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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom (NGAL)
protein je od 25 kDa, dio je superporodice lipokalina i prvotno je pronaden
u aktiviranim neutrofilima. Usporediti koncentracije markera NGAL-a kod
bolesnika s teSkom i bolesnika s umjerenom neproliferativnom dijabetickom
retinopatijom. Usporediti koncentracije vitamina D kod bolesnika s teskim
i s umjerenim NPDR-om. Utvrditi korelaciju izmedu koncentracija NGAL-a
u urinu i omjera neutrofila i limfocita (NRL-a) kao i korelaciju izmedu

koncentracija NGAL-a u urinu i monocita i limfocita (MRL-a).

Ispitanici i metode: Ovo istrazivanje ukljucilo je 40 ispitanika koji boluju
od dijabetes melitus tipa 2, neproliferativne dijabeticke retinopatije (NPDR)
i oticanja mreznice (DME) koji su lijeCeni na Klinici za oCne bolesti KBC-a
Split u razdoblju od prosinca 2022. do ozujka 2023. godine. Uzorci su
obradeni i analizirani na Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
KBC Split. Prikupljeni su klinicki podaci o dijagnozi ispitanika te su

napravljena razliCita mjerenja i biokemijska ispitivanja.

Rezultati: Skupina bolesnika s teskim oblikom NPDR nije se razlikovala u
temeljnim karakteristikama u odnosu na skupinu s umjerenim oblikom
NPDR osim u vidnoj ostrini (0,46 (0,11-0,75) LogMAR vs. 0,65 (0,21-0,89)
LogMAR, p = 0,032) i CST-u (354 (281-401) um vs. 394 (324-470) um, p
= 0,003). Znacajne razlike uocene su kod koncentracije NGAL-a u bolesnika
s teSkim oblik NPDR-a u odnosu na bolesnike s umjerenim oblikom NPDR-
a (62,5(10,0-841,0) ng/mL vs. 377,0 (180,8-1000,3) ng/mL, p = 0,020).
Koncentracije vitamina D bile su znacajno vecée u bolesnika s umjerenim
NPDR-om u odnosu na bolesnike s teskim oblikom NPDR-a (57,0 (39,8-
71,3) nmol/L vs. 42,4 (25,4-69,9) nmol/L, p = 0,006). Nije utvrdena

korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i NLR-a (r = -0,105, p =



0,588) kao ni korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i MLR-a (r =
-0,135, p = 0,486).

Zakljucak: Usprkos nedvojbenim rezultatima dosadasnjih istrazivanja,
potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se NGAL potvrdio kao pouzdan i

relevantan biomarker za bubrezna oboljenja.

Kljuéne rijeci: lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom, dijabetes,
dijabeticka retinopatija, vitamin D, omjer monocita i limfocita, omjer

neutrofila i limfocita



SUMMARY

Objectives: Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is a 25-kDa
protein, part of the lipocalin superfamily, and was originally found in
activated neutrophils. To compare NGAL marker concentrations in patients
with severe and patients with moderate non-proliferative diabetic
retinopathy. To compare vitamin D concentrations in patients with severe
and moderate NPDR. To determine the correlation between the
concentration of NGAL in urine and the ratio of neutrophils and lymphocytes
(NRL), as well as the correlation between the concentration of NGAL in urine

and monocytes and lymphocytes (MRL).

Patients and methods: This study included 40 subjects suffering from
type 2 diabetes mellitus, non-proliferative diabetic retinopathy (NPDR) and
retinal edema (DME) who were treated at the KBC Split Eye Disease Clinic
in the period from December 2022 to March 2023. The samples were
processed and analyzed at the Department of Medical Laboratory
Diagnostics, KBC Split. Clinical data on the subject's diagnosis were
collected, and various measurements and biochemical tests were

performed.

Results: The group of patients with a severe form of NPDR did not differ
in basic characteristics compared to the group with a moderate form of
NPDR except for visual acuity (0.46 (0.11-0.75) LogMAR vs. 0.65 (0.21-0,
89) LogMAR, p = 0.032) and CST (354 (281-401) pm vs. 394 (324-470)
MHm, p = 0.003). Significant differences were observed in the concentration
of NGAL in patients with a severe form of NPDR compared to patients with
a moderate form of NPDR (62.5 (10.0-841.0) ng/mL vs. 377.0 (180 .8-
1000.3) ng/mL, p = 0.020). Vitamin D concentrations were significantly
higher in patients with moderate NPDR compared to patients with severe
NPDR (57.0 (39.8-71.3) nmol/L vs. 42.4 (25.4- 69.9) nmol/L, p = 0.006).



