UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Biljana D. Pejovic

RANO OTKRIVANJE AKUTNOG
OSTECENJA BUBREGA KOD
PRETERMINSKOG NOVORODPENCETA
POMOCU URINARNIH BIOMARKERA

DOKTORSKA DISERTACIJA

Beograd, 2016



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

BILJANA D. PEJOVIC

EARLY DETECTION AKUTE KIDNEY
INJURY IN THE PREMATURE
NEONATES WITH URINARY

BIOMARKERS

DOCTORAL DISSERTATION

Belgrade, 2016



MENTOR: Prof. dr Amira Peco-Anti¢, pedijatar-nefrolog, redovni profesor
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u penziji

KOMENTOR: Dr sci Marija Glibeti¢, molekularni biolog, nau¢ni savetnik u Instititu

za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE:

1. Prof. dr Marija Luka¢, neonatalni hirurg, redovni profesor Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu

2. Prof. dr Mladenko Vasiljevié¢, ginekolog-perinatolog, redovni profesor
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

3. Prof.dr Jelena Kotur Stevuljevi¢, vanredni profesor Farmaceutskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu



ZAHVALJUJEM

* Prof. dr Amiri Peco-Anti¢ dugujem najvecu zahvalnost i veliko postovanje na
dugogodis$njoj saradnji, mentorstvu, nesebi¢noj stru¢noj pomo¢i, blagonaklonosti i
kompletnoj bezrezervnoj podrsci prilikom izbora i izrade teze. Bila mi je Cast i
zadovoljstvo da od nje u¢im. Njeno znanje, jednostavnost u resavanju najtezih
problema, sposobnost da sve lako objasni, obogatili su moj profesionalni, usudujem se
re¢i 1 liéni Zivot.

* Prof. dr Jeleni Eri¢ Marinkovi¢ na dragocenoj pomoci u statisti¢koj obradi podataka,
ogromnoj kreativnosti kojom je obelezila ovaj rad.

* Prof. dr Jeleni Kotur Stevuljevi¢ na pomo¢i u odredivanju vrednosti biomarkera, brzini
I preciznosti sa kojom je sve izvedeno.

» Medicinskom osoblju Institutu za Neonatologiju u Beogradu, svima koji su
ucestvovali u izradi ovoga rada.

« Porodici i prijateljima na strpljenju i razumevanju.

Posveceno: Ivi, Mariji i MiloSu



RANO OTKRIVANJE AKUTNOG OSTECENJA BUBREGA KOD
PRETERMINSKOG NOVORODENCETAPOMOCU URINARNIH
BIOMARKERA

Rezime:

Uvod: Akutna ostec¢enje bubrega (AKI), Acute Kidney Injury, je veliki problem u
novorodencadi, posebno preterminske Koji znac¢ajno povecava perinatalni morbiditet i
mortalitet. Takode AKI moze biti faktor rizika za razvoj hroni¢ne bubrezne bolesti.
Preterminska novorodencad sa perinatalnom asfiksijom (PNA) su posebno sklona AKI.
Incidenca AKI kod preterminske novorodencadi krece se od 30% do 70%. Dosadasnja
dijagnoza AKI bazira se na porastu vrednostima serumskog Kreatinina i smanjenju
diureze. Poznato je da su oba, serumski kreatinin i oligurija/anurija kasni markeri
smanjene funkcije bubrega i samim tim ne detektuju rano ostecenje bubrega. Stoga
dijagnoza AKI obi¢no kasni i ograni¢ava potencijal za rane terapijske intervencije.
Ocekuje se da ¢e rano otkrivanje AKI poboljsati ishod u jedinicama neonatalne
intenzivne nege (NICU). U poslednjoj deceniji su u¢injeni znac¢ajni napori da se
pronade viSe pouzdanih ranih biomarkera AKI. Kandidati za nove biomarkere:
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), molekul 1 bubreznog ostecenja
(KIM-1), cistatin C (Cys C), jetreni tip vezujuceg proteina za masne kiseline (L-FABP),
interleukin - 6 (IL-6), interleukin -18 (IL-18), hepatocitni faktor rasta (HGF),
fibroblastni faktor rasta - 23 (FGF-23), vaskularni endotelijalni faktor rasta a(VEGF),
beta - 2 microglobulin (3-2M), alfa -1mikroglobulin (a-1M) i osteopontin (OPN) su
ispitivani u poslednje vreme. Cini se da od svih novih biomarkera najvise obe¢ava
NGAL. Medutim postoji samo nekoliko studija o NGAL kod novorodencadi, a veoma
mali broj kod preterminske novorodencadi sa perinatalnom asfiksijom.

Cilj istrazivanja: Ispitati AKI u preterminske novorodencadi i nove biomarkere:
urinarni NGAL (UNGAL), serumski NGAL (SNGAL), KIM-1, a-1M, B-2M kao

markere AKI u asfikti¢ne preterminske novorodencadi.

Materijal i metode: Prospektivna studija izvedena u Institutu za neonatologiju u
Beogradu ukljucila je 108 preterminske novorodencadi sa perinatalnom asfiksijom i
AKI. Perinatalna asfiksija je definisana kao Apgar skor (AS) <7 u 5 minuti Zivota ili

pH < 7.20 na prijemu u NICU. AKI je definisan kao porast serum kreatinina za



26.5umol/L ili 50% od osnovne vrednosti u trecem danu zivota (DAN3) i bio je svrstan
po AKIN Klasifikaciji u stadijum 1 (AKIN1) u koji su ukljuéeni pacijenti sa porastom
sCr od 1.5-1.9 puta od bazalne vrednosti ili sa porastom > 26.52 umol/L, stadijum 2
(AKIN2) su bili uklju¢eni pacijenti sa sa sCr 2.0-2.9 puta od osnovne vrednosti i na
kraju stadijum 3 (AKIN3) sa porastom sCr 3 puta ili vise. Svim ispitanicima su
mereni biomarkeri: UNGAL, sNGAL, KIM-1, a-1M, B-2M, u protokolom studije

odredenim vremenskim tackama.

Rezultati: 108 novorodencadi gestacijske zrelosti 33.9 + 2.0 nedelja i AS 5.0+1.62 i
bazni déficit (BD) 8.57 £+ 3,09 mmol/L su uklju¢eni u ovu prospektivnu studiju. AKI je
dijagnostikovan u 67.6% pacijenata. Od ovih pacijenata 83.6% je pripadalo AKIN1
grupi a 16.4% AKIN2. Vrednosti ispitivanih biomarkera bile su znacajno vece u AKI
nego u ne-AKI grupi. AUC-ROC u prvom danu zivota za ispitivane biomomarkere
iznosio je za: SNGAL u drugom i ¢etvrtom satu (0.72; p<0.001 i 0.85; p<0.0001); za
uNGAL u cetvrtom satu (0.72; p<0.001), kao i za KIMI1 u &etvrtom satu (0.70;

p<0,001).Ove vrednosti su pokazale veoma dobre prediktivne sposobnosti za AKI.

Zakljucak: AKI je Cesta pojava u prevremeno rodene dece sa APN. Serumski kreatinin
I diureza nisu dovoljno pouzdani da rano predvide AKI u preterminske novorodencadi
sa APN. Novi biomarkeri ispitani u nasoj studiji uNGAL, sNGAL, KIM-1, mogu biti

rani marker AKI u preterminske novorodencadi sa APN.

Kljuéne redi:
Novorodence, preterminsko novorodence, perinatalna asfiksija, akutna bubrezna

insuficijencija, biomarkeri, kretinin, NGAL

Naucéna oblast: medicina
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Abstract:

EARLY DETECTION ACUTE KIDNEY INJURY IN PREMATURE
NEWBORNS BY USING URINARY BIOMARCERS

Introduction: Acute kidney injury (AKI) is a major problem in neonates, especially in
premature infants, that significantly increases perinatal morbidity and mortality. It may
also be a risk factor for chronic kidney disease development. Preterm neonates with
perinatal asphyxia (PNA) are particularly prone to AKI. The published incidence of
AKI in neonates with moderate to severe perinatal asphyxia ranges from 30% to 70%.
The current diagnosis of AKI is based on serum creatinine increase and urine output
decrease. It is well known that both of them are late markers of reduced kidney function
and, therefore, do not detect arly kidney damage. Therefore, AKI diagnosis is usually
late, and that limits the potential for arly therapeutic intervention. It is expected that
early diagnosis of AKI would improve outcome in neonatal intensive care unit. In the
last decade considerable efforts have been made to find more reliable early biomarkers
of AKI. Many candidates for new biomarkers, including: neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), kidney injury molecule -1 (KIM-1), cystatin C (Cys C),
liver fatty acid binding protein (L-FABP), interleukin - 6 (IL-6), interleukin -18 (IL-
18), hepatocite growth factor (HGF), fibroblast growth factor -23 (FGF-23), vascular
endothelial growth factor (VEGF), alfa -1 microglobulin (a-1M), beta - 2 microglobulin
(B-2M) and osteopontin (OPN) have been recently tested. NGAL seems to be the most
promising of these new biomarkers. However, there only a few studies on urinary
NGAL (UNGAL) focused on neonates, and only a limited numer of premature infants

with perinatal asphyxia have been evaluated.

Aim: The examine acute kidney injury (AKI) in the premature neonates, and new

biomarkers as a marker of AKI in asphyxiated preterm infant.

Methods and materials: A prospective study was carried out at the Institute for
neonatology Belgrade, and included 108 preterm infants with PNA and AKI. Perinatal
asphyxia was defined as an Apgar score AS< 7 in the 5" minute of life or pH < 7.20 on

admission the NICU. AKI was defined as an increase in serum creatinine



(sCr)>0.3mg/dl(26.5umol/L) or >50% from baseline in the third day of life (DOL3),
and was classified ba Acute Kidney Injury Network (AKIN) classification; stage 1
(AKIN1) included patients with sCr 1.5-1.9 times baseline on increase> 26.52 umol/L,
stage 2 (AKIN2) included patients with sCr 2.0-2.9 times baseline, and finally, stage 3
(AKINS3) included patients with sCr > 3x times baseline. All subjects were measured
biomarkers: UNGAL, sNGAL, KIM-1, a-1M, B-2M, in the study protocol specified

time points.

Results: 108 neonates of gestational age 33.9+2.0 weeks and AS 5.0+1.62 and BD
8.57+£3.09 mmol/L were enrolled in this prospective study. AKI was diagnosed in
67.6% patients. Of these patients, 83.6% belonged to AKIN1 and 16.4% to AKIN2.
UNGAL was significantly higher in AKI than in non-AKI group and in AKIN2 than in
AKIN1 group. AUC-ROC for uNGAL was very good (DOL14,=0.72; p<0.001) on
DOL1 at the 4™ hour after admission. AUC-ROC for sSNGAL on [(DOL1,=0.72;
p=0.000) and on DOL1,=0.85; p=0.000)], AUC-ROC for KIM-1 on (DOL1,4=0.70;
p=0.001).

Conclusion: AKI is common in preterm infants with PNA. Serum creatinine and urine
output are not reliable enough to predict AKI in a preterm neonates with PNA. New
biomarkers examined in our study: UNGAL, sNGAL, KIM-1 can be early markers of

AKI in premature neonates with PNA.

Key words: Newborn, premature newborn, perinatal asphyxia, acute kidney injury,
biomarkers, creatinine, neutrophil gelatinas associated lipocalin (NGAL), receiver

operating characteristics (ROC)

Science Field: medicine

Special topics: pediatrics / neonatology



SADRZAJ

R Y 5 1
L L OPStE OO vttt e e 1
1.2. Akutno ostecenje bubrega novorodenceta..............ocoiiiiiiiiiiiiiiii 3
1.2.1 Istorijat, incidenca i etiologija. .........c.ooviniiiiii e 8
1.2.2. DefiNICHja. ... 9
1.2.3. Konvencionalni biomarkeri..............ooooiiiiiiiiiiii 10
1.2.3.1. Serum Kreatinin ..o 10
1.2.3.2. DIUMBZA. ..ot 13
1.2.3.3. Ispitivanje novih biomarkera..............ccoiiiiiiiii 13
1.2.4. NOVI DIOMAIKEIT. ..o, 19

1.2.4.1. Neutrofilni Zelatinozni lipokalin (NGAL).......ccceceee vovvviviiiniininnn.n..19

1.2.4.2.Molekul-1bubreznog ostec¢enja (KIM-1).........oooiiiiiiiiiiiiii i, 25
1.2.4.3.Cistatin € (CYS-C)uirrinriiiii i 28
1.2.4.4. Liver-type fatty acid-binding protein (L-FABP)..............c.ooviiiinin.n. 33
1.2.4.5. Epidermalni faktor rasta(EGF)............cccooiiiiiiiiiiiiiiee 34
1.2.4.6. Fibroblastni faktor rasta (FGF23).........ccooiiiiiiiiiiiiii e, 34
1.2.4.7. N acetyl B glucosamidase (NAG).......ccoeiriiiiiiiiieieeieie e 35

2.CILIEVI RADA . .t tiiiiiiiiiiiiiiiiiicieiiceeetecaenetecasncecasane 36



3. METOD RADA . .ctitiitiiiiiiiiiiiitiiitiiiitetetataetttacaetesasssecasacnennn. 37

B L ISPIEANICE. .ot 37
3.1.1 Kriterijum za ukljucivanje u studiju............cooeiiiiiiiiiiiiiie e 38
3.1.2 Kiriterijum za iskljucivanje iz studije...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiii e, 38

3.2. Varijable istrazivanja i metode merenja............oveeviuieinieeinieineaneaannnnns 38

3.2.1. Varijable 1StraZivanja. . ......ooueeinee ettt 38

3.2.1.1 InStrumenti 1StraZiVan]a. .. .....uvueeneett et eteatt et eete et eteeteaeeneeaneaas 39
3.2.1.2 Metode merenja kreatinina i ranih biomarkera............................... 39
3.2.1.3 Merenje novih biomarkera. ...........ooouiiiiiiii e, 40
3.2.1.4 Metode odabira i klasifikacija novorodencadi  ...................cooeiiinini 41
3.2.1.5 Laboratorijske analize.............ooiiiiiiii 42
3.2.1.6 Metodologija odredivanja biomarkera................cooiiiiiiiiiiiiiiiiin, 44
3.2.1.7 Radioloska-radioizotopska iSpitivanja..............ccceveviiiiiiiiiinineeenn, 46
3.3 Statisticka analiza. ..o 46
4. REZULTATH sttt st sessessnssas s sss s st sssssssssssssssssssssssssstsesssssssssasssses 49

4.1 Analiza rezultata ispitivanja pojave AKI u preterminske novorod. sa PNA ...51

4.1.1.1 Vrednosti novih biomarkera ( SNGAL, uNGAL, KIM-1i CysC).............. 52
4.1.1.2 Serumski NGAL (SNGAL)......oiiiii e 52
4.1.2.3 Urinarni NGAL (UNGALL). ...ttt 61
4.1.1.4 Odnosi urin (UNGAL) /serum (SNGAL) «ieeeenieeiiererenrsnsescescnsensessnnn 76
4.1.1.5 Moleku-1 bubreznog oStecenja (KIM-1) .. ..., 85
4.1.1.6 Alfa-1 mikroglobulin (@1-M) ...t 102

4.1.1.7 Beta-2 mikroglobulin (B2-M).... ..o 115



5. DISKUSIJA...

6. ZAKLJUCAK

7. LITERATURA . e eiiiieiiiiieiieiiitiieteiecetaeteeetaeeaessnscacencnns



1.UVvOD
1.1 OPSTI DEO

Napredak u perinatalnoj i neonatalnoj medicini znacajno je poboljSao prezivljavanje
novorodencadi, posebno prevremeno rodene, ali je stepen rezidualnog morbiditeta 1 mortaliteta
jos uvek izrazito visok. Danas se vecéina razli¢itih patoloskih stanja uzrokovanih perinatalnom
asfiksijom naziva Oxygen Radical Diseases of Prematurity (ORDP). Jedno od najéescih stanja
iz ove kategorije je akutno oStecenje bubrega (AKI) novorodenceta. Samo po sebi AKI moze
biti uzrocnik teskog perinatalnog 1 adultnog morbiditeta i mortaliteta, kao Sto su arterijska
hipertenzija i hroni¢na bubrezna insuficijencija. AKI ranije nazivano akutna bubrezna
insuficijencija (AKI), predstavlja veliki problem u klinickoj medicini posebno u odeljenjima
neonatalne intenzivne nege (NICU). AKI je kompleksan poremecaj za koji trenutno ne postoji
prihvacena definicija. Javlja se u razli¢itim okolnostima sa klinickim manifestacijama u rangu od
minimalnog porasta serumskog kreatinina (sCr) do anuri¢ne akutne bubrezne insuficijencije. U
svakodnevnoj klinickoj praksi isti problem se terminoloski razli¢ito formuliSe kao: akutna
renalna insuficijencija, akutna tubularna nekroza, bubrezna disfunkcija, akutna bubrezna
insuficijencija. Nedostatak univerzalno prepoznate definicije otezava dijagnostiku, lecenje i
studije ovog problema. Osnovna posledica akutnog oSteCenja bubrega jeste smanjenje jacine
glomerulske filtracije. Naj€eS¢e primenjivana klinicka merenja u odredivanju jacine glomerulske
filtracije do sada su se svodila na odredivanje vrednosti serumskog kreatinina i prac¢enje diureze.
Ovi pokazatelji su nedovoljni i oba su pod uticajem i drugih faktora osim stepena glomerulske
filtracije 1 kao takvi nepouzdani. Sa druge strane oni ne obezbeduju nikakvu informaciju o
mestu oboljenja bubrega. Bubreg novorodenceta je zbog svoje nezrelosti veoma ranjiv i posebno
osetljiv na insuficijentnu perfuziju. Neefikasnost mehanizma autoregulacije u novorodenceta
onemoguéava mu da brzo kompenzuje promene renalnog arterijskog pritiska. Zato
hipovolemija i hipoperfuzija lako uzrokuju njegova ostecenja. Svaka prolongirana nekorigovana
hipoperfuzija neminovno vodi u ishemi¢ne promene na celijskom nivou i u ozbiljna renalna
oStecenja sa znacajnim smanjenjem jacine glomerulske filtracije (JGF), azotemijom 1 vodeno-
elektrolitnom deregulacijom. Ovakvi oblici AKI imaju loSu prognozu jer obi¢no odrazavaju

poremecaj vise organa i organskih sistema. Ohrabruju novija saznanja o dobrim ishodima AKI
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neoligurijskog tipa. Ova saznanja obavezuju na pravovremenu dijagnozu AKI neoliguri¢ne
novorodencadi kao 1 na brzo, optimalno terapijsko dejstvo. Dosadasnja praksa da se samo prati
diureza, bez drugih parametara bubrezne funkcije, moZe opasno da zavede, i da se propusti
identifikacija bolesnika sa neoligurijskim tipom AKI, jer moguc¢nost da neki bude
nedijagnostikovan uvek postoji. Akutnu bubreznu insuficijenciju ili akutno oSte¢enje bubrega
studije opisuju baziraju¢i se na promenama u serumskom kreatininu, apsolutnim nivoima
serumskog kreatinina, promenama ureje u krvi i urinu, diurezi, ili ¢ak potrebama za dijalizom
[1,2,3,4,5,6,7].

U grupu ORDP spadaju mnoga patoloSka stanja, a najceS¢a kod novorodenceta su: akutno
oSte¢enje bubrega (AKI), intraventrikularna hemoragija (I\VVH), retinopatija prematuriteta (ROP),
bronchopulmonalna displazija (BPD), nekroti¢ni enterokolitis (NEC) [8]. Ishemija i hipoksija,
fluktuacija oksigenacije i moguca hiperoksija u reperfuziji, uz dodatno Cesto prisutnu infekciju
i / ili inflamaciju, uz nizak antioksidativni kapacitet novorodenceta su faktori rizika za razoj
ORDP [9]. Oksidativni i nitro-oksidativni stres karakteriSe poremecaj ravnoteze u stvaranju
oksidanata 1 antioksidativnog sistema, Sto ima za posledicu ekscesivno oslobadanje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta, (reactive oxygen species - ROS) u celijama i celijsku degeneraciju [10].
Oslobadeni NO (azot oksid), O’(superoksid anjon radikal), H,O, (vodonik peroksid), i
hidroksilni radikal (OH) prisutni u stanjima hiperoksije, reperfuzije i inflamacije u prekomernoj
koli¢ini, razaraju hemijske veze u ¢celiji 1 tako oStecuju Celijske lipide, proteine 1
deoksiribonukleinsku  kiselinu  (DNK). Prevremeno rodena deca zbog imaturnog
antioksidativnog sistema 1 autoregulacije su u povecanom riziku od oSte¢enja oksidativnim
stresom [11] a Stetni efekti reaktivnih azotnih vrsta na celijsku funkciju definiSu se kao nitratni
stres ¢ija posledica je mikrovaskularna degeneracija. U naSem radu ispitivali smo AKI jednu od

postasfikticnih komplikacija iz ORDP, koja se moze lakse leciti ako se na vreme otkrije.



1.2. Akutno ostecenje bubrega kod novorodenceta (AKI)
1.2.1.1Istorijat

U poslednjih pola veka nefrologija je tavorila u elementarnoj dijagnostici najvise zbog upotrebe
konvencionalnih biomarkera za dijagnozu akutnih bubreznih oSteCenja u ranom stadijumu.
Dijagnostika AKI pomoc¢u serumskog kreatinina je i dalje kao u pedesetim godinama proslog
veka (1950). Problemi sa kreatininom uoceni su pre trideset godina, uprkos tome Sto kreatinin
ima samo nekoliko karakteristika idealnog biomarkera, ostaje i dalje u Sirokoj upotrebi kao
indikator renalne funkcije i jedini je potvrden dijagnosticki marker AKI po preporuci koju je
dao Nacionalni Institut za Dijabetes, Digestivne i Bubrezne bolesti USA (NIDDK). U toku
poslednje decenije sprovode se intenzivna ispitivanja biomarkera AKI Kkoji ¢e nadamo se
zameniti Kreatinin i pomo¢i u ranijoj i specifi¢nijoj dijagnozi renalnih bolesti [12]. Poslednjih
godina je nastupio veliki procvat u izu¢avanju brojnih bubreznih bolesti: dijabeticke nefropatije,
renalnih kancera, akutne i hroni¢ne bubrezne insuficijencije. Razvoj transplantologije, studije
metabolomiksa i proteomiksa u svetlu akutne bubrezene insuficijencije i preeklampsije, ubrzale
Su razumevanje problema akutnog bubreznog osSteCenja uopste, a posebno kod dece i
novorodencadi. Rana detekcija oSte¢enja bubrega kod novorodenceta postala je imperativ
mnogih perinatologa, neonatologa, pedijatara i nefrologa. Svest o prednosti rane dijagnoze
AKI ubrzala je razvoj biomarkera za ranu detekciju bubreznih bolesti. Poslednja decenija je
dovela do eksponencijalnog  rasta u istrazivanju biomarkera bubreznih bolesti. Tako su
biomarkeri postali najuzbudljivija oblast u istrazivanju bubrega [13].

Konaéno 2004 godine od strane Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) je objavljena
konsenzus definicija AKI koja je dala termin ve¢ poznat kao RIFLE. Ubrzo 2007 godine verzija
RIFLE kriterijuma je modifikovana i objavljena od strane AKI mreze (AKI-network: AKIN)
poznata kao AKIN Kkriterijum. Ove inicijative podrzane Su od strane brojnih nacionalnih i
internacionalnih udruzanja nefrologa i intensivista. Objavljivanjem dogovorene definicije
za AKI 2004 godine, koja je dizajnirana da standardizuje i klasifikuje renalnu disfunkciju,
ucinjen je veliki korak u razumevanju AKI [14]. Ovi precizno definisani Kriterijumi mogu
detektovati AKI sa visokom senzitivno$c¢u i specifiénosc¢u, opisati razliCite nivoe tezine koji

imaju za cilj da predvide prognozu. Definicija i termin RIFLE koristi sledece kriterijume:



RIFLE sistem klasifikacije obuhvata pet kategorija, tri stepena jacine: rizik za oSteCenje
(R - risk of injury), oSteCenje bubrezne funkcije (I - injury), slabost bubrezne funkcije (F -
failure), i dva ishoda: gubitak bubrezne funkcije (L - loss of function) i zavrsni stadijum bolesti
bubrega (E - end-stage renal disease). U RIFLE sistemu klasifikacije kriterijume za AKI ¢ine:

koncentracija kreatinina u serumu, JGF i izlu¢ivanje urina (Tabela 1), [15].

Tabela 1. RIFLE sistem Klasifikacije za AKI

Kriterijum
RIFLE kategorija Koncentrac\:;g Fkreatmma : Izlu¢ivanje urina
Stepen jacine
Risk 1 Kreatinin >1.5x ili
Rizik LIGF>25% <0.5 mL/kg/h tokom 8h
Injury 1 Kreatinin >2x ili
s | JGF>50% <0.5 mL/kg/h tokom 16h
: 1 Kreatinin >3x ili
Faiure (Kreatinin)>350 pmol/L ili | -3 ML/K/ tokom 24
| JGF=>75% !
Ishod
Loss of function Gubitak bubrezne funkcije >4
Gubitak bubrezne funkcije nedelje
Erel S e olErss Perzistentan gubitak
i S bubrezne funkcije >3 meseca
bolesti burega ! .

GFR (glomerular filtration rate) = JGF (jacina glomerularne filtracije)

AKIN sistem klasifikacije takode definiSe AKI prema serumskom Kreatininu kao apsolutno i
procentualno povecanje serumskog kreatinina ili izlu¢ivanju urina (Tabela 2). U ovom
klasifikacionom sistemu unosi se prosirenje vremenskog perioda za postavljenje dijagnoze AKI,
kao i upotreba termina "insuficijencija” za pacijente kod kojih je neophodno primeniti terapiju
zamene bubrezne funkcije [renal replacement therapies (RRT)], bez obzira na vrednosti
kreatinina ili oliguriju. Prema AKIN kriterijumu, AKI se definiSe kao naglo smanjenje bubrezne
funkcije, u toku 48h, mereno apsolutnim povecanjem koncentracije kreatinina u serumu za 0.3
mg/dL (26.52 umol/L), procentualnim povecanjem od 50% ili oligurijom (<0.5 mL/kg/h) koja
traje duze od 6h. U AKIN sistemu klasifikacije kategorije 1, 2 i 3 zamenjuju tri stepena jacine R,
I i Fiz RIFLE sistema Kklasifikacije (Tabela 2), [16].



Tabela 2. AKIN sistem Klasifikacije za AKI

Kriterijum
AKIN Kkategorija Koncentracija kreatinina Izlu¢ivanje urina
Stepen jacline
> 0.3mg/dL (26.5umol/L)
AKIN1 ili <0.5 mL/kg/h tokom 6h
1 150-200% (1.5-1.99x)
AKIN2 1 200-300% (2.0-2.99x) <0.5 mL/kg/h tokom 12h
1300% (= 3x) ili
AKIN3 >354umol/L <0.3 mL/kg/h tokom 24h
sa akutnom epizodom ili  anurija tokom 12h
>44 umol/L

RIFLE sistem Klasifikacije je kasnije modifikovan za potrebe pedijatrijske populacije
pediatric RIFLE (pRIFLE), (Tabela 3), [17]. Ovde je kao kriterijum za postavljenje dijagnoze

AKI primenjen klirens kreatinina koji se izracunava primenom Schwartz-ove formule [18].



Tabela 3. Modifikacija RIFLE sistema klasifikacije za AKI u pedijatriji (pRIFLE)

Kriterijum

Stepen jacine

RIFLE, pRIFLE, AKIN i najnoviji KDIGO sistem Klasifikacije AKI, su izuzetno korisni
za prospektivna i retrospektivna ispitivanja ali u svakodnevnoj klinickoj praksi njihova upotreba
je ograniena, jer su diureza i kreatinin seruma glavni pokazatelji akutne disfunkcije bubrega.
(Tabela 4), [19,20,21,22]. Brojni postoje¢i problemi u dijagnostici i tretmanu AKI, kao i Cesta
nemoguénost odvajanja fiziologije od patofiziologije bubrega novorodenceta, namecu
neophodnost identifikacije ranog, specificnog, dovoljno senzitivhog biomarkera koji ¢e

omoguciti ranu detekciju bubreznih oStecenja.



Tabela 4. KDIGO sistem klasifikacije za AKI

Kriterijum
KDIGO kategorija Koncentracija kreatinina Izlucivanje urina
Stepen jacine
> 0.3mg/dL (26.5umol/L) ili
1 1 (1.5-1.9x) od osnovne <0.5 mL/kg/h tokom 6-12h
linije
2 1 (2.0-2.9x) od osnovne linije | <0.5 mL/kg/h tokom 12h
1 Z.‘%mg/vdL (354”11}0.1/ D <0.3 mL/kg/h tokom
3 ili pocetak RRT ili 24h
eGFR<35ml/min/1.73m? | . .
(u pacijenata < 18 godina) ili  anurija tokom 12h

Mada je potraga za biomarkerima stara koliko i sama medicina, ona je i danas oblast
intenzivnih savremenih istrazivanja [23]. U novije vreme najveCu revoluciju u razvoju
biomarkera napravile su studije genoma i proteoma svojim mo¢nim alatima za  njihovo
skeniranje. U studijama genoma mikro Cestice koje mere kompletan lanac DNK pokrenule su
iznalaZenje brojnih obecavaju¢ih biomarkera. Korak dalje od genomskih pomerile su se
proteomske studije, koje mogu napraviti skrining brojnih peptida i proteina u uzorku krvi ili
urina. Personalizovana medicina, vodena zapanjuju¢im genomskim i proteomskim prednostima,
mnogo obecava u naSem razumevanju zdravlja i bolesti: preciznije odredivanje predispozicija za
bolest, dijagnoze i prognoze, ranije preventivne i terapeutske intervencije, efikasniji proces
razvoja lekova, $to sve ¢ini sigurniji i odgovorniji pristup bolesnom ¢oveku. Biomarkeri su
esencijalan alat za implementaciju personalizovane medicine. Unapredivanje personalizovane
medicine gura nas sve dalje i dalje u carstvo molekularne medicine da bi otkrili biomarkere sa
povecanom specificnoS¢u 1 senzitivnoS¢u [24]. "Biomarkeri u bubreznoj bolesti" je knjiga
Carlsa Edel$tajna koja sumira prednosti rane detekcije i ranog pristupa bitnim bolestima

bubrega i veliki je napredak u ranoj dijagnozi AKI uopste a kod novorodenceta posebno.



Poslednja decenija je dovela do eksponencijalnog rasta u istrazivanju biomarkera bubreznih

bolesti i tako su biomarkeri postali najuzbudljivija oblast u istrazivanju bubrega [25].

1.2.1.2. Incidenca i etiologija AKI

Heterogena etiologija i kompleksnost patofizioloskih mehanizama koji su ukljuceni u
razvoj AKI, kao i mnostvo definicija, znacajno otezava utvrdivanje njegove prave incidence.
Incidenca AKI varira od 5% hospitalizovanih pacijenata do 30-50% pacijenata na intenzivnoj
nezi, a brojni podaci ukazuju da incidenca raste alarmantnom brzinom [26]. Prema podacima
pedijatrijskih sluzbi incidenca AKI je uvecana preko devet puta od 1980. do 2004. godine, zbog
sve vece upotrebe invazivnih procedura i veceg broja kriticno obolele dece [27]. Primenom
PRIFLE sistema klasifikacije je utvrdeno da oko 50% kriti¢no obolele dece razvije izvestan
stepen oStecenja bubrega tokom boravka u bolnici, a od toga se 82% dijagnostikuje u toku prvih
7 dana [28]. Razvoj AKI tokom boravka pacijenata na intenzivnoj nezi je povezan sa devet puta
vecom stopom smrtnosti i Cetiri puta duzim boravkom u bolnici [29]. Pored toga, postoje brojni
dokazi da je rizik od hroni¢nih komplikacija znacajno uvecan kod pacijenata sa AKI. Studija
Askenazi i saradnika je pokazala da su se kod ¢ak 40-50% pedijatrijskih pacijenata kod kojih je
doslo do razvoja AKI ispoljili i znaci hroni¢ne bubrezne bolesti (CKD) tokom praéenja u periodu
od tri do pet godina, §to ukazuje da i manja i umerena oSte¢enja trajno menjaju bubrezni

parenhim [30].

Pored alarmantnih podataka o porastu incidence AKI, sve novije pedijatrijske studije pokazuju
da se i etologija AKI znac¢ajno menja. Poslednjih decenija AKI ¢e$ce nastaje kao posledica druge
sistemske bolesti ili njenog le¢enja, nego usled primarne bolesti bubrega. Najcesc¢i uzroci AKI u
razvijenim zemljama kod dece su komplikacije teskih operacija na srcu, transplantacije razli¢itih

organa, onkoloska terapija, i sepsa a kod novorodencadi perinatalna asfiksija [1,4,7].



1.2.2. Definicija

U svakodnevnoj klini¢koj praksi isti problem akutnog oSte¢enja bubrega se terminoloski
razlicito formuliSe kao: akutna bubrezna insuficijencija, akutna tubulska nekroza, bubrezna
disfunkcija. U stru¢noj literature i prakticnom radu kori$¢eno je oko 200 razli¢itih definicija.
Nedostatak univerzalno prepoznate definicije otezava dijagnostiku, leCenje 1 studije ovog
problema. Tokom 2004 godine sprovedena su istrazivanja koja govore da kliniari imaju
tendenciju da modifikuju definiciju AKI prema praksi sopstvene institucije [17]. Da bi se
uneo red u literaturu o AKI bila je neophodna konsenzusna definicija, koja je objavljena 2004
godine. Uspeh ovih inicijativa je bio veoma brz, jer su naredna istrazivanja, pokazala da je broj

individualnih definicija AKI pao na manje od 20 razli¢itih definicija [31].

AKI predstavlja iznenadni pad jacine glomerulske filtracije do stepena kada bubreg ne
ostvaruje svoju osnovnu ulogu, izluCivanje azotnih materija ureje i kreatinina i ocuvanje
vodeno-elektrolitne ravnoteze. Definicija AKI u novorodenceta je teSka i manje precizna, zbog
brojnih specifi¢nosti neonatalnog perioda koga karakteriSu; bubreZna, metaboli¢ka, hormonska,
vodeno-elektrolitna adaptacija, nezrelost i maturacija. Serumski kreatinin neposredno po rodenju
je odraz majcine renalne funkcije i ima vrednost do 1.0 mg/dL (88.4 umol/L). Ova vrednost se
tokom vremena postepeno smanjuje. Na AKI kod terminskog ili pre termina rodenog
novorodenceta, uvek treba posumnjati kada vrednost sCr u prvoj nedelji po rodenju ne pada
nego na protiv raste. Pri postavljanju dijagnoze AKI novorodenceta moraju biti uzete u obzir
neke klinicke kondicije: porodajna telesna masa, aktuelna telesna masa, nacin porodaja i1
prezentacija ploda, neuroloski status, gestacijska i postnatalna dob kao i drugi relevantni faktori
ukljucujuci; AS, trenutna pH vrednost, bazni deficit (BD) i vrednosti majéinog kreatinina.
Vecina istrazivaca smatra da novorodencad imaju AKI kada je vrednost serum kreatinina 1.5
mg/dL (132.6 umol/L) ili ve¢a uz normalnu bubreznu funkciju majke. U RIFLE sistemu
klasifikacije kriterijume za AKI ¢ine: koncentracija kreatinina u serumu, JGF i izlu¢ivanje urina
(Tabela 1), [15]. Prema AKIN kriterijumu, AKI se definiSe kao naglo smanjenje bubrezne
funkcije, u toku 48 sati, mereno apsolutnim povec¢anjem koncentracije kreatinina u serumu za 0.3
mg/dL (26.52 umol/L), ili pove¢anjem SCr od 50% ili oligurijom (<0.5 mL/kg/h) koja traje duze
od 6 sati (Tabela 2), [16]. U pRIFLE definiciji (Tabela 3), [17] kao kriterijum za postavljenje

dijagnoze AKI primenjen je klirens kreatinina koji se izraCunava primenom Schwartz-ove
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formule [18]. Prema KDIGO definiciji AKI predstavlja porast serum kreatinina od osnovne
vrednosti, za vrednost > 0.3 mg/dL(> 26.52 umol/L), unutar 48 sati ili porast sCr za vrednost >
1.5 mg/dL od bazalne vrednosti unutar 7 dana ili diureza <0.5 ml/kg/h za 6 sati (Tabela 4), [19-
22]. Ovaj porast vrednosti sCr odnosi se na bazi¢nu vrednost, osnovnu vrednost koju je kod
novorodenceta teSko odrediti. Sve savremene definicije: RIFLE, pRIFLE, AKIN i KDIGO

ukljucuju i kriterijum diureze koji za novorodence nije sasvim pouzdan [32].

1.2.3. Konvencionalni biomarkeri
1.2.3.1. Serumski kreatinin (SCr)

Osnovna posledica akutnog oSteCenja bubrega jeste smanjenje jacine glomerulske filtracije
(JGF). Najcesc¢e primenjivana klinicka merenja u odredivanju jaCine glomerulske filtracije do
sada su se svodila na odredivanje vrednosti serumskog kreatinina i pracenje diureze. Ovi
pokazatelji su nedovoljni i oba su pod uticajem drugih faktora osim stepena glomerulske
filtracije i kao takvi nepouzdani. Sa druge strane oni ne obezbeduju nikakvu informaciju o
mestu oboljenja bubrega. U sadas$njoj klinickoj praksi AKI, kod novorodencéeta, posebno
preterminskog  jo$ uvek nije moguce rano dijagnostikovati. Tipi¢no se dijagnostikuje
odredivanjem koncentracija serumskog kreatinina, koji je na Zalost nepouzdan indikator u

akutnim fazama bubreznog oStecenja iz sledecih razloga:
Bazi¢ne sCr definicije nisu idealne zbog toga Sto:

1. SCr je merilo funkcije a ne oSte¢enja

2. SCr se ne menja sve dok 25-50% bubrezne funkcije je ve¢ izgubljeno

3. SCr nivoi S$iroko variraju u odnosu na: mi$i¢nu masu, hidracioni status, pol, uzrast,
stanje metabolizma, uticaj endogenih i egzogenih supstanci

4. SCr ne moze da razlikuje prerenalnu azotemiju (tranzitornu, reverzibilno smanjenje
glomerularne filtracije) od prave povrede bubrega

5. SCr nije specifican za razli¢ite tipove AKI (nefrotoksi¢ni, sepsom indukovan,
hipoksi¢no-ishemicni)

6. SCr se ne moze koristiti za procenu bubreZzne funkcije dok je bolesnik na dijalizi
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7.

10.

11.

U prvih nekoliko dana (48 sati) po rodenju, sCr odrazava maj¢inu bubreznu funkciju,
vrednosti sCr zavise od gestacijske i postnatalne dobi

Curenje nezrelim kanalima, tubulima, omogucava reapsorpciju kreatinina. U niskim
nivoima glomerulske filtracije, koli¢ina tubularne sekrecije kreatinina rezultuje
precenjivanjem bubrezne funkcije

Konac¢no tokom akutnih promena u glomerulskoj filtraciji nivoi serumskog kreatinina ne
opisuju tacno bubreznu funkciju dok se ne postigne stalan ekvilibrijum, §to moze
zahtevati period od nekoliko dana [3].

Interferencija u testovima za odredivanje koncentracije kreatinina u serumu moze
uzrokovati dobijanje pogresnih rezultata. NajviSe kori§¢ena kolorimetrijska metoda za
merenje kreatinina Jaffe-ova reakcija detektuje kreatinin kao i nekreatininske hromogene
u serumu [3]. U Jaffe-ovoj reakciji kreatinin reaguje direktno sa pikratnim jonom u
alkalnim uslovima stvaraju¢i narandzasto obojen kompleks, medutim ¢ak 1 do 20%
obojene reakcije moze poticati od drugih supstanci prisutnih u serumu: glukoze, ketona,
mokra¢ne Kkiseline, hemoglobina, lekova (cefalosporina, furosemida) [3]. Visoke
vrednosti bilirubina u serumu mogu uzrokovati lazno niske vrednosti kreatinina [3].
Uvodenjem kineticke metode sa alkalnim pikratom znacajno je redukovana interferencija
nekreatininskih hromogena.

Pored toga, koncentracija kreatinina u serumu zavisi od brojnih nerenalnih faktora (pol,
starost, rasa, misi¢éna masa, nutritivni status), ne samo od aktuelnog stanja bubrezne
funkcije. Produzeno intezivno vezbanje, unos kreatinskih suplemenata ili ve¢ih koli¢ina
kuvanog mesa moze uzrokovati povecanje serumskog kreatinina u dece i odraslih. Neki
lekovi, trimetoprim, cimetidin, salicilati, menjaju tubularnu sekreciju kreatinina S$to
rezultuje izmenama njegove koncentracije u serumu nezavisno od promena JGF. Takode,
bitno je napomenuti da promene u koncentraciji kreatinina u serumu mogu kasniti i par
dana u odnosu na aktuelnu promenu JGF. Cak i klirens kreatinina koji se &esto koristi za
procenu bubrezne funkcije ima nedostatak osetljivosti u slu¢aju blagih i naglih ostecenja,
a moze biti 1 pod uticajem tubularne sekrecije kreatinina.

