SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Renata lvanac Jankovié

Kostani morfogenetski protein-7 u
dijabetickoj nefropatiji

DISERTACIJA

Zagreb, 2015.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Renata lvanac Jankovié

Kostani morfogenetski protein-7 u
dijabetickoj nefropatiji

DISERTACIJA

Zagreb, 2015.



Disertacija je izradena u Djelatnosti za unutrasnje bolesti Opce bolnice Bjelovar 1 u

Klinickom zavodu za patologiju i citologiju Klinickog bolnickog centra Zagreb.

Voditelj istrazivanja: Prof.dr.sc. Petar Kes

Zahvaljujem mentoru prof.dr.sc. Petru Kesu na podrsci i strucnoj potpori.

Veliko Hvala prof. dr.sc. Nikolini Basi¢-Jukic¢ koja mi je svesrdno pomagala, hrabrila me i

poticala u cjelokupnom mom znanstvenom i strucnom radu.

Zahvaljujem svojoj obitelji; suprugu i sinu na bezuvjetnoj podrsci koju mi pruzaju, i vremenu

koje su mi svakodnevno stvarali kako bih privela kraju izradu ove Disertacije.

Hvala Bogu koji me vodi putem uzanim...



SADRZAJ

Popis oznaka i kratica

LUUVOD ...ttt ettt ettt e ettt e e et e s teente e st e sseenbeensesseeseeneenneennen 1
L 210 L) (< SRS 2
| N 1 107011 § - DS 2
Lo L2 FIZI0LOZIu ettt ettt ettt ettt et e st e e aeeenbeensaeenaeens 4
1.1.3.Ispitivanje bubrezne funkCije.........ooveeeiieriiiiiieiieieciiee e 5
1.1.4.Zatajivanje bubreZne funkcije .........ccoceeviieriiiniiieiiecie e 7
1.1.4.1.Akutna ozljeda bubrega...........ccccuveeviiieiiieeeieecee e 7
1.1.4.2.LijeCenje akutne ozljede bubrega............cceeeeieieniiieniie e 8
1.1.4.3.Kroni¢na bubrezna bolest..........ccceiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 11
1.1.4.4.LijeCenje kronicne bubrezne bolesti..........cccuevcvierieeiienieiiieieeieeiie s 16
1.2.8€CEINA DOLESL.........eoeeeeeeeeeeeee e, 20
1.2.1. Epidemiologija SeCerne DOleSti........ceevireiieiiienieeiieiieeieeiee et 20
1.2.2. Etioloska KIasifiKacija........cc.ceevuieiriiieiiieeciie e 20
1.2.3. Akutne KOmMPIKACIJE......eeeiuiieiiieeeiie ettt e e en 22
1.2.4. Kronicne KOMpIKACIIE.......ccuvieiuieiiiieiciie ettt 24
1.2.5. DijabetiCka nefropatija..........cceecieiiieiiierieeiieeie et 25
1.2.5.1. Definicija i epidemiologija........ccceeecuieriieiiieniienieeiie e 25
1.2.5.2. Patogeneza i patologija........cceerveeriieriieniieeieeiee et 26
1.2.5.3. Stadiji 1 KIINICKE 0SODItOStL...ccuvveieiiiieciiieeciiecieeeeiie et 30
| T B 5 | [T 1| [ USSR 31
1.3. KoStani morfogenetski Proteini.........cceeccveeeriieeiieeniiieeeiieeeieeeseeeeseveeeeeeeeeeeesneees 34
1.3.1.Definicija 1 POdJela.......ccuieiieniiiiieiecieee e 34
1.3.2.Stanicni mehanizmi djelovanja..........ccoceecieeiieniieiienieeece e 37
1.3.3.Kostani morfogenetski protein-7 ...........cccceeeueerierirenienieeiieeie e 39
2.HIPOTEZA ...ttt ettt ettt ettt teentesseebeeneeeneenee 41

3. CILJEVIISTRAZIVANUJA . ........cooioioieieeeeeeeeeeeeee e 43



4. ISPITANICIIMETODE..........ccooiiiiiiiiiiiicece e 45

4.1.1. Prvi dio istrazivanja-ELISA teSt.......cccuiriiieiiiiriieeieeieecee et 46
4.1.2.Drugi dio istrazivanja-Imunohistokemijsko bojanje...........ccccoeveerviienienieennnens 48
4.1.3. StatistiCka analiza...........cooeoiiiiiiiiii e 49
SIREZULTATLL.....ooiieee ettt sttt et e st e naeenteeneenseenee e 51
5.1. Rezultati ELISA tESTa......eiiuiiiiiiiieeieeiie ettt 52
5.1.1.Raspodjela UZorka...........cooeiiiiiiiiieiieieee e 52
5.1.2.Demografski podaci iSpitanika.............ceccueerieriieniieniieieeie e 53

5.1.3.Udio pojedinih skupina lijekova u lije€enju visokog krvnog tlaka,

hiperlipoproteinemije 1 pridruzenih bolesti............ccccvveeviieeniiencieeeieee. 57
5.1.4.Raspodjela bolesnika prema nalazu fundusa...........cccceeevveeeieeriieencie e, 68
5.1.5.Testiranje razlike izmedu skupina po kvalitativnim parametrima.................... 70
5.1.6.Analiza laboratorijskih parametara, trajanja SB i vrijednosti krvnog tlaka...... 72

5.1.7.Testiranje razlike prema klinickim obiljezjima ispitanika

U 0dnosu Na BMP-7......ooiiiiiiiiiiiee e 77

5.2. Rezultati imunohistokemijskog bojanja...........cccceeevieeriiieiiieeiiieceeeeee e 89

5.2.1.1zrazaj BMP-7 u proksimalnim kanali¢ima..............ccccoeevveeriininciieiniie e, 89

5.2.2.1zrazaj BMP-7 U pOdOCItIMAL.......cceiiieiiiieeiiieeiieeeieeeeieeestee e e eveeeaeeeeaae e 92

6. RASPRAVA ...ttt ettt ettt sttt ettt eaeesbe e b 93
TZAKLIUCAK ...ttt 100
B SAZETAK ..ottt ettt 102
O.SUMMIARY ...ttt ettt ettt ettt e s st et e e see s st eseeasesseenseeneesseenseensasseensens 105
TO.LITERATURAL ...ttt ettt ettt s e s et e st enseeneesneenee 108

TLZIVOTOPIS.......oooooooeeeeeee e 121



POPIS OZNAKA I KRATICA

ACE angiotenzin konvertirajuci enzim (od engl.angiotensin converting enzyme)
ADQI engl. Acute Dialysis Quality Initiative

AGEs krajnji produkti glikozilacije (od engl. advanced glycosilation endproducts)
AKIN engl. Acute Kidney Injury Network

ALK engl. Activin receptor Like Kinase

ARB blokatori receptora angiotenzina (od engl. angiotensin receptor blocker)
BMP-7 kostani morfogenetski protein-7 (od engl.bone morphogenetic protein-7)

CKD - EPI engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration

CRRT kontinuirano nadomjestanje bubrezne funkcije (od engl. Continuous Renal
Replacement Therapy)

CTGF ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (od engl.connective tissue growth factor)

CVVH kontinuirana venovenska hemofiltracija (od engl. Continuous VenoVenous
Hemofiltration)

CVVHD kontinuirana venovenska hemodijaliza (od engl. Continuous VenoVenous
Hemodialysis)

CVVHDF kontinuirana venovenska hemodijafiltracija (od engl. Continuous VenoVenous

HemoDiaFiltration)
DAG diacilglicerol
DCCT engl. Diabetes Control and Complications Trials
ERK kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (od engl. extracellular signal—

regulated kinases)

FGF ¢imbenik rasta fibroblasta (od engl. fibroblast growth factor)

GADA protutijela na membranski protein (od engl. glutamic acid decarboxylase
autoantibodies)

GDNF neurotropni ¢imbenika nastao iz gliadina (od engl. gliadin derived neurotropic
factor)

Hb hemoglobin



HbAlc hemoglobin Alc

IAA protutijela na endogeni inzulin (od engl. insulin autoantibodies)

ICA protutijela na antigen citoplazme Langerhansovih stanica (od engl. islet cell
antibodies)

IDNT engl. Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial

IHD intermitentna hemodijaliza

JNK C-jun N-terminalna kinaza (od engl. C-Jun amino-terminal kinases)

KBB kroni¢na bubrezna bolest

KDIGO engl. Kidney Disease: Improving Global Outcomes

KIM1 engl. kidney injury molecule-1

MAPK kinaza aktivirana mitogenom (od engl. mitogen-activated protein kinase)

MDRD engl. Modification of Diet in Renal Disease

NGAL neutrofilni gelatinaza pridruzeni lipocelin (od engl. neutrophil gelatinase-

associated lipocalin)

PAI-1 inhibitor aktivatora plazminogena (od engl. plasminogen activator inhibitor-1)
PEM proteinsko-energetska pothranjenost (od engl. protein-energy malnutrition)
PKC protein kinaza C

PTH paratireoidni hormon

RAAS renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

RIFLE engl. Risk, Injury, Failure, Loss, End stage renal disease

RPS engl. Renal Pathology Society

SCUF polagana kontinuirana ultrafiltracija (od engl. Slow Continuous Ultrafiltration)
SZ0O Svjetska zdravstvena organizacija

SB Se¢erna bolest

TGF-beta transformirajuci Cimbenik rasta beta (od engl.transforming growt factor beta)

UKPDS engl. United Kingdom Prospective Diabetes Study



1. UVOD



1.1.BUBREG (lat.ren)

1.1.1. Anatomija

Bubrezi su parni organi koji uz mokra¢ovode, mokraéni mjehur i mokraénu cijev ¢ine
mokraéni sustav. Smjesteni su uz straznju trbusnu stijenku, retroperitonealno, tako da je desni,
obzirom na doticaj s desnim jetrenim reznjem polozen nesto nize od lijevoga. U njihovom
gornjem polu smjestena je nadbubrezna zlijezda. Prosjene su duzine oko 110 mm, Sirine 50
mm, i tezine 120 - 200 grama, crvenkastoplavkaste boje. Oblikom podsje¢aju na zrno graha
pri ¢emu se uz udubljeni, medijalni dio nalazi hilus - mjesto u kojemu u bubreg ulazi
bubrezna arterija, a izlaze bubrezna vena i mokracovod. Gornji proSireni kraj mokra¢ovoda
naziva se bubrezna nakapnica, a dijeli se u dva do tri velika bubrezna vrc¢a, koji se potom
dijele u jo$ nekoliko malih bubreznih vréeva (1).

Bubreg je prekriven vezivnom ¢ahurom oko koje se nalazi ovojnica od masnog tkiva.
Unutrasnju strukturu bubrega ¢ine kora i srz. SrZ sadinjavaju bubrezne piramide koje imaju
oblik stozca ¢iji je Siri dio na samoj granici izmedu srZi i1 kore 1 1z kojega srzni tracci prodiru u
koru, dok je uzi dio usmjeren prema malim bubreznim vréevima. Oni se nastavljaju u velike
bubrezne vréeve te spajaju u bubreznu nakapnicu koja je anatomski proSireni gornji dio
mokrac¢ovoda. Izmedu pojedinih piramida nalaze se tracci kore. U kori se nalaze bubrezna
tjelesca ili glomeruli, ¢iji je promjer oko 200 um (nazivaju se i Malpighijeva tjelesca).
Glomeruli se sastoje od mreze kapilara okruzene epitelnom ovojnicom dvostruke stijenke
nazvanom Bowmanova Cahura. Unutrasnja se stijenka Cahure naziva visceralnim listom i
obavija kapilare glomerula, dok vanjska stijenka ili parijetalni list predstavlja vanjsku granicu
bubreznog tjeleSca. Stanice koje sacCinjavaju visceralni list nazivaju se podociti. Podociti su
gradeni od stani¢nog trupa od kojega polaze primarni izdanci koji se dalje dijele u sekundarne
izdanke ili nozice koje obavijaju kapilare glomerula i izravno dodiruju bazalnu laminu
kapilara, za razliku od stani¢nih trupova podocita i primarnih izdanaka koji ju ne dodiruju.
Prostor koji omeduju nozice podocita veliine je oko 25 nm 1 naziva se filtracijska pukotina.
Filtracijska pukotina prekrivena je debelom opnom koja medusobno povezuje nozice podocita
(2).

Krajem 90-tih godina proSlog stoljeca otkriven je mutirani gen, NPHS1, koji kodira
protein nefrin izrazen u podocitima, vazan u odrzavanju cjelovitosti filtracijske membrane (3).
Mutacije nefrina povezane su s teSkim kongenitalnim nefrotskim sindromom Finskog tipa.

Rezultati novijih istrazivanja ukazuju na povezanost smanjenog izrazaja nefrina s



napredovanjem albuminurije u dijabetickoj nefropatiji (4,5).

Podociti i bazalna lamina kapilara stvaraju bazalnu membranu koja je ujedno i
filtracijska membrana, a dijeli mokraéni prostor od krvi u kapilarama. Bazalna membrana je
gradena od fibronektina, kolagena tipa 4, laminina i heparan-sulfat proteoglikana koji prijeci
prolaz kationskim molekulama. Takova grada bazalne membrane omogucuje joj da djeluje
poput selektivnog filtera (6). Parijetalni list Bowmanove ¢ahure graden je od jednoslojnog
plocastog epitela, bazalne lamine i uskog sloja retikulinskih vlakana koji na mokraénom polu
(dijelu glomerula od kojega polazi proksimalni kanali¢) prelazi u jednoslojni kubicni ili niski
cilindri¢ni epitel. Izmedu parijetalnog i visceralnog lista nalazi se mokraéni prostor u koji se
iz glomerula kroz stijenku kapilara i visceralni list filtrira teku¢ina. Tekuéina koja se naziva
glomerularni filtrat iz Bowmanove ¢ahure ulazi u proksimalni zavijeni kanali¢ koji je dio
mokra¢nog pola bubreznog tjelesca. Iz proksimalnog kanali¢a tekucina tece u Henleovu petlju
koja ulazi u srz, a sastoji se od silaznog i uzlaznog dijela, odnosno od tankog i debelog kraka
ovisno o debljini stijenke. Tanki krak se nalazi u silaznom, i dijelu uzlaznog odsjecka petlje
koji na povratnom putu u koru postaje debeli uzlazni krak petlje. Bubrezna tjeleSca,
proksimalni zavijeni kanali¢, tanki i1 debeli krak Henleove petlje, distalni zavijeni kanali¢, te
po nekima autorima i sabirne cjevcice i cijevi ¢ine funkcionalnu jedinicu bubrega koja se
naziva nefron. U svakom bubregu ima oko 1 do 4 milijuna nefrona, pri ¢emu je funkcija
svakoga nefrona stvaranje mokrace. Ne mogu se ponovno stvarati radi ¢ega im se broj
postupno smanjuje bilo da je u pitanju bubrezna bolest ili normalno starenje. Predmnijeva se
da se nakon Cetvrtog desetljeca Zivota svakih 10-ak godina njihov broj smanjuje za oko 10 %,
a njihovu funkciju postupno se prilagodavaju¢i preuzimaju preostali nefroni. Svi nefroni
imaju jednake sastavne dijelove uz manje razlike u gradi ovisno u kojem su dijelu bubrezne
kore smjesSteni. Nefroni ¢iji su glomeruli smjesteni u vanjskom dijelu kore nazivaju se
kortikalni nefroni. Oni imaju kra¢e Henleove petlje koje plitko ulaze u srz, za razliku od
nefrona ¢iji se glomeruli nalaze dublje u kori, u blizini srzi i koji imaju dugacke Henleove
petlje koje prodiru duboko u bubreznu srz. Njih nazivamo jukstamedularnim nefronima i
njihova je najvaznija uloga stvaranje hipertoni¢nog gradijenta koji je odgovoran za nastanak
hipertonicne mokrace. Nakon §to debeli uzlazni krak Henleove petlje ude u koru postaje
zavijeni kanali¢ 1 naziva se distalni zavijeni kanali¢. On prilijeze uz Zilni pol (naziv za dio
glomerula u kojemu ulazi dovodna arteriola, a izlazi odvodna arteriola) svoga glomerula i
nefrona. Na mjestu samoga dodira mijenjaju se i dovodna arteriola i distalni zavijeni kanali¢;
dovodna arteriola obloZena je epiteloidnim stanicama u kojima se nalaze sekretna zrnca, a
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stanice distalnog zavijenog kanali¢a postaju cilindri¢ne 1 nazivaju se macula densa te imaju
ulogu u otpustanju enzima renina u krvotok koji pak sudjeluje u regulaciji krvnoga tlaka. To
je podru¢je poznato jo§ pod nazivom jukstaglomerularni aparat (2). Renin se luéi u
situacijama niskoga arterijskog tlaka i djeluje na angiotenzinogen od kojega se odvaja
angiotenzin I. Angiotenzin I posjeduje blaga vazokonstriktorna svojstva i nema znacajnijega
utjecaja na regulaciju tlaka dok se djelovanjem enzima za pretvorbu u plu¢ima ne pretvori u
angiotenzin II. Angiotenzin II posjeduje snazna vazokonstriktorna svojstva kojima podize
arterijski tlak. Takoder ima veliku ulogu u smanjenju izlu¢ivanja soli i vode bubrezima ¢ime

povecava volumen izvanstani¢ne tekucine Sto u konacnici takoder podize tlak (7).

1.1.2.Fiziologija

Uloge bubrega u organizmu su mnogobrojne. Osnovna funkcija bubrega je uklanjanje
Stetnih 1 otpadnih tvari iz organizma filtracijom tekuéine iz plazme, metabolickih
nusprodukata ureje, kreatinina, mokra¢ne kiseline, metabolita nekih hormona, te toksina
unesenih u organizam slucajno ili namjerno prilikom npr. trovanja. Uz to neizostavna je uloga
bubrega u odrzavanju ravnoteze vode i elektrolita te acidobaznog statusa. Bubrezi imaju i
endokrinu ulogu proizvodnjom eritropoetina u mezangijskim stanicama bubrega kao odgovor
na smanjenu opskrbu tkiva kisikom tkiva. Eritropoetin djeluje na koStanu srz stimulirajuci ju
na proizvodnju eritrocita i tako sudjeluje u odrzavanju uredne crvene krvne slike. Oko 90 %
eritropoetina se stvara u bubrezima, a 10 % u jetri tako da je u uvjetima teske bubrezne bolesti
kao i u bolesnika u kojih se bubrezna funkcija nadomjesta dijalizom uvijek prisutna teska
anemija. U bubrezima se takoder stvara aktivni oblik vitamina D koji je potreban za
apsorpciju kalcija iz probavnog sustava i odlaganje u kosti, a sudjeluju i u glukoneogenezi (uz
jetru). Osobito je vazna aktivna uloga bubrega u regulaciji arterijskog tlaka odrzavanjem
ravnoteze tjelesnih tekuéina i renin-angiotenzin-aldosteronskim sustavom (7).

Osnovni procesi koji se odvijaju u nefronu su glomerularna filtracija, tubularna
reapsorpcija i tubularna sekrecija. Krv za filtraciju u bubreg dolazi bubreznom arterijom, koja
nakon viSestrukog grananja tvori interlobarne, arkuatne, interlobularne arterije te aferentne
arteriole. One se nastavljaju u glomerularne kapilare. Glomerularne kapilare se nalaze u
glomerulima gdje zapocinje filtriranje tekucine, osim bjelancevina, ¢ime 1 zapoc€inje stvaranje
mokrace. U tubulima se nastavljaju odvijati procesi reapsorpcije i sekrecije nakon cega

nastaje konacni urin koji se iz bubrega odvodi mokra¢ovodom u mokraéni mjehur (7).



U proksimalnom se kanali¢u iz filtrata vrsi apsorpcija glukoze 1 aminokiselina, oko 85 %
natrijeva klorida i vode, te fosfata i kalcija. Apsorpcija aminokiselina, natrija i glukoze vrsi se
aktivnim prijenosom pomocu natrij/kalij-ATPazne crpke. Natrij/kalij-ATPazna crpka je
glavna sila pomocu koje se reapsorbira natrij, klorid 1 voda u cijelom proksimalnom kanali¢u.
Kada poraste razina glukoze u filtratu iznad moguénosti apsorpcije, pocinje se izlucivati u
mokrac¢i. U koncentriranju mokracée glavnu ulogu imaju odvodni kanali sabirnih cijevi koji se
nalaze u srzi bubrega. Njihov je epitel pod utjecajem antidiuretskog hormona koji izlucuje
straznji rezanj hipofize, u uvjetima smanjenoga unosa tekucine, te Cini sabirne cijevi
propusnima za vodu koja se potom apsorbira iz glomerularnog filtrata i prenosi u kapilare te

se na taj nacin zadrzava u tijelu (7).

1.1.3. Ispitivanje bubreZne funkcije

Glomerularna filtracija je najvazniji pokazatelj bubrezne funkcije, 1 koristi se za
odredivanje stadija kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB) (8). Odredena je brzinom kojom se
plazma filtrira kroz glomerule. Referentni interval za Zene iznosi 90-100 mL/min, a za
muskarce 115-125 ml/min (9). Napredovanjem bubreznog oStec¢enja glomerularna filtracija se
snizava, pa se stoga koristi za procjenu tijeka bolesti. Ne moze se mjeriti izravno, vec se
procjenjuje prema vrijednostima serumskog kreatinina ili klirensa kreatinina i ureje. Povecana
vrijednost kreatinina uglavnom ukazuje na bubreznu bolest, uz iznimke odredenih skupina za
koje se zna da imaju nizu osnovnu razinu kreatinina u serumu, neovisno o glomerularnoj
filtraciji. To su djeca, Zene, osobe starije Zivotne dobi i osobe koje su pothranjene, odnosno
imaju manju misi¢nu masu (10).

Klirens kreatinina jeste mjera kojom se u klinickoj praksi odreduje glomerularna
filtracija, a dobiva se izraCunavanjem vrijednosti kreatinina dobivenih iz 24-satnog urina uz
istovremeno odredivanje razine kreatinina u serumu. Za pretragu je od iznimne vaznosti
sakupljanje kompletnog 24-satnog urina, jer ukoliko je uzorak nepotpun analiza moze dati
lazne rezultate (10).

Kada se ne moze odrediti klirens kreatinina, neizravno se odreduje iz serumskih vrijednosti
kreatinina Cockroft-Gaultovom formulom (11):
Klirens kreatinina = ((140 — dob u godinama) x (TT u kg)) x 1,23) /
(serumski kreatinin u pmol/L)

Za 7ene je potrebno dobiveni rezultat pomnoziti sa 0,85



Danas se za procjenu glomerularne filtracije vise koristi pojednostavljena formula
MDRD (od engl. Modification of Diet in Renal Disease) koja u obzir uzima dob, spol, rasu i
vrijednost kreatinina. Prema dosada$njim istraZivanjima u bolesnika s KBB stadij 3-5 srednje
zivotne dobi MDRD je pouzdanija metoda procjene bubrezne funkcije od Cockcroft -
Gaultove jednadzbe (12).

MDRD formula = 186 x (serumski kreatinin u pmol/L)"'**x (dob u
godinama)
0203 % (0,742 za Zenski spol) x (1,210 za Afroamerikance).
Nedostatak ove metode je u podcjenjivanju glomerularne filtracije pri vrijednostima ve¢im od
60 mL/min/1,73m?, stoga se od 2009. godine koristi i novija, preciznija procjena pomoéu
CKD — EPI formule (od engl. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) koja vise
eliminira ,,bias* (13,14).

