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POPIS KRATICA

AUC — engl. area under the curve

CKD-EPI —engl. Cronic Kidney Disease — Epidemiology Collaboration

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylendiaminetetraacetic acid)

eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate)
FTJP — faktor tjelesne povrSine

GFR — brzina glomerularne filtracije (engl. Glomerular filtration rate)

HMMPS — N-(3-sulfopropil)-3-metoksi-5-metilanilin

KBC — Klini¢ki bolnic¢ki centar

KEK - klirens endogenog kreatinina

KIM-1 — engl. Kidney injury molecule-1

L-FABP — jetreni protein koji veZe masne kiseline (engl. liver-type fatty acid binding protein)
MDRD - engl. Modification of Diet in Renal Disease

N-GAL - engl. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

POD - peroksidaza

ROC — engl. Receiver Operating Characteristic
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1. UVOD

1.1. Op¢enito o bubregu

Bubrezne bolesti danas su vrlo vazan javnozdravstveni problem kojemu se ne pridaje
dovoljno paznje i opéa populacija nije svjesna ucestalosti ove bolesti. Pretpostavlja se da od
bubrezne bolesti u ¢itavom svijetu boluje vise od 750 milijuna ljudi, a da otprilike 2,4 milijuna
ljudi umre od posljedica kroni¢nih bubreznih bolesti (1, 2). Prema podacima Hrvatskog zavoda
za javno zdravstvo, smatra se da u Hrvatskoj oko 300 000 ljudi ima neki stupanj bubreznog
oStecenja (2). DijabetiCari 1 osobe s hipertenzijom imaju veci rizik za razvoj bubreznih bolesti
(1). Upravo zbog velikog broja slucajeva 1 neprimjetnog pocetka bolesti vazno je na vrijeme

prepoznati bubrezno ostecenje i sprijeciti daljnje pogorsanje (2).

1.1.1. Grada i funkcija bubrega

Kada se govori o bubregu, ve¢ini je poznata njegova uloga stvaranja mokrace i
uklanjanja Stetnih tvari iz organizma. Medutim, bubreg je vrlo vazan parni organ koji ima
ekskretorne, endokrine i1 metabolicke funkcije klju¢ne za zivot svakog covijeka (3, 4).
Stvaranjem mokrace postize se izlu¢ivanje metabolickih razgradnih produkata, Stetnih tvari i
viSka tekucine te regulacija ravnoteze vode i elektrolita. Bubrezi su odgovorni i za regulaciju
osmolarnosti, arterijskog tlaka i acidobazne ravnoteZe, proizvodnju eritropoetina, vaznog za

stvaranje eritrocita, za metabolizam hormona i stvaranje aktivnog oblika vitamina D3 (4-6).

Bubrezi su dio urinarnog trakta smjesteni uz straznju stijenku abdomena, odnosno u
retroperitonealnoj Supljini. OkruZeni su fibroznom ¢ahurom i masnim tkivom koji imaju
zaStitnu ulogu. Osnovna funkcionalna jedinica ovog parnog organa jest nefron. U svakom
bubregu ima oko milijun nefrona, a njihova funkcija je proizvodnja mokrace. Nazalost, nefroni
Se ne mogu regenerirati, a godinama se zbog starenja i bolesti njihov broj smanjuje (3-5). Svaki
nefron ¢ini glomerul, koji je zapravo splet glomerularnih kapilara, na koji se zatim nastavlja
proksimalni tubul, silazni i uzlazni krak Henleove petlje, distalni tubul i kortikalni sabirni tubul
(4, 7). Uloga glomerula je filtracija krvne tekucine koja do bubrega dospijeva preko aferentnih
arteriola, zatim ulazi u kapilare glomerula te prolaskom kroz negativno nabijenu
ultrafiltracijsku barijeru nastaje glomerularni filtrat (3, 7). Ultrafiltracijska barijera djeluje
selektivno, odnosno propusta vodu, ione i niskomolekularne tvari, a sprjecava prolaz

proteinima ve¢im od 60 kDa (kilodaltona), stanicama 1 negativno nabijenim molekulama. Zbog
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toga se u urinu zdravih osoba ne mogu pronaci crvene i bijele krvne stanice te trombociti (3, 4,
6, 7). Ultrafiltracijsku barijeru ¢ine tri sloja. Prvi sloj filtracijske barijere ¢ini endotel
glomerularnih kapilara s brojnim fenestrama, odnosno porama. Drugi je sloj bazalna membrana
izgradena od spleta kolagenskih i proteoglikanskih vlakanaca izmedu kojih se provlaci voda i
male otopljene tvari. Zadnji sloj glomerularne kapilarne membrane ¢ine epitelne stanice, tzv.

podociti, koji sa svojim izdancima obuhvaéaju vanjsku povrsinu kapilara (Slika 1) (4, 7).

Bowmanov prostor

epitelni podociti
filtracijsko sito

lumen kapilare

Slika 1. Ultrafiltracijska barijera glomerula (shema napravljena prema podacima iz Medicinske

fiziologije) (4).

Koli¢ina krvi koja prode kroz glomerule uvjetuje koli¢inu stvorenog glomerularnog
filtrata. Dnevno oko 180 L tekucine prolazi kroz glomerule stvarajuci glomerularni filtrat, koji
u sebi, osim vode, sadrzi 1 glukozu, aminokiseline te anorganske ione poput kalija, natrija 1
klora (4, 7). Budu¢i da, osim S$tetnih tvari, nastali glomerularni filtrat sadrzi i korisne tvari, 99

% filtrata reapsorbira se u tubulima, a samo jedan posto izluci se putem urina (6, 7).