No correlation was found between urinary NGAL concentrations and NLR (r
= -0.105, p = 0.588) and no correlation between urinary NGAL
concentrations and MLR (r = -0.135, p = 0.486).

Conclusion: Regardless of laboratory findings, further research is needed

to confirm NGAL as a reliable and relevant biomarker for kidney disease.

Keywords: neutrophil gelatinase-related lipocalin, diabetes, diabetic
retinopathy, vitamin D, monocyte-to-lymphocyte ratio, neutrophil-to-

lymphocyte ratio
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1. UVOD

Rani prediktivni biomarkeri vazni su kod akutnih ozljeda bubrega (AKI), kod
kronic¢nih bolesti bubrega (CKD), dijabeticke bolesti bubrega i dijabeticke
retinopatije kako bi se bolest na vrijeme otkrila, a samim time i poboljsala
prognoza i provela ucinkovita terapija. Dosad dostupni biomarkeri,
primjerice kreatinin u serumu, prilicno su neprecizni i usporavaju
postavljanje dijagnoze bolesti, zbog d¢ega su se provodila mnoga
istrazivanja koja su omogudila otkrice biomarkera NGAL-a kao

potencijalnog prediktivhog biomarkera. (1)

1.1 Akutna ozljeda bubrega

Akutna ozljeda bubrega (AKI) oznacava iznenadno i Cesto reverzibilno
smanjenje funkcije bubrega, mjereno brzinom glomerularne filtracije
(GFR). Iako, odmah nakon bubreznog inzulta, razine ureje ili kreatinina u
krvi mogu biti unutar normalnog raspona. Jedini znak akutne ozljede
bubrega moze biti smanjenje izluCivanja urina. AKI moze dovesti do
nakupljanja vode, natrija i drugih metaboli¢kih proizvoda. Takoder moze
dovesti do poremecaja i ostalih elektrolita. To je vrlo Cesto stanje, osobito

medu hospitaliziranim pacijentima. (3)
Ozljeda je vidljiva u promjeni kreatinina u serumu i izlu¢ivanju urina:

e Porast kreatinina u serumu do 180 umol/L (2 mg/ dan)
e Porast kreatinina u serumu =1,5 puta od pocetne vrijednosti, za koji
se zna ili se pretpostavlja da se dogodio u prethodnih sedam dana

e Izlucivanje urina < 0,5 mL/kg/sat tijekom Sest sati

Bolesti i stanja koja mogu usporiti protok krvi u bubrege i dovesti do
oStecenja bubrega ukljucuju: gubitak krvi ili tekuéine, lijekovi za krvni tlak,

srCani udar, sréana bolest, infekcija, zatajenje jetre, upotreba aspirina,



ibuprofena, naproksen natrija (Aleve) ili srodnih lijekova, teska alergijska

reakcija (anafilaksija), teSke opekline te teska dehidracija. (4)

Moguce komplikacije akutnog oboljenja bubrega moze biti nakupljanje
tekucine u plu¢ima sSto dovodi do kratkog daha, takoder moze se pojaviti
trajni gubitak funkcije bubrega ili zavrsni stadij bubrezne bolesti. Osobe u
zavrsSnom stadiju bubrezne bolesti zahtijevaju ili trajnu dijalizu - proces
mehanicke filtracije koji se koristi za uklanjanje toksina i otpada iz tijela ili
transplantaciju bubrega kako bi prezivjeli. U najgorim slucajevima moze

dodi do smrtnog ishoda. (4)

Dijagnoza akutne ozljede bubrega postavlja se na temelju laboratorijske
analize krvi pomocu biomarkera koji ukazuju na bolest, ali kod odredenih
pacijenata ovisno o stupnju ostec¢enja bubrega, mogu se pojaviti i simptomi
kao Sto su hipertenzija, smanjeno izluCivanje urina, anoreksija, otezano

disanje, mucnina, poremecaj spavanja, oticanje nogu. (5)

Za lijeCenje AKI bitno je odrZzavanje homeostaze volumena i korekcija
biokemijskih abnormalnosti, korekcija teske acidoze primjenom luzina,
korekcija hematoloskih abnormalnosti (anemija, uremicna disfunkcija
trombocita) Sto se postize transfuzijom crvenih krvnih zrnaca, eritrocita ili
trombocita i primjenom dezmopresina ili estrogena. MoZe se primijeniti i
hemodijaliza u bolesnika s refraktornom acidozom, hipervolemijom s
pluénim edemom, kod bolesnika s po zivot opasnom hiperkalemijom i kod
onih sa znakovima uremije. Vazan aspekt lijeCenja je promjena u prehrani

i kontroliranje razina natrija i kalija. (5)