Zbog niza nedostataka kreatinina kao markera za procenu JGF, predlozeno je da se
koncentracija kreatinina u serumu zameni jedna¢inom za procenu JGF koja pored

vrednosti kreatinina uzima u obzir i antropometrijske podatke kao §to su pol, starost,
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etnicka pripadnost. Tako bi se kompenzovao uticaj mi$i¢ne mase na vrednosti kreatinina.
| ova procena nije precizna jer i u ovom slucaju postoji problem. Ove jednacine koriste
prose¢nu misi¢nu masu za osobe odredene starosti, pola i etnicke pripadnosti, zbog toga
njihova upotreba ima ogranicenja. Zbog ovoga 1 tendencije za maksimalnom
dijagnostickom ta¢no$¢u, proistekla je potreba za formulisanjem vise jednaina za
razli¢ite populacione grupe. Razli¢ite formule kao $to su Cockcroft-Gault-ova [33] i
MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) formula [34] su uvedene za
izraunavanje GFR na osnovu koncentracija serumskog kreatinina. Kod dece se za
izraCunavanje GFR primenjuje Schwartz-ova formula [18]:

telesna visina (cm)

GFR (mL/min/1,73m2) =k x —
kreatinin (umol/L)

Koeficijent k ima vrednost 29.2 za novorodence; 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.

1.2.3.2. Ureja, (Blood urea nitrogen-BUN)

Za dijagnozu AKI moze posluziti ureja, blood urea nitrogen (BUN). BUN je takode
suboptimalan marker jer je zavistan od nekih nerenalnih faktora. Ograni¢avajuci faktori su:
unos proteina, katabolizam, krvarenja u gornjim partijama gastrointestinalnog trakta (GIT),
nutricioni  status i terapija visokim dozama kortikosteroida. Promene u BUN i serum
kreatininu tokom AKI nisu posebno senzitivne za male promene u JGF. Biomarker osloboden u
krv ili urin 1z o$teCenog bubrega, analogan je oslobadanju troponina, u oSte¢enim miokardnim
¢elijjama nakon ishemije miokarda ili infarkta, moze biti senzitivniji ili specifi¢niji marker AKI
nego kreatinin ili BUN. Rana detekcija AKI, sa bubreg-specifi¢cnim biomarkerom, moze
omoguciti ranije postavljanje dijagnoze bolesti, optimalnije doziranje antibiotika, izbegavanje
nefrotoksi¢nih agenasa 1 ranije uvodenje specifi¢ne terapije za oporavak bubrega. Idealan
biomarker AKI bi obezbedio ranu detekciju bubreznog osteCenja, pre negd Sto poraste u
serumski kreatinin i/ili BUN [35].
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1.2.3.3. Diureza - izlu¢ivanje urina

Izlu¢ivanje urina kod novorodenceta, posebno u prvim satima i danima zivota je veoma
specificno. Diureza kod novorodenceta je u funkciji gestacijske i postanatalne dobi. Prva mikcija
moze biti odloZena, oskudna ili neregistrovana neposredno po rodenju. Cesto zavisi od na¢ina
porodaja, prezentacije ploda, brzine adaptacije, kondicija novorodenceta, koji uti¢u na bubreznu
funkciju. Diureza zavisi od bubreZne funkcije, ali i od ukupnog volumnog statusa organizma,
dejstva lekova, pre svega onih sa nefrotoksi¢nim efektom, kao i diuretika, zatim opstrukcije
urotrakta, koncentracije antidiuretskog hormona, insulina. Kona¢no diureza "zavisi" i od nacina
merenja urina: kateterizacija mokraéne beSike, kolekcije urina u vrecice, pamucne loptice i
pelene deteta. Najprecizniji od svih je kateterizacija mokraéne beSike, iako su svi na¢ini samo
orijentacioni, neprecizni, grubi i mogu uzrokovati greske u zakljucivanju. U nemoguénosti
ultrasonografske vizualizacije urotrakta, takode, prepuna mokraéna beSika i njeno usporeno
praznjenje mogu stvoriti pogresnu sliku anurije i/ili oligurije. Zbog toga je diureza nepouzdan,
kasni i nedovoljan marker AKI. Bez obzira na ove probleme, znac¢aj diureze je veliki, jer je urin
odli¢an neinvazivno dobijen bioloski materijal za analizu, veoma informativan za bubreznu
funkciju, zbog toga se i dalje neke definicije i klasifikacije AKI zasnivaju na diurezi. Kod
novorodenceta kao i kod odraslih AKI moze biti neoligurijski i oligurijsko-anurijski, definisano
kao diureza od 1 ml/kg/h ili < 0.5 ml/kg/h ili odsustvo diureze u prvih 48 sati Zivota. Tip 1 stepen
renalnog oSteCenja diktiraju da 1i novorodence ima oligurijski ili neoligurijski AKI. U
situacijama normalne diureze AKI moze biti nedijagnostikovan ako serumski kreatinin nije
izmeren. Zbog svih  navedenih  razloga diureza nije optimalan biomarker AKI

novorodenceta [32].

1.2.3.4. Ispitivanje novih biomarkera

Potraga za biomarkerima je stara koliko 1 sama medicina. Najjednostavnija definicija
biomarkera kaze da je biomarker ili "bioloSki marker" bilo koji merljiv pokazatelj bioloskog
stanja. To zna¢i da je biomarker merljiv, specifican bioloski marker nekog bioloskog,
fizioloskog ili patoloskog procesa ili odgovora na dejstvo lekova. Ovako definisani biomarkeri

nalaze Siroku primenu u biomedicini, klinickoj farmakologiji, farmaciji 1 nauci uopste.
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Poslednjih deset godina istrazivanje biomarkera bubreznih bolesti imalo je eksponencijalni
rast. Osnivac laboratorije za otkrivanje biomarkera koriStenjem spektrometrije proteomiksa i
metabolomiksa u Univerzitetu Kolorado Dr Uwe Christijans je napisao znacajna poglavlja o
biomarkerima u bubreznim bolestima. Znacaj razvoja i definisanja biomarkera bubreznih
bolesti istaknut je od strane Americkog Nacionalnog Instituta za Dijabetes, Digestivne i
BubreZzne bolesti (NIDDK). Potreba za ranom dijagnozom bubreZznih bolesti ucinila je
definiciju biomarkera je dala NIDDK grupa =za definisanje biomarkera: “Biomarker je
karakteristika koja je objektivno izmenjena i procenjena kao indikator normalnog bioloskog
procesa, patogenog procesa ili farmakoloskog odgovora na terapeutsku intervenciju”.
Biomarker je vrednost holesterola, krvnog pritiska, telesne temperature... Takvi opsti biomarkeri
su koris¢eni decenijama i vekovima i dalje su ostali mo¢ni alati za pracenje opstih bioloskih

aktivnosti. Proces razvoja biomarkera tipi¢no je bio postavljen u pet faza.

1. Predklinicka ispitivanja (potvrda prioriteta obeéavajuéih kandidata)
2. Razvoj eseja (razvoj i optimizacija klinicki korisnih eseja)
3.Retrospektivna studija [testiranje biomarkera u kompletnom klinickom ogledu, procena

specifi¢nosti i senzitivnosti i odredivanje krive, Receiver operating characteristic curve (ROC)],

za svaki biomarker

4. Prospektivni skrining (upotreba biomarkera za skrining populacije)

5. Kontrola bolesti (odrediti uticaj skrininga na redukovanje teZine bolesti).

biomarkera kao pokazatelja bolesti i dijagnostickih sredstava za prac¢enje leCenja i uspesnosti
terapije. Svetske kompanije koje se bave proizvodnjom dijagnostickih reagenasa, znacajno su
doprinele otkricu osetljivih biomarkera. Danas se za odredivanje pojedinih biohemijskih
parametara najc¢eS¢e primenjuju imunoodredivanja, koja koriste monoklonska antitela i razlicite
vrste obeleZivaca, ¢ime se postize visoka specificnost odredivanja. Da bi iz grupe potencijalnih
biomarkera bili izabrani oni koji su najznacajniji za klini¢ku praksu i koji pruzaju najvise
dijagnostickih informacija, neophodno je opsezno ispitivanje koje obuhvata utvrdivanje

analiticke, klinicke i ekonomske primenjivosti [36]. Primenom statistickih metoda, prvenstveno
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ROC analize utvrduju se prelomne ("cut off") vrednosti, na osnovu Kojih se razdvajaju zdravi od
obolelih. Odabrani i primenjivi biomarkeri moraju biti isplativi pri klinickoj primeni, sa
stanoviSta cene 1 pruzanja najoptimalnijih dijagnostickih informacija. Dobar biomarker

podrazumeva nekoliko osobina:
* pristupacnost (accessibility) * lako otkrivanje (detectability)
* merljivost (quantifiability) » validnost (validity)

Biomarker treba da ima jasnu i nedvosmislenu povezanost sa bioloskim odgovorom sa
kojim se povezuje i odredenu stabilnost u tome. Sve ove stroge kriterijume nije lako zadovoljiti,
a polje primene biomarkera pod stalnom je lupom i preispitivanjem stru¢ne javnosti. Posebno se
istice merljivost biomarkera i da oni kvantitativno pokazuju stanje nekog bioloskog sistema.
Ocekivan red veli¢ine biomarkera danas je biomolekul razli¢itog porekla, tezine, hemijske
prirode ukljucujuéi : peptide, hormone, oligopeptide, gene ili genske produkte: mRNA, enzimi i

drugi proteini, DNK-sekvence, specifi¢ne lipidne molekule i razne metabolite.

1.2.3.5. Procena biomarkera

Svaki biomarker se mora podvrgnuti odgovaraju¢oj proceni odnosno evaluaciji, da bi se
utvrdilo da 1i ispunjava uslove za uspeSnu primenu u klinickoj praksi, da li moZe potvrditi
prisustvo ili odsustvo oboljenja, dobru ili loSu prognozu? Namena biomarkera se mora tacno
definisati, kako bi se njegovom primenom dobila odgovaraju¢a dijagnosticka korist. Ova vrsta
procena danas se postize odgovaraju¢im dizajniranjem proucavanja i dobrom statistickom

evaluacijom rezultata [37].
Ispitivanja primene biomarkera obuhvataju najmanje tri faze:

1. U prvoj fazi se procenjuje analiticka izvodljivost dijagnostickog testa. Utvrduju se analiticka
preciznost i tacnost, osetljivost i specificnost metoda, kao i1 varijacije rezultata dobijenih u

klinickoj primeni u jedne iste osobe a i u razli¢itih osoba.

2. Druga faza predstavlja poredenje rezultata ispitanika, sa oboljenjem i kontrolne grupe, bez

oboljenja. Nekada su rezultati u ovoj fazi preterano optimisti¢ni, jer Se porede odabrani
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pacijenti sa poznatim oboljenjem i kontrolni rezultati osoba bez oboljenja. Ako primenjeno
odredivanje ne pokaze obecavajuce rezultate u ovoj fazi ispitivanja, verovatno nece imati ni

dijagnosticku vrednost u klinickoj praksi.

3. Treéa faza obuhvata klinicku primenu odgovarajuéeg testa na ciljnoj populaciji na kojoj je
planirana primena testa. Ova faza se izvodi kao slepa kontrolisana, prospektivna studija koja

treba da da odgovor na specifi¢éno klini¢ko pitanje.

Savrememene tehnike: MALDI-TOF: tehnike masivne spektrometrije i SELDI-TOF:
povrSinska spektrometrija, su sposobne da identifikuju veliki broj biomarkera. Urin proteom
sadrzi 1500 proteina. Urin je manje kompleksan od plazme, odliCan je izvor biomarkera
produkovanih u bubregu i moze dati dobar uvid u specifi¢nu renalnu funkciju i patologiju. Krvni
proteom je veéi i sadrzi preko 3000 proteina u plazmi. Danas je aktuelan "open-loup”, ("otvorena
om¢a") ili nefavorizovani pristup otkrivanju biomarkera [38,39,40]. Studija genetickog sastava
vrste, genomi, stekli su popularnost 1990-tih godina sa po¢etkom Human Genome Projekta, koji
je zavrsen 2001 godine. Ljudski genom sadrzi 25000 gena, koji su opisani i smeSteni u bazama
podataka. Prednost mikro-rasporeda ili DNK c¢ipa, dopusta istraziva¢ima da pretrazuju hiljade
gena uporedo. Takve studije procena genske ekspresije su identifikovale najmanje dva gena, ¢iji
se proteinski produkti pojavljuju kao biomarkeri AKI [41]. Ipak mana metoda baziranih na
mikrorasporedu je da one ne mogu da se koriste za direktne analize bioloskih fluida. Proteomi
su studija i strukturnih i funkcionalnih proteina. Procenjeno je da ljudski proteom sadrzi preko
400 000 proteina. Proteini mogu biti proucavani koris¢enjem raznih metoda kao $to je gel
elektroforeza, imuno upija¢, imuno-blotting, mass spektrometrija i enzimske i metabolicke
analize. Svaki metod se koristi da odredi razliite tipove informacija, 1 ima svoj sopstveni set
snage 1 ograni¢enja. Napredne tehnologije imaju radikalno poboljSanu brzinu i preciznost u
identifikovanju i merenju bioloskih fluida tako proteomski pristupi poc¢inju da donose nove

urinarne biomarkere u humanim modelima AKI [42].

Biomarkere mozemo podeliti i na:
* Dijagnosticki biomarkeri (ukazuju na razvoj bolesti ili ve¢ razvijenu bolest)

*Prognosticki biomarker (ukazuju na prognozu bolesti u zavisnosti od primene tretmana)
* Prediktivni biomarkeri (ukazuju na najverovatnije efekte tretmana)
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U farmakologiji biomarkeri se koriste u fazi klinickog testiranja i proveri efikasnosti
novoprimenjenih lekova. Pored ovih kvaliteta klinicki relevantan biomarker zahteva i dodatne
kvalitete: standardnu pristupacnost, tacnu, jednostavnu i brzu merljivost [43].
Farmakodinamicki biomarkeri se koriste u  farmaceutskim  razvojnim studijama za
optimizovanje doze i odlu¢ivanju o daljem razvoju nekog potencijalnog farmaka. Svaki
biomarker mora imati dokazanu efikasnost u proceni rizika dijagnostickoj 1 prognostickoj
vrednosti. Senzitivnost i specificnost su osnovni kvaliteti jednog biomarkera koji se mere i
o¢ekuju prilikom populacionih analiza [44]. Idealne osobine jednog biomarkera u praksi je tesko
naci u jednom jedinom biomarkeru i takvih je veoma malo. Najbolji izvor biomarkera su Krv i
urin. Urin je odlian izvor biomarkera koji se stvaraju u bubregu i daje najbolji uvid u specificnu
renalnu patologiju, manje je kompleksan od seruma i laksi za skrining potencijalnih biomarkera.
Prikupljanje urina je jednostavno. Rukovanje urinom uti¢e na stabilnost biomarkera. Merenje
biomarkera u urinu treba uraditi odmah, da bi se izbegla degradacija, ili urin pravilno ¢uvati
zamrznut na -80°C. Nekada se kod urinarnih biomarkera procenjuje odnos: urinarni biomarker /
urinarni kreatinin, sto zovemo standardizacija i / ili normalizacija, urinarnih biomarkera. Na
ovome odnosu urin / kreatinin se baziraju mnoge studije, vodeci ra¢una o razlikama u urin
koncentracijama nastalim zbog hidracionog statusa ili dejstva diuretika. S druge strane ovaj
odnos urin / kreatinin u mnogim studijama je pod znakom pitanja, zbog varijabilne ekskrecije
tokom dana 1 zavisnosti od normalne bubrezne funkcije. Dobar izvor biomarkera bubreZnih
bolesti je krv, serum ili plazma, koji su dostupni ¢ak i kod anuri¢nih pacijenata. Serum je u
prednosti jer je manje sklon bakterijskoj kontaminaciji od urina i smatra se stabilnijim od urina.
Serumski biomarkeri s druge strane ¢e verovatno viSe reprezentovati sistemski nego odgovor
pojedina¢nog organa na bolest. Realan problem sa serumom kao izvorom biomarkera lezi u
otkrivanju, jer je koncentracija proteina u serumu veoma velika. Senzitivnost i specifi¢nost
biomarkera idu ruku pod ruku. ROC kriva je binarni Kklasifikacioni test baziran na senzitivnosti i
specifi¢nosti biomarkera u odredenim prelomnim tackama. ROC krive se Cesto koriste da odrede
klini¢ku dijagnosti¢ku vrednost markera. Area under the curve (AUC), polje ispod krive, je Cesto

statisti¢ki izvedeno iz ROC krive.

e AUC =0.50 rezultat koji nije bolji od ocekivanog

e AUC >0.75  generalno se smatra dobrim biomarkerom
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e AUC=0.90 je odli¢can biomarker
e AUC=1.00 predstavlja savrSen biomarker

Biomarkeri su izuzetno korisne i mo¢ne alatke samo u rukama nauc¢nika i klinicara, odgovornih
stru¢njaka u sluzbi zdravlja. Do sada su otkriveni brojni biomarkeri a oni koji najvise obecavaju

su:
1. Neutrofilni zelatinozni lipokalin: (NGAL)
2. Cistatin C (Cys-C)
3. Molekul-1 bubreznog ostecenja: (KIM-1)
4. Jetreni tip vezujuceg proteina za masne kiseline: (L-FABP),
5. Interleukin 1g (IL 1g)
6. Urinarni retinol vezujuéi protein (RBP)
7. Renalni tubularni epitelijalni antigen-1(HRTE-1)
8. N-Acetyl-p glukozaminidaza (NAG)
9. Alanin aminopeptidaza (AAP)
10. Urinarni Na*/H" exchanger isoform 3 (NHE3)
12. az- Mikroglobulin (o- M)
13. B2- Mikroglobulin (B2- M)
14. Hepatocitni faktor rasta: (HGF)
15. Vaskularni endotelijalni faktor rasta:(VEGF)
16. Osteopontin (OPN)
17. Fibroblastni faktor rasta -23: (FGF23)

18. Epitelijalni faktor rasta : (EGF)
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Biomarkeri AKI:

Osnovna uloga ovih biomarkera je da rano dijagnostikuju AKI. Osim toga oni mogu da posluze

i u neke druge svrhe:

» za razlikovanje podtipova AKI (prerenalni, renalni, postrenalni)

» za identifikovanje etiologije AKI (ishemija, sepsa, toksini, kombinacije) [41,42]
» za razlikovanje AKI od drugih formi akutnih bubreznih oboljenja

(infekcija urinarnog trakta, glomerulonefritisa, intersticijelnog nefritisa)

« za procenu tezine AKI [44]

» za pracenje pravca razvoja AKI [44]

* za pracenje odgovora na terapiju
1.2.4. Novi biomarkeri
1.2.4.1. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin - (lipokalin) NGAL

Humani NGAL je jedan od najranije identifikovanih novih biomarkera bubreznih bolesti.
Izolovan je iz sekundarnih granula humanih neutrofila, kao protein od 25-kDa. On je
kovalentno vezan za Zelatinazu iz neutrofila [45]. Protein NGAL je sintetisan u ranom
mijelocitnom stadijumu granulopoeze tokom formiranja sekundarnih granula, pa zreli periferni
neutrofili nemaju NGAL-mRNA ekspresiju. Pripada grupi lipokalina, koja ¢ini superfamiliju
proteina koji se odlikuju sposobno$¢u da vezuju male, hidrofobne molekule (vitamine,
hormone) u strukturne dzepove formirane od B-presavijenih ploc¢a i da grade makromolekulske
komplekse [46]. NGAL-mRNA je normalno prisutan u brojnim humanim tkivima odraslih osoba
ukljucujuéi: kostanu srz, uterus, prostatu, pljuvacne zlezde, Zeludac, kolon, traheju, pluca, jetru 1
bubreg [47]. Neka od ovih tkiva su izlozena dejstvu mikroorganizama i zbog toga sadrze NGAL
protein u malim koli¢inama.

NGAL ima nekoliko sinonima:

o neutrofilni lipokalin (NL ili HNL za humanu formu) [48];
e lipokalin 2, onkogen protein 24p33 ili uterokalin kod miseva [49];

e neu-srodni lipokalin [50] ili 25kDa a,-mikroglobulinu-srodni protein kod pacova [51].
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Humana forma NGAL se sastoji iz jednog polipeptidnog lanca, povezanog disulfidnim
mostovima, koji sadrzi 178 aminokiselinskih ostataka, molekulske mase oko 22kDa koja se
glikozilacijom uvecava na 25kDa [52]. NGAL se lako ekskretuje i detektuje u urinu zbog male
molekulske mase i rezistencije na degradaciju, u slobodnoj formi i u kompleksu sa matriks
metalo proteinazom-9 (MMP-9). Koncentracije u urinu koreliraju sa plazma koncentracijom, bez
obzira na uzrok povecanja NGAL. Izrazito visoke koncentracije u urinu nalaze se kada je NGAL
direktno osloboden u urin od strane bubreznih tubula ili ¢elija karcinoma. Utvrdeno je da se
njegova koli¢ina povecéava u ¢elijama koje su pod “stresom‘ u slucaju: inflamacije, infekcije,
ishemije ili neoplasti¢ne transformacije [53].

Do sada su otkrivene brojne uloge NGAL. Jedna od njih je u odbrani organizma od
bakterijskih infekcija. NGAL je vazna komponenta urodenog imunog sistema i odgovoran je
za inicijalni imunitet na bakterijske infekcije. Kao komponenta urodenog imunog sistema,
NGAL je ukljucen u nekoliko ¢elijskih odgovora: proliferaciju, diferencijaciju éelija, apoptozu,
bakteriostazu [54]. NGAL ispoljava bakteriostatske osobine tako §to vezuje enterobaktin,
siderofor, oduzimajuéi Fe™ mikroorganizmima i na taj nac¢in inhibira njihov dalji rast i razvoj. U
stvari NGAL ima sposobnost heliranja siderofore $to ga Cini bakteriostatskim agensom.
Siderofore su sintetisane od strane bakterija da preuzmu gvozde iz okoline i koriste specifi¢ne
transportere da povrate siderofora-gvozde kompleks, obezbeduju¢i svoje zalihe gvozda.
Eksperimentalni dokazi za ovu ulogu su izvedeni na animalnim modelima, genetski
gram negativne bakterijske infekcije i sepsu [55]. Jedna od vaznih uloga NGAL je u transportu
gvozda u organizmu, koji je NGAL posredovan, u ¢emu ucestvuju siderofore, mali molekuli koji
vezuju i nose gvozde [56]. Kao vazan faktor proliferacije i diferencijacije ¢elija [57], NGAL
ima 1 ulogu faktora rasta i diferencijacije u vise tipova celija, uklju¢ujuéi bubrezni epitel gde
funkcioniSe kao anti-apoptoti¢ni "faktor prezivljavanja”, stite¢i bubrege od akutnog ishemijskog
oSte¢enja. Ova dokazana uloga NGAL se ostvaruje na molekularnom nivou u poboljSavanju
epitelijalnog fenotipa, tako NGAL, potstiCe  epitelijalnu diferencijaciju mezenhimnih
progenitora, pospeSuje stavaranje glomerula, proksimalnih tubula, Henleove petlje i distalnih
tubula i1 ostvaruje vaznu ulogu u rastu i razvoju bubrega [57,14]. Koncentracija NGAL je
izrazito poviSena u povredenim epitelnim celijama, uklju¢ujuéi bubreg, kolon, jetru ili pluca.

Ovo je verovatno posredovano preko NF-kB, za koji je poznato da se brzo aktivira u epitelnim
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¢elijama nakon akutnih oSte¢enja [58] 1 igra centralnu ulogu u kontrolisanju ¢elijskog opstanka 1
proliferacije [59]. NGAL ima zaStitnu ulogu u ocuvanju funkcije zrelog organa kao $to je
bubreg. Ovaj protektivni efekat se ostvaruje takode zahvaljujué¢i ulozi NGAL u transportu
gvozda. Toksi¢no gvozde se helira i iz ekstracelularnog prostora pomocu siderofora i NGAL
doprema do intracelularnog prostora, tako se onesposobljava apoptoza i poboljsava proliferativni
odgovor [60]. NGAL se povecano lu¢i u brojnim humanim kancerima, gde ¢esto predstavlja
prediktor loSe prognoze [61,62]. Za NGAL-gen je poznato da je indukovan brojnim tumor-
promovisuc¢im agensima ukljucujuéi SV 40 i polioma virus, forbol ester (phorbol esters), faktor
transformacije neutrofila, faktor rasta hepatocita, retinoi¢nu kiselinu, glukokortikoidni i NF-kB
[62]. Produkovani NGAL protein se vezuje za MMP-9, tako spre¢ava njegovu degradaciju i
povecava enzimsku aktivnost. Za uzvrat MMP-9 aktivnost dovodi do progresije kancera,
degradiranjem membrane 1 ekstracelularnog matriksa, oslobadanjem faktora rasta vaskularnog
endotela, (vascular endothelial growth factor-VEGF), omogucavanjem angiogeneze, invazije
rasta i metastaza. Najnoviji rezultati istrazivanja NGAL u soma tumor ¢elijama pokazali su da
NGAL, paradoksalno, poboljsan epitelijalnim fenotipom, redukuje rast tumora i suprimira
metastaze. Ova mo¢ NGAL je posredovana njegovom sposobno$¢u da se veze i transportuje
gvozde unutar Celije [61,62]. Kontradiktorne uloge NGAL u ljudskoj fiziologiji zahtevaju jo$
ispitivanja i dodatnih  objasnjenja. Intracelularno preuzimanje NGAL moguée je preko
receptora kao S§to je megalin, a njegovo intracelularno kretanje preko endozoma. Dalji
molekularni put NGAL u velikoj meri je zavistan od tipa molekula sa kojima je u kompleksu.
NGAL koji je lisSen siderofora i gvozda (holo-NGAL) brzo preuzima intracelularno gvozde.
TroSenje intracelularnog gvozda rezultuje smanjenjem sposobnosti Celije za proliferaciju. S
druge strane kada se NGAL veze za siderofore 1 gvozde sledi brzo oslobadanje gvozda, sa
regulacijom gvozde-zavisnih molekularnih puteva i nishodnom indukcijom proliferacije i
epitelijalne transformacije. Konacno kada je NGAL u kompleksu sa MMP-9  poboljsava se
aktivni pul MMP-9 §to rezultuje ushodnom regulacijom MMP-9, ¢ija su proangiogena i
proinvazivna svojstava dobro poznata. Buduce studije imaju za cilj da unaprede nase
razumevanje kompletne biologije NGAL. U neutrofilima i u urinu NGAL je uglavnom prisutan
kao monomer, 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) [63,64]. U tom kompleksu NGAL stiti MMP-9 od degradacije,
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odrzavaju¢i na taj nain njenu proteoliticku aktivnost. Buduc¢e studije imaju za cilj da
unaprede naSe razumevanje kompletne biologije NGAL. 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 oc¢ekuju
kada je NGAL direktno osloboden u urin od strane bubreznih tubula ili ¢elija karcinoma.
Utvrdeno je da se ushodnom regulacijom NGAL eksprimira u ¢elijama koje su pod “stresom®, u
slu¢aju inflamacije, infekcije, ishemije ili neoplasti¢ne transformacije [65]. Bubrezi nisu jedini
izvor NGAL u krvi, u tome ucestvuju i drugi organi [66]. Povecano oslobadanje NGAL u
cirkulaciju moze formirati sistemski depo. U prilog teoriji formiranja sistemskog depoa NGAL
ide 1 ¢injenica da NGAL ima znacajnu ulogu u urodenom imunom odgovoru kao protein akutne
faze oslobada se u cirkulaciju od strane neutrofila, makrofaga i drugih ¢elija imunskog sistema.
NGAL ima dobre karakteristike kao marker bubrezne funkcije, ali je ujedno 1 marker inflamacije
tako da se ne moze primeniti za dijagnozu AKI u svim klinickim stanjima.

Najvece koncentracije NGAL u krvi ostvaruju se nakon AKI! Svako smanjenje jacine
glomerulske filtracije (JGF) smanjuje renalni klirens NGAL i povecava njegovu akumulaciju u
sistemskoj cirkulaciji, jer se NGAL filtrira na nivou glomerula i reapsorbuje u proksimalnim
tubulima efikasnom megalin posredovanom endocitozom [67]. Koncentracija NGAL moze biti
pod uticajem brojnih faktora kao $§to su: hroni¢na bubrezna bolest (HBB), sistemska infekcija,
inflamatorna stanja, malignitet [68-70] ali je uve¢anje NGAL u ovim situacijama uvek mnogo
manje nego u slu¢aju AKI. Zato, NGAL moZe predstavljati rani, osetljiv, neinvazivni biomarker
za ishemijsko i nefrotoksi¢no o$tecenje bubrega. Merenje koncentracije NGAL u serumu
(sSNGAL) i NGAL u urinu (uNGAL) se pokazalo korisnim u razli¢itim klini¢kim stanjima koja
mogu dovesti do AKI: kardiohirurSke intervencije, transplatacija bubrega, primena
nefrotoksi¢nih agenasa, hemoliticko uremijski sindrom i perinatalna asfiksija novorodenceta.
Razlike u kretanju NGAL kroz nefron u stanjima AKI u odnosu na normalnu bubreznu funkciju
prikazane su na slici 3. Biopsijom bubrega kod pacijenata sa AKI utvrdena je znacajna
akumulacija imunoreaktivnog NGAL u kortikalnim tubulima [71], $to potvrduje da je NGAL
osetljiv marker koji moze predvideti razvoj AKI ¢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
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trajanjem i stepenom jac¢ine AKI, duzinom boravka u bolnici i stopom smrtnosti. Pored toga,
NGAL je i marker hroni¢ne bubrezne bolesti (CKD) i pokazuje visok stepen korelacije sa
koncentracijom kreatinina u serumu, JGF i proteinurijom [68]. Uobicajeno za predikciju AKI sa
NGAL se koriste cut off vrednosti od 150 ng/mL [72,73]. Takode, koncentracija UNGAL i
UNGAL/kreatinin odnos, se mogu Koristiti kao osetljivi markeri za ranu detekciju infekcija
urinarnog trakta (UTI) u odsustvu akutnog ili hroni¢nog oSte¢enja bubrega [74]. Optimalna cut
off vrednost za detekciju UTI je niza u odnosu na onu koja se koristi za dijagnostiku AKI (cut
off za uNGAL iznosi 20 ng/mL ili 30 ng/mg kreatinia). Koncentracije NGAL u serumu se
izrazavaju kao apsolutne vrenosti (ng/mL), a NGAL u urinu: kao apsolutne (ng/mL) ili kao
normalizovane /standardizovane vrednosti u odnosu na koncentraciju kreatinina u urinu, ovaj
odnos biomarker / kreatinin se izrazava u (ng/mg uCr). Normalizacija je potrebna kod kriticno
bolesnih, kod kojih izlu¢ivanje kreatinina varira. Potencijalna korist normalizovanog odnosa je
da pojaca signal biomarkera. Normalizacija vrednosti biomarkera u odnosu na urinarni protok u
posmatranom vremenskom intervalu je razuman pristup, koji bi preciznije odredio izlu€ivanje 1
stopu biomarkera, u vremenski ograni¢enim kolekcijama. Normalizovane vrednosti urinarnog
NGAL pogoda varijabilnost urinarne ekskrecije kreatinina, o ¢emu treba voditi racuna, jer u
nekim scenarijima normalizacija moZe pojacati signal biomarkera kao dijagnostickog sredstva i
potencijalno unaprediti njegovu korist, a u drugim pogresna tumacenja mogu da dovedu do
nekriticnog prihvatanja vrednosti normalizovanog biomarkera. Na osnovu rezultata nekih studija
predloZzen je razuman minimalan prag za validaciju biomarkera u AKI, to je dvostruko

povecanje normalizovane biomarker vrednosti u odnosu na bazalnu vrednost [75,76].
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NGAL pretstavlja novi biomarker za AKI i njegove ishode, ali njegova specifi¢nost i
senzitivnost su najvec¢i u homogenoj populaciji pacijenata sa vremenski predvidljivim oblikom
AKI. Plazma NGAL merenja mogu biti pod uticajem mnogih koegzistiraju¢ih varijabli kao $to
su: hroni¢na hipertenzija, (CKD), sistemske infekcije, uslovi inflamacije, anemija, hipoksija i
maligniteti. Pove¢anje NGAL u ovakvim situacijama generalno je mnogo manje od onih u AKI
[77,78].
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Urinarni NGAL se takode pokazao kao znacajan rani biomarker u pacijenata sa lupus nefritisom,
IGA nefropatijom, CKD, i UTI [79]. Medutim nivoi NGAL u ovim situacijama nisu tako
znacajno poviseni kao u AKI. NGAL je kao AKI biomarker prosao znacajna predklinicka
ispitivanja a u klinickoj primeni ispitivanja jos$ traju. Trenutno je u potencijalnoj skrining fazi. U
pojedinim laboratorijama, testira se na velikim populacijama, u nadi da ¢e biti dovoljan za
dijagnozu AKI i ulazak na panel biomarkera. Taj panel bi mogao ukljuciti i jo§ neke biomarkere
kao $to su Interleukin 18 (IL 18), KIM-1, Cys C, L-FABP. Dostupnost panela AKI biomarkera
mogla bi izazvati revoluciju u daljem leCenju bubrega u bliskoj buduénosti. Studije NGAL
pocele su davne 2003 godine od kada je Mishra objavio prve radove, prvenstveno na adultnim
bolesnicima nakon kardiohirurskih intervencija, zatim kod dece nakon Kardiohirurgije i

novorodencadi nakon perinatalne asfiksije [49, 53,79,80].

1.2.4.2. Molekul-1 bubreznog ostecenja:(KIM-1)

KIM-1 je molekul adhezije epitelnih ¢éelija, koji se u normalnim niskim koncentracijama
nalazi u zdravom bubregu. U ve¢im koncentracijama prisutan je u ¢elijama proksimalnih tubula
posle ishemi¢nog i nefrotoksi¢nog AKI, kao transmembranski protein. KIM-1 se lako otkriva u
urinu §to je prvobitno dokazano u animalnim modelima kod pacova u dva oblika bolesti
cysplatin indukovanog i ishemi¢nog AKI [81]. U prvom danu, nakon davanja cysplatinuma
urinarni porast KIM-1 je bio tri do pet puta veéi od porasta: serum kreatinina, BUN, NAG,
uNGAL, glikozurije 1 proteinurije, koji nisu bili poviSeni. U ovoj studiji je koriS§¢en sendvic¢
KIM-1 ELIZA test. Ispitivanja koja su merila koncentracije KIM-1 u urinu eksperimentalnih
zivotinja, izloZenih dejstvu razli€itih nefrotoksi¢nih supstanci, su pokazala znacajan porast
koncentracije KIM-1 u urinu nakon razvoja AKI. Nakon tretmana injekcijom gentamicina, Zive
i hroma, KIM-1 je rano detektovan u urinu eksperimentalih Zivotinja, brzim test trakicama (dip-
stiks) a moguce ga je odrediti i imunohistohemijskim metodom. Stepen intenziteta KIM -1 na
tracici je bio u pozitivnoj korelaciji sa urinarnim KIM -1, u dozno i vremenski zavisnom
odnosu, kako je mereno histopatoloskim oStecenjem 1 imunohistohemijskim pristupom renalnom
KIM -1. U pacova sa adriamicin indukovanom nefropatijom pre i nakon ACE inhibicije,
izmerene vrednosti KIM-1 su korelirale sa proteinurijom i intersticijelnim oste¢enjem a redukcija

proteinurije je Kkorelirala sa smanjenjem urinarnog i renalnog KIM-1. Sva ispitivanja na
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animalnim modelima koja su merila koncentracije KIM-1 u urinu eksperimentalnih Zivotinja, sa
razvijenim AKI, nakon izlaganja dejstvu razli¢itih nefrotoksi¢nih supstanci, su pokazala
znacajan porast koncentracije KIM-1. Nakon pocetnih studija na animalnim modelima pojavile
su se studije u humanoj populaciji. Broj studija kod ljudi je jo$ ogranicen, i one su pokazale
prisustvo KIM-1 u proksimalnim tubulima, pri biopsiji bubrega u pacijenata sa prisutnim AKI.
Vrednosti KIM-1 su dramati¢éno poviSene u postishemi¢énom bubregu. U bolesnika sa
dijagnostikovanim AKI, urinarni KIM-1 je razlikovao ishemi¢ni AKI od prerenalne azotemije i
hroni¢ne bubrezne bolesti [82]. Skorasnje preliminarne studije su prosirile potencijalnu klinicku
korist od KIM-1, kao predvidajuéeg biomarkera AKI. Nakon pocetnih studija u adultnih
bolesnika pojavile su se studije kod dece, skromno na malom broju ispitanika. U malim
kontrolisanim “case control® studijama od cetrdesetoro dece podvrgnute operaciji srca,
dvadesetoro je imalo AKI, definisano kao 50% porast serum kreatinina. U dece sa AKI, nivoi
KIM-1 u urinu su bili povecani u dvanaestom satu posle operacije za AUC od 0.83 [83].
Rezultati humanih i animalnih studija su bili veoma sli¢ni. Intenzitet urinarnog KIM-1 na tradici
bio znacajno izrazeniji u pacijenata sa AKI u poredenju sa zdravim kontrolama. Tako je KIM-1
je prihvacen od strane Food Drag Assotiation (FDA) i Evropske medicinske agencije, kao visoko
specifi¢an 1 senzitivan urinarni biomarker, za pracenje lekovima indukovanog oSte¢enja bubrega
u predklini¢kim studijama 1 klinickim eksperimentima. U studiji u koju su ukljuc¢ena 32 odrasla
pacijenta sa razli¢itim akutnim i hroni¢nim bubreZznim bolestima sakupljani su uzorci urina, za
odredivanje koncentracija KIM-1. U Sest pacijenata sa akutnom tubulskom nekrozom (ATN) je
uéinjena je biopsija bubrega, koja je potvrdila ATN. U bioptatu bubrega je identifikovano
prisustvo KIM-1 u ¢elijama proksimalnog tubula. Urinarni KIM-1 nivoi su bili zna¢ajno visi u
pacijenata sa ishemi¢nim ATN u poredenju sa pacijentima koji su imali druge forme akutnog
renalnog popustanja ili hroni¢nu bubreznu bolest [84]. KIM-1 je takode meren u 90 pacijenata
koji su prosli operaciju srca, njih 36 je razvilo AKI tokom 72 sata po operaciji. Pored KIM-1 u
ovoj studiji su odredivane koncentracije i NAG i NGAL. AUC za predvidanje AKI je bio u prva
tri postoperativna Casa za: KIM-1: 0.68 i 0.65; NAG: 0.61 i 0.63; NGAL: 0.59 i 0.65. Ako se
ova tri biomarkera kombinuju (KIM-1, NAG i NGAL) povecava se senzitivnost za ranu
detekciju AKI do 0.751 0.78 [85]. Prospektivna klinicka studija koja je pokazala znacaj KIM-1
u predvidanju negativnih klini¢kih ishoda, obuhvatala je 201 hospitalizovanih pacijenata sa

AKI. Paralelno sa KIM-1 pokazan je znacaj i NAG. Pacijenti sa najvisim nivoima KIM-1 i NAG
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su imali veée potrebe za hemodijalizom i veéi broj letalnih ishoda. Ova studija je pokazala da
urinarni biomarkeri kao Sto su KIM-1 1 NAG mogu predvideti nepovoljne klinicke ishode u
pacijenata sa AKI [86]. Najnovije studije KIM-1 pokazale su njegov veéi znacaj u brojnim
renalnim oboljenjima u kojim je on senzitivan biomarker tubulskog oste¢enja. Renalni KIM-1
je bio znacajno povecan u tkivu bubrega u pacijenata sa fokalnom glomerulosklerozom, IgA
nefropatijom, membranoproliferativnim glomerulonefritisom, membranoznim
glomerulonefritisom, kod akutnog odbijanja transplantata, hroni¢ne allograft nefropatije,
sistemskog lupusa eritematozusa, dijabeticke nefropatije, hipertenzije, Wegenerove
granulomatoze u poredenju sa tkivom normalnog bubrega [87]. KIM-1 je normalno prisutan u
luminalnoj strani proksimalnih tubula, a povecano u oblastima sa fibrozom i inflamacijom.
Renalni KIM-1 je pozitivno korelirao sa oSte¢enjem bubrega, negativno sa renalnom funkcijom.
Urinarni 1 tkivni KIM-1 su povecani u istim grupama pacijenata i imaju iste pozitivne i / ili
negativne korelacije sa drugim bubreZnim biomarkerima. Ova studija je pokazala da je KIM-1
ushodno regulisan u renalnoj bolesti i da je povezan sa renalnom fibrozom i inflamacijom i da
urinarni KIM-1 moze biti koriSé¢en kao neinvazivni biomarker u brojnim renalnim oboljenjima.
Prednost KIM-1 nad NGAL-om je ta da je on specifi¢niji za ishemijske i nefrotoksi¢ne povrede
bubrega i nije znacajno izmenjen hroni¢nom bubreZznom bole$¢u, ni infekcijama urinarnog
trakta. Verovatnije je da ¢e se NGAL i KIM-1 pokazati kao slede¢i biomarkeri AKI: NGAL kao
najosetljiviji pokazatelj prisutan u najranijim vremenskim tackama, a KIM-1 kao znacajan
specifikator u malo kasnijim vremenskim tackama. Stoga je KIM-1 obecéavaju¢i kandidat za

ulazak na urinarni panel AKI.
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Slika 2. Struktura molekula o$te¢enja bubrega-1 (KIM-1)

(Modifikovano prema referenci Bonventre)

1.2.4.3. Cistatin C (Cys-C)

Medu prvim biomarkerima otkrivenim u urinu bio je Cys-C. Otkriven je 1961 godine od
strane Butter i saradnika i nazvan Cistatin C. To je protein od 13 kDa. Njegov peptidni lanac
sadrzi 120 aminokiselinskih rezidua, belancevina niske molekulske tezine. Inhibitor je
proteinaze. Batter i saradnici su proucavali urin proteine u 223 osobe pomocu skrob gel
elektroforeze i nasli u postgamaglobulinskoj frakciji novu urinsku frakciju proteina. Dvadeset
godina kasnije u Univezitetu Lund u Svedskoj dr Andres Grubb i Helga Lofberg izolovali su i
sekvencirali ovaj protein kao deo familije cistatin proteina. Doktor Grubb je napisao znacajne
radove o Cys-C kao biomarkeru u bubreznim bolestima. Cys-C je cistein proteazni inhibitor koji

se sintetiSe 1 oslobada u krv u gotovo konstantnom tempu od strane svih ¢elija sa nukleusom.
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Slika 3. Monomera humanog cystatin C, (dimensija u A)

Molekul je savijen kao petostruki antiparalelni beta list zahvacen oko duge alfa spirale,
(leva Sema).
U vertikalnoj orijentaciji vidi se alfa spirala koja tece preko konkavne ivice beta lista,
(desna sema).
Molekul ima izgled ploce, a najduza dimenzija te¢e od papain-vezujuceg epitopa na vrhu do
slabo struktuiranog dodatnog segmenta na dnu.