1.2. Laboratorijska dijagnostika bubreZnih oStecenja

Za procjenu bubrezne funkcije u klini¢koj praksi radi se, u prvom redu, kompletna krvna
slika 1 kompletni pregled urina, u kojem je od velikog znacaja odredivanje koncentracije
proteina, osobito albumina, te omjer albumin-kreatinin. U serumu se odreduju koncentracije
ureje 1 kreatinina, a klirens endogenog kreatinina (KEK) izrazava se na osnovu koncentracija
kreatinina izmjerenih u Kkrvi i 24-satnom urinu. Dodatno se rade i pretrage kao $to su

koncentracija elektrolita, acidobazni status te radioloSke i radioizotopne metode (3, 8, 9).
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1.2.1. Brzina glomerularne filtracije

Do danas se u klinickoj praksi kao najosjetljiviji i najspecifi¢niji pokazatelj bubrezne
funkcije pokazala brzina glomerularne filtracije (GFR), koja predstavlja koli¢inu krvne plazme
koja se filtrira u glomerulima u jedinici vremena. Vrlo Cesto promijenjen GFR bude prvi
pokazatelj oste¢enja bubrega (5, 8, 10, 11). Vecina metoda za odredivanje GFR-a temelji se na
odredivanju klirensa endogenih i egzogenih tvari za koje je vazno da se filtriraju u glomerulima,
a da se u tubulima ne reapsorbiraju (3, 5, 10). Prema navedenim kriterijima, inulin je najidealniji
marker za odredivanje GFR-a. Medutim, njegova primjena u praksi nije idealna zbog veceg
broja nedostataka. Unato¢ tome §to je “zlatni standard” za odredivanje GFR-a, inulin se ne
koristi u dijagnosticke svrhe jer je egzogeni spoj 1 jer je njegovo primjenjivanje skupo,
dugotrajno i neugodno za pacijente. Zbog toga je za procjenu GFR-a prakti¢nije Koristiti
endogene tvari koje su ve¢ prisutne u krvotoku i nije ih potrebno unositi u organizam infuzijom.

Takve tvari su kreatinin, ali 1 cistatin C ¢iji se potencijal joS uvijek ispituje (5, 10).
1.2.2. Kreatinin i poteSkoce pri odredivanju klirensa kreatinina

Kreatinin je nusproizvod metabolizma koji se stvara u miSi¢ima, a nastaje iz kreatina
gubitkom vode. Kreatin dospijeva u misi¢e 1 druga tkiva putem krvi nakon Sto se sintetizira u
jetri i bubrezima. U mi$i¢énim stanicama kreatin se fosforilira, ¢ime stanice dobivaju izvor
energije, kreatin-fosfat. Spontanom razgradnjom kreatin-fosfata u miSi¢ima se ponovno stvara
kreatinin (3, 5). Kreatinin se zatim uklanja iz organizma glomerularnom filtracijom i
tubularnom sekrecijom (4, 10). Dnevna koli¢ina kreatinina koja nastaje iz kreatina ovisi 0 masi,
dobi i spolu pacijenta (3). Koncentracija kreatinina u serumu Koristila se za procjenu
glomerularne funkcije bubrega, budu¢i da ponajprije ovisi o glomerularnoj filtraciji (3, 5, 12).
Kada je bubrezna funkcija ocCuvana, koncentracija kreatinina u serumu, ali i mokraéi je
konstantna. Kada dode do oSteCenja bubrezne funkcije, dolazi do porasta koncentracije
kreatinina u serumu, ali tek kada se GFR spusti na 60-40 mL/min/ 1,73 m? (3, 5). Za odredivanje
koncentracije kreatinina Cesto se koristi Jaffeova reakcija koja se temelji na reakciji kreatinina
1 pikrata u alkalnom mediju pri ¢emu nastaje crvenonarancasto obojenje. Medutim, problem je
Sto velik broj tvari u serumu interferira u reakciji i daje jednako obojenje. Zbog toga su razvijene
razliCite verzije Jaffeove reakcije kojima se nastoje ukloniti interferencije. Danas se ipak
preporucuju enzimske metode i spektrofotometrijska ,kontinuirana®“ metoda s alkalnim

pikratom (3, 5, 8).
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lako je koncentracija kreatinina u serumu Kkoristan dijagnosticki pokazatelj bubrezne
funkcije, nije dovoljno osjetljiva pretraga jer sve promjene u stvaranju ili izlu¢ivanju kreatinina
rezultiraju promjenom serumskih koncentracija kreatinina, time i osobe s urednim
vrijednostima kreatinina mogu imati smanjenu bubreznu funkciju (5, 8 ). Na primjer, uzimanje
kreatinskih dodataka povecava koncentraciju kreatinina u serumu, Sto ukazuje na slabljenje
bubrezne funkcije iako je ona stabilna. Iz tog razloga u laboratorijsku rutinu uveden je klirens

endogenog kreatinina koji se moze izracunati iz sljedece jednadzbe:

_UxVx1,73m?
N Sx A

pri ¢emu je C — klirens kreatinina; U — koncentracija kreatinina u mokrac¢i (mmol/L);
V — minutni volumen mokrace; S — koncentracija kreatinina u serumu (mmol/L); A — povrSina

tijela pacijenta izrazena u m?.

Klirens ovisi o veli¢ini bubrega, a time i povrsini tijela pacijenta koja se ocitava iz
nomograma te uvrstava u jednadzbu za klirens. Buduéi da se postojeci referentni intervali
odnose na osobe s prosje¢nom povrsinom tijela od 1,73 m?, kod osoba s premalom ili
prevelikom tjelesnom tezinom i kod djece potrebno je korigirati klirens kreatinina mnozeci ga
s1,73/A (5). U svrhu procjene bubrezne funkcije, odredivanje KEK-a pouzdanija je i osjetljivija
pretraga od koncentracije kreatinina u serumu. Budu¢i da KEK ovisi o pravilno prikupljenom
uzorku 24-satnog urina te o njegovom volumenu koji se uvrStava u jednadzbu, Cesti propusti

tijekom uzorkovanja urina uzrokuju pogresan nalaz KEK-a (3).