Dosada je u serumu i u urinu identificirano nekoliko pokazatelja ranog tubularnog
ostec¢enja koji bi se mogli koristiti u procjeni glomerularne filtracije, $to je od osobite vaznosti
u akutnoj ozljedi bubrega. To su neutrofilni gelatinaza pridruzeni lipocelin — NGAL (od engl.
neutrophil gelatinase-associated lipocalin), KIM1 (od engl. kidney injury molecule-1),
spermidine/sperminN(1)-acetiltransferaza, cistatin C 1 interleukin-18 (15). Cistatin C je
niskomolekularni protein koji se filtrira u glomerulima, a pokazao se osobito pouzdanim u
stanjima pocetnoga oste¢enja bubrega (16). Prema podacima metaanalize iz 2011. godine koja
je obuhvatila 19 studija iz 11 drzava serumski se cistatin C pokazao vrlo dobrim prediktorom
akutne ozljede bubrega, s osobitim naglaskom na vaznost bolje procjene glomerularne
filtracije u Jedinicama intenzivnoga lijeCenja zbog predvidanja daljnjega ishoda bolesti te
zbog prilagodbe doze potencijalno nefrotoksi¢nih lijekova. Bolji je od drugih proucavanih
markera 1 zbog toga Sto mu se ne mijenja razina pri istodobnoj prisutnosti bolesti jetre,

upalnih zbivanja ili infekcija (16,17).



1.1.4. Zatajivanje bubrezne funkcije
Zatajivanje bubrezne funkcije se oc€ituje akutnom ozljedom bubrega ili razvojem

kroni¢ne bubreZne bolesti.

1.1.4.1 Akutna ozljeda bubrega

Akutna ozljeda bubrega je klinicki sindrom karakteriziran naglim otkazivanjem
bubrezne funkcije pracen porastom duSicnih tvari u krvi, smanjenim protokom krvi kroz
bubrege, pogorsanjem glomerularne filtracije i smanjenim izlu¢ivanjem mokrace (18). U oko
80 % bolesnika koli¢ina mokrace izlu¢ene u 24 sata iznosi manje od 500 ml, odnosno manje
od 100 ml, dok je u preostalih oko 20 % bolesnika koli¢ina izlu¢ene mokrace veca od 500 ml
(19). Prema dosadas$njim istrazivanjima incidencija akutne ozljede bubrega u hospitaliziranih
bolesnika je u porastu, dijelom 1 zahvaljuju¢i boljemu prepoznavanju bolesti (20). Tako je
zabiljeZena incidencija 1983. godine bila 4,9 % (21), 2002. 7.2 % (22), a 2012. 22,7 % (23).
Stanje je povezano s visokom smrtnos¢u koja moze iznositi i do 50 % (20), neovisno o uzroku
koji je doveo do oSte¢enja. U svrhu pravovremenoga postavljanja dijagnoze i procjene tezine
osStecenja 2004. godine ADQI (od engl. Acute Dialysis Quality Initiative) i AKIN (od engl.
Acute Kidney Injury Network) grupe objavile su klasifikaciju pod nazivom RIFLE (od engl.
Risk, Injury, Failure, Loss, End stage renal disease) kriteriji, odnosno 2007. godine
minimalno izmijenjenu inacicu u obliku AKIN podjele akutne ozljede bubrega (24,25).
RIFLE kriteriji se temelje na promjeni u vrijednostima serumskog kreatinina 1 glomerularne
filtracije prema bazi¢nim vrijednostima, te proizvodnji urina prema tjelesnoj tezini u jedinici
vremena, prema kojima se akutne ozljede bubrega potom dijele ovisno o stupnju ostecenja,
odnosno krajnjim ishodima koji predstavljaju gubitak bubrezne funkcije, ukoliko se bubrezna
funkcija mora nadomjestati duze od cetiri tjedna, odnosno zavrsni stadij KBB ukoliko ta
potreba postoji duze od tri mjeseca. Visi stupanj prema obje klasifikacije povezan je s loSijim
ishodima (25,26). Napredovanje prema zavr$nom stadiju KBB ovisi o kategoriji u kojoj je
zapoceto nadomjesno lijeCenje bubrezne funkcije. Prema jednoj studiji provedenoj u Jedinici
intenzinog lije¢enja u Svedskoj pokazano je da su bolesnici u kojih je zapoleto s
nadomjeStanjem bubrezne funkcije u kategoriji F imali viSe od 50 % smrtnih ishoda
promatranih tijekom 30 dana, od onih u kojih je s lijeCenjem zapoceto u kategorijama R i Iu
kojih je bilo manje od 25 % smrtnih ishoda (27).

Uzroci akutne ozljede bubrega su brojni, a najceS¢e se koristi podjela na prerenalno,

renalno 1 postrenalno ostecenje (28).



Prerenalno oStecenje obuhvaca oko 70 % akutnih ozljeda bubrega, a nastaje u sklopu
bubrezne hipoperfuzije uslijed hipovolemije bilo da se radi o stvarnom gubitku volumena
krvarenjem, povracanjem, proljevima i sl. ili o funkcionalnom smanjenju volumena uslijed
pogorSanja srcane funkcije u stanjima kardiogenog Soka, masivne pluéne embolije,
kongestivnog zatajivanja srca ili tamponade perikarda. Takoder se moze razviti nakon
primjene jodnih kontrastnih sredstava, i odredenih lijekova poput nekih imunosupresiva te
nesteroidnih  antireumatika koji  smanjuju  perfuziju bubrega smanjujuéi sintezu
vazodilatacijskih prostaglandina (28,29).

Renalno, intrinzicno oste¢enje rezultat je ozljede tubula, glomerula, intersticija ili
bubreznih krvnih Zila, a njegov najces¢i oblik je akutna tubularna nekroza u sklopu teske
ishemije zbog protrahirane sustavne hipotenzije i djelovanja endo- i egzotoksina (29).

Postrenalno oSte¢enje nastaje zbog strukturnih i funkcijskih poremecaja protoka
mokrace. Javlja se u obliku opstrukcije oba mokracovoda (primjerice ginekoloSkim tumorima
ili tumorima prostate, kamencima, edemom i sl.), smetnji u praznjenju mjehura (ukoliko se
opstrukcija nalazi na mjestu izlaza iz mokra¢nog mjehura, uz hipertrofiju prostate ili karcinom

mokra¢nog mjehura) te vrlo rijetko u sklopu opstrukcije same mokra¢ne cijevi (28-30).

1.1.4.2. Lijecenje akutne ozljede bubrega

LijeCenje akutne ozljede bubrega zapocinje lijeCenjem osnovne bolesti koja je 1
uzrokovala oStec¢enje. Tako se u veéine bolesnika bubrezna funkcija moze potpuno oporaviti,
no u manjega dijela, moze se ocekivati i ubrzano napredovanjem prema KBB (31). Oporavak
je brzi u bolesnika s prerenalnim oSte¢enjem, nego u renalnom ili postrenalnom oStecenju.
Tome u prilog govori istrazivanje provedeno na 159 bolesnika od kojih je u 54 % akutna
ozljeda bubrega bila prerenalne, 34 % renalne, a postrenalne etiologije 12 %. U 17,6 %
bolesnika radilo se o akutizaciji KBB. Sedmog dana lijecenja samo je u skupini bolesnika s
prerenalnim oSte¢enjem postignuta normalizacija duSi¢nih tvari, dok su ostali zahtijevali
produZzeno lijecenje (31).

Ukoliko se optimalnim medikamentoznim lijjeenjem ne postigne zadovoljavajuci

terapijski 1 klini¢ki odgovor zapocinje se s nadomjestanjem bubrezne funkcije dijalizom.



KONTINUIRANO NADOMJESTANJE BUBREZNE FUNKCIJE

Krajem 80-tih godina proSlog stolje¢a pocCeo se mijenjati pristup lijeCenju akutne
ozljede bubrega dijalizom. Do tada se uglavnom primjenjivala intermitentna hemodijaliza
(IHD) s jasnim ograni¢enjima u hemodinamski nestabilnih bolesnika opterecenih teskim
bolestima poput sepse ili viSestrukog organskog zatajivanja. Razvojem novih dijaliznih
tehnika, primjenom kontinuiranih metoda izbjegnute su komplikacije tipi¢ne za IHD poput
pada tlaka, a uz uklanjanje Zeljenog volumena. Pojedine se metode kontinuiranog
nadomjestanja bubrezne funkcije (od engl. Continuous Renal Replacement Therapy, CRRT)
razlikuju ovisno o primjeni fizikalno-kemijskih procesa difuzije ili konvekcije (ili obje),
krvozilnom pristupu i mjestu u izvantjelesnom optoku gdje se dodaje nadoknada tekucine
(32).

NajceS¢e indikacije za lijeCenje ovom metodom su: akutna ozljeda bubrega
komplicirana akutnim ili kroni¢nim zatajivanjem srca, hiperkatabolizmom, hipervolemijom,
akutnim ili kroni¢nim zatajivanjem jetre i/ili edemom mozga. Manje Ceste nebubrezne
indikacije su sistemski upalni odgovor, sepsa, viSestruko zatajivanje organa, sindrom
nagnjecenja tkiva, sindrom raspadanja tumora, laktatna acidoza i kroni¢no popustanje srca
(33,34).

Najcesce koriStene metode lijeCenja su: kontinuirana venovenska hemofiltracija,
kontinuirana venovenska hemodijaliza, kontinuirana venovenska hemodijafiltracija i polagana
kontinuirana ultrafiltracija. Aparat za provodenje kontinuiranih metoda dijalize prikazan je na
Slici 1.

Kontinuirana venovenska hemofiltracija-CVVH (od engl.Continuous VenoVenous
Hemofiltration) je metoda u kojoj peristalticka crpka omogucuje cirkuliranje venske krvi
bolesnika izvantjelesnim sustavom, uz dodatak heparina u arterijsku krvnu liniju. Nadomjesna
se tekucina dodaje prije ili poslije filtera, a ultrafiltracijom u suvisku postize se Zeljeni gubitak
tekucine (34).

Kontinuirana venovenska hemodijaliza-CVVHD (od engl. Continuous VenoVenous
Haemodialysis) je metoda pri kojoj venska krv bolesnika cirkulira izvan tijela uz pomo¢
peristalticke crpke. Fizikalno-kemijski procesi koji se koriste kako bi se uklonili toksini su
difuzijatslaba konvekcija (34).

Kontinuirana venovenska hemodijafltracija-CVVHDF (od engl. Continuous

VenoVenous Hemodiafiltration) je metoda s karakteristikama CVVH i CVVHD.



Nadomjesna otopina se primjenjuje ovisno o kliniCkom statusu bolesnika, a fizikalno-kemijski
procesi koji se koriste u uklanjanju toksina su difuzija i konvekcija (34).

Polagana kontinuirana ultrafiltracija - SCUF (od engl. Slow Continuous Ultrafiltration)
je metoda koja se koristi za lijeCenje volumno opterec¢enog bolesnika i tvrdokornih edema s ili

bez bubreznog ostec¢enja (34).

N

Slika 1. Aparat za provodenje kontinuiranih metoda dijalize.

Prisma iz 2003. godine, Opc¢a bolnica Bjelovar.
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1.1.4.3. Kroni¢na bubrezZna bolest

Definicija

Kroni¢na bubrezna bolest je klini¢ki sindrom obiljeZen trajnim propadanjem bubrezne
funkcije 1 smanjenjem glomerularne filtracije ispod 60 mL/min/1,73 m2 povrSine tijela,
tijekom najmanje tri mjeseca (35). Klinicka obiljezja sindroma posljedica su nepovratnih

oStecenja svih funkcija bubrega: ekskretorne, endokrine i metabolicke funkecije.

Epidemiologija

Kroni¢na bubrezna bolest je jedan od vodecih zdravstvenih problema u svijetu i u
Hrvatskoj. U razvijenim zemljama, prema podacima registra Europskog udruZenja za dijalizu
1 transplantaciju, incidencija bolesnika sa zavr$nim stadijem KBB koji iziskuju nadomjestanje
bubrezne funkcije jednom od dostupnih metoda lijecenja (hemodijaliza, peritonejska dijaliza,
transplanatacija bubrega) iznosi vise od 100 novih bolesnika na milijun stanovnika (36). Za
Hrvatsku, prema podacima Hrvatskog registra za nadomjestanje bubrezne funkcije incidencija
je za 2012. godinu iznosila 138 na milijun stanovnika (37).

Kroni¢na bubrezna bolest je neovisan ¢imbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

Etiologija

Tijekom vremena brojne se sustavne bolesti kao 1 primarne bolesti bubrega kompliciraju
razvojem KBB koja se mora lijeciti jednom od metoda nadomjesStanja bubrezne funkcije. U
Hrvatskoj se u najceS¢e uzroke ubrajaju Secerna bolest 1 arterijska hipertenzija, a slijede ih
kroni¢ni pijelonefritis, policisticna bolest bubrega, intersticijski nefritis, te ostali i nepoznati
uzroci. U nasoj je zemlji uz prevalenciju od 1 % jedan od uzroka KBB i endemska nefropatija
koja se opisuje u bolesnika nastanjenih zapadno od Slavonskog Broda uz rijeku Savu (38).
Raspodjela bolesnika lijeCenih nadomjestanjem bubrezne funkcije u Hrvatskoj za 2012.

prikazana je na Slici 2. Udio pojedinih stanja ovisi o dobi i porijeklu bolesnika.

11



Osnovna bubrezna bolest
novih na NBF 2012 godine

MNP 2%

m DN _dijabeticka nefropatija
OVB - vaskularna bolest

m GN - glomerulonefritis

mPN - pijelonefritis

mPC - policistoza

mIN - intersticijski nefritis

o EN - endemska nefropatija
nort - ostalo

oNp - hepoznato !

\

| e
HRMNBF

EN 1%
IN 2%

Slika 2. Raspodjela bolesnika lije¢enih nadomjestanjem bubrezne funkcije u Hrvatskoj za
2012. NBF-nadomjestanje bubrezne funkcije. Izvor: http://www.hdndt.org/registar/hrvatski-

registar-nadomjestanja-bubrezne-funkcije.html

Patofiziologija i klinic¢ki stadiji

Napredovanju bolesti pogoduju razliciti ¢imbenici poput glomerularne hiperperfuzije,
proteinurije, dislipidemije, metabolicke acidoze, anemije i hiperfosfatemije. Osobit utjecaj na
pogorSanje bolesti ima sustavno povisen krvni tlak koji se prenosi na glomerule (39). Visoki
tlak u glomerulima potice pak mezangijske stanice na lucenje citokina koji dovode do
povecane sinteze mezangijskog matriksa uzrokujuéi na taj nacin glomerulosklerozu i atrofiju
nefrona (40). Obzirom na veliki broj nefrona od 1-4 milijuna, a koji imaju sposobnost
prilagodbe 1 preuzimanja funkcije oSte¢enih nefrona dio bolesnika duze vrijeme nema
simptome KBB. Simptomi se razvijaju kada propadne vise od 80 % funkcije bubrega. Biljezi
bubreznog ostecenja su gubitak bjelan¢evina urinom, nenormalnosti urina ili sedimenta te
nenormalnosti uoc¢ene dijagnostickim pretragama bubrega (39).

Na temelju klinicke slike 1 procijenjene glomerularne filtracije razlikujemo 4

patofizioloska stadija KBB (Tablica 1.).
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Tablica 1. Stadiji kroni¢ne bubrezne bolesti.

Stadij Opis GF mIZJ/min/1,73
m
Nema KBB-rizi¢ni bolesnici s visokim krvnim tlakom, ~90
bez bubreZnog oStecenja, normalna GF -
1. Ostecenje bubrega uz normalnu ili visoku GF > >90
2. Blago smanjena GF 60-90
3a. Blago do umjereno smanjena GF 45-59
3b. Umjereno do zna¢ajno smanjena GF 30-44
4. Znacajno smanjena GF 15-29
5. Zavrsni stadij bubreZne bolesti <15

GF-glomerularna filtracija

Prilagodeno prema: Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work
Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of
Chronic Kidney Disease. Kidney int Suppl. 2013; 3:1-150 (35).

Bolesnici u 1. 1 2. stadiju, te dio bolesnika koji su u 3. stadiju, uglavnhom nemaju
simptoma, a ukoliko su prisutni simptomi posljedica su osnovne bolesti. Glomerularna
filtracija je normalna ili blago smanjena. Drugi biljezi oSte¢enja bubrezne funkcije poput
patoloskog nalaza sedimenta urina, proteinurije ili prikaz odredenih strukturalnih anomalija
poput primjerice vezikoureteralnog refluksa mogu ukazivati na dijagnozu. Buduc¢i da je visoki
krvni tlak vrlo Cest u KBB i kao uzrok i kao posljedica bolesti ne treba ga izdvajati kao
zasebni biljeg oStecenja (35).

U 3. se stadiju bolesti mogu nalaziti znakovi manifestne KBB uz zadrzavanje dusi¢nih
tvari u krvi, a u klini¢koj slici postupno dolazi do izrazaja slabost, malaksalost, nikturija.
Simptomatska anemija najces¢e se razvija u 4. stadiju, zajedno s poremecajima elektrolita,
metabolizma kalcija i fosfora te acidobazne ravnoteze (41). Pravodobnim postavljanjem
dijagnoze i lijeCenjem komplikacija, osobito anemije, danas dostupnim lijekovima za
stimuliranje eritropoeze moze se usporiti 1 odgoditi napredovanje bolesti prema zavrSnom

stadiju. Zbog pridruzenoga visokog pobola i smrtnosti od srcanozilnih bolesti dio bolesnika
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nikada niti ne razvije zavrsni stadij KBB. Daljnjim napredovanjem KBB, u 4. i 5. stadiju osim
napredovanja endokrinih i metaboli¢kih poremecaja, dolazi i do teZega narusavanja ravnoteze
vode, pogorSanja hipertenzije, produbljivanja poremecaja elektrolita i acidobazne ravnoteZze.
S padom glomerularne filtracije na 15 mL/min/1,73m” javljaju se sréanozilne, endokrine,
hematoloske, ili probavne komplikacije (ponekad i vrlo teske uslijed krvarenja pri erozivnom
gastritisu ili ulkusu zeluca 1 dvanaesnika), a predstavljaju uvod u zavrsni, 5. stadij KBB (41).

Metabolic¢ka acidoza nastupa pri snizavanju glomerularne filtracije na 10 mL/min jer je
koli¢ina proizvedenih kiselina u organizmu premasila adaptacijske mehanizme funkcionalnih
nefrona koji sudjeluju u izlu¢ivanju amonijaka i regeneraciji bikarbonata. To su procesi koji
se prvenstveno odvijaju u proksimalnom i distalnom tubulu tako da je za tubularne i
intersticijske bolesti karakteristi¢an raniji nastup acidoze (41).

Primjerena 1 dostatna regulacija vode, natrija i kalija u vecine je bolesnika odrzana do
razine glomerularne filtracije 5-10 mL/min. Mehanizmi kojima se to osigurava su povecana
natriureza te povecana sekrecija kalija. Hiperkalemija je potencijalno smrtonosna
komplikacija zbog moguénosti izazivanja malignih poremecaja sr¢anog ritma koji se javljaju
kada koncentracija kalija u krvi premasi 7 mmol/L. Hiperfosfatemija nastaje zbog smanjena
izlu€ivanja fosfata koji potom poti¢u sintezu paratireoidnog hormona (PTH). Vezu¢i se sa
kalcijem smanjuju razinu ioniziranog kalcija $to je poticaj pojatanom stvaranju PTH, a
takoder dodatno smanjuju ionako snizeno stvaranje kalcitriola (zbog manje bubrezne mase)
koje je onda takoder poticaj vecoj proizvodnji PTH (sekundarni hiperparatireoidizam).
Opisani patogenetski mehanizmi odgovorni su za nastanak koStane bubrezne bolesti koja se

moze komplicirati nastankom patoloSkih fraktura i metastatskih kalcifikacija (41).

Posljedi¢ni poremecaji drugih sustava u sklopu kroni¢ne bubreZne bolesti

Poremecaji sr¢anozilnog sustava su najve¢i zdravstveni problem bolesnika s KBB
(42,43). Najteza komplikacija u viSim stupnjevima bolesti je pluéni edem. U gotovo svih
bolesnika prisutan je visoki krvni tlak uslijed retencije natrija i vode te povecane
koncentracije renina u krvi. Izolirano poviSeni sistolicki tlak povezan je sa 2-4 puta vec¢im
rizikom nastanka hipertrofije lijeve klijetke koja se povezuje s nastankom aritmija, te
smrtnosti zbog sr¢anozilnih uzroka i mozdanoga udara (44). Stoga je primjerena kontrola
krvnog tlaka iznimno vazna. Hipertrofija lijeve klijetke se povezuje 1 s nastankom aritmija.

Generalizirana i ubrzana ateroskleroza uz KBB znacajan je ¢imbenik poviSenog sr¢anozilnog
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rizika u podlozi opstruktvnih bolesti koronarnih arterija povecavaju¢i tako prevalenciju
koronarne bolesti u naSih bolesnika. Ateroskleroza takoder uzrokuje okluzivne bolesti
cerebralnih i perifernih krvnih zila (45).

Najces¢i probavni poremecaji su mucnina 1 mrSavljenje, te krvarenje iz probavnog
sustava radi visoke koncentracije gastrina. Povecan je rizik od razvoja akutnog pankreatisa, a i
neovisno o klinickoj slici pankreatitisa, u bolesnika se moze naci povecana amilaza jer se radi
o enzimu koji se u zdravih ljudi izlu¢uje mokra¢om. U bolesnika s KBB, osobito u zavrSnom
stadiju te u starijih bolesnika Cesto je prisutna pothranjenosti (od engl. PEM, protein-energy
malnutrition) koja je ¢imbenik rizika pove¢anog pobola 1 smrtnosti (46,47). Njezinu razvoju
pogoduju anoreksija (radi mucnine, povracanja, uremije te u dijaliziranih bolesnika i
nakupljanje toksina koji se u potpunosti ne uklone postupkom dijalize), zatim upalna stanja
(poticuci katabolizam), pridruzeni komorbiditeti (ciroza jetre, zlo¢udne bolesti, Secerna bolest,
kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest), endokrinoloski poremecaji, metabolicka acidoza te
psiholoske komponentne. Nedavne istrazivanja pokazala su kako je pothranjenost osim u
bolesnika na dijalizi (pri ¢emu se opisuje utjecaj bioinkompatibilnosti dijalizne membrane i
gubitak nutritivnih tvari) Cesta i prije samoga zapocCinjanja lijeCenja dijalizom (48,49). Pri
smanjenju suhe tjelesne tezine u bolesnika lijecenih jednom od metoda nadomjeStanja
bubrezne funkcije (hemodijaliza, peritonejska dijaliza) trebalo bi razmotriti moguénost
razvoja pothranjenosti. Serumski albumin je dobar i u klinickoj praksi najceSce koriSten
pokazatelj nutritivnog statusa bolesnika (50).

Anemija u KBB je normocitna, normokromna i nastaje prvenstveno kao posljedica
smanjene sinteze eritropoetina. Osim smanjene sinteze eritropoetina na nastanak anemije
utjeCe smanjen Zzivotni vijek eritrocita u krvi, gubitak Zeljeza probavnim sustavom, deficit
folata 1 vitamina B12, sekundarni hiperparatireoidizam, te uremicki toksini koji su odgovorni i
za trombocitopeniju koja se povlaci nakon dijalize. Povezana je s nastankom hipertrofije
lijeve klijetke, a moze se lijeciti lijekovima koji stimuliraju eritropoezu uz primjenu preparata

zeljeza te odrzavanjem ciljnih vrijednost hemoglobina (Hb) izmedu 100-120 g/L (51,52).

Neuroloski simptomi u bolesnika sa KBB su posljedica metabolickih promjena, nastalih
zbog nakupljanja toksi¢nih uremickih tvari, hiperkalemije, hiperkoagulabilnosti, imunoloskih
promjena te narusene acidobazne ravnoteze. Klini¢ki se prezentiraju nesanicom, umorom,
perifernom neuropatijom s parestezijama udova, miopatijom, uremickom encefalopatijom te
razvojem mozdanog udara (53).