Dimenzije su proracunate za sve nevodoni¢ne atome, ukljucujuci lance sa strane, koji su
vizuelizovani kao povr$ina molekula (obojena prema tipu atoma), koja okruzuje osnovnim
crtezom predstavljen glavni lanac. Model atoma iskljucuje N-terminalni peptid (ostaci 1ell)

koji je normalno poremecen, i ne moze se pratiti u kartama gustine elektrona.

(Modifikovano prema referenci Uwe Cristiansen)
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On se slobodno filtrira u glomerulima, kompletno reapsorbuje u proksimalnom i ne
sekretuje u distalnom tubulu. lzgleda da se Cys-C izbacuje iz organizma skoro iskljucivo
glomerulskom filtracijom. To ga ¢ini obecavaju¢im endogenim biomarkerom JGF [88]. Za
razliku od kreatinina ne prolazi placentalnu barijeru i visok serumski nivo Cys-C po rodenju
verovatno odrazava stepen maturacije glomerulske filtracije [10]. Tokom prve godine Zivota
nivoi Cys-C opadaju a JGF raste. Nivoi Cys-C u krvi ne zavise zna¢ajno od starosti, pola, rase
ili misi¢ne mase, zato je on bolji prediktor glomerulske funkcije nego serum kreatinin. U
Nemackoj je 2002 godine, odrzan multinacionalni skup posveéen Cys-C, kada je istaknuto da je
Cys-C kao marker JGF, bar jednak ako ne i superiorniji od serum kreatinina. Cys-C je
nezavistan od visine, pola, rase, uzrasta i miSicne mase. Dobrobit od upotrebe Cys-C kao
biomarkera mogu imati selektovane grupe pacijenata, deca ili stariji pacijenti sa redukovanom
misi¢cnom masom [89]. Promene u koncentracijama Cys-C javljale su se ranije, nego promene u
koncentracijama serum kreatinina. To su sve znacajne prednosti Cys-C kao biomarkera AKI.
Cys-C se najbolje meri imunonefelometrijskim esejom. U studijama u kojima je koriS¢en Cr-
EDTA (Klirens kao referentni standard), koncentracija Cys-C u krvi, identifikovana je kao mera
JGF [90]. Sledece studije su pokazale da je Cys-C je bolji marker JGF od serum kreatinina i da
koncentracija Cys-C raste pre koncentracije kreatinina u serumu bolesnika sa AKI: Herget
Rosenthal je proucavao pacijente nakon uninefrektomije za donaciju sa zivog donora. Serum
Cys-C je porastao u prvom danu nakon uninefrektomije, u poredenju sa serum kreatininom koji
je kod istih pacijenata porastao u drugom danu [91]. U studiji 85 adultnih pacijenata sa visokim
rizikom za razvoj AKI, ispitivano je da li je Cys-C detektovao AKI pre nego serum kreatinin?
AKI je bilo definisano prema RIFLE Kklasifikaciji. Porast serumskog Cys-C veci od 50%
registrovan je ranije za 0,6 dana nego S$to se javio porast u serum kreatininu. Serum Cys-C je
takode pokazao visoku dijagnosti¢ku vrednost za detekciju AKI, kako je indikovano AUC-ROC,
dva dana pre nego §to je R, "rizik od renalne disfunkcije" kriterijum, ostvaren pomocu
kreatinina. Ova studija je zakljucila da je serum Cys-C koristan za detekciju AKI i moze ga
detektovati pre serum kreatinina za jedan do dva dana [92]. Da je Cys-C bolji marker JGF od
serum Kreatinina, pokazale su i sledece studije: serum Cys-C i Cys-C bazirane formule su bile
podjednako dobre u proceni JGF kao i formula Modifikacije Dijete Renalne Bolesti (MDRD)
[93]. Uzun i saradnici su  proucavali dijagnosticki znacaj Cys-C koriste¢i non-Kreatinin
merenja JGR [94]. Serum %M Tc-DTPA  klirens je uporeden sa serum Cys-C, 10-
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60ml/min/1,73m? i zdravim kontrolama. Referentni klirens odreden serumskim ©9m) T¢

kreatininom, B, mikroglobulin nivoima i klirensom Kkreatinina u grupi pacijenata sa JGF od Tc-
DTPA je najbolje korelirao sa klirensom kreatinina (r=0.957); Cys-C (r=0.828); u poredenju sa
B2 mikroglobulinom (r=0,767) i kreatininom (r=0.682). Posto su ovi pacijenti imali JGF manju
od 60ml/min/1,73m?, zakljugeno je da serum Cys-C nivoi mogu biti koristeni kao markeri JGF u
pacijenata sa oSteCenjem bubrega [95]. Artunc i saradnici su uporedili serum kreatinin, serum
Cys-C i klirens jodnih kontrasta koji boji jodpromid (referentni standard) u 127 pacijenata kod
kojih je radena kateterizacija srca. Serum Cys-C je pokazao viSu neparametrijsku korelaciju
(r=0.805), sa klirensom jodpromida u poredenju sa klirensom kreatinina (r=0.652) i u
poredenju sa GFR procenjenim Cockcrolf-Gault formulom (r=0.69). Serum Cys-C vrednosti vise
od 1.3 mg/L pokazale su 88% senzitivnost i 96% specifi¢nost za detekciju osStecenja bubrega
(jodpramid klirens manji od 80ml/min/1,73m?) [96]. Ispitivanja su pokazala da urinarna
ekskrecija Cys-C moze da predvidi potrebu za terapijom zamene bubrega u pacijenata sa
dijagnostikovanim AKI oko jedan dan pre porasta serumskog kreatinina sa AUC-om od 0,7 [97].
O Cys-C su se pojavile brojne studije kod odraslih, ali broj studija kod dece takode raste. U
populaciji dece najnovije studije porede mogucénost serumskog Cys- C i NGAL-a u
predvidanju AKI, koji prati operacije srca u dece. Od 129 pacijenata kod 41 se razvilo AKI,
definisano kao 50% porast serumskog kreatinina, jedan do tri dana nakon kardiopulmonalnog by
pass. Takode prospektivna opservaciona studija na 25 dece u ICU, kojoj su mereni Cys-C i -
mikroglobulin (B,-M) da identifikuju stepen klirensa kreatinina i Schwartz-stepen klirensa
kreatinina ispod 80ml/min/1,73m? je bio bolji nego pomoéu kreatinina (AUC-ROC=0.851) i
pomocu Cys-C (AUC-ROC= 0.792); (0.802 i 0.799 za B,M) i (0.633 1 0.625 za kreatinin). Ova
studija je zakljucila da su serum Cys-C i B,-M bili bolji od serum kreatinina u detekciji AKI
u kriti¢no bolesne dece.  Studije koje su poredile NGAL i Cys-C su pokazale da su u
slu¢ajevima AKI, serum NGAL nivoi porasli nakon dva sata postoperativno, dok su serum
Cys-C nivoi porasli tek nakon dvanaest sati. Oba biomarkera i Cys-C i NGAL u dvanaestom
satu su bili jaki nezavisni pokazatelji AKI, ali je NGAL nadigrao Cys-C u ranijim vremenskim
tackama. Zato su oba biomarkera i Cys-C i NGAL obecavajuci kandidati za uvrStavanje u krvni
panel AKI. Cys-C ima neke prednosti a to su: komercijalna dostupnost standardnie imuno
nefelometrijske analize, koji je automatizovan i obezbeduje rezultate u minutima. Rutinski

klini¢ki uslovi ¢uvanja: ciklusi lediti/topiti, prisustvo interferiraju¢ih supstanci i etiologija AKI
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ne uticu na merenja i vrednosti Cys- C u serumu. Tokom kontinuirane veno-venske
hemofiltracije (CVVH), kvantitet uklonjenog Cys-C je manji od 30% od njegove produkcije i
nisu uocene brze promene u njegovoj serum koncentraciji [98]. Ova studija sugeriSe da je malo
verovatno da ¢e CVVH znacajno uticati na serum koncentracije Cys-C i da Cys-C moze biti
koris¢en za pracenje rezidualne bubrezne funkcije tokom CVVH. Poslednjih nekoliko godina
pojavile su se studije koje ispituju znacaj Cys-C kod kriticno bolesne novorodencadi i &iji

rezultati daju nadu za implementaciju Cys-C u klini¢koj praksi [99].
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Slika 4. Proteom bubrega (modifikovano prema referenci Uwe Christians)
Slika pretstavlja proteinske markere bubreznog ostecenja i njihovo mapiranje na nefronu.

Prikazani su potencijalni marker proteini do sada naj¢e$¢e pominjani u literaturi, zato - ovaj
spisak ne smatramo potpunim. Mapiranje pretstavlja najzastupljenije lokacije, ali za pojedine

proteine je suvise pojednostavljeno [100].

1.2.4.4. Jetreni tip vezujuceg protein za masne kiseline (L-FABP);

L-FABP je protein od 14 kDa, koji pripada familiji nosecih proteina za masne kiseline
i druge lipofilne supstance kao §to su eikozanoidi i retinoidi. Normalno stvara u proksimalnom
tubulu bubrega. L-FABP olaksava prenos masnih kiselina izmedu ekstracelijskih i intracelijskih
membrana. Kao i kod drugih biomarkera studije o L-FABP su prvobitno izvedene na
zivotinjskim modelima a kasnije u humanoj populaciji. U indukovanoj nefropatiji kod miSeva,
L-FABP je povezan sa stepenom tubulointersticijalnog oste¢enja u modelu folne kiseline [101].
Urinarni tip L-FABP je meren u miSeva sa ishemi¢nim AKI i cisplatin indukovanim AKI. Nivo
porasta humanog L-FABP u oba bubrega i urinu je u pozitivnoj korelaciji sa stepenom
tubulointersticijalnog ostecenja, infiltracijom makrofaga i deponovanjem kolagena tipa I. U oba
oblika bolesti urinarni L-FABP je poveéan u urinu pre povecanja BUN. Rezultati histoloskih
pregleda bubrega pogorsali su se sa duzim ishemi¢nim AKI 1 rastu¢im dozama cysplatina. U oba
modela AKI urinarni L-FABP je pokazao bolju korelaciju sa obimom histoloskih povreda i GFR,
mereno fluorescein izotiocijanat obeleZenom inulin injekcijom, nego sa BUN 1 mokra¢nom N
acetil D glukozaminidazom [102]. U humanim ispitivanjima L-FABP je ocenjen kao pokazatelj
bubrezne ishemije u pacijenata sa transplatiranim bubregom [103]. U 12 pacijenta sa
transplantacijom bubrega video analiza intravitalno peritubularnih kapilara, je pokazala da je
protok krvi zapoceo odmah nakon reperfuzije presadenog organa. Uocena je direktna pozitivna
korelacija izmedu urinarnog L-FABP nivoa i oba faktora: peritubularnog protoka krvi u
kapilarima i ishemijskog vremena od presadenog bubrega, kao i duzine boravka u bolnici. L-

FABP nivoi su mereni u urinu i serumu kriticno bolesnih pacijenata. Urinarni nivoi u L-FABP
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kod pacijenata sa sepsom, pacijenata sa AKI i kod zdravih osoba (p<0.001). Nivoi L-FABP su
pokazali da nema znacajne razlike izmedu pacijenata sa septi¢nim Sokom, pacijenata sa teSkom
sepsom pacijenata sa AKI i zdravih osoba. U studiji koju su izveli Portilla i saradnici u
pedijatrijskoj populaciji urinarni L-FABP je meren u 40 dece pre i nakon kardiopulmonalnog
baj-pasa. Enzimska analiza povezana sa imuno upijaéem pokazala je porast nivoa L-FABP oko
94 puta i 45 puta na 4 i 12 puta, tim redom nakon operacije u 21 pacijenta koji je razvio AKI.
Vestern blot analiza je potvrdila prisustvo L-FABP enzima u urinu. Oba faktora i vreme baj-pasa
i L-FABP nivoi znacajni su nezavisni faktori rizika za AKI. Ova studija pokazuje da su urinarni
nivoi L-FABP predstavljaju rani osetljiv prediktor AKI posle kardiohirurgije [104,105]. Studija
Peco-Anti¢ i saradnika izvedena u dece nakon Kkardio-hirurgije u kojoj je procenjivan znacaj
urinarnog L-FABP kao ranog biomarkera AKI je pokazala daje L-FABP rani osetljiv AKI
biomarker u dece nakon kardiohirurgije u: 2, 6, 24 i 48 satu postoperativno, sa AUC-ROC 0.84,
0.89, 0.75, 0.87 [90]. Potrebne su velike multicentri¢ne studije L-FABP koje bi potvrdile

njegove sposobnosti i znacaj kao ranog biomarkera AKI.

1.2.4.5. Epidermalni faktor rasta: (EGF)

Epidermalni faktor rasta je 53 amino-kiselinski peptid A koji je proizveden u
ascedentnom delu Henleove petlje i distalnom segmentu bubrega. Cini se da moduli$u odgovor

tkiva na povrede u bubrezima i tubulointersticijumu [192,195].
1.2.4.6. Fibroblastni faktor rasta: (FGF23)

FGF 23 je protein koji se luci normalno u kostnoj srzi, timusu, srcu, i U niskim
koncentracijama u drugim tkivima. On je glavni regulator homeostaze fosfata. Moze da deluje
zajedno sa nekoliko manje znacajnih regulatora fosfora. Visok nivo fosfata u krvi stimulise
expresiju i sekreciju FGF23, ¢iji mehanizam dejstva jo$ uvek nije jasno razumljiv. Samo intaktan
FGF23 se smatra bioloski aktivnim. FGF23 predvida odgovor na tretman kalcitriolom ili na
analoge D vitamina kod pacijenata sa bubreznom insuficijencijom. U tom pogledu znacajan je

biomarker u pracenju bolesnika sa hroniénom bubreznom insuficijencijom [106,107,108].
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Ispitivanja FGF23 su pocela na animalnim modelima, nivoi FGF23 su poceli da se povecavaju
unutar jednog sata od indukovanog AKI kod miseva. To povecanje je prethodilo povecanju
NGAL. Nivoi FGF23 su u korelaciji sa izra¢unatom JGF i nizi u pacijenata na dijalizi sa
rezidualnom bubreznom funkcijom. Moglo se pretpostaviti da je rani porast FGF23 posledica
akutnog samanjenja renalnog Kklirensa FGF23. Medutim skromno povec¢an polu-Zivot
intravenozno datog FGF23 kod miSeva sa AKI u odnosu na kontrolnu grupu ne moze objasniti
njegovo znacajno povecanje. Ovo sugerise da uprkos jakoj obrnutoj korelaciji izmedu FGF23 i1
JGF, u insuficijenciji bubrega FGF23 klirens nije primarni mehanizam za poviSenje nivoa
FGF23 u stanjima smanjene bubrezne funkcije, kao §to se ranije mislilo. U stvari
imunohistohemijske 1 Vestern blot analize kostiju potvrduju pove¢anu proizvodnju FGF23, kako
je primeéeno u ranijim animalnim i humanim studijama CKD. Konac¢no ovi rezultati ukazuju da
povecana proizvodnja a ne smanjena eliminacija vodi u poviSene nivoe FGF23 u AKI i1

verovatno u CKD.

1.2.4.7. N acetyl g glucosamidase (NAG)

NAG je protein (> 130 xDa), koji je takode jedan od obecavaju¢ih biomarkera AKI.
Povecane koncentracije NAG u urinu zabelezene su nakon izlaganja bubrega nefrotoksicnim
lekovima, kod pacijenata sa odloZenom funkcijom alografta, onih sa akutnim bubreZnim
oStecenjem, sa hroni¢nom glomerulskom bolescu, ili dijabetskom nefropatijom ili nakon kardio-
pulmonalnog baj-pasa. Koristan je u dijagnozi AKI, sam ili u kombinaciji sa drugim

biomarkerima.
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2. CILJEVI

1. Ispitati ucestalost AKI u preterminske novororodencadi

sa perinatalnom asfiksijom

2. Testirati savremenu klasifikaciju AKI u najranijem zivotnom dobu, neonatalnom

periodu kod preterminskog novorodenceta sa perinatalnom asfiksijom

3 Metodom komparacije ustanoviti pouzdanost klasi¢nih biohemijskih nalaza:
kreatinina, diureze u odnosu na nove urinarne i krvne biomarkere u najranijem i

najpouzdanijem postavljanju dijagnoze AKI

4. Proceniti prednosti novih biomarkera u odnosu na standardne biohemijske

analize u ranom odredivanju bubreznog oStecenja

5. Ispitati uticaj gestacije i postnatalne dobi na pomenute biomarkere kod

preterminske novorodencadi sa perinatalnom asfiksijom
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3.METOD RADA

Ovo istrazivanje pretstavlja opservacionu, prospektivnu studiju koja je izvedena u
peridu od januara 2009 godine do decembra 2012 godine u Institutu za neonatologiju u

Beogradu.

3.1. Ispitanici

Svi ispitanici su upuéivani iz porodiliSta ili regionalnih centara u Institut za
neonatologiju, zbog nezrelosti ili nekog od problema adaptacije u najranijem neonatalnom
periodu. Ispitanu populaciju ¢ini 108 preterminske novorodencéadi. Gestacijska zrelost odredena
je prema datumu poslednje menstruacije i/ili antenatalnom ultrazvuku i1 potvrdena Ballard
skorom u postnatalnom periodu [106]. Ova novorodencad su imala perinatalnu asfiksiju
(PNA) i AKI nastao u ranom neonatalnom periodu [107]. Pokazatelj perinatalne asfiksije je bio
AS < 7 u petoj minuti zivota ili pH krvi na prijemu < 7.20. AKI je dijagnostikovan na osnovu
porasta vrednosti serum kreatinina sCr > 26.52 umol/L ili 0.3 mg/dL, u odnosu na bazalnu
vrednost. Najniza prethodna vrednost sCr sluzila je kao njegova bazalna vrednost. AKI je
definisan u skladu sa savremenom definicijom bolesti bubrega; po definiciji: Kidney Disease

Improving Global Outcomes (KDIGO), modifikovanom za novorodence [108,109].
3.1.1 Kriterijum za uklju¢ivanje u studiju
Novorodenc¢ad ukljucena u studiju su ispunjavala sledece kriterijume:

Da nemaju konatalnu anomaliju bubrega i mokra¢nih puteva

Da nemaju konatalnu anomaliju srca niti velikih krvnih sudova

Da nemaju neku genske bolesti, metabolicke bolesti ili neku drugu anomaliju
Da imaju perinatalnu asfiksiju pH < 7.20 i/ili Apgar skor AS <7 u petom minutu

Zivota.
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3.1. 2 Kriterijum za iskljucivanje iz studije

NovorodenCad sa konatalnim anomalijama bubrega, mokra¢nih puteva, srca i velikih krvnih

sudova

Novorodencad sa intrauterusnim zastojem rasta
Novoroden¢ad sa nekom od gresaka metabolizma
Novorodenc¢ad sa nekom genskom boleséu
Novorodencad sa neonatalnom sepsom ili UTI

Novorodencad majki koje su imale hroni¢nu bubreznu bolest, hipertenziju, preegzistiraju¢u ili
trudno¢om indukovanu, neku sistemsku bolest, dijabetes melitus, hroni¢nu bubreznu insuficijenciju

ili neku drugu hroni¢nu bolest.
3.2. Varijable istrazivanja i metode merenja
3.2.1. Varijable istrazivanja

U ovom istrazivanja ispituje se akutno oSte¢enje bubrega (AKI) novorodenceta, izazvano
perinatalnom asfiksijom. Kao pokazatelji perinatalne asfiksije analizirani su Apgar skor i pH krvi
na prijemu u Institut. Na obe varijable, PNA i AKI najveci uticaj imaju:

3.2.1.1 Instrumenti istrazivanja

Izvore podataka pretstavljaju merenja: serumskog kreatinina, ureje, elektrolitnog statusa
urina i1 seruma, odredivanje diureze, merenje krvnog pritiska, telesne mase na prijemu 1 aktuelne
telesne mase, kao i podaci dobijeni iz istorija bolesti majke i novorodenceta ukljucujuéi:
porodajanu telesnu masu, telesnu duzinu, Apgar skor u prvom i petom minutu zivota, pH
vrednost i BD na rodenju. Iz istovremeno uzetih uzoraka wurina i seruma izmerene su
vrednosti novih biomarkera: uUNGAL, sNGAL, KIM1, a;-mikroglobulina, B,-mikroglobulina,
ILis. Ove vrednosti su radene kao slepe probe, njihove izmerene vrednosti nisu imale znacaja u
klinickom tretmanu novorodencadi  niti uticaj na postavljanje dijagnoze AKI. Vecina
vrednosti biomarkera nije bila izmerena neposredno po uzimanju, nego nakon sakupljenog

odredenog broja uzoraka i Guvanja na -80°C.
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3.2.1.2 Metode merenja kreatinina i ranih biomarkera

Kreatinin je odredivan Jaffe metodom iz svezih uzoraka krvi i urina. Merenje
biomarkera je u prvom danu hospitalizacije izvedeno tri puta u 2, 4, 6 satu po prijemu u OIN. U
prvom danu svi ispitanici su imali jedan uzorak urina, a samo mali broj tri, kako je protokolom
studije planirano. U tre¢em i sedmom danu zivota ovaj deo protokola je u vecem procentu
ostvaren. U rezultatima je prikazan tacan broj uzoraka koji su u odredenim vremenskim tackama
izmereni. Prema vrednostima kreatinina i procenjenom Kklirensu kreatinina (eCCl) koji je
izratunat prema Svarcovoj formuli, modifikovanoj za novorodende sa k=29.2 postavljena je
dijagnoza AKI novorodenceta. Prema prisustvu ili odsustvu AKI novorodencad su svrstana u dve
grupe u AKI ili ne-AKI grupu ispitanika. To je osnovna podela, a zatim je u AKI podgrupi,
prema standardima AKIN klasifikcije izvrSena podela na AKIN1 (porast sCr za 1.9 od osnovne
vrednosti) i AKIN2 (porast sCr od 2.0-2.9 od osnovne vrednosti). U nasem ispitivanju nisu
registrovani AKIN3 slucajevi. Statistickom analizom izvrSeno je poredenje medu grupama i

podgrupama.

Tabela 5. Prikaz broja ispitanika u svim vremenskim tackama, za stare biomarkere
pojedina¢no, u AKI/AKIN1/AKIN2 grupama

Konvencionalni Biomarkeri (n-broj novorodenéadi)
Vreme Cr AKI AKIN1 AKIN2 Alfa-1 Beta-2
Urin n=73 n=61 n=12
2h 32 73 61 12 18 42
4h 103 73 61 12 108 42
6h 83 73 61 12 108 108
3 dana 106 73 61 12 108 108
7 dana 106 71 61 10 102 106
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Prikaz broja ispitanika u odnosu na stare, konvencionalne biomarkere, sCr na osnovu ¢ije
vrednosti je napravljena osnovna podela na AKI i ne-AKI grupe, kao i dalja podela na podgrupe
AKIN1 i AKIN2.

3.2.1.3 Merenje novih biomarkera

Neki od ispitivanih novih biomarkera mereni su u krvi i urinu (SNGAL i uNGAL), neki
samo u urinu KIM-1. Za merenje SNGAL bili su potrebni uzorci krvi od (1.0-1.5 ml), koji su
uzimani pet puta tokom ispitivanja: u prvom danu u tri vremenske odrednice u 2, 4 i 6 satu po
prijemu u OIN, zatim po jedan put u tre¢em i sedmom danu hospitalizacije. Uzorci krvi su
centrifugovani na 1000 x g tokom deset minuta. Izdvojeni serum je zamrzavan na -80°C do
analize. Analiza sNGAL izvrSena je upotrebom human-specifiénih komercijalno dostupnih
enzimskih imunotestova (ELISA), (R&D Systems, Inc., Minneapolis, Minessota, USA), prema
preporukama proizvodaca. Koncentracije sNGAL izrazene su u ng/mL. Na osnovu nasih
rezultata, tacnost analitickog testa je bila sledea: unutar ogledni koeficijent varijacije (CV)
3.7%, medu test varijacije 6.5%, sa linearno$¢u od 0.156 ng/mL 1 osetljivos¢u od 0.012 ng/mL.
Unutar 1 izmedu testova koriS¢eni metod je visoko precizan. Standardne koncentracije za ove
analize bile su: 5ng/mL, 2.5ng/mL i 125ng/mL za humani lipokalin -2 (R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, Minessota, USA). Pre grupne analize svakog pacijenta, uradili smo pilot studiju
kako bi se utvrdila najveca moguca koncentracija i najbolje razblaZenje za grupu. Odabrali smo
deset uzoraka sa najve¢im koncentracijama sCr, a takode nasli u literaturi NGAL koncentracije
za sli¢an broj ispitanika. Oc¢ekivali smo najviSe koncentracije od 300 ng/mL 1 koristili: 1:20,
1:40, 1:80 1 1:100 razblazenja. RazblaZenja su vrSena sa originalnim R&D Systems Inc.
reagensom za razblaZivanje. Imamo najnize CVs 1:80 razredenja i to razblaZenje smo koristili za
dalje analize. Za one uzorke koji imaju koncentracije ispod najnizih ta¢aka u standardnoj krivoj,
smo ponovili analizu sa nizim razblazenjem 1:40. Serum kreatinin koncentracije su merene
koris¢enjem Jaffe metode reagens proizveden (Human Wiesbaden, Germany) na auto-analizatoru
(Siemens Healthcare GmbH, Germany), koriste¢i reagens Human Wiesbaden Germany). Intra-
assay CVs je bio 2.0% i 1.34% za kreatinin koncentracije od 122 umol/L i 350 pmol/L tim
redom. Izvrsili smo analizu NGAL svakih Sest meseci kako bi se sprecila razlika izmedu serija
ispitivanja. Stabilnost NGAL na -80°C prema Han i saradnicima (19) je do jedne godine, prema

Pedersenu i saradnicima do 11 meseci (20). Laboratorijska ispitivanja su bila slepa za klinicke
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ishode. Diureza je sistemati¢no merena skupljanjem urina u plasticne vreice ili putem

urinarnog katetera. Novorodencad nisu primala diuretike u prvih 48 sati Zivota.

U urinu ispitivane novorodencadi je meren UNGAL. Vrednosti su izrazene kao
apsolutne u (ng/mL) ili kao standardizovane / normalizovane u odnosu na vrednosti urinarnog
kreatinina (uCr) $to je izrazeno kao (ng/mg uCr). U odeljku rezultati sve izmerene vrednosti su
izrazene u [SI sistemu jedinica: (nmol/L), kao apsolutne ili u (nmol/mmol uCr ), kao
standardizovane vrednosti] i u [Metrickom sistemu jedinica, kao apsolutne (ng/mL) ili u (ng/mg
u Cr) kao standardizovane vrednosti]. Oliguriju smo definisali kao diurezu < 0.5ml/kg/h.
Novorodenc¢ad u NICU su imala vrhunsku postnatalnu negu. Sva novorodencad su negovana u
inkubatoru 1 imala po protokolu NICU (inicijalnu antibiotsku terapiju, oksigenoterapiju,
intravenski unos vode i elektrolita, ¢esto oksigenoterapiju; difuznim kiseonikom, nekada i
mehanicku ventilaciju, neinvazivnu ili konvencionalnu). Sve klinicke i istrazivacke aktivnosti
uradene su u skladu sa principima Helsinske Deklaracije a studiju je odobrio Eti¢ki odbor
Medicinskog Fakulteta u Beogradu i Eticki odbor Instituta za neonatologiju u Beogradu. Pisana

saglasnost za uc¢escée u studiji dobijena je od roditelja ispitivane novorodencadi.

3.2.1.4 Metode odabira i karakterizacija novorodenceta

Anamneza: klinicka procena zdravstvenog statusa ispitivane novorodencadi temelji se na
kompletnoj bazi klinickih informacija sa evidentiranom standardizovanom formom podataka.
Procena je ukljucila opSte personalne generalije, linu i porodi¢nu anamnezu, perinatalnu
anamnezu, anamnezu trudno¢e 1 porodaja, preegzistiraju¢ih bolesti majke, karakteristike
transporta novorodencadi, sadasnju bolest. Detaljno su analizirani podaci iz anamneznog lista
majke, njenoj zZivotnoj dobi, paritetu, 0 njenom zdravstvenom stanju, kondicijama pre aktuelne
trudnoce, tokom trudnoce i drugim specifi¢nostima koje su mogle imati uticaj na tok 1 ishod
trudnoce. Posebno su izdvojene informacije koje su se odnosile na krvni pritisak majke, edeme,
proteinuriju, porast telesne mase u aktuelnoj trudno¢i, kao i trudno¢om indukovanu hipertenziju.
Analizirani su biohemijski i ultrazvucni pregledi tokom trudnoc¢e. U studiju nisu ukljucena
novorodencad majki koje su imale preegzistirajuu bolest bubrega ili se ona ispoljila tokom

trudnoce. Znacajno je istaknuta primena medikamenata u trudno¢i posebno onih koji deluju na
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krvni pritisak fetusa i novorodenceta. Koris¢eni su rezultati prenatalnog i postnatalnog
ultrazvucénog pregleda unutrasnjih organa fetusa da bi se iz ispitivanja iskljucila deca sa
konatalnim anomalijama. Detaljno su studirani podaci 0 samom porodaju, duzini trajanja, na¢inu
zavrSavanja, primeni akuserskih intervencija i detaljima o eventualnoj prenatalnoj, intrapartalnoj

i ranoj neonatalnoj patnji.

Klini¢ki pregled:

Fizikalni pregled je obuhvatio kompletan fizicki pregled novorodenceta ukljucujuéi
procenu tezine klini¢kog stanja, gestacije i uhranjenosti. Odreduje se aktuelna telesna masa na dan
pregleda. Opisuje se koZa, njena boja, turgor, elasticitet 1 stanje hidracije. Ukoliko su prisutni
beleze se znaci hiperhidracije: edemi lokalizovani i generalizovani, skleredem ili prisustvo
slobodne tecnosti u telesnim dupljama, nabrekle vene vrata, pukoti na plu¢ima, edem pluca.
Nekada je izrazena dehidracija, suva koza, upale oci, ispucale vidljive sluznice, uvucena velika
fontanela. Ucinjen je poseban osvrt na pregled abdomena, genitalija i leda (sakro-kokcigealne
regije), prisustvo okultnog sakralnog disrafizma ili fovea sacralis. Nekada se palpiraju uvecani
bubrezi, tumorske mase u abdomenu, prepunjena mokra¢na besika. Mogu biti prisutni znaci od
strane Kkardio-vaskularnog sistema: nabrekle vene vrata, izrazen venski crteZ na prednjem
trbuSnom zidu. Izmereni krvni pritisak mozZe biti normalan, poviSen ili sniZen. Na srcu se ¢esto
registruju: tahikardija, poremecaji sr€anog ritma, znaci hipertenzivne krize ili hipotenzivnog Soka.
Na plu¢ima mozZe biti izrazen edem pluca uz masu pukota obostrano. Obavezan je neuroloski
pregled koji moze registrovati razliite poremecaje stanja svesti od somnolencije preko sopora

do kome, nekada se registruju konvulzije.

Monitoring: Intenzivan 24 satni monitoring diureze, krvnog pritiska, sr¢ane frekvence, EKG,

saturacije hemoglobina kiseonikom i aktuelne telesne mase.

3.2.1.5 Laboratorijske analize

Laboratorijske analize su ivrsene su u hematoloskoj, biohemijskoj i drugim

laboratorijama Instituta za neonatologiju. Uzorci krvi i urina pripremani su i centrifugovani, a
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zatim zamrzavani takode u laboratoriji Instituta za neonatologiju. Merenja samih biomarkera su

ucinjena na Farmakoloskom Fakultetu u Beogradu. Odmah po prijemu novorodenceta uzima se:

Krv: Iz krvi su odredivani: kompletna krvna slika na prijemu, CRP, standardni biohemizam
krvi: glikemija, ukupni proteini i albumini, kreatinin, ureja, elektrolitni status, osmolalnost krvi i
gasne analize po Astrup-u. Iz uzoraka seruma uzetih na prijemu, prvom danu hospitalizacije,
odredene su vrednosti serumskog Cystatina C i serumskog NGAL. Iste analize su ponovljene u

tre¢em 1 sedmom danu.

Urin: Pregled urina je izvrSen po uspostavljanju mikcije, i obuhvatio je vec iz prvog uzorka
urina, kompletan pregled urina, izgled, boja, specificna tezina, proteinurija, glikozurija, sediment
urina: elektroliti, leukociti, epitelne ¢elije, cilindri i kristali. Odredeni su osmolalanost urina,
elektrolitni status i ureja i kreatinin u urinu. U svakom vremenski definisanom, precizno
obelezenom uzorku urina odredene su vrednosti urinarnih biomarkera: uNGAL, u Cys-C, KIM1,
az- mikroglobulin i By-mikroglobulin. Iste analize u urinu su ponovljene u tre¢em i sedmom

danu.

Bakterioloska obrada je obuhvatila : hemokulturu i urinokulturu i briseve koze.
Kod svih je u€injena radioloska 1 ultrasonografska evaluacija bubrega i mokraénih puteva.

Antropometrijska merenja novorodencadi, na prijemu: telesna masa na prijemu, telesna duZzina,
obim glave i grudnog kosa. Na prijemu je procenjena gestacijska zrelost, uhranjenost

novorodenceta i obavljen kompletan klinicki pregled.

Izmerena vrednost telesne duzine se koristi za procenu eCCl, odnosno indirektno glomerulske

filtracije (JGF). Ova procena se vr$i modifikovanom Svarcovom formulom:
TVx k
GFR = - ; (k =29.2 za novorodence)

sCr

Sve navedene analize ucinjene su u Institutu za neonatologiju i Farmakoloskom fakultetu u

Beogradu. Nivoi aj-mikroglobulin i 2-mikroglobulin su odredeni u laboratoriji Hexalab.
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3.2.1.6 Metodologija odredivanja biomarkera

Nivoi biomarkera su odredivani komercijalnim ELISA testom (DRG human, ELISA DRG
International, Inc, USA). Re¢ je o sendvi¢ imunohemijskom testu sa enzimom kao
obelezivacem, koji sluzi za kvantitativno merenje biomarkera u serumu, urinu, plazmi i tkivnim
kulturama. Intenzitet boje se meri spektrofotometrijski na ELIZA c¢itacu Stat fax 303 Plus
(Awareness Tecnology, Inc, USA). Za odredivanje biomarkera u serumu, plazmi i urinu

potrebno je 10 pl uzorka.

Mikroalbuminurija je pojava niskih koncentracija albumina u urinu, koje se ne mogu
detektovati test trakama ili metodama za odredivanje ukupnih proteina u urinu. Nivoi
mikroalubmina se odreduju na aparatu Olympus AU 400. Urin se centrifugira 10 minuta

na>800 obrtaja u minuti. Uzorak urina je stabilan Sest meseci na -20°C.

Najmanja koli¢ina uzorka za analizu ukljucujuéi ukupni volume je 210 pL. Pojedinaan uzorak
to jest koli¢ina urina potrebna za jednu analizu je 10 pL. Nivoi mikroalbumina se odreduju
imunoturbidimetrijskim testom. Merno podruéje je 5-300mg/L. senzitivnost je 0.46 mg/L. Merni

interval je 5-300mg/L. Merenja se mogu ponavljati u okviru maksimalnog roka vaznosti uzorka.
az -mikroglobulin (a;-M)

Analiza se vr§i na aparatu Olympus AU 400. Za analizu se koristi uzorak urina Kkoji se
centrifugira na 800 g. Uzorak je postojan 7 dana na temperature — (2-8)°C. Najmanja koli¢ina
urina ukljucuju¢i volume 315uL, a za pojedinacnu analizu se koristi uzorak od 15uL.
Mikroalbumin se kvantitativno odreduje imunoturbidimetrijskim testom:_merni interval je 2-200

mg/L.
B2 -mikroglobulin (B,-M)

Koristi se kao znac¢ajan test za procenu tubulske funkcije. Najjednostavniji materijal za analizu je
urin ili uzorak iz 24 satne kolekcije urina ili pojedinacni ispraznjeni uzorak. Urine se centrifugira
a najmanja koli¢ina uzorka za analizu je 182 pL, uklju¢ujuci ukupan volumen. Pojedinacan
uzorak za jednu analizu je 2 pL. Nivo se odreduje imunoturbidimetrijski: merni interval je od

0.5-16.0 mg/L.
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Tabela 6. Prikaz broja ispitanika u svim vremenskim tatkama, kod kojih su odredeni novi

biomarkeri: u AKI/AKIN1/AKIN2 grupama

Biomarkeri (n-broj novorodencadi)
Vreme | NGAL NGAL Cys-C KIM1 Alfa-1 Beta-2
krv urin krv urin urin urin
2h 103 32 106 17 18 42
4h 108 103 108 106 108 42
6h 106 83 106 52 108 108
3 dana 107 106 107 105 108 108
7 dana 107 106 107 104 102 106

Broj ispitivane novorodencadi nije uvek bio maksimalan, jer klinicke okolnosti to nisu
dozvoljavale, nekada slucajan gubitak dobijenog bioloskog materijala za analizu, kontaminacija
krvlju ili stolicom, nekada nemoguénost uzimanja uzorka, nekada isklju¢ivanje novorodenceta iz
studije i u malom broju slucajeva smrtni ishod ispitanika. Posebne teskoce odnose se na
sakupljanje urina, najteze izvodljivo u prvom danu zivota, zbog poznatih problema u prvom
uriniranju, oskudnom, odlozenom ili neuspostavljenom tokom prvih 24 sata. Zato je negde

broj ispitivane novorodencadi manji od 108.
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3.2.1.7 Radioloska-radioizotopska ispitivanja

Svakom novorodencetu u studiji je uraden ultrasonografski pregled bubrega 1 mokra¢nih
puteva i kompletan pregled abdomena. Svaki ispitanik iz studije je imao uraden ultrasonografski

pregled srca i abdomena. U prvom danu hospitalizacije je obavezno uraden Rtg pulmo et cor.
3.3 Statisticka analiza
Statisticka analiza ima tri dela u kojima su analizirane:

1. Opste karakteristike novorodencadi

2. Pojedinacni biomarkeri u svakom od vremena merenja u odnosu na AKI/AKIN i
njihova promena u vremenu

3. Svi biomarkeri mereni u istom vremenu i njihova razlika u odnosu na AKI/AKIN

1. Opste karakteristike novorodencadi ukljucivale su: njihov pol, gestaciju, Apgar skor, bazni
deficit (BD), telesnu masu na rodenju i njenu promenu tokom perioda pracenja, to jest aktuelnu
telesnu masu (ATM), duzinu boravka u NICU, duzinu mehani¢ke ventilacije (MV). Kvalitativne
varijable, odnosno varijable prikazane kategorijama, prikazane su ucestalostima to jest
frekvencijama 1 procentima. Kvantitativne varijable prikazane su aritmetickim sredinama 1
standardnim devijacijama. ANOVA: znacajnost razlika izmedu AKI i AKIN Kklasifikacija i
drugih kategorijalnih varijabli ispitivana je Hi-kvadrat testom (3°) a njihova razlika u odnosu na
kvantitativne varijable Studentovim t-testom (za AKI) i jednofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA) sa viSestrukim testovima poredenja, kada je u pitanju AKIN Klasifikacija. Povezanost
izmedu svih opstih karakteristika ispitivana je Spirmanovim koeficijentom korelacije rangova sa

ciljem da se pocetni skup opstih karakteristika smanji koliko god je to moguce.

2. Pojedina¢ni biomarkeri: U ovom delu pre svega je ispitivana normalnost raspodele vrednosti
novih  biomarkera (UNGAL, SNGAL, KIM1, as-mikroglobulina, p.-mikroglobulina)
Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Vrednosti koje nisu sledile normalnu raspodelu
transformisane su pomocu logaritamske tranfromacije (In). Prikazani su kao aritmeticke sredina

sa odgovoraju¢im standardnim devijacijama. Tranformisani podaci su za potrebe deskripcije
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antilogaritmovani dok su istovremeno sve analize radene sa tim-tranformisanim varijablama,
zvane Vertikalne analize. Zatim je ispitivana znacajnost razlike svakog pojedina¢nog novog
biomarkera u svakom merenju u odnosu na AKI/AKIN Studentovim t-testom za (AKI) ili
jednofaktorskom FiSerovom analizom varijanse sa viSestrukim testovima poredenja po
Bonferoniju za (AKIN) u koju su usla sva deca bez obzira na broj podataka. Rezultati su i

tabelarno 1 graficki prikazani.

Korelacije: Povezanost izmedu vrednosti istog biomarkera merenog u razliCitim vremenima

izracunata je pomoc¢u Pirsonovog koeficijenta linearne korelacije, zvane Vertikalne analize.