Upravo zbog velike uéestalosti pogresaka tijekom prikupljanja uzorka 24-satnog urina,
koje mogu dovesti do pogresnog postavljanja dijagnoze, vazno je strogo se pridrzavati svih
uputa za pravilno uzorkovanje (7). Jedna od najéesc¢ih poteskoca prilikom prikupljanja uzorka
urina s kojom se pacijenti susrecu je ne prikupljanje cijelog volumena izmokrenog urina tijekom
24 sata ili pak, zbog nejasnih uputa i1 neznanja, prikupljanje previse mokrace (13). Takoder,
velik problem je i1 nepravilno skladiStenje urina ili curenje uzorka iz neodgovarajuceg
spremnika ili loSe zatvorene boce. Uzorak urina prilikom 24-satnog perioda prikupljanja treba
cuvati u hladnjaku kako bi se smanjio laZan rezultat koji nastaje kao posljedica djelovanja
enzimskih reakcija, a koje ovise o temperaturi (13, 14). Osim toga, pacijenti bi trebali
izbjegavati fizicku aktivnost dan prije uzorkovanja te pripaziti na prehranu. Stoga je najbolje
da se pacijentima pruZe usmene i pisane upute o pripremi za uzorkovanje te o nacinu

prikupljanja urina tijekom 24 sata. Nadalje, treba pripaziti da pruzene informacije ne budu
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previse strucne za opcéu populaciju jer tada je vec¢a moguénost pogreske pri uzorkovanju (7).
Urin moze poprimiti neobi¢nu boju poput zelene, crne ili ljubicaste, $to se moze dogoditi uslijed
konzumacije razli¢itih lijekova. U tom slucaju laboratorijsko osoblje treba provjeriti povijest
bolesti te lijekove koje pacijent konzumira kako bi se mogle isklju¢iti odredene bolesti, poput

porfirije te izbjeci interferencije (15).

Kako bi se izbjegle pogreske koje se dogadaju prilikom odredivanja KEK-a, danas se
primjenjuju formule pomocu kojih se na jednostavan, brz i pouzdan nacin odredi procijenjena
brzina glomerularne filtracije (¢GFR). Formule u izraCun, osim koncentracije kreatinina u
serumu ukljucuju 1 antropometrijske podatke kao Sto su dob, spol, visina, tezina pa Cak 1 rasa
pacijenta (3, 16, 17). Od velikog broja formula koje su razvijene, danas se naj¢eSc¢e koriste
MDRD (engl. Modification of Diet in Renal Disease) i CKD-EPI kreatinin jednadzba (engl.
Chronic Kidney Disease- Epidemiology Collaboration) (3, 5). Medutim, novija jednadZzba
CKD-EPI cistatin C u kojoj se umjesto koncentracije kreatinina koristi koncentracija cistatina
C, pokazala se kao bolje mjerilo bubrezne funkcije kod pacijenata s manjom tjelesnom tezinom.
Najnovija 1 najto¢nija jednadzba, koja daje bolje rezultate u odnosu na formule u koje se
uvrstava vrijednost samo jednog markera je CKD-EPI kreatinin-cistatin C. Za njezin izracun
koriste se koncentracije kreatinina i cistatina C. Za izracun ¢GFR-a kod djece primjenjuje se

Schwartzova jednadzba (3).

Unato¢ Cinjenici da se kreatinin pokazao kao nepouzdan biljeg za postavljanje dijagnoze
bubreznog oSte¢enja u ranom stadiju i dalje se rutinski koristi jer ne postoji dijagnosticki
osjetljiv 1 specifican biljeg koji bi ga mogao zamijeniti. Problem stvara i Cinjenica da se
dijagnosticka specificnost 1 osjetljivost drugih biljega odreduju prema vrijednostima kreatinina
(8, 16). Medu nove potencijalne biljege koji bi mogli zamijeniti kreatinin spada N-GAL (engl.
neutrophil gelatinase-associated lipocalin), L-FABP (engl. liver-type fatty acid binding
protein) i KIM-1 (engl. kidney injury molecule-1). Njima treba pridodati i cistatin C za koji je
do sada utvrden veliki potencijal, najveca osjetljivost i specificnost pa se njegovo odredivanje

preporucuje i u smjernicama (3, 5).
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1.3. Cistatin C

Cistatin C bazni je neglikozilirani protein male molekularne mase (12, 8 kD) koji se
smatra vaznim fizioloskim inhibitorom endogene cisteinske proteaze (11, 17, 18). To se
ponajviSe odnosi na proteaze koje su porijeklom iz lizosoma ostecenih ili mrtvih stanica.
Cistatin C sintetizira se kao preprotein kojeg kodira gen smjesten na dvadesetom kromosomu.
Nativni oblik proteina izgraden je od 120 aminokiselina te u svojoj strukturi sadrzi dva
disulfidna mosta (18). Zbog iznimno male molekularne mase te visoke izoelektricne tocke lako
prolazi kroz bazalnu membranu glomerula, reapsorbira se i metabolizira u proksimalnim
tubulima te se ne vraca u cirkulaciju (3, 8, 11). Trajno 1 ujedna¢enom brzinom sintetiziraju ga
sve stanice ljudskog tijela koje sadrZe jezgru, a njegova koncentracija u serumu postaje
konstantna nakon prve godine zZivota (3, 8). Upravo ta svojstva potpune filtracije u glomerulima
te njegova konstantna sinteza u organizmu ¢ine ga potencijalnom zamjenom kreatinina u svrhu

procjene GFR-a (8, 18).

