

tabeli 28.

Tabela 28. Zdravstvena korist u razli¢itim zdravstvenim stanjima u osnovnoj analizi

Zdravstvena stanja Zdravstvena korist na godiSnjem nivou Izvor
Bez HBB (populacija dece) 0,93 (141)
HBB 0,85 (141)
ESRD 0,61 (141)
Transplantacija 0,74 (141)
Smrt 0

4.2.2. Troskovi

Analiza TE je izvedena iz perspektive institucija koje finansiraju zdravstvo. U obzir

su uzeti samo direktni medicinski

troSkovi.

dijagnostickog ispitivanja,

hospitalizacije, pregleda nefrologa i RRT su izrazeni u dolarima ($) i predstavljeni u tabeli

29.

78




Dijagnosticki i ekonomski znacaj odredivanja biomarkera akutnog ostecenja bubrega kod dece

Tabela 29. Direktni medicinski troskovi koriséeni u osnovnom modelu

Trosak($) Izvor
Kreatinin 14 (151)
Cys C ELISA test 18,94 (152)
NGAL ELISA test 17,81 (152)
L-FABP ELISA test 24,38 (152)
AOB (nakon kardiohirurskih intervencija) 18323 (142)
HBB - prvo skrining ispitivanje 80,32 (143)
HBB - skrining ako je prvi bio pozitivan 62,64 (143)
HBB diagnoza (GFR<60) 214,75 (143)
Godi$nje pracenje specijaliste (GFR<60) 77,28 (143)
Godisnje pr_aéenje lekara opste prakse 120,48 (143)
(3 po godini)
HBB kod dece 38893 (142)
ESRD prva godina 72348 (153)
ESRD sledece godine 59963 (153)
Transplantacija bubrega kod dece 70193 (142)
Pracenje pacijenata nakon transplantacije 13749 (154)

4.2.3. Analiza odnosa troSkova i efektivnosti

Rezultati ekonomske analize su prikazani kao inkrementalni odnos TE [incremental
cost-effectiveness ratio (ICER)]. ICER vrednost predstavlja dodatne troskove po dodatnoj
efikasnosti svake alternativne dijagnostiCke strategije u odnosu na dijagnosticku strategiju
koja se trenutno primenjuje, a to je odredivanje koncentracije kreatinina u serumu. Ako je
dobijena ICER vrednost niza u odnosu na postavljen prag isplativosti, Smatra se da je

analizirana strategija isplativa.

79




Dijagnosticki i ekonomski znacaj odredivanja biomarkera akutnog ostecenja bubrega kod dece

Rezultati osnovnog modela porede troskove i QALY sadasnje dijagnosticke
strategije (pracenje koncentracije kreatinina u serumu) sa troskovima 1 QALY
dijagnostickih strategija zasnovanih na primeni novih biomarkera (tabela 30). Procena je
izvrSena za zivotni vek ispitivanih pacijenata do maksimalnih 100 godina. Odnosi TE za
sve strategije su bili izmedu 1483$/QALY za kreatinin i 3578%/QALY za uNGAL. ICER
vrednosti za sve nove biomarkere su bile znacajno nize u odnosu na postavljeni prag
isplativosti od 50000$/QALY, tako da su analizirane dijagnosticke strategije primene
biomarkera za AOB bile isplative u odnosu na aktuelnu dijagnosti¢ku metodu. Medutim,
strategije bazirane na primeni uNGAL i sCysC su imale vece troSkove i nizu efikasnost
(dominirane) u odnosu na uL-FABP strategiju. Zbog toga je zna¢ajan ICER samo za ul-
FABP. QALY za strategiju primene uL-FABP je za 1,43 QALY ve¢i u odnosu na aktuelnu
dijagnosticku metodu uz dodatni troSak od 8521,87$. Dakle, ICER za uL-FABP u

poredenju sa serumskim kreatininom je 5959,35$ po jednom dodatnom QALY.
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poredenju sa odradivanjem koncentracije Kreatinina u serumu

Kreatinin 5607,50 - 3,78 - 1483,46 -

uL-FABP 14126,37 8521,87 5,21 1,43 2711,39 5959,35
sCys C 15303,57 9696,07 5,15 1,37 2971,57 7077,42
uNGAL 18462,65 12855,15 5,16 1,38 3578,03 9315,33
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4.2.4. Analiza osetljivosti
Probabilisti¢ka analiza osetljivosti je pokazala da je uL-FABP strategija isplativa za

10000 simulacija za primenjenu vrednost praga od 50000$/QALY (slika 17). Na grafickom
prag isplativosti od

prikazu (scatterplot) dijagonalna linija predstavlja definisani
50000$/QALY. Sve ICER vrednosti dobijene nakon 10000 simulacija promena u

troSkovima, verovatno¢ama i QALY vrednostima za uL-FABP strategiju su bile nize od

vrednosti praga isplativosti (tacke ispod i1 desno u odnosu na dijagonalnu liniju).

, ICER prag = $50000/QALY

A O

Inkrementa
~EEEEEEEEE

17 19 21

1.1 13 15
Inkrementalna efektivhost

.