1.2 Kronicna bolest bubrega

Kroni¢na bubrezna bolest, koja se naziva i kroni¢no zatajenje bubrega,
ukljucuje postupni gubitak funkcije bubrega. Zdravi bubrezi filtriraju otpad
i viSak tekucine iz krvi, koji se zatim uklanjaju putem urina. Uznapredovala
kronicna bubrezna bolest moze uzrokovati nakupljanje opasnih razina

tekucine, elektrolita i metabolickih produkata u tijelu. (9)

Znakovi i simptomi kroni¢ne bubrezne bolesti razvijaju se tijekom vremena
kako ostecenje bubrega sporo napreduje. Ovisno o tome koliko je tezak,
gubitak funkcije bubrega moze uzrokovati mucninu, povracanje, gubitak
apetita, poveéanu ucestalost pojave infekcija, niske razine kalcija, visoke
razine kalija i fosfora u krvi, umor i slabost, probleme sa spavanjem, greve
u misi¢cima, oticanje stopala i gleznjeva, suhu kozu, visoki krvni tlak,
kratko¢u daha, bol u prsima. Znakovi i simptomi bolesti bubrega cesto su
nespecifi¢ni sto znac¢i da mogu biti uzrokovani i drugim bolestima. Buducdi
da bubrezi mogu nadoknaditi izgubljenu funkciju, nekad se simptomi ne
jave rano ili se ne prepoznaju na vrijeme Sto moze dovesti do

nepopravljivog ostecenja. (9)
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Slika 1.1 Zdrav bubreg i bubreg s oboljenjem
Izvor: https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/chronic-kidney-

disease/symptoms-causes/syc-20354521 #dialogld22480715

Najcescée bolesti i stanja koja uzrokuju kroni¢nu bolest bubrega ukljucuju
dijabetes tipa 1 ili tipa 2 i visoki krvni tlak. Tipi¢an bubreg ima oko milijun
jedinica za filtriranje. Svaka jedinica, koja se naziva glomerul, povezuje se
s tubulom koji skuplja urin. Stanja poput visokog krvnog tlaka i dijabetesa
utjecu na rad bubrega ostecéujudi jedinice za filtriranje te uzrokujudi oziljke.
(Slika 1.1)

Na bubreznu bolest takoder mogu utjecati i glomerulonefritis (upala
filterskih jedinica bubrega (glomerula)), intersticijski nefritis (upala
bubreznih tubula i okolnih struktura), policisticna bolest bubrega ili druge

nasljedne bolesti bubrega, dugotrajna opstrukcija urinarnog trakta,


https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/chronic-kidney-disease/symptoms-causes/syc-20354521#dialogId22480715
https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/chronic-kidney-disease/symptoms-causes/syc-20354521#dialogId22480715

uzrokovana stanjima kao Sto su povecana prostata, bubrezni kamenci i neki
oblici raka, vezikoureteralni refluks (stanje koje uzrokuje povratak urina u
bubrege), rekurentna infekcija bubrega, koja se naziva i pijelonefritis. Velik
utjecaj mogu imati i pretilost i obiteljska povijest kronicnog bubreznog

oboljenja. (9)

1.3 Secerna bolest tipa 1

Dijabetes tipa 1, neko¢ poznat kao juvenilni dijabetes ili dijabetes ovisan o
inzulinu, kroni¢no je stanje u kojem propadaju beta stanice gusterace stoga
se proizvodi ili malo ili nimalo inzulina. Inzulin je hormon koji tijelo koristi
kako bi omogucio ulazak glukoze u stanice za proizvodnju energije, a bez
inzulina razina Secera u krvi postaje prekomjerna i nastaje hiperglikemija.
(Slika 1.2) (12)

Proces u kojem T stanice imunog sustava unistavaju beta stanice gusterace
naziva se inzulitis i prethodi Secernoj bolesti tipa 1. To je faza bez ikakvih

simptoma, a na nju mogu utjecati genetika i okolisni ¢imbenici. (13)
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Slika 1.2 Patofiziologija dijabetesa tipa 1.