Za razliku od kreatinina, na koncentraciju cistatina C ne utjece misSi¢na masa, dijeta, dob
niti spol pacijenta (8, 11). Jedino Sto je do sada otkriveno da utjece na koncentraciju cistatina C
su hormoni $titnjace (8). Koncentracija cistatina C u krvi usko je povezana s GFR-om (3).
Njihov odnos obrnuto je razmjeran, Sto zna¢i da smanjenjem GFR-a dolazi do porasta
vrijednosti cistatina C u serumu (17). To¢nije, dokazano je da pad GFR-a na oko 80
mL/min/1,73 m? uzrokuje porast koncentracije cistatina C u serumu $to je raniji porast
vrijednosti u odnosu na koncentraciju kreatinina koja se povecava tek kada se GFR spusti na
otprilike 40 mL/min/1,73 m? (8). Cistatin C osjetljiv je pokazatelj GFR-a te njegova
koncentracija u serumu rano i znacajno raste Sto je od velikog znacaja u pocetnim stadijima
bubrezZnih bolesti, kada je vrlo vazno na vrijeme otkriti slabljenje bubrezne funkcije i prevenirati
daljnje pogorSanje. Jo§ jedna prednost u odnosu na kreatinin je njegovo jednostavno
odredivanje imunoturbidimetrijskim i imunonefeleometrijskim metodama kojima se osigurava

analiticka specifi¢nost te izbjegavanje interferencija kojima cesto podlijeze kreatinin (3, 8).
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2. CILJEVI

Ciljevi ovog istrazivanja bili su odrediti koncentraciju kreatinina i cistatina C u serumu, KEK
te GFR. Zatim, dobivene podatke usporediti te procijeniti daje li cistatin C korisne i dostatne
dijagnostic¢ke informacije koje se mogu koristiti za procjenu GFR-a umjesto do sada koriStenog

KEK-a.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ustroj studije

IstraZivanje je ustrojeno po nacelu presjecne studije (cross-sectional) kojom se mjeri
prevalencija bolesti ili nekog rizicnog ¢imbenika u populaciji. Takva vrsta istrazivanja pripada
opazajnom tipu epidemioloskih istrazivanja. Presjecna studija koristi se za analizu podataka
koji su dobiveni u odredenom trenutku te je vrlo ¢esto koriStena zbog jednostavnog izvodenja,

malih troSkova 1 kratkog vremena istrazivanja (19).

3.2. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 50 pacijenata S oslabljenom bubreznom funkcijom i s
bolestima koje predstavljaju rizik za razvoj bubreznih bolesti (npr. dijabetes). Ispitanici su bili
oba spola od ¢ega je bilo 19 muskaraca i 31 Zzena u dobi od 19 do 89 godina. Uzorci krvi
pacijenata prikupljeni su u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek, u
periodu od lipnja do kolovoza 2020. godine. Pacijenti su pri dolasku u Klini¢ki zavod za
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek dostavili uzorke 24-satnog urina kojeg su prikupili
kod kuce u protekla 24 sata. Uzorci su zatim obradeni u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku. U uzorku krvi ispitane su koncentracije cistatina C te kreatinina, dok je u uzorku
24-satnog urina odredena koncentracija kreatinina. Koristenjem CKD-EPI formule dobivena je
vrijednost GFR-a, a KEK je izracunat na osnovu koncentracija kreatinina u serumu i urinu. Za
provodenje ovog istrazivanja dobiveno je odobrenje etickog povjerenstva Medicinskog

fakulteta u Osijeku.

3.3. Metode

Uzorci krvi pacijenata prikupljeni su u epruvete s crvenim ¢epom u kojima se nalaze
poliesterske smole za izdvajanje seruma. Za odredivanje koncentracije cistatina C moze se jo§
koristiti i EDTA/heparinizirana plazma. Preporucuje se analiza §to svjeZijih uzoraka unato¢
tome §to je cistatin C pokazao stabilnost do 26 dana na sobnoj temperaturi i u hladnjaku.

Takoder, prije provodenja analize vrlo je vazno uzorke dobro promijesati (20).
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Za odredivanje koncentracije kreatinina koriste se serum ili heparinizirana plazma te 24-
satni urin pri ¢ijem prikupljanju nije koriSten konzervans. Prilikom prikupljanja 24-satne
mokrace klju¢no je bilo prikupiti svaku kap mokrace u tom periodu. Mokraca se prikupljala u
suhe i Ciste boce ili u spremnike dobivene u laboratoriju. Najbolje je s prikupljanjem zapoceti
ujutro nakon budenja kada pacijent treba potpuno isprazniti mjehur te izmokrenu mokracu
baciti. Pacijent ima obavezu zabiljeziti to¢no vrijeme kada je prvi put mokrio. Nakon toga,
mokracu drugi dan ujutro, prikuplja u bocu ili spremnik. Kako bi se procijenila ispravnost
skupljanja uzorka 24-satne mokrace odreden je koeficijent kreatinina. Faktor tjelesne povrSine

(FTIP) koristen je za standardizaciju rezultata KEK-a na tjelesnu povrsinu od 1,73 m?(5, 7).

3.3.1. Princip metode odredivanja cistatina C

Cistatin C odreden je u uzorku krvi imunoturbidimetrijom na instrumentu Beckman Coulter
AUG80 (Slika 2), koriste¢i reagens tvrtke Gentian.