Slika 17. ICER analiza strategije primene uL-FABP u odnosu na pracenje koncentracije

kreatinina u serumu nakon 10000 simulacija u probabilisti¢koj analizi osetljivosti

Za druga dva analizirana biomarkera (sCys C i uUNGAL) probabilisticka analiza

osetljivosti je pokazala da su ICER vrednosti bile vise od praga isplativosti (tacke iznad i

levo u odnosu na dijagonalnu liniju), (slika 18).
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oo

inkrementalni troskovi

A AT AT s D MM D AT AET AT IO EMYPN I T MY MY e

inkrementalna efektivnost za sCys C

mkrementalni troSkovi
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mkrementalna efektivnost za uNGAL

Slika 18. ICER analiza strategije primene sCys C i uNGAL u odnosu na pracenje
koncentracije kreatinina u serumu nakon 10000 simulacija u

probabilistickoj analizi osetljivosti
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5. DISKUSIJA

5.1. Biomarkeri AOB i parametri oksidativnog statusa kod dece sa IUT

Sve novije pedijatrijske studije sprovedene tokom proteklih decenija pokazuju da se
incidenca AOB kod dece znacajno povecava, a etiologija AOB menja od primarnih bolesti
bubrega ka razli¢itim sistemskim oboljenjima ili njihovom lec¢enju, narocito kod kriticno
obolele hospitalizovane dece (20). Takode, geneticka predispozicija moze uciniti neku decu
sklonom ka razvoju AOB (10). Prognoza AOB u velikoj meri zavisi od etiologije ovog
patoloskog procesa.

Moguc¢i uzrok za razvoj AOB je i tezi oblik IUT, pogotovu kod dece jer u prve dve
godine zivota bubrezna funkcija fizioloski sazreva. Kasna dijagnoza AOB i samim tim
neblagovremena primena terapije moze dovesti do poveéane smrtnosti (12). Pored toga,
postoje brojni dokazi da je rizik za razvoj HBB znacajno uveéan kod pacijenata sa AOB
(19). Medutim, aktuelne dijagnosticke procedure za AOB 1 pracenje eventualnih
komplikacija imaju niz nedostataka. Kreatinin u serumu raste kasno u AOB patofiziologiji,
kad je ve¢ doslo do znaajnog oStecenja bubrega, a veliki deo kapaciteta za filtraciju
izgubljen (7). Takode, iako su nedavno uvedeni sistemi klasifikacije AOB AKIN (12) i
PRIFLE (13) korisni za retrospektivna ispitivanja i epidemioloske studije, oni imaju
ogranicenu upotrebu za lekare u proceni stanja dece u svakodnevnoj klini¢koj praksi (15).
Sa druge strane, scintigrafija bubrega je invazivna i skupa dijagnosticka tehnika koja nije
uvek dostupna, pa je stoga neophodno raditi na pronalazenju novih neinvazivnih i
pristupaénih metoda (29).

Zato su poslednjih decenija aktuelna ispitivanja biomarkera koji odrazavaju promenu
bubrezne funkcije u akutnim stanjima, ¢ime bi bila omogucena brza i pouzdana dijagnoza
AOB. Dobar biomarker AOB bi trebalo da bude neinvazivan, da se moze odrediti iz
pristupacnih uzoraka kao $to su krv 1 urin, merljiv koris¢enjem standardizovanih testova sa
brzim rezultatima 1 prihvatljivim troSkovima (42). Takode, vazno je da se njihove vrednosti
menjaju samo zbog oSte¢enja bubrega, a ne zbog infekcije, inflamacije i drugih uzroka.

Shodno tome, kako bi se obezbedila adekvatna klini¢ka primena biomarkera i interpretacija
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rezultata neophodna je njihova sistematska procena u razlic¢itim klini¢kim stanjima sa AOB.
Osim toga, malo je verovatno da ¢e jedan biomarker dosledno obezbediti dovoljnu
preciznost za blagovremenu dijagnozu AOB u svim klini¢kim stanjima, tako da se
kombinacijom biomarkera mogu formirati paneli za specificne bolesti ili se moze povecati
tacnost (15).

Uzimajuéi u obzir podatke koji su navedeni, cilj istrazivanja je bio da se ispita da li
bi primena novih biomarkera AOB i parametara oksidativnog statusa doprinela proceni
duzine trajanja inflamacije i razvoja AOB kod dece tokom IUT. Prvi korak je bio da se
Ispita stabilnost ovih parametara u stanjima akutne infekcije, zbog ¢ega su pracene promene
KIM-1, uNGAL, sNGAL, TOS, TAS i OSI u odnosu na stanje inflamacije i razvoj AOB.
Nakon toga je ispitana dijagnosti¢ka moguénost ovih parametara u skriningu razvoja AOB i
duZine trajanja inflamacije kod dece sa IUT.

Od analiziranih biomarkera AOB, vrednosti uNGAL su bile zna¢ajno vise u vreme
prijema u bolnicu od odgovarajué¢ih vrednosti u vreme otpusta iz bolnice, kao i kod
pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije u odnosu na pacijenate sa kra¢im trajanjem
inflamacije, tako da su rezultati ove studije potvrdili da je uNGAL osetljiv na stanje
infekcije. Prema podacima iz literature, uNGAL i njegova normalizovana vrednost
UNGAL/kreatinin mogu se koristiti kao osetljivi markeri za rano otkrivanje IUT u odsustvu
AOB 1 HBB (91). Tokom infekcije NGAL oslobadaju aktivirani neutrofili, ¢ime spreavaju
apsorpciju gvozda i na taj nacin smanjuju rast bakterija (155, 156). Dakle, ekspresija
NGAL raste kao deo imunog odgovora u cilju uklanjanja bakterija u ranoj fazi infekcije
(91). Takode, koncentracija uNGAL je poveéana u AOB uzrokovanom dejstvom
nefrotoksina ili ishemije, verovatno zato $to je ekspresija NGAL uvecana kako bi doprinela
regeneraciji tkiva posle ostecenja bubrega (82, 83). Medutim, u ovom sluc¢aju merenja
NGAL mogu biti pod uticajem viSe koegzistiraju¢ih varijabli, kao §to je ve¢ postojeca
bolest bubrega (85) i sistemske infekcije ili IUT (86, 87).