15



EndokrinoloSki poremecaji se odnose na ve¢ spomenuti hiperparatireoidizam,

hipotireozu, te promjene seksualnosti bolesnika i amenoreju u Zena.

1.1.4.4. Lijecenje kroni¢ne bubreZne bolesti

Prema podacima Hrvatskog registra nadomjestanja bubrezne funkcije, na kraju 2012.
godine u Hrvatskoj je 1,3 % viSe bolesnika u odnosu na 2011. Zivjelo uz pomo¢ nadomjesnog
bubreznog lijeCenja, odnosno 4406 osoba (37).

Usvajanjem pozitivnih promjena Zivotnih navika, poput prestanka pusenja, provodenja
redovite fizicke aktivnosti i smanjenja prekomjerne tjelesne tezine, te lijeCenjem visokog
krvnog tlaka, smanjivanjem proteinurije, hiperlipoproteinemije, Seerne bolesti,
hiperfosfatemije, ispravljanjem anemije, acidoze i1 hiperkalemije potrebno je pokusati usporiti
napredovanje KBB.

Opservacijskim studijama dokazana je povezanost izmedu visokog krvog tlaka, te
napredovanja i incidencije zavr$nog stadija KBB (54). Tako Europske smjernice za lijecenje
ove bolesti ukazuju na potrebu snizavanja vrijednosti sistolickog tlaka na manje od 140
mmHg, a u uvjetima pridruzene proteinurije ispod 130 mmHg, uz redovito pracenje
glomerularne filtracije (55,56), no kao i u bolesnika koji se ve¢ lijeCe jednom od metoda
nadomjestanja bubrezne funkcije, manje je razvidno koje bi to apsolutne vrijednosti tlaka bile.
U potonjih medutim, podaci metaanaliza potvrduju povezanost snizavanja tlaka i manje
incidencije kardiovaskularnih dogadaja sa fatalnim ishodom (55,57).

Jedan od glavnih ciljeva lije¢enja KBB je smanjenje proteinurije, ponajprije lijekovima
koji djeluju na blokadu renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (RAAS), a to su blokatori
receptora za angiotenzin II (od engl. angiotensin receptor blocker, ARB) 1 i inhibitori
angiotenzin konvertaze (od engl. angiotensin converting enzyme inhibitor, ACE) (55,58,59).
Jo§ zasada nema objavljene studije koja bi pokazala koja od navedenih skupina je
ucinkovitija.

U lijeCenju anemije bubrezne bolesti koriste se uz preparate zeljeza i lijekovi koji stimuliraju
eritropoezu. Od velike je vaznosti otkrivanje anemije ve¢ u stadijima 1-4 KBB radi odgadanja
napredovanja KBB, kao i lijeCenje usmjereno izbjegavanju transfuzija osobito u bolesnika
koji su budu¢i kandidati za transplantaciju bubrega. U bolesnika na hemodijalizi ciljne
vrijednosti Hb su od 110-120 g/L, uz ukoliko je moguce izbjegavanje vecih oscilacija Hb, te

takoder izbjegavanje transfuzija (51).
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Zbog povezanost KBB sa sr¢anozilnim i mozdanozilnim bolestima, prema KDIGO (od
engl. Kidney Disease: Improving Global Outcomes) preporukama, potrebno je pracenje
lipidograma. Tako se u osoba starijih od 50 godina preporuca lijeCenje statinima, dok u
bolesnika ispod navedene dobne granice, u terapiju ih treba uvesti samo ako su prisutni
¢imbenici rizika poput poznate koronarne bolesti, SeCerne bolesti ili preboljelog mozdanog
udara. U grupi bolesnika koji se ve¢ lijece dijalizom takova terapija nije obavezna, no ukoliko
je zapoceta u predijaliznoj fazi bolesti, moze se nastaviti (60).
lijeCenje dijalizom, te da je u KBB povecana inzulinska rezistencija u vec¢ine ¢e takovih
bolesnika, za odrzavanje primjerene regulacije glikemije, biti potrebno manje jedinica
inzulina. Zbog mogu¢nosti laktacidoze zabranjena je uporaba metformina.

LijeCenje hiperfosfatemije bitno je radi utjecaja na nastanak kalcifikacija krvnih zila.
Ispravljenje se provodi veza¢ima fosfata poput kalcijevih soli (kalcijev karbonat) ili sevelemer
karbonata te novijih formula kao $to je kalcij acetat/magnezij karbonat.

U hiperkalemiji osim izbjegavanja namirnica bogatih kalijem i diureticima primjenjuje
se ionski izmjenjiva¢ kalcij-polistirensulfonat, a u lijeCenju metabolicke acidoze natrij-
hidrogenkarbonat.

Indikacije za hemodijalizu su uz stanja akutne ozljede bubrega i KBB u kojima se
poremecaji elektrolita, acidobazne ravnoteze, zadrzavanje duSicnih tvari te volumno
opterecenje nisu uspjeli ispraviti konzervativnim metodama lijeCenja, 1 pojedina otrovanja
(etilen-glikolom, metanolom, etanolom, lijekovima koji se mogu odstraniti hemodijalizom,
metalima i elektrolitima).

Napredovanjem KBB prema predzavrSnom stadiju, bolesniku je potrebno predociti
mogucnosti lijeCenja hemodijalizom, peritonejskom dijalizom 1 transplantacijom bubrega.
Dogovor o izboru metode je vazan radi planiranja krvozilnog pristupa, ovisno o napredovanju
bolesti. Ukoliko se bolesnik odluci na lijecenje hemodijalizom operativnim ¢e se zahvatom
formirati arteriovenska fistula, dok ¢e se u uvjetima odabira peritonejske dijalize planirati
postavljanje peritonejskog katetera u trbuSnu Supljinu. Odluka o zapocinjanju lijecenja
dijalizom ovisi o brojnim ¢imbenicima kao Sto su glomerularna filtracija, klinicki status,
kardiovaskularni rizici te osnovna bubrezna bolest 1 za svakoga se bolesnika donosi
individualno. Pri vrijednostima klirensa kreatinina manjim od 10 mL/min, a u bolesnika sa
Se¢ernom bolesti 15 mL/min, potrebno je zapoceti s kronicnim nadomjestavanjem bubrezne
funkcije (61).
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Hemodijaliza je metoda izvantjelesnog procis¢avanja krvi koja se temelji na
fizikalnokemijskom principu difuzije. Difuzija podrazumijeva kretanje molekula iz otopine u
kojoj se nalaze u vecoj koncentraciji u otopinu s manjom koncentracijom kroz polupropusnu
membranu na temelju koncentracijskog gradijenta. Uz koncentracijski gradijent i veliinu
molekula u odnosu na veli€inu pora, za ucinkovitost difuzije bitni su 1 grada membrane
dijalazatora, odlaganje bjelancevina na pocetku dijalize, elektri¢ni naboj i temperatura otopine
(34). Predstavlja najvazniji mehanizam odstranjivanja uremickih toksina tijekom dijalize.
Molekule vode mogu pro¢i kroz sve vrste polupropusnih membrana, procesom koji se naziva
ultrafiltracija. Osnovna uloga ultrafiltracije je uklanjanje viska tekucine/vode iz krvi bolesnika
u dijalizat, a odvija se djelovanjem hidrostatskog i osmotskog tlaka. Razlika tlaka s obje
strane membrane 1 koeficijent ultrafiltracije membrane dijalizatora odreduju veli¢inu
ultrafiltracije. Uklanjanje malih do srednje velikih molekula ostvaruje se konvekcijom (34).

Peritonejska dijaliza je metoda lijeCenja pri kojoj se za uklanjanje uremickih toksina 1
tekucine koristi potrbuSnica (lat.peritoneum), pri ¢emu uremicki toksini prelaze iz krvi u
utoceni dijalizat u trbusnoj Supljini niz koncentracijski gradijent.

Povijest pokuSaja primjene potrbusnice u terapeutske svrhe seze u 1744. godinu kada je u
Engleskoj kirurg Christopher Warick prvi puta isprao trbusnu Supljinu mjeSavinom vode 1
vina u bolesnice sa tvrdokornim ascitesom. Uslijedilo je poboljSanje stanja bolesnice, ali i
drugi pokuSaj ispiranja jaom mjeSavinom vode i vina koji je zbog pogorSanja stanja
bolesnice tijekom primjene morao biti prekinut. Ubrzo nakon toga, svec¢enik Stephen Hales
koji je ranije promatrao izvodenje Warickove metode predlaze modifikaciju uvodenjem dva
troakara sa svake strane trbuha kako bi tekuéina ulazila 1 izlazila iz trbuha. Ovaj prvi opis
koriStenja potrbuSnice nastavio se kasnije primjenjivati u lijeCenju uremije, sa postupnim
unapredivanjem metode. Danas bi ova metoda trebala bi biti prvi izbor u lijeCenju bolesnika
sa otezanom uspostavom krvozilnog pristupa, srcanozilnim bolestima, SeCernom boleScu,
djece 1 starijih bolesnika, dok ju treba izbjegavati u stanjima nakon ponovljenih operacija ili
upalnih zbivanja u trbuhu zbog priraslica (64). Prednosti peritonejske dijalize su lije¢enje kod
kuc¢e, manja ogranic¢enja u prehrani i unosu tekuc¢ine u odnosu na hemodijalizu §to pridonosi
boljoj kvaliteti Zivota, uspjesnije ispravljanje anemije i ouvanje preostale bubrezne funkcije.
Ocuvanje preostale bubrezne funkcije povezano je s veéim prezivljavanjem bolesnika na
dijalizi (65). Nedostatci ove metode su infekcije tunela i izlaziSta peritonejskog katetera i

peritonitis, te mogu¢e mehanicke komplikacije poput propustanja dijalizne tekucine.
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Transplantacija bubrega je najbolja metoda lijecenja uznapredovale KBB, ukoliko u
bolesnika nema zapreka za operativni zahvat i primjenu imunosupresijske terapije. To je
ujedno 1 najjeftinija metoda nadomjestanja bubrezne funkcije, koja bolesnicima povecava
kvalitetu Zzivota, ali 1 ukupno prezivljenje u odnosu na lijecenje dijalizom (66-68).
Transplantacija bubrega je moguca od zivog (srodnog i nesrodnog), ili mrtvog darivatelja
(kadavera). Apsolutne kontraindikacije za transplantaciju su nedavna maligna i/ili metastatska
bolest, aktivna infekcija, aktivni vaskulitis ili glomerulonefritis, uznapredovale teSke bolesti
drugih sustava, neispravljena anomalija mokra¢nog sustava, ekstremna debljina, psihijatrijske
bolesti poput ovisnosti o drogama ili alkoholu, primarna oksaloza (69). Prije transplantacije
potrebno je uciniti i tipizaciju tkiva uz identifikaciju antigena klase I (HLA-A i HLA-B) i
klase II (HLA-DR), a neposredno prije uciniti kriznu reakciju mikrolimfocitotoksi¢nosti
(engl. cross match). Cross match je laboratorijski test kojim se utvrduje posjeduje li primatelj
presatka protutitijela protiv antigena HLA donora. Ukoliko su prisutna, odnosno krizna
reakcija je pozitivna transplantacija je kontraindicirana. Nakon transplantacije, u lijeenju se
koristi protokol ¢iju osnovu c¢ine kalcijneurinski inhibitori (ciklosporin, takrolimus) uz
dodatak kortikosteroida i mikofenolat mofetila ili mikofenolne kiseline. Imunosupresijski
lijekovi nose povecani rizik pojave nekih malignoma (68), infekcije, kao 1 mogucée nuspojave
lijekova poput debljanja, kozne nuspojave, nefrotoksi¢nost, neurotoksicnost, moguénost
supresije koStane srzi, pojava hipertenzije, intolerancija glukoze (69).

Osobitu paznju nakon transplantacije potrebno je usmjeriti na rano otkrivanje infekcija.
U prvih mjesec dana najcesce se radi o infekcijama usko povezanim uz operativni zahvat, te o
bakterijskim infekcijama mokraénog sustava i pluca. U kasnijem tijeku, od 1-6 mjeseca cesce
se radi o virusnim infekcijama uzrokovanim citomegalovirusom, Epstein-Barrovim virusom,
virusom BK te gljivicnim infekcijama ili Pneumocystis carinii (69). Nakon transplantacije
neke se bolesti mogu vratiti u transplantirani bubreg; poput IgA nefropatije,
membranoproliferativnog glomerulonefritisa, mambranske nefropatije, fokalne i1 segmentalne
glomeruloskleroza, oksaloze, stoga je bolesnike potrebno kontinuirano pratiti kako bi se
promjene na koje se moze utjecati pravovremeno prepoznale i lijecile, sa ciljem ocuvanja

funkcije presadka.
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1.2. SECERNA BOLEST (lat.diabetes mellitus)

Secerna bolest (SB) je najéeséa metabolicka bolest kroni¢noga tijeka. Uzrokovana je
apsolutnim 1ili relativnim manjkom inzulina uz razli¢it stupanj inzulinske rezistencije.
Obiljezava ju poremecen metabolizam masti, bjelancevina i ugljikohidrata, a ocituje se
poviSenom razinom glukoze u krvi. Napredovanjem uzrokuje oStecenja ciljnih organa:

bubrega, o€iju, Zivaca, srca i krvnih Zila (70).

1.2.1. Epidemiologija Secerne bolesti

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) u svijetu je oko 347 milijuna
odraslih osoba koje boluju od SB (71), a predvida se daljnji rast do ¢ak 500 milijuna do 2030.
godine (72,73). Procjenjuje se da od ukupnog broja oboljelih od SB 5-10 % ima tip 1 bolesti,
u priblizno 90 % bolesnika se nalazi tip 2 (74), dok se manji postotak odnosi na druge 1

neodredene uzroke.

1.2.2. Etioloska klasifikacija
Od 2000. godine koristi se klasifikacija prema zakljuccima Ameri¢ke dijabetoloske
udruge (od engl. American Diabetes Association, ADA) (70) koju je podrzala i SZO.

Razlikuju se Cetiri skupine:
a) Secerna bolest tip 1 koji moze biti autoimuni i idiopatski,
b) Secerna bolest tip 2,

¢) posebni tipovi SB u koje se ubrajaju bolesti egzokrinog dijela gusterate, endokrinopatije,
geneti¢ki poremecaji beta stanica i djelovanja inzulina, te SB nastala kao posljedica virusnih

infekcija ili uzimanja lijekova.
d) gestacijska SB
Najéeséi su SB tip 11 2.

Seéerna bolest tipa 1 se razvija u bolesnika u kojih je uslijed medudjelovanja
nasljednih 1 okoliSnih c¢imbenika ili autoimunosnih bolesti nastupilo postupno ili naglo
uniStenja beta stanica Langerhansovih otoCi¢a gusterace. Posljedica je potpuni izostanak
stvaranja inzulina, koji se potom mora primjenjivati u lije¢enju, za razliku od SB tip 2 gdje je
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moguce 1 lijeCenje tabletama (peroralnim hipoglikemicima) ili njihovom kombinacijom.
Najcesce se javlja u djetinjstvu, ali moze se javiti i u 30-tim i ranim 40-tim godinama. Tipi¢ni
simptomi bolesti su pojacano Zzedanje, pojacano mokrenje, pojacan apetit i gubitan na
tjelesnoj tezini (75). U bolesnika se mogu naéi specifiéna protutijela kojih nema u SB tip 2.
To su: protutijela na antigen citoplazme Langerhansovih stanica (od engl. islet cell antibodies,
ICA), protutijela na endogeni inzulin (od engl. insulin autoantibodies, IAA) te protutijela na
membranski protein (od engl. glutamic acid decarboxylase autoantibodies, GADA) (76).

LijeCenje se provodi inzulinom.

Secerna bolest tip 2 nastaje djelovanjem razli¢itih nasljednih i vanjskih ¢imbenika, a
glavno mu je obiljezje smanjeno i1 nedostatno luCenje inzulina iz gusteraCe uz rezistenciju
perifernih tkiva na ucinke inzulina (77). Zbog inzulinske rezistencije mijenja se koncentracija
dostupnih slobodnih masnih kiselina u stanicama endotela sa njihovom posljedi¢no
povecanom oksidacijom 1 stvaranjem reaktivnih molekula kisika koje potom aktivacijom
specifiénih metaboli¢kih puteva oSteéuju stanice i tkiva (78) radi ¢ega se SB i smatra
¢imbenikom sréanozilnoga rizika. Razvoj inzulinske rezistencije povezuje se s pretilos¢u ¢ija
se prevalencija posljednja tri desetlje¢a povecava. Osim pretilosti, inzulinsku rezistenciju
mogu uzrokovati trudnoca tada s posljedicnim razvojem gestacijskog dijabetesa (79), zatim
lipodistrofija (82), te neke rjede bolesti poput hemokromatoze (83).

Lije¢enje SB provodi se osim peroralnim hipoglikemicima i inzulinom (najéesce
predmijeSanim inzulinom u dvije dnevne doze ili intenziviranim nacinom lijecenja) i
poducavanjem bolesnika o vaznostima pravilne prehrane, odrzavanju primjerene tjelesne
tezine, provodenju redovite fizicke aktivnosti 1 prestanku puSenja. Prema podacima
metaanalize kojom je bilo obuhvaceno 1,2 milijuna ispitanika, pusSenje je bitan ¢imbenik
rizika razvoja SB (84,85), usko povezan s pretilo§éu centralnog tipa i inzulinskom
rezistencijom (86).

Dosada su brojne studije ukazale na vaznost dobre regulacije glikemije u smanjivanju
razvoja 1 napredovanja kroni¢nih komplikacija bolesti. Rezultati DCCT studije (od engl.
Diabetes control and Complications Trials) sa uklju¢enih 1400 bolesnika s SB tip 1, pokazali
su koliko edukacija bolesnika i modalitet lije¢enja inzulinom utjece na ishode komplikacija. U
grupi ispitanika lijeCenih konvencionalnim pristupom koji je uklju¢ivao primjenu inzulina u 2

dnevne doze i tromjese¢nu jednokratnu poduku bolesnika, hemoglobin Alc (HbAlc) bio je
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visokih 9,0 %, dok je u grupi ispitanika lijeenih intenziviranom terapijom inzulinom u 4
dnevne doze uz dobru edukaciju i psoholosku potporu oboljelih HbAlc na kraju studije
iznosio 7,2 % sa istovremenim smanjenjem retinopatije za 47 %, mikroalbuminurije za 39 %,

nefropatije za 54 % 1 neuropatije za 60 % u toj skupini bolesnika (87).

1.2.3. Akutne komplikacije

Akutne komplikacije SB su te$ki metaboli¢ki poremecaji koji zahtijevaju brzo
prepoznavanje klinickog stanja, hitnu primjenu intenzivnih mjera lijeCenja 1 nadzor
hemodinamskih parametara. To su dijabeticka ketoacidoza i koma, hiperosmolarno
neketoticko stanje 1 koma, acidoza mlijecnom kiselinom 1 hipoglikemijska koma. Uprkos
lijeCenju, pobol i1 smrtnost uzrokovani dijabeticCkom ketoacidozom 1 hiperosmolarnim
neketotickim stanjem jos su uvijek visoki (88).

Dijabeticka ketoacidoza se ¢e$ée javlja u bolesnika sa SB tip 1. Obiljezava ju pH krvi
nizi od 7,25 ili snizavanje razine serumskih bikarbonata, uz visoke razine glukoze u krvi.
Razvija se naglo u bolesnika s novootkrivenom SB, ili pogor$anjem veé poznate SB u
stanjima akutnih bolesti (najcesce infekcija mokraénog ili diSnog sustava, sepsi ili nakon
operativnih zahvata) (89). Klinickom slikom dominiraju simptomi hiperglikemije, a ukoliko
se ne zapocne s lijeCenjem, napredovanjem poremecaja razvija se produbljeno Kussmaulovo
disanje, tahikardija, pad tlaka te potom koma. LijeCenje se provodi primjenom inzulina,
nadoknadom tekucine i elektrolita, ispravljanjem acidoze, primjenom antibiotika te ciljanim
lijecenjem uzroka koji je do poremecaja doveo (90).

Hiperosmolarno neketoticko stanje 1 koma su poremecaji pra¢eni hiperosmolarnoSéu
seruma 1 izrazito visokim vrijednostima glukoze u krvi s posljedicnom teskom dehidracijom.
Napredovanjem poremecaja i pogorSanjem bolesti koja je u podlozi zbivanja razvijaju se
poremecaji svijesti sve do kome. Terapija je usmjerena nadoknadi volumena, stabilizaciji
sr¢anozilnog statusa, lijeCenju infekcije 1 korekciji hiperglikemije brzodjeluju¢im inzulinom
(91). Patogeneza dijabeticke ketoacidoze 1 hiperosmolarnog neketoticnog stanja prikazane su

na Slici 3.
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Slika 3. Prikaz patogeneze hiperosmolarnog neketoticnog stanja (HNS) 1 dijabeticke
ketoacidoze (DKA). Prilagodeno prema Chiasson JL, Aris-Jilwan N, Bélanger R, 1 sur.
Diagnosis and treatment of diabetic ketoacidosis and the hyperglycemic hyperosmolar state

CMAJ 2003;168:859—-66 (90).

Acidoza mlije¢nom kiselinom je obiljezena pojaCanim stvaranjem ili smanjenim
iskori§tavanjem laktata. Ranije se &e§¢e povezivala s primjenom fenformina u lije¢enju SB tip
2, no od kada je on povucen iz uporabe ova se komplikacija rijetko vida; iznimno je opisana
uz uporabu metformina uz istodobno prisutno bubrezno osStecenje, a i tada veci utjecaj na
nastanak komplikacije imaju precipitiraju¢i ¢imbenici (92). LijeCenje se provodi infuzijskim

otopinama, inzulinom te ispravljanjem acidobaznih poremecaja natrijhidrogen-karbonatima,
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eventualno hemodijalizom.

Hipoglikemijska kriza i koma se razvijaju u sluc¢ajevima pada razine glukoze u krvi
ispod 2,5 mmol/L. Nastaje u slucajevima pogreSaka u pridrzavanju higijensko-dijetetskih
mjera uz istovremeno neprilagodenu dozu lijeka, povecanu fizicku aktivnost ili pogorsanja
KBB. Klinicki se bolesnici prezentiraju neuroglikopeni¢nim ili adrenergickim simptomima.
Neuroglikopeni¢ni simptomi su glavobolja, smetnje govora, poremecaj svijesti, slabost, a
adrenergicki simptomi su glad, drhtavica, bljedilo, palpitacije i znojenje. Ukoliko se radi o
blazoj hipoglikemiji preporuca se pojesti 15-20 g Secera te nakon toga pojesti redovan obrok,
a ukoliko se radi o teskoj hipoglikemiji s poremecajima svijesti neophodna je intravenozna

terapija glukozom (93).

1.2.4. Kroni¢ne komplikacije

Shematski prikaz podjele kroni¢nih komplikacija SB prikazana je u Tablici 2.

Tablica 2. Klasifikacija kroni¢nih komplikacija bolesti.