Slika 2. Biokemijski analizator tvrtke Beckman Coulter, KBC Osijek
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Reakcijski pufer koji se koristi za odredivanje koncentracije cistatina C sadrzi Cestice
polistirena prekrivene anticistatinom C. Mijesanjem reakcijskog pufera s uzorkom krvi dolazi
do formiranja kompleksa cistatina C iz krvi i anticistatina C iz reakcijskog pufera. Tako nastale
slozene Cestice apsorbiraju svjetlost, a turbidimetrijski se odredi koli¢ina te apsorbirane

svjetlosti koja je proporcionalna koncentraciji cistatina C u uzorku (Slika 3) (20.)

anticistatin C

\ cistatin C iz uzorka -

polistirenske

Eestice . . -

E

REAKCIISKI PUFER KOMPLEKS CISTATIN C I ANTICISTATIN C

Slika 3. Princip metode odredivanja cistatina C imunoanalizom (shema napravljena prema

podacima iz uputa za analizu cistatina C) (20).

3.3.2. Princip metode odredivanja Kreatinina

Koncentracija kreatinina u uzorku 24-satnog urina te serumu ispitana je enzimatskom metodom
na instrumentu Beckman Coulter AU680 (Slika 2), koriste¢i reagense tvrtke Beckman Coulter.
Kreatinin se hidrolizira u kreatin djelovanjem enzima kreatininaze. Zatim se nastali kreatin
hidrolizira u sarkozin i ureju djelovanjem enzima kreatinaze. Nakon toga enzim sarkozin
oksidaza katalizira oksidativnu demetilaciju sarkozina pri ¢emu nastaju glicin, formaldehid i
vodik peroksid. Nastali vodikov peroksid u prisutnosti enzima peroksidaze (POD) reagira
kvantitativnom oksidacijskom kondenzacijom s N-(3-sulfopropil)-3-metoksi-5-metilanilinom
(HMMPS) i 4-aminoantipirinom dajuc¢i plavi pigment (Slika 4). Koncentracija kreatinina

razmjerna je promjeni apsorbancije pri 600/700 nm (21).
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Slika 4. Shema kemijske reakcije (shema napravljena prema podacima s internetske stranice
Pubchem (22).
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3.4. Statisti¢ke metode

Kategorijski podaci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom. Numericki su podaci
opisani medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Ocjena povezanosti dana je
Spearmanovim koeficijentom korelacije Rho. ROC (engl. Receiver Operating Characteristic)
analiza primijenila se za odredivanje optimalne grani¢ne vrijednosti, povrSine ispod ROC
krivulje (engl. area under the curve, AUC), specifi¢nosti i osjetljivosti ispitivanih parametara.
Za ocjenu statisticke znacajnosti dobivenih rezultata uzeo se P < 0,05. Za statisti¢ku analizu
koristio se statisticki program MedCalc Statistical Software version 19.4.1 (MedCalc Software
Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2020) i IBM SPSS Statistics 23 (IBM
Corp.Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM
Corp.).

12
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4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 50 ispitanika, od kojih je 19 muskaraca i 31 zena. Dob
ispitanika je izmedu 19 i1 89 godina, a medijan dobi je 63 godine. Indeks tjelesne mase ispitanika
krece se od 19,03 kg/m? do 45,29 kg/m?, a vrijednost medijana iznosi 28,87 kg/m? (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovna obiljezja ispitanika

Medijan (interkvartilni raspon)

Spol (n) Zena/muskarac 31/19

Dob (godine) 63 (54 - 72)
Visina (cm) 165 (160 — 174)
Tezina (kg) 83 (70 -92)
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 28,87 (26,51 — 33,63)

Najmanja vrijednost GFR-a iznosila je 6 ml/min/1,73 m?, a najve¢a 123 ml/min/1,73m?
uz vrijednost medijana od 64,5 ml/min/1,73m?. Vrijednost medijana za KEK iznosi 1,35
ml/s/1,73m?. Najmanja vrijednost KEK-a koju su pacijenti imali je 0,14 ml/s/1,73 m?, a najveéa
2,48 ml/s/1,73 m2. Minimalna koncentracija cistatina C iznosi 0,58 mg/L, a maksimalna 4,02

mg/L uz vrijednost medijana od 1,18 mg/L (Tablica 2).
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Tablica 2. Klini¢ki parametri izmjereni kod pacijenata

REZULTATI

Medijan Minimum-

(interkvartilni raspon) maksimum
Kreatinin [pmol/L] 89 (65 —127) 51 - 581
Brzina glomerularne filtracije 64,5 (42,75 — 88,25) 6—123
[ml/min/1,73m?]
Faktor tjelesne povrsine (FTJP) [m?] 1,87 (1,73 -2,07) 1,5-2,47
Koeficijent kreatinina [umol/24h/kg] 136 (106,5 — 164,75) 62 — 227
Klirens endogenog kreatina [ml/s/1,73 m?] 1,35 (0,8 -1,71) 0,14 - 2,48
Cistatin C [mg/L] 1,18 (0,86 — 1,95) 0,58 — 4,02

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenjena je povezanost dobi, indeksa tjelesne

mase 1 laboratorijskih vrijednosti. UoCava se da je dob u negativnoj korelaciji s GFR-om, FTJP-

om, koeficijentom kreatinina i KEK-om, dok ispitanici ve¢eg indeksa tjelesne mase imaju i vise

vrijednosti FTJP-a (Rho = 0,635), a nize vrijednosti koeficijenta kreatinina (Rho =-0,342).