Sa druge strane, iako su vrednosti KIM-1 bile vise u trenutku prijema u bolnicu od
odgovarajucih vrednosti u vreme otpusta iz bolnice, KIM-1 nije pokazao znacajno vise
vrednosti u grupi sa duzim trajanjem inflamacije u odnosu na grupu sa kra¢im trajanjem

inflamacije. Prema sistematizaciji koju je dao Herein za dijagnosti¢ke i prognosticke
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performanse nekoliko urinarnih biomarkera AOB, KIM-1 nije uklju¢en u grupu
inflamatornih markera za dijagnozu AOB, za razliku od NGAL i IL-18 (157).

Pored toga, u ovoj studiji je ispitano da li bi analizirani biomarkeri AOB sami ili u
kombinaciji sa tradicionalnim parametrima inflamacije bili uspe$ni u detekciji duzeg
trajanja inflamacije. Od analiziranih parametara KIM-1, uNGAL, sNGAL, kreatinina i
ureje, samo je broj leukocita imao statisticki ali ne i klinicki znacajnu dijagnosticku
sposobnost u detekciji duzeg trajanja inflamacije (AUC=0,688, P=0,047). Takode, istraZzena
je i potencijalna korist od dodavanja parametara bubrezne funkcije broju leukocita u cilju
boljeg razdvajanja pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije. Dodatak kreatinina
(AUC=0,723, P=0,027) i ureje (AUC=0,762, P=0,009) povecao je dijagnosticku
sposobnost za broj leukocita, dok je dodavanje UNGAL imalo marginalni efekat
(AUC=0,695, P=0,041), (slika 12, paneli A i B). Bazalne vrednosti uNGAL nisu pokazale
sposobnost za detekciju dece koja ¢e imati duze trajanje inflamacije u odnosu na decu sa
kra¢im trajanjem inflamacije. Do sada nisu objavljene studije koje su proucavale uspesnost
novih biomarkera AOB u detekciji duzeg trajanja inflamacije.

Za sada je poznato da je ekspresija KIM-1 povec¢ana u AOB razlicite etiologije, HBB,
nakon transplantacije bubrega, i u slu¢aju karcinoma bubrega (158). Prethodna istrazivanja
su pokazala da je normalizovana vrednost KIM-1 bila znacajno visa kod bolesnika sa
ishemijskom ATN u odnosu na bolesnike sa drugim oblicima AOB ili HBB (97), a takode i
kod pacijenata sa AOB u odnosu na pacijente sa IUT (96). Medutim, dosadaSnje studije
nisu uspele da defini$u cut off vrednost koja bi se koristila za dijagnozu AOB (158). Osim
toga, za sad nije sasvim jasno da li se ekspresija KIM-1 odnosi na patogenezu samog
oste¢enja bubrega ili je KIM-1 marker regeneracije oStecenog tkiva. Takode, KIM-1 je
jedinstven molekul i po tome Sto pretvara epitelne celije proksimalnih tubula u
semiprofesionalne fagocite (101). Kao posledica njegove uloge u poboljsanju klirensa
mrtvih Celija preostalim prezivelim tubularnim celijama, moze se pretpostaviti da KIM-1
modulira imunoloski odgovor tokom AOB 1 fagocitozom celija apoptoze moze nishodno
regulisati proinflamatorni imunoloski odgovor (95).

U ovom istrazivanju testirana je hipoteza da se povecana urinarna ekskrecija KIM-1

kod dece sa IUT odnosi na oSte¢enje bubrega. Ispitana je moguénost ovog proteina kao
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potencijalnog biomarkera za dijagnozu AOB u prisustvu IUT. Rezultati sprovedene studije
pokazuju znacajnu razliku u izlu¢ivanju KIM-1 urinom medu grupama sa AOB i bez AOB
(slika 16), ali bazalne vrednosti KIM-1 u vreme prijema u bolnicu nisu pokazale sposobnost
da razdvoje ove dve grupe ispitanika (AUC=0,620, P=0,175). Diskriminaciona sposobnost
KIM-1 za AOB bila je manja od tradicionalnog parametra ureje (AUC=0,681, P=0,040).
Kombinacija KIM-1 sa urejom povecala je sposobnost ureje da detektuje povecan rizik za
razvoj AOB (AUC=0,705, P=0,023), (slika 15).

Do sada je objavljen mali broj klinickih studija sa KIM-1, tako da za sada ne postoji
jasan dokaz da li je KIM-1 efikasan dijagnosticki test za razvoj AOB kod ljudi (158).
Ranije studije koje su sprovedene na populaciji odraslih osoba sugerisu da KIM-1 moze
posluziti za razdvajanje pacijenata sa razli¢itim tipovima ATN od onih bez AOB (109,
159). Ovo je prva studija u kojoj je KIM-1 razmatran kao biomarker za detekciju AOB kod
dece sa IUT. Do sada je KIM-1 uglavnom ispitivan kao biomarker za AOB u drugim
klini¢kim stanjima. Pedijatrijska studija na 40 dece koja su podvrgnuta kardiohirurskoj
intervenciji utvrdila je da je KIM-1 u 12h postoperativno imao AUC vrednost 0,83 za
detekciju AOB (159). Sli¢an rezultat ta¢nosti KIM-1 za ranu detekciju AOB utvrdenom u
ovom istrazivanju, dobijen je u studiji koja je obuhvatila 252 dece (prosecne starosti 11,4 +
4,8 godina) sa razli¢itim primarnim dijagnozama. U ovoj studiji, AUC vrednost za KIM-1 u
predvidanju AOB je bila 0,61 (95% IP 0,48-0,73) (160). U studiji Du i sar. (160) pacijenti
su bili podeljeni prema pRIFLE sistemu klasifikacije AOB i KIM-1 je ispoljio visu AUC
vrednost za predvidanje pRIFLE-I AOB nego za predvidanje pRIFLE-R AOB. Prema ovim
rezultatima, KIM-1 moze posluziti kao biomarker AOB u slu¢aju tezih oboljenja.