Mikrovaskularne Makrovaskularne
Retinopatija koronarna arterijska bolest
Nefropatija periferna vaskularna bolest
Neuropatija cerebrovaskularna bolest

Kroni¢ne komplikacije bolesti se postupno razvijaju, a precipitira ih kroni¢na
hiperglikemija. Makrovaskularne komplikacije SB nastaju zbog aterosklerotske opstrukcije
koronarnih arterija koronarne bolesti, perifernih krvnih zila 1 mozga. Najces¢e sréanozilne
komplikacije se prezentiraju razvojem koronarne bolesti, popustanjem srca i1 periferne
okluzivne bolesti. Periferne okluzivne bolesti u osoba sa SB zahvacaju osim velikih, i srednje
i male krvne Zile, a uz mikrovaskularne komplikacije i dijabeticku neuropatiju pridonose
razvoju dijabetickog stopala, koje je najces¢a kroni¢na komplikacija. Napredovanje
dijabeticke retinopatije, moze se usporiti dobrom regulacijom glikemije. U lijeCenju se
najcesce koristi fotokoagulacija. Buduéi da prisutna retinopatija korelira s postojanjem
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dijabeticke nefropatije, prema K/DOQI Smjernicama iz 2007. godine dijabeticka nefropatija
se moze pripisati SB ukoliko je uz nju jo§ prisutna i proteinurija. U suprotnom, potrebno je
razmotriti druge mogucée uzroke bubrezne bolesti (94). Dijabeticka neuropatija se najcesce
klinicki manifestira parestezijama i gréevima, jo§ dosada nije pronadena dovoljno ucinkovita

terapija kojom bi se postiglo povlacenje navedenih simptoma.

1.2.5. DIJABETICKA NEFROPATIJA

1.2.5.1. Definicija i epidemiologija

Dijabeti¢ka nefropatija je kroni¢na, mikrovaskularna komplikacija SB tipa 1, tipa 2, a
ponekada se moZe razviti i u sklopu dugih oblika SB u kojima postoji dugotrajna izloZzenost
visokim vrijednostima glukoze u krvi. Naziva se 1 Kimmelstiel-Wilsonov sindrom,
interkapilarni glomerulonefritis ili nodularna dijabeticka glomeruloskleroza, a prezentira se
pojavom albuminurije potvrdene u najmanje dva mjerenja u razmaku od 3 do 6 mjeseci, uz u
velikoga broja bolesnika trajno i nepovratno smanjenje glomerularne filtracije (95). Razvija se
postupno, nekoliko godina od podetka SB i jedan je od najées¢ih razloga za trajno
nadomjeStavanje bubrezne funkcije dijalizom 1 transplantaciju bubrega (37). Ova je
komplikacija nezavisni rizi¢ni ¢imbenik smrti bolesnika oboljelih od SB.

Sindrom se prvi puta spominje u literaturi 1936. godine, a otkrili su ga lije¢nici Paul
Kimmelstiel i Clifford Wilson (96). Radi se o glomerulopatiji koju karakteriziraju tipicne
strukturne 1 funkcionalne promjene. Strukturne promjene odnose se na mezangijalnu
ekspanziju, zadebljenje glomerularne bazalne membrane i glomerularnu sklerozu, dok se
funkcionalne promjene odnose na hiperfiltraciju u pocetku bolesti, albuminuriju, pogorsanje
bubrezne funkcije 1 razvoj visokog krvnog tlaka (97). Albuminurija moze biti normalna do
blago povecéana; (od engl. normal to mildly increased) ukoliko su vrijednosti izlu¢enog
albumina u urinu do 30 mg/dan, umjereno visoka; (od engl. moderately increased
albuminuria) ranije nazivana mikroalbuminurija s izluivanjem albumina izmedu 30-300
mg/dan, odnosno vrlo visoka albuminurija; (od engl. severely increased albuminuria) ranije
nazivana makroalbuminurija, s vrijednostima albumina ve¢im od 300 mg/dan (35, 98).

U 20-30 % bolesnika sa tipom 1 SB, albuminurija se javlja 10-15 godina od
postavljanja dijagnoze, a dobrom regulacijom glikemije 1 krvnog tlaka moze se odrzati

stabilnom, no u nekih se bolesnika moZze ocekivati i napredovanje prema klini¢ki manifestnoj
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dijabeti¢koj nefropatiji i zavr$nom stadiju KBB. U bolesnika s tipom 2 SB sam po&etak
bolesti Cesto ostaje nepoznat, te albuminurija moZze biti prisutna ve¢ u vrijeme postavljanja
dijagnoze.

Prema podacima Hrvatskog registra nadomjesStanja bubrezne funkcije, u Hrvatskoj je 2011.
godine bilo 32 %, a 2012. godine 29 % novih bolesnika kojima je dijabeticka nefropatija bila
osnovna bubrezna bolest koja je zahtijevala nadomjesStanje bubrezne funkcije jednom od

metoda nadomjesnog lijecenja (37).

1.2.5.2. Patogeneza i patologija

Cimbenici rizika razvoja dijabeti¢ke nefropatije se mogu podijeliti na nepromjenjive i
promjenjive. Nepromijenjivi su geneticka predodredenost, dob, spol i rasa, a promijenjivi na
koje je vazno utjecati aktivnim lijeCenjem su krvni tlak, regulacija glikemije, anemija,

dislipidemija, pusenje i adipozitet.

Predmnijevani patogenetski mehanizmi razvoja ove, ali i ostalih kroni¢nih komplikacija
Secerne bolesti su: aktivacija poliolskog i heksozaminskog puta, aktivacija protein kinaze C i
komplikacije nastale djelovanjem krajnjih produkata glikozilacije (78). Zajednicka im je
osobina povecano stvaranje reaktivnih molekula kisika u mitohondrijima stanica ciljnih
organa. Komplikacije proiziSle aktivacijom poliolskog metaboli¢kog puta nastaju zbog
povecanog stvaranja sorbitola pomocu aldoza-reduktaze. Sorbitol uzrokuje osmotska
oStecenja stanice koja potom dovode do promjena stani¢ne funkcije (78,99). Druga teorija
razvoja kroni¢nih komplikacija SB ima uporiste i aktiviranju heksozaminskog puta
hiperglikemijom sve do krajnjeg produkta uridin difosfat N-acetilglukozamina. On se moze
vezati za transkripcijske Cimbenike, mijenjati izrazaj gena i tako regulirati povecanje
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta (od engl. transforming growth factor beta, TGF-beta) koji
je odgovoran za ubrzanu proizvodnju kolagena i fibronektina. Potonji takoder regulira i potice
stvaranje inhibitora aktivatora plazminogena (engl. plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1)
koji smanjuje fibrinolizu (100). Klinicke manifestacije takovih procesa oCituju se razvojem
okluzije krvnih zila. Aktivaciju protein kinaze C (PKC) uzrokuje povecana sinteza
diacilglicerola (DAG). Protein kinaza C svoje ucinke ostvaruje promjenama enzimatske
funkcije Na/K ATP-aze, te mjenjajuci izrazaj pojedinih gena i ¢imbenika rasta. U stanjima
hiperglikemije povecava se i1 stvaranje krajnjih produkata glikozilacije (od engl. advanced

glycosilation endproducts, AGEs) koji sudjeluyju u nastanku ateroskleroze, oStecuju
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glomerule, sastav i strukturu matriksa i tako pridonose u razvoju dijabeticke nefropatije (99).
Na razini glomerula, hiperglikemija povecava izrazaj TGF-beta i o njemu ovisnih proteina.
Smatra se da je dijabeticka nefropatija udruzena sa smanjenim izrazajem koStanog
morfogenetskog proteina-7 (od engl. bone morphogenetic protein-7, BMP-7) koji inace
smanjuje profibrogene ucinke TGF-beta (101). Napredovanju oSte¢enja pogoduje i nedostatna
ekspresija nefrina s posljediénom povecanom propusnoséu glomerularne bazalne membrane
(102, 103).

Razvoju dijabeticke nefropatije pridonose 1 hemodinamske promjene u bubreznoj
mikrocirkulaciji. Glomerularna hiperfiltracija se razvija zbog povisenog hidraulickog tlaka u
kapilarama glomerula koji se razvija radi vazodilatacije dovodne i vazokonstrikcije odvodne
arteriole. Vazodilatacija dovodne arteriole istovremeno omogucuje i prijenos tlaka iz aorte u
glomerule uzrokuju¢i tako u 1 njima visoki tlak s posljedicnim oSteCenjima (104).

U vecine bolesnika dijagnoza se postavlja na temelju tipicnih klinickih manifestacija
bolesti, no ukoliko je tijek bolesti neuobicajen, sa vrlo visokom albuminurijom veé u vrijeme
postavljanja dijagnoze, ili se pogorSanje glomerularne filtracije ne moZe objasniti
dijabetickom nefropatijom unato¢ optimalnoj regulaciji tlaka, a prate se poviSene vrijednosti
kreatinina, hematurija, aktivni sediment urina ili je dijagnosticirana i neka druga sistemska
bolest; potrebno je uciniti biopsiju bubrega kojom se, ovisno o nalazu, moze bitno promijeniti

terapijski pristup (94).

Od 2010. godine koristi se ujednacena patohistoloska klasifikacija dijabeticke
nefropatije koju je izradilo Drustvo za patolosku anatomiju bubrega (od engl. Renal Pathology
Society, RPS), prema kojoj se ovisno o izrazaju promjena u glomerulima klasificira u 4
stadija (Tablica 3.) (105). Istovremeno su klasificirane i patoloSke promjene intersticija i

krvnih Zila (Tablica 4.) (105).
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Tablica 3. Patoloska klasifikacija oste¢enja glomerula u dijabetickoj nefropatiji.

Prilagodeno prema Tervaert TWC, Mooyaart AL, Amann K, i sur. On behalf of the Renal
pathology Society. Pathologic Classification of Diabetic Nephropathy. J Am Soc Nephrol.
2010;21:556-63 (105).

Stadij I ITa ITb 111 v
blage ili
nespecificne
. SM . ' . nodularna
Obis I]g\(;[mj ene SR blago povecanje | jako povecanje |skleroza g?;iii?g;;ala
p dok;lzano mezangija mezangija (Kimmelstiel- glJo meruloskleroza
zadebljanje Wilsonova lezija)
GBM-a
*biopticki * bioptitki uzorak * biopticki uzorak |* b'ioptié'ki uzorak |* globalna
uzorak ne . . ne ispunjava  |ne ispunjava glomerularna
) : ne ispunjava puny Keiteri dii skl
1spunjava kriteriie za stadiie kriterije za stadije iterije za stadij |skleroza
kriterije za J ! v u >50% glomerula
) 10 ili IV -1V °8

Ukljuéni stadije ILIII ili * najmanje jedna |* lezije stadija I-1II

* blago povecanje | * jako poveéanje

kriteriii IV, . - Kimmelstiel-
! GBM >395 nm meia;;go?a " mezangijau  Wilsonova lezija
u Zena i >430 . ’ >25%
nm u mugkaraca | PrOMatranog promatranog
>9 godina mezangya mezangija

SM-svjetlosni mikroskop, EM-elektronski mikroskop, GBM-glomerularna bazalna membrana
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Tablica 4. Intersticijske 1 vaskularne lezije u dijabetickoj nefropatiji.

Prilagodeno prema Tervaert TWC, Mooyaart AL, Amann K i sur. On behalf of the Renal
pathology Society. Pathologic Classification of Diabetic Nephropathy. J Am Soc Nephrol.
2010;21:556-63 (105).

Lezije Uvjeti Bodovanje

Intersticijske lezije

* bez I[FTA-e 0

* <25% 1

TFTA * 25% do 50% 2

*>50% 3

1 * odsutne 0

upaine ¢ infiltracija u podrucju IFTA-e 1
promjene

intersticija « infiltracija u podrucju bez IFTA-e 2

Vaskularne lezije
* odsutna 0
* najmanje jedno podrucje 1

hijalinoza arteriola . .
arteriolarne hijalinoze

* vise od jednoga podrucja 2
arteriolarne hijalinoze

- da/ne

postojanje velikih Zila

arterioskleroza * bez zadebljanja intime

» zadebljanje intime manje od
debljine medije

» zadebljanje intime vece od 2
zadebljanja medije

— o

IFTA-intersticijska fibroza i tubularna atrofija



1.2.5.3. Stadiji i klinicke osobitosti
Dijabeticka nefropatija prolazi kroz pet stadija razvoja:

1. stadij je stadij hiperfunkcije bubrega, a obiljeZen je poveéanom (125-140 mL/min/ 1,73 m?)
ili normalnom glomerularnom filtracijom i povecanjem veli¢ine bubrega za oko 20 % uslijed
hipertrofije tubula i ekspanzije intersticija (104). Albuminurija i krvni tlak su granicama
normale.

Brojna su istrazivanja provedena kako bi se istrazio utjecaj hiperfiltracije na bubreznu
funkciju. Rezultati meta-analize visegodi$njeg pracenja 780 bolesnika s tipom 1 SB, koje su
pokazali Magee i suradnici, sa ciljem utvrdivanja povezanosti hiperfiltracije i budu¢eg razvoja
dijabeticke nefropatije potvrdili su, da je u osoba u kojih je bila prisutna polazna
hiperfiltracija, bolest 2,7 puta CeS¢e napredovala u vise stadije, u odnosu na bolesnike s

urednom glomerularnom filtracijom (106).

2. stadij - tihi stadij ili stadij klinicke latencije obiljezava uredna glomerularna filtracija, bez
klini¢kih znakova bolesti, ali sa patohistoloski potvrdenim zadebljanjem bazalne membrane i

proliferacijom mezangija. Znacajan dio bolesnika ostaje u ovom stadiju i do 20 godina (104).

3. stadij - naziva se jos$ i stadij poCetne nefropatije jer se u njemu nalazi prvi klini¢ki znak
oStecenja glomerula, a to je umjereno visoka albuminurija s vrijednostima albumina izmedu
30 — 300 mg/dan. U taj stadij ulazi priblizno 40 % bolesnika. Prema podacima nedavno
objavljene japanske studije uéinjene u bolesnika s tipom 2 SB, albuminurija i dijabeticka
retinopatija u ovoj su skupini bolesnika udruZene s ranijim pogorSanjem bubrezne funkcije, 1
napredovanjem dijabeticke nefropatije (107), Sto je u skladu s rezultatima zamije¢enim u
bolesnika s tipom 1 SB (108). Pravovremenim dijagnosticiranjem i lije¢enjem, umjereno
visoku albuminuriju se moze znacajno smanjiti (109), i time usporiti napredovanje bolesti

prema 4. 1 5.stadiju.

4. stadij - stadij jasne dijabeticke nefropatije obiljezen je snizenom glomerularnom
filtracijom, vrijednostima albumina vi§im od 300 mg/dan i poviSenim krvnim tlakom.
Ireverzibilan je, za razliku od prethodna tri stadija u kojima se primjerenom terapijom
pojedine promjene mogu povuci ili se moze zaustaviti njihovo napredovanje. Patohistoloski
promjene odgovaraju nodularnoj sklerozi s minimalno jednom Kimmelstiel-Wilsonovom

lezijom (105).
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5. stadij predstavlja zavr$ni stadij KBB sa padom glomerularne filtracije < 15 mL/min/1,73
m® i znaGajnom proteinurijom. U bioptitkom materijalu vidi se slika uznapredovale
dijabeticke glomerularne skleroze, koja prema patohistoloskoj klasifikaciji odgovara IV

patohistoloSkom stadiju glomerularnih lezija (105).

Naposljetku, zbog visoke smrtnosti i pobola od srcano-zilnih bolesti tijekom 1-5. stadija,
manji broj bolesnika razvije zavr$ni stadij KBB i potrebu za nadomjesnim bubreznim

lijeCenjem.

1.2.5.4. Lijecenje

U lijeCenju dijabeticke nefropatije potrebno je uz kontrolu glikemije, krvnog tlaka,
ispravljanje anemije 1 dislipidemije lijekovima, naglasiti i vaznost redovitoga provodenja
fizicke aktivnosti, redukcije prekomjerne tjelesne tezine, prestanka pusenja te ograni¢enoga
unosa soli.
Kontrola glikemije
Rezultati istrazivanja velikih studija; UKPDS, DCCT i ADVANCE ukazali su na vaznu ulogu
regulacije glikemije u razvoju albuminurije i napredovanju ove kroni¢ne komplikacije
(87,110,111). Medutim, pristup svakom pojedinom bolesniku u suradnji s dijabetologom i
odabiru terapije, treba biti racionalan ovisno o njegovoj dobi, duZini trajanja SB, ve¢
razvijenim komplikacijama 1 pridruzenim bolestima, budu¢i da je ekscesivno sniZavanje
HbAlc, ispod 6 %, usko povezano s poveéanom smrtnoS¢u bolesnika (112). Osim
ucinkovitosti kontrole glikemije u spreavanju i odgodi kroni¢nih komplikacija bolesti, ista se
moze vidjeti 1 u bolesnika nakon transplantacije gusSterace i1 bubrega. Prema istraZivanju
talijanskih autora u 32 bolesnika sa SB tip 1 u kojih je transplantirana gustera¢a u odnosu na
30 bolesnika u kojih je primjenjena konzervativna terapija nakon godinu dana postignuta je
bolje regulacija glikemije, krvnog tlaka, snizavanje vrijednosti kolesterola i LDL, te manja
proteinurija (113). 2006. Fioretto i suradnici objavili su po prvi puta dobivene rezultate
istrazivanja na ljudima kojim su pokazali dugoro¢ne ucinke uspjeSne transplantacije
gusterae. Prema njihovim rezultatima, nakon 10 godina prac¢enja doSlo je ne samo do

povlacenja ranijim biopsijama bubrega opisanih promjena, ve¢ i do oporavka tubula (114).
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Kontrola krvnog tlaka

Kontrola krvnog tlaka ima bitnu ulogu u sprecavanju napredovanja dijabeticke nefropatije.
Jedan od najvaznijih rezultata UKPDS studije odnosio se na regulaciju tlaka i sprecavanje
makrovaskularnih i mikrovaskularnih komplikacija SB, buduéi da su bolesnici uz terapiju SB
lijeCeni 1 razli¢itim antihipertenzivima. Prema studiji, sniZzenje sistoli¢kog krvnog tlaka za 10
mmHg moZe smanjiti moguénost razvoja komplikacija SB za 12 %, a najnizi rizik je
zabiljezen pri vrijednostima sistolickog tlaka ispod 120 mmHg (115). Navedeno potvrduju 1
druga istrazivanja, poput Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial (IDNT) (116) koje je
provedeno na uzorku od 1715 bolesnika sa tipom 2 SB. Bolesnici su bili tretirani ARB-om,
kalcijskim antagonistom ili placebom. Nakon 2,6 godina pracenja, bila je vidljiva korelacija
izmedu snizavanja tlaka i smanjenja smrtnosti od sréanozilnih bolesti, ali i usporavanja
napredovanja dijabeticke nefropatije prema zavrSnom stadiju KBB u korist ARB.
Usporavanje napredovanja bolesti moze se pripisati djelovanju ARB kao 1 ACE inhibitorima
jer oni osim na sistemski visoki krvni tlak povoljno djeluju i na tlak u glomerulima djelujuéi
na dilataciju eferentne arteriole, kao i na RAAS.

U razvoju proteinurije i dijabeticke nefropatije klju¢nu ulogu ima angiotenzin II. Smanjujuci
njegov ucinak smanjuje se i aktivnost TGF-beta i oSteCenje podocita koje bi dovelo do
promjena u strukturi glomerularne membrane i omoguéilo razvoj proteinurije (117).
Primijenjeni u 1. ili 2. stadiju dijabeticke nefropatije mogu sprijeciti nastup i/ili pogorsanje
albuminurije, za razliku od visih stadija gdje je takovo lijeCenje manje ucinkovito (118).
Kombinacija ARB i1 ACE inhibitora moze biti u€inkovita u smanjenju proteinurije vise od
primjene jednog lijeka u maksimalnoj dozi, no uz rizik mogu¢ih nuspojava u obliku
hiperkalijemije, hipotenzije ili porasta kreatinina, te se stoga prema Smjernicama ESH-ESC iz

2013. godine ne preporuca (razina dokaza I1IB) (119).

Lijecenje anemije
Anemija u ovih bolesnika smanjuje kvalitetu Zivota i pridonosi losijem ishodu bolesti, a
njezinom ispravljanju treba pristupiti nakon isklju¢ivanja drugih wuzroka (ponajprije
paraneoplastickih procesa). Uz lijeCenje preparatima zeljeza, pri vrijednostima Hb nizim od
110 g/L, preporuca se i uporaba lijekova koji stimuliraju eritropoezu s postizanjem ciljnih
vrijednosti Hb unutar 110-120 g/L (120). Vrijednosti Hb iznad 130 g/L treba potrebno je
izbjegavati jer se povezuju s moguéim povecanjem svih uzroka smrtnosti i nepovoljnih
kardiovaskularnih dogadaja (121).
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Lijecenje dislipidemije

Udruzeni, dislipidemija, SB i KBB znaajni su rizi¢ni ¢imbenici razvoja opstruktivne
aterosklerotske koronarne bolesti. PoviSene vrijednosti LDL kolesterola, u studijskim
analizama, su se pokazale rizicnim ¢imbenikom za pojavu nefropatije u bolesnika s tipom 1
SB. Dislipidemija, je takoder, zasebno jedan od vode¢ih ¢&imbenika koji pogorsava
aterosklerozu, i ubrzava napredovanje nefropatije u tipu 1 SB i povecava rizik od sréanozilnih
bolesti (122), koje se uvodenjem hipolipemika u terapiju i snizavanjem vrijednosti serumskih

lipida moze usporiti (123).

Novi terapijski pokusaji

U posljednje vrijeme, ispituju se nove supstancije u cilju poboljsanja lijeCenja dijabeticke
nefropatije i odgadanja zavrSnog stadija KBB. Nedavno provedena studija s vitaminom D u
kombinaciji s ARB, ukazuje na njegov moguci povoljni u¢inak na snizavanje albuminurije u
toj skupini bolesnika (124), no S§to ¢e joS biti potrebno utvrditi ve¢im, randomiziranim
studijama. Bardoksolon je sintetski triterpenoid ¢iji se ucinak temelji na sniZavanju sinteze
proupalnih medijatora. Jedina je tvar za koju je dokazan povoljan ucinak na glomerularnu
filtraciju, ali uz vecu ucestalost nezeljenih sr¢anozilnih incidenata uslijed porasta krvnog tlaka
1 zadrzavanja tekucine (125) zbog Cega je potrebno pricekati rezultate istrazivanja koja su u
tijeku. Istrazivanje sulodeksida i njegovog antifibroznog ucinka, putem sniZenoga stvaranja
TGF-beta 1 posljedicnog smanjenja propusnosti bazalne membrane, 1 sniZavanja
mikroalbuminurije, na ve¢em uzorku ispitanika je ranije zavrSeno jer nisu uocene bitne razlike
izmedu ucinka placeba i1 sulodeksida (126). U novije vrijeme istrazuju se i povoljni ucinci
sode bikarbone na poboljSanje nutritivnog statusa bolesnika i1 usporavanja pogorSanja

bubrezne funkcije (127).
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1.3. Kostani morfogenetski proteini

1.3.1. Definicija i podjela
Kostani morfogenetski proteini (od engl. Bone Morphogenetic Protein, BMP) dio su
velike obitelji unutar nadobitelji TGF-beta. Imaju vrlo vaznu ulogu tijekom embrionalnog

razvoja i organogeneze, te u odrasloj dobi, u odrzavanju funkcije i strukture organa.
Do danas je poznato viSe od 20 ¢lanova BMP obitelji (128).

Otkriveni su tijekom 60-tih godina prosloga stoljeca kada je americki istrazivac¢, dr. Marshall
R. Urist (1914-2001.), pokazao da demineralizirani koStani matriks primjenjen injekcijom u
misi¢ ili potkozno u sisavaca uzrokuje ektopicno stvaranje kosti. Molekule koje su bile
odgovorne za taj proces nazvao je koStanim morfogenetskim proteinima (129). Bilo je to

revolucionarno otkric¢e koje je otvaralo nove mogucénosti u lijecenju kostanih defekata.

Nadobitelj TGF-beta je dobila ime prema prvom ¢lanu obitelji koji je izoliran; TGF-beta 1.

Uz TGF-beta i BMP koja je najveci ¢lan, dio obitelji su i glijalni neurotrofi¢ni ¢imbenik (od

engl. Glial derived neurotrophic factor, GDNF), aktivini i inhibini (130) (Slika 4.).
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Slika 4. Clanovi TGF-beta nadobitelji. Prilagodeno prema Weiskirchen R. Meurer SK.
BMP-7 counteracting TGF-beta, activities in organ fibrosis. Front Biosci 2013;18:1407-34.
(130).