ROC analizom: je ispitivana prediktivna sposobnost vrednosti NGAL u krvi iz razli¢itih
vremena merenja da identifikuje one sa AKI. Ta sposobnost iskazuje se povrSinom ispod ROC
krive, to jest veli¢inom AUC (area under the curve), njenim 95% intervalom poverenja i
znacajnoS¢u p. Data je i optimalna vrednost praga (treshold, cut-off point) za predvidanje
pripadniStva AKI. Pored tabelarnih ima i graficki prikaz. Na kraju je 1 poredenje ROC krivih
izmedu sebe. Isto kao prethodno ali za AKIN, zvana Vertikalna analiza). Prirodan zahtev je ne
analizirati samo pojedinacna vremena za svaki biomarker i njihove razlike u odnosu na
AKI/AKIN nego mozda jo$ i vaznije je analizirati dinamiku promene svakog biomarkera s jedne
1 ispitati da li je ta promena ista ili zna€ajno razli€ita u razli¢itim AKI kategorijama. Da bi dobili
odgovor na ova pitanja primenjena je Fiserova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim
merenjima. Kako te razlike mogu biti kreirane i1 zbog razlicitih opstih karakteristika
novorodencadi ova analiza je prilagodena (adastirana) na pol, GES i AS pomoc¢u jednofaktorske
analize kovarijanse (ANCOVA) sa ponovljenim merenjima. Razlog zaSto je prilagodavanje
uradeno samo na pol, GES i AS vidi se u izra¢unatim Pirsonovim korelacijama gde su sve ostale
opsSte karakteristike visoko znaCajno povezane za ove, zvana Vertikalna analiza. Postoji i
tabelarni 1 graficki prikaz. U ovoj analizi nisu radena sva vremena svih biomarkera nego samo

ona koja imaju dovoljno podataka.

3.Svi biomarkeri: U poslednjem delu analizirani su svi biomarkeri koji su mereni u istom
vremenu, odnosno, njihova prediktivna / klasifikaciona sposobnost da ispravno predvide ili
klasifikuju dete u jedno od AKI/AKIN kategorija. Najpre su uradene univarijantne a zatim
multivarijantne logisticke regresione analize sa AKI / AKIN kao zavisnom varijablom a

razli¢itim biomarkerima (uvek kao skorovi logaritmovane ili obi¢ne vrednosti - razlog ovome je
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Sto su vrednosti biomarkera kvantitativne pa se najceS¢e tumace kao promena zavisne za
promenu 1 standardne nezavisne promenljive: 1 SD) merenim u istom vremenu kao nezavisnim
varijablama u univarijantnim modelima a multivarijanti - samo pol, GES i AS a potom dodat
biomarker. Tac¢nost svakog od  takvih  logistickih regresionih modela ispitivana je
diskriminacionom [c - vrednosti AUC na osnovu predicted probablities iz logisti¢kih regresionih
modela i kalibracionom metodom (-2 log. likelihood)]. U ovoj analizi nisu radena sva vremena
svih biomarkera nego samo ona koja imaju dovoljno podataka, Horizontalna analiza. Ista analiza
je uradena za Cetvrti sat ali uz slede¢i dodatak: biomarkeri mereni u vremenima 2, 4 1 6 sati su
potencijalni prediktori AKI (AKI je dobijen tako da su se sabrali dogadaji zakljucno sa tre¢im
danom). Dakle, uz ono $to je isto kao i za 2 sata i 4 sata ima i Cetiri multivarijantna regresiona
modela koja ukljucuju kao nezavisne varijable: sve biomarkere, sve biomarkere i pol, GES, AS, 1
isto to sa skorovima biomarkera i adZastera. Ista analiza je izvedena za Sesti sat ali uz sledeci
dodatak: biomarkeri mereni u vremenima 2, 4 i 6 sati su potencijalni prediktori AKI, (AKI je
dobijen tako da su se sabrali dogadaji zaklju¢no sa tre¢im danom). Dakle, uz ono §to je isto kao 1
za 2 sata i 4 sata ima i Cetiri multivarijantna regresiona modela koja ukljuc¢uju kao nezavisne
varijable: sve biomarkere, sve biomarkere i pol, GES, AS, i isto to sa skorovima biomarkera i
adastera. Ista analiza je izvedena za tre¢i dan takodje sa dodatkom. Ali u ovom slucaju nije re¢ o
predvidanju vrednosti AKI nego koliko dobro vrednosti biomarkera klasifikuju u ve¢ poznato
stanje to jest poznatu kategoriju AKI. Ista analiza je izvedena za sedmi dan (DAN7) uz istu

ogradu kao i kada je re¢ o tre¢em danu (DANS3) .

Analiza je radena uz koriS¢enje statistickog paketa programa SPSS ver 20, a statisticka
znacajnost definisana je verovatno¢om nulte hipoteze manje ili jednako 0.05. (Statistical analysis

was performed using SPSS for ver. 20. p<0.05 was considered to be statistically significant).

48



4. REZULTATI

OpseZno istraZivanje akutnog oSteCenja bubrega novorodenceta (AOB) obuhvatilo je veliki
uzorak od 108 preterminske novorodenc¢adi, koji su svi imali neki od oblika perinatalne
asfiksije 1 bili u riziku za razvoj AKI. Regrutovani su u duzem vremenskom periodu ispunivsi
stroge, protokolom predvidene kriterijume ulaska u studiju. Figura 1.

Preterminska novorodencad
sa perinatalnom asfiksijom

N=653

Dobili pristanak za ulazak u
studiju
N=555

Iskljuéeni zbog Iskljuéeni zbog
neonatalnih razloga maternalnih razloga

N=380 N=67

Ukljuceni u studiju
N=108

Pacijentisa AKI Pacijenti bez AKI
N=73 N=35

Figura 1. Dijagram regrutovanja pacijenata u ispitivanje.

Prema razvoju AKI u sklopu perinatalne asfiksije, svi ispitanici su podeljeni u dve grupe:
AKI grupu, veéu grupu novorodencadi koji su razvi AKI 73 (67.6%) i
non-AKI grupu, manju grupu novorodencadi bez AKI 35 (32.4%).
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Tabela 7. Osnovne klinic¢ke karakteristike ispitivane novorodencéadi

- Ukupno Ne-AKI AKI AKINL AKIN2
Karakteristike p p
n=108 n=35(32.4%) | n=73(67.6%) n=61(83.6%) | n=12(16.4%)

Muski, n (%) 66 (61.1) 22 (33.0) 44 (66.0) ns 25 (86.2) 4(13.8) ns
Gestatija,

) 33.9+2.0 34.4+17 33.6+20 ns 335+21 34.0+19 ns
nedelje
&‘:S‘;d“;j““ telesna | 5514 1 551 2195 + 551 2263 + 581 ns 2204 + 535 2322 + 627 ns
Bifj?a masa, g 2205+545 | 2185 +540 2057 +579 ns 2194 + 534 2321 + 625 ns
giﬁga masa. g 2166 +545 | 2157 +542 2200 + 582 ns 2152 + 533 2249 + 631 ns
giﬁ;‘a masa, g 2131552 | 2135+557 2140 + 588 ns 2115+ 528 2166 + 648 ns
Apgar skor, 5min 5.00 £ 1.62 5.05+151 4,79 +£1.63 0.043 5.09 +1.64 4.50+2.02 ns
Bazni deficit, BD 8574309 | 7.76+250 9.03+3.25 0.016 8.48+3.15 11.61 £2.93 0.001
(mmol/l)
Diureza: D
(ml/kg/h) 251+1.24 2.66 +1.26 2.31+1.30 ns 238+1.14 225+147 ns

Basalni serum
Kreatinin 108.4 £27.2 1152 +28.8 98.7 £16.1 0.001 1054+27.4 98.20+13.7 0.001
DAN1 (umol/l)

Serum Kreatinin

DAN3 (umol/l) 150.4 £45.5 118.2+30.6 189.1+38.7 <0.000 160.0 +31.7 2182+423 <0.001

Serum Kreatinin

DANT (el 12684368 | 1047268 | 149.0+354 | <0.000 | 137.0+33.9 15004363 | <0.001
Basalni eCCl | 12714299 | 1181308 | 1358+237 | 0001 13.56+2.88 13.61+186 | 0008
(ml/min/1.73m°?)

DAN3eCCl 951£3.12 | 11.18+334 | 781+151 | <0001 | 843=1.66 621+1.14 | <0.001
(ml/min/1.73m°)

DAN7 eCCl 11194337 | 1276+338 | 9304233 | <0001 | 9.95+2.68 866+198 | <0.001
(ml/min/1.73m")

HIE, (%) 41 (38.0) 6 (14.6) 35 (85.3) <0.001 25(61.0) 10 (24.4) <0.001
DuZina 10.35+6.81 | 6.81+4.30 12.29 +7.08 <0.001 | 12.15+6.88 15.00 + 8.13 <0.001
hospitalizacije R ’ ’ ’ ’ ' e e '
Mehanitka 689587 | 4564447 | 11.37+589 <0.001 | 7.14+3.92 15.61 +7.87 <0.001
ventilacija, dani

Ppreziveli u 10 107 (98.16) 35 (100) 71 (97.26) ns 61(100%) 10(8333%) | <0.001

dana %

DAN=dan Zivota; eCCL: procenjeni kreatinin klirens, HIE: hipoksijsko-ishemijska encefalopatija



4.1. Analiza rezultata ispitivanja pojave AKI u preterminske novorodencadi sa APN

m AKI

H non-AKI

Figura 2a. Distribucija ispitanika grupama po ne-AKI/AKI klasifikaciji

™ AKIN1
B AKIN2

Figura 2b. Distribucija ispitanika po podgrupama po AKIN Klasifikaciji



4.1.1. Vrednosti novih biomarkera (SNGAL, uNGAL, KIM-1)

4.1.1.2. Serumski NGAL (sNGAL)

Table 8. a SNGAL (ng/ml) u preterminske novorodencadi u ne-AKI/AKI/AKIN grupama;
(metricki sistem)

SNGAL ne-AKI AKI p AKIN; AKIN, p
DAN1; 2h-n; 32 71 59 12

mean=SD 78.80 £ 72.43 147.43 £102.44 0.000 143.89 +103.82 167.36 £97.20 0.239
DAN1,, 4h -n; 35 73 61 12

mean=SD 87.10 = 81.64 160.76 £ 113.10 0.000 147.79 + 109.87 222.83 £112.90 0.026
DAN1e, 6h —n; 34 72 61 11

mean£SD 102.88 £91.58 153.68 £ 105.76 0.003 146.08 +102.61 195.82 +118.04 0.129
DANS3, —n; 35 72 60 12

mean£SD 105.30 £ 106.02 125.19 +£80.71 0.059 119.0 £79.46 151.95£85.15 0.123
DAN7, —n; 35 72 60 12

mean=SD 88.85 + 84.28 100.31 £ 65.76 0.147 94.39 £ 62.89 129.91 + 74.49 0.068

DAN=dan zivota, AKI: Acute kidney injury, ne-AKI: bez AKI, SNGAL: serum neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(ng/ml), AKIN Kklasifikacija: Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepenl po AKIN klasifikaciji; AKIN2: Stepen 2 po AKIN

klasifikaciji,

Table 8. b SNGAL (mmol/L) u preterminske novorodenc¢adi u ne-AKI/AKI/AKIN grupama;

(SI sistem)

SNGAL ne-AKI AKI p AKIN; AKIN, p
DAN1; 2h-n; 32 71 59 12

meantSD 3.15+£2.90 5.90+4.10 0.000 5.76 £4.15 6.69 +3.89 0.000
DAN1, 4h-n; 35 73 61 12

meantSD 348 £3.27 6.43 +4.52 0.000 591 +4.39 891 +4.52 0.000
DAN1g, 6h-n; 34 72 61 11

meantSD 4.12+3.66 6.15+4.23 0.003 5.84+4.10 7.83 +4.72 0.004
DAN3 —n; 35 72 60 12

meantSD 421+4.24 5.0+3.23 0.059 4.76 £3.18 6.10 £3.41 0.057
DAN7 —n; 35 72 60 12

meantSD 3.55+3.37 4.01 £2.63 0.147 3.78 £2.52 520+2.98 0.075

DAN=dan zivota, AKI: Acute kidney injury, ne-AKI: bez AKI, SNGAL: serum neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(mmol/L), AKINKlasifikacija: Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepenl u AKIN Klasifikaciji; AKIN2: Stepen2 u AKIN

klasifikaciji,
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*Analiza vrednosti SNGAL u svih pet tacaka merenja
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Figura 3 (a,b,c,d ): Promena SNGAL u pet tacaka ispitivanja po grupama

ne-AKI/ AKIN1/ AKIN2
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*Analiza vrednosti SNGAL u Cetiri tatke merenja
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Figura 4. Promene vrednosti serum NGAL (SNGAL) u cetiri tacke merenja po
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Tabela 9. Dijagnosticke karakteristike serum NGAL kao biomarkera akutnog

oStecenja bubrega po AKIN Klasifikaciji u svim vremenima

Optima
BION:?'TRKE Ine cut- Sensitivnost Specificnost LR+ LR-
% %
oredictorske n AUC 95% ClI p off (%) (%) @s%Cl) | (@s9%CI)
C vrednos (95%Cl) (95%Cl)
variable ti
s NGAL . 69.00 71.90 2.45 0.43
’ 103 072" | 0.62-0.80 0.000 84.87
DAN1, (56.9-79.5) (53.3-86.3) (1.9-3.2) (0.2-0.8)
, 65.75 74.29 2.56 0.46
S NGAL, 108 | 072" | 063-080 | 0000 | 89.43
DANL, (53.7-76.5) (56.7-87.5) (2.0-3.3) (0.2-0.9)
y 88.90 44.10 159 0.25
ne-AKI | SNGAL, 106 | 068 |058-076 | 0001 | 5421
vs. AKI DAN1s (79.3-95.1) (27.2-62.1) (1.1-2.3) (0.1-0.5)
sNGAL, 45.83 82.86 2.67 0.65
107 0.63 053-0.72 | 0.024 | 106.50
DAN3 (34.0-58.0) (66.4-93.4) (2.0-3.6) (0.3-1.4)
sNGAL, 88.89 34.29 1.35 0.32
107 0.59 049-0.69 | 0.060 38.20
DAN7 (79.3-95.1) (19.2-52.2) (0.8-2.2) (0.2-0.6)
sNGAL 64.41 71.87 2.29 0.50
: 91 0.70 | 0.59-0.81 0.000 84.9
DAN1, (34.9-90.1) (57.9-83.6) (0.7-8.7) (0.03-1.2)
60.66 74.29 2.36 0.53
ne-AKl | g 9% | 069 |058-080 | 0000 | 89.4
e AKIN 4 (34.9-90.1) (62.7-85.5) (1.3-4.2) (0.2-1.2)
1
S NGAL 86.89 74.12 255 0.50
: 95 0.66 054-0.78 | 0.017 54.2
DAN1s (48.2-:97.7) (39.0-94.0) (0.9-6.3) (0.1-1.8)
sNGAL, o 0.60 04s-072 | 0051 1005 43.33 82.86 253 0.68
DAN3 ’ ’ ’ ’ ’ (15.2-72.3) (69.6-90.5) (0.7-8.9) (0.3-1.6)
SNGAL, % 056 0as-089 | 0156 282 86.67 34.29 1.32 0.59
DAN7 ' ' ' ' ' (51.6-97.9) (23.1-48.4) (0.9-2.0) (0.2-1.6)
S NGAL 91.67 45.76 1.69 0.18
: 71 0.61 049-073 | 0.138 88.0
DAN1, (61.5-97.9) (33.7-60.0) (1.1-2.5) (0.03-1.2)
SNGAL . 91.67 54.10 2.00 0.15
' 73 0.72 0.60-0.82 | 0.001 102.7
DANL, (61.5-97.9) (41.6-67.9) (0.6-7.1) (0.02-1.0)
AKIN1
. AKIN 100.0 26.20 1.36
u s NGAL, 72 065 | 053-076 | 0073 | 649 0.00
2 DAN1g (73.5-100.0) (15.8-39.1) (0.9-2.1)
sNGAL, 100.0 33.30 1.50
72 0.64 051-0.75 | 0.061 69.9 0.00
DAN3 (73.5-100.0) (21.3-46.0) (1.1-2.2)
sNGAL, 75.00 60.00 1.87 0.42
72 0.65 053-0.76 | 0.055 91.0
DAN7 (42.8-94.5) (47.3-72.9) (1.1-3.1) (0.2-1.2)

SNGAL:serum NGAL (ng/ml)-serum neutrophil gelatinase-associated lipocalin concentration; AKI-Acute kidney injury ;ne-AKI-bez AKI,;
AKIN1-Stepen 1 AKI ;AKIN2- Stepen 2 AKI ; DAN:dan zivota; DAN1,-2 sat po prijemu u DAN1; DAN1,-4 sat po prijemu u DAN1; DANZ1g-
6 sat po prijemu u DAN1; DAN3-Treéi dan zivota ;DAN7-Sedmi dan zivota; Cl- Interval poverenja; (LR+)- Likelihood ratio positive; (LH-)
Likelihood ratio negative; AUC: area under the receiver-operating-characteristic curve.# According to Hanley-McNeil test.
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ROC analizom je ispitivana prediktivna sposobnost vrednosti NGAL u Kkrvi
(sNGAL) iz razli¢itih vremena merenja, da identifikuje one sa AKI. Ta sposobnost iskazana je
veli¢inom povrsine ispod ROC krive to jest veli¢inom AUC i njenim 95% intervalom poverenja i
znaCajnos¢u  p=0.05. Data je i optimalna vrednost praga (cut-off point) za predvidanje
pripadniStva AKI, kao i senzitivnost i specificnost. U AKI grupi najbolji AUC-ROC je imao
SNGAL u DAN1, AUC=72[95%(0.62-0.80)] p=0.000. U AKIN2 grupi u DAN1, AUC-ROC je
iznosio 72[95%(0.60-0.82)] p=0.001. Po klasifikaciji Mc Nail ova vrednost AUC-ROC pripada
grupi dobar, razuman. Tabela 9.
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REGRESIONA ANALIZA
*Prilagodavanje vrednosti SNGAL na pridruZene varijable

Da bi se poboljsala prediktiva sposobnost sNGAL njegova vrednost iz svake tacke
merenja je prilagodena (adastirana) na pridruzene varijable: pol, gestaciju, porodajnu telesnu
masu i bazni eksces.Vrednosti AUC-ROC nakon adastiranja u AKI grupi u svim tackama

merenja iznosile su:

AUC-ROC=0.80 [95%(0.70-0.89)] p<0.000: u AKI DANI,

AUC-ROC=0.78 [95%(0.68-0.87)] p<0.000: u AKI DANI,

e

[

AUC-ROC=0.77 [95%(0.68-0.86)] p<0.000: u AKI DANIg

AUC-ROC=0.73 [95%(0.63-0.83)] p<0.000: u AKI DANS3

c

AUC-ROC=0.70 [95%(0.59-0.80)] p<0.001: u AKI DAN7

Serumski NGAL (sNGAL) je ‘“adastiranjem” na pridruzene varijable znacajno poboljsao
prediktivnu sposobnost svog AUC-ROC. Izmedu pocetnih [P] vrednosti, levo i adastiranih [A]

,desno, razlika je bila statisticki veoma znacajna:

[P] [Al

0.72 - 0.80 p=0.000 wu?2asu
0.72 - 0.78 p=0.000 wu4casu
0.68 - 0.77 p=0.000 w6 casu
0.63 - 0.73 p=0.000 wu3danu
059 - 0.70 p=0.001 u7danu

Najbolje prediktivne sposobnosti SNGAL zabelezene su u drugom i Cetvrtom satu prvoga dana
ispitivanja. Na taj na¢in sSNGAL nudi znacajnu prognosticku informaciju u ranim vremenskim
tackama. SNGAL se potvrduje kao znacajan prediktor AKI sam i kao veoma znacajan nakon

adastiranja. Tabela 10 i Figura 6.
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Tabela 10. Asocijacija izmedu koncentracija SNGAL (nakon prilagodavanja na

pridruzene varijable) izmedu 117 dana i razvoja AKI

Zavisne varijable sNGAL Multivarijantni model#
OR (95%CI) P

AKI vs. ne-AKI SNGAL DAN 1, 1.185 (0.000-7.139) 0.999
SNGAL DAN 1, 1.012 (1.003-1.020) 0.007
SNGAL DAN 1 1.009 (1.002-1.015) 0.010
SNGAL DAN 3 1.006 (1.001-1.012) 0.030
SNGAL DAN 7 1.007 (1.000-1.014) 0.046

AKIN2 vs. AKIN1 SNGAL DAN 1, 1.003 (0.996-1.010) 0.384
SNGAL DAN 1, 1.005 (0.999-1.011) 0.117
SNGAL DAN 1, 0.005 (0.998-1.012) 0.194
SNGAL DAN 3 1.006 (0.997-1.014) 0.191
SNGAL DAN 7 1.010 (1.000-1.021) 0.055

sNGAL=serum neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels; AKI=Acute kidney injury; ne-AKI= bez AKI; AKIN1= Stepen 1 AKI; AKIN2=
Stepen 2 AKI; DAN=dan Zivota, DAN 1,= 2 sat po prijemu u DAN1, DAN 1,= 4 sat po prijemuu DAN1, DAN 1s=6 sat po prijemu u DAN1;
Cl= Interval poverenja ; OR= odds ratio,odnos 3ansi; #*Adjusted for (prilagodeni na ): pol, gestaciju, 5-min Apgar skore, porodajnu telesnu

masu, bazni deficit

Dijagnosticke koncentracije sSNGAL su faktor rizika za razvoj AKI, S§to je takode potvrdila

multivarijantna logisticka regresiona analiza, koja pokazuje da sve veci rizik za AKI raste sa

povecanjem koncentracije (SNGAL u DAN1, DAN3, DAN7), nakon adastiranja na pridruzene varijable.

(Tabela 10).
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4.1.1.3. Urinarni NGAL (UNGAL)

U ovom delu prikazujemo uNGAL.

Tabela 11a. uNGAL.: standardizovane vrednosti (ng/mg/uCr) i apsolutne vrednosti (ng/ml) u
preterminske novorodencadi u ne-AKI/ AKIN1 / AKIN2 grupi (metricki sistem)

UNGAL
Vreme
i ne-AKI AKI p AKIN; AKIN; p
Merenja-n
3
DAN1; -n; 14 11 3
24.90+29.16
mean+SD 83.00 £53.06 0.043 | 92.13 +50.89 49.53 £ 56.63 0.068
DAN1, -n; 40 58 49 9
0.001 0.005
STANDARDIZED meanSD 52.40+ 46.43 112.76 £112.3 1143 +110.0 104.1 £131.1
Vrednosti DAN1s —n; 32 30 27 3
(ng/mg uCr) mean+SD 31.53+36.24 163.9 £161.9 0.016 156.9 £156. 7 226.3 £232.9 0.047
DAN3 —-n; 41 59 49 10
0.048 0.137
mean+SD 72.66+61.20 123.98+132.7 129.0+136.5 989+1154
DANT7 —-n; 42 63 51 12
mean<SD 51.57+43.51 21.87 £21.63 0.151 | 83.00+87.29 74.16 £94.67 0.291
DAN1, n; |3 14 11 3
mean+SD 2590 +13.29 2220+£17.22 0.546 | 22.59 +18.18 19.66 £13.10 0.814
DAN1;-n; 40 58 49 9
mean+SD 28.13+£3 1.01 33.89 +£32.96 0.360 | 32.96 +29.35 40.65 £54.90 0.872
APSOLUTNE
DAN1e¢—n; 32 30 27 3
Vrednosti
: mean£SD 31.53 £36.24 38.98 £40.12 0.764 | 36.12+39.70 62.60 + 40.84 0.314
(ng/ml)
DAN3 —-n; 41 59 49 10
mean<SD 32.06 £28.97 31.69 £30.44 0.988 | 31.77 +30.64 31.22+30091 0.707
DANT7 -n; 42 63 51 12
mean<SD 21.17+£17.40 21.81+21.63 0.594 | 21.27+20.84 24.78+26.47 0.632

Legenda: DAN: dan zivota, AKI: acute kidney injury ; ne-AKI: nisu razvili AKI; uNGAL: urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin
AKIN Klasifikacija: Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepen 1 po AKIN Klasifikaciji, AKIN2: Stepen 2 po AKIN Klasifikaciji
Standardizovane vrednosti: (ng/mg uCr); Apsolutne vrednosti: (ng/ml)
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Tabelallb. uNGAL: standardizovane vrednosti (nmol/mmol uCr) i apsolutne vrednosti
(nmol/L) u preterminske novorodencadi u ne-AKI/AKIN1 / AKIN2 grupi (Sl system)

Vreme AKI AKI AKIN AKIN
ne-
UNGAL Merenja-n P ! 2 P
3
DAN1; -n; 14 11 3
11.25+13.18
mean+SD 37.51+£23.98 0.043 41.64 +23.00 22.38 +25.59 0.068
DAN1, -n; 40 58 49 9 .
STANDARDIZED meanSD 23.68+20.99 50.96 £ 50.75 0.001 51.66 +£49.72 47.05 +59.25 )
VALUES DAN1s —n; 32 30 27 3
(nmol/mmol uCr) mean+SD 29.22+35.30 74.08 £73.17 0.016 70.91 +70.82 102.29 + 105.27 0.047
DAN3 -n; 41 59 49 10 0.137
mean+SD 32.84427.66 56.03+59.98 0.048 58.30+61.69 44.70 +£ 52.26 '
DANTY —n; 42 63 51 12
mean+SD 2330+ 19.66 36.75 +£39.78 0.151 37.51 +£39.45 33.524+42.79 0.291
DAN1, -n; 3 14 11 3
meantSD 1.03+£0.53 0.88 £0.68 0.546 0.90+0.72 0.78 £0.52 0.814
DAN1; -n; 40 58 49 9
meanSD 1.12+1.24 1.35+1.31 0.360 1.31+1.17 1.62+2.19 0.872
ABSOLUTE
DAN1s—n; 32 30 27 3
VALUES
mean+SD 1.26 £1.44 1.59 £ 1.60 0.764 1.44 +1.58 1.24+1.23 0.314
(nmol/L)
DAN3 -n; 41 59 49 10
mean+SD 1.28 £1.15 1.26 +£1.21 0.988 1.27+1.22 2.50+£1.63 0.707
DANTY —n; 42 63 51 12
mean+SD 0.84 £0.69 0.87+£0.86 0.594 0.85+0.83 0.99+1.05 0.632

Legenda: DAN: dan Zivota, AKI: acute kidney injury ; ne-AKI: nisu razvili AKI; uNGAL: urinary neutrophil gelatinase-associated
lipocalinAKIN Kklasifikacija: Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepen 1 po AKIN Kklasifikaciji, AKIN2: Stepen 2 po AKIN Klasifikaciji
Standardizovane vrednosti: (nmol/mmol uCr); Apsolutne vrednosti: (nmol/L)

Pokazane su vrednosti uNGAL u dve osnovne grupe ispitanika u ne-AKI i AKI grupi i u
podgrupama AKIN1 i AKIN2, Tabela 11(a,b) i Figura 9. Vrednosti uNGAL bile su zna¢ajno
vece u AKI u odnosu na ne-AKI grupu u DAN1,, DAN1,;, DAN1s i DAN3, kao i u AKIN2 u
odnosu na AKIN1 u DAN1, i DANI1s. Posmatraju¢i sve grupe u vremenu uoCavamo da je
dinamika promene vrednosti uNGAL bila znacajna, kroz vreme (F = 4.227, p<0.05), i istog tipa
u svim grupama (F = 0,662, p<0.05).

62



440 AKI

— 00
—1.00

420+

4007

3.80

a) ne-AKI/AKI vreme

&.00-] AKIN

=—=1.00
—2.00

550
500
450

400+ '//\
ey

3.507

b) AKIN1/AKIN2 vreme

5004 AKINNOVO

— 00
—1.00
2.00

5.507]

5.00]

4.50+

4.00+

3.507

¢) ne-AKI/AKIN1/AKIN2 vreme

Figura 7. Promene vrednosti urinarnog NGAL (uNGAL) u cetiri tacke merenja (DAN1,, DAN1g, DAN3 i DAN7)
po grupama, ne-AKI/AKIN1/AKIN2, horizontalna analiza
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Legend: a) 0.00---ne-AKI;---AKI b)1.00---AKIN1;---AKIN2  ¢)--- 0.00 ne- AKI; ----1.00 AKINZ;

Vreme: 1: DAN1,; 2: DAN3; 3:DAN7; Vreme: 1: DAN1,; 2: DAN3; 3:DAN7; Vreme: 1: DAN1,; 2: DAN3; 3:DAN7,

Q) Promena vrednosti uNGAL u Cetiri tacke merenja (DAN1,, DAN1gs, DAN3 i DAN7Y); ne-AKI / AKI

b) Promena vrednosti uNGAL u Cetiri take merenja (DAN1, DAN1g, DAN3, i DAN7):
AKIN1I/AKIN2

¢) Promena vrednosti uNGAL u Cetiri tacke merenja (DAN1,, DAN1s, DAN3, DANTY)

ne-AKI/AKIN1/AKIN2

*Analiza vrednosti UNGAL u tri tatke merenja
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b) AKIN1/AKIN2

a) ne-AKI/AKINI/AKIN2

Figura 8. Promene vrednosti urinarnog NGAL (uNGAL) u tri
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Legend: a)--- 0.00 ne-AKI; --- 2.00 AKI ; b): --- 1.00 AKIN1; --- 2.00 AKINZ2; c): ---0.00 ne-AKI; --- 1.00 AKINZ1;

Vreme: 1: DAN1, ; 2: DAN3; 3:DAN7; Vreme: 1: DAN1,; 2: DAN3; 3:DAN7; Vreme: 1: DAN1,; 2: DAN3; 3:DANT7;
a) Promena vrednosti uUNGAL u tri tatke merenja (DAN1,, DAN3, DAN7) u ne-AKI i AKI grupi
b) Promena vrednosti uUNGAL u tri tatke merenja (DAN1, DAN3, DAN7) u AKIN1 i AKIN2 grupi

¢) Promena vrednosti uNGAL u tri tatke merenja (DAN1, DAN3, DAN7) u ne-AKI, AKIN1 i AKIN2 grupi

*Analiza vrednosti uNGAL u pet/Cetiri/tri taCke merenja, Vertikalna analiza

Prikazana na figuri 9.
a) Istovremeno u svih pet tataka merenja ne-AKI/AKI
b) Istovremeno u Cetiri tatke merenja neAKI/AKIN1/AKIN2

c) Istovremeno u tri tacke merenja NneAKI/AKINLI/AKIN2
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Vertikalna analiza

Tabela 12. Dijagnosti¢ke karakteristike urinarnog NGAL kao biomarkera akutnog

oStecenja bubrega po AKIN Kklasifikaciji u svim vremenima

BIOMABKERS Optimal Sensitivity Specifici

Pre('jmtor n AUC 95% CI p cutoff (%) y LR+ LR-

variables value (%)
u NGAL,DAN1, 17 0.85 0.60-0.97 0.000 57.7 71.43 100.0 0.29
ne-AKI u NGAL,DAN1, 98 0.69 0.58-0.78 0.000 54.9 63.79 70.00 213 | 052
vs. AKI u NGAL,DAN1g 62 0.68 0.55-0.79 0.010 123.8 46.67 93.75 7.47 0.57
uNGAL, DAN3 100 | 0.60 0.49 - 0.69 0.073 137.87 30.51 92.68 417 | 0.75
u NGAL, DAN7 105 0.57 0.47 - 0.66 0.214 34.8 60.32 54.76 1.33 0.72
u NGAL,DAN1, 14 0.90 0.63-0.99 0.000 57.7 81.82 100.00 0.18
ne-AKI Vs u NGAL,DAN1, 89 0.69 0.59 - 0.79 0.000 54.9 65.31 70.70 218 | 050
AKIN1 u NGAL,DAN1g 59 0.69 0.54-0.84 0.016 66.4 66.67 71.87 2.37 0.46
uNGAL, DAN3 90 0.61 0.50-0.71 0.051 137.8 32.65 92.68 446 | 0.73
uNGAL, DAN7 93 0.58 0.47-0.68 0.156 34.80 62.75 54.76 1.39 | 0.68
u NGAL,DAN1, 14 0.69 0.40 - 0.90 0.387 26.00 66.67 90.91 733 | 037
AKIN1vs | UNGAL, DAN1, 58 0.57 0.43-0.70 0.510 89.57 77.78 53.06 1.66 0.42
AKIN 2 u NGAL,DAN1g 30 0.61 0.42-0.78 0.596 136.6 66.67 66.67 200 | 050
uNGAL, DAN3 59 0.57 0.43-0.70 0.429 59.86 70.00 61.22 1.81 | 0.49
uNGAL, DAN7 63 0.58 0.45-0.70 0.408 25.6 50.00 76.47 212 | 0.65

UNGAL.: urinarni NGAL(ng/mg uCr); DAN:dan zivota; CI Interval poverenja; LR+ Likelihood ratio positive; LR-Likelihood
ratio negative; AUC: area under the receiver-operating-characteristic curve

Vrlo dobar AUC-ROC za uNGAL je u AKI grupi ispitanika u DAN1, i iznosi
AUC=0.85[C195%(0.60-0.97)] p=0.000. Tabela 12; Figura 10(a).

Najvecu sposobnost da peredvidi AKI u preterminskog novorodenceta pokazao je AUC-ROC za
UNGAL u AKIN1 grupi u DAN1;sa AUC=0.90[CI195%(0.63-0.99)]p=0.000. Tabela 12; Figura
10(b). Uc¢inak uNGAL merenog u razli¢itim vremenskim periodima kao prediktora za razvoj
AKI u grupama (ne-AKI/AKIN1/AKIN2): AUC-ROC je bio savrsen u predvidanju AKI u
AKIN1 u DAN1; i DAN1; (0.85 1 0.90 ovim redom), dok je bio dobar za predvidanje AKI u
grupi DAN1, kao i DAN1; i DANI1. Istovremeno je uNGAL bio koristan u predvidanju
AKIN2, gde je u DAN1;, najveca vrednost AUC-ROC iznosila AUC=0.69[CI195%(0.40-0.90)]
p=0.387. Tabela 12; Figura 10(c).
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Figura 11. ROC krive za uNGAL (1,, 14, 16, 3dan, 7dan, svel) za AKI
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Figura 12. ROC krive za uNGAL (1, 14, 16, 3dan, 7dan, sve) za AKIN1
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Tabela 13. Logisticka regresiona analiza riziko-faktora za razvoj:
AKI/AKIN1/AKIN2, za uNGAL

Prilagoden
Riziko faktori OR 95% CI p na e 95% CI P
OR
Pol 1.318 0.513-3.388 0.567
Gestacija (nedelje) 0.715 0.509-1.006 0.054
Apgar skor 5 min. 0.785 0.558-1.104 0.164
gorodajna telesna masa, 1.000 0.737-1.077 0581
AKI vs. BD(mmol/L) 0.891 0.737-1.077 0.232
non-AKI
UNGAL DAN1, 0.986 | 0.902/1.078 | 0.760 21.107 | 0.000 0.995
UNGAL DAN1, 1.006 0.992-1.021 0.411 1.005 0.989-1.021 0.534
UNGAL DAN1g 1.005 0.991-1.020 0.456 | 839.265 0.990-1.021 0.484
UNGAL DAN3 1.000 | o9ss-1014 | 0954 | 100 | 0085-1.015 | 0.484
uNGAL DAN7 1.002 | 09811022 | 0.879 | 1.000 |0.979-1.022 | 0.998
Pol (muski) 2.135 0.378-12.059 | 0.390
Gestacija (nedelje) 0.620 0.284-1.353 0.230
Apgar skor 5 min. 1.339 0.696-2.575 0.381
gorodajna telesna masa, 1.001 0.999-1.004 0241
AKIN2vs. | BD (mmol/L) 0.667 0.468-0.948 | 0.024
AKINL UNGAL DAN1, 0.989 0.900-1.087 0.817 0.967 0.755-1.240 0.794
UNGAL DAN1, 1.006 0.987-1.026 0.537 1.008 0.985-1.031 0.513
UNGAL DAN1g 1.013 0.992-1.036 0.232 1.017 0.982-1.053 0.357
UNGAL DAN3 0.999 0.976-1.023 0.595 1.002 0.977-1.029 0.866
UNGAL DAN7 1.007 0.979-1.035 0.620 1.007 0.973-1.041 0.696

ClI: Interval poverenja; OR: odds ratio: odnos $ansi; *Prilagoden na: (pol, gestaciju, 5-min Apgar skor, porodajnu telesnu
masu, BD)

Sumirane univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza: U AKI grupi rizik
od AKI je progresivno rastao kako je uUNGAL progresivno rastao po prijemu u NICU u prvom

danu hospitalizacije u ¢etvrtom i Sestom satu prvog dana: DAN1,: OR=1.006 sa 95% CI (0.992-
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1.021); DAN1g: OR=1.005 sa 95%CI (0.991-1.020), kao i u trecem danu DAN3: OR=1.000 sa
95% CI (0.986-1.014) i DAN7: OR =1.002 sa 95% CI1(0.981-1.022). Multivarijantna logisticka
regresiona analiza je otkrila da su visoke vrednosti UNGAL u AKI grupi u svim tackama
merenja bili znacajni prediktori AKI nakon adzastiranja na pridruzene varijable: DANI;:
OR=21.107 sa 95% CI =(0.000...); DAN1, OR=1.005 sa 95% CI=(0.989-1.021); DAN1¢:
OR=839.265 sa 95% CI (0.990-1.021); DAN3: OR=1.000 sa 95% CI (0.985-1.015); DAN7:
OR=1.000 sa 95% CI (0.979-1.022) tim redom. Kada je AKIN2 grupa u pitanju ovaj marker je
takode bio znacajan prediktor za razvoj AKIN2 isam u DAN1,: OR=1.006 sa 95% CI (0.987-
1.026); DAN1s: OR=1.013 sa 95% CI (0.992-1.036) i u DAN7: OR=1.007 sa 95% CI (0.979-
1.035) i adastiran u DAN1,: OR=1.008 sa 95% CI (0.985-1.031); DAN1s OR=1.017 sa 95%
Cl (0.982-1.053); takode u DAN3: OR=1.002 sa 95% CI (0.977-1.029) i DAN7 OR=1.007 sa
95% CI (0.973-1.041), Tabelal3.
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KORELACIJE

Tabela 14. Korelacija izmedu vrednosti uNGAL izmerenih u razli¢itim tackama

merenja.
uNGAL uNGAL
uUNGAL uUNGAL [uNGAL
BIOMARKER DAN1; DAN3 DAN7
DAN1, DAN1,

Pearson Correlation 1 .813™ 802" 6627 120
UNGAL-

p .002 .017 .007 .659
DAN1,

N 17 11 8 15

Pearson Correlation 8137 1 872" 7027 566"
UNGAL-

p .002 .000 .000 .000
DAN1,

N 11 98 58 92 97

Pearson Correlation .802" 872" 1 .930” 728"
UNGAL-

p .017 .000 .000 .000
DAN1,

N 8 58 62 60 61

Pearson Correlation 662" 702 930" 1 737"
UNGAL-DAN3 p .007 .000 .000 .000

N 15 92 60 100 99

Pearson Correlation 120 566" 728" 737" 1
UNGAL-DAN7 p .659 .000 .000 .000

N 16 97 61 99 105

** Correlation is significant at the 0.01level (p). *Correlation is significant at the 0.05level (p). Korelacija izmedu
vrednosti uNGAL izmerenih u razli¢itim tackama merenja. Statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija je
postojala izmedu vrednosti u NGAL izmerenog u:  DAN1, sa (DAN1,p=0.000, DAN1s p=0.017, DAN3; p=0.007)

DAN1, sa (DANI1,p=0.002, DAN1g p=0.000, DAN3; p=0.000, DAN7; p=0.000)
DANZLs sa (DAN1,p=0.017, DANL; p=0.000, DAN3; p=0.000, DAN7; p=0.000)
DAN3 sa (DAN1,p=0.007, DANL; p=0.000, DANLs; p=0.000, DAN7; p= 0.000)

DAN7 sa (DANL1,p=0.000, DANLs: p=0.000, DAN3; p=0.000)
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4.1.1.4. Odnosi urin (UNGAL) / serum (SNGAL)

Tabela 15. Vrednosti uUNGAL i SNGAL u svim ta¢kama merenja

u ispitivane novorodencadi

Biomarker N Minimum Maximum Mean +SD
UNGAL DAN 1, 17 1.90 189.50 72.75 53.99
UNGAL DAN1, 98 2.70 543.10 88.12 95.76
UNGAL DAN1g 62 2.50 556.20 112.69 134.41
UNGAL DAN3 100 2.80 567.57 102.94 111.75
UNGAL DAN7 105 2.25 349.30 69.42 74.70
SNGAL, DAN1, 103 12.54 343.87 126.40 99.13
SNGAL, DAN1, 108 12.40 409.40 136.46 109.10
SNGAL, DAN1, 106 10.60 405.30 137.39 103.76
SNGAL DAN3 107 14.80 543.80 118.69 89.76
SNGAL DAN7 107 7.42 409.60 96.56 72.14

Na pitanje da li postoji i kakva je veza izmedu vrednosti uNGAL 1 sNGAL u istoj tacki merenja

u istog ispitanika?

Korelacionom analizom je pokazano da postoji statisticki znaCajna povezanost izmedu ovih
vrednosti, odnosno izmedu ova dva biomarkera u 4 1 6 satu prvoga dana i u treem danu

ispitivanja. To pokazuju vrednosti Pirsonovog koeficijenta korelacije koje su iznosile:
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Formirani parovi (UNGAL i SNGAL) u istim takama merenja u AKI grupi:

Biomarcers (pair) N
UNGAL-sNGAL.: 16
UNGAL-sNGAL: 97
UNGAL-sNGAL: 59
UNGAL-sNGAL: 99

Kakva je povezanost izmedu formiranih parova u istim tackama merenja?