Za sada, ne bi trebalo potpuno iskljuciti KIM-1 kao potencijalni biomarker za AOB u
pedijatrijskoj populaciji sa IUT. Za analizu KIM-1 kao uzorak se koristi urin umesto krv,
Sto je posebno korisno u pedijatriji, a pored toga trenutno je aktuelan razvoj brzih skrining
urin traka. U tom smislu treba razmotriti sprovodenje sveobuhvatne studije kojom bi se
ispitala negativna prediktivna vrednost KIM-1 za razvoj AOB tokom IUT i formirao

algoritam kojim bi se u velikoj meri olakSao rad pedijatara.
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Pored toga, danas je dobro poznato da oksidativni stres ima vaznu ulogu u patogenezi
bolesti bubrega. Iz tog razloga u ovom istrazivanju je testirana hipoteza da je ostecenje
bubrega tokom IUT povezano sa inflamacijom i povecanom produkcijom slobodnih
kiseoni¢nih radikala u krvi. Shodno tome, cilj ovog istrazivanja je bio da se utvrdi ukupan
prooksidantni i antioksidativni kapacitet dece sa IUT merenjem parametara TOS, TAS i
OSl, kao i njihove promene u skladu sa stanjem akutne inflamacije i AOB. U ovoj studiji je
analizirana promena vrednosti parametara oksidativnog statusa kod dece sa IUT, uzimajuci
u obzir trajanje inflamacije i rizik za nastanak AOB. Do sada, nisu objavljeni podaci o
parametrima oksidativnog statusa kao Sto su TAS, TOS i OSI kod dece sa IUT. U ovom
istrazivanju je pokazano da su se parametri TAS i OSI menjali u zavisnosti od trajanja
inflamacije, dok je samo OSI odrazio promene u oksidativno-antioksidantom balansu
pacijenata pri otpustu iz bolnice. Medutim, nijedan od ispitivanih parametara se nije menjao
u odnosu na akutne promene funkcije bubrega.

Kao $to se vidi iz dve tacke merenja (u trenutku prijema u bolnicu i u vreme otpusta
iz bolnice), TAS vrednosti su povecane, a TOS vrednosti umanjene kod dece tokom otpusta
iz bolnice, ali te razlike nisu bile znacajne. Medutim, prilikom odredivanja OSI, promene u
oba parametra TAS i TOS postaju ocigledne. Ovo je jo$ jedan dokaz da u nekim patoloskim
stanjima koris¢enje indeksa koji kombinuju faktore sa razli¢itim efektima (npr. apoB/apoA
indeks, LDL/HDL indeks, itd.) mozZe biti pogodnije za procenu bolesti.

Posto inflamatorni proces prati infekcije, najpre je ispitano da li postoje promene
parametara oksidativnog statusa u odnosu na trajanje inflamacije. U klini¢koj praksi se za
procenu inteziteta inflamacije tokom IUT primenjuje odredivanje CRP kao direktnog
kvantitativnog markera reakcije akutne faze. Dugotrajno visoke koncentracije CRP ukazuju
na prolongirano zapaljenje koje moze dovesti do razvoja fibroze i formiranja oziljaka u
bubregu (29). Visok stepen korelacije izmedu koncentracije CRP u serumu i patoloskih
nalaza dobijenih primenom scintigrafije bubrega utvrden je u studiji Stokland i sar. (27),
na osnovu ¢ega je U ovoj studiji primenjena indirektna metoda procene stepena inflamacije
renalnog parenhima.

U ovom istrazivanju bazalne vrednosti TAS su bile viSe kod pacijenata sa duzim

trajanjem inflamacije, $to je potvrdeno merenjem koncentracije CRP u vreme otpusta iz
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bolnice. Mogu¢i razlog za to moze biti da iako serum sadrzi razliite antioksidantne
molekule, proteini predstavljaju glavnu antioksidantnu komponentu. Slobodne sulfhidrilne
grupe proteina su uglavnom odgovorne za njihov antioksidativni efekat. Primenom Erel-
ove metode je utvrdeno da ukupni proteini ucestvuju sa 52,9% u izmerenim vrednostima
TAS u serumu kod zdravih osoba, (130). Sa druge strane, dobro je poznata ¢injenica da je
inflamatorni odgovor pracen promenama u ekspresiji proteina akutne faze (29). Shodno
tome, vise vrednosti TAS u stanjima produzenog trajanja inflamacije nisu iznenadujuce.