Kostani morfogenetski proteini su gradeni u obliku dimernih molekula povezanih disulfidnom
vezom, a nastaju u stanicama u obliku velikih prete¢a molekula sastavljenih od hidrofobno-
sekretorne i propeptidne jedinice pridruzene zreloj domeni. Ovisno o slijedu aminokiselina i
poznatim uc¢incima, mogu se podijeliti u Cetiri podskupine BMP-2/4, BMP 5/6/7/8a/8b, BMP
9/10 1 BMP 12/13/14 (131). UtjeCu na razvoj sva tri zametna listi¢a: ektoderma, mezoderma 1
endoderma i imaju viSestruke, vazne uloge u rastu, diferencijaciji i apoptozi brojnih tkiva i

organa (Tablica 5.) (132).
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Tablica 5. Klasifikacija 1 posredovanje u¢inka BMP na razlicita tkiva i organe. Prilagodeno

prema: Rao SM, Ugale GM, Warad SB. Bone morphogenetic proteins: periodontal
regeneration. N Am J Med Sci. 2013;5:161-8 (132).

Kostani morfogenetski protein (BMP)

BMP-1

BMP-2

BMP-3

BMP-4

BMP-5

BMP-6

BMP-7

BMP-8

BMP-9

BMP-10
BMP-11
BMP-12
BMP-13
BMP-14

BMP-15

BMP-bone morphogenetic protein

Posredovanje
Nije ¢lan TGF beta obitelji

Osteoinduktivna aktivnost, posredovanje u
diferencijaciji osteoblasta, apoptoza

Sprjec¢avanje osteogeneze

Osteoinduktivna aktivnost, posredovanje u razvoju

pluca i oka
Hondrogeneza

Diferencijacija osteoblasta, hondrogeneza

Osteoinduktivna aktivnost, posredovanje u razvoju

bubrega i oka
Osteoinduktivna aktivnost

Utjecaj na razvoj zivéanog sustava, uc¢inak na
retikuloendotelnog sustav jetre

Razvoj srca

Utjecaj na zivcano tkivo

Posredovanje u razvoju tetiva
Posredovanje u razvoju tetiva i ligamenata
Poboljsava cijeljenje tetiva i stvaranje kosti

Stimulacija folikula
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1.3.2. Stani¢ni mehanizmi djelovanja

Svoje ucinke na stani¢noj razini BMP ostvaruju vezanjem na serin/treonin kinazne
receptore koji se sastoje od tri dijela: kratkog izvanstani¢nog, transmembranskog i
unutarstanicnog odsjecka (133). Dva su osnovna tipa receptora; tip I i1 tip II. Dosada je
poznato sedam receptora tipa I, pod nazivom ALK 1 — ALK7 (od engl. Activin receptor Like
Kinase), ali se BMP mogu vezati samo za ALK2, ALK3 i ALK®, i Cetiri receptora tipa II; od
kojih se BMP mogu vezati za ActRIIA, ActRIIB, BMPRII (131).

Za prijenos signala potrebna su oba tipa receptora. Tip II receptori, koji su prema
sastavu aktivne kinaze, fosforiliraju i aktiviraju receptore tipa I. Aktivacijom receptora tipa I
BMP signal se prenosi u stanicu i putem Smad molekula pokreée jedan od dva signalna puta:
Smad ovisni ili Smad neovisni, kojim se u konacnici direktno utje¢e na modulaciju i izrazaj
gena. Tip I receptori determiniraju Smad aktivacijski put daljnjega prijenosa signalnog puta u
stanicu (134). Prema funkcionalnom statusu razlikuju se tri razreda Smad molekula: receptor
specifi¢ni, regulatorni Smad 1, 2, 3, 5, 1 8; zajednicki Smad 4; i inhibitorni Smad 6 i 7. Nakon
aktivacije receptora tipa I i fosforilacije regulatorne-Smad molekule u ve¢em dijelu 1, 51 8§,
dolazi do spajanja sa Smad 4 molekulama, i stvaranja heterodimerskog kompleksa kojim se
potom signal prenosi u jezgru i regulira transkripcija gena (134). Aktivnost BMP negativno
reguliraju BMP antagonisti Noggin, Chordin, Folistatin i CTGF (od engl.connective tissue
growth factor) koji se nalaze u izvanstanicnom prostoru. Osim Smad signalnog puta koji se
unutar TGF-beta nadobitelji i BMP obitelji uglavnom opisuje, odvijaju se paralelno i drugi,
Smad neovisni, signalni putevi; MAPK (od engl. mitogen-activated protein kinase), JNK (od
engl. C-Jun amino-terminal kinases), ERK (od engl. extracellular signal-regulated kinases)

(Slika 5.) (134,135).
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Slika 5. Prijenos BMP signala. Prikaz Smad ovisnog puta i Smad neovisnog puta te
djelovanje na transkripciju ciljnih gena u stani¢noj jezgri.

MAPK, mitogen-activated protein kinase, JNK, C-Jun amino-terminal kinases, ERK,
extracellular signal-regulated kinase. Prilagodeno prema Eileen M. Shore EM, Kaplan FS.
Inherited human diseases of heterotopic bone formation. Nat Rev Rheumatol 2010;6:518-27
(1395).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su BMP osobito vazni u razvoju bubrega, pri
¢emu je najvise podataka dobiveno iz eksperimentalnih, animalnih modela miSeva i Stakora, a
odnose se na povoljne u¢inke BMP 2, 4 i 7. U ljudi i miSeva, u molekuli BMP-7 proteina
postoji naime, velika podudarnost u slijedu aminokiselina, kao i u ostatku TGF-beta
nadobitelji i drugih vrsta poput vinske musice, misa, Xenopusa (vrsta africke zabe) i, Covjeka

(136,137).
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1.3.3. KoStani morfogenetski protein-7

Kostani morfogenetski protein — 7, protein je molekularne mase 35 kDa, stvara se u
bubregu u kojemu je i izraZen u najvecoj koli¢ini, i u ¢ijem je razvoju prepoznat kao
najvaznija molekula. Ovisno o izvjeS¢ima pojedinih autora, izrazaj BMP-7 je raznoliko
rasporeden unutar pojedinih struktura humanih bubrega. U zdravom bubreznom tkivu, kao i u
tkivu prozetom tumorskim stanicama, na uzorku od 64 biopsija, BMP-7, 1 njegovi receptori
bili su izrazeni u svim strukturama, najviSe u epitelnim stanicama proksimalnih kanali¢a
(138), dok je prema izvjes¢u Wetzela i suradnika, u 6 ljudskih bubrega mRNA za BMP-7, bila
najbolje izrazena u distalnom kanali¢u 1 sabirnim cijevima. U Zivotinjskim modelima, vrlo
dobar izrazaj je pak prikazan, osim u podru¢ju nefrona, i u adventiciji bubreznih arterija,
pijelonu te ureteru (139).

Kostani morfogenetski protein-7 ima klju¢nu ulogu u ranom razvoju bubrega iz
metanefritickog mezenhima tijekom embrionalnog razdoblja, sa vr$nim vrijednostima od 12-
14 tjedna (140), a u odrasloj dobi u determinaciji patofizioloSkih mehanizama razvoja
oSte¢enja funkcije bubrega. Dokazi o nepobitnoj ulozi ove molekule potjecu s kraja 90-tih
godina proSloga stoljeca kada je pokazano da miSevi koji ga nemaju u genomu, i u kojih je
zbog toga izostao razvitak bubrega, umiru prvi dan po okotu u slici uremije, uz
patoloSkoanatomski nalaz hidrouretera i displasticko promijenjenih bubrega. Osim toga,
njegov nedostatak u miseva dovodi do ozbiljnih oSteCenja ociju te skeleta (141,142).

Osnovna mu je zadaca zastita bubrega od akutnog i kroni¢nog oStec¢enja, spreCavanjem
razvoja upalnih procesa i fibroznih promjena (143). U uvijetima eksperimentalno izazvane
akutne ozljede bubrega, primjena BMP-7 pridonijela je brzem oporavku bubrezne funkcije, uz
manju tubularnu nekrozu, potisnut upalni odgovor i1 apoptozu (144). U modelu KBB,
administracija BMP-7 poboljsala je bubreznu funkciju, i prezivljenje Zivotinja, smanjenim
izrazajem profibrotickih molekula poput kolagena tipa 1 i fibronektina, uz istodobno
povecano stvaranje aktivne matriks metaloproteinaze-2 iz mezangijskih stanica, koja ima
vaznu ulogu u cijeljenju tkiva utjecajem na razgradnju strukturnih proteina izvanstani¢nog
matriksa (145).

Renoprotektivnu ulogu BMP-7 u ocuvanju strukture i funkcije bubrega potvrduju i
literaturni podaci dobiveni istrazivanjem karcinogeneze. Analiziranje njegova ucinka
provedeno na uzorcima tumora svijetlih stanica ljudskih bubrega, u kojemu je naden smanjen

izrazaj BMP-7 RNK, potvrdilo je takovu hipotezu, ali i ukazalo na mogucu novu ulogu BMP-
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7 kao prognostickog ¢imbenika daljnjeg tijeka bolesti (146).

U eksperimentalnom modelu dijabeticke nefropatije uzrokovane streptozotocinom,
pokazao se vaznim u smanjenju razvoja fibroze, nakupljanju izvanstani¢nog matriksa, time i
daljnjem oStecenju strukture i1 funkcije bubrega, poniStavaju¢i ucinke TGF-beta (147).
Ucinkovit je u sniZzavanju proteinurije, djelomi¢nom smanjenju hipertrofije i poboljSanju
glomerularne filtracije (148). Odrzavanjem primjerene vrijednosti BMP-7 smanjuje se i
propadanje podocita, a time i daljnje napredovanje bolesti (149).

Dosadasnjim istrazivanjima pokazano je da su izrazaj BMP-7 i broj podocita snizeni u
humanoj dijabetickoj nefropatiji, uz pridruzen pojacan izrazaj izvanstanicnog BMP-7
antagonista CTGF koji se smatra vaznim ¢imbenikom aktivacije signalnih puteva (150), i ¢ija

inhibicija, u eksperimentalnim uvijetima poboljSava ishode bubreznih bolesti (151).
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2. HIPOTEZA
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Nasa hipoteza jest pokazati da se izrazenost BMP-7 mijenja progresijom bubrezne bolesti.

Kostani morfogenetski protein-7 je u proteklom desetljecu prepoznat kao vazan antifibrogeni
¢imbenik. DosadaSnja istrazivanja pokazala su da poboljSava glomerularnu filtraciju,
smanjuje proteinuriju, upalni odgovor i razvoj fibroznih promjena koje obiljeZzavaju

napredovanje kroni¢ne bubrezne bolesti u zavrsni stadij.
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3. CILJEVI RADA

43



Osnovni ciljevi ove Disertacije su:

1. pokazati izrazenost BMP-7 u razliCitim stadijima dijabeticke nefropatije

2. istraziti izrazenost BMP-7 u bioptatima bubrega bolesnika s

dijabetickom nefropatijom

3. usporediti izrazenost BMP-7 u razli¢itim stadijima dijabeticke nefropatije

sa izrazenoS¢u BMP-7 u bioptatima bubrega

4. istraziti izrazenost BMP-7 u razli¢itim stadijima dijabeticke nefropatije ovisno
o demografskim ¢imbenicima (dob, spol, komorbiditet — visoki krvni tlak,
hiperlipoproteinemija, preboljeli infarkt miokarda, cerebrovaskularni

inzult, razvijene kroni¢ne komplikacije na mreznici).
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4. ISPITANICI I METODE
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Prikaz redoslijeda istrazivanja

Provedeno istrazivanje prospektivnoga je karaktera, podijeljeno u 2 dijela od kojih je prvi dio
proveden tijekom godine dana u Opcoj bolnici Bjelovar na skupini od 120 ispitanika
podiljeljenih u 4 skupine, dok su u drugom dijelu istrazivanja upotrijebljeni preostali biopticki
materijali bolesnika s dijabetiCkom nefropatijom pohranjeni u arhivi Klinickoga zavoda za

patologiju 1 citologiju KBC Zagreb.

Istrazivanje je provedeno uz dozvolu nadleznog Etickog povjerenstva i informirani pismeni

pristanak svakog ispitanika.

4.1.1. Prvi dio istraZivanja-ELISA test

U istrazivanje su ukljudeni bolesnici sa SB tip 2 i razvijenom dijabeti¢kom nefropatijom,
visokim krvnim tlakom, preboljelim sr¢anozilnim i mozdanozilnim bolestima, a iz ovoga
dijela istrazivanja iskljuCeni su bolesnici s tipom 1 SB, akutnom bole§éu i anamnezom
zlo¢udne bolesti. Navedeni su podatci dobiveni klinickim pregledom bolesnika i uvidom u
medicinsku dokumentaciju. Pri pregledu bolesnika zabiljezeni su osobni podaci; ime i1
prezime, spol, godina rodenja, kontakt podaci, izmjeren je krvni tlak, tjelesna tezina i1 visina
radi izrauna indeksa tjelesne mase, te laboratorijski nalazi ureje, kreatinina, lipidograma,
HbAlc i albuminurije ucinjeni u Jedinici za laboratorijsku dijagnostiku Opée bolnice
Bjelovar. Glomerularna filtracija je procijenjena na temelju Cockroft-Gaultove 1 modificirane
MDRD formule, temeljem koje su bolesnici podijeljeni u skupine po 30 ispitanika, ovisno o
stadiju bubrezne bolesti:

1. bolesnici sa SB tip 2 u I-1I stadiju KBB (uklju¢uje glomerularnu filtraciju >90 mL/min/1,73
m” uz oste¢enje bubrega, i glomerularnu filtraciju od 60-90 mL/min/1,73 m?),

2. bolesnici sa SB tip 2 u predzavrinom stadiju KBB i glomerularnom filtracijom od 15-30
mL/min/1,73 m’,

3. bolesnici sa SB tip 2 na hemodijalizi u kojih je glomerularna filtracija manja od 15
mL/min/1,73 mz,

4. zdrave osobe — kontrola.

Od svakoga ispitanika, na taste, standardnom je venepunkcijom uzeto 20 mL periferne krvi za

ELISA test, a u bolesnika na hemodijalizi pri samom zapocinjanju postupka hemodijalize.
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Uzorci su potom centrifugirani i pohranjeni u ledu na -20 C.

Kada su svi uzorci sakupljeni, ELISA testom je u njima odredena koncentracija BMP-7.

ELISA test (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) je danas najraSireniji imunotest za
otkrivanje specifi¢nosti protutijela, otkrivanje autoprotutijela, te za mjerenje koncentracije
brojnih antigena. Izvodi se u automatskom analizatoru rabe¢i protutijela vezana na enzime
koji se vezu na nepoznate antigene predocene na povrSini stanice. Dodavanjem specifi¢nih
supstrata za enzime kompleks protutijelo/antigen postaje prepoznatljiv i dostupan mjerenju
(152).

Koncentracije BMP-7 u serumu su odredene imunoenzimatskim kompletima: Human BMP-7
ELISA (R&D Systems, USA) kataloski broj DBP 700, koji sadrzava jednu polistirensku
plo€icu sastavljenu od 96 jazica oblozenih monoklonalnim mi§jim protutijelom za BMP-7,
puferirani rekombinantni ljudski BMP-7, BMP-7 konjugat i otopinu supstrata kromogena
(tetrametilbenzidina) i1 hidrogen peroksida za inkubaciju, pufer, koncentriranu otopinu za
ispiranje, te otopinu za zaustavljanje reakcije (sulfatna kiselina). Za potrebe ovoga istrazivanja
na uzorcima 120 ispitanika iskoriStena su dva kompleta (96+24 jazica). Uz svako testiranje
koriStene su kontrole u tri razine i to na pocetku i kraju testa (RD-SET 613-RD613). Postupak
pripreme uzoraka ucinjen je prema uputama proizvodaca. Uzorci su prije pripreme odmrznuti
na sobnu temperaturu kao 1 ELISA kompleti. U svaku od 120 jaZica stavljaju se uzorak i
rekombinatni BMP-7 nakon cega slijedi inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju 2 sata,
potom ispiranje 4 puta otopinom iz komercijalnog seta; dodavanje konjugata BMP-7
(893141), ponovno ispiranje 4 puta, aplikacija reagensa sastavljenog od tetrametilbenzidina 1
hidrogen-peroksida i1 zavrSna inkubacija u trajanju 30 minuta. Reakcija se zaustavlja
sulfatnom kiselinom, a rezultati se moraju oc€itati unutar 30 minuta. Svaki uzorak analiziran je
1 o¢itan na uredaju Dynatech Laboratories MRX (450 nm).

Budu¢i da su dobivene vrijednosti u bolesnika i u kontrolnoj skupini nize od preporucenih,
ucinjena je kontrola valjanosti testa provjerom postavljanja testa i testnih kontrola; u
potpunosti je ponovljeno testiranje uzoraka kontrolne skupine zdravih ispitanika, te je
prosiren broj testiranih bolesnika iz 3.skupine (bolesnici na hemodijalizi). Dobiveni kontrolni
rezultati u potpunosti odgovaraju prvim rezultatima, koji su potom usli u statisticku analizu, a
valjanost rezultata je potvrdena testnim kontrolama koje su sastavni dio imunoenzimatskog
kompleta.

Podatci za svakog ispitanika upisani su u bazu podataka oblikovanu u Microsoft Accessu.
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4.1.2. Drugi dio istrazivanja-Imunohistokemijsko bojanje

U drugome dijelu istrazivanja, u 30 uzoraka bioptata bubrega bolesnika s prethodno
potvrdenom dijagnozom dijabeticke nefropatije, preostalih iz Arhive Zavoda za patologiju i
citologiju KBC Zagreb, a wulinjenih u razdoblju od 1998. — 2012. godine,
imunohistokemijskim bojanjem je odredena izrazenost BMP-7.

Za odredivanje stadija dijabeticke nefropatije koristili smo Patolosku klasifikaciju oSte¢enja
glomerula u dijabetickoj nefropatiji kako je prethodno opisano (105).

U vrijeme biopsije najmladi bolesnik imao je 24 godine, a najstariji 70 godina (prosjecna dob
muskaraca bila 53, a zena 51 godinu). Bilo je 15 muSkaraca i 13 Zena, a u tri bolesnika
osnovna je bolest bila SB tip 1, dok je u 25 bolesnika to bila SB tip 2.

Tijekom postupka dva su uzorka uklonjena zbog nedostatnosti materijala (globalno
sklerozirani glomeruli). U kontrolnoj skupini koristeni su uzorci zdravog tkiva 12 bubrega
dobiveni tijekom nefrektomije bolesnika s lokaliziranim tumorom bubrega. Uzorci su izuzeti s

najudaljenijega mjesta od tumora.

Imunohistokemija je dijagnosticka metoda izbora u analizi bioptata, jer mogucuje prikaz

antigena izrazenih na povrSini stanice 1 same stani¢ne morfologije svjetlosnim mikroskopom.

Postupak se sastoji od pripreme uzoraka, obiljezavanja i vizualizacije mikroskopiranjem.
Za svakoga bolesnika izdvojena je po jedna parafinska kocka iz koje su izrezani rezovi
debljine 4-5 um 1 postavljeni na staklo, i potom deparafirani.

U istrazivanju je koriSteno anti-humano monoklonalnoprotutijelo: BMP-7 (R&D Systems,
USA, misje monoklonalno protutijelo, klon 164311, kataloski br. GLM0209111). Nakon
deparafiniziranja rezova, antigen BMP-7 je demaskiran u PT-modulu (DakoCytomation,
Denmark) na 97 °C, 20 minuta u puferu iz EnVision flex komercijalnog seta (K8010,
DakoCytomation, Denmark) i obraden standardnim automatiziranim postupkom u Autostainer
+ aparatu (DakoCytomation, Denmark), te kontrastiran hematoxylinom.

EnVision je polimer s dekstranskom osnovom na kojoj se nalaze molekole razlicitih enzima.
EnVision sustav sadrzi sekundarna protutijela kojima moze detektirati bilo koje primarno
misje ili ze¢je protutijelo (153).

Nakon imunohistokemijske obrade, usljedilo je mikroskopiranje uzoraka. Pozitivhim
rezultatom izrazaja BMP-7 smatrana je prisutnost bojanja u > 5 % stanica.

Analiza je izvrSena na najmanje 5 vidnih polja velikog povecanja 400x (VVP), ukupno na
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najmanje 1000 stanica. Analizirana je prisutnost citoplazmatskog izrazaja u epitelu kanalica 1

glomerularnim stanicama.

Intenzitet BMP-7 bojanja odreden je na slijede¢i nacin: 0 - negativno; 1+ - bojanje vidljivo na
povecanju 400x (slabi intenzitet), 2+ - bojanje vidljivo na povecanju 100x (umjereni

intenzitet) 1 3+ -bojanje vidljivo na povecanju 50x (jaki intenzitet).

4.1.3. Statisticka analiza

StatistiCcka obrada i analiza podataka izvrsena je licenciranim programom STATISTICA 6.1
StatSoft inc. 1983-2003 (Serial number AGA304B211928E61). Koristeni su sljede¢i moduli
tog programa Basic Statistics/Tables (Descriptive Statistics), Nonparametrics, te grafovi

Histogram, Box plot i Scatter plot.

Rezultati dobiveni statistickom obradom prikazani su graficki i numericki (tabelarno).

Statisticko testiranje provedeno je na razini znacajnosti od 95 % (a=0,05).

Kvalitativni parametri opisani su frekvencijskim tablicama, mjereni parametri deskriptivnom

statistikom, a graficki prikazani histogramima.

Za sve mjerene parametre provjerena je razdioba podataka unutar svake skupine, na osnovu
mjere asimetri¢nosti razdiobe (Skewness) 1 mjere spljostenosti razdoobe (Kurtosis). Ako se
vrijednosti obje te mjere unutar intervala (-1,1) tada podaci slijede normalnu razdiobu, u
protivnom, ako je vrijednost barem jedne od tih mjera izvan tog intervala podaci nisu
normalno distribuirani. U sluaju podataka koji slijede normalnu razdiobu, prosjek i
standardna devijacija su dobri pokazatelji, dok su za podatke koji ne slijede normalnu

razdiobu, dobri pokazatelji medijan i raspon (maximun — minimum).

StatistiCka razlika izmedu skupina u odnosu na kvalitativne parametre testirana je Pearson hi-

kvadrat testom.

Statisticka razlika izmedu skupina bolesnika u odnosu na mjerne parametre ¢ije vrijednosti
nisu normalno distribuirane, testirana je Kruskal-Wallis ANOVA testom. To je
neparametrijski test kojim se testira razlika izmedu srediSnjih vrijednosti (medijana) tri ili viSe

skupina.
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StatistiCka razlika izmedu dva nezavisna uzorka (muskarci — Zene, prebolio — nije prebolio)
testirana je Mann-Whitney U testom. To je neparametrijski test kojim se testira razlika

izmedu srediS$njih vrijednosti (medijana) dva nezavisna uzorka.
Testiranje razlike izmedu bolesnih i zdravih u odnosu na dob testirana je t-testom.

Testiranje povezanosti BMP-7 s ostalim izmjerenim parametrima testirano je linearnom
regresijskom analizom 1 izraCunavanjem Pearson-ovog koeficijenta korelacije, kao statisticke

mjere linearne povezanosti dva izmjerena parametra.