P
0.005

0.000
0.004

0.000

Svi parovi su pokazali znacajnu promenu vrednosti u istim tackama merenja kod jednog istog

deteta, Sto pokazuju vrednosti t-testa 1 p<0.05. Znacajnost razlike izmedu vrednosti urinarnog

uNGAL i serumskog sNGAL u istim tatkama merenja testirana je Studentovim t-testom koji je

pokazao sledece:

Figura 1: non-AKIl vs AKI

a) DAN1, uNGAL / sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.005
b) DAN1; uNGAL / sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.000
c) DAN1s uUNGAL / sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.004
d) DAN3 UuNGAL / sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.002

e) DAN7 uNGAL/ sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.000

Srednje vrednosti uUNGAL i SNGAL u ne-AKI grupi se nisu znacajno razlikovale: to znaci da u

non-AKI grupi nije doslo do zna¢ajnog porasta ni jednog ispitivanog biomarkera 1 ta razlika nije

statistiCki znacajna. U AKI grupi je razlika izmedu ovih srednjih vrednosti bila statisticki

znacajna Figura 17: (a,b,c.), u AKI grupi je serumski SNGAL brze rastao od urinarnog uNGAL i

ta razlika je statisticki znacajna. Za razliku od ovih u tre€em i sedmom danu merenja postojala je

statisticki znacCajna razlika izmedu srednjih vrednosti uNGAL i sSNGAL i u ne-AKI i AKI grupi.
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Figura 14. ne-AKI /AKI

Figura 18. AKIN1 vs AKIN2

a) DAN1*"™ uNGAL / sNGAL postoji statisti¢ki znac¢ajna razlika p<0.001
b) DAN1*" uNGAL / sSNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.001
C) DAN1®" uNGAL / SNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.001
d) DAN3  uNGAL/ sNGAL postoji statisti¢ki znacajna razlika p<0.001

e) DAN7  uNGAL/ sNGAL postoji statisti¢ki znacajna razlika p<0.000

a) Srednje vrednosti uNGAL i sNGAL AKINI1 grupi suse znacajno razlikovale: to znaci

da je AKINI1 grupi doslo do znacajnog porasta SNGAL i da je ta razlika statisticki
znacajno razlic¢ita. p<0.008. U AKIN2 grupi takode je bio znacaj porast SNGAL,
statisti¢ki zan¢ajan u odnosu na uUNGAL, mada je ta razlika u ovoj grupi bila manje
izrazena. p<....

F=9.381 ; p<0.008, unutar grupne razlike

F=245.705; p<0.000 medu grupne razlike,vrednost FiSerovog varijansnog koli¢nika
pokazuje da su razlike medu grupama u odnosu na koncentracije NGAL i promene u

razli¢itim grupama statisticki veoma razlicite .

79



4.757

4.504

4.254

4.004

3.754

\\ .

akin

— 1.00
2.00

]

vreme

6.00

5.50

5.00-

450

4.00

AN

akin

— 1.00
2.00

e

vreme

5.00

4.50

4.00

3.50

\j .

akin
— 1.00
2.00

Figura 15. AKIN1/AKIN2

oo

vreme

b)

d)

4.80

4.60

4.40

4.20

4.00

3.80

vreme

oo

AKI

— .00
100

4404

4.20

4.007

3.80

3.60

e

vreme

oo

80



Figura 19. ne-AKI vs AKIN1 vs AKIN2

a) DAN1*™ UNGAL vs sNGAL postoji statisticki znacajna razlika p<0.001
b) DAN1*" uNGAL vs sNGAL postoji statisti¢ki zna¢jna razlika p<0.000
c) DAN1®" uNGAL vs sNGAL postoji statisti¢ki znacajna razlika p<0.000
d) DAN3  uUNGAL vs SNGAL postoji statisticki zna¢ajna razlika p<0.015
e) DAN7  uNGAL vs sNGAL postoji statisti¢ki znacajna razlika p<0.000

U ovom delu su prikazane vrednosti u svih ispitanika po grupama.

Korelacijom koja testira povezanost izmedu parova biomarkera uNGAL i sNGAL u istim

tatkama merenja nalazimo da ta povezanost u drugom satu nije znacajna, ali u 4,6 satu prvoga

dana i tre¢em danu povezanost je znacajna

DAN1, cc=0.39; p<0.000; DAN1gcc= 0.48; p<0.000; DAN3;cc= 0.24; p<0.015
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a) AUC-ROC= nema znacaja

b) AUC-ROC=0.80[95%(0.70-0.89)] p<0.000 za AKI DAN1,
c) AUC-ROC=0.72[95%(0.61-0.82)] p<0.000 za AKI DAN1,4
d) AUC-ROC=0.78[95%(0.68-0.87)] p<0.000 za AKI DAN1,4
e) AUC-ROC=0.72[95%(0.59-0.84)] p<0.000 za AKI DAN1g
f) AUC-ROC=0.77[95%(0.68-0.86)] p<0.000 za AKI DAN1g
g) AUC-ROC=0.71[95%(0.60-0.81)] p<0.001 za AKI DAN3
h) AUC-ROC=0.73[95%(0.63-0.83)] p<0.000 za AKI DAN3
i) AUC-ROC=0.71[95%(0.61-0.82)] p<0.000 za AKI DAN7
j) AUC-ROC=0.70[95%(0.59-0.80)] p<0.001 za AKI DAN7

LOGISTICKI ODNOSI URIN-KRV
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4.1.1.5. KIM-1, Molekul bubreZnog osteéenja-1
Vrednosti urinarnog KIM-1

Tabelal6. uKIM1: (pg/ml) u preterminske novorodencadi po grupama:

ne-AKI/AKIN1/AKIN2

KIM1 ne-AKI AKI p AKIN; AKIN, p
DAN1,-n;17 5 12 12
mean<SD 395.70 =1 29.89 368.12 +276.19 0.856 | 368.12+276.19 nm
DAN1, -n;106 34 72 60 12
meansSD 406.98 + 323.07 699.99 +431.57 0.001 | 662.00 +429.54 888.92 +407.23 0.097
DANI; -n;51 21 30 26 4
mean<SD 426.83 +247.29 683.80 + 489.22 0032 | 649.38 +488.42 907.57 + 498.60 0.334
DAN3-n;105 33 72 60 12
mean<SD 396.15 +292.07 514.78 +372.85 0.110 | 510.28 +368.50 537.31+410.27 0.821
DAN7 -n;102 33 69 58 11
mean<SD 339.06 +254.87 347.58 £331.41 0.897 | 342.38+331.69 375.00 + 344.82 0.767

DAN=dan zivota, AKI: Acute kidney injury, ne-AKI: bez AKI, uKIM1: urinary kidney injury molecule -1 [KIM1 (pg/ml)],
AKIN Klasifikacija: Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepenl po AKIN klasifikaciji; AKIN2: Stepen2 po AKIN
klasifikaciji; p<0.05

Tabela 16. Prikazuje vrednosti KIM1 merene u svim tatkama merenja po grupama.

Analiza izmerenih vrednosti KIM-1 je pokazala da su statisticki znacajne razlike u
vrednostima ovog biomarkera zabelezene izmedu dve osnovne grupe ispitanika ne-AKI/AKI.
Ovaj deo ispitivanja znacajan je po tome $to je U njemu ostvaren veliki broj merenja, u svim
tackama ispitivanja sem DAN1,, drugog sata prvog dana ispitivanja. Statisticki vViSOko znacajne
razlike zabelezene su izmedu vrednosti KIM-1 u DAN1, (ne-AKI vs AKI ; p=0.001), a znacajne
u DAN1; (ne-AKI vs AKI; p=0.032).

Fiserova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima: Horizontalna analiza:

Dinamiku promene vrednosti KIM1 u vremenu, znacajnost te promene u razli¢itim AKI
kategorijama analizira FiSerova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima. Tabela 2 1

Figura 1 (a,b,c), horizontalna analiza. ANOVA pokazuje da se vrednosti KIM1 znacajno
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menjaju kroz vreme i razli¢ito u razli¢itim grupama: Vrednosti FiSerovog varijansnog koli¢nika
i vrednosti (p) pokazuju znaCajnost te promene u analiziranim grupama: Figura 1 (a,b,c):
Horizontalna analiza pokazuje tri vremenske odrednice, tacke merenja: DAN1,, DAN3, DAN7
po grupama: ne-AKI/AKIN1/AKIN2.

Figura 22 (a,b), vertikalna analiza.

a) [ne-AKI / AKI (F 4.942; p=0.029)];
b) [AKIN1 / AKIN2 ( F1220; p=0.273)];
c) [ne-AKI1 / AKIN1/ AKINZ2; (F= 3182; p=0.046)]

Figura 21(a, b, ¢): Horizontalna analiza: promena KIM1 u tri tacke ispitivanja: (DOL14, DOL3,
DOLY7Y) po grupama:

a) ne-AKliAKlu DAN1, DAN3, DANY

Prikazuje vrednosti KIM1 izmerene u tri tacke merenja, prvog (DANL,), treceg (DAN3) i
sedmog dana ispitivanja (DAN7Y) u dve osnovne grupe ispitanika non-AKI i AKI. Prikazan je
rani porast vrednosti KIM1 ve¢ u prvom danu ispitivanja sa statisticki zna¢ajnom razlikom
izmedu ne-AKIl i AKI u DAN1,p=0.001, izmedu ispitivanih grupa. Ova vremenska odrednica
je veoma znacajna po velikom broju uzoraka koje smo dobili (106), i veoma rano pokazali

statisticki znacajnu razliku u dve osnovne grupe ispitanika. Figura 18(a)

b) AKIN1iAKIN2 u DAN1,, DAN3, DAN7Y

Porast KIM1 u AKIN1 i AKIN2 registruje se rano u DOL14u obe grupe ispitanika, taj porast je
vec¢i u AKIN2 grupi. Vrednosti rano rastu u prvom danu Zivota, viSe u AKIN2 nego AKINI,
zatim padaju. U tre¢em danu su gotovo izjednacene a zatim padaju dalje od sedmog dana Zivota.

Te razlike nisu statisticki znacajne (p=0.09 za DOL1,) Figura 18(b)

c) ne-AKI/AKIN1/AKIN2 u DAN1,, DAN3, DANY

Prikazuje vrednosti KIM1 u tri tatke vremena u svim analiziranim grupama preterminske
novorodencadi ne-AKI/AKIN1/AKIN2. Pocetne vrednosti KIM1 u svih ispitanika koji su imali
AKI su visoke (AKIN1 i AKIN2) statisti¢ki znacajno razli¢ite u odnosu na ispitanike bez AKI
(ne-AKI) ta razlika je statisticki znac¢ajna (DAN14. p=0.001). Figura 18(c)
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Vertikalna analiza:

Figura 19 (a, b): Vertikalna analiza: promena vrednosti KIM1 u svim tatkama merenja po

grupama.

a) ne-AKI/AKI u DANLI1,, DAN1,;, DAN1s, DAN3, DANY

b) AKIN1/AKIN2 uDAN1,, DAN1,, DAN1s, DAN3, DAN7

Figura 19 (a,b,): Vertikalna analiza: Prikazuje promena vrednosti KIM1 u svim tatkama

merenja u sve ispitivane novorodencadi po grupama: DAN1,, DAN1,, DAN1s, DAN3, DANT.

Figura 19 (a) Svi ispitanici u ne-AKI i AKI grupi.

Figura 19 (b) Vrednosti KIM1 u AKIN1 i AKINZ2 grupi.
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AUC-ROC KIM-1

Table 17. Dijagnosticke karakteristike urinarnog KIM-1 kao biomarkera akutnog

ostecenja bubrega po AKIN klasifikaciji u svim vremenima

BIOMARKERS Optima o -

Specifici
Predictorske n | Auc | 95%cCI p | lcutoff | Sensitivity | SPECE 1o, o g

e | (%) (%)
variajable value
KIM1, DAN1, 12 0.47 0.14-0.80 0.874 57.7 71.43 100.0 1.69 0.29
KIM1, DAN1, 72 0.70 0.60 - 0.81 0.001 54.9 63.79 70.00 213 | 052
non-AKI

vs. AKI KIM1, DAN1s 30 0.63 0.47-0.78 0.014 876.0 38.70 100.0 7.47 0.57
KIM1, DAN3 72 0.60 0.48-0.71 0.116 765.32 27.8 90.90 417 0.75
KIM1, DAN7 69 0.47 0.35-0.58 0.614 242.4 57.7 57.60 1.33 0.72
KIM1, DAN1, 0 nm
AKINL KIM1, DAN1,4 12 0.67 0.52-0.81 0.065 548.11 91.7 67.6 1.66 0.42
vs.AKIN2 KIM1, DAN1s 4 0.66 0.42 - 0.90 0.300 780.26 75.0 89.2 2.00 | 050
KIM1, DAN3 12 0.51 0.33-0.69 0.868 4322 58.3 58.2 1.81 | 0.49
KIM1, DAN7 11 0.50 0.30-0.69 0.993 98 50.00 73.1 212 0.65

Kidney injury molecule-1(KIM1) pg/ml; DAN: dan Zivota; CI Interval poverenja; LR+ Likelihood ratio positive; LR-Likelihood
ratio negative; AUC: area under the receiver-operating-characteristic curve

KIM-1, AUC-ROC vrednosti za pojedine grupe i podgupe ispitivane preterminske
novorodencadi, Tabela 17.

AKI: Najvecu sposobnost da peredvidi AKI u preterminskog novorodenceta pokazao je AUC-
ROC u AKI grupi u DAN1, sa AUC= 0.70[C195%(0.60-0.81)]p=0.001, $to je po klasifikaciji
Mc Naila dobar ! Figura 3.b. Po istoj klasifikaciji vrlo dobar AUC je u AKI grupi ispitanika u
DAN1lg i1  iznosi AUC=0.63[CI95%(0.47-0.78)] p=0.014. Figura2la. Takode DANS3
AUC=0.60[C195%(0.48-0.71)]p=0.116. Figura 20.

AKIN2: Takode dobre vrednosti AUC-ROC registrovane u AKIN2 grupi: u DAN1,; sa
AUC=0.67[CI195% (0.52-0.81)]p=0.065. Figura 4; u DAN1ls sa AUC=0.66[CI95% (0.42-
0.90)]p=0.300.Figura 21c
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REGRESIJA

Tabela 18. Logisticka regresiona analiza faktora rizika za razvoj:
AKI/AKIN1/AKIN2: (KIM-1)

Factori rizika OR 95% CI p Adj(l;SREEd : 95% ClI p
Pol 1.128 0.418-3.048 0.812
Gestacija (nedelje) 0.699 0.503-0.972 0.033
Apgar skor, 5 min. 0.785 0.563-1.095 0.154
Porodajna telesna masa,g 1.000 0.999-1.001 0.584
AKIvs. | Bazedeficit (mmol/L) 0.895 | 0.744-1.077 | 0.240
non-AKI
KIM1 DAN1, 1.000 0.996-1.004 0.844 0.943 0.000-4.450 1.000
KIM1 DAN 1, 1.002 1.001-1.003 0.002 1.002 1.001-1.004 0.001
KIM1 DAN 14 1.002 1.000-1.003 0.041 1.002 1.000-1.004 0.037
KIM1 DAN 3 1.001 1.000-1.002 0.112 1.001 1.000-1.003 0.114
KIM1 DAN 7 1.000 0.999-1.001 0.895 1.000 0.998-1.001 0.897
Gender (male) 0.933 0.206-4.227 0.928
Gestacija (nedelje) 1.072 0.569-2.020 0.829
Apgar skor, 5 min. 0.478 0.851-2.566 0.166
Porodajna telesna masa, g 1.000 0.998-1.002 0.944
AKIN2 V. Bazedeficit (mmol/L) 0.654 0.485-0.882 0.005
AKINI | KIM1 DAN 1, nm nm
KIM1 DAN1, 1.001 1.000-1.003 0.103 1.001 0.999-1.003 0.231
KIM1 DAN 1¢ 1.001 0.999-1.003 0.331 1.000 0.997-1.003 0.963
KIM1 DAN3 1.000 0.999-1.002 0.817 0.999 0.997-1.001 0.444
KIM1 DAN 7 1.000 0.998-1.002 0.763 1.000 0.998-1.002 0.930

ClI Interval poverenja; OR: odnos $ansi; * Prilagodeno na : (pol, gestaciju,5-min Apgar skor, porodajna telesna masa, bazedeficit)

U Tabeli 18. su sumirane univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza. Rizik od
AKI progresivno je rastao sa porastom vrednosti KIM1 u prvom danu, 4 i 6 satu po prijemu:
[OR=1002 sa 95%CI=(1.001-1.003)] p=0.002; OR=1.002 sa [95%CI=(1.000-1.003)] p=0.041
tim redom. Multivarijantna logisticka regresiona analiza otkrila je da su visoke KIM1 vrednosti

u 2 i 4, satu prvog dana bili znacajni prediktori AKI nakon “adastiranja” za pridruzene varijable
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[OR=1.002 sa 95%CI(1.001-1.004)] p=0.001; i OR=1002 sa [95%CI(1.000-1.004)] p=0.037.
Prilagodavanje je izvrSeno na kovarijante POL, GES, AS, PTM, BD.

Multivarijantna logisticka regresiona analiza otkrila je da su visoke vrednosti KIM1 u AKIN2
podgrupi takode bile znacajni prediktori bolesti samostalno u drugom i ¢etvrtom satu prvog dana
merenja: [OR=1001 sa 95%CI1=(1.000-1.003)] p=0.103; OR=1.001 sa [95%CI=(0.999-1.003)]
p=0.331 tim i nakon adastiranja na pridruzene varijable: [OR=1.001sa 95%CI(0.999-1.003)]
p=0.231;iOR=1.00sa[95%CI(0.9971.003)]p=0.963.
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KORELACIJE (KORELACIONA ANALIZA):

Jacinu 1 smer odnosa medu varijablama izmerili smo kerelacionom analizom. Jaina linearnog

odnosa izmedu dve varijable meri se Pirsonovim koeficijentom linearne korelacije (r).

Tabelal9. Korelacija izmedu razli¢itih vrednosti KIM1 u razli¢itim taCkama merenja

[KIMIDOLL, | KIM DAN1, |KIM1DOLL, | KIML DOL3 | KIM1 DOL.7
KIM1 DOL1, Pearson Correlation 1 879 678" 687" .031
D .000 .004 .002 913
N 17 17 16 17 15
Pearson Correlation 879" 1 856" 585" 388"
KIM1DOLl, p .000 .000 .000 .000
N 17 106 50 103 101
Pearson Correlation 78" 856" ! 739" 867"
KIM1 DOL1s p .004 .000 .000 .000
N 16 50 51 51 49
Pearson Correlation 687" 585" 7397 1 623"
KIM1DOL3 p .002 .000 .000 .000
N 17 103 51 105 100
Pearson Correlation .031 388" 667" 623" 1

KIM1DOL7 p 913 .000 .000 .000
N 15 101 49 100 102

r-Pirsonov koeficijent korelacije, p-verovatnoé¢a, N- broj ispitanika

**_Correlation is significant at the 0.01 level

Tabela 5 pokazuje vrednosti Spirmanovog koeficijenta korelacije (r) izmedu vrednosti KIM1 u

svim ispitivanim tackama, medu sobom, koje su veoma visoke u mnogim tackama analiziranja

Y.
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Tabela 20. Korelacije izmedu svih urinarnih biomarkera merenih u drugom

satu prvog dana

BIOMARKERI KIM1 sCysC UNGALa SNGAL uNGAL

DOL1, DOL1, DOL1, DOL1, DOL1,
Pearson Correlation 1 -.247 -.163 -.026 .090
KIM1DOL1, p .340 757 .922 .848
N 17 17 6 17 7
Pearson Correlation -.247 1 171 .164 139
sCysCDOL1, p .340 512 101 .595
N 17 106 17 101 17
Pearson Correlation -.163 171 1 -.247 .166
uNGALa DOL1, p 757 512 .340 .790
N 6 17 17 17 5
Pearson Correlation -.026 .164 -.247 1 .228
sNGAL DOL1, p .922 101 .340 378
N 17 101 17 103 17
Pearson Correlation .090 139 .166 .228 1

uUNGAL DOL1, p .848 .595 .790 .378

N 7 17 5 17 17

*. Correlation is significant at the 0.05 level

**_Correlation is significant at the 0.01 level

U Tabeli 6 prikazane su korelacije KIM1 prvom danu drugi sat ispitivanja DOL1,, najranija
tacka merenja biomarkera (DOLI1,) i korelacije izmedu izmerenih vrednosti pojedinih

biomarkera u toj tacki pokazane su na Tabeli 6.

Korelacije su izracunate izmedu slede¢ih biomarkera merenih u DOL1;: KIM1, CysC, uNGALa

[apsolutne vrednosti u (ng/ml)], SNGAL, uNGAL standardizovane vrednosti u (ng/mg uCr )].
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Tabela 21. Korelacije izmedu svih urinarnih biomarkera merenih u ¢etvrtom

satu prvog dana

BIOMARKERI KIM1 sCysC UNGALa sNGAL UNGAL

DAN1, DAN1, DAN1, DAN1, DAN1,
Pearson Correlation 1 .063 258" .418*-* 238
KIM1 DAN14 p .518 .012 .000 .019
N 106 106 95 106 96
Pearson Correlation .063 1 128 227 .158
sCysC DAN1,4 p .518 211 .018 120
N 106 108 97 108 98
Pearson Correlation 258" 128 1| .4107| .986"
UNGALa DAN1, p .012 211 .000 .000
N 95 97 97 97 97
Pearson Correlation 418" 227 410" 1| 395"
sNGAL DAN1, P .000 .018 .000 .000
N 106 108 97 108 98
Pearson Correlation 238 .158 986~ 395" 1

UNGAL DAN14 p .019 .120 .000 .000

N 96 98 97 98 98

*. Correlation is significant at the 0.05 level

**_Correlation is significant at the 0.01 level

U Tabeli 21. prikazane su korelacije KIM1 u Cetvrtom satu prvog dana merenja (DAN1,) kada

je  KIML1 je imao pozitivnu statisticki znacajnu korelaciju sa uNGALa, p=0.012; SNGAL

p=0.000 i UNGAL p=0.0109.
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Tabela 22. Korelacije izmedu svih urinarnih biomarkera merenih u Sestom Satu prvog

dana ispitivanja DAN1g

BIOMARKERI KIM1 sCysC UNGALa [sNGAL |[uNGAL

DAN1; |[DAN1; |DAN1g DAN1; |[DANI1,
Pearson Correlation 1 .098 .233 367 346"
KIM1DAN1e p 497 128 .009 .020
N 51 50 44 49 45
Pearson Correlation .098 1 .088 132 .145
sCysCDAN1s p 497 501 178 268
N 50 106 60 105 60
Pearson Correlation 233 .088 1 139 396"
UNGALaDANLs p 128 501 .288 .002
N 44 60 62 60 56
Pearson Correlation 367" 132 139 1| 4847
SNGALDAN1g p .009 178 .288 .000
N 49 105 60 106 60
Pearson Correlation 346" 145 3967 4847 1

UNGALDAN1g p .020 .268 .002 .000

N 45 60 56 60 62

**_Correlation is significant at the 0.01 level

*, Correlation is significant at the 0.05 level

U Tabeli 8 prikazane su korelacije KIM1 u Sestom satu prvog dana ispitivanja (DAN1g), KIM1

je imao statisti¢ki znacajnu korelaciju sa SNGAL p=0.009, 1 uNGAL p=0.020.
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Tabela 23. Korelacije izmedu svih urinarnih biomarkera merenih u treCcem dana

ispitivanja DAN3
BIOMARKERI KIM1 sCysC | uNGALa SNGAL uNGAL
DAN3 DAN3 DAN3 DAN3 DAN3
Pearson Correlation 1 209 .002 213 024"
KIM1DAN3 p .032 .985 .029 .810
N 105 105 105 99
99
Pearson Correlation 209 1 .169 142 .183
sCysCDAN3 p .032 .093 .143 .068
N 105 108 100 107 100
Pearson Correlation .002 .169 1 .300 .983
uNGALaDAN3  p .985 .093 .002 .002
N 99 100 100 100 100
Pearson Correlation .213 142 .300 1 o
SHGALDANS p .029 143 .002 .006
N 105 107 100 107 100
Pearson Correlation 024 .183 983" 272 1
INCALDANS p .810 .068 .000 .006
N 99 100 100 100
100
*, Correlation is significant at the 0.05 level
**_Correlation is significant at the 0.01 level
U tabeli 23. prikazane su korelacije KIM1 u tre¢em danu ispitivanja DAN3, KIM1 je imao

pozitivnu korelaciju sa sCysC p=0.032; i SNGALa p=0.029
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Tabela 24. Korelacije izmedu svih urinarnih biomarkera merenih u sedmom danu

ispitivanja DAN7

BIOMARKER KIML  [sCysC [ uNGALa | SNGAL [ uNGAL
DAN7 [DAN7 [DAN7 [DAN7 |DAN?
Pearson Correlation | 1.000( .2547 | .049| .246( .079"
KIMIDAN7 p .010 .628| .013 435
N 102 102 100 102 100
Pearson Correlation | .254 [ 1.000| .235"| .127"| .236
sCysCDAN7 p .010 .016] .193 .015
N 102 108 105 107 105
Pearson Correlation 049 .235°| 1.000| .185| .984
UNGALa DAN7 p .628| .016 .059( .000
N 100 105 105 105 105
Pearson Correlation 246" 127 .185(1.000"| .197
sNGALDAN7 p .013( .193 .059 .044
N 102 107 105 107 105
Pearson Correlation .079| .236°| .9847| .197|1.000

uNGALDAN7 p 4351 .015 .000| .044
N 100 105 105 105 105

*. Correlation is significant at the 0.05 level

**_Correlation is significant at the 0.01 level

U Tabeli 24 prikazane su korelacije KIM1 u sedmom danu ispitivanja (DAN7), KIM1 je imao
pozitivnu korelaciju sa sCysC p=0.010, SNGAL p=0.013.
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4.1.1.6. Alfa-1 mikroglobulin (a1-M)

Tabela 25. al-MIKROGLOBULIN (pg/ml) u preterminske novorodencéadi po

grupama: ne-AKI/ AKIN1/AKIN2

o 1- nonAKI AKI p AKIN; AKIN, p
MIKRO
E_ANl 2h - 5 13 13 am

’ 56.68 + 33.92 56.94 + 30.41 0.987 | 56.94 + 30.41
mean+SD
DAN. AN | 35 73 61 12

’ 33.23 +£16.61 39.33 £16.77 0.079 | 40.63 + 16.67 32.71 £16.36 0.070
mean+SD
DANLON= 1 g 13 13 -

’ 36.90 £ 15.90 42.96 + 18.52 0.499 | 42.96 = 18.52
mean+SD
DAN3 -n; | 35 73 61 12
mean+SD 28.85 + 14.67 34.02 +14.53 0.087 | 34.47 +£14.53 31.75 £ 14.96 0.197
DANTY —n; 11 20 20 am
mean+SD 24.20 +11.37 32.22 +14.91 0.132 | 32.22+14.91

DAN=dan zivota, AKI: Acute kidney injury, ne-AKI: without AKI, « 1-MIKRO : alfa 1 mikroglobulin (pg/ml), AKIN
klasificacija Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepen 1 u r AKIN klasifikaciji; AKIN2: Stpene2 uAKIN klasifikaciji

U Tabeli 25. pokazane su vrednosti oo 1-MIKROGLOBULINA u svim tackama merenja, po

grupama ne-AKI/AKIN1/AKIN2.

ANOVA-Fiserova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima

Fiserova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima analizira promenu vrednosti o 1-
MIKROGLOBULINA U vremenu, razli¢itim tackama merenja, i1 znacajnost te promene u razli¢itim
AKI kategorijama. Tabela 25 i Figura 24. (a,b,c,). ANOVA pokazuje da se vrednosti o 1-

MIKRO znacajno menjaju Kroz vreme u svih ispitanika i razlicito u razlic¢itim grupama: AKI i ne-
AKI, AKIN1 i AKIN2 i ne-AKI, AKIN1 i AKIN2.
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Figura 1(a,b,c,):Horizontalna analiza: prikazana je promena a.l-MIKRO u dve taGake merenja

DAN1, i DAN3 ispitivana po grupama:

a): Prikazuje promenu vrednosti al-MIKRO izmerene u dve tacke merenja DAN14 (p=0.070)i
DAN3 (p=1.652), u sve ispitivane novorodencadi podeljene u dve osnovne grupe ispitanika ne-
AKI i AKI. Pokazuje da se izmerene vrednosti al-MIKRO znacdajno razlikuju u dve tacke
merenja prvog dana, ¢etvrti sat (DAN1,) i treCeg dana (DANS3) ali da ta razlika u dve osnovne
grupe ispitanika non-AKI i AKI nije statisti¢ki znacajna. F= 3.561, p=0.062.Tabela 25. Figura
24(a).

b) Prikazuje promenu vrednosti al-MIKRO u ispitanika koji su razvili AKI podeljnih u dve
podgrupe AKINI i AKIN2 , u dve tacaka merenja. Vrednosti rano rastu u prvom danu
ispitivanja, u obe grupe ispitanika, ta razlika je nije statisticki znac¢ajna medu gruapama AKINI
i AKIN2 u DAN1,, p=0.007; Tabela 2. Analiza kroz vreme pokazuje da medu grupama nema
statisticki znacajnih razlika. F=1.379, p=0.244; Tabela 25. Figura 24(b).

¢) Prikazuje promenu o 1-MIKRO u svih ispitanika podeljenih u non-AKI, AKIN1 i AKIN2 p
u dve tatake merenja DAN1, (p=0.136) i DAN3(p=0.558); Tabela 25. Pocetne razlike u

vrednostima statisticki nisu znacajne izmedu ispitivanih grupa, kao ni njihova promena u
vremenu. F=2.460, p=0.090. Tabela 25 Figura 24(c).

a) [ne-AKI i AKI (F=3.561; p=0.062)].
b) [AKIN1 i AKIN2 (F=1.379, p=0.244)].
c) [ne-AKI/AKIN1/ AKIN2 (F=2.460, p=0.090)].
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b)

Figura 24.(a,b,c) Promene vrednoati a1-M, po grupama: ne-AKI/AKI/AKIN1/AKIN2
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AUC-ROC
Tabela 26. Dijagnosticke karakteristike urinarnog al-MIKRO kao biomarkera akutnog

ostecenja bubrega po AKIN klasifikaciji u svim vremenima

BIOMARKERS Optimal " I

Specifici
Predictorske n AUC 95% Cl p cutoff Sensitivity P Y| LR+ | LR

; (%) (%)

variable value
al-M, DAN1, 13 0.47 0.16- 0.78 0.882 57.7 71.43 100.0 0.29
al-M, DAN1, 73 0.60 0.49-0.71 0.083 54.9 63.79 70.00 213 0.52
non-AKI

vs. AKI al-M, DANI1 13 0.63 0.38-0.88 0.357 876.0 38.70 100.0 747 0.57
al-M, DAN3 73 0.61 0.50-0.72 0.057 765.32 27.8 90.90 417 0.75
al-M, DAN7 20 0.65 0.45-0.85 0.167 242.4 57.7 57.60 1.33 0.72
al-M, DANI, nm nm
AKINL | @1-M, DANL, | 12 | 038 |020-055 | 0208 | 548.11 91.7 67.6 166 | 0.42
\Z’S'AK'N al-M, DANI, | nm 780.26 75.0 89.2 200 | 050
al-M, DAN3 12 0.46 0.28 -0.65 0.710 432.2 58.3 58.2 1.81 0.49
al-M, DAN7 Nm 98 50.00 73.1 212 0.65

ALFA- 1 MIKROGLOBULIN ( a1-M ): pg/ml; DAN zivota; Cl Interval poverenja; LR+ Likelihood ratio positive; LR-
Likelihood ratio negative; AUC: area under the receiver-operating-characteristic curve

Najvecu sposobnost predvidanja AKI za ol-MIKROGLOBULINA imao je AUC u AKI grupi u
DAN1¢ iznosio je AUC = 0.63[95%(0.38-0.88)] p=0.357. Medutim mali broj uzoraka samo 13
umanjuje znacaj ovog rezultata. Dobar AUC-ROC belezi se i u DOL7: AUC = 0.65[95%(0.45-
0.85)] p=0.167. Za celu prvu nedelju u AKI grupi AUC-ROC je iznosio preko 60: DAN1, =
0.60[95%(0.49-0.71)] p=0.083; DANI1s =0.63[95%(0.38-0.88)] p=0.357; DAN3 =
0.61[95%(0.50-0.72)] p=0.057; DAN7 = 0.65[95%(0.45-0.85)] p=0.167.
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Tabela 27. Logisticka regresiona analiza riziko faktora za razvoj:

AKI/AKIN1/AKIN2: (a1-MIKRO)

Adjusted
Riziko k faktori OR 95% Cl p a 95% CI p
OR
PoL 1.335 0.537-3.322 0.534
Gestacija (nedelje) 0.780 0.563-1.082 0.137
Apgar score 5 min. 0.828 0.606-1.132 0.238
porodajna telesna masa,g 1.000 0.999-1.001 0.952
AKI vs.
hon-AKI Basedeficit (mmol/L) 0.871 0.733-1.034 0.0114
al-M, DANI, nm
al-M, DAN1, 1.002 1.001-1.003 0.002" 1.015 0.988-1.043 0.278
aol-M, DAN1g o
al-M, DAN3 1.026 1.996-1.058 0.091 1.017 0.985-1.050 0.298
aol-M, DAN7 o
Pol (muski) 0.788 0.176-3.527 0.755
Gestacija (nedelje) 0.853 0.457-1.598 0.618
Apgar score 5 min. 1.683 0.917-3.087 0.930
porodajna telesna masa, g 1.000 0.998-1.002 0.7 27
AKINZ vs. Basedeficit (mmol/L) 0.619 0.445-0.861 0.004"
AKINL | g1-M, DANI, nm
al-M, DAN1, 0.970 0.931-1.010 0.140 0.956 0.906-1.010 0.106
al-M, DAN1 nm
al-M, DAN3 0.987 0.944-1.032 0.553 0.970 0.915-1.028 0.297
al-M, DAN7 nm

Cl:Interval poverenja; OR:odds ratio;*Adjusted for:(pol, gestacija, 5-min Apgar score, porodajnu telesnu masu, basedeficit)

U tabeli 27 su sumirane univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza. Rizik od
AKI je progresivno rastao kako je al-Mikroglobulin progresivno rastao po prijemu u NICU: OR
=1.002 sa 95% C1(1.001-1.003), kao i u trecem danu OR=1.026 sa 95% CI (1.996-1.058). Nakon
adastiranja ovaj marker je bio znacajan marker AKI u AKI grupi u DAN1,. OR=1.015 sa
95%CI1(0.988-1.043). U ostalim grupama i ostalim vremenima ovaj marker nije bio znacajan

biomarker AKI niti sam niti adastiran.
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Tabela 28. Korelacije vrednosti istog biomarkera a.1-MIKROGLOBULINA u razli¢itim

vremenima
al-M, al-M, al-M, al-M, al-M,
BIOMARKER DAN1, DAN1, DAN1; | DAN3

DAN7
Pearson Correlation 1 643" 564 564" .343
a1-M, DAN1, p .004 .015 .015 .163
N 18 18 18 18 18
Pearson Correlation 643" 1 .281 731" .190”
a1-M, DAN1, p .004 .243 .000 .307
N 18 108 19 108 31
Pearson Correlation 564’ 281 1 877" 555"
a1-M, DAN1g p .015 .243 .000 .017
N 18 19 19 19 18
Pearson Correlation 564’ 731" 877" 1 523
a1-M, DAN3 p .015 .000 .000 .003
N 18 108 19 108 31
Pearson Correlation .343 .190 555" 523" 1

a1-M, DAN7 p .163 .307 .017 .003

N 18 31 18 31 31

al-mikroglobulin u svim vremenskim tatkama merenja je bio u znac¢ajnoj korelaciji sa

vrednostima al-mikroglobulina u DAN1, DANg DAN3 sa koeficijentom korelacije (r) u

rasponu od 0.564-0.643.
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Tabela 29. Korelacije a1-M sa ostalim biomarkerima u DAN1,

BIOMARKER al-M uKIM1 sCysC | uNGALaps | sNGAL | uNGAL1,
DAN1, DAN1, DAN1, DAN1, DAN1, DAN1,
Pearson Correlation L 265 -082 -194 -1l
686

al-M, DAN1, p .322 .746 .713 497 .089

N 18 16 18 6 18

[7

Pearson Correlation .265 1 -.247 -.163 -.026 .090
uKIM1, DAN1, p .322 .340 757 .922 .848
N 16 17 17 6 17 7
Pearson Correlation -.082 -.247 1 171 .164 .139
sCysC, DAN1, p .746 .340 512 101 .595
N 18 17 106 17 101 17
Pearson Correlation -.194 -.163 171 1 -.247 .166
UNGALapsDAN1, p 713 757 512 .340 .790
N 6 6 17 17 17 5
Pearson Correlation -171 -.026 .164 -.247 1 .228
SNGAL DAN1, p 497 .922 101 .340 .378
N 18 17 101 17 103 17
Pearson Correlation .686 .090 .139 .166 .228 1

uNGAL, DAN1, p .089 .848 .595 .790 .378
N 7 7 17 5 17 17

U najranijoj tacki merenja; drugi sat prvog dana (DAN1;) al-mikroglobulin je bio u znacajnoj
korelaciji sa ostalim biomarkerima: KIM1, r=0.265; sNGAL, r=0.686.
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Tabela 30. Korelacije 0.1-M sa ostalim biomarkerima u DAN1,

BIOMARKER al-M uKIM-1 |sCysC UNGALaps |SNGAL JuNGAL
IpAn1, |DANL, | DAaN1, [PANL DAN1, |DAN1,
Pearson Correlation 1 -.002| -.140 .081 .046 .070
al-MDAN1; p .988 .148 428 .634 494
N 108 106 108 97 108 98
Pearson Correlation -.002 1| .063 258" .418” 238
UKIMIDANL; p .988 518 012 .000 .019
N 106 106 106 95 106 96
Pearson Correlation -.140 .063 1 128| 227 158
sCysCDAN1, p .148 .518 211 .018 .120
N 108 106 108 97 108 98
Pearson Correlation .081 258" .128 1| .4107 .986
INGALapsDANL P 428 012 211 .000 .000
‘ N 97 95 97 97 97 97
Pearson Correlation 046 4187 227 4107 1 .395
SNGAL DAN1,; p .634 .000 .018 .000 .000
N 108 106 108 97 108 98
Pearson Correlation .070 238" .158 986" | .395 1
uNGALDAN1,; p 494 .019 120 .000 .000
N 98 96 98 97 98 98

U prvom danu, ¢etvrti sat merenja (DAN1,4) al-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa
ostalim biomarkerima; SNGAL, r=0.046; uNGAL, r=0.070.
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Tabela 31. Korelacije a1-M sa ostalim biomarkerima u DAN1g

a1-M uKIM1 sCysC UNGALaps | sNGAL uNGAL
BIOMARKER DAN1, DAN1s | DAN1s DAN1, DAN1, DAN1
Pearson Correlation 1 .136 -.143 -.426 -.452 -.254
a1-M,DAN1s
P 591 .559 .088 .052 .295
N 19 18 19 17 19 19
Pearson Correlation 136 1 .098 233 367" 346
uKIM1, DAN p .591 497 128 .009 .020
N 18 51 50 44 49 45
Pearson Correlation -.143 .098 1 .088 132 .145
sCysC, DAN1s p .559 497 501 178 .268
N 19 50 106 60 105 60
Pearson Correlation -.426 .233 .088 1 139 .396
UNGAL,s, DAN1s p .088 128 .501 .288 .002
N 17 44 60 62 60 56
Pearson Correlation -.452 367" 132 .139 1 484
SNGAL, DAN1; p .052 .009 178 .288 .000
N 19 49 105 60 106 60
Pearson Correlation -.254 .346" .145 396" 484" 1
UNGAL,DAN1;  Sig. (2-tailed) .295 .020 .268 .002 .000
N 19 45 60 56 60 62

U prvom danu, Sesti sat merenja (DAN1g) al-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa

ostalim biomarkerima; KIM-1, r=0.136.
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Tabela 32. Korelacije a1-M sa ostalim biomarkerima u DAN3

BIOMARKER al-M. uKIM1 sCysC | uNGALaps | sNGAL uUNGAL
DAN3 DAN3 DAN3 DAN3 DAN3 DAN3
: 1 .095 -.138 .008
Pearson Correlation -.084 .020
.336 .155 .939
a1-M DAN3 p .392 .844
N 108 105 108 100
107 100
; .095 1| .304"7 -.011
Pearson Correlation 267 -.004
.336 .002 911
uKIM1 DAN3 p .006 .966
N 105 105 105 99
105 99
: -.138 .304" 1 170 "
Pearson Correlation 164 183
.155 .002 .091
sCysC DAN3 p .091 .069
N 108 105 108 100
107 100
; .008 -.011 170 1
Pearson Correlation 268 .985
939 911 .091
UNGALaps DAN3 p .007 .000
N 100 99 100 100
100 100
: -.084 267" 164 268" "
Pearson Correlation 1 242
.392 .006 .091 .007
SNGAANL3 p .015
N 107 105 107 100
107 100
; .020 -.004 .183 985"
Pearson Correlation 242 1
.844 .966 .069 .000
UNGALDANS3 p .015
N 100 99 100 100
100 100

U prvom danu, Sesti sat merenja (DAN3) al-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa
ostalim biomarkerima; KIM1, r=0.095; uNGAL, r=0.020.
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Tabela 33. Tabela 5. Korelacije a1-M sa ostalim biomarkerima u DAN7

al-M uKIM1 Cys-C UNGALaps | SNGAL JuNGAL
BIOMARKER DAN7 DAN7 DAN7 DAN7 DAN7 DAN7
Pearson Correlation 1 -.166 114 -.102 .143 -.074
a1-M DAN7 p .379 541 .584 441 .691
N 31 30 31 31 31 31
Pearson Correlation -.166 1 271" .073 272 .075
uKIM1 DAN p .379 .006 468 .006 .460
N 30 102 102 100 102 100
Pearson Correlation 114 271" 1 278" .160 .286"
sCysC DAN7 p 541 .006 oo4] 100 003
N 31 102 108 105 107 105
Pearson Correlation -.102 .073 278" 1 134 .970
UNGALapsDAN7 p .584 468 .004 173 .000
N 31 100 105 105 105 105
Pearson Correlation 143 272" .160 134 1 .148"
SNGALDAN7 p 441 .006 .100 173 .133
N 31 102 107 105 107 105
Pearson Correlation -.074 .075 286" .970" .148 1
IUNGAL p .691 460 .003 .000 133
N 31 100 105 105 105 105

U sedmom danu (DAN3) al-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa ostalim
biomarkerima; sCysC,r=0.114; sNGAL, r=0.143.

**_Correlation is significant at the 0.01 level (p).
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4.1.1.7. Beta-2 mikroglobulin (B 2-M)

Tabela 34. f2-MIKROGLOBULIN (pg/ml) u preterminske novorodencadi u

ne-AKI/AKIN1/AKIN2 grupama

p2-MIKRO nonAKI AKI p AKIN; AKIN, p
DAN; 2h-n; | 35 73 22

1 0.653
mean=SD 7.48 £6.58 8.23+4.99 0.679 | 8.12+5.08
DAN; 4h-n; | 19 23 22 1
mean+SD 8.73+£5.56 8.34+391 0.795 | 8.15+3.89 0.277
DAN; 6h-n; | 35 73 61 12
meanSD 8.84+5.42 10.12 + 5.50 0.259 | 9.44+5.49 13.57+4.24 0.016
DAN3 —n; 35 73 61 12
mean+SD 9.33+£5.27 10.69 £ 5.38 1.219 | 9.80+5.20 15.24 £ 3.86 0.001
DANT7 —n; 35 72 60 12
mean+SD 7.65+5.11 9.06 +4.81 0.168 | 8.32+4.58 12.75+4.37 0.003

DAN=dan Zivota, AKI: Acute kidney injury, ne-AKI: bez AKI, B 2-MIKRO :beta 2 mikroglobulin (pg/ml), AKIN klasifikacija:
Acute Kidney Injury Network; AKIN1: Stepenl za AKIN klasifikaciju; AKIN2: Stepen 2 za AKIN klasifikaciju

U Tabeli 34. pokazane su vrednosti f2-MIKRO u svim tatkama merenja, po grupama ne-
AKI/AKIN1/AKIN2. Fiserova jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima FiSerova
jednofaktorska ANOVA sa ponovljenim merenjima analizira promenu vrednosti 2-MIKRO u
vremenu i znacajnost te promene u razli¢itim AKI kategorijama. Tabela 34 i Figura 27 (a,b,c,).
ANOVA pokazuje da se vrednosti f2-MIKRO znacajno menjaju kroz vreme u svih ispitanika i
razli¢ito u razli¢itim grupama: AKI i non-AKI grupi, AKIN1 i AKINZ2 i non-AKI, AKIN1 i
AKIN2. Figura 27.(a,b,c,): Horizontalna analiza: promena 2-MIKRO u tri
DAN1s, DAN3 i DAN7 ispitivanja po grupama:

tacake merenja

a) Prikazuje dve osnovne grupe ispitanika non-AKIl i AKI i promene vrednosti 2

mikroglobulina (2-M ) u njima. Prikazana su merenja u tri tacke: DAN1s (p=0.259) i DAN3
(p=1.219) i DAN7 (p=0.168). Pokazuje da se izmerene vrednosti f2-MIKRO razlikuju u tri

taCke merenja prvog, tre¢eg i sedmog dana dana ali da ta razlika u dve osnovne grupe ispitanika

non-AKI i AKI nije bila statisti¢ki znacajna. F= 1991, p=0.161. Tabela 34. Figura 27.(a).

b) Prikazuje svu novorodencad koja su razvila AKI i podeljni su u dve podgrupe AKIN1 i

AKIN2 i promene vrednosti B2 mikroglobulina (f2-M) u njima, mereno u tri tacke sa
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statistiCki znaCajnim razlikama izmedu grupa u navedenim tackama merenja: DAN1g; p=0.016,
u DAN3 p=0.001 i DAN7 p=0.003. Promena vrednosti 32-M u grupama pokazuje da su razlike

kroz vreme u posmatranim grupama bile visoko statisticki znac¢ajne F=9.664; p=0.003.Tabela 34.

Figura 27(b).

c) Prikazuje promenu B2-MIKRO U sve ispitivane novorodencadi podeljenih u non-AKI,
AKIN1 i AKIN2 pod-grupe, u tri tacke merenja: DAN1g (p=0.136); DAN3(p=0.558) i
DOL7(p=0.003 ); Tabela34. Razlike u vrednosstima B2-MIKRO koje su u grupama zabelezene

u vremenu statisti¢ki su veoma znacajne.

Tabela 34. Figura 27(c) F=5761, p=0.004.

Figura 27. (a,b,c,): Horizontalna analiza: promena B 2-MIKRO u svih pet tacaka merenja po

ispitivanim grupama:

Figura 27(a) Prikazuje sve ispitanike u svim tackama merenja. Ispitanici us podeljeni u dve
osnovne grupe non-AKI i AKI. F=0.335, p=0.566.

Figura 27(b) Prikazuje ispitnike u AKIN1 i AKINZ2 i analizu vrednosti f2-M u svim ta¢kama

ispitivanja. Ova analiza pokazuje da nema statisticki zna€ajnih razlika u vrednostima $2-M u

Ispitivanim grupama. F=2931; p=0.102.

Figura 27(c) Prikazuje sve ispitanike u svim tacakama merenja i pokazuje da posmatrano u
duzem vremenskom periodu nema statisticki znacajnih razlika medu analiziranim grupama. F=

1311; p= 0.281.
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Figura27. (a,b,c)Promene vrednosti f2-mikroglobulina u tri tacke merenja (DANIg, DAN3, DANT) po grupama
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Table 35.

Diagnosticke karakteristike urinarnog biomarkera B 2-MIKRO za AKI

po AKIN Kklasifikaciji za sve vremenske tacke

BLorxj;t:)}:Siss n | AUC 95% CI p OCF:,IttI(Tffa ! 59;?;3/“ Spiz/:‘)iciy LR+ | LR-
variable value
B2-M, DANL1, 23 059 | 0.41-0.77 0.300 57.7 71.43 100.0 0.29
non- B2-M, DAN1, 23 | 052 | 0.34-0.70 0.771 54.9 63.79 70.00 213 | 052
ALY | p2-M, pant, | 73 | 056 | 038-088 0249 | 876.0 38.70 1000 | 747 | 057
B2-M, DAN3 73 | 058 0.47-0.70 | 0.134 | 76532 27.8 90.90 417 | 075
B2-M, DAN7 72 | 058 0.46-069 | 0.174 242.4 57.7 57.60 133 | 0.72
B2-M, DANL1, 1 0.72 0.54-0.91 0.541
AKINT | B2-M, DAN1, 1 0.90 | 0.78-1.00 0.175 | 548.11 91.7 67.6 166 | 0.42
fk,Nz B2-M, DAN1e 12 | 074 0.61-0.88 0.007 | 780.26 75.0 89.2 2.00 | 050
B2-M, DAN3 12 | 0.80 0.67-0.93 0.001 432.2 58.3 58.2 1.81 | 049
p2-M, DAN7 12 | 075 0.61-0.89 0.006 98 50.00 731 212 | 065

BETA 2 MIKROGLOBULIN ( 32-M ): pg/ml; DAN: dan zivota; CI Interval poverenja; LR+ Likelihood ratio positive; LR-
Likelihood ratio negative; AUC: area under the receiver-operating-characteristic curve
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Tabela 35. Logisticka regresiona analiza faktora rizika za razvoj akutnog ostecenja
bubrega: AKI/AKIN, pomo¢u (B2-MIKROGLOBULIN)

Prilagodeno
Faktori rizika OR 95% CI p na 95% CI p
ORp

Pol 1.337 0.288-6.204 | 0.711
Gestacija (nedelje) 0.696 0.422-1.148 | 0.155
Apgar score 5 min. 0.448 0.233-0.861 | 0.016
Porodajna telesna masa,g 1.001 0.999-1.003 0.494

AKL:Z " | Base deficit (mmol/L) 1.200 | 0.862-1.670 | 0.280
B2-M, DAN1, 1.024 0.918-1.142 | 0.670 1.008 0.875-1.160 | 0.915
B2-M, DAN1, 0.982 1.861-1.120 | 0.789 1.014 0.857-1.201 | 0.697
B2-M, DAN1g 1.045 0.968-1.128 | 0.257 1.020 0.939-1.108 | 0.641
B2-M, DAN3 1.050 0.971-1.135 | 0.219 1.020 0.735-1.049 | 0.662
B2-M, DAN7 1.062 1.975-1.157 | 0.168 1.025 0.9341.125 0.604
Pol 0.670 0.000 0.999
Gestacija (nedelje) 1.125 0.000 1.000
Apgar score 5 min. 0.000 0.000 0.999
Porodajna telesna masa,g | 1.022 0.000 1.000

AKIN2 | Base deficit (mmol/L) 0.073 0.000 1.000

AKINL | B2-M. DANL 1.095 | 0.747-1.604 | 0.643 | 0.367 | 0.000 1.000
B2-M, DAN1, 1.270 | 0.805-2.003 | 0.304 5.526 0.000 0.999
p2-M, DAN1, 1.155 1.020-1.309 | 0.023 1.188 1.006-1.401 | 0.042
p2-M, DAN3 1.256 1.077-1.465 | 0.004 1.256 1.047-1.507 | 0.014
B2-M, DAN7 1.234 1.060-1.437 | 0.007 1.235 1.031-1.479 | 0.022

ClI: interval poverenja; ORP:o0dnos 3ansi prilagodeni na (pol, gestacionu zrelost, 5-min Apgar skor, porodajna telesna masa, deficit
baze)
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U tabeli 35. su sumirane univarijantna i multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza. Rizik od
AKI porastao je rano sa porastom koncentracija f2-M, DAN1, u 2 i 6 satu po prijemu u NICU:
OR=1.024 sa 95%CI=(0.918-1.142); OR=1.045 sa 95%CI1=(0.968-1.128); tim redom kao i u
trecem OR=1.050 sa 95%CI=(0.971-1.135) i sedmom danu zivota OR=1.062 sa 95%CI=(0.975-
1.157) u AKI grupi ispitanika. U AKIN2 grupi visoke vrednosti p2-M, bile su znacajni
prediktori AKI u svim tackama ispitivanja DAN1,: OR=1.095 sa 95%CI=(0.747-1.601), DAN1,4
OR=1.270 sa 95%CI=(0.805-2.030), DAN1s OR=1.155 sa 95%CI=(1.020-1.309),DAN3
OR=1.256 sa 95%CIl=(1.077-1.465), i DAN7 OR=1.234 sa 95%CI=(1.060-1.437.
Multivarijantna logisticka regresiona analiza je otkrila da su visoke vrednosti f2-M, u svim
tatkama ispitivanja na dalje bile znagajni prediktori AKI nakon prilagodavanja, adastiranja , na
pridruzene varijable: DAN1, OR=1.008 sa 95% CI=(0.875-1.160); DAN1, OR=1.014 sa
95%CI1=(0.857-1.201); DAN1s OR=1.020 sa 95%CI=(1.939-1.108); DAN3 OR=1.008 sa 95%
CI=(0.875-1.160); DAN7 OR=1.014 sa 95%CI=(0.857-1.201); tim redom u AKI grupi i takode u
AKIN 2 grupi ispitanika u Cetiri tacke ispitivanja od éetvrtog sata na dalje: DAN1, OR=5.526 sa
95%CI1=(0.000-...); DAN1s OR=1.188 sa 95%CI=(1.006-1.401); DAN3 OR=1.256 sa 95%
CI=(1.047-1.507); DAN7 OR=1.235 sa 95%CI1=(1.031-1.479).
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KORELACIE:

Povezanost izmedu vrednosti istog biomarkera merenog u razli¢itim

vremenima izracunata je pomocu Pirsonovog koeficijenta linearne korelacije.

Tabela 36
BIOMARKERI p2-M B2-M g2-M g2-M p2-M
DAN1, DAN1, DAN1g DAN3 DAN
Pearson Correlation 1 .6845 .5125
UB2-M, DOL1, p .000 .001 276 381"
N 42 42 42 077 .013
Pearson Correlation 684" 1 7137 42 42
up2- M, DOL1, p .000 .000 266" 354
N 42 42 42 .089 .021
Pearson Correlation 512" 7137 1 42 42
up2-M, DOL1, p .001 .000 831" 772"
N 42 42 108 .000 .000
Pearson Correlation 276 .266 8317 108 107
UB2-M,DOL3 p 077 .089 .000 1 .898
N 42 42 108 .000
108
Pearson Correlation 381 354 772”7 988" 107
up2-M,DOL7 p .013 021 .000 .000 1
N 42 42 107 107 | 107

B2-mikroglobulin u svim vremenskim tackama merenja je bio u znacajnoj korelaciji sa

vrednostima 2-mikroglobulina u DAN1; DAN1s DAN3 sa koeficijentom korelacije (r) u

rasponu od 0.512-0.988.
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Tabela 37. Korelacije p2-M sa ostalim biomarkerima u DAN1,

B2-M al-M uKIM1 sCysC UNGALaps | sSNGAL JuNGAL
BIOMARKER DAN1, |DAN1, DAN1, |DAN1, DAN1, DAN1, |DAN1,

Pearson 1 .396 .089 -.138 572 .357 528
Correlation

2-M,DOLL, 104 735 396 138|020 178
N 42 18 17 40 8 42 8
Pearson .396 1 .265 -.082 -.194 -171 .686
Correlation

al-M, DOLL, 104 322 746 713|497 089
N 18 18 16 18 6 18 7
Pearson .089 .265 1 -.247 -.163 -.026 .090
Correlation

UKIML, DOLL, 735 322 340 757|922 848
N 17 16 17 17 6 17 7
Pearson -.138 -.082 -.247 1 171 .164 139
Correlation

sCysC,DOLL 396 746 340 512 101 595
N 40 18 17 106 17 101 17
Pearson 572 -.194 -.163 A71 1 -.247 .166

u NGALaps, Correlation

DOLL, p .138 713 757 512 .340 .790
N 8 6 6 17 17 17 5
Pearson 357 -171 -.026 164 =247 1 228
Correlation

SNGAL, DOLL, 020 497 922 101 340 378
N 42 18 17 101 17 103 17
Pearson .528 .686 .090 139 .166 .228 1
Correlation

UNGAL, DOLL, 178 089 848 595 79| 378
N 8 7 7 17 5 17 17

U najranijoj tacki merenja; drugi sat prvog dana (DAN1;) B2-mikroglobulin je bio u zna¢ajnoj
korelaciji sa ostalim biomarkerima: a.1-M, r=0.396; uUNGAL, r=0.528; uNGALaps, r=0.572;
SNGAL r=0.357.
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Tabela 38. Korelacije p2-M sa ostalim biomarkerima u DAN1,

Is2-m al-M uKIM1 sCysC UNGALgs |[SNGAL JuNGAL
BIOMARKER DAN1, | DAN1, DAN1, DAN1, |DAN1, DAN1, | DAN1,
Pearson Correlation L -100 028 -002 236 224
.184

B2-M DAN1, P 530 862| 989 132| 244|154
N 42 42 40 42 42 42 42

Pearson Correlation -.100 1 -.002 -.058 114 .085 .093

ua1-M.DAN1, p .530 .988 .553 .268 .384 .361
N 42 108 106 108 97 108 98

Pearson Correlation .028 -.002 1 .097 .234 454 .208

uKIM1 DAN1, p .862 .988 .325 .023 .000 .042
N 40 106 106 106 95 106 96

Pearson Correlation -.033 -.140 .063 1.000 .078 .254 .093

sCysCDANL, p 835 .148 518 448 .008 361
N 42 108 106 108 97 108 98

Pearson Correlation .304 .081 .258" .078 1.000 .429° .081

UNGALapsDAN1, p .051 428 .012 448 .000 .000
N 42 97 95 97 97 97 97

Pearson Correlation 430" .046 418" .254 429 1.000" 427

SsNGALDAN1, p .004 634 .000 .008 .000| 1.000" .000
N 42 108 106 108 97 108. 98

Pearson Correlation .287 .070 238 .093 .981| .427"] 1.000

UNGAL,DAN1, p .065 494 .019 .361 .000 .000 .000
N 42 98 96 98 97 98 98

U prvom danu, Cetvrti sat merenja (DAN1,) B2-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa

ostalim biomarkerima; SNGAL, r=0.430; uNGALaps, r=0.304; uNGAL, r=0.287.
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Tabela 39. Korelacije p2-M sa ostalim biomarkerima u DAN1g

B2-M al-M uKIM1 sCysC UNGALgs |sNGAL JuNGAL
BIOMARKER DAN1s | DAN1s DAN1s |DAN1ls ]JDAN1g DAN1s | DAN1g
Pearson Correlation 1 447 -.047 -.029 .080 .024 .139
2-M DAN1g p .055 .745 770 .535 .807 .280
N 108 19 51 106 62 106 62
Pearson Correlation 447 1 .136 -.143 -.426 -.452 -.254
ua1-M.DAN1g p .055 501 .559 .088 .052 .295
N 19 19 18 19 17 19 19
Pearson Correlation -.047 .136 1 .098 .233 .367 .346
uKIM1 DAN1ls p 745 .591 497 .128 .009 .020
N 51 18 51 50 44 49 45
Pearson Correlation -.029 -.143 .098 1 .088 132 .145
sCysCDAN1, p .770 .559 497 .501 .178 .268
N 106 19 50 106 60 105 60
Pearson Correlation .080 -.426 .233 .088 1 139 .396
sNGALapSDANl D 535 088 128 501 288|  .002
N 62 17 44 60 62 60 56
Pearson Correlation .024 -.452 367" 132 139 1] .484”
SNGALDOL1, p .807 .052 .009 178 .288 .000
N 106 19 49 105 60 106 60
Pearson Correlation 139 -.254 .346" .145 .396 484 1
UNGAL,DAN1s p .280 .295 .020 .268 .002 .000
N 62 19 45 60 56 60 62

U prvom danu, Sesti sat merenja (DANZ1g) B2-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa
ostalim biomarkerima; sa a1-M r=0.447, uNGAL r=0.139.

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). *. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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Tabela 40. Korelacije p2-M sa ostalim biomarkerima u DAN3

B2-M al-M uKIiM1 sCysC JUNGALgs | SNGAL uNGAL
BIOMARKER DAN3 DAN3 DAN3 DAN3 |DAN3 DAN3 DAN3

Pearson Correlation 1 .267 .152 .043 110 .028" 104
32-M DAN3 p .005 122 .661 .276 776 .304
N 108 108 105 108 100 107 100
Pearson Correlation 267" 1 .095| -.138 .008" -.084 .020
ua1-M.DAN3 p .005 .336 .155 .939 .392 .844
N 108 108 105 108 100 107 100
Pearson Correlation 152 .095 1| .304" -.011 267 -.004
uKIM1 DAN3 p 122 .336 .002 911 .006 .966
N 105 105 105 105 99 105 99
Pearson Correlation .043 -.138 .304" 1 .170 164 1837
sCysCDAN3 p .661 .155 .002 .091 .091 .069
N 108 108 105 108 100 107 100
Pearson Correlation .110 .008 -.011 .170 1 .268 .985
UNGALapsDAN3 p .276 .939 911 .091 .007 .000
N 100 100 99 100 100 100 100
Pearson Correlation .028 -.084 2677 164 .268 1| 2427
SNGALDANS3 p 776 .392 .006 .091 .007 .015
N 107 107 105 107 100 107 100
Pearson Correlation .104 .020 -.004 .183 .985 242 1

UNGAL,DAN3 p .304 .844 .966 .069 .000 .015
N 100 100 99 100 100 100 100

U tre¢em danu sat merenja (DAN3) B2-mikroglobulin je bio u znacajnoj korelaciji sa ostalim
biomarkerima; sa al-M r=0.267, SNGAL r=0.028.

Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Tabela 41. Korelacije p2-M sa ostalim biomarkerima u DAN7

p2-M al-M uKIM1 | sCysC JuNGAL, SNGAL ] uNGALs

BIOMARKER DAN7 DAN7 DAN7 | DAN7 | DAN?7 DAN7 DAN7
Pearson Correlation 1 .296 .073 -.021 .026 .033 .007
B2-M DAN7 p .106 464 .829 .796 732 .942
N 107 31 102 107 105 107 105
Pearson Correlation .296 1 -.166 114 -.102 143 -.074
ual-M.DAN7 p .106 .379 541 .584 441 .691
N 31 31 30 31 31 31 31
Pearson Correlation .073 -.166 1] 27117 .073 272 .075
UKIM1DAN7 p 464 379 .006 468 .006 460
N 102 30 102 102 100 102 100
Pearson Correlation -.021 114 2717 1 278 .160 286"
sCysCDAN3 p .829 541 .006 .004 .100 .003
N 107 31 102 108 105 107 105
Pearson Correlation .026 -.102 .073| .278™ 1 134 .970
UNGALapsDOL7 p .796 .584 468 .004 173 .000
N 105 31 100 105 105 105 105
Pearson Correlation .033 143 2727 .160 134 1 .148™
SNGALDAN?7 p 732 441 .006 .100 173 133
N 107 31 102 107 105 107 105
Pearson Correlation .007 -074 075| .286™ 970 .148 1

UNGAL,DAN7 p .942 .691 460 .003 .000 133

N 105 31 100 105 105 105 105

U sedmom danu merenja (DAN7) B2-mikroglobulin je bio u znac¢ajnoj korelaciji sa ostalim biomarkerima; sa a1-M r=0.296, SNGAL

r=0.033.

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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5. DISKUSIJA

Akutno oste¢enje bubrega novorodenceta, nastaje najéeS¢e kao posledica perinatalne asfiksije,
kompleksan je i Cest problem neonatalnog perioda naroCito novorodencadi tretirane u
jedinicama intenzivne nege (NICU). Ucestalost AKI novorodenceta u NICU je od 30-70 %
[1,2]. U celoj pedijatrijskoj populaciji ucestalost AKI je najéesca u periodu novorodenceta [2].
Bubrezi novorodenceta imaju nizak JGF, koji se odrzava delikatnim balansom izmedu
vazokonstriktornih i vazodilatatornih sila. Nizak JGF bubrega novorodencadi ogranicava
postnatalnu renalnu funkcionalnu adaptaciju na endogene i egzogene stresove. Ovaj ograniceni
odgovor je predispozicija novorodenceta za razvoj AKI i izraZenija je u preterminske
novorodencadi. S obzirom na ovu predispoziciju rana identifikacija AKI u novorodenceta je

neophodna za oCuvanje bubrezne funkcije.

Patogeneza bolesti je slozena i multifaktorijalna. Riziko faktori su: perinatalna
asfiksija, neadekvatan unos vode i elektrolita u prvim neonatalnim satima i danima, rana
neonatalna dehidracija i hipotenzija, hiperhidracija, nefrotoksi¢nost brojnih medikamenata,
neonatalna sepsa. Faktori rizika su i nizak AS, zakasnela reanimacija, nacin i procenat kiseonika
primenjenog u reanimaciji, transport od porodilista do odeljenja intenzivne nege,
hipotermija, hipertermija novorodenceta, prematuritet i brojni drugi problemi neonatalnog
perioda. Redi uzrok AKI novorodenceta su urodene anomalije bubrega i urotrakta i infekcije
urinarnog trakta (UTI). Nesumnjiva je pozitivna korelacija izmedu indeksa oksidativnog
stresa 1 oSteCenja bubrega. Jo$§ uvek je nedovoljno istrazeno pitanje i ostaje nau¢na nepoznanica
zaSto perinatalna asfiksija rezultuje akutnim oStecenjem bubrega samo u neke novorodencadi
[3]? Zasto neka novorodencad sa najtezim oblicima perinatalne asfiksije ne ispoljavaju akutno
osteCenje bubrega a neka sa umerenom perinatalnom asfiksijom imaju teSke oblike AKI?
Pretpostavke su da individualne razlike u ¢elijskoj reakciji mogu biti odgovorne za razliCite
klinicke posledice, Sto istice znacaj genetske predispozicije novorodencadi za ispoljavanje
akutnog oSte¢enja bubrega. Teskoce u definisanju akutnog oStecenja bubrega novorodenceta su
1 dalje velike. Definicija AKI novorodenceta je problemati¢na, jer se trenutne dijagnoze
zasnivaju na dva osnovna parametra serumskom Kkreatininu i diurezi. Kao i kod odraslih oba

su kasne posledice oSte¢enja a ne marker samog oSte¢enja. Neonatalna fiziologija dodatno
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komplikuje tumacenje ovih bioloskih markera [3,35]. Neke vazne Cinjenice treba razmotriti u
bilo kojoj neonatalnoj definiciji ili dijagnozi. OpSte uverenje je da novorodencad imaju
neoliguri¢énu AKI [26], ali to moZe biti zabluda u nedostatku znanja o normalnoj diurezi (UO)
novorodenceta. Ukupna telesna voda kod novorodencadi je veca nego kod odraslih. Posebno je

Visok procenat vode u telu preterminske novorodenéadi i do 80% telesne mase [36].

AKI novorodenceta se dugo smatrao reverzibilnim sindromom. Medutim u poslednjoj deceniji
se stav promenio, nakon mnostva podataka iz eksperimantalnih radova na animalnim modelima
1 humanoj populaciji, jasno je da AKI novorodenceta jeste ozbiljno stanje koje moze dovesti do
dugoro¢nih posledica, trajnog oStecenja bubrega CKD, kao i do ozbiljnih osStec¢enja drugih
organa [58-60]. U odraslih pacijenata koji su preziveli AKI episode [61] registruje se veci
mortalitet. Deca nakon AKI epizoda su u znacajno viSem riziku od dugoro¢nih posledica kao
§to su neke bubrezne bolesti Henoch - Schénlain purpura ili hemoliticko uremijski sindrom
[62]. U poslednje vreme se ozbiljnije proucava dugorocna prognoza AKI kod dece i
novorodencadi bez osnovne bubrezne bolesti. U jednoj studiji novorodencadi od 126 ispitanika
koji su praceni do tri godine nakon episode AKI [5]. U ovoj grupi 10% je razvilo CKD, koji je
bio u direktnoj korelaciji sa AKIl. Sa AKI u fazi 3 je bilo 17% ispitanika. U ovoj grupi 30
pacijenata je imalo neonatalni AKI, a 5 pacijenata (16.6%) razvilo CKD, §to pokazuje da je ova
populacija u veéem rizik za razvoj CKD. U jednoj studiji procenjene su dugoro¢ne AKI
posledice u populaciji novorodencadi [19]. Studije evaluacije CKD nakon AKI episode
posebno kod novorodencadi nedostaju. AKI novorodenceta je sindrom sa teSkim ranim i
kasnim posledicama [3]. Nedavni napredak u definisanju i klasifikaciji AKI poboljsace
epidemioloSke 1 klinicke studije u pedijatrijskoj populaciji, uklju¢ujué¢i novorodence. Novi
biomarkeri AKI su veoma vaZzni za ranu dijagnozu i1 mogu imati istaknuti znacaj kod
novorodencadi, kod kojih se diureza menja, povecava sa sazrevanjem tubula a sCr nije

idealan biomarker zbog poznatih osobina kreatinina i specifi¢nosti neonatalnog perioda.

Preterminsko novorodence ima jedinstveni rizik za razvoj AKI zbog: nezrelosti svih
organa i organskih sistema, posebno bubrega, nekompletne nefrogeneze, ranog izlaganja

nefrotoksi¢nim lekovima, komorbiditeta specificnih za prematuritet, udruzenih teskih stanja kao
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Sto je ductus arteriosus perzistens (PDA) i respiratorni distress sindrom (RDS), intrakranijalna
hemorgija (HIC). Poznata je osetljivost preterminskog novorodenceta na neke medikamente
kao §to su aminoglikozidi, nesteroidni antiinflamatorni lekovi, tipa indometacina, koji je u
Sirokoj upotrebi u terapiji zatvaranja DAP 1 profilaksi HIC. Najces¢i wuzrok AKI kod
preterminske novorodencadi je perinatalna asfiksija. Dijagnoza AKI kod novorodenadi je teska
i problemati¢na. Dijagnoza se postavlja na osnovu vrednosti serumskog Kreatinina, Kkoji nije
idealan, ali je jo$uvek i ako najstariji, jedini zvani¢an biomarker AKI [3]. Nedavna istrazivanja
su dovela do razvoja prospektivnih studija biomarkera za ranu detekciju AKI. Broj radova kod
novorodencadi je ograni¢en. Medu ispitivanim biomarkerima najviSe obecava NGAL. Cilj
prvobitnih radova koji su ispitivali NGAL kod novorodencadi je bio da se otkriju neke
karakteristike NGAL kao $to su zavisnost od gestacijske zrelosti, porodajne telesne tezine,
postnatalne dobi i izlozenosti medikamentima. Znacajan deo nase studije odnosi se na ispitivanje
znafaja NGAL u dijagnozi neonatalnog AKI. Pocetne studije su pokazale da novorodencad sa
nizom gestacijom i porodajnom telesnom masom imaju vise nivoe NGAL. U studiji Lavery-a i
saradnika urinarni NGAL je meren u 20 pretrminske novorodencadi. Rezultati studije su
pokazali da su viSe vrednosti urinarnog NGAL imala novorodencad sa manjom gestacijom ili
novorodencad sa malom telesnom masom za gestaciju. Studija zakljucuje da klini¢ka upotreba
UNGAL kao biomarkera neonatalnog AKI zasluzuje dalje ispitivanje [57]. Rana detekcija AKI
u preterminske novorodencadi klini¢arima bi omogucila ranu terapiju, precizniji, modifikovan
unos tecnosti, bolju kontrolu koncentracija kalijuma 1 parenteralnu ishranu, adaptaciju doza i

frekvence nefrotoksi¢nih lekova i upotrebu diuretika u oliguri¢nih pacijenata.

Pre 2004 godine opsti termin akutna bubreZna insuficijencija (AKI) je koriS¢en za strm
i neprekidan pad u jac¢ini glomerulske filtracije (JGF) koji rezultuje retencijom azotnih materija
ureje 1 kreatinina i neazotnih materija. U zavisnosti od tezine i trajanja renalne disfunkcije
njihova akumulacija je pracena metabolickim poremecajima, kao §to su metabolicka acidoza 1

hiperkalijemija, promene u balansu telesnih te€nosti 1 efektima na mnoge druge organske sisteme

[1]
AKIN kriterijum

Iako je dijagnosticki kriterijum za AKI i sistem stadijuma baziran na na RIFLE kriterijumu [7],

dodate su brojne bitne modifikacije.
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m Prvo dodatak apsolutne promene u sCr od >0,3mg/dL(>26.52umol/L) je baziran na
epidemioloskim podacima koji pokazuju 80% porast rizika za mortalitet povezan sa ovim malim

promenama [3-5].
m Drugo: eGFR kriterijum i stadijumi "gubitak" i "krajnji stadijum" su bili izostavljeni

m Trece: ukljucenje vremenskog ogranicenja na 48 sati bazirano je na podacima koji su pokazali

da su losiji ishodi bili povezani sa porastom kreatinina u prvih 48 sati [5,14].

Vazno je da, AKIN dijagnosticki kriterijum, ukljucuje obe vrednosti, apsolutnu i procentualnu
promenu sCr, §to omogucava prilagodavanje varijacija u odnosu na uzrast, pol i indeks telesne
mase i redukuje potrebu za osnovnom vredno$c¢u kreatinina (baseline creatinin). S druge strane

oni zahtevaju bar dve vrednosti kreatinina tokom 48 sati.

m Cetvrto: AKI pacijenti kojima je neophodna akutna dijaliza su automatski izmesteni u stadijum

3, bez obzira na tezinu njihovog AKI
Dva dodatna upozorenja su predlozena:

*prvi je da bi dijagnosticki kriterijum trebalo primeniti nakon S§to je optimizovan hidracioni

status

*drugi je da mora biti iskljuCena opstrukcija urotrakta ako je oligurija koris¢ena kao jedini

dijagnosticki kriterijum

Da i su AKIN modifikacije RIFLE suStinski promenile klasifikciju pacijenata sa AKI ili
poboljsale njegovu sposobnost da predvidi mortalitet u hospitalizovanih pacijenata, na prvi
pogled nije jasno [15]. Ipak i ako modifikacije izgledaju kao neznatne, one su veoma bitne na
Sto ukazuju neki autori. Foanidis 1 saradnici su izracunali da su modifikacije unele
potencijalno znaCajne promene u dijagnozi 1 klasifikaciji AKI [16]. U multicentricnom
pojednostavljenom fizioloskom skoru (SAPS) tri baze podataka, koriste¢i oba parametra, sCr
nivoe i 24 satnu diurezu u kriticno bolesnih pacijenata, AKI je klasifikovan koriStenjem AKIN i
RIFLE kriterijuma [16]. Prema proracunima Bagshaw-a isti rezultati su prevedeni u apsolutnu
7% razliku u AKI dijagnozi izmedu AKIN i1 RIFLE kriterijjuma. U totalu 10.5% klasifikovanih
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kao da imaju AKI po RIFLE kriterijumu, bili su propusteni po AKIN; nasuprot tome RIFLE
kriterijum je propustio samo 3.5% klasifikovanih u AKI grupu po AKIN kriterijumu [17].

KDIGO - Kidney Diseases Improving Global Outcomes

U pogledu univerzalnog znacaja AKI, odsustvo vodi¢a za klini¢ku praksu baziranih na
dokazima za ovaj problem, nametnulo je potrebu za definisanjem prakticnog AKI vodica, §to je
inspirisalo radnu KDIGO grupu autora. Tvorci KDIGO vodic¢a su shvatili da u polju AKI ima
prostora za poboljSanje internacionalne saradnje u razvoju, Sirenju i implementaciji vodica za
klinicku praksu. Posto su dve sli¢ne definicije bazirane na sCr i diurezi (RIFLE i AKIN)
predlozene i procenjene, Clanovi radne KDIGO grupe su zakljucili da postoji potreba za
jedinstvenom definicijom  AKI za praksu, istrazivanje i javno zdravlje. Radna KDIGO
grupa je smatrala da je najvaznije definisati jedinstvene okolnosti i potrebe zemalja u razvoju,
posebno u detekciji AKI u ranim i reverzibilnim stadijumima da bi se sprecila progresija u
krajnju fazu renalne bolesti. KDIGO vodi¢i za klini¢ku praksu ukljuéili su preradenu definiciju
AKI dok su zadrzali AKIN kriterijum odredivanja stadijuma (Tabela 4). U KDIGO definiciji,
vremenski okvir za apsolutni porast sCr od 0.3 mg /dL(26.5 pmol/L) je zadrzan iz AKIN
definicije (48 sati) dok je vremenski okvir za 50% porast u serum kreatininu sedam dana, kao
Sto je originalno predlozeno po RIFLE kriterijumu. KDIGO kriterijum samo koristi promene u
sCr i diurezi a ne promene u GFR za stadijume, sa izuzetkom dece mlade od 18 godina, za koju
je akutno smanjenje u procenjenom GFR <35ml/min /1.73m? je ukljueno u kriterijum za
stadijum 3 AKI [19]. Kao i u RIFLE i u AKIN Kriterijumima pacijenti bi trebali biti klasifikovani
prema kriterijjumu koji rezultira najtezim stadijumom osStecenja. KDIGO je napravio jednu
jasniju i jednostavniju dodatnu promenu kriterijuma. Za pacijente koji po serum kreatininu
dostizu stadijum 3 (sCr >4.0mg/dL; 353.6 umol/L), pre nego da zahtevaju akutni porast od 0.5
mg/dL(44.2 umol/L), tokom neodredenog vremenskog perioda. Umesto toga KDIGO zahteva
da pacijent prvo postigne promene bazne vrednosti kreatinina, odredene definicijom ili 0,3
mg/dL(26.52 pmol/L) tokom vremenskog perioda od 48 sati ili porast ve¢i od >1.5 puta od
osnovne vrednosti. Ova promena pojednostavljuje kriterijum i dovodi definiciju i kriterijum
stadijuma do vece jednakosti. Na primer ako pacijent pokazuje porast serum kreatinina sCr
>0.3 mg/dL(26.52 pmol/L) tokom 48 sati i apsolutni sCr poraste do nivoa >4.0 mg/dL(353.6

umol/L) ovaj pacijent bi trebao biti klasifikovan u stadijum 3. Ne govori se da li ¢e pacijent
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koji razvija akutnu, na ve¢ postojecu hroni¢nu bubreznu insuficijenciju, brze dospeti u AKI

stadijum 3 nego pacijent sa AKI koji pocinje iz normalne bubrezne funkcije.

U primenjivanju definicija i stadijuma AKI neke bitne dodatne primedbe bi trebalo da
budu uc€injene. Prvo svrha postavljanja vremenskog okvira za dijagnozu AKI je da pojasni
znacenje reci "akutna". Vremenski okvir za novorodence je jasan, ali je nekada nejasno, teze
definisati, osnovnu vrednost kreatinina (baseline), u naj¢e$¢im slucajevima AKI novorodenceta
uzrokovanim perinatalnom asfiksijom. Da li je to vrednost sCr u treCem danu zivota, najniza
vrednost kreatinina u prvoj nedelji zivota i/ili nedelji u kojoj je bolest pocela, ili ako je AKI
kasnije poceo, ona vrednost koja je prethodila porastu sCr od 0.3 mg/dL (26.52 pmol/L)? AKI
je definisan u uslovima procesa koji rezultuje 50% porastom sCr tokom jedne nedelje ili 0.3
mg/dL (26.52 umol/L) tokom 48 sati. Znacajno je da nema odredbe kada se taj vremenski
period od jedne nedelje 1 48 sati moze javiti, to ne mora biti prvih nedelju dana ili prvih 48 sati
zivota, hospitalizacije ili boravka u jedinici intenzivne nege. Nije odredeno da li se taj
vremenski prozor odnosi na trajanje izazivajueg dogadaja. Na primer pacijent moZe imati
dvonedeljni tok sepse ili razviti AKI tek u drugoj nedelji. Bitno je da je prvo nedeljni ili 48-
casovni vremenski okvir za dijagnozu AKI, ne za stadijume. Preporuka AKIN da bi kriterijum
trebalo koristiti prate¢i adekvatnu nadoknadu te¢nosti, kada je to primenjivo, je uklonjena iz
KDIGO definicije.

I ako su svi ovi konsenzus kriterijumi (RIFLE, pRIFLE, AKIN i KDIGO) pomogli da
se dijagnostikovanje i stadijumi AKI standardizuju, ipak ostaju specificna ograni¢enja. Jedno od
najces¢e  diskutovanih  ograni¢enja je znacaj odredivanja osnovne bubrezne funkcije u
pacijenata svrstanih u AKI u kojih ova osnovna vrednost nije poznata. Nedostatak uniformnog
pristupa za procenu osnovne vrednosti se nedavno pokazao da poveéava rizik za pogresnu
klasifikaciju AKI, ometajuéi efektivna poredenja za ovu bolest medu razli¢itim okolnostima
[20-22]. Kod novorodenceta ovaj problem je posebno veliki, u odnosu na fiziologiju i/ili
patofiziologiju u prvim danima zivota novorodencadi, mi smo kao bazalnu vrednost u nasem
radu korisitili vrednost sCr u tre¢em danu Zivota. Nekoliko strategija za procenjivanje bazalnog
sCr je bilo predlozeno [22-25], rangiraju¢i od upotrebe proracunavanja unazad za procenu sCr iz
pretpostavljenog ‘standardnog JGF od 75ml/min/1.73m? upotreba serumskog kreatinina na

prijemu ili najvisi serumski kreatinin u AKI epizodi koji pratimo. Dok RIFLE i KDIGO
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preporucuju upotrebu serumskog kreatinina u nazad, AKIN preporucuje upotrebu "u napred" to
jest evoluciju sCr u odnosu na prvu posmatranu vrednost u toj epizodi, dok Europian Renal

Best Practice position statement and others [26] preporucuju serumski Kkreatinin na prijemu [27].

Osnovne klinicke karakteristike ispitivane novorodencadi

Od klinickih karakteristika ispitivane novorodencadi prikazani su; pol, koji je bio
dominantno muski. U osnovnom uzorku ispitanika bilo je 61.1% decaka. Gestacijska zrelost:
prosecna gestacijska zrelost svih ispitanika je bila (33.9 + 2.0) gestacijskih nedelja, u grupi
ispitanika koji su razvili AKI gestacija je bila (33.6 + 2.0), Sto je neSto niza gestacija, ali ne
statisticki znacajno, u odnosu na grupu bez AKI gde je iznosila (34.4 + 1.7) gestacijskih nedelja.
Porodajna telesna masa: U odnosu na porodajnu telesnu masu ispitanici su bili dosta homogeni,
prosecneo (2214 + 551) grama i medu podgrupama nije postojala statisticki znacajna razlika u
odnosu na ovaj parametar. Takode, statisticki znaCajne razlike nije bilo u odnosu na aktuelnu
telesnu masu ispitanika koja je svakodnevno merena. Apgar Skor: U odnosu na vrednost AS
ispitanici su se statisticki znacajno razlikovali u ne-AKI i AKI grupi (p=0.046). Deficit baze:

Izmedu AKI i ne-AKI grupe postojala je statisticki znacajna razlika u odnosu na ovaj parametar
(p=0.027).

Vrednosti konvencionalnih biomarkera bubreznog oSte¢enja kreatinina 1 diureze

Osnovna podela ispitanika uéinjena je na AKI i ne-AKI grupu u odnosu na pojavu ili
odsustvo bolesti, a sama AKI grupa dalje je podeljena prema AKIN Klasifikaciji na AKIN1
(86.3%) i AKIN2 (16.4%). U naSem uzorku nisu registrovana deca koja su razvila AKIN3
najtezi oblik akutnog bubreznog osteCenja. Svim ispitanicima u svim vremenskim tackama

je izraCunat eCCl. Tabela7.