Osim toga, ispitano je da li dolazi do promena u parametrima oksidativnog statusa u
zavisnosti od oSte¢enja bubrega. Medutim, nije dokazano da su se parametri oksidativnog
statusa znacajno razlikovali kod dece sa AOB u odnosu na decu bez AOB. Studija Psotova i
sar. koja je ukljucila odrasle osobe sa HBB, a kojima su mereni odredeni parametri (TAS,
kreatinin, ureja, mokra¢na kiselina) pre i posle dijalize, pokazala je da smanjenje TAS
vrednosti posle dijalize uglavhom odgovara smanjenju niskomolekularnih supstanci
kreatinina, ureje i mokra¢ne kiseline (161). Znacajno smanjenje TAS vrednosti posle
dijalize je takode utvrdeno kod pedijatrijskih pacijenata tokom hemodijalize (162). U ovoj
studiji, TAS nije odrazio promene u koncentraciji antioksidativnih supstanci osetljivih na
bubreznu funkciju.

Takode, neophodno je uzeti u obzir da su mnoge farmakoloSke eksperimentalne
studije ispitivale uticaj primene radikalskih sakupljaca i vitamina antioksidanata (163-165),
anti-inflamatornih lekova (166), naro¢ito inhibitora ciklooksigenaze (167), i kombinacije
ovih agenasa (163), pored klasi¢nih protokola tretmana antibioticima, na sprecavanje
formiranje oziljaka u bubrezima (168). Neophodno je sprovodenje novih studija kako bi se
ispitao potencijalni znac¢aj TAS, TOS 1 OSI, kao parametara za selekciju pacijenata koji bi
bili kandidati za primenu dodatne terapije pored antibiotika u cilju spre¢avanja eventualnih
komplikacija tokom IUT. Tako je npr. studija na deci sa primarnim nefrotskim sindromom
pokazala da TAS vrednosti mogu predvideti odgovor na Kkortikosteroide u vreme
postavljanja dijagnoze, a TAS vrednosti posle prestanka primene kortikosteroida mogu
predvideti da li ¢e pacijenti imati recidiv ili ne (169).

U ovom istrazivanju procena oksidativnog stresa tokom IUT kod pedijatrijskih

pacijenata, vrSena je merenjem koncentracije parametara TOS i TAS jednostavno i1 uz
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manji utroSak finansijskih sredstava primenom metoda po Erelu (128, 130), a racunata OSI
vrednost primenom matematicke operacije deljenje za dobijene vrednosti TOS i TAS.
Detaljnija ispitivanja su potrebna kako bi se procenila opravdanost uklju¢enja parametara
TOS, TAS i OSI u spektar analiza rutinskih biohemijskih laboratorija u cilju unapredenja
rada pedijatara.

Ogranicenje ove studije je mali broj ispitanika, a samim tim mali broj pacijenata u
grupi sa AOB i bez AOB, kao i odsustvo kontrolne grupe. Medutim, zbog dizajna studije
formiranje kontrolne grupe nije bilo neophodno. Takode, samo indirektno je procenjen
stepen inflamacije renalnog parenhima, nasuprot direktnoj proceni snimanjem gornjeg
urinarnog trakta primenom scintigrafije, za koju je pokazano da je veoma precizna u
proceni inflamatornog oSteéenja renalnog parenhima u direktnom poredenju sa
histopatologijom. Analiza veze izmedu parametara oksidativnog statusa i direktne procene
inflamacije bubrega i kasnijeg formiranja oziljka primenom scintigrafije, doprinela bi
nalazima ove studije. Medutim, nedostatak podataka koji se dobijaju scintigrafijom bubrega
nije kriti¢an, jer je glavni cilj ove studije bio da se ispita stabilnost novih biomarkera AOB i
parametara oksidativnog statusa u stanju inflamacije kod dece sa IUT. Buduce studije bi
trebalo da ukljuce direktno pracenje akutne inflamacije, veci broj pacijenata, dok bi podaci

kontrolne grupe omogucili definisanje referentnih opsega za ove parametre.

5.2. Ekonomska analiza primene biomarkera AOB kod dece u

kardiohirurgiji

Veliki izazov u klinickoj praksi na odeljenjima intezivne nege u pedijatrijskoj
kardiohirurgiji je blagovremena identifikacija pacijenata koji imaju visok rizik za razvoj
AORB, sa ciljem rane intervencije ili modifikacije terapije kako bi se preveniralo ili ublaZilo
oste¢enje bubrega (170). Nedavno otkri¢e specificnih bubreznih biomarkera je otvorilo
mogucnost da se dijagnoza AOB postavi znatno ranije u odnosu na aktuelnu dijagnosticku
proceduru. Medutim, ekonomski znacaj dijagnostickih strategija zasnovanih na primeni

biomarkera AOB u pedijatrijskoj kardiohirurgiji do sada nije poznat.
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Prema podacima iz literature, kod pedijatrijskih pacijenata sa kongenitalnim
sr¢anim bolestima razvoj AOB je usledio brzo nakon kardiohirurske intervencije, vise od
polovine pacijenata (53%) razvija AOB tokom prva 24h, a ¢ak 97,7% dece tokom 48h (32).
Sa druge strane, koncentracije sCys C, uNGAL i uL-FABP mogu porasti ve¢ 2h posle
kardiohirurske intervencije, a 24 do 48h pre serumskog kreatinina (138). Na osnovu toga,
moze se pretpostaviti da se njihovim merenjima moze obezbediti brze dijagnostikovanje
AOB 1 ranija primena preventivne terapije. Medutim, pored procene efikasnosti, postoji
potreba da se izracunaju 1 troskovi novih dijagnostickih strategija. Zbog toga je razvijen
model kako bi se uporedila isplativost merenja sCys C, uNGAL i uL-FABP sa serumskim
kreatininom za dijagnozu AOB kod dece u kardiohirurgiji.