Vrijednosti kreatinina u serumu vise su kada su vrijednosti KEK-a nize (Rho =-0,721), a
vrijednosti cistatina C viSe (Rho = 0,856). GFR znacajno korelira s KEK-om (Rho = 0,855),

odnosno uz viSe vrijednosti GFR-a ispitanici imaju i viSe vrijednosti KEK-a i niZe vrijednosti

cistatina C (Rho =-0,893). KEK je u znacajnoj negativnoj vezi s cistatinom C, odnosno

ispitanici s vi§im vrijednostima cistatina C imaju nize vrijednosti KEK-a i obrnuto (Rho = -

0,858) (Tablica 3).
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Tablica 3. Povezanost dobi i indeksa tjelesne mase s biokemijskim pokazateljima bubrezne

funkcije te medusobna povezanost biokemijskih pokazatelja bubrezne funkcije (Spearmanov

koeficijent korelacije)

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

Indeks Brzina glo- | Faktor o Klirens
) . ] Koeficijent
Dob tjelesne Kreatinin | merularne | tjelesne o endogenog
] B kreatinina o
mase filtracije povrsine kreatinina
Kreatinin 0,066 0,096
[umol/L] (0,650) | (0,510)
Brzina
glomerularne -0,365 | -0,019 -0,881
filtracije (0,009) | (0,890) (< 0,001)
[ml/min/1,73m?]
Faktor tjelesne | -0,414 0,635 | 0,227 -0,006
povrsine [m?] (0,003) | (<0,001) | (0,110) | (0,970)
Koeficijent
. -0,406 | -0,342 0,157 0,026 0,023
kreatinina (0,003) | (0,020) (0,280) | (0,860) (0,880) _
[umol/24h/kg] ’ ’ ’ ’ '
Klirens
endogenog -0,418 | -0,031 -0,721 0,855 0,040 0,394
kreatinina (0,003) | (0,83) (<0,001) | (<0,001) |(0,78) (0,005)
[ml/s/1,73 m?]
Cistatin C 0,211 | 0,079 0,856 -0,893 0,091 -0,106 -0,858
[mg/L] (0,24) | (0,58) (<0,001) | (<0,001) |(0,53) (0,46) (<0,001)

Fisherovim Z-testom provjerena je statisticka znacajnost razlike medu dobivenim

korelacijama. Izmedu koeficijenata korelacije KEK-a i cistatina C s GFR-om nije utvrdena

statisticki znacajna razlika (z = -0,79, P = 0,430).
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Da bi se procijenile vrijednosti pojedinih parametara, koriStena je metoda izracuna ROC
krivulje kojom se stupnjevito mijenjaju vrijednosti koje razlu¢uju ispitanike s obzirom na stanje
bubrezne funkcije. Ispitanici su razlu¢eni prema vrijednostima GFR-a pri ¢emu ispitanici S
GFR-om > 90 ml/min/1,73 m? imaju oéuvanu bubreznu funkciju, a ispitanici s GFR-om <
90 ml/min/1,73 m? imaju oslabljenu bubreznu funkciju. Mijenjana je grani¢na vrijednost (engl.
cut-off point) posebno za dio ispitanika s o¢uvanom bubreznom funkcijom i posebno za one s
oslabljenom bubreznom funkcijom kako bi se stvaranjem ROC krivulje moglo objektivno
utvrditi koja vrijednost najbolje razluCuje ispitanike sa smanjenom bubreZznom funkcijom od

ispitanika s normalnom bubreznom funkcijom.

Prema podacima iz ROC krivulje vidljivo je da se KEK pokazao boljim parametrom od
cistatina C za procjenu bubrezne funkcije (AUC = 0,981; osjetljivost = 97,37; specifi¢nost =
100), ali se medusobno ne razlikuju zna¢ajno s obzirom na dijagnosticku ulogu u prepoznavanju
oslabljene bubrezne funkcije (razlika u povrsini 0,03 uz 95 % raspon pouzdanosti od -0,03 do
0,09; P =0,300) (Tablica 4 i Slika 5).

Tablica 4. Osjetljivost, specificnost i AUC Klirensa endogenog kreatinina i cistatina C

PovrsSina
) Tocka
) ispod o Youden
Parametri o 95 % ClI Osjetljivost  Specificnost razlucivanja P
krivulje indeks
(cut off)
(AUC)
Klirens
endogenog 0,981 0,894-0,999 97,37 100 <17 0,97 <0,001
kreatinina
Cistatin C 0,951 0,848-0,992 86,84 90,91 > 0,94 0,78 <0,001
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Slika 5. ROC analiza senzitivnosti, specifi¢nosti i grani¢nih vrijednosti klirensa endogenog

kreatinina i cistatina C
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5. RASPRAVA

Unato¢ lako dostupnim laboratorijskim testovima, nije jednostavno postaviti dijagnozu
akutnog oStecenja bubrega, osobito u pocetnom stadiju bolesti. Takve poteskocée nastaju zbog
toga Sto se serumske koncentracije do sada koriStenih markera bubreznog oSte¢enja i brzina
glomerularne filtracije mijenjaju tek nakon $to se bubrezna funkcija smanji za 25-50 % (8).
Uzrok tomu je vrlo dobar funkcionalni kapacitet nefrona i ¢injenica da ¢ovjek moze normalno
zivjetiis poloviénim brojem nefrona, odnosno s jednim bubregom. 1z tog razloga, koncentracija
kreatinina u serumu nije dovoljno osjetljiva za dijagnosticiranje blago do umjereno smanjene
bubrezne funkcije koju je vrlo vaZzno prepoznati na vrijeme. Rano dijagnosticiranje bubreznog
zatajenja osobito je vazno kod starijih osoba kod kojih, unato¢ smanjenoj bubreznoj funkciji
koja se gubi starenjem, vrijednosti kreatinina u serumu ne rastu zbog istodobnog gubitka

misi¢ne mase (3).