Kreatinin kao osnovni “stari” biomarker, koji je bio 1 dijagnostiki kriterijum za AKI, imao je
statistiCki znacajno razli¢ite vrednosti u svim grupama i podgrupama ispitanika i u svim
tackama merenja. Bazalna vrednost kreatinina AKI vs ne-AKI (p=0.001); AKIN1 vs AKIN2
(p=0.001). Vrednost kreatinina u tre¢em danu ispitivanja (DAN3), AKI vs ne-AKI (p=0.001);
AKIN1 vs AKIN2 (p<0.001). U sedmom danu ispitivanja (DAN7), vrednost kreatinina je bila
statisticki visoko znacajna izmedu AKI vs ne-AKI (p<0.001); AKIN1 vs AKIN2 (p<0.001).
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Analogno tome statisticki visoko znacajne razlike prisutne su i u odnosu na procenjenu
vrednost klirensa kreatinina eCCl, izraCunat u svim grupama i podgrupama i u svim
vremenskim tackama ispitivanja. Diureza: nije bila statisticki znacajno razli¢ita u AKI i ne-
AKI grupi (p= 0.32), vecina ispitanika u svim grupama i podgrupama je bila neoliguri¢na.
Statisticke visoko znacajne razlike izmedu dve osnovne grupe ispitanika registrovane su u
odnosu na pojavu hipoksijsko ishemijske encefalopatije (HIE) (p<0.001), primenu mehanicke
ventilacije MV (p<0.01) i duzinu hospitalizacije u OIN (p<0.01). Tabela7.

Procenjivanje bazalnog serumskog kreatinina:

Ne postoji standardna definicija za bazalni serumski kreatinin sCr, $to je dovelo do heterogenosti
u razli¢itim istrazivackim studijama [36] i mogucnosti za pogresnu interpretaciju prave prirode
poremecene bubrezne funkcije u hospitalizovanih pacijenata [21]. Bazalna vrednost serumskog
kreatinina sCr je bila procenjena na razli¢ite nacine, kao S§to je nivo na prijemu u bolnicu [16,
37], minimalni serumski nivoi Kreatinina (najniza tacka, najniza vrednost) tokom
hospitalizacije [37,38], unazad procenjena vrednost MDRD jednacine [6,15] ili najniza vrednost
medu ovima. Izbor tehnike za procenu koja je koris¢ena da bi se dobile vrednosti bazalnog
serumskog kreatinina sCr ima efekta na prevalencu AKI, tezinu ili stadijum bolesti i na rizik od

mortaliteta povezan sa razli¢itim stadijumima AKI [36,39].

U nasem radu osnovna podela ispitanika u¢injena je na AKI i ne-AKI grupu u odnosu
na pojavu ili odsustvo bolesti, a sama AKI grupa dalje je podeljena prema AKIN klasifikaciji
na AKIN1 (86.3%) i AKIN2 (16.4%). U naSem uzorku nisu registrovana deca koja su
razvila AKIN3 najtezi oblik akutnog oSteCenja bubrega. Svim ispitanicima u svim

vremenskim tackama je izraCunat eCCl. Tabela7.

Kreatinin kao osnovni “stari” biomarker, koji je bio 1 dijagnostiki kriterijum za AKI, imao je
statisticki znacajno razliite vrednosti u svim grupama i1 podgrupama ispitanika i u svim
tackama merenja. Bazalna vrednost kreatinina AKI vs ne-AKI (p=0.001); AKIN1 vs AKIN2
(p=0.001). Vrednost kreatinina u tre¢em danu ispitivanja (DAN3), AKI vs ne-AKI (p=0.001);
AKIN1 vs AKIN2 (p<0.001). U sedmom danu ispitivanja (DAN7), vrednost kreatinina je bila
statisticki visoko znacajna izmedu AKI vs ne-AKI (p<0.001); AKIN1 vs AKIN2 (p<0.001).
Analogno tome statisticki visoko znacajne razlike prisutne su i u odnosu na procenjenu

vrednost klirensa kreatinina eCCl, izraCunat u svim grupama i podgrupama i u svim
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vremenskim tackama ispitivanja. Diureza: nije bila statisticki znacajno razli¢ita u AKI i ne-
AKI grupi (p= 0.32), vecina ispitanika u svim grupama i podgrupama je bila neoliguri¢na.
Statisticke visoko znacajne razlike izmedu dve osnovne grupe ispitanika registrovane su u
odnosu na pojavu hipoksijsko ishemijske encefalopatije (HIE) (p<0.001), primenu mehanicke
ventilacije MV (p<0.01) i duzinu hospitalizacije u OIN (p<0.01). Tabela7.

Diureza:

Diureza je kao znaCajan pokazatelj bubrezne funkcije ukljucena u sve klasifikacione
sisteme AKI. Urin je lako dostupan, moze se ¢esto uzorkovati, ne zahteva hospitalizaciju, moze
se uzeti od svih osim anuri¢nih pacijenata. Koristan je u predikciji, pocetnoj dijagnozi bolesti,
pracenju i vodenju lecenja, u napredovanju, zaustavljanju i oporavku bubrezne funkcije [165].
RIFLE; pRIFLE, AKIN i KDIGO koriste iste kriterijjume diureze da definiSu AKI i odrede
njegovu tezinu. PosSto ta¢ni podaci o diurezi nisu uvek dostupni, manji broj retrospektivnih
studija je ukljucio diurezu, kao kriterijum. Teoretski merenje diureze tokom Sest ili dvanaest sati
je predlozeno po RIFLE, pRIFLE, AKIN ili KDIGO. Kontinuirano prac¢enje diureze je prakti¢no
ograni¢eno na kriti€no bolesne pacijente primljene u jedinicama intenzivne nege. Ipak nalaz
akutne oligurije cak grubo izmerene u 24 satnom sakupljanju urina moZe biti znacajan 1 rani
dijagnosticki pokazatelj bubrezne disfunkcije. PoSto se mnogi slucajevi AKI javljaju u
hospitalizovanih pacijenata, mogli bi se pacijentima preporuciti da sakupljaju urin tokom
intervala od osam sati paralelno sa normalnim smenama medicinskog osoblja. Kada je definisana
u ovim 6-8 ¢asovnim blokovima diureza je nazavisno povezana sa mortalitetom, morbiditetom, i
renalnim ishodima [41,42]. Znacaj diureze prikazan je u studiji Wlodzimirov i saradnici [43].
Oni su napravili prospektivnu studiju RIFLE klasifikacije sa sCr i durezom (OU) (RIFLE
sCr+UOQ) 1 bez diureze (RIFLE sCr) za AKI u 260 kriticno bolesnih pacijenata. RIFLE sCr je
znacajno potencirao prisustvo AKI na prijemu i tokom prve nedelje u ICU 1 znacajno odlozio
dijagnozu AKI. Druga skorasnja studija je koriS¢enjem velike kohorte neselektovanih kriticno
bolesnih pacijenata, ispitala empirijske povezanosti izmedu: sCr, diureze, opservacionog perioda,
hospitalnog mortaliteta i terapije zamene bubrega (RRT) [44]. Da bi vizualizovali zavisnost od
prilagodenog mortaliteta i RRT stepena na sCr, diurezu i opservacioni period, nacrti su
osmisljeni da obezbede kompletnije slike AKI Sto se tiCe rizika za hospitalni mortalitet 1

predvidanja potrebe za RRT. UopSteno tezina AKI je bila visoka kada je:
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1. Apsolutni porast sCr je bio visok i opservacioni period dug
2. Procenat sCr porasta bio je visok i opservacioni period dug
3. Oligurija se odrzavala tokom dugog vremenskog perioda

Sli¢ini Sabloni su se javili za intrahospitalni mortalitet i RRT stepenove. Takode ova studija
oslikava znacaj trajanja oligurije kao jednog od parametara za odredivanje ishoda kriticno

bolesnih pacijenata sa AKI.

U naSoj studiji dijagnoza AKI je postavljena  na osnhovu vrednosti serumskog
kreatinina, prema AKIN kriterijumu, po kome se AKI definiSe kao naglo smanjenje bubrezne
funkcije u toku 48 sati, mereno apsolutnim poveéanjem koncentracije kreatinina u serumu za 0.3
mg/dL (26.52 umol/L) u odnosu na bazalnu vrednost (AKIN sCr). Kao bazalnu vrednost uzeli
smo vrednost kreatinina u tre¢em danu zivota. Oliguriju smo registrovali, pratili, koristili u
proceni klinickog stanja pacijenta, takode statisticki analizirali, ali je nismo smatrali
dijagnoznim kriterijumom. U naSoj studiji urin kolekcije su ostvarivane tokom 24 sata, u
plasti¢ne vreéice ili ako je bilo potrebno uéinjena je kateterizacija mokraéne besike. U prvih
sedam dana kontinuirano, sa maksimalnom paznjom i precizno$¢u izbegavajuci gubitak jedne
jedine kapi urina, vrSeno je merenje diureze. Na ovaj nadin grubom i orijentacionom
kolekcijom nismo uvek uspeli obezbediti Zeljene uzorke, tako da postoje vremenski intervali u
kojima nismo "uhvatili" i zabelezili ni jednu vrednost urina. Cak i kada su kolekcije bile
optimalne neki termini su ostali bez uzorka urina jednostavno zbog odloZene prve ili neke od
pocetnih  mikcija. Zbog toga nismo kriterijum diureza izabrali kao dijagnozni. Merenja

biomarkera uradena su kao slepe probe.

U sistemu AKIN klasifikacije kategorije 1, 2, 3 zamenjuju tri stepena jacine R, I, F iz
RIFLE Klasifikacionog sistema. Tabela 1. [16]. (AKIN1): stepen 1 ukljucuje pacijente sa
porastom sCr 1.5-1.9 puta od osnovne vrednosti ili porast sCr > 26.52umol/L, (AKINZ2): stepen 2
ukljucuje pacijente sa porastom sCr 2.0-2.9 puta od osnovne linije i kona¢no (AKIN3): stepen 3
ukljucuje pacijente sa sCr 3.0 puta u odnosu na bazalnu vrednost. NaSa grupa ispitanika je
imala umerenu perinatalnu asfiksiju i najveéi broj je razvio umereniji oblik AKI. U ovom
ispitivanju su dominirali ispitanici sa AKIN1 (83.60%) u odnosu na znafajno manji broj
ispitanika sa AKIN2 (16.40%), nije registrovno ni jedno novorodence sa AKIN3 oblikom

bolesti. Tabela 2. Svoj novorodencadi je prema modifikovanoj Svarcovoj formuli procenjena
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vrednost kreatinina (eCCIl) sa faktorom k=29.2 za novorodence. Tabela 7. Fokus naSeg
ispitivanja je umerena perinatalna asfiksija i pokusaj da se u ovoj grupi novorodencadi utvrdi
stanje i incidenca AKI, vrsta, ne-oligurijski ili oligurijski, tezina i ostale karakteristike bolesti.
Upravo ova grupa je grupa najveéeg rizika, jer je u njoj AKI ¢esto neocekivan, nemanifestan ili
neoligurican. Kao takav moze biti neprepoznat sve dok ozbiljno ne ugrozi novorodence. U
situacijama normalne diureze AKI moZe biti nedijagnostikovan ako serumski Kreatinin nije
izmeren. Tip i stepen renalnog oste¢enja generalno diktiraju da li novorodence ima oligurijski ili
neoligurijski AKI. Kao i kod vee dece i odraslih i kod novorodenceta AKI moze biti
oligurijsko-anurijski (definisan kao diureza manja od 1ml/kg/h ili 0,5ml/kg/h, ili nedostatak

diureze tokom 48h) i neoligurijski.

Oligurija se smatra dodatnim ili alternativnim marker AKI. Postojece definicije AKI predlozili
su sledeci sistemi RIFLE [43, 32], [44], pRIFLE [45,33] AKIN [34] i KDIGO [21,22] koje
koriste iste urin izlazne kriterijume za definisanje AKI i potvrde svoju ozbiljnost. Oni su
svakako korisni 1 ve¢ Siroko potvrdeni [47]. Medutim s obzirom na velike razlike u
neonatalnoj populaciji, pre svega u razliitim gestacijskim klasama prevremeno rodene dece
(nezreo tubulski sistem, ve¢a ukupna telesna voda, specifi¢na pratec¢a stanja RDS, DAP, HIC,
BPD), tesko je prihvatiti ove, urin izlazne kriterijume za novorodence, posebno preterminsko
[48]. Pokazano je da je diureza manja od 0,5 ml/kg/h neosetljiv marker AKI [49]. Dokazano je
da je diureza manja od 1.5 ml/kg/h povezana sa ve¢im mortalitetom, duzinom mehanicke
ventilacije i trajanjem hospitalizacije [49]. Da bi prevazisli problem u dijagnozi AKI u odnosu
na diurezu novorodenceta, mi nismo ukljucili diurezu u kriterijume za dijagnozu AKI u
preterminske novorodencadi. Kod novorodendadi, neoliguricna bubrezna insuficijencija moze
biti prisutna u viSe od 50% slucajeva [41,42]. U naSoj studiji diureza je bila sistematski merena,
merenjem pelena, prikupljanjem u kesice ili putem urinarnog katetera. Niko od nasih pacijenata
nije primio diuretike u prvih 48 sati, zato su nasi rezultati pravi odraz njihove bubreZne funkcije.
Samo 9 (8.3%) bolesnika su bili oliguri¢ni, 4 novorodencadi u ne-AKI i 5 novorodencadi u
AKI grupi, tako da u pogledu diureze izmedu ne-AKI vs AKI nije bilo statisticki znacajne
razlike; (p=0.061). Ovo zapaZanje ukazuje da diureza ne moZze biti pouzdan marker AKI u
preterminske novorodencadi nakon umerene PNA. Vecina nasih pacijenata (83.6%) nisu bili
oliguri¢ni, i ako nisu dobili diuretike u prvih 48 sati. Takode nije bilo statisticki znacajne razlike

u diurezi izmedu ne-AKI i AKI pacijenata, p=0.061. Mi smo diurezu precizno merili, u tom delu
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merenja imali najviS$e angazmana i problema, ali je nismo smatrali markerom AKI, niti smo je
koristili kao dijagnozni faktor. Nasa podela i klasifikacija AKI je izvrSena prema AKIN
kriterijumu, samo u odnosu na sCr nivoe (AKIN sCr).

U zakljucku ovog dela diskusije isticemo da su postoje¢i kriterijumi predlozeni od
RIFLE, pRIFLE, AKIN i KDIGO veoma korisni i ve¢ Siroko provereni. Postojece definicije AKI
su daleko od savrSenih u tome $to se oslanjaju na nesavrSene markere bubrezne funkcije pre nego
na direktne mere bubreznog oStecenja. Ipak postoji nada da ¢e se u buducnosti ovo prevazici
[28]. Novi biomarkeri koji direktno procenjuju osStecenja bubrega su pod intenzivnim
istazivanjem [48]. Ipak bubrezna funkcija ¢e ostati validan i znaCajan parametar i verovatnije je
da ¢e sledeca generacija AKI kriterijuma pored funkcionalnih parametara, takode ukljuciti

jedan ili viSe biomarkera oStecenja [49].
Novi biomarkeri AKI novorodenceta

U poslednjoj deceniji su ucinjeni veliki napori da se ne§to viSe sazna o pouzdanosti
ranih biomarkera AKI. Pojavili su se mnogi kandidati za nove AKI biomarkere, ukljucujuéi:
NGAL, Cys-C, KIM-1, L-FABP, IL-6, IL -18, HGF, VEGF, B,-M, a2-M, OPN i FGF-23, koji su
nedavno testirani [9-20][22,23]. Medu ispitivanim biomarkerima najvise obecava NGAL, koga
mozemo odredivati u urinu i serumu, kao serumski SNGAL i urinarni uNGAL [21]. Dosadasnje
studije su pokazale da su nivoi NGAL u plazmi i urinu bili u pozitivnoj korelaciji sa nivoima
serum kreatinina. Cilj prvobitnih radova kod novorodencadi je bio da se otkriju neke
karakteristike NGAL kao §to su: zavisnost od gestacijske zrelosti, porodajne telesne tezine,
postnatalne dobi i izloZenosti medikamentima. Pocetne studije su pokazale da novorodencad
sa nizom gestacijom i porodajnom telesnom masom imaju vise nivoe NGAL. Broj studija o
NGAL, urinarnom i serumskom, je veoma mali i one su izvedene na ograni¢enom broju
prevremeno rodene dece sa APN [22-36]. Od 2003 godine Mishra i saradnici su ukazali na
znacaj uNGAL kod pacijenata posle kardiohirurgije [22, 23], broj radova se vremenom rapidno
povecava i potvrduje ulogu uUNGAL u predvidanju AKI [9,24,28]. Prema nasim saznanjima samo
je nekoliko autora pokazalo zna¢aj uNGAL u preterminske novorodencadi [34,35]. Pocetne
studije isticu znacaj uNGAL kao ranog AKI biomarkera, u odraslih i dece, u definisanim
situacijama nakon kardiopulmonalanog baj-pasa, nakon CIN, kod kriticno bolesnih u ICU ili

nakon traumatizma. Podvla¢imo najznacajnije uloge NGAL: povecava enzimsku aktivnost
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MMP-9, vezuju¢i se za MMP-9, on je apoptoti¢ni faktor prezivljavanja, faktor rasta i
diferencijacije bubrega, potstiCe epitelizaciju i diferencijaciju, kontroliSe celijski opstanak i
diferencijaciju, ima zastitnu ulogu u o¢uvanju funkcije bubrega, ucestvuje u transportu gvozda,
preko siderofora, NGAL je indukovan tumor promovisué¢im agensima, znacajan faktor odbrane u
bakterijskim infekcijama, jer je vazna komponenta urodenog imunskog sistema. Zbog velikog
znaaja ovog biomarkera, prvenstveno smo odredivali njegove vrednosti u serumu i urinu

preterminske novorodencadi.
Serum NGAL (SNGAL)

Znacaj SNGAL kod novorodenceta je veliki jer je on lako dostupan biomarker AKI, ¢ak
i kod anuri¢nih pacijenata. Serum je stabilniji od urina i manje sklon bakterijskoj kontaminaciji,
siguran i uvek dostupan bioloski materijal, Cist izvor biomarkera, osloboden efekata
komorbiditeta, koji nisu svojstveni novorodencetu. Serumski NGAL je moguce odrediti
rano po rodenju u prvim satima zivota i prema tim vrednostima napraviti procenu bubreznog
ostecenja. Protokol ove studije je predvideo uzimanje uzoraka seruma i urina u istim
vremenskim tackama i istovremeno merenje oba biomarkera, SNGAL i uNGAL, kao i merenje
konvencionalnih markera AKI, serumskog kreatinina i diureze. To nije uvek bilo moguce
ostvariti u celini u istim i svim vremenskim tackama. Uzorci urina su uzimani ukoliko su bili
dostupni. Neki razlozi za nedostatak uzoraka urina su bili odlaganje mokrenja ili oligurija. Zato
je najsveobuhvatniji i najprecizniji deo ove studije onaj koji se odnosi na serumski NGAL.
Serumski NGAL (sNGAL) je meren u serumu ispitanika u protokolom studije odredenim
tackama ispitivanja 1 realizacija tog plana je bila gotovo 100%. Prednost ovoga dela
ispitivanja je maksimalna preciznost u uzimanju uzoraka i ostvaren najveci broj prikupljenih
uzoraka krvi za sNGAL $to daje veliku snagu studiji. Serumski NGAL je odreden u svih pet
protokolom studije definisanih tacaka merenja. U najranijim tackama merenja u [DAN1,; n=
103(95.37%)] je omogucio najraniji uvid u stanje bubrezne funkcije, samo dva sata po prijemu u
NICU, sto je za neku novorodencad, koja su transportovana u na§ NICU neposredno po rodenju
bio istovremeno drugi sat Zivota. Takode u [DANI1,; n=108(100%)] svim ispitanicima su
izmerene vrednosti SNGAL, dalje u [DAN1s; n=106(98.14%)], u [DAN3;n= 107(99.07%)] i
[DAN7;n=107(99.07%)]. Pocetne vrednosti SNGAL medu grupama su se razlikovale. Vrednosti

sNGAL su se razlikovale i u ispitivanim podgrupama, menjale kroz vreme i ta je promena medu
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njima bila statisticki veoma znacajna. (F=7.059, P=0.000). Tabele 8, i 8,. Merene vrednosti su
izrazene u ng/mL (metri¢ki sistem) Tabela 8a, a potom izracunate i vrednosti u mmol/L (SI
sistem), Tabela 8b.

Od pocetnih tacaka merenja vrednosti SNGAL su rasle kroz vreme i ovaj porast direktno je
proporcionalan sa bubreznim oste¢enjem. Vrednosti biomarkera rastu do odredene tacke u kojoj
dostizu maksimum a sa po¢etkom oporavka pocinju da padaju. Vrednosti biomarkera i bubrezna
povreda kre¢u se u istim pravcima. Vrednosti biomarkera i bubrezni oporavak krecu se u

suprotnim pravcima.

Analizirali smo pojedinacno vreme za ispitivani biomarker (SNGAL) i razlike u odnosu na
AKI 1 AKIN. Prirodan zahtev je bio, analizirati dinamiku promene pojedinacnog biomarkera i
ispitati, Sto je mozda jo$ vaznije, da li je ta promena ista ili znacajno razliita u razlicitim AKI
kategorijama. Odgovore na ova pitanja daje ANOVA (FiSerova jednofaktorska ANOVA za
ponovljena merenja; horizontalna analiza, koja analizira promenu vrednosti SNGAL u vremenu i
znacajnost te promene u razliitim AKI kategorijama. ANOVA pokazuje da se vrednosti
sNGAL znacajno menjaju kroz vreme u svih ispitanika i razli€ito u razli¢itim grupama: AKI/

ne-AKI grupi, AKIN1/i AKIN2 i ne-AKI/ AKIN1/ AKIN2. Tabela 8a, 8b i Figura 2 (a,b,c,d).

*Analiza vrednosti SNGAL u svih pet tacaka merenja

b) ne-AKI i AKI, dve osnovne grupe ispitanika, prikazuje promenu vrednosti SNGAL izmerene
u svih pet tacaka merenja u sve ispitivane novorodencadi. Registruje se rani porast vrednosti
SNGAL u prvom danu ispitivanja sa statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu grupa u najvec¢em
broju pojedinac¢nih tacaka merenja u DAN1, p=0.000; DAN14 p=0.000 i DANI1s p=0.003. U
narednim tackama merenja DAN3 p=0.059, DAN7 p=0.147 ta razlika gubi statisticku
znacajnost. Analiza celokupnog vremena ispitivanja pokazuje da je razlika izmedu ove dve grupe
tokom celog ispitivanja u svim tackama merenja statisticki veoma znacajna: (F=8.682, p=0.004);

Figura 3(a).

b) AKIN1 i AKIN2, dve podgrupe AKI grupe, prikazuje promenu vrednosti SNGAL u
ispitanika u ovim podgrupama AKIN1 i AKIN2 u svih pet tacaka merenja. Vrednosti SNGAL

rano rastu u prvom danu ispitivanja, znacajno vise u AKIN2 nego AKINI. Porast je najveéi u
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DAN1, p=0.026. Tokom vremena u narednim tackama merenja razlika izmedu podgrupa nije

statistiCki znacajna: (F=3.412, p=0.069); Figura 3(b)

c) ne-AKI, AKIN1 i AKIN2, svi ispitanici, prikazuje promenu sNGAL u svih pet tacaka
merenja u svih ispitanika posmatranih kroz ovu grupu i podgrupe. Razlike u vrednostima
sNGAL statisti¢ki su znacajne u

DOL1; [p=0.001(ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvsAKIN2)]

DOL1,; [p=0.001(ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvVsAKIN2)]

DOL1,4 [p=0.003(ne-AKIvsAKIN1); p=0.000 (ne-AKIvsAKIN2)]

DOL1g [p=0.27 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.009 (ne-AKIvsAKIN2)]

(Multipla komparacija)

Posmatrane kroz vreme sve grupe imaju statisti¢ki veoma znacéajnu promenu SNGAL:

(F=5.963, p=0.004); Figura 3(c).

d) Svi ispitanici posmatrani kao jedinstvena celina u svim tatkama merenja. Serum NGAL
koncentracije znacajno su se menjale tokom celog opservacionog perioda. Prisutne su promene
vrednosti SNGAL u sve ispitivane novorodencadi u pet tacaka merenja, ANOVA Kkoja testira

multivarijacioni efekat vremena na promene
*Analiza vrednosti SNGAL u cetiri tacke merenja

Pokazane su vrednosti SNGAL u izdvojene cetiri taCke merenja (u prvom danu: Cetvrtog 1
Sestoga sata: DAN14i DANI1g; u treCem danu, DAN3 i sedmom danu, DAN7) tim redom po
grupama: ne-AKI/AKIN1/AKIN2. Horizontalna analiza: Figura 4.

a) ne-AKI i AKI dve osnovne grupe ispitanika, prikazuje promenu vrednosti SNGAL izmerene
u Cetiri taCke merenja dve u prvom danu, Cetvrti i Sesti sat i po jedna u tre¢em i sedmom danu
merenja: DAN1,4, DAN1s, DAN3, DAN7, tim redom u sve ispitivane novorodencadi. Registruje
se porast vrednosti SNGAL u prvom danu ispitivanja sa statisti¢ki znac¢ajnom razlikom u
izdvojenim pojedinacnih tackama merenja u DANI14 p=0.000 i DAN1g p=0.003. U narednim
tackama merenja DAN3 p=0.059, DAN7 p= 0.147, razlika gubi statistiCku znacajnost. Figura
4(a)
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b) AKIN1 i AKIN2 dve podgrupe AKI grupe, prikazuje promenu vrednosti SNGAL u ispitanika
u ovim podgrupama AKINI 1 AKIN2 u Cetiri tacake merenja. Vrednosti SNGAL rano rastu u
prvom danu ispitivanja, znacajno vise u AKIN2 nego AKINI. Taj porast je najveéi u DANI4
p=0.000; tokom vremena u narednim tackama merenja ta razlika i dalje postoji ali je neSto

manja. (F= 3.672, p=0.021); Figura 4(b)

c) ne-AKI, AKINI i AKIN2, svi ispitanici, prikazuje promenu sNGAL u Cetiri tacke merenja u
svih ispitanika posmatranih kroz ovu grupu i podgrupe. Razlike u vrednostima sNGAL statisticki

su znacajne u:

DAN1, [p=0.003 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.000 (ne-AKIvsAKIN2)]
DAN14[p=0.270(ne-AKIvsAKIN1);p=0.009(ne-AKIvsAKIN2)];(Multipla komparacija)

Posmatrane kroz vreme sve grupe imaju statisti¢ki veoma znacajnu promenu sNGAL:

(F=4.372, p=0.001); Figura 4(c)

Prediktivna sposobnost SNGAL kod preterminske novorodencadi izrazena je
izraCunatim velic¢inama AUC-ROC sa CI 95% 1 znacajnos¢u p=0.05. Ova vrednost je u AKI
grupi bila zadovoljavaju¢a u drugom 1 Cetvrtom satu prvog dana ispitivanja. Iznosila je za:
DAN1,; ROC= 0.72, sa senzitivno$¢u 69.00% i specifi¢noséu 71.90%; DAN1, ROC=0.72, sa
senzitivno$cu 65.75% i specifi¢noscu 74.29%. Veoma dobar AUC-ROC je registrovan u AKIN1
takode u prvom danu DAN1,; ROC=0.72 sa senzitivno$¢u 91.67% 1 specificnoséu 54.10%;
Tabela 3. Figura 1.

Znacajno poboljsanje prediktivne sposobnosti sNGAL AUC-ROC ostvareno je
prilagodavanjem, adastiranjem sSNGAL na pridruzene varijable: pol, gestaciju, porodajnu telesnu
masu i bazni deficit. Nakon adastiranja prediktivna sposobnost SNGAL statisticki se znacajno
poboljsala. Najve¢i AUC-ROC imao je adastirani SNGAL u drugom satu prvog dana ispitivanja
i iznosio je: AUC-ROC = 0.80[95%(0.70-0.89)] p<0.000: u DANI, u AKI grupi. Ovo je
po klasifikaciji De Longa vrlo dobra vrednost. Figura 2. Ishod adastiranja potvrduje da
vrednosti  SNGAL kod preterminskog novorodenceta zavise od: gestacije, telesne mase, pola,
metaboli¢kog i acido-baznog statusa. Ovo su za preterminsko novorodence sa perinatalnom

asfiksijom najvaznije karakteristike koje su u tesnoj vezi sa bubreznom funkcijom. Gestacijska
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zrelost odreduje i direktno je proporcionalna sa zreloS¢u i funkcijom bubrega, telesna masa je
uobicajeno u pozitivnoj korelaciji sa gestacijom, a metabolicki i acido-bazni status u velikoj
meri, direktno i indirektno zavise od bubrezne funkcije. Zbog toga je prilagodavanje ucinjeno
bas na ove varijable, koje su u kompleksnom medusobnom i zna¢ajnom direktnom odnosu sa
bubreznom funkcijom. Izvori sNGAL koji prate AKI novorodenceta zahtevaju dalje

razjasnjavanje i studije tog problema.

Mnogi autori su istrazivali znacaj serumskog NGAL u dijagnozi AKI u novorodencadi (Table
15). Krawczeski (Table 15) i saradnici su ispitivali i serum i urinarni NGAL u 374 dece nakon
kardioplulmonalnog by-passa (CBP) [7]. Samo 35 su bila novoroden¢ad i 5(14.3%) su razvili
AKI. Oni su pronasli da je NGAL predvideo AKI u drugom satu nakon CBP sa AUC u rangu od
0.74-0.88. [7]. U studiji Sarafidisa i saradnika koja je ukljucila 13 asfikti¢ne novorodencadi i 22
ne asfikticne novorodencadi osmoro je imalo AKI [9]. Serumski NGAL i urin NGAL kao i
serumski cystatin C bolje predvidaju PNA nego AKI, takode su njihove vrednosti bile veée u
asfikti¢ne novorodencadi ¢ak i u onih koji nisu razvili AKI [9]. Ragall i saradnici su ispitivali
sNGAL u 30 novorodencadi sa HIE od kojih je 13(43.3%) razvilo AKI [21]. Oni su pronasli
porast SNGAL merenog tokom Sest sati posle rodenja na §to pouzdano ukazuje AUC (0.968) za
AKI u asfikti¢ne novorodencadi. Kona¢no Smertka i1 saradnici su ispitivali 73 novorodencadi sa
sepsom i 29 bez sepse [22]. Petoro (6.8%) septi¢ne novorodencadi je razvilo AKI. Autori su
zakljucili da NGAL preciznije odrazava ozbiljnost inflamatornog statusa od AKI, to jest da je
NGAL viSe marker zapaljenja nego AKI. [22] U naSoj studiji smo pokazali slicno Ragallu [21] 1
saradnicima korist od SNGAL u ranoj detekciji AKI u novorodencadi sa PNA. Ni jedan na$
pacijent nije imao sepsu niti bilo koji drugi dokumentovani infektivni ili inflamatorni status i ovo
jedinstveno povecanje vrednosti SNGAL se moze pripisati samo AKI. Mi smo koristili  na
DAN3 sCr baziranu definiciju AKI imajuéi u vidu da u to vreme on bolje reflektuje bubreznu

funkciju novorodenceta.

Serumski NGAL se slobodno filtrira preko glomerula, u velikoj meri se reapsorbuje u
proksimalnom tubulu, pomoc¢u efikasne megalin zavisne endocitoze. Direktan dokaz za ovu
pojavu je sistemska injekcija obelezenog NGAL koji se slobodno filtrira u proksimalnom tubulu
ali ga nema u urinu eksperimentalnih zZivotinja. S toga je svaka urinarna ekskrecija NGAL

rezultat oSteCenja proksimalnog renalnog tubula, kada je onemoguéena reapsorpciju NGAL, i/ili
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de novo porast sinteze NGAL. Genske studije NGAL su pokazale brzu i masivnu produkciju
NGAL (mRNA) u distalnim segmentima nefrona, posebno u debelom, ushodnom delu
Henleove petlje i sabirnom duktusu. lzgleda da najveéi deo frakcije urinskog NGAL ¢ini ovaj
NGAL protein sintetisan u distalnom nefronu. Bubreg nije jedini izvor SNGAL. U animalnim
studijama direktno uzimanje uzorka iz ipsilateralne renalne vene nakon unilateralne ishemije,
ukazuje da NGAL sintetisan u bubregu nije efikasno uveden u cirkulaciju, ali je obilno prisutan
u ipsilateralnom ureteru. Ipak dobro je poznato da AKI rezultuje takode dramati¢énim porastom
NGAL (mRNA) u udaljenim organima, posebno u jetri i plu¢ima, i da hiperprodukovani NGAL
osloboden u cirkulaciju mozZe napuniti udaljeni sistemski rezervoar (pool). Dodatni doprinos
sistemskom rezervoaru AKI mozZe se pripisati ¢injenici da je NGAL u akutnoj fazi reaktant i da
moze biti osloboden iz neutrofila, makrofaga i drugih imunskih c¢elija. Kona¢no svako
smanjivanje GFR tokom AKI bi trebalo smanjiti renalni klirens NGAL sa posledi¢cnom
akumulacijom u sistemskoj cirkulaciji. Relativnho podizanje nivoa SNGAL u toku i nakon AKI
ostaje i dalje predmet novih istrazivanja. Za sada se pouzdano zna da je SNGAL ushodno
regulisan i oslobada se iz bubreznih tubula tokom ostecenja bubrega, da je bioloski intermedijer
u mehanizmu ishemijsko reperfuzionog ostecenja bubrega. Gen za NGAL je znacajno ushodno
regulisan nakon ishemi¢nog i nefrotoksi¢nog oSteCenja i da je protein prisutan u celijama
distalnih tubula. NGAL moZe imati primarnu ulogu u tubularnom oporavku i koriS¢en je
terapeutski u reperfuziono - ishemijskom oste¢enju u animalnim modelima [22]. Nedavne
studije na animalnim modelima su ustanovile da je bubreg primarni izvor NGAL u AKI. Sve
koncentracije SNGAL su se povecale sa pogorSanjem oSteéenja bubrega. Medutim NGAL kao
biomarker AKI u opste ima i neka ograni¢enja. Kod odraslih NGAL vrednosti su pod uticajem
mnogih koegzistiraju¢ih varijabli kao S§to su hroni¢na bubrezna bolest (CKD), hroni¢na
hipertenzija, sistemske infekcije, inflamatorna stanja, anemija, hipoksija, maligniteti, hroni¢ne
inflamacije. NGAL je prisutan u humanim aterosklerotskim plakovima i u aneurizmama
abdominalne aorte, Sto uti¢e na povecanje nivoa plazma NGAL. Kod hroni¢nih bolesnika,
NGAL nivoi su u pozitivnoj korelaciji sa tezinom bubreznog oStecenja. Ipak je porast plazma
NGAL u svim nabrojanim situacijama generalno mnogo manji nego u AKI. Novorodence nema
ove koegzistirajuc¢e varijable. Ogranicenja NGAL kao AKI biomarkera naznafena su u
publikovanim studijama koje isti¢u znacaj starosti, odnosno uzrasta kod dece kao vazan faktor

ucinka NGAL kao AKI biomarkera, naglaSavaju¢i njegovu bolju prediktivhu sposobnost u dece
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(AUC-ROC ~ 0.93) nego u odraslih (AUC-ROC ~ 0.78). Deca, posebno novorodencad su
oslobodena mnogih multisistemskih poremecaja koji se registruju u odrasloj populaciji. Zato
nas SNGAL predstavlja ¢ist biomarker neonatalnog AKI. U nasih ispitanika AUC-ROC za
sNGAL u prvim satima zivota je iznosio (AUC-ROC ~ 0.72). Sa prilagodavanjem na, za
novorodenacki AKI najznacajnije varijable: gestaciju, porodajnu telesnu masu, pol, Apgar skor i
bazni deficit, prediktivna sposobnost SNGAL je znacajno porasla na vrednosti u prvom danu
najvise u DAN1; na (AUC-ROC ~ 0.80), znac¢ajno u DAN1,4 na (AUC-ROC ~ 0.78) i u DAN1;
na (AUC-ROC ~ 0.77). To potvrduje da je sNGAL biomarker u funkciji gestacijske i prenatalne
dobi, kao i AS i BD.

Poredenja sNGAL i uNGAL i njthove sposobnosti da predvide AKI u preterminskog
novorodenceta, posmatrana kroz vrednosti AUC-ROC pokazala su sledece. U najranijoj tacki
merenja u uzrastu dva sata odredene vrednosti AUC-ROC su veée za uNGAL nego za sNGAL:
DAN1, AKI grupa: (0.85 vs 0.72); DAN1, AKIN1 grupa: (0.90 vs 0.70); DAN1, AKIN2
grupa: (0.69 vs 0.61). Ovo je veoma znacajan rezultat koji pokazuje znacaj uNGAL i njegovu
potencijalnu snagu da lako neagresivno odredi, dijagnostikuje najranije moguce AKI
novorodenceta ve¢ nakon prve mikcije, odnosno iz prvog izmokrenog urina. To prakti¢no znaci
da bi prvi izmokreni urin bio veoma vazan signal za dijagnozu. U kasnijim vremenskim
odrednicama poredenje vrednosti AUC-ROC UNGAL i SNGAL nasih ispitanika pokazuje

znacajno vise vrednosti SNGAL u odnosu na UNGAL u svim ostalim tackama merenja.

Rani porast vrednosti SNGAL moZe povecati svest o razvoju AKI. To bi vodilo u: opravdani
napor da se intenzivira monitoring bubrezne funkcije, u ranu dijagnozu, vece izbegavanje
nefrotoksi¢nih lekova, hipotenzije, hipovolemije i1 njihovog ranijeg tretmana. Pacijenti
identifikovani pomocu ovih biomarkera treba da dobiju produzen intenzivan monitoring i vece
mere za optimizaciju renalne perfuzije i hidracije, pomeraju¢i rang hemodinamskih ciljeva na
visi nivo, vise vrednosti srednjeg krvnog pritiska (MBP) i sréanog autputa (CO). Nove terapijske
mere kao Sto su antioksidativne, antiinflamatorne i antiapoptoticke terapije se ispituju. Rani
biomarkeri novorodenackog AKI otvaraju puteve za kontrolisane studije ovih intervancija u
novorodencadi. Nasa studija ima veliku snagu jer je fokusirana na vrednostima NGAL u ranom
periodu, neposredno po prijemu u NICU, najranijem neonatalnom dobu, prvim satima i/ili

danima zivota novorodenceta. To je period u kome pravovremeno izvedene specificne
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intervencije mogu imati veéi terapeutski znacaj. U ovom smislu posebno je vredan sNGAL
posto je dostupan nezavisno od diureze. Nadamo se da ¢e rani biomarkeri napraviti revoluciju u
oblasti AKI dijagnostike u odnosu na porast kreatinina. Najveée nade su da ¢e unapredenja u
primeni biomarkera u klinickoj praksi, omoguciti bolju prevenciju, tretman i ishod AKI, nesto

Sto je bilo razoCaravajuce odsutno tokom prethodnih pola veka.

Najve¢u snagu ove studije Cine; prvo ispitivanje velike grupe preterminske
novorodencadi sa PNA, drugo rigorozno postovanje protokola u prikupljanju podataka, uzoraka
za analizu koje je pratilo slepo merenje biomarkera, tree ispitivanje je zapoc¢elo veoma rano u
drugom satu zivota novorodenceta, odmah nakon hipoksijsko-ishemijskog insulta. Na kraju rana
identifikacija SNGAL u novorodencadi koja su u riziku za razvoj AKI ili koji ga ve¢ imaju
doprinosi poboljsanju njihovog lecenja i ishoda. Napokon i ako smo pokazali da SNGAL moze
imati ulogu u ranoj identifikaciji AKI jo§ uvek nije jasno koliko signal ranog porasta SNGAL

moze imati uticaja u klinicom radu i poboljsati ishod le¢enja ove novorodencadi.
Urinarni NGAL (UNGAL)

Dijagnostika urinarnih biomarkera ima neke prednosti u odnosu na serumske biomarkere
naroCito u vezi sa neinvazivnom  prirodom uzimanja uzoraka i1 mogucénostima cestog
uzorkovanja bez vadenja krvi §to je za preterminsko novorodenée velika prednost. Urin je
dragocen i najraniji bioloski mesendzer oSteCenja bubrega tokom perinatalnog perioda i kao
jednostavno dobijen bioloski materijal je idealan za odredivanje vrednosti biomarkera. Kod
novorodenceta su otezavajuce okolnosti znacajne: vreme kada se prvi urin pojavio, koli¢ina
prvog izmokrenog urina, teskoce u sakupljanju urina u op$te a posebno prvog urina. Problem
prvih mikcija je veoma kompleksan od toga da je prvo mokrenje ¢esto odlozeno i oskudno, do
toga da je kolekcija urina teSka, neujednacena, nepredvidljiva, sklona kontaminaciji stolicom,
krvlju, sekretima, gnojem ili drugim bioloskim ili hemijskim materijalima. Urin daje Sansu da se
dijagnoza AKI postavi odmah pri prvom mokrenju u prvim satima Zivota, pre ispoljavanja
klinicke slike i pre porasta vrednosti drugih, pre svega konvencionalnih biomarkera AKI. | ako
je urinarne biomarkere kod novorodenceta nekada teSko odrediti veoma rano, neposredno po
rodenju, u prvim satima i danima Zivota, ovu Sansu moramo iskoristiti. Odredivanje urinarnih
biomarkera u prvom izmokrenom urinu mogao bi biti standard. Tako bi neinvazivni i rani

pokazatelji neonatalnog AKI bili dostupni u pravom trenutku. Kako se uNGAL pokazao medu
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najboljima, kao odli¢an prediktor AKI njegovo odredivanje bi moglo biti najraniji nacin

dijagnoze neonatalnog AKI.

U delu ispitivanja uNGAL moramo naglasiti da su prvobitno izmerene vrednosti uNGAL
izrazene su u ng/ml(apsolutna vrednost). Ova vrednost je zatim standardizovana/normalizovana
u odnosu na vrednosti urinarnog kreatinina (uCr) $to je izrazeno u (ng/mg uCr), metricki sistem,
jer se uobi¢ajeno koncentracije urinarnih biomarkera izrazavaju kao odnos prema urinarnom
kreatininu, normalizovan ili standardizovan odnos. Apsolutnu i standardizovanu vrednost
metrickog sistema pokazuje Tabela 11. Vrednosti dobijene merenjem u metrickom sistemu
konvertovali smo u Sl sistem jedinica. Apsolutne i standardizovane vrednosti Sl sistema
pokazuje. Tabela 1la. Apsolutne vrednosti Sl sistema izrazene su u (nmol/L) a
standardizovane u (nmol/mmol uCr). Mnogi urinarni biomarkeri bubreznog oSte¢enja, albumin i
drugi, uobiCajeno se prikazuju kao normalizovan odnos prema urinarnim koncentracijama
ekskrecija urinarnog kreatinina konstantna, tako da ¢e promene ovog odnosa odrazavati
promene u izlucivanju biomarkera. Savremena kompjuterska simulacija kinetike kreatinina
otkriva da normalizovani nivo biomarkera odrazava tubularno ostecenje, Sto uti¢e na dinamic¢ne
promene u koncentracijama urinarnog kreatinina i brzinu njegovog izlu¢ivanja pri promenama
jacine glomerulske filtracije. Stvarne vremenski definisane kolekcije urina u pacijenata sa
promenjivim GFR i/ili kriticnom bubreZznom boles¢u koji imaju varijabilne uCr koncentracije
potrebno je odrediti svakom pacijentu. Normalizacija prema uCr, bi mozda mogla rezultovati
potcenjivanjem 1ili precenjivanjem brzine izlu€ivanja biomarkera u zavisnosti od klinickog
konteksta. Nize izlu¢ivanje kreatinina u ambijentu AKI ili loSe bubreZne funkcije moze pojacati
biomarker signal tubulskog oStec¢enja, cime se povecava njegova klini¢ka korisnost. Promene u
ekskreciji kreatinina medutim, komplikova¢e odredivanje vrednosti praga za biomarkere ili
normalizaciju biomarkera za akutnu ili hroni¢nu bubreZznu bolest. Najprecizniji metod za
kvantifikovanje biomarkera zahteva prikupljanje uzoraka urina u vremenski jasno definisanim
periodima da proceni stvarnu brzinu izlu¢ivanja pod uslovom da je biomarker stabilan u periodu
prikupljanja. U naSem ispitivanju u istim vremenskim tackama su odredivane vrednosti
NGAL u krvi i urinu, kada god je to bilo moguce, u trenutku sakupljanja urina izvadena je i krv
za analizu. Vreme za dijagnozu AKI je postavljeno veoma rano u drugom i Cetvrtom satu

prvoga dana zivota (DAN1, i DAN1,), i ako je jasno da sva novorodencad nece imati diurezu
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odmah ili rano po rodenju. Smatrali smo da bi propustanjem nekog vremena mogli propustiti
pocetni poviseni nivo biomarkera i kasniti u dijagnozi. Najraniji registrovan trenutak, izmeren
inicijalni porast vrednosti biomarkera, bio je jedan od motiva i ciljeva ispitivanja. Veéina
ispitanika je transportovana u na$§ NICU iz porodilista u gradu, neposredno po rodenju, a manji
deo iz udaljenih porodilista, krajem prvog ili poCetkom drugog dana zivota. Svakodnevna
klinicka praksa u NICU sa preterminskom novorodencadi suocena je sa AKI i njegovom
relativno kasnom dijagnozom, zbog Cega smo insistirali na ranom merenju biomarkera,
pokusavajuci da odredimo najranije moguce vreme za dijagnozu. Najmanji broj uzoraka urina je
ostvaren u prvim satima prvog dana Zivota (DAN1,), zbog toga i zaklju€ci doneSeni na malom
broju uzoraka imaju ograni¢enu snagu, i ako su vrednosti AUC-ROC u ovim tackama bile
najbolje. Isticemo Cetvrti sat prvog dana ispitivanja (DOL14), u kome smo uspeli regrutovati
najvise ispitanika i dobili veoma znacajne vrednosti. Ovaj interval daje nadu za neke buduce
studije koje ¢e uspeti da ostvare mnogo veci broj uzoraka i veéu moguénost za kompletno
testiranje urinarnih biomarkera, u najranijim satima zivota. I ako su rigorozno postovane odredbe
iz protokola studije neki uzorci su ipak izgubljeni, bili minimalni, nedovoljni za analizu,
kontaminirani ili prosuti. Sa jo§ veCom precizno$éu i strpljenjem ovakav deo ispitivanja bi
mogao biti uspesniji. Najveéi napor u ovoj studiji ucinjen je u sakupljanju urina. Posebno je
teSka kolekcija urina iz prvih mikcija, koje su ¢esto odlozene, usporene i oskudne. Zbog toga
mnoga novorodencad i u nasSoj studiji nemaju uzorak urina u DAN1,; ili cak DAN14. Na srecu
urini sakupljeni u 2 ili 4 satu posle prijema u NICU, su prema koncentracijama uNGAL, bili
dovoljno informativni za postavljanje dijagnoze  AKI  u asfikticnog preterminskog
novorodenceta. Ovaj rad nudi podatke za obecavajucu ulogu urinarnih biomarkera u detekciji
AKI preterminske novorodencadi. Dinamiku promena uNGAL u vremenu ispitali smo pomocu
jednofaktorske analize varijanse, ANOVA, sa ponovljenim merenjima (Fishers one-way

analysis of variance ANOVA with repeted measurements).

*Analiza vrednosti uUNGAL u svih pet ta¢aka merenja

Vrednosti uNGAL pokazuju da u svim vremenski jasno definisanim tackama merenja
UNGAL broj uzoraka nije bio jednak, naprotiv veoma je razli¢it. To je objasnjeno teskocama u

uspostavljanju diureze u prvim satima, danima zivota, i problemima sa kolekcijom prvih
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oskudnih koli¢ina urina. Ipak i1 u najranijim definisanim tackama ispitivanja ostvarena su neka

merenja.

a) ne-AKI i AKI dve osnovne grupe ispitanika, prikazuje promenu vrednosti uNGAL
izmerene u svih pet tacaka merenja u sve ispitivane novorodencadi. Pokazan je rani porast
vrednosti UNGAL u prvom danu ispitivanja sa statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu grupa u
najveéem broju pojedina¢nih tacaka merenja u DAN1, p=0.043; DAN1, p=0.001 i DANI1
p=0.016. Statisticki znacajna razlika se odrzava i u DAN3 p=0.048, a gubi dalje u vremenu u

DAN7 p=0.151.Tabela 11.(a,b); Figura 9(a).

b) AKIN1 i AKIN2 kao AKI podgrupe prikazuju promenu vrednosti UNGAL pet definisanih
taCaka merenja na sledeéi nacin: Statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti uNGAL u ovim
podgrupama izrazena je u DOLI14 p=0.005; DOL1e p=0.047, znacajno vise u AKIN2 nego

AKIN1. U narednim tatkama merenja ta razlika izmedu podgrupa nije statisticki znacCajna:

(F=3.412, p=0.069);

c) non-AKI, AKIN1 i AKIN2 prikazuje promenu uNGAL u svih pet tac¢aka merenja u svih
ispitanika posmatranih kroz ove grupe. Razlike u vrednostima uNGAL statisticki su znacajne u
DAN1; [p=0.001(ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvsAKIN2)]

DAN1; [p=0.001(ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvsAKIN2)]

DAN1, [p=0.003(ne-AKIvsAKIN1); p=0.000 (ne-AKIvsAKIN2)]

DAN1g [p=0.27 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.009 (ne-AKIvsAKIN2)]

(Multipla komparacija)

Posmatrane kroz vreme sve grupe imaju statisticki veoma znacajnu promenu uNGAL:

(F= 5.963, p= 0.004);

*Analiza vrednosti uUNGAL u Cetiri tatake merenja

a) ne-AKI i AKI dve osnovne grupe ispitanika, prikazuje promenu vrednosti UNGAL izmerene
u Cetiri  tacke merenja (DAN1,; DAN1s, DAN3 i DAN7Y) u sve ispitivane novorodencadi.
Registruje se statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti uNGAL u tri od Cetiri definisane

tacke merenja: u DAN1, p=0.001; DAN1ls p=0.016 DAN3 p=0.048. Analiza celokupnog
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vremena ispitivanja pokazuje da je ta razlika u celini statisticki veoma znacajna: (F=8.682,

p=0.004); Figura 7(a)

b) AKINI i AKIN2 prikazuje promenu vrednosti uNGAL u na slede¢i nacin: vrednosti
UNGAL rano rastu u prvom danu ispitivanja, znac¢ajno vise u AKIN2 nego AKINI. Taj porast
je najveci u Cetvrtom satu prvog dana merenja gde je razlika medu grupama je statisti¢ki visoko
znaCajna  DAN1, p=0.005; i statistiCki znacajana u DAN1s p=0.047. Tokom vremena u

narednim tackama merenja ta razlika nije statisticki znacajna: (F=3.412, p=0.069); Figura 7(b)

c) ne-AKI, AKIN1 i AKIN2 prikazuje promenu uNGAL u ¢etiri tatake merenja u svih ispitanika

posmatranih kroz ove grupe. Razlike u vrednostima uNGAL statisti¢ki su znacajne u:

DAN1; [p=0.001(ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvsAKIN2)]
DAN1, [p=0.003(ne-AKIvsAKIN1); p=0.000(ne-AKIvsAKIN2)]
DAN1g [p=0.27(ne-AKIvsAKIN1); p=0.009(ne-AKIvsAKIN2)];(Multipla komparacija)

Posmatrane kroz vreme sve grupe imaju statisti¢ki veoma znacajnu promenu uNGAL:

(F=5.963, p= 0.004); Figura 7(c)

eAnaliza vrednosti uUNGAL u tri tatke merenja

a)ne-AKI i AKI dve osnovne grupe ispitanika, prikazuje promenu vrednosti uNGAL

izmerene u tri taCaka merenja (DANI1s; DAN1g, DAN3) u sve ispitivane novorodencadi.
Registrujemo statisticki znacajne razlike u sve tri definisane tacke merenja: DAN1,4 p=0.001;
DAN1s p=0.016 i DAN3 p=0.048. Analiza celokupnog vremena ispitivanja pokazuje da je ta
razlika u celini statisticki veoma znacajna: (F=8.682, p=0.004); Figura 8(a)

b) AKIN1 i AKIN2 prikazuje promenu vrednosti UNGAL u ispitanika koji su razvili AKI u
podgrupama AKIN1 i AKIN2 u tri tacke merenja. Vrednosti uNGAL rano rastu u prvom danu
ispitivanja, znacajno vise u AKIN2 nego AKINI. Statisticki znacajna razlika beleZi se u dve od
tri istaknute tacke merenja: u DAN1, p=0.005i u DAN1g p=0.047. U narednim tackama merenja
ta razlika nije statisticki znacajna: (F=3.412, p=0.069); Figura 8(b)
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¢) ne-AKI, AKIN1 i AKIN2 prikazuje promenu uNGAL u tri taCake merenja u svih ispitanika

posmatranih kroz ove grupe. Razlike u vrednostima uNGAL statisticki su znacajne u:

DANZ1; [p=0.001 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.002 (ne-AKIvsAKIN2)]
DAN1, [p=0.003 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.000 (ne-AKIvsAKIN2)]
DAN1g [p=0.27 (ne-AKIvsAKIN1); p=0.009 (ne-AKIvsAKIN2)]

Multipla komparacija. Posmatrane kroz vreme sve grupe imaju statisticki veoma znacajnu

promenu UNGAL.: (F=5.963, p= 0.004); Figura 8(c)

Kako razlike u koncentracijama uUNGAL u vremenu mogu biti rezultat i drugih opstih
karakteristika, a ne samo vremena, postnatane dobi novorodencadi, ova analiza je prilagodena
(adusted) na kovarijanse: pol, gestaciju, AS, porodajnu telesnu masu i bazni deficit, pomoc¢u
jednofaktorske analize kovarijanse (ANCOVA) sa ponovljenim merenjima. Adastiranje je
uradeno na: pol, gestaciju, AS, porodajnu telesnu masu i bazni deficit na osnovu Pirsonovih
koeficijenata korelacije, koji su pokazali da su ove karakteristike ispitanika visoko povezane sa

pojavom i ishodom AKI kod novorodenceta. Tabela 11,i 11,; Figura 7,8,9.

NGAL se sintetiSe u sistemskom i renalnom bazenu. Poznato je da se NGAL u bubregu
sintetiSe u uzlaznom segment Henleove petlje i sabirnim kanalima i uglavnom reapsorbuje u
proksimalnom tubulu, efikasnom megalin zavisnom endocitozom [59]. Poveéanje koncentracije
NGAL verovatno se javlja kada postoji oSteenje proksimalnog tubula bubrega i/ili povecanje
sinteze u distalnom nefronu. Ishemijski stres tokom asfiksije dominatan je etioloski faktor koji
utice na AKI 1 integritet proksimalnog tubula novorodenceta. Dakle uNGAL je odgovarajuci
marker za AKI uzrokovan PNA. U literaturi se javljaju podaci o tome da uNGAL zavisi od
gestacione i postanatalne dobi i porodajne telesne mase [28]. Kontrola ovih veoma vaznih
pridruZzenih varijabli je neophodna kako bi se osigurala tvrdnja da veze izmedu urinarnih
biomarkera 1 AKI ishoda nisu samo odraz prematuriteta. To je bio razlog zasto smo uradili
regresionu analizu za kontrolu ovih potencijalnih pridruzenih varijabli, /konfaundersa/. Kada je
u ovo ukljuceno i prezivljavanje novorodencadi kao vazna varijabla, pokazano je da ovi
biomarkeri mogu da predvide AKI kao pojavu i njegovu tezinu, nezavisno od porodajne telesne
mase ili gestacijske dobi. Od 2003. godine Mishra i saradnici su ukazali na zna¢aj uNGAL kod
pacijenata posle kardiohirurgije [22,23,112]. Od tada se broj radova rapidno povecava i
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potvrduje ulogu uNGAL u predvidanju AKI [9,24,28]. Prema naSim saznanjima samo je
nekoliko autora pokazalo znacaj uNGAL u preterminske novorodencadi [34,35]. UNGAL se
meri u odredenoj zapremini urina i izrazava kao apsolutna vrednost u mg/L ili kao

standardizovana/normalizovana vrednost u odnosu na vrednost urinarnog kreatinina [75].

e Standardizovani uNGAL:

Urin predstavlja veoma atraktivan bioloSki materijal za odredivanje biomarkera, medutim da bi se
dobili validni podaci za neki urinarni biomarker i da bi on bio kvalitetan mora se prevaziéi niz
teskoc¢a. Jedan od pocetnih problema koji se mora prevazici jeste normalizacija urinarnog uzorka
prema razlikama u razblazenju urina tokom 24 satne diureze. Uobicajeno su biomarkeri u uzorcima
urina normalizovani prema koncentracijama kreatinina u urinu i taj odnos je konstantan u zdravom
bubregu. Urinarni biomarkeri kao $to su albumin i drugi biomarkeri bureznog ostecenja, ¢esto se
prikazuju kao normalizovan/standardizovan odnos prema urinarnim koncentracijama kreatinina
(uCr), Sto kontroliSe varijacije prema protoku urina. Promene ovog odnosa odrazavaju promene u
izlu¢ivanju biomarkera [1]. KoriS¢enjem kompjuterske simulacije kinetike kreatinina, otkrili smo
da se na normalizovani nivo biomarkera odrazava tubularno oStecenje Sto ¢e uticati na dinamicne
promene u koncentracijama urinarnog kreatinina 1 brzinu njegovog izlu€ivanja pri promenama
jacine glomerulske filtracije. Kod hospitalizovanih pacijenta se mogu odrediti stvarne vremenski
definisane kolekcije urina sa promenjivim GFR i/ili kriti¢cnom bolesc¢u koji su izlozeni varijabilnim
uCr koncentracijama [113]. Korisno je razmotriti determinante urinarnog Kkreatinina (uCr ).
Ekskrecija i koncentracija urin kreatinina je u funkciji glomerulske filtracije. Kreatinin se
slobodno filtrira u glomerul 1 lu¢i u razli¢itom stepenu u slu¢aju AKI, kreatinin takode moze da se
vrati (backleak) preko oSte¢enog tubulskog epitela nazad u sistemsku cirkulaciju [14]. Stoga se

izlu€ivanje kreatinina u urinu moZe opisati kao:

[SCr] X GFR+T Scr-BCr = [UCr] X UFR

SCr - serum creatinine concentration - koncentracija kreatinina u serumu
GFR- glomerular filtration rate - glomerularna filtracija

TScr- tubular secretion rate of creatinine - tubularna sekrecija kreatinina
BCr - backleak rate of creatinine - povratno izluc¢ivanje kreatinina

UCr - urinary creatinine concentration - urinarna koncentracija kreatinina
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UFR- urinary flow rate-protok urina

U stabilnim uslovima, zanemarivanje tubularne sekrecije i povratnog curenja kreatinina u
cirkulaciju je obrnuto proporcionalno urinarnom protoku urina. Takode urinarne koncentracije
bilo kog biomarkera su obrnuto proporcionalne protoku urina (UFR) u odnosu na ukupno
izluc¢ivanje biomarkera. Normalizacija urinarnog biomarkera na uCr pod stabilnim uslovima u
odnosu na varijacije UFR nema nikakav efekat na vrednost biomarkera ili brzinu izlu¢ivanja
kreatinina. Ipak pri normalizaciji je potreban oprez u tumacenju i treba znati da: najmanje u
Cetiri klinicka uslova normalizacija na [uCr] moze biti pogreSna za urinarne biomarkere. Kada

se uporede koncentracije urinarnih biomarkera u pojedinaca:

1. sarazli¢itom stopom stavaranja Kreatinina ili ekstrarenalne degradacije kreatinina
2. kada je GFR menja iz stabilnog stanja

3. kada se menja sekrecija kreatinina
4

kada se menja tubularni backleak creatinina

Ove analize su izvedene da istraze potencijalne predrasude vezane za normalizaciju uCr
usled promena u GFR empirijski u pacijenata sa AKI ili u riziku od AKI, i iz teorijske
perspektive koriste¢i kompjutersku simulaciju kinetike kreatinina. Mi smo koristili termin klirens
kreatinina da obuhvati promene u GFR, tubularnoj sekreciji i tubularnom beck leak
kreatinina (povratno tubularno curenje kreatinina) [113]. Zbog toga je faktor normalizacije

veoma vazan.
U ovom odeljku predstavljene su apsolutne i standardizovane vrednosti uUNGAL. Tabele 1 2.

Shodno tome mi smo prikazali standardizovane vrednosti UNGAL prema urinarnom
kreatininu (uCr). Sve vrednosti UNGAL u ovom poglavlju predstavljaju standardizovane
vrednosti u odnosu na urinarni kreatinin (uCr). Takode smo prikazali standardizovane vrednosti
u oba sistema; metriCkom i S| sistemu jedinica (metric units i Sl units). Standardizovane
vrednosti su imale bolji AUC-ROC i bolju sposobnost da predvide AKI od apsolutnih

vrednosti.

Od svih ispitivanih biomarkera u nasoj studiji najbolji AUC-ROC je imao uNGAL bolji od
svih drugih ispitivanih urinarnih i serumskih biomarkera. U prvom danu DAN1, AUC-ROC za

uNGAL iznosio je 0.90, Tabela 3; Figura 3. To je najveca dostignuta vrednost jednog AUC-ROC u
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naSem ispitivanju. Posebno znacajan rezultat dale su univarijantna i multivarijantna regresiona
analiza koje su pokazale kako je porast uNGAL povecavao rizik od AKI i sam a posebno nakon
adastiranja na pridruzene varijable; pol, gestaciju, Apgar skor i porodajnu telesnu masu. To
znacajno potvrduje da vrednosti biomarkera uNGAL zavise od gestacijske zrelosti, porodajne
telesne mase, postanatalne dobi i acido-baznog statusa. Udruzen sa ovim prediktorskim varijablama

uNGAL je poboljsao svoju predikciju AKI.

AUC-ROC u AKIN1 grupi u DAN1, sa AUC= 0.90[CI95%(0.63-0.99)]p=0.000, sto je po
klasifikaciji Mc Naill odlican! DAN1g Figura 2 b. Po istoj klasifikaciji vrlo dobar AUC je u AKI
grupi ispitanika u DAN1, i iznosi AUC=0.85[CI95%(0.60-0.97)] p=0.000. Figura la, pokazuje
AKI grupu i AUC-ROC u njoj. U¢inak NGAL merenog u razli¢itim vremenskim periodima kao
prediktora za razvoj AKI u grupama (non-AKI/AKIN1/AKIN2) prikazan je u Tabeli 3 i Figuri 2.
AUC-ROC je bio savrSen u predvidanju AKI u AKIN1 u DAN1, i DOL1, (0.85 i 0.90 ovim
redom), dok je bio dobar za predvidanje AKI u grupi DAN1, kao i DAN1; i DAN1g. Istovremeno
je uNGAL bio koristan u predvidanju AKIN2.

U zakljucku ovog dela diskusije ponovo isticemo da je najveéi napor u ovoj studiji ucinjen
je u sakupljanju urina, posebno iz prve mikcije, koji je dragocen i1 najraniji bioloski mesendZer
eventualnog oSte¢enja bubrega, tokom perinatalnog perioda. Precizno merenje i iS¢ekivanje prve
diureze je pokazalo da mnoga novorodencad zbog odlozene ili usporene prve mikcije nemaju
ocekivani uzorak urina u DAN1-2h ili ¢ak DAN1-4h. Na srecu urini sakupljeni u 2 ili 4 satu posle
prijema u NICU, su po koncentracijama UNGAL, bili dovoljno informativni za postavljanje

dijagnoze AKI u asfikticnog preterminskog novorodenceta.

Odnosi SNGAL / uNGAL

Deo ove analize odnosi se na paralelnu studiju vrednosti SNGAL i uNGAL u ispitivanim
grupama non-AKI/AKI i podgrupama, AKIN1/AKIN2. Specifi¢nost ove analize je u tome §to se
istovremeno prikazuju vrednosti SNGAL i uNGAL u pojedina¢nim grupama ne-AKI/AKI i
podgrupama AKIN1/AKIN2. U osnovnim grupama ispitanika ne-AKI i AKI vrednosti SNGAL
su bile znacajno vece od vrednosti uNGAL. Ta razlika statisticki je bila veoma znac¢ajna u AKI
grupi. Ova analiza odnosa SNGAL/UNGAL pokazuje da su vrednosti serumskog sNGAL bile
znacajno vise nego vrednosti urinarnog UNGAL, u AKI grupi kao i u podgupama AKIN1 i
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AKIN2, i svim vremenima. Unutar grupne razlike (SNGAL vs UNGAL) su cesto bile
statistiCki veoma znacajne, uvek sa statisticki znacajno ve¢om vrednos¢u sSNGAL u odnosu na
UNGAL. Analiza medugrupnih razlika je pokazala da one Cesto nisu statisticki znacajne, posebno
u odnosu na UNGAL. Razlike u vrednostima urinarnog UNGAL u: ne-AKI vs AKI u svim
analiziranim vremenima nisu bile statisticki znacajne Figura 1. (a,b,c,d,e), kao ni u (AKIN1 vs
AKIN2) Figura 2. (a,b,c,d,e), kao ni u (ne-AKI vs AKIN1 vs AKIN2). Figura 3(a,b,c,d,e). U delu
analize koja se odnosi na uNGAL sigurno da znacajan faktor ogranicenja jeste mali broj uzoraka
u ranim tackama ispitivanja. Serumski NGAL je i u medugrupnoj analizi pokazao veci statisticki
znacaj: (non-AKI vs AKI): DAN1,, p=0.001; DAN1, p=0.001; DAN1s p=0.018 , Figura 1.
(a,b,c), Zatim u AKIN1 vs AKIN2: DAN1, p=0.035, Figura 2. (b), zatim u (ne-AKI vs AKIN1
vs AKIN2): DAN1,4 p=0.000; DAN1g, p=0.020, Figura 3. (b, c). Moguca objasnjenja su: prvo, da
je serumski NGAL bolji, pouzdaniji i sigurniji rani marker AKI u preterminskog novorodenceta
drugo, da je broj uzoraka sNGAL, gotovo maksimalan u svim merenjima, omogucio validniju
analizu, zakljucke i predikciju. U zakljucaku ovog dela diskusije SNGAL u poredenju sa
uNGAL je raniji i bolji prediktor AKI u prevremeno rodenog deteta sa APN.

U zakljucku diskusije isticemo najve¢i napor u ovoj studiji ucinjen je u sakupljanju
urina, posebno iz prve mikcije, koji je dragocen i najraniji bioloski mesendzer o eventualnom
oStec¢enju bubrega, tokom perinatalnog perioda. Precizno merenje i iS¢ekivanje prve diureze je
pokazalo da mnoga novorodencad zbog odloZene ili usporene prve mikcije nemaju oc¢ekivani
uzorak urina u DAN1-2h ili ¢cak DAN1-4h. Na sre¢u urini sakupljeni u 2 ili 4 satu posle prijema
u NICU, su po koncentracijama uNGAL, bili dovoljno informativni za postavljanje dijagnoze

AKI u asfikti€nog preterminskog novorodenceta.

KIM-1(Kidney injury molecule-1) - Molekul-1 bubreznog ostecenja

Kao i vec¢ina biomarkera, KIM-1 je prvobitno ispitivan na animalnim modelima, zatim u
humanoj populaciji kod odraslih, kasnije u minimalom broju studija kod dece nakon kardio-
hirurgije. Nakon opseznih predklinickih studija KIM-1 je prihvacen od strane Food Drag
Assotiation (FDA) i Evropske medicinske agencije, kao visoko specifian i senzitivan urinarni
biomarker, u AKI izazvanim nefrotoksi¢nim dejstvom lekova, u predklinickim studijama i
pojedina¢nim slucajevima [19,20,21]. Prethodne studije kod odraslih rezultovale su
zadovoljavaju¢im vrednostima AUC -ROC za KIM-1, koji je iznosio oko 0.80. U studiji Han i
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saradnika izvedenoj u grupi od 90 odraslih pacijenata nakon kardiohirurgije 36 pacijenata je
razvilo AKI 72 sata nakon operacije. Ispitivanje pojedinacnih biomarkera u ovih pacijenata je
pokazalo u treCem postoperativnom satu sledece, skromne vrednosti AUC-ROC: KIM-1=0.68 i
0.65; NAG= 0.61 i 0.63; uNGAL= 0.59 i 065. Kombinacija tri biomarkera KIM-1, NAG i
uNGAL povecala je osetljivost za ranu predikciju AKI do znacajnih 0.75 i 0.78 [70]. U malim
kontrolisanim “case control” studijama od 40 dece podvrgnute operacijama srca 20 je imalo AKI
definisan kao 50% serumskog kreatinina a 20 je bilo bez AKI. U AKI grupi nivoi KIM-1 su bili
povecéani sa AUC-ROC 0.83 u dvanaestom postoperativnom satu.Vec tu se KIM-1 pokazao kao

obecavajuci kandidat za ulazak na urinarni panel AKI.

Kod novorodencadi, posebno preterminske, tek su zabeleZzene pocetne studije. U tom smislu
ova studija je specifi¢na i znacajna, u ispitivanju uloge KIM-1 u ranoj detekciji AKI kod
preterminske novorodencadi sa perinatalnom asfiksijom, i ako su njeni rezultati u ovom delu

skromni [5].

U nasem ispitivanju vrednosti KIM-1 odredivane su prema istom protokolu studije,
zajedno sa drugim biomarkerima. Kao urinarni biomarker KIM-1 je meren u urinu asfikti¢ne
preterminske novorodencadi. Sli¢no problemima svojstvenim ispitivanju drugih biomarkera
urin-panela, u ovom delu pri ispitivanju KIM-1, imali smo iste teSkoc¢e u sakupljanju urina. Ovo
je posebno izraZzeno u najranijim tackama merenja u prvom danu, DAN1, kada je realizovan
mali broj uzoraka, samo 17 (non-AKI: 51 AKI: 12), za odredivanje KIM-1.

Rani porast vrednosti KIM-1 u urinu ispitivane novorodencadi registrovan je u AKI;
DAN1,: (699.99 +431.57) pg/ml u zadovoljavajuce velikoj grupi ispitanika od 72 novorodencadi.
U ovoj tacki merenja odnos non-AKI vs AKI je bio statisticki veoma znac¢ajan i iznosio p=0.001.
Statisti¢ki znacajne razlike medu analiziranim grupama non-AKI vs AKI registruju se i u DOL1g:
p=0.032, kada je broj ispitanika bio 30. Tabela 2. U ostalim tatkama ispitivanja nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu analiziranih grupa i podgrupa. Takode registrovane su Vvisoke vrednosti

KIM-1 u obe podgrupe AKIN1 i AKINZ2.

Vrednosti AUC-ROC za KIM-1 u grupama i podgupama ispitivane preterminske
novorodencadi prikazane su u Tabeli 6. Najveca sposobnost KIM-1 da predvidi AKI u
preterminskog novorodenceta zabelezena  je u DAN1; sa AUC= 0.70[CI95%(0.60-
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0.81)]p=0.001 i DAN1ls sa AUC=0.63[CI95%(0.47-0.78)]p=0.014 i DAN3 sa
AUC=0.60[C195%(0.48-0.71)]p=0.016. Istovremeno KIM-1 bio koristan u predvidanju AKIN2.
Tu je zabelezen manje znacajan ali dobar AUC-ROC za KIM-1 u AKIN2 grupi u: DAN1,
AUC=0.67[C195%(0.52-0.81)]p=0.065. i DAN1ls AUC=0.66[C195%(0.42-0.90)]p=0.300.
(Tabela 16. Figura 18). Strogo ceneéi ovo nisu optimalne, ali su sigurno znacajne vrednosti
AUC-ROC koje sa visokom pouzdanoséu mogu predvideti AKI. Takode jasno je da odsustvo
merenja i/ili mali broj merenja, u najranijim tackama studije umanjuje znacaj ovih rezultata.
Bolju predikciju AKI pomocu urinarnog KIM-1 oc¢ekujemo u narednim multicentricnim

studijama na velikim uzorcima ispitanika.

U Tabeli 4. su sumirane univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza.
Rizik od AKI progresivno je rastao sa sa porastom vrednosti KIM1 u prvom danu, 4 i 6 satu po
prijemu: [OR=1002 sa 95%CI1=(1.001-1.003)] p=0.002; i OR=1.002 sa [95%CI=(1.000-1.003)]
p=0.041 tim redom. Multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza otkrila je da su visoke KIM1
vrednosti u 4 i 6 satu prvog dana bili zna¢ajni prediktori AKI nakon “adastiranja” za pridruZene
varijable OR=1.002 sa [95%CI(1.001-1.004)] p=0.001; i OR=1002 sa [95%CI(1.000-1.004)]
p=0.037. Adastiranje je izvrSeno na kovarijante POL, GES, AS, PTM 1 BD. Kada su AKIN1 1
AKIN2 grupe uzete u obzir onda ovaj marker nije bio prediktor AKIN1 i AKIN2 niti sam niti

adastiran.

Prednost KIM-1 nad NGAL je ta da je on specifi¢niji za ishemijske i nefrotoksi¢ne povrede
bubrega i nije znafajno izmenjen hroni¢nom bubreznom boles¢u, niti infekcijama urinarnog
trakta. Najverovatnije da ¢e se NGAL i KIM-1 javiti kao sledeci biomarkeri AKI, sa NGAL kao

znacajnim specifikatorom u malo kasnijim vremenskim tackama.
Alfa-1 mikroglobulin (al1-M)

Alfa-1 mikroglobulin (al-M), je ispitivan u ovoj studiji na isti nac¢in kao i ostali
biomarkeri, po istom protokolu studije. Rezultati ovog dela ispitivanja znacajno su skromniji u
odnosu na rezultate za NGAL i KIM-1. Ipak nisu zanemarljive vrednosti AUC-ROC u prvom
danu zivota u AKI grupi: ¢etvrtom i Sestom satu: 0.60; 0.63 , i dalje u trecem 0.61 i sedmom da

nu zivota 0.65. Takode visoke vrednosti al-M, su bili znacajni prediktori AKI u DAN1, sami
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OR = 1.002 [95%CI(1.001-1.003)] p=0.002 i nakon adastiranja na pridruzene varijable OR =
1.015 [95%C1(0.988-1.043)] p=0.091, takode u DAN3 sami OR = 1.026 [95%CI(1.996-1.058)]
p=0.278 i nakon adastiranja: OR = 1.017 [95%CI(1.985-1.050)] p=0.298.

Beta -2 mikroglobulin (B2-M)

Sposobnost beta-2 mikroglobulina da predvidi AKI kod preterminske novorodencadi
znacajna je U AKINZ2 grupi i iznosi u ispitivanim tackama: 0.72, 0.90, 0,74, 0,80. 0.75. tim
redom. AUC-ROC 090 u DAN1, je numeri¢ki izvanredna vrednost, ali znacaj je umanjen
¢injenicom da je to vrednost odredena na jednom jedinom uzorku. Tri vrednosti AUC-ROC za
DAN1s= 0.74, DAN3 =0.80, DAN7=0.75 odredene su na uzorku od 12 ispitanika, (5to je 50%
AKIN2 podgrupe) su sasvim dobre i zadovoljavajuce vrenosti. Dalje multivariaciona regresiona
analiza je pokazala da najveci znacaj za predvidanje AKI u preterminske novorpodencadi ima
B2-M nakon adastiranja na pridruzene varijable najznacajnije za novorodence i razvoj AKI kod
njega a to su: pol, gestacija, Apgar skor, porodajna telesna masa i bazni deficit. Nakon
adastiranja ovaj marker je bio znacajan marker AKI u AKI grupi u svim vremenima merenja.
Takode u AKIN2 podgrupi f2-M je bio znacajan biomarker AKI u cetiri tatke merenja od
Cetvrtog sata prvog dana ispitivanja do sedmog dana Tabela 34. To ukazuje na znacaj
prilagodavanja na navedene varijable, koje imaju veliki uticaj na vrednosti ovog bimarkera i
njegovu zavisnost od njih. Kao i drugi biomarker i 2-M je u funkciji postnatalne i gestacijske
dobi, Apgar skora i baznog deficita kao pokazatelja perinatalne asfiksije. Sve rezultate p2-M
treba uzeti sa odredenim ogranienjem vezanim za urinarne biomarkere uopSte , jer je broj
uzoraka &esto bio mali nedovoljan ili ¢ak nije ostvaren. Cak i najboljim rezultati na minimalnom
broju uzoraka znacaj je umanjen i ne moze se generalno tumaciti. To ponovo isti¢e potrebu za

velikim multicentri¢nim studijama.

U zakljucku diskusije: AKI je sindrom sa ozbiljnim neposrednim, ranim i kasnim
posledicama. Drugi pristup da se poboljsa AKI dijagnoza jeste kombinacija vise biomarkera.
Askenazi i saradnici su procenjivali viSe, 8 urinarnih biomarkera: NGAL, 1L-18, KIM-1, OPN,
B2mG, CysC [17]. Oni su ispitali kombinovane sposobnosti ovih biomarkera za predvidanje
AKI i mortaliteta u VLBW novorodencadi i pokazali da kombinacija tri biomarkera nije bolja od
njihove izolovane, pojedina¢ne upotrebe. Medutim ova studija je samo studija jedne uske

specifi¢ne, jasno definisane grupe bolesnika. Nismo mogli identifikovati studije koje procenjuju
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ulogu KIM-1 posebno u neonatalnoj populaciji. Samo u studiji Askenazija procenjena je uloga

KIM1-a kao biomarkera AKI ali ne samostalno nego u kombinaciji sa drugim biomarkerima.

U nasem ispitivanju najbolje cutoff vrednosti je imao uNGAL. Zavidne vrednosti cutoff
imao je i SNGAL. Takode AUC-ROC vrednosti koje smo zabelezili kod drugih biomarkera
su veoma korisne u predvidanju AKI. Veci efekat i bolju korist u predvidanju smo dobili

kombinacijom biomarkera.

Nasa sposobnost da rano dijagnostikujemo AKI mozda ¢e se poboljSati najboljom
kombinacijom vise biomarkera, Sto bi poboljSalo terapijske i preventivnhe mere 1 AKI
prognozu. Neke studije su ukljucile procenu biomarkera kod novorodencadi i starije
dece [18]. Grani¢ne (cut-0ff) vrednosti mogu biti razlicite za decu i novorodencad, razlicite
za novorodencad razli¢itih gestacija, PTM i postnatalne dobi. Nismo mogli identifikovati
studije koje procenjuju ulogu KIM-1 posebno u neonatalnoj populaciji. Samo u studiji
Askenazija procenjena je uloga KIM-a kao biomarkera AKI ali ne samostalno nego u

kombinaciji sa drugim biomarkerima [117].

162



6.ZAKLJUCAK

U skladu sa ciljevima naSeg istrazivanja a na osnovu rezultata dobijenih statistickom

analizom, izvedeni su sledeci zakljucci:

=

U preterminske novorodencadi sa perinatalnom asfiksijom ucestalost AKI je

visoka i iznosi 67.60 %o.

2. Prema AKIN Kklasifikaciji najveéi broj preterminske novorodencadi sa
perinatalnom asfiksijom 83.60% je razvilo AKIN1 a AKIN2 16.40%, dok najteze

stanje AKIN3 nije registrovano.

w

Dijagnoza AKI postavljena je na osnovu vrednosti serumskog Kreatinina
Vrednosti serumskog kreatinina bile su u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima

novih biomarkera.

4. Dijagnoza AKI na osnovu konvencionalnih biomarkera kasni 48-72 sata po
rodenju. VVrednosti novih testiranih urinarnih i serumskih biomarkera imaju
znacajan porastu u prvim satima Zivota, kod preterminskog novorodenceta sa

AKI i perinatalnom asfiksijom.

5. Prediktivna vrednost testiranih biomarkera AKI u preterminske novorodencadi
sa perinatalnom asfiksijom u prvim satima Zivota je potvrdena visokim
vrednostima AUC-ROC.
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Biomarkeri AKI preterminskog novorodenceta su u zavisnosti od gestacijske i

postanatalne dobi, Apgar skora i porodajne telesne mase.

Novi biomarkeri neonatalnog AKI je potrebno uvesti u standardni dijagnostic¢ki

protokol u pedijatrijskim intenzivnim jedinicama i neonatoloskim odeljenjima

Potrebno je sprovesti obimniju multicentri¢nu studiju, koja bi potvrdila znacaj

novih biomarkera u dijagnozi AKI i dala precizne smernice za upotrebu

biomarkera u svakodnevnoj klini¢koj praksi.
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

AAP- Alanin aminopeptidaza

ABI - akutna bubrezna insuficijencija

ADQI- Acute Dialysis Quality Initiative

AKI- Acute Kidney Injury

AKIN- Acute Kidney Injury Network

AOB- akutno ostecenje bubrega

ATN - akutna tubularna nekroza

AU - arbitrary unit

AUC- Area under curve, povrsina ispod krive
BD - baze deficit

BPD - bronhopulmonalna displazija

BUN - blood urea nitrogen

CIN- contrast induced nephropathy (kontrastom indukovana nefropatija)
CKD-chronic kidney disease (hroni¢na bubrezna bolest)
CO- srcani autput

CPB - cardiopulmonary bypass

CRP - C reaktivni protein

Cys-C - Cystatin-C (cistatin C)

CVVH- kontinuirana veno-venska hemofiltracija
DAM - Decision-Analytic Model

DNK- Deoksiribonukleinska kiselina

ESRD - end-stage renal disease

FABPs - fatty acid binding proteins

FS - fovea sacralis

GFR - glomerular filtration rate

HAVCR-1 - hepatitis A virus cellular receptor-1
HBB - hroni¢na bolest bubrega
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HCUP - Healthcare Cost and Utilization Project

HRP - horseradish-peroxidase

HRTE-1 - Renalni tubularni epitelijalni antigen

ICEA - incremental cost-effectiveness analysis

IVH - intraventrikularna hemoragija

UTI - urinary tract infection (infekcija urinarnog trakta)

JGF- ja¢ina glomerulske filtracije

MBP- midium blood pressure (srednji krvni pritisak)

KDIGO - Kidney Disease Improving Global Outcome

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-Ig-like receptor 5

LN - lazno negativni rezultati

LP - lazno pozitivni rezultati

MDRD - Modification of Diet in Renal Disease

MMP-9 - matriks metaloproteinaza-9

MYV - mehanicka ventilacija

NAG- N-Acetyl-p glukozamidaza

NAPRTCS - North American Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies

NEC- nekroti¢ni enterokolitis

NGAL - neutrophil gelatinase-associated lipocalin (lipokalin)

NHE3- Urinarni Na*/H" exchanger isoform 3

NIDDK- Nacionalni Institut za Dijabetes, Digestivne i BubreZzne bolesti USA

ONIN- Odeljenje neonatalne intenzivne nege
ORDP- Oxygen radical diseases of prematurity
OSD- Okultni sakralni disrafizam
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POC - point-of-care

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

ROP - Retinopatija prematuriteta

ROS - Reactive oxygen species, reaktivne kiseoni¢ne vrste
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

TOS - totalni oksidativni status

TIM-1 - T-cell immunoglobulin mucin-1
TMB - tetrametilbenzidin

TNF-a - tumor necrosis factor alpha

UTI- urinary tract infection
VEGF-vaskularni endotelijalni faktor rasta
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