Da bi se izraCunali troSkovi svih klinickih ishoda za AOB, neophodno je najpre
sagledati moguc¢e dugoro¢ne posledice AOB. Uticaj AOB na buduce zdravlje bubrega je
zapravo tek nedavno prepoznato. lako brojni dokazi ukazuju da je incidenca kako AOB
tako i HBB kod dece u porastu i da se etiologija dramati¢no menja, relativno malo je
poznato trenutno o progresiji AOB u HBB (171). Studija Mammen i sar. je pokazala da
10% pedijatrijskih pacijenata koji su imali AOB razvije i HBB tokom 1 do 3 godine
pradenja, ali je skoro 50% pacijenata identifikovano sa rizikom za razvoj HBB (139). Osim
toga, progresija HBB zavisi od osnovne bolesti, tezine pocetnog oSteCenja bubrega i
prisustva dodatnih faktora rizika. Podaci iz Sjedinjenih Americkih Drzava [North American
Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies (NAPRTCS)] na vise od 4000 dece sa
HBB stadijuma 2-4, pokazuju stopu napredovanja bubrezne bolesti do ESRD od 17% za 1
godinu i 39% za 3 godine posle registracije, sa srednjim vremenom progresije do ESRD od
4,5 godine (147). Takode, stopa progresije HBB je obi¢no veca tokom ranog detinjstva i
puberteta. lako pedijatrijski pacijenti sa ESRD ¢ine veoma mali deo ukupne populacije sa
ESRD, oni predstavljaju veliki izazov i obavezu za sve zdravstvene sisteme, jer se kod njih
mora tretirati ne samo osnovno oboljenje bubrega, ve¢ 1 brojne ekstrarenalne manifestacije
koje uti¢u na rast i razvoj (172). Medutim, klini¢ki ishod dece sa uznapredovalom HBB u
velikoj meri zavisi od finansijskih resursa zdravstvenog sistema svake drzave. U zemljama
gde su dostupni razli¢iti vidovi RRT, najviSe primenjivani modalitet zamene bubreZne

funkcije u pedijatriji je transplantacija u svim starosnim grupama. U Sjedinjenim
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Americkim Drzavama kod 16% novodijagnostikovane dece sa ESRD transplantacija se
primeni pre zapocinjanja primene bilo kog modaliteta RRT, a kod tri Cetvrtine dece
transplantacija se sprovodi u roku od 3 godine od pocetka primene RRT (148). Medu
mladim osobama koje su pocele sa primenom RRT tokom detinjstva, prose¢an Zivotni vek
je 63 godine za one sa uspesno sprovedenom transplantacijom bubrega, u poredenju sa 38
godina za one Kkoji su samo tretirani primenom dijalize (173). Ako se ovim dramati¢nim
podacima dodaju izuzetno visoki troskovi leCenja za AOB i HBB, jasno je da postoji
potreba da se obezbedi bolji klini¢ki ishod pacijenata sa AOB, kao i bolja raspodela
finansijskih resursa u zdravstvenim sistemima.

Rezultati sprovedene ekonomske studije pokazuju da su analizirane dijagnosti¢ke
strategije zasnovane na primeni biomarkera za AOB isplative u odnosu na aktuelnu
dijagnosticku metodu. Medutim, strategije bazirane na primeni uNGAL i sCysC su imale
vecée troSkove i nizu efektivnost (dominirane) u odnosu na uL-FABP strategiju. Zbog toga
je znacajan ICER samo za uL-FABP. Strategija primene uL-FABP povecava QALY za
1,43 u odnosu na aktuelnu dijagnosticku metodu uz dodatni trosak od 8521,878. Dakle,
ICER za uL-FABP u poredenju sa serumskim kreatininom je 5959,35$/QALY, §to je
znatno nize u odnosu na navedeni prag 500008/QALY. Stoga, ovi rezultati ukazuju na to da
bi upotreba uL-FABP predstavljala ekonomski najpovoljniju strategiju za rano otkrivanje
AOB kod dece tokom kardiohirurskih intervencija. Visa cena za uL-FABP test u odnosu na
serumski kreatinin, pa ¢ak 1 sCys C 1 uNGAL testove, je u potpunosti kompenzovana
boljim dijagnostickim karakteristikama (osetljivost i specifi¢nost) uL-FABP za rano
otkrivanje AOB, koje ¢e omoguciti pravovremeno i efikasnije leCenje pacijenata sa AOB.
To bi dovelo do znatnog poboljSanja ishoda pacijenata sa AOB i1 dugorocne usStede
finansijskih sredstava u zdravstvu.

Do sada je sprovedeno malo ekonomskih studija koje su ispitivale isplativost
primene novih biomarkera u cilju unapredenja dijagnostike AOB. U studiji Shaw i sar. (53)
primenjena je analiza TE za poredenje strategije primene uNGAL u odnosu na odredivanje
kreatinina kod osobe muskog pola starosti 67 koja je podvrgnuta kardiohirurskoj
intervenciji sa primenom CPB. Prema rezultatima ove studije, primena uNGAL se pokazala

kao troSkovno isplativa, a razlika izmedu troskova 1 QALY se uvecavala kako su se efekti
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tretmana povecavali. Posto je ovo prva studija koja je ispitivala isplativost primene sCys C
I uL-FABP nije moguce uraditi poredenje rezultata za ove dijagnosticke strategije. Razlika
izmedu ove i studije Shaw i sar. (53) je u studijskoj populaciji i ispitivanim biomarkerima.
Kod dece koja se podvrgavaju kardiohirurSkim intervencijama proucavanje biomarkera
AOB je neoptere¢eno uticajem komorbiditeta koji inace otezavaju sli¢ne studije kod
odraslih, kao $to su dijabetes, hroni¢na hipertenzija i ateroskleroza.