Boljom pretragom za procjenu glomerularne funkcije od serumskog kreatinina pokazao
se klirens endogenog kreatinina. Medutim, brojni su problemi vezani uz prikupljanje 24-satnog
urina u svrhu odredivanja KEK-a. Potreba da se prikupi cjelokupan volumen ¢ini tu metodu
vrlo neprakti¢nom, osobito kod djece, ali i kod odraslih za koje je prikupljanje urina tijekom
24-sata takoder vrlo izazovno (10). Kako bi se ispitala svjesnost pacijenata o vaznosti
prikladnog prikupljanja 24-satnog urina, Miler i Simundi¢ proveli su istrazivanje u Klinickom
bolni¢kom centru Sestre milosrdnice u Zagrebu (13). Rezultati njihova istrazivanja ukazali su
na ¢injenicu da unato¢ tomu Sto je velika vec¢ina (85 %) pacijenata izjavila da su dobili jasne
upute za prikupljanje urina, viSe od pola ispitanika nije prikupilo uzorak na ispravan nacin.
Upravo to govori koliko pacijenti nisu svjesni da pravilno prikupljanje uvjetuje to€an rezultat
pretrage. Zbog toga ova vrsta uzorka, 24- satni urin, postaje sve nepouzdanija kada se govori o
ispitivanju bubrezne funkcije na temelju klirensa kreatinina te je od iznimne vaznosti da se
pronade zamjenska pretraga kojom bi se izbjeglo komplicirano prikupljanje urina (13).
Nedostatak pretrage klirensa kreatinina je $to na odredivanje kreatinina utjecu lijekovi koji
mogu smanjiti ili povecati glomerularnu filtraciju te uzrokovati analiti¢ke interferencije tijekom
postupka mjerenja enzimatskom metodom (3). Zbog svega navedenog, ovim istrazivanjem
nastojalo se utvrditi moze li cistatin C postati zamjenska pretraga koja bi s jednakom
pouzdanoscu poput KEK-a utvrdila bubreznu funkciju. Iako se do sada cistatin C pokazao kao
dobra alternativa kreatininu, njegovo odredivanje jo§ uvijek nije uvedeno u klini¢ku praksu.

Prepreka uvodenju cistatina C u laboratorijsku rutinu je nedostatak pouzdanih referentnih
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vrijednosti, ali i manjak iskustva kada se govori o primjeni na $iroj populaciji s razli¢itim
bubreznim oste¢enjima. Kod pacijenata s bolestima Stitnjace odredivanje koncentracija
cistatina nije pouzdano zbog utjecaja horomona S§titnjace. Cistatin C lakSe je odrediti jer ne

interferira s hemoglobinom, bilirubinom niti lijekovima za razliku od kreatinina (9).

Primjenom statistickih metoda utvrdeni su odnosi izmedu promatranih parametara.
Varijable cistatina C i KEK-a negativno su povezane, odnosno s porastom KEK-a dolazi do
porasta GFR-a, a s porastom cistatina C dolazi do pada GFR-a. Spearmanovim koeficijentom
korelacije ispitana je povezanost cistatina C i KEK-a s GFR-om. Koeficijent korelacije (Rho =
0,855) i znacajnost koeficijenta korelacije (P < 0,0001) ukazuju na izvrsnu korelaciju izmedu
KEK-a i GFR-a. Koeficijent korelacije (Rho = -0,893) i znacajnost koeficijenta korelacije (P
< 0,0001) ukazuju na jos bolju korelaciju izmedu cistatina C i GFR-a. Dobiveni koeficijenti
korelacije potvrduju da su i cistatin C i KEK dobri pokazatelji bubrezne funkcije te skoro
jednako dobro koreliraju s GFR-om.

Usporedbom dobivenih koeficijenata korelacije Fisherovim Z-testom provjerena je
statisticka znacajnost razlike izmedu dobivenih korelacija. U svrhu procjene GFR-a, izmedu
cistatina C i KEK-a nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (z = -0,79, P = 0,43). lako se
provedenom ROC analizom pokazalo da KEK ima vecu osjetljivost (97,37) i specifi¢nost (100)
od cistatina C Cija su osjetljivost (86,84) i specificnost (90,91) nesto manje, cistatin C moze se
koristiti za procjenu GFR-a buduci da razlika u povrsini ispod krivulja promatranih parametara
iznosi 0,03 i P vrijednost iznosi 0,300, sto takoder upuc¢uje na nepostojanje statisti¢ki znacajne
razlike izmedu KEK-a i cistatina C. Ipak, ta statisticki vrlo mala razlika medu promatranim
parametrima nema prevelik dijagnosticki znacaj. Odnosno, koriStenjem bilo kojeg parametra
za procjenu oslabljene bubrezne funkcije, cistatina C ili KEK-a, dobiju se rezultati koji imaju
jednako znacenje i oba govore o funkcionalnom stanju bubrega. ROC analizom utvrdene su i
grani¢ne vrijednosti za KEK 1 cistatin C pomoc¢u kojih se moZe odrediti tko ima oSte¢enu
bubreznu funkciju. Pa tako osobe koje imaju KEK < 1,7 ml/s/1,73 m? ili vrijednosti cistatina C
> 0,94 mg/L imaju losiju bubreznu funkciju. S obzirom na dobivene rezultate, moze se utvrditi
da bi cistatin C mogao zamijeniti do sada koristen KEK u svrhu procjene bubrezne funkcije

budu¢i da daje dostatne dijagnosti¢ke informacije koje su vrlo slicne onima koje pruza KEK.
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lako se KEK pokazao boljim markerom bubrezne funkcije, ne moze se zakljuciti da je
nuzno bolji i u praksi. Naime, prema koeficijentu kreatinina, koji je bio odreden svim
pacijentima, provjerena je ispravnost prikupljenog 24-satnog urina, odnosno provjereno je je li
prikupljena mokraéa doista 24-satna. Cak 20 % vrijednosti koeficijenta kreatinina bilo je izvan
ili na granici referentnih intervala, $to upucuje na ¢injenicu da dobar dio uzoraka nije prikupljen
na odgovarajuci nacin. Stoga treba razmisljati o mogucim rezultatima koje bi dobili u slucaju
da su svi uzorci prikupljeni na ispravan nac¢in. Ukoliko je pacijent prilikom prikupljanja uzorka
ispustio i vrlo malu koli¢inu urina, uzorak nije pravilno prikupljen, a to moze rezultirati lazno
snizenim vrijednostima klirensa kreatinina. Lazno snizene vrijednosti KEK-a dovode do
zakljucka da je bubrezna funkcija oslabljena iako je ona normalna, §to zatim dovodi do
pogresnog postavljanja dijagnoze. Kako bi se ti problemi izbjegli, kao idealno rjeSenje nudi se
odredivanje cistatina C u serumu. Medutim, kako bi se jo§ kvalitetnije procijenilo koji marker
je bolji pokazatelj bubrezne funkcije, treba provesti istrazivanje u koje bi bili uklju¢eni samo

ispitanici s ispravno prikupljenim uzorkom 24-satnog urina.

Buduci da je broj pacijenata s bubreznim oSte¢enjem u porastu, od velike je vaznosti na
vrijeme prepoznati slabljenje bubrezne funkcije. Uvodenje cistatina C u laboratorijsku praksu
bilo bi od velike koristi jer bi uvelike olakSalo posao laboratorijskom osoblju, ali 1 pacijentima
koji bi na taj nadin izbjegli zamorno uzorkovanje 24-satnog urina jer on nije potreban za
odredivanje cistatina C. Najvaznije od svega je ¢injenica da bi se na taj nain smanjio broj

pogresnih rezultata i krivo postavljenih dijagnoza.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se izvesti zakljuc¢ak da cistatin
C daje korisne i dostatne dijagnosticke informacije za procjenu GFR-a te se moze uvesti u
klinicku praksu umjesto KEK-a kako bi se izbjegli problemi vezani uz prikupljanje 24-satnog

urina.
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7. SAZETAK

Uvod: Bubreg je vrlo vazan organ s brojnim funkcijama, klju¢nim za zivot svakog covjeka.
Zbog toga je ostecenje bubrezne funkcije vrlo vazno na vrijeme otkriti. Danas se u tu svrhu
odreduje GFR pomoéu KEK-a. Medutim, zbog koristenja 24-satnog urina kao uzorka za
odredivanje KEK-a, ¢ije je prikupljanje komplicirano te Cesto rezultira pogre$nim rezultatima,
danas se traga za boljim markerom bubrezne funkcije. Velik potencijal ima cistatin C za ¢ije

odredivanje nije potreban 24-satni urin.

Ciljevi: Procijeniti daje 1i cistatin C korisne i dostatne dijagnosticke informacije koje se mogu

koristiti za procjenu GFR.
Nacrt studije: Presje¢na studija

Materijali i metode: Istrazivanje je obuhvatilo 50 pacijenata s oslabljenom bubreznom
funkcijom i s bolestima koje predstavljaju rizik za razvoj bubreznih bolesti. Uzorci Krvi
prikupljeni su u KBC-u Osijek. Pacijenti su uzorke 24-satnog urina prikupljali kod kuce.
Koncentracija cistatin C u serumu pacijenata odredena je imunoanalizom na instrumentu
Beckman Coulter AU680. Na istom instrumentu, enzimatskom metodom, ispitana je
koncentracija kreatinina u serumu i u 24-satnom urinu. Statisticka obrada napravljena je

koriste¢i programe Medcalc i IBM SPSS Statistics.

Rezultati: Koeficijent korelacije (Rho =-0,893) ukazuje na izvrsnu korelaciju izmedu cistatina
C i GFR-a. Koeficijent korelacije (Rho = 0,855) ukazuje na jos$ bolju korelaciju izmedu KEK-
a i GFR-a. Fisherovim z testom provjerena je statisticka znacajnost razlike izmedu dobivenih

korelacija. Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (P = 0,43) izmedu cistatina C i KEK-a.

Zakljucak: Cistatin C moze Se Koristiti za procjenu GFR-a umjesto do sada koristenog KEK-

a.

Kljuéne rije¢i: bubreg, cistatin C, klirens endogenog kreatinina, 24-satni urin
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THE ROLE OF CYSTATIN C IN THE ASSESSMENT OF GLOMERULAR FILTRATION
RATE

Introduction: The kidneys are a very important pair of organs and have many functions crucial
for the life of every human being. Therefore, it is very important to detect renal impairment in
time. Today, for this purpose the glomerular filtration rate is determined using endogenous
creatinine clearance. However, due to the use of 24-hour urine as a sample to determine
engodenous creatinine clearence, whose collection is complicated and often causes wrong
results, it is being searched for a new, more sensitive and specific marker of renal function.

Cystatin C has great potential and for its determination 24-hour urine collection is not required.

Objectives: To estimate whether cystatin C provides useful and sufficient diagnostic

information that can be used to assess GFR.
Study Design: Cross-sectional study

Materials and Methods: The study included 50 patients with impaired renal function and
patients with risk of developing kidney disease, 31 of which were woman and 19 men. For the
purposes of this study, blood samples were collected in Clinical Hospital Center Osijek. Patients
collected 24-hour urine samples at their home. Cystatin C was determined in the blood sample
of patients using the immunoassay method on the Beckman Coulter AU680 instrument. The
concentrations of creatinine in the serum and in 24-hour urine sample were determined with the

enzymatic method on the same instrument.

Results: The correlation coefficient (Rho= -0,893) indicates an excellent correlation between
cystatin C and GFR. The correlation coefficient (Rho= 0,855) indicates an even better
correlation between the endogenous creatinine clearance and GFR. The statistical significance
of the difference between the obtained correlations was checked using the Fisher-Z
transformation. No statistically significant difference (P= 0,43) was found between cystatin C

and endogenous creatinine clearance.

Conclusion: Cystatin C can be used to assess GFR instead of the endogenous creatinine

clearance, which was used so far.
Keywords: kidney, cystatin C, endogenous creatinine clearance, 24-hour urine.
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