Testiranje izrazaja BMP-7 u bioptatima bubrega ucinjeno je Fisherovim egzaktnim testom.
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5. REZULTATI
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5.1. Rezultati ELISA testa

Prvi dio istrazivanja

5.1.1. Raspodjela uzorka

Na uzorku od ukupno 90 ispitanika koji su prikupljani tijekom godine dana istraZena je
izrazenost BMP-7 u razli¢itim stadijima dijabeti¢ke nefropatije ovisno o demografskim
¢imbenicima: dob, spol, komorbiditet - visoki krvni tlak, hiperlipoproteinemija, preboljeli
infarkt mikarda, cerebrovaskularni inzult, razvijene kroni¢ne komplikacije na mreZnici, i
usporedena s rezultatima kontrolne skupine koju je ¢inilo 30 zdravih dobrovoljaca. Bolesnici
su prema prethodno opisanim kriterijima podijeljeni u skupine od po 30 ispitanika, uz takoder
30 ispitanika u kontrolnoj skupini. Distribucija ispitanika po skupinama prikazana je u Tablici

6.

Tablica 6. Raspodjela ispitanika po skupinama.

Skupina Broj bolesnika || Postotak (%)
1- iznad 60 30 25,0
2-do 30 30 25,0
3- hemodijaliza 30 25,0
4- zdravi 30 25,0
Ukupno 120 100,0
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5.1.2. Demografski podaci ispitanika

Demografski podaci 1 klinicke karakteristike ispitanika navedeni su u Tablici 7. i 8.
Distrubucija prema spolu pokazala je da je bilo ukupno 42,5 % Zena i 57,5 % muskaraca.
Analiza ispitanika unutar pojedinih skupina, pokazala je da je neSto veci udio zenskog spola
bio u drugoj skupini koja je obuhvatila bolesnike u predzavrSnom stadiju KBB, a muskog
spola u prvoj skupini ispitanika s po¢etnom KBB I 1 II stadija.

Rije¢ je o bolesnicima koji su probirani tijekom godinu dana u Opcoj bolnici Bjelovar u
Nefroloskoj ambulanti i Ambulanti Centra za dijabetes, te u Centru za hemodijalizu iste
ustanove. Svi su bolesnici bili oboljeli od Secerne bolesti tip 2 s razvijenom dijabetickom
nefropatijom, a od pridruzenih bolesti u vec¢ine je bio prisutan visoki krvni tlak, u 14,17%
preboljeli cerebrovaskularni inzult, u 12,50% preboljeli infarkt miokarda, te u 66,67%
hiperlipoproteinemija.

Hi-kvadrat test pokazao je da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupina, u odnosu

na raspodjelu bolesnika prema spolu (p>0,05) (Tablica 7.).

Nije bilo razlike u starosti izmedu bolesnika 1 zdravih ispitanika. Raspodjelom bolesnika
prema pojedinim skupinama medijan dobi prve skupine bio je 60,0 (min-max 48-74), druge
skupine bio je 71,0 (min-max 51-91), a treée skupine 65,5 (min-max 41-79). U cetvrtoj,
kontrolnoj skupini ispitanika medijan je iznosio 65,50 (odnosno min-max 47-87). (Slika 6,
Tablica 8.).

Testiranje razlika izmedu dobi bolesnika i zdravih ispitanika prikazano je u Tablici 9.

Kompatibilnost uzoraka provjerena je testom razlike bolesnika i zdravih ispitanika u odnosu
na dob. U€injen je T-test koji je pokazao da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
bolesnih i zdravih u odnosu na dob (p>0,05) (Slika 7.), te se moze zakljuciti da su dobivene

statisticke razlike uzrokovane razlikama u vrijednostima promatranih parametara.

Kako ne postoji statisticki znac¢ajna razlika izmedu bolesnih i zdravih u odnosu na spol 1 dob,
zakljucujemo da se radi o kompatibilnim uzorcima, te su dobivene statisticke razlike

uzrokovane razlikama u vrijednostima promatranih parametara.
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Tablica 7. Raspodjela ispitanika prema spolu.

Spol Skupina 1 | Skupina 2 | Skupina 3 |Skupina 4 Ukupno
Zenski 10 16 12 13 51
% 8,33% 13,33% 10,00% 10,83% 42,50%
muski 20 14 18 17 69
% 16,67% | 11,67% 15,00% 14,17% 57,50%
Ukupno u skupini 30 30 30 30 120
% 25,00% | 25,00% 25,00% 25,00% 100,00%
Pearson Chi-square Df
Parametar p vrijednost
(hi-kvadrat) (stupnjevi slobode)
Spol 2,558 3 0,465
p>0,05
Tablica 8. Raspodjela bolesnika prema dobi.
Dob
Skupina Broj. Prosjek | Median | Minimum | Maximum | S.D.
bolesnika
1 30 60,97 60,00 48,00 74,00 7,015
2 30 71,90 71,00 51,00 91,00 8,470
3 30 63,90 65,50 41,00 79,00 9,114
4 30 66,50 65,50 47,00 87,00 7,789

Skewness | Kurtosis

0,043

-0,098

-0,721

0,322

-0,761

0,535

0,635

1,340
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Slika 6. Graficki prikaz raspodjele bolesnika prema dobi.

Tablica 9. Testiranje razlike izmedu bolesnih i zdravih u odnosu na dob.

T-test; skupina 1: bolestan, skupina 2: zdrav

Prosjek Prosjek N N [Std.Dev. Std.Dev.

t-vrijednost s.s. | p
bolestan | zdrav bolestan Zdrav bolestan | zdrav

dob | 65,6 66,5 -0,479 |118|0,633| 90 30 9,384 | 7,789
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Slika 7. Raspodjela bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike.
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5.1.3. Udio pojedinih skupina lijekova u lijeCenju visokog krvnog tlaka,

hiperlipoproteinemije i pridruZenih bolesti

U svakog je bolesnika analizirana cjelokupna dotadasnja farmakoloska terapija, te su
posebno evidentirani ACE-inhibitori i ARB, blokatori kalcijskih kanala, beta-blokatori te
statini prema skupinama. Bolesnici su takoder poduceni o vaznosti provodenja
nefarmakoloskih mjera u lijeCenju, poput odrzavanja idealne tjelesne tezine pri ¢emu im je na
temelju tjelesne visine i tezine izraCunat indeks tjelesne mase.

ACE-inhibitori i1 blokatori receptora angiotenzina predstavljaju zlatni standard u lijeenju
visokog krvnog tlaka u bolesnika sa SB i KBB. Prepoznavanje bolesti i pravovremeno
zapocinjanje terapije smanjuje proteinuriju i usporava napredovanju bolesti u zavrsni stadij. U
nasih je bolesnika u terapiji najzastupljeni ramipril (29,17 %), slijedi ga valsartan ( 19,17 %),
dok su losartan, trandolapril, kandesartan, lizinopril i telmisartan manje zastupljeni.
Pojedinacni je udio oba najzastupljenija lijeka u skupini dijaliziranih bolesnika, Sto se
povezuje s velikim udjelom teSkih hipertenzija u ovoj skupini kao posljedica, ali 1 znacajan
pridruZeni uzrok KBB. Takoder je za izdvojiti 1 ukupno ¢ak 25 od 30 bolesnika s pocetnim
bubreznim oSte¢enjem na terapiji ACE-inhibitorima ili blokatorima receptora angiotenzina
koji su propisani s ciljem ocuvanja bubrezne funkcije, odgode KBB i smanjenja proteinurije u
bolesnika s dijabetickom nefropatijom. Sama povezanost uporabe ovih lijekova i izrazaja
BMP-7 manje je jasna. Raspodjela bolesnika prema uporabi ACE-inhibitora i ARB prikazana
je na Tablici 10, a udio pojedinih lijekova po skupinama na Slikama 8.1 9. U istrazivanju je
proucavan utjecaj i zastupljenost i drugih lijekova koji se koriste u lije€enju visokog krvnog
tlaka (Tablica 11. i 12., Slika 10., 11., 12. i 13.), hiperlipoproteinemije (Tablica 13., Slika
14. i 15.) kao i klinicke karakteristike bolesnika poput preboljelog cerebrovaskularnog inzulta
1 infarkta miokarda te njihova povezanost s vrijednostima BMP-7 (Tablica 14. i 15., Slika 16.
i 17.).Bisoprolol je najzastupljeniji beta-blokator za koji se ujedno predmnijeva bolji
antiaritmijski u¢inak od druga dva ukljucena lijeka, i to u 1. i 3. skupini ispitanika, pri ¢emu je
od ukupno 15 bolesnika s preboljelim infarktom miokarda, upravo njih 9 bilo u 3. skupini,
dijaliziranih, bolesnika $to je bio jedan od razloga uvodenja navedenih lijekova u terapiju.
Osim preboljelog infarkta miokarda, 14,17 % bolesnika u anamnezi je imalo preboljeli
cerebrovaskularni inzult (Tablica 14.).Blokatori kalcijskih kanala predvodeni su
amlodipinom u 25,83 %, a lercanidipinom u 14,17 % bolesnika ( Tablica 12.).Atorvastatin je

bio najzastupljeniji, u 55,83 % bolesnika lijek u lijeenju hiperlipoproteinemije (Tablica 13.).
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Tablica 10. Raspodjela bolesnika prema uporabi ACE-inhibitora i ARB. ACE-inhibitori-

inhibitori angiotenzin konvertiraju¢eg enzima, ARB-blokatori receptora angiotenzina

ACE Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4 Ukupno
ramipril 14 9 12 0 35
% 11,67% 7,50% 10,00% 0,00% 29,17%
valsartan 3 7 13 0 23
% 2,50% 5,83% 10,83% 0,00% 19,17%
kandesartan 0 3 0 0 3
% 0,00% 2,50% 0,00% 0,00% 2,50%
lizinopril 1 2 0 0 3
% 0,83% 1,67% 0,00% 0,00% 2,50%
losartan 1 3 1 0 5
% 0,83% 2,50% 0,83% 0,00% 4,17%
trandolapril 5 2 0 0 7
% 4,17% 1,67% 0,00% 0,00% 5,83%
telmisartan 0 1 0 0 1
% 0,00% 0,83% 0,00% 0,00% 0,83%
perindopril 0 2 3 0 5
% 0,00% 1,67% 2,50% 0,00% 4,17%
cilazapril 1 0 0 0 1
% 0,83% 0,00% 0,00% 0,00% 0,83%
ne koristi 5 1 1 30 37
% 4,17% 0,83% 0,83% 25,00% 30,83%
Ukupno u skupini 30 30 30 30 120
% 25,00% 25,00% 25,00% 25,00% 100,00%
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Tablica 11. Raspodjela bolesnika prema uporabi beta blokatora u terapiji.

BB

carvelol

%

bisoprolol

%

nebivolol

%

ne koristi

%

Ukupno u skupini

%

BB-beta blokatori

Skupina 1 | Skupina 2

2 10
1,67% 8,33%
13 9
10,83% 7,50%
3 3
2,50% 2,50%
12 8
10,00% 6,67%
30 30
25,00% 25,00%

Skupina 3

6,67%

10

8,33%

3,33%

6,67%

30

25,00%

Skupina 4

0,00%

0,00%

0,00%

30

25,00%

30

25,00%

Ukupno

20

16,67%

32

26,67%

10

8,33%
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120
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Tablica 12. Raspodjela bolesnika prema uporabi blokatora kalcijskih kanala u terapiji.

CCB Skupina 1 | Skupina 2 | Skupina 3 Skupina 4 Ukupno
amlodipin 9 10 12 0 31
% 7,50% 8,33% 10,00% 0,00% 25,83%
lercanil 4 5 8 0 17
% 3,33% 4,17% 6,67% 0,00% 14,17%
ne koristi 17 15 10 30 72
% 14,17% 12,50% 8,33% 25,00% 60,00%
Ukupno u skupini 30 30 30 30 120
% 25,00% 25,00% 25,00% 25,00% 100,00%

CCB-blokatori kalcijskih kanala
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Tablica 13. Raspodjela bolesnika prema uporabi statina u terapiji.

Statin

simvastatin

%

atorvastatin

%

rosuvastatin

%

ne koristi

%

Ukupno u skupini

%

4,17%

16

13,33%

0,00%

7,50%

30

25,00%

0,00%

26

21,67%

0,00%

3,33%

30

25,00%

Skupina 1 |Skupina 2 |Skupina 3 |Skupina 4 | Ukupno

0 12

0,00% | 10,00%

6 67

5,00% |55,83%

0,00% | 0,83%

24 40

20,00% | 33,33%

30 120

25,00% 100,00%
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Slika 15. Prikaz statina u odredenim skupinama bolesnika.
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Tablica 14. Raspodjela bolesnika ovisno o preboljelom cerebrovaskularnom inzultu.

ICV Skupina 1 |Skupina 2 |Skupina 3 |Skupina 4 | Ukupno
nije prebolio 24 23 26 30 103
% 20,00% | 19,17% | 21,67% | 25,00% |85,83%
prebolio 6 7 4 0 17
% 5,00% 5,83% 3,33% 0,00% |14,17%
Ukupno u skupini 30 30 30 30 120
% 25,00% | 25,00% | 25,00% | 25,00% 100,00%

ICV-cerebrovaskularni inzult
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Slika 16. Prikaz bolesnika ovisno o preboljelom ICV prema skupinama bolesnika.



Tablica 15. Raspodjela bolesnika ovisno o preboljelom infarktu miokarda.

IM Skupina 1 |Skupina 2 |Skupina 3 |Skupina 4 | Ukupno
nije prebolio 28 26 21 30 105
% 23,33% | 21,67% | 17,50% | 25,00% |87,50%
prebolio 2 4 9 0 15
% 1,67% 3,33% 7,50% 0,00% |12,50%
Ukupno u skupini 30 30 30 30 120
% 25,00% | 25,00% | 25,00% | 25,00% 100,00%

IM-infarkt miokarda
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Slika 17. Prikaz bolesnika ovisno o preboljelom IM prema skupinama bolesnika.



5.1.4. Raspodjela bolesnika prema nalazu fundusa

Analizom rezultata obuhvacena je raspodjela bolesnika ovisno o nalazima pregleda

ocne pozadine — fundusa. Svi zdravi dobrovoljci iz kontrolne skupine imali su uredan nalaz,

kao 1 17,5 % ispitanika iz 1. skupine, 8,33 % iz 2. skupine, te 0,83 %, odnosno jedan ispitanik

iz skupine dijaliziranih bolesnika. Promjene fundusa razgrani¢ene su prema nalazu

oftalmologa u proliferativnu, neproliferativou i preproliferativnu dijabeticku retinopatiju.

Cetiri bolesnika; jedan iz druge skupine i tri iz skupine dijaliziranih bolesnika su izgubila vid

uslijed dijabeticke retinopatije (Tablica 16., Slika 18. i 19.).

Tablica 16. Raspodjela bolesnika ovisno o nalazu fundusa.

Fundus Skupina 1 [Skupina 2 |Skupina 3 |Skupina 4 | Ukupno

Bo 21
% 17,50%

Prol 5
% 4,17%

neprol 4
% 3,33%

preprol 0
% 0,00%

ne vidi 0
% 0,00%

Ukupno u skupini 30

% 25,00%

10

8,33%

7,50%

6,67%

1,67%

0,83%

30

25,00%

1 30 62

0,83% 25,00% | 51,67%

18 0 32

15,00% 0,00% |26,67%

7 0 19

5,83% 0,00% |15,83%

0,83% 0,00% | 2,50%

2,50% 0,00% | 3,33%

30 30 120

25,00% | 25,00% 100,00%

bo-bez osobitosti,  prol-proliferativna retinopatija, neprol-neproliferativna

preprol-preproliferativna retinopatija

retinopatija,
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5.1.5. Testiranje razlike izmedu skupina po kvalitativnim parametrima

U Tablici 17. prikazani su rezultati hi — kvadrat testa kojim se testiralo postojanje
razlike izmedu pojedinih skupina, a u odnosu na raspodjelu bolesnika, po kvalitativnim
parametrima (p > 0,05), a na Slici 20. testiranje razlike izmedu bolesnika koji koriste terapiju
za lijecenje visokog krvnog tlaka ( prikaz ACE/ARB) u odnosu na BMP-7.

Hi — kvadrat test je pokazao da postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupina prema
analiziranim parametrima primjenjenih lijekova; ACE/ARB, beta-blokatora, blokatora
kalcijskih kanala, statina, preboljelog infarkta miokarda i nalaza fundusa, dok je u odnosu na

ICV razlika statisticki grani¢no znacajna (priblizno je 0,05).

U odnosu na BMP-7, testiranje razlike izmedu bolesnika koji su bili na terapiji ACE-
inhibitorima ili ARB 1 koji su bili bez takove specificne terapije (no, lijeCeni su drugim
skupinama lijekova) u¢injeno je Mann — Whitney U Testom (Slika 20.).

Razlika se pokazala grani¢no statisticki znacajna. Zajednicki, doprinosni u€inak zaStitnog
djelovanja ove skupine lijekova i BMP-7, vjerojatno u¢inkom na angiotenzin 2 i TGF-beta,
mogao bi objasniti dobivenu razliku, budu¢i da se testiranjem BMP-7 vrijednosti kod
bolesnika na terapiji drugim lijekovima koje su koristili bolesnici u nasem istrazivanju (BB,
CCB te pridruzeno lijeCenje hiperlipoproteinemije statinima) statisticki ne razlikuju od

vrijednosti kod osoba koje ne koriste navedenu terapiju.
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Tablica 17. Testiranje razlike izmedu skupina u odnosu na raspodjelu bolesnika po

kvalitativnim parametrima pomocu hi-kvadrat testa.

Pearson Chi-square Df p
Parametar iied
(hi-kvadrat) (stupnjevi slobode) vrijednost
ACE/ARB 130,247 27 <0,001
BB 130,247 27 <0,001
CCB 30,752 6 <0,001
Statin 56,210 9 <0,001
ICV 7,881 3 0,049
IM 13,638 3 0,003
Fundus 70,607 12 <0,001
p<0,05
Mann-Whitney U Test: p=0,051
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Slika 20. Testiranje razlike primjene ACE-inhibitora (ujedno i ARB) u lije¢enju u odnosu na

BMP-7.
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5.1.6. Analiza laboratorijskih parametara, trajanja SB i vrijednosti krvnog tlaka

Obiljezja bubrezne funkcije, odredeni laboratorijski parametri, trajanje Sec¢erne bolesti i
vrijednosti krvnog tlaka prikazani su u Tablici 18. odvojeno za svaku skupinu ispitanika, a u
Tablici 24. je prikazana testirana povezanost BMP-7 sa izmjerenim parametrima koristeci
Pearsonov koeficijent korelacije.

Od svih ispitanika u istrazivanju prikupljeni su parametri dobiveni analizom laboratorijskih
pretraga i anamnestickih podataka bolesnika, a koji su poznati ¢imbenici napredovanja KBB,
ucinjeno je mjerenje krvnog tlaka i izracunat indeks tjelesne mase.

Uz BMP-7 vrijednosti, zabiljezeno je trajanje Secerne bolesti, vrijednosti ureje, kreatinina,
kolesterol, HbAlc, albumina, LDL, HDL, triglicerida 1 klirensa kreatinina, odnosno
procijenjene glomerularne filtracije prema MDRD formuli. Vrijednosti krvnog tlaka su
razgrani¢ene na sistoli¢ki odnosno dijastolicki tlak. Trajanja SB najkrace je bilo u 1. skupini
bolesnika (medijan 8, min-max 1-22), a ocCekivano najvece u 3. skupini (medijan 15,5 min-
max 6-33). Prosjecne vrijednosti sistoliCkog tlaka nisu se znacajnije razlikovale niti u jednoj
ispitivanih skupina (139-143-139-138 mmHg), kao niti dijastolickog (86,5-85-80,5-83
mmHg). Regulacija SB prema vrijednostima HbA I¢ nije bila zadovoljavajuéa u 1. i 2. skupini
u odnosu na skupinu hemodijaliziranih bolesnika (medijan 6,0 min-max 4,9-8,7). Skupina
hemodijaliziranih bolesnika imala je i nizi indeks tjelesne mase (medijan 24,0 min-max 20,0-
29,0) u odnosu na 1. 1 2. skupinu bolesnika. Hiperlipoproteinemija, uzimaju¢i u obzir terapiju
statinima je bila dobro regulirana.

U kontrolnoj skupini zdravih ispitanika za izdvojiti je indeks tjelesne mase koji je pri gornjoj
granici preporucenih vrijednosti i iznosi prosje¢no 24,3 kg/m’ (medijan 24, min-max 20-30)

(Tablica 18.).
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Tablica 18. Deskriptivna statistika mjerenih parametara po skupinama.

Parametar
BMP-7
trajanje SB
ureja
klirens
kreatinin
tlaksis
tlakdia
kolesterol
HbAlc
albumini
LDL
HDL

trigliceridi

Indeks tjelesne mase

Broj bolesnika |Prosjek Median |Minimum |Maximum

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

Skupina 1

10,34 | 8,00
9,33 8,00
5,58 5,30
74,80 | 73,00
89,47 | 92,00

139,17 | 130,00

86,53 | 80,00
5,09 4,99
8,47 8,20

963,36 | 83,05
2,96 2,96
1,19 1,08
2,54 1,98

32,88 | 31,52

0,10

1,00

3,30

61,00

66,00

110,00

60,00

3,12

5,50

39,40

1,40

0,76

0,50

23,00

39,70

22,00

9,30

94,00

112,00

230,00

160,00

7,42

11,50

23190,00 |4218,506

5,00

2,31

7,80

54,43

S.D.

8,642

5,797

1,474

8,660

13,945

23,529

16,994

1,117

1,763

1,006

0,359

1,943

7,194

Skewness

2,713

0,505183

0,628795

0,621412

-0,109541

2,099078

2,836504

0,432534

0,159642

5,396204

0,395997

1,386101

1,773692

0,974967

Kurtosis

7,787

-0,42244

0,06880

-0,31513

-1,37344

6,70911

12,02157

-0,57863

-1,22107

29,35581

-0,41605

2,04129

2,44260

1,27359

73



Parametar
BMP-7
trajanje SB
ureja
klirens
kreatinin
tlaksis
tlakdia
kolesterol
HbAlc
albumini
LDL
HDL
trigliceridi

Indeks tjelesne mase

Broj bolesnika |Prosjek |Median Minimum |Maximum

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

Skupina 2

9,59 8,60

16,43 | 12,50

15,64 | 14,50

25,23 | 26,50

214,13 | 212,50

142,97 | 142,00

85,10 | 81,00

4,88 4,73

7,30 7,25

1003,75 | 182,85

2,87 2,91
1,08 0,97
2,41 1,76

28,25 | 27,00

0,10

2,00

9,40

14,00

152,00

110,00

70,00

1,90

4,90

32,00

0,45

0,55

0,82

19,00

32,30

32,00

29,00

30,00

343,00

190,00

100,00

10,00

10,00

10000,00 |2031,108

8,17

2,04

10,83

45,70

S.D.

6,736

7,973

4,936

4,561

48,747

20,280

8,620

1,617

1,258

1,447

0,340

1,912

6,781

Skewness |Kurtosis

1,510

0,393

0,842

-1,096

0,722

0,463

0,290

1,002

0,476

3,418

1,609

1,054

3,234

1,002

3,961

-0,824

0,311

0,455

0,119

0,327

-0,662

2,227

-0,087

13,420

5,150

1,203

12,983

0,257
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Parametar
BMP-7
trajanje SB
ureja
klirens
kreatinin
tlaksis
tlakdia
kolesterol
HbAlc
albumini
LDL
HDL
trigliceridi

Indeks tjelesne mase

Broj bolesnika |Prosjek Median |Minimum |Maximum

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

41,81

17,73

139,00 | 132,50

80,50

3,52

6,22

1,55

1,05

1,95

23,93

Skupina 3

12,70

15,50

80,00

3,29

6,00

1,48

0,97

1,50

24,00

5,70

6,00

105,00

65,00

2,47

4,90

0,43

0,59

0,37

20,00

698,00

33,00

195,00

105,00

5,60

8,70

2,64

1,88

7,66

29,00

S.D.

125,607

7,282

20,017

9,035

0,807

0,977

0,535

0,291

1,523

2,852

5,263

0,475

0,872

0,630

1,160

1,344

0,380

0,799

2,172

0,254

Skewness Kurtosis

28,266

-0,590

0,819

1,106

0,515

1,115

-0,092

0,726

5,837

-1,201
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Skupina 4

Parametar Broj bolesnika |Prosjek Median |[Minimum Maximum | S.D. |Skewness Kurtosis
BMP-7 30 10,17 | 9,45 0,10 62,90 |10,492| 4,601 | 23,816
trajanje SB 30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,000
ureja 30 5,83 5,80 3,00 8,40 1,095 | -0,104 | 1,173
klirens 30 75,83 | 75,00 51,00 97,00 |12,169| -0,012 | -0,873
kreatinin 30 84,40 | 81,00 57,00 127,00 (15,131 | 0,998 1,302
tlaksis 30 138,33 | 139,50 | 110,00 160,00 (12,209| -0,133 | -0,299
tlakdia 30 82,80 | 83,50 60,00 93,00 |7,208 | -1,152 | 2,052
kolesterol 30 5,78 5,72 4,00 7,70 0,949 | 0,299 0,025
HbA1c 30 5,47 5,50 4,80 6,00 0,289 | -0,395 | 0,058
albumini 30 9,54 5,85 1,00 44,20 9,214 | 2,511 6,817
LDL 30 3,57 3,46 2,20 5,76 0,831 | 0,476 0,279
HDL 30 1,67 1,60 0,98 2,74 0,426 | 0,601 |-0,111
trigliceridi 30 1,19 1,19 0,57 2,86 0,428 | 2,019 7,099

Indeks tjelesne mase 30 24,30 | 24,00 20,00 30,00 2,641 0,277 -0,428



5.1.7. Testiranje razlike prema klinickim obiljeZjima ispitanika u odnosu na BMP-7

Na Slikama 21.-26. i u Tablicama 19.-23. pokazani su rezultati testiranja razlika
izmedu sve 4 ispitivane skupine, spolova, preboljelog cerebrovaskularnog incidenta, infarkta
miokarda i nalaza fundusa, u odnosu na BMP-7. U Tablici 24. potom slijedi prikaz
povezanosti s ostalim izmjerenim laboratorijskim pokazateljima, trajanjem SB, vrijednostima
krvnog tlaka i indeksom tjelesne mase.

Testiranje razlike izmedu skupina u odnosu na BMP-7: U dobivenim rezultatima, koji su

provjereni ponovnim mjerenjem i poveéanjem cjelokupnog uzorka, izdvaja se jedna dobivena
ekstremna vrijednost BMP-7 (698 pg/mL).
Kruskal-Wallis ANOVA analizom pokazano je kako su u 3. skupini kojom su obuhvaceni
bolesnici na hemodijalizi, a uzorci su uzeti prije zapocinjanja hemodijalize, statisticki
znacajno vece vrijednosti BMP-7, nego u ostalim ispitivanim skupinama. BMP-7 vrijednosti
nisu statisticki razli¢ite u skupinama 1, 2 1 4. Prema graficki prikazanim BMP-7
vrijednostima, sa 1 bez ekstremno visoke vrijednosti od 698 pg/mL, rezultat testiranja je u oba
slucaja isti (Slika 21. i 22.).

Testiranje razlike izmedu spolova u odnosu na BMP-7: Za prikaz ove razlike koriSten je
Mann-Whitney U Test prema varijabli spol. Rezultati su pokazali da se vrijednosti BMP-7
izmedu muskaraca i1 zena statisticki ne razlikuju. U skupini 4 kojom su obuhvaceni zdravi
dobrovoljci dobivene vrijednosti BMP-7 se statisticki grani¢no razlikuju izmedu muskaraca i
zena (p je priblizno jednak 0,05) (Slika 23., Tablica 19.).

Testiranje razlike izmedu bolesnika sa preboljelim i bez cerebrovaskularnog incidenta u
anamnezi u odnosu na BMP-7: Mann Whitney U Test u 1, 2, i 3. skupini bolesnika pokazao
je da se vrijednosti BMP-7 ne razlikuju izmedu bolesnika koji su preboljeli i koji nisu
preboljeli dogadaj (p>0,05). U skupini 4. testiranje nije bilo mogucée uciniti jer se radi o
kontrolnoj skupini ispitanika u kojoj nitko nije prebolio cerebrovaskularni inzult (Slika 24.,
Tablica 20.).

Testiranje razlike izmedu bolesnika sa preboljelim i bez infarkta miokarda u anamnezi
u odnosu na BMP-7: Mann Whitney U Test po skupinama bolesnika pokazao je da se
vrijednosti BMP-7 ne razlikuju izmedu bolesnika koji su preboljeli i koji nisu preboljeli
infarkt miokarda (p>0,05). U skupini 4. testiranje nije bilo mogucée uciniti jer se radi o
kontrolnoj skupini ispitanika u kojoj nitko nije prebolio infarkt miokarda (Slika 25., Tablica

21.).
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Testiranje razlike izmedu vrijednosti fundusa i BMP-7: Testiranje u 4. skupini se nije
moglo provesti, jer svi ispitanici, koji su ujedno i zdravi dobrovoljci imaju uredan nalaz
fundusa — bez dijabeticke retinopatije.

Kruskal-Wallis ANOVA pokazuje da se vrijednosti BMP-7 statisticki znacajno razli¢ite kod
pojedinih nalaza fundusa u prve tri skupine (p<0,001), Sto bi moglo ukazivati na njegovu
zaStitnu ulogu u pokuSaju usporavanja razvoja mikrovaskularnih komplikacija. Naime,
izuzevsi uredne nalaze, u 1. 1 2. skupini bolesnika najizraZenije su proliferativne promjene
fundusa (N=5, vs N=9), s prosjecnom vrijednos¢u BMP-7 znacajno ve¢om u 2. skupini od
10,32 pg/mL, u odnosu na 1. skupinu gdje ona iznosi 4,34 pg/mL. Pozornost privlace i nalazi
fundusa u 3. skupini sa takoder znacajno veéom prosje¢nom vrijednos¢éu BMP-7 od 60,06
pg/mL u s 18 bolesnika sa proliferativnom dijabeti¢kom retinopatijom. U toj skupini bilo je
jos 7 bolesnika sa neproliferativnom i vrijednos¢u BMP-7 od 13,94 pg/mL 1 1 bolesnik sa
preproliferativnom retinopatijom uz BMP-7 7,9 pg/mL; te 1 bolesnik s urednim nalazom uz

jos§ 3 bolesnika koja su izgubila vid (Tablica 22. i 23., Slika 26.).
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Kruskal-Wallis ANOVA: H (3, N= 120) =23,45195 p <0,0001

800

700 -

600 |

500

400

BMP-7

300 t
200 t

100

ol e e —o s S I

— ' o o Median
1-iznad 60 3-hemodijaliza [] 25%-75%

2 -do 30 4- zdravi I Min-Max
Skupina

Slika 21. Prikaz razlika izmedu skupina u odnosu na BMP-7 sa jednom dobivenom ekstremno

visokom vrijednosc¢u (698 pg/ml).

Kruskal-Wallis ANOVA: H (3, N= 120) =23,45195 p <0,0001
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Slika 22. Prikaz razlika izmedu skupina u odnosu na BMP-7 bez ekstremno visoke vrijednosti

BMP-7.
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Slika 23. Prikaz testiranja razlike izmedu spolova u donosu na BMP-7.

Tablica 19. Mann-Whitney U Test prema varijabli spol.

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
Z |p-level Z |p-level| Z |p-level| Z |p-level
BMP-7 0,330 0,741 0,935 0,350 0,339 0,735 1,991 0,046

p je priblizno jednak 0,05
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Slika 24. Prikaz testiranja razlike izmedu skupina bolesnika sa i bez preboljelog ICV-a u

donosu na BMP-7. ICV — cerebrovaskularni inzult.

Tablica 20. Mann-Whitney U Test prema varijabli ICV.

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
Z |p-level, Z |p-level| Z |p-level |Z |p-level
BMP-7 |0,078 |0,938 1,154 |0,248 0,244 0,807 |/ /

ICV — cerebrovaskularni inzult
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Slika 25. Prikaz testiranja razlike izmedu skupina bolesnika sa i bez preboljelog IM u donosu

na BMP-7. IM — infarkt miokarda

Tablica 21. Mann-Whitney U Test prema varijabli IM.

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 |Skupina 4
Z |p-level| Z |p-level| Z |p-level|Z |p-level
BMP-7 |-0,874 | 0,382 |0,092 | 0,927 |1,268|0,205 |/ /

IM-infarkt miokarda
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Tablica 22. Testiranje razlike izmedu vrijednosti fundusa u odnosu na BMP-7.

fundus

bo vs prol

bo vs neprol

bo vs preprol

bo vs ne vidi

prol vs neprol

prol vs preprol

prol vs ne vidi

neprol vs preprol

neprol vs ne vidi

preprol vs ne vidi

p<0,001

p vrijednost

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

1,000

Fundus

1D|i:n[|ﬁ
| TG

pag-

prol

bo neprol ne vidi

preprol

Skupina: 1-iznad 60

neprol ne vidi
prol preprol

Skupina: 2- do 30

BMP-7

o
20
15 E
10

o

T

bo

neprol ne vidi
prol |

prepro

Skupina: 3- hemodijaliza

bo

neprol ne vidi
prol preprol

Skupina: 4- zdravi

o Median
[] 25%-75%
—T_ Non-Outlier Range

Slika 26. Prikaz nalaza fundusa prema skupinama bolesnika u odnosu na BMP-7.
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Tablica 23. Raspodjela vrijednosti BMP-7 po skupinama i nalazima fundusa.

Skupina |Fundus| N | Prosjek = Median | Minimum  Maximum | Std.Dev.
bo | 21 | 1225 | 94 | 54 | 397 | 9550
prol | 5 | 434 | 47 | 01 | 80 | 3,540
Skuping1 Pl 4 | 778 | 72 | 66 | 102 | 1662
PrEpIo 0 ‘ / ‘ / ‘ / ‘ / ‘ /
|ne vidi | 0 ‘ / ‘ / ‘ / ‘ / | /
bo | 10 | 930 | 89 | 01 | 184 | 5716
pol | 9 | 1032 | 80 | 54 | 246 | 5876
Skupina2 P 8 | 1029 | 82 | 01 | 323 | 960l
prepro | 2 ‘ 9,8 ‘ 9,8 ‘ 9,2 ‘ 10,4 ‘ 0,849
nevidi, 1 | ol | o1 | ol | ol | /
bo | 1 | 253 | 253 | 253 | 253 | [/
prol | 18 | 6006 | 12,7 | 57 | 6980 | 161,286
Skupina3 MeProl |7 | 1394 | 127 | 90 | 237 | 5084
Iprepro 1 ‘ 7,9 ‘ 7.9 ‘ 7,9 ‘ 7.9 ‘ /
nevidi | 3 | 1417 | 152 | 11,5 | 158 | 2,329
bo | 30 | 10,17 | 94 | 01 | 629 | 10492
pot | 0 | s | 4 | s
Skupina 4 |neprol| 0 ‘ / ‘ / ‘ / ‘ / | /
PrEpIo 0 ‘ / ‘ / ‘ / ‘ / ‘ /
nevidi o |/ |/ |/ 7
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U Tablici 24. prikazani su rezultati testiranja povezanost BMP-7 s ostalim izmjerenim
parametrima. Testiranje je provedeno zajedno za sve skupine i po svakoj skupini posebno
koriste¢i Pearsonov koeficijent korelacije.

Za izdvojiti je prikaz povezanosti nalaza ureje i BMP-7 prema skupinama. Regresijska analiza
pokazala je da ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu BMP-7 i ureje u prvoj,
drugoj i tre¢oj skupini (p>0,05), no postoji statisti¢ki granicno znacajna negativha povezanost
— porastom vrijednosti BMP-7 biljeze se niZe vrijednosti ureje u Cetvrtoj skupini. Razlog te
grani¢no znacajne povezanosti je jedna visoka vrijednost BMP-7 medu zdravim ispitanicima
(Slika 27.).

Regresijska analiza povezanosti HbAlc i BMP-7 pokazuje da ne postoji statisti¢ki znacajna
povezanost u skupinama 1, 2 1 4 (p>0,05). No, u skupini 3 postoji statisticki znacajna
pozitivna povezanost izmedu BMP-7 1 HbAlc (p<0,05) Sto je odraz manjeg broja bolesnka s
iznimno visokom vrijednos¢u BMP-7 1 HbAlc (Slika 28.). Bolji odraz regulacije glikemije
dobiven je ranije opisanom deskriptivnom statistikom (Tablica 18.).

Regresijska analiza povezanosti HDL i BMP-7 prema skupinama pokazuje da ne postoji
statisticki znacajna povezanost izmedu BMP-7 1 HDL u prvoj, drugoj i trecoj skupini (p >
0,05), te da u skupini 4 postoji statisticki znacajna povezanost izmedu BMP-7 1 HDL (p <
0,05). Razlog tomu je jedna visoka HDL vrijednost, pa se taj rezultat ne moze smatrati
statisti¢ki znacajnim (Slika 29.).

Povezanost s dobi, trajanjem SB, krvnim tlakom (razgrani¢enim na sistolicki i dijastoli¢ki),
vrijednosti kolesterola, LDL-a, triglicerida, albuminurijom, indeksom tjelesne mase u

regresijskoj analizi nije dostigla statisticki znaca;.
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Tablica 24. Testiranje povezanosti BMP-7 s ostalim izmjerenim parametrima.

izmjereni | Sve skupine Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Skupina 4
parametar r p R p R p R P r p
Dob 0,039 0,674 0,126 0,508 0,216 0,252 0,105 0,589 0,029 0,878
trajanje SB | 0,040 0,669 -0,173 | 0,361 -0,005 | 0,977 -0,203 | 0,292 / /
Ureja -0,126 | 0,235 -0,226 | 0,230 -0,221 | 0,242 / / -0,352 | 0,056
Klirens 0,041 0,704 0,226 0,231 -0,018 | 0,925 / / -0,091 | 0,634
Kreatinin -0,067 | 0,528 -0,145 | 0,444 -0,064 | 0,735 / / -0,158 | 0,405
Tlaksis -0,060 | 0,516 -0,279 | 0,135 0,086 0,650 0,055 0,779 -0,251 | 0,180
Tlakdia -0,119 | 0,199 -0,182 | 0,336 -0,098 | 0,607 0,068 0,726 -0,298 | 0,110

Kolesterol -0,154 | 0,094 0,002 0,993 -0,083 | 0,663 0,020 0,919 0,055 0,773

HbAlc 0,053 0,567 0,012 0,951 -0,021 | 0,914 0,607 0,0005 | -0,253 | 0,177
albumini -0,053 | 0,622 -0,073 | 0,702 -0,72 0,707 / / -0,178 | 0,346
LDL -0,163 | 0,076 -0,049 | 0,797 -0,056 | 0,769 0,177 0,358 -0,119 | 0,531
HDL 0,030 0,746 -0,123 | 0,519 -0,061 | 0,748 0,184 0,341 0,445 0,01

Trigliceridi | -0,128 | 0,165 -0,033 | 0,862 -0,223 | 0,235 -0,212 | 0,269 -0,200 | 0,289

BMI -0,111 | 0,231 -0,272 | 0,145 0,137 0,470 0,088 0,649 -0,044 | 0,816

r = Pearson-ov koeficijent korelacije

p = pripadajuca p-vrijednost. Povezanost je statisticki znacajna ako je p<0,05.
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Slika 27. Prikaz povezanosti nalaza ureje i BMP-7 prema skupinama.
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Slika 28. Prikaz povezanosti nalaza HbAlc i BMP-7 prema skupinama.
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Slika 29. Prikaz povezanosti nalaza HDL i BMP-7 prema skupinama.
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5.2. Rezultati imunohistokemijskog bojanja

Drugi dio istraZivanja - KBC Zagreb
U ovom dijelu istrazivanja prikazali smo izrazenost BMP-7 u bioptatima bubrega bolesnika s
dijabetickom nefropatijom te izrazenost BMP-7 prema razli¢itim stadijima dijabeticke

nefropatije.

Obiljezja bolesnika
Tri bolesnika su imala SB tip 1, dok je 25 bilo sa SB tip 2. U vrijeme biopsije najmladi
bolesnik imao je 24, a najstariji 70 godina, prosjecne dobi bolesnika od 53 godine, 60 % je

bilo muskaraca. Biopsije su provedene u razdoblju od 1998.-2012. godine.

5.2.1. IzraZaj BMP-7 u proksimalnim kanalié¢ima
BMP-7 je bio razlicito izrazen u citoplazmi epitelnih stanica proksimalnih kanali¢a i podocita

u svim stadijima dijabeticke nefropatije (Slika 30, 31, 32.).

Cetiri bolesnika su imala dijabeti¢ku nefropatiju I i II stadija, a BMP-7 je bio jako izraZen
(3+) u svim uzorcima u proksimalnim kanali¢ima. DvadesetCetiri bolesnika imalo je III ili IV
stadij dijabeticke nefropatije, a BMP-7 je bio umjereno izraZen (2+) u 7 uzoraka, dok je jako

izrazen (3+) bio u 17 uzoraka. Nije uocena statisticka znacajna razlika (Slika 33.).

BMP-7 izrazaj u kontrolnim uzorcima je bio slabiji nego u pocetnim stadijima dijabeticke

nefropatije, bez statisticki znacajne razlike.
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Slika 30. Imunohistokemijski BMP-7 je jako pozitivan u citoplazmama epitela
kanali¢a i slabo pozitivan u podocitima (BMP-7, objektiv x 400).

Slika 31. Imunohistokemijsko bojanje na BMP-7 pokazuje umjerenu pozitivnost
citoplazmi epitela kanali¢a 1 podocita izrazaja 2+ (BMP-7, objektiv x 400).

Slika 32. BMP 7 je jako pozitivan u citoplazmama epitela kanali¢a kore te u
podocitima (BMP- 7, objektiv x 400).
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Slika 33. Izrazaj BMP-7 u proksimalnim kanali¢ima u razli¢itim stadijima dijabeticke

nefropatije.
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5.2.2. Izrazaj BMP-7 u podocitima

Izrazaj BMP-7 u podocitima je razli¢it. U pocetnim stadijima dijabeticke nefropatije izrazaj je
umjeren ili jak 2 ili 3 +, dok je u uznapredovalim stadijima bolesti u vecini uzoraka nizak (1
+). Tako je u tre¢em stadiju izrazaj 1+ zabiljezen u 62,5 % uzoraka, 2+ u 12,5 %, dok je 3+
zabiljeZzeno u 25 % uzoraka. U stadiju IV, 50 % uzoraka imalo je izrazaj 1+, 14 % 2+, dok je

preostalih 36 % pokazivalo jak izrazaj 3+ (Slika 34.). Razlike nisu dostigle statisticki znacaj.

BMP u podocitima

o o

o

o

m+

o

Udio uzoraka

Wit

o

o o
O B N W B U o~
_1

Lill Il Y
Stadij dijabeticke nefropatije

Slika 34. Izrazaj BMP-7 u podocitima u razlicitim stadijima dijabeticke nefropatije.
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6. RASPRAVA
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Prema dosadasnjim literaturnim podacima ovo je prvo istrazivanje vrijednosti BMP-7 u
serumu bolesnika oboljelih od dijabeticke nefropatije prema stupnjevima KBB, s istodobnim
odredivanjem izrazaja BMP-7 u bioptatima ljudskih bubrega s potvrdenom patohistoloSkom
dijagnozom dijabeti¢ke nefropatije. Za potrebe naseg istrazivanja upotrebljeno je 120 uzoraka
seruma ispitanika u kojih je ELISA testom odredena vrijednost BMP-7, te 30 uzoraka bioptata
bubrega u kojima je potom imunohistokemijskim bojanjem odreden izrazaj BMP-7.
Rezultatima je potvrdena hipoteza prema kojoj se izrazaj BMP-7 mijenja progresijom bolesti.

Ispitanici za analizu vrijednosti BMP-7 ELISA testom podijeljeni su u skupine od 30
ispitanika, prema procijenjenoj glomerularnoj filtraciji, tako da su prvu skupinu cinili
ispitanici sa SB tip 2 s podetnim bubreznim oiteéenjem, drugu bolesnici u predzavr$nom
stadiju KBB, tre¢u skupinu bolesnici na hemodijalizi, dok je Cetvrta skupina bila kontrolna
skupina zdravih dobrovoljaca. Za potrebe imunohistokemijskog bojanja koriSteni su, iz
Arhive Klinickog zavoda za patologiju i1 citologiju KBC Zagreb, ranije pohranjeni uzorci
biopsija bubrega ucinjeni u razdoblju od 1998.-2012. godine, sa jasno potvrdenom
patohistoloSkom dijagnozom dijabeticke nefropatije.

Ciljevi ovoga istrazivanja bili su pokazati izrazenost BMP-7 u razli¢itim stadijima
dijabeticke nefropatije, potom istraziti izrazenost BMP-7 u bioptatima bubrega bolesnika s
dijabetickom nefropatijom, usporediti izrazenost BMP-7 u razli¢itim stadijima dijabeticke
nefropatije sa izrazeno§¢u BMP-7 u bioptatima bubrega te istraziti izrazenost BMP-7 u
razli¢itim stadijima dijabeticke nefropatije ovisno o demografskim ¢imbenicima (dob, spol,
komorbiditet — visoki krvni tlak, hiperlipoproteinemija, preboljeli infarkt miokarda,
cerebrovaskularni inzult, razvijene kroni¢ne komplikacije na mreznici). Obzirom na
definirane ciljeve, bolesnici su probirani uz inicijalno odredivanje stadija dijabeticke
nefropatije kako na razini ispitanika tako 1 na razini ve¢ biopsijom potvrdene dijabeticke
nefropatije u drugom dijelu istrazivanja, za analizu uzoraka seruma ELISA testom 1 preparata

bioptata bubrega imunohistokemijski.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je BMP-7 jedini kosStani morfogenetski protein,
koji ima kljucnu ulogu u razvoju bubrega, te da misevi koji ga nemaju u svom genomu umiru
odmah nakon okota u slici uremije (141,142).

Tijekom posljednjeg desetljeCa, BMP-7 je postao vazan antifibrogeni i antiinflamatorni
¢imbenik. Ranija istrazivanja provedena na eksperimentalnim modelima jednostrane

obstruktivne uropatije ili dijabeticke glomerularne skleroze, pokazala su da pravovremena
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terapijska primjena rekombinantnog humanog BMP-7 moze smanjiti razvoj fibroze bubrega u
Stakora, pospjesiti oporavak bubrezne funkcije i oc€uvati bubreznu strukturu statisticki
znacajno u usporedbi s konvencionalnom terapijom ACE-inhibitorom (154,155).

Povezanost BMP-7 i kontrole krvnog tlaka dosada nije opisana (148).

Prema rezultatima naSeg istrazivanja terapija ACE-inhibitorima ili ARB blokatorima je
imala statisti¢ki grani¢ni znac¢aj u odnosu na dobivene vrijednosti BMP-7, no razlika izmedu
pojedinih lijekova u tom odnosu nije dostigla statisticki znacaj. Od ukupnog broja bolesnika
njih 7, odnosno 5,83 %, vecinom iz prve skupine bolesnika s po¢etnom KBB nije bilo na
terapiji ACE inhibitorom ili ARB. U tih je bolesnika visoki krvni tlak reguliran drugim
skupinama lijekova.