Analiza osetljivosti je izvedena kako bi se proverilo da li promene u vrednostima
promenljivih utiCu na zakljucak. Na ovaj nacin, varirani su podaci za incidencu razvoja
AOB u kardiohirurgiji i prateeg mortaliteta jer se ovi podaci znatno razlikuju izmedu
studija, pre svega zbog razliCitih kriterijuma koji su koriS¢eni za postavljanje dijagnoze
AOB. Takode su varirane i dijagnosti¢ke karakteristike testova (osetljivost 1 specifi¢nost),
jer je ova ekonomska analiza bazirana na rezultatima jedne studije, Peco i sar. (138).
Koris¢enje podataka o dijagnostickim karakteristikama testova iz razliitih studija nije
adekvatno za ekonomsku analizu, jer su u studijama koriS¢eni testovi razlicitih proizvodaca
i stoga razli¢itih cena. Zakljucci studije su potvrdeni jer je uL-FABP strategija ostala
dominantna za §irok opseg vrednosti osnovnih varijabli (slika 17). Za razliku od uL-FABP
strategije, posle primene analize osetljivosti ICER vrednosti za strategije sCys C i uNGAL
su bile iznad postavljenog praga isplativosti (slika 18), ¢ime je potvrdeno da je uL-FABP
ekonomski najpovoljnija strategija.

Pri razmatranju potencijalne primene uL-FABP za ranu dijagnozu AOB u
kardiohirurgiji treba napomenuti i sledece: urin kao uzorak ima nekoliko prednosti u
dijagnostici, ukljucujuéi i neinvazivnost prikupljanja samog uzorka, §to je veoma vazno u
pedijatriji. Osim toga, uL-FABP se moze takode koristiti za predvidanje stepena jaine
AOB, jer omogucava razdvajanje kategorija “R” i "tezih oblika AOB" (138). Takode, uL-
FABP pokazuje visok stepen korelacije sa vremenom primene CPB i klemovanja arterije
[aorta clamp (AC)], i RACHS (risk adjustment for congenital heart surgery) skorom,
promenama u koncentraciji serumskog kreatinina 2h posle operacije (138). Dakle,
preporuka bi bila razvoj algoritma kojim bi se na osnovu klini¢kih parametara (starosti

pacijenta, CPB i AC vremena, RACHS vrednosti) poboljsala procena rizika za razvoj AOB.
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Na osnovu visokog skora u ovom algoritmu i povecanih vrednosti uL-FABP u 2h posle
operacije mogla bi se izvrsiti selekcija pacijenata kod kojih lecenje treba odmah zapoceti.

Rezultati ove studije istiCu znacaj efikasnih dijagnostickih testova, kojim bi se
precizno razdvajali pacijenti sa AOB kod kojih bi rana intervencija ili modifikacija terapije
ublazila tesko i trajno oSteéenje bubrega, za razliku od pacijenata koji ne bi imali korist od
primene terapije. Jasno je da rana dijagnostika AOB zahteva dobar i povoljan skrining test
sa visokom osetljivos¢u 1 malim procentom LN rezultata, jer je vazno da se ne propusti ni
jedna obolela osoba (46). Pored toga, vazno je da primenjena analiza obezbeduje brze i
tacne rezultate. U tom kontekstu, za razliku od NGAL i Cys C biomarkera za koje su ve¢
razvijeni brzi [point-of-care (POC)] testovi, L-FABP biomarker jo§ nema mogucnost ove
vrste analize. Razvoj POC testa za uL-FABP je pozeljno, jer ovi testovi imaju nekoliko
prednosti. Osnovna prednost POC testova je njihova sposobnost da omoguce brze rezultate
i na taj nacin obezbede raniji tretman (174). Ostale prednosti ukljucuju to $to se uzorak ne
mora posebno pripremati za analizu i manje koli¢ine uzorka potrebnih za testiranje, Sto
moze biti posebno korisno u pedijatriji.

Posto je AOB cest sporedni efekat i drugih medicinskih procedura, npr. tokom
transplantacije bubrega ili kao posledica primene nefrotoksi¢nih agenasa kao §to su
kontrasti ili cisplatin, verovatno bi primena biomarkera unapredila dijagnostiku AOB i
dodatno smanjila troskove i u ovim klinickim stanjima, ali to bi se moralo dokazati u
posebno dizajniranim studijama.

Ova ekonomska analiza takode moZe pruziti vazne informacije 1 za dalja
farmakoloska istrazivanja. Rezultati u ovoj oblasti bi svakako doprineli boljem ishodu
pacijenata sa AOB i omogucili znacajnu ustedu finansijskih sredstava u odnosu na primenu
skupe dijalize. Do sada postoje ohrabruju¢i rezultati u vidu primene visokih doza
fenoldopama, selektivnog agoniste dopamin-1 receptora, koji pozitivno uti¢e na bubreznu
funkciju 1 perfuziju organa kod novorodencadi tokom primene CPB (141).