Izvor: https://www.ezmedlearning.com/blog/type-1-diabetes-mellitus-

symptoms-treatment

Najcesc¢i znakovi koji se mogu pojaviti iznenada su osjecaj zedi veli nego
inace, uCestalo mokrenje, osjecaj velike gladi, nagli gubitak tezine, osjecaj
razdrazljivosti ili druge promjene raspolozenja, osjec¢aj umora i slabosti,

zamagljen vid. (12)

Dijabetes tipa 1 moze uzrokovati i razne komplikacije primjerice bolesti
srca, visok krvni tlak, bolest bubrega, oralne zdravstvene probleme,
neuropatiju povezanu s dijabetesom (ostecenje zivaca), razli¢ita stanja
koze, kao Sto je suha koza, bakterijske i gljivicne infekcije i dermopatija,

mozdani udar. (13)

Cak i nakon brojnih istrazivanja, dijabetes tipa 1 nema lijeka. Lijeenje je
usmjereno na kontrolu koncentracije glukoze u krvi terapijom inzulinom,
dijetetskom prehranom i nacinom Zzivota kako bi se sprijecile potencijalne

komplikacije. (12)


https://www.ezmedlearning.com/blog/type-1-diabetes-mellitus-symptoms-treatment
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1.4 Secerna bolest tipa 2

Dijabetes tipa 2 je kroni¢na bolest koju karakterizira visoka koncentracija
glukoze u krvi. Mnogo je cesSci od dijabetesa tipa 1, a sli¢ni su po visokoj
razini Secera u krvi. Dijabetes tipa 2 nastaje kada izostaje normalan ucinak
inzulina, a to je prijenos glukoze iz krvi u unutrasnjost stanica. Ovo se
stanje naziva inzulinska rezistencija. U tom stanju gusteraca reagira na
porast razina glukoze u krvi sintezom i otpustanjem dodatnog inzulina u
krvi. S vremenom se otpornost tijela na inzulin pogorsava i gusteraca
proizvodi sve viSe inzulina. Kao rezultat toga u prvoj fazi bolesti imamo

prisutnu i hiperglikemiju i hiperinzulinemiju u krvi. ( Slika 1.3) (14)
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Slika 1.3 Porast koncentracija glukoze uzrokovan dijabetesom tipa 2



Izvor: https://www.drugwatch.com/health/diabetes/

Simptomi dijabetesa 2 ukljucuju pretjerano mokrenje, zed i glad, gubitak
tezine, povecanu osjetljivost na infekcije, umor, zamagljen vid. Ekstremno
visoke razine Secera u krvi takoder mogu dovesti do opasne komplikacije
zvane hiperosmolarni sindrom, po zivot opasan oblik dehidracije.
Nekontrolirano lijeCenje dijabetesa tipa 2 takoder moze uzrokovati
simptome. Previse lijekova za snizavanje glukoze, u odnosu na unos
hranom, moze dovesti do komplikacije niske razine Secera u krvi zvane
hipoglikemija C¢iji su simptomi znojenje, drhtanje, vrtoglavica, glad,

zbunjenost, napadaji i gubitak svijesti. (14)

Dijabetes tipa 2 utjeCe na brojne organske sustave tijela. Moze uzrokovati
ozbiljne, potencijalno po Zivot opasne komplikacije kao Sto su ateroskleroza
(nakupljanje masti u stijenkama arterija), retinopatija (zahvada straznji dio
oka mreznicu i retinu), neuropatija (oSteéenje zivaca), problemi sa
stopalima na kojima nastaju rane i mjehuri, nefropatija (osStecenje
bubrega). (14)

Najcesci nacin otkrivanja Seéerne bolesti tipa 2 je rutinskim pregledom krvi
kada nalazi pokazu povisene vrijednosti glukoze u krvi i urinu i prije pojave

simptoma.

Laboratorijski testovi takoder se rutinski koriste kako za dijagnozu tako i za
procjenu dijabetesa, a ukljucuju: test glukoze u plazmi (FPG) nataste,
oralni test tolerancije glukoze (OGTT), slucajni test glukoze u krvi neovisno
o obroku, hemoglobin A1C (glikirani hemoglobin), kreatinin u krvi i

mikroalbumin u urinu te lipidni profil. (14)

U vecini slucajeva lijeCenje dijabetesa tipa 2 zapocinje smanjenjem tjelesne
tezine putem promjene rezima prehrane i provodenjem tjelovjezbe. Zdrava
prehrana za osobu s dijabetesom znaci nizak udio zasi¢enih masti i

kolesterola, hranu bez ikakvih trans masti, nizak udio ukupnih kalorija. Kod
8


https://www.drugwatch.com/health/diabetes/

bolesnika kojima su potrebni lijekovi, najcesée se koriste sulfonilureja i
metformin koji povecavaju produkciju rezidualnog inzulina ili osjetljivost na
inzulin. (14)

1.5 Dijabeticka bolest bubrega

Dijabeticka bolest bubrega (DKD) razvija se u otprilike 40% bolesnika s

dijabetesom i vodecdi je uzrok kroni¢ne bubrezne bolesti u svijetu. (15)

Cimbenici rizika za dijabeticku bolest bubrega konceptualno se mogu
klasificirati kao cimbenici osjetljivosti (npr. dob, spol, rasa/etnicka
pripadnost i obiteljska povijest), ¢imbenici inicijacije (npr. hiperglikemija i
AKI) i c¢imbenici progresije (npr. hipertenzija, prehrambeni cimbenici i
pretilost). Dva najistaknutija utvrdena cimbenika rizika su hiperglikemija i
hipertenzija. Hiperglikemija je primarni etioloski ¢imbenik odgovoran za
razvoj dijabetiCke bolesti bubrega. Prisutna hiperglikemija uzrokuje,
viSestruke patofizioloSke poremecaje koji ukljucuju hipertenziju,
promijenjenu tubuloglomerularnu povratnu spregu, bubreznu hipoksiju,
lipotoksi¢nost, ozljedu podocita, wupalu, disfunkciju mitohondrija,
poremecenu autofagiju i povecanu aktivnost izmjenjivaca natrij-vodik koji
posljedi¢no pridonose progresivnoj glomerularnoj sklerozi i padu brzina

glomerularne filtracije. (Tablica 1.1) (15, 16)



Tablica 1.1 Utjecaj faktora rizika na dijabeticku bolest bubrega

Faktor rizika Osjetljivost Inicijacija Progresija
Demografski

Starija dob +

spol (muskarci) +

Rasa/etnicka pripadnost (crnci,
americki Indijanci,

hispanoamerikanci, stanovnici + +
azijskih/pacifi¢kih otoka)
Nasljedno
Obiteljska povijest dijabeticke +
bolesti bubrega
Genetska bolest bubrega +
Sistemska stanja
Hiperglikemija + + +
Pretilost + + +
Hipertenzija + +
Ozljede bubrega
AKI + +
Toksini + +
PusSenje + +
Cimbenici prehrane
Visoki unos proteina + +

Klinicka dijagnoza dijabeticke bolesti bubrega temelji se na mjerenju eGFR-
a i albuminurije zajedno s klinickim znacajkama, poput trajanja dijabetesa
i prisutnosti dijabetiCke retinopatije. DKD se klinicki identificira trajno
visokim omjerom albumina i kreatinina u mokraéi =230 mg/g i/ili odrzivim
smanjenjem eGFR ispod 60 ml/min po 1,73 m 2. (15) eGFR (procijenjena
brzina glomerularne filtracije) mjera je koja pokazuje funkcioniraju li
bubrezi i koliko dobro i ispravno filtriraju. eGFR se procjenjuje na temelju
koncentracije kreatinina u krvi, dobi, spola. Kreatinin je otpadni proizvod

metabolizma u krvi, filtrira se putem bubrega kako bi se izlu€io urinom iz
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organizma. Ukoliko su bubrezi zahvaceni odredenom patologijom, kreatinin

se nakuplja u krvi. (30)

1.6 Dijabeticka retinopatija

Dijabeticka retinopatija (DR) ozbiljna je komplikacija dijabetesa koja
ugrozava vid i uzrokuje progresivho ostecenje mreznice, ovojnice na
straznjem dijelu oka osjetljive na svjetlost. Tijekom vremena, dijabetes
oStecuje male krvne zile u cijelom tijelu, ukljucujuci mreznicu. Dijabeticka
retinopatija se javlja kada ove sicusne krvne zile propustaju krv i druge
tekucine, to uzrokuje oticanje retinalnog tkiva, sto rezultira mutnim ili
zamudéenim vidom. Bolest mreznice krajnja je organska manifestacija
dijabetesa. (17)

Medu pacijentima u dobi od 25 do 74 godine, dijabeti¢ka retinopatija je
vodecdi uzrok gubitka vida u cijelom svijetu. Do 2030. procjenjuje se da ce
191,0 milijun ljudi u svijetu imati dijabeticku retinopatiju, a otprilike 56,3
milijuna imat c¢e dijabeticku retinopatiju opasnu po vid. Kohorta
Wisconsinske epidemioloske studije dijabeticke retinopatije (WESDR)
pokazala je da nakon 20 godina dijabetes melitusa 99% pacijenata s tipom
1 i 60% pacijenata s tipom 2 