Pozornost privlade rezultati probira kroniénih komplikacija SB razvijenih na o&noj
pozadini; nalaza fundusa, koji su za potrebe naSeg istrazivanja razvrstani u podskupine
ovisno o izrazenosti promjena u proliferativnu, preproliferativnu, neproliferativnu dijabeticku
retinopatiju, te podskupinu bolesnika koja je izgubila vid uslijed napredovanja bolesti. Sve su
varijable podskupina medusobno statisticki testirane, a rezultati Kruskal-Vallis ANNOVA
pokazuju da su vrijednosti BMP-7 statisticki znacajno razli¢ite kod pojedinih nalaza fundusa
u svim skupinama oboljelih, §to ukazuje na mogucu zastitnu ulogu BMP-7 u razvoju ove
kroni¢ne komplikacije.

90-tih godina proslog stolje¢a gen za BMP-7 je lokaliziran na kromosomu 20q13.1-
ql3.3 (156). Molekula BMP-7 je izrazena u najranijem embrionalnom razvoju i ima
fundamentalnu ulogu u mezenhimalno-epitelijalnoj tranziciji i nefrogenezi, a postoje dokazi
da je kljucan i u razvoju oka te da direktno sudjeluje u formiranju retine, lece, Sarenice i
cilijarnog tijela. Cimbenik je prezivljenja metanefritickog mezenhima, u &ijoj odsutnosti te
stanice odumiru, ¢ime prestaje daljnji razvoj glomerula, a u koStanom sustavu i o¢ima se
kasnije mogu vidjeti razliciti oblici anomalija (142).

In vitro pokusima, u kulturi stanica Stakorskih embrija anti-BMP-7 protutijela
zaustavila su razvoj le¢e. Posljedice ovakovih interakcija dovode do razvoja brojnih
okulorenalnih sindroma, od kojih je poznatiji Alportov sindrom (156).

Prognosticki znacaj nalaza BMP-7 1 promjena na oc¢noj pozadini iz ovoga rada biti ¢e
potrebno potvrditi daljnjim istrazivanjima.

U 3. skupini bolesnika uocena je statisticki znaCajna pozitivha povezanost izmedu
HbAlc i BMP-7 (p<0,05), na sto je utjecalo nekoliko bolesnika s vrlo visokim vrijednostima
BMP-7 i HbAlc.

95



Tocniji prikaz dobili smo deskriptivnom statistikom mjerenih parametara po skupinama pri
¢emu se moZe reéi kako promatrajuéi HbA lc, regulacija SB nije bila zadovoljavajuéau 1.1 2.
skupini, u odnosu na skupinu dijaliziranih bolesnika gdje je HbAlc prosjecno iznosio 6,22 %.
Korelacija izmedu vrijednosti BMP-7 1 HbAlc moze biti odraz trenutatne regulacije
glikemije u dijaliziranih bolesnika, ali i ukazivati na povezanost regulacije glikemije i
renoprotektivnih u¢inaka BMP-7.

Vrlo zanimljivi podaci koji ujedno potvrduju postavljenu nam hipotezu, dobiveni ELISA
testom, pokazali su da je najvec¢i izrazaj BMP-7 prisutan u skupini od 30 bolesnika na
hemodijalizi, dok je u ostalim skupinama zabiljezena niza vrijednost neovisno o analiziranoj
skupini. Ovaj paradoksalni porast BMP-7 razvija se vjerojatno kao kompenzatorni,
mehanizam organizma na ozljedu bubrega i fibrozne promjene u klinicki uznapredovaloj
KBB, nasuprot dokazanom ucinku profibrinogenog ¢imbenika TGF-beta. Sli¢ni rezultati,
iznenadujuc¢eg porasta BMP-7, s pogorSanjem bubrezne funkcije, nedavno su opisani u
jednom istrazivanju turskih autora (157,158). Oni su na uzorku od 80 bolesnika sa
dijagnosticiranom KBB, od kojih je 39 bilo sa dijabetickom nefropatijom, pokusali odrediti
ulogu BMP-7 u procjeni napredovanja bubrezne bolesti, pri ¢emu su napredovanje bolesti
definirali >50% smanjenjem glomerularne filtracije, > 2 porastom kreatinina ili potrebom za
nadomjesnim lijeCenjem KBB. Prema njihovim rezultatima, BMP-7 nije bio ucinkovit
parametar u procjeni napredovanja bolesti u oboljelih s dijabetickom nefropatijom, no jeste
bio povezan s napredovanjem KBB (157,158).

Vece vrijednosti BMP-7 u djece bolesnika na hemodijalizi, u odnosu na peritonejsku dijalizu 1
kontrolnu skupinu zdrave djece, opisala je i grupa poljskih autora koja je istrazivala
povezanost vece ucestalosti kardiovaskularnih komplikacija u ovoj skupini bolesnika s
izrazajem molekula kojima se pripisuju pokretacka, odnosno inhibitorna svojstva na konacni
razvoj kalcifikacija — trombocitni faktor rasta u odnosu na osteopontin i BMP-7. Promjene
vrijednosti ispitivanih molekula, s naglaskom na povecane vrijednosti BMP-7 i osteopontina,
u svom su istrazivanju povezali s moguc¢im preventivnim ucinkom na razvoj kalcifikacija,
odnosno koStanim metabolizmom, i poznatom ulogom kalcija 1 fosfora u procesu
ateroskleroze (159) koji je osobito izrazen upravo u skupini bolesnika na dijalizi 1 usko je
povezan s povecanim pobolom i smrtnoS¢u od sréanozilnih bolesti. U napredovanju
ateroskleroze bitnu ulogu ima molekula koStanog morfogenetskog proteina-2 koja svoj
proaterogeni i proupalni u¢inak ostvaruje poticanjem procesa oksidativnog stresa i endotelne
disfunkcije, induciranjem osteogenog fenotipa u glatkim miSi¢nim stanicama krvnih zila i
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razvojem kalcifikacija (160). BMP-7 nasuprot tome, kompleksnim mehanizmom polarizacije
monocita u M2 makrofage potice luenje protuupalnih citokina vaznih i prema radu Rochera i
sur. mogao bi biti novi terapijski izbor u lijeCenju ateroskleroze (161).

Neprikosnovenu razliku nasega, 1 istrazivanja na zivotinjskim modelima ¢ine uvijeti u
kojima su studije, odnosno pokusi provedeni. Naime, u zivotinjskim se modelima u strogo
kontroliranim uvjetima proizvede dijabetiCka nefropatija, Sto pridonosi ujednacenosti tako
dobivenih rezultata. Za razliku od zivotinja, Covjek je sve samo ne ,,pod kontrolom®.
Prisutnost riziénih Cimbenika 1 pridruzeni komorbiditeti opskurni su termini za
eksperimentalne uvijete, a uvelike utjeCu na ishode bolesti. Tako su kontrolirani uvijeti
proizvedenih bolesti u odnosu na stvarne bolesti, jedan od mogucih uzroka razlic¢itih rezultata
u zivotinjskih modela i ljudi.

U konacnici se moze zakljuciti kako, u svijetlu novijih istrazivanja pokusaj renoprotektivnog
u¢inka ovog kosStanog morfogenetskog proteina u razvoju KBB dobiva novi znacaj.

Dijabeticka nefropatija je najces¢i uzrok KBB i jedan je od najces¢ih razloga
nadomjestavanje bubrezne funkcije. U ranoj fazi njezina razvoja uocava se povecan izrazaj
profibrogenog TGF-beta uslijed hiperglikemije i1 pridruzenih patogenetskih mehanizama, te
BMP-7, koji se svojim antifibrogenim ucinkom suprotstavlja djelovanju TGF-beta. Zavr$nu
fazu brojnih bubreznih bolesti obiljezava tubulointersticijska fibroza, stoga se na animalnim
modelima dijabeticke nefropatije istraZzivao mehanizam renoprotektivnog u¢inka BMP-7 koji
su odraz njegovih obiljezja koja pokazuje tijekom embrionalnog razvoja. Dobrim modelom
pokazala se dijabeticka nefropatija uzrokovana streptozotocinom u Stakora. U radu Wanga S. 1
suradnika iz 2003. godine, BMP-7 je inhibitorno djelovao na TGF-beta aktivnost, potom
potakao obnavljanje fenotipa tubularnog epitela, djelomicno smanjio hipertrofiju bubregu
uzrokovanu SB, pobolj$ao glomerularnu filtraciju i histologku strukturu glomerula te smanjio
izlu¢ivanje albumina urinom (148).

Mehanizmi antifibrogenih u¢inaka BMP-7 predmet su brojnih istrazivanja. In vitro,
antifibrogeni u¢inak BMP-7 ostvaruje blokiranjem TGF-beta potaknutog povec¢anog stvaranja
1 nakupljanja PAI-1 koji izravno utjeCe na glomerularnu fibrogenezu (162). Pri tome se
aktivacija Smad 5 signalnog puta ¢ini bitnom sastavnicom koja je potrebna da bi BMP-7
mogao zaustaviti daljnje transkripciju PAI-1 u jezgri koja se odvija uglavnom putem Smad 3
(162).

Za izrazaj antifibrogenih u¢inaka BMP-70d velike je vaznosti dakle, aktiviranje Smad
signala koji blokiraju aktivaciju i nuklearnu translokaciju TGF-beta induciranog Smad2/3
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kompleksa koji su vode¢i medijatori njegovoga fibrogenog ucinka (162). Istrazivanje
ucinjeno na kulturi mezangijskih stanica, takoder je potvdilo kontraregulatorni u¢inak BMP-
7 u odnosu na profibrogene ucinke TGF- beta, koji se ocituju u reduciranju nakupljanja
bjelancevina izvastanicnog matriksa u mezangijskim stanicama (163). Deplecija BMP-7 u
modelu dijabeticke nefropatije u bubregu eksperimentalnih dogada se vrlo rano, ¢ak i prije
razvoja strukturnih oSte¢enja bubrega, djelom i zbog prevladavanja u€inaka TGF-beta (147).
Gubitak izrazaja BMP-7 per se, kako ukupne vrijednosti tako i receptora tipa 1 1 2
neophodnih u nastavku aktivacije signalnih puteva, ima snazni profibrogeni u¢inak. Dio tih
ucinaka pripisuje se istodobnom pridruzenom ucinku BMP-7 antagonista povecanju

vrijednosti TGF- beta (147).

Drugi dio ovoga istrazivanja odnosio se na promjene izrazaja BMP-7 u bioptatima
bubrega bolesnika u razli¢itim stadijima dijabeti¢ke nefropatije. Radilo se o bolesnicima u
kojih jo§ nije bila razvijena zavrSna faza KBB koja bi zahtijevala lijeCenje dijalizom.
U zdravom tkivu bubrega i u uzorcima bubrega s karcinomom svijetlih stanica BMP-7 je
osobito izrazen u epitelu proksimalnih kanali¢a bubreznog parenhima (138).

U naSim uzorcima, BMP-7 izazaj u proksimalnim kanali¢ima bio je jako pozitivan u
pocetnim stadijima, dok se slabiji izrazaj prati kako bolest napreduje prema visSim stadijima.
Izrazaj u podocitima manje je konzistentan. U pocetnim stadijima bio je visok; 2 ili 3+, dok je
u uznapredovaloj bolesti u vecini uzoraka bio nizak; 1+. Moguce ograni¢enje ove studije je
razmjerno mali broj uzoraka bioptata.

U pocetnim je stadijima dijabeticke nefropatije zabiljezen vi$i izrazaj i u odnosu na
kontrolnu skupinu, medutim iako pokazuju pozitivan trend, rezultati nisu dosegli statistic¢ki
znacaj. Nejednolika promjena izrazaja promatrane molekule tijekom razvoja bolesti gdje je u
pocetnim stadijima vi$i, sa posljediénim opadajem u viSim stadijima mogu¢i je zaStitni
mehanizam funkcije i strukture bubrega, u suprotnosti je s ranije opisanim rezultatima u
zivotinjskim modelima (147).

U eksperimentalnom modelu dijabeticke nefropatije, BMP-7 se pokazao bitnim
¢imbenikom prezivljenja podocita (101), a pronaden je i u stanicama centralnog Ziv€anog
sustava (164). Odrzavanje razine BMP-7 u podocitima poboljSava opstanak podocita, Sto
pridonosi smanjenju albuminurije u miSeva s SB. Nije pronadeno da utje¢e na dijabetesom
inducirano snizavanje TGF- B, no smanjuje rano nakupljanje kolagena i fibronektina te

odrzava aktivnost bubrezne kolagenaze koja je u skladu s TGF-beta aktivno$¢u - suprotnim
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djelovanjem. Povoljan utjecaj BMP-7 na podocite moze se objasniti i antagoniziranjem
ucinaka TGF-f (165).

Iako je u uzorcima promatranih ljudskih biopsija bubrega s viSim stadijima dijabeticke
nefropatije 1 uznapredovalom bolesc¢u izrazaj BMP-7 bio sniZzen u usporedbi s uzorcima u

pocetnim stadijima, zapazene razlike nisu bile statisticki znacajne.

Prikupljeni podaci istrazivanja na ljudima djelomic¢no podupiru podatke istrazivanja na
zivotinjskim modelima, a ukazuju, i ponovno naglasavaju ulogu BMP-7 u o¢uvanju funkcije 1
stukture bubrega. PoviSen viSe nego normalan izraZzaj u pocetnim stadijima dijabeticke
nefropatije moze govoriti u prilog ovih rezultata. U humanoj dijabetickoj nefropatiji Turk 1
autori su pokazali da je gubitak podocita te njihove diferencijacije udruzen sa sniZenom
signalnom aktivnos¢éu BMP-7 (150). Nasi rezultati poviSenog izrazaja u uzorcima rane
dijabeticke nefropatije ukazuju na moguéi poremecaj na razini BMP receptora ili signalnih

puteva §to rezultira posljedicnom prekomjernom stimulacijom BMP-7.

Zakljucno, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacajnu ulogu BMP-7 u procesu
razvoja dijabeticke nefropatije. U zavrSnom stadiju KBB, u bolesnika na hemodijalizi, gdje bi
se na temelju istrazivanja provedenih na eksperimentalnim modelima ocekivao najmanji
izrazaj BMP-7, u nasem se radu pokazalo statisticki znac¢ajno povecanje koncentracije ove
molekule. Daljnjim istrazivanjima trebalo bi objasniti razliku izmedu zivotinjskih modela i
rezultata dobivenih na humanim uzrorcima.

UnatoC potencijalnim ogranic¢enjima veli¢inom uzorka, ovo istrazivanje, a navlastito
kada se rezultati razmatraju u odnosu na sli¢ne rezultate iz turske studije, ukazuje da je
potrebno razmotriti ulogu razine BMP-7 u uznapredovalim stadijima humane dijabeticke
nefropatije. Za ¢vrsce zakljuCke o utjecaju razine BMP-7 na dugoroc¢ne ishode u tih bolesnika
potrebne su prospektivne studije sa ve¢im brojem bolesnika sa dobro definiranim klini¢kim 1

patohistoloSkim stadijima bolesti.
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7. ZAKLJUCAK
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1. Bolesnici u zavrsnom stadiju KBB imaju statisticki znacajno vecu izrazenost BMP-7 u
odnosu na ostale skupine bolesnika.

2. Ista skupina bolesnika ima statistiCki znacajnu pozitivnu povezanost izmedu HbAlc i
BMP-7 (p<0,05).

3. Uporaba ACE-inhibitora ili ARB je bila grani¢no statisticki znacajna u odnosu na
vrijednosti BMP-7.

4. Vrijednosti BMP-7 se statisti¢ki znacajno razlikuju kod pojedinih nalaza fundusa u svim
stadijima KBB.

5. U bioptatima bubrega bolesnika sa dijabeticCkom nefropatijom u viSim stadijima i
uznapredovalom bole$¢u prati se smanjenje izrazaja BMP-7 u odnosu na pocetne stadije
bolesti u kojima je bolje izrazen.

6. Dobiveni rezultati upucuju na moguce renoprotektivno djelovanje BMP-7 u pokusaju
odrzavanja strukture i funkcije bubrega.

7. Daljnja istrazivanja trebaju objasniti razliku izmedu Zivotinjskih modela i1 rezultata

dobivenih na humanim uzorcima.
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8. SAZETAK
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UVOD: Kostani morfogenetski protein—7 (od engl. Bone Morphogenetic Protein-7) ima
kljuénu ulogu tijekom embrionalnog razdoblja razvoja bubrega. Osnovna mu je zadaca zastita
bubrega od akutne ozljede i1 razvoja kroni¢ne bubrezne bolesti, spre¢avanjem razvoja upalnih
procesa 1 fibroznih promjena. MiSevi koji ga nemaju u genomu umiru prvi dan po okotu u
slici uremije. DijabetiCka nefropatija je vodeci uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti i jedan je od
najcesc¢ih razloga za nadomjestavanje bubrezne funkcije u Hrvatskoj, Europi i Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama. Prema dosada$njim istrazivanja, poglavito na animalnim modelima,
obiljeZzena je smanjenim izrazajem BMP-7.
CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj doktorskog rada bio je istraZiti izraZenost BMP-7 u razligitim
stadijima dijabeticke nefropatije, pokazati da li postoji povezanost s odredenim demografskim
¢imbenicima, te u drugom dijelu rada, istraZiti izraZenost BMP-7 u bioptatima bubrega
bolesnika s dijabetickom nefropatijom. Istrazivanjem na humanom modelu Zzeljeli smo
potvrditi hipotezu da se izrazaj BMP-7 mijenja napredovanjem bolesti.
ISPITANICI I METODE: Istrazivanje se sastojalo od dva dijela. U prvom dijelu, ELISA
testom na uzorku od 120 ispitanika koji su bili podijeljeni u 4 skupine ovisno o procijenjenoj
glomerularnoj filtraciji, izmjerena je koncentracija BMP-7 u serumu. Prvu skupinu Cinili su
ispitanici sa Se¢ernom bolesc¢u tip 2 s pocetnim bubreznim osSte¢enjem, drugu bolesnici u
predzavr$nom stadiju, trecu skupinu bolesnici na hemodijalizi, dok je cetvrta skupina bila
kontrolna skupina zdravih dobrovoljaca. U drugom dijelu, istrazen je izrazaj BMP-7 u 30
uzoraka bioptata bubrega bolesnika s potvrdenom dijabetickom nefropatijom, a kontrolnu
skupinu ¢inili su uzorci zdravog tkiva 12 bubrega koji su dobiveni tijekom nefrektomije
bolesnika s lokaliziranim tumorom bubrega. Uzorci su izuzeti s najudaljenijega mjesta od
tumora.
REZULTATTI: Ovim istrazivanjem pokazano je da se izrazaj BMP-7 mijenja napredovanjem
bubrezne bolesti. Statisticki znacajno vece vrijednosti BMP-7 izmjerene su u skupini
bolesnika sa zavr$nim stadijem kronicne bubrezne bolesti koji se lijece hemodijalizom u
odnosu na druge dvije ispitivane skupine, kao i kontrolnu skupinu. U istoj skupini bolesnika
opisane su 1 statisticki znacajno razlicite vrijednosti BMP-7 kod pojedinih nalaza fundusa, a
uocena je 1 statisticki znacajna pozitivha povezanost izmedu HbAlc i BMP-7 (p<0,05).
Nasuprot ovih nalaza, u bioptatima bubrega bolesnika sa dijabetiCkom nefropatijom u visim
stadijima i uznapredovalom boles¢u prati se smanjenje izrazaja BMP-7 u odnosu na pocetne
stadije bolesti u kojima je bolje izraZen.
ZAKLJUCAK: Ovim je istrazivanjem po prvi puta odredena izrazenost BMP-7 u bolesnika sa
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Sec¢ernom bolesti tip 2 1 razli¢itim stadijima kroni¢ne bubrezne bolesti. Rezultati su pokazali
da se izrazaj BMP-7 mijenja napredovanjem bubrezne bolesti, a statisti¢ki znacajno najvise
vrijednosti izmjerene su u skupini bolesnika na hemodijalizi, dok se nasuprot tome u
bioptatima bubrega u pocetnim stadijima prati povecan izrazaja BMP-7 vjerojatno kao zastitni
mehanizam ocuvanja strukture 1 funkcije bubrega, sa postupnim manjim izrazajem
napredovanjem bolesti. Uprkos potencijalnim ograni¢enjima, podaci ovoga istraZivanja
ukazuju na potrebu za reevaluacijom uloge BMP-7 u uznapredovalim stadijima humane
dijabeticke nefropatije prospektivnim studijama na vefem broju bolesnika sa dobro
definiranim klini¢kim 1 patohistoloskim stadijima bolesti. Daljnjim istrazivanjima takoder je
potrebno objasniti razliku izmedu Zivotinjskih modela i rezultata dobivenih na humanim

uzorcima.

Klju¢ne rijeci: koStani morfogenetski protein-7, dijabeticka nefropatija, kronicna bubrezna

bolest, ELISA —test, imunohistokemija
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Bone morphogenetic protein-7 in diabetic nephropathy

Renata Ivanac Jankovi¢, 2015.

INTRODUCTION: Bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) plays a crucial role during the
embryonic period of kidney development. Its basic role is to protect the kidney from acute
and chronic failure, preventing the development of inflammatory and fibrotic changes. Mice
at which it was expelled from the genome, die first day after litter of uremia. Diabetic
nephropathy is the leading cause of chronic kidney disease and one of the most common
reasons for renal replacement therapy in Croatia, Europe and the United States. According to
previous research, especially in animal models, it is characterized by reduced expression of
BMP-7.

AIM: The aim of this Thesis was to investigate the expression of BMP-7 in different stages of
diabetic nephropathy, demonstrate whether there is a correlation with certain demographic
factors, and, in the second part of the work, to investigate the expression of BMP-7 in kidney
biopsy in patients with diabetic nephropathy. In study on human model, we wanted to confirm
the hypothesis that the expression of BMP-7 is changed with disease progression.
METHODS: The research consisted of two sections. In the first section, by ELISA test on a
sample of 120 patients, who were divided into four groups depending on the estimated
glomerular filtration rate, we measured the concentration of BMP-7 in serum. In the first
group there were subjects with diabetes mellitus type 2 with the initial renal impairment, at
the second group the preterminal patients were, a third group was made of patients on
hemodialysis, while the fourth group was the control group of healthy volunteers. In the
second section, we studied the expression of BMP-7 in the kidney biopsy samples from 30
patients with confirmed diabetic nephropathy, and the control group was consisted of healthy
tissue samples 12 the kidney obtained during nephrectomy patients with localized the kidney
tumors. Samples were exempted from the most remote place of the tumor.

RESULTS: This research showed that the expression of BMP-7 is changed with the
progression of kidney disease. Statistically higher levels of BMP-7 were measured in a group
of patients with end stage chronic kidney disease who are treated with hemodialysis, as
compared to the other two test groups and control group. In the same group of patients we
find statistically significantly different values of BMP-7 in correlation with fundus
examination. There was also a statistically significant positive association between HbAlc

and BMP-7 (p <0.05). In contrast to these findings, the biopsy of kidney patients with diabetic
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nephropathy in the higher stages and advanced disease follows a reduction in expression of
BMP-7 in relation to the initial stages of the disease which is better expressed.
CONCLUSION: This research for the first time determined the expression of BMP-7 in
patients with diabetes mellitus type 2 and various stages of kidney failure.
The results showed that the expression of BMP-7 is changed with the progression of kidney
disease, and significantly highest values were measured in patients on hemodialysis, while in
contrast the kidney biopsy at the initial stages accompanies increased expression of BMP-7
probably as a protective mechanism for the preservation of the structure and function of the
kidneys, with gradual lower expression as the disease progresses. Despite potential
limitations, the data of this study suggest the need for a reevaluation of the role of BMP-7 in
the advanced stages of human diabetic nephropathy in prospective studies on a larger number
of patients with well-defined clinical and histopathological stages of the disease. Further
researches are also needed to explain the difference between animal models and the results
obtained in human samples.

Key words: bone morphogenetic protein-7, diabetic nephropathy, chronic kidney disease,

ELISA test, immunohistochemistry
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