Glavno ograniCenje ovog istrazivanja je sama metoda koriS¢ena za odredivanje
koncentracije biomarkera (ELISA), jer ako govorimo o ranoj dijagnostici AOB, svakako
nije pozeljno da se rezultati analiza dobijaju nakon 6-7h. Pored toga, ova ekonomska

analiza se zasniva na podacima o incidenci razvoja AOB u kardiohirurgiji 1 dijagnostickim
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karakteristikama testova za odredivanje koncentracije novih biomarkera jedne studije.
Medutim, u analizi osetljivosti je izvedeno ¢ak 10000 simulacija, §to zna¢i da su sve
ukljuc¢ene promenljive visestruko varirane. Takode, u ekonomsku analizu su ukljuc¢eni samo
direktni medicinski troskovi, jer je studija sprovedena iz perspektive institucija koje

finansiraju zdravstvo. Indirektni troskovi za HBB nisu ukljuceni u analizu.
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6. ZAKLJUCAK

lako se uNGAL moze primeniti kao osetljiv marker za rano otkrivanje IUT u
odsustvu AOB, bazalne vrednosti uNGAL se ne mogu koristiti za procenu duzeg

trajanja inflamacije u cilju prognoze ishoda bolesti kod dece sa IUT.

KIM-1 je manje osetljiv na stanje inflamacije od NGAL i samim tim viSe specifican
za ishemijsko oSteCenje bubrega. Medutim, dijagnosticka tatnost KIM-1 u detekciji
razvoja AOB kod dece sa IUT nije zadovoljavaju¢a za klinicku primenu
(AUC=0,620, P=0,175).

Parametri TAS i OSI su se menjali u zavisnosti od trajanja inflamacije. Dakle, iz
ovoga mozemo zakljuéiti da su TAS i OSI kao markeri oksidativnog stresa osetljivi

na pratece inflamatorno stanje.

Nijedan od ispitivanih parametara oksidativnog stresa nije ispoljio osetljivost na
akutne promene u funkciji bubrega.

Odlozena dijagnoza AOB sa serumskim kreatininom ne uti¢e samo na losiji ishod
pacijenata sa AOB, ve¢ 1 vecu potros$nju finansijskih resursa zdravstvenih sistema.
Upotreba uL-FABP predstavljala bi troskovno isplativu strategiju za rano otkrivanje
AOB kod dece tokom kardiohirurskih intervencija.

Vise cene za komercijalni uL-FABP test nec¢e promeniti zakljucak ovog istrazivanja

jer je analiza osetljivosti pokazala da znaCajne razlike u ceni testa nece uticati na

ICER vrednost.
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Ipwuaor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Motnucanu-a: CtaHmcnasa NeTposuh
6poj ynuca: 13/10

UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa gucepTtaumja nog HacnoBom

[njarHocTnykM n ekoHOMCKM 3Hauvaj ogpehrBarwa Gromapkepa akyTHor owTehera

6ybpera koa aeue

e pe3yntaTt CONnCTBEHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npegnoxeHa guceprauuja y LenvHU HU Y AenoBrMMa Huje buna npeanoxeHa 3a
aobujae OWMNO  KOje  gunnome npema  CTYAWCKMM  MNporpamuma  Aapyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [acy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeAEHU U

e [a HMcaM KpLumo/na aytopcka npaBa M KOPUCTMO MHTENEKTyarlHy CBOjUHY OpYruxX
nvua.

MoTtnuc pokTopaHaa

Y beorpagy, 02.11.2015
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Ipwuior 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe M eJfIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa: CtaHucnaea Netposuh
Bpoj ynuca: 13/10
Cryavjckm nporpam: MeavumnHcka buoxemuja

Hacnos paga: [JujarHoCTU4KM N eKOHOMCKM 3HaYaj ogpehnBarna Guomapkepa akyTHOr
owTehewa b6ybpera koa geue

MenTop: MNMpod ap Hatawa boraeauy-CtaHojeBuh

Motnucann CtaHncnaea MNetposuh

nsjaBrbyjeM Aa je WTamMnaHa Bep3uja MOr OOKTOPCKOr paja WCTOBETHA ENEeKTPOHCKO)
BEpP3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany AurutanHor

penosutopujyma YHuBep3uTteTa y beorpany.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHM Nogaun Be3aHu 3a Aobujake akagemMcKor 3Bakba
AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy MMe U NMpe3nMe, roaMHa u Mecto pohewa u aatym opgbpaHe

paga.

OBu nNnyHM nogaum Mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama auvrutanHe GubnuoTteke, y
€reKTPOHCKOM KaTanory uy nybnukauuvjama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, 02.11.2015 2& 9] é 7
C’é?b’ééj e 0P, /?L
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IHpwuJor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosvtopunjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacnoBoMm:

[njarHoCcTnykn n eKOHOMCKM 3Hauvaj ogpehmBara GuoMmapkepa akyTHor owTeherwa

Gybpera koa aeue

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTtaumjy ca cBuM npunosnuma npedao/nila cam y eneKkTpoHckom dopmaTty
NMorogHoOM 3a TPajHO apxXmBMpaHsE.

Mojy OOKTOpCKy AgucepTaunjy noxpaweHy y OurutanHum  penosntopujym
YHuBepauTeTa y beorpagy mory ga kopucte CBu Koju nowTyjy ogpende cagpxaHe y
ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtuBHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce oany4mo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOopCTBO - HEKOMEPLMjanHo

3. AyTopcTBO — HEkOMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLUMjanHoO — AennUTK Nog UCTUM YCroBMMa
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEeNUTU Nog UCTUM YCINoBUMa

(Monumo ga 3aoKpyXuTte camo jefHy o WeCT NoHyHeHnX NuueHuu, KpaTtak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Bbeorpagy, 02.11.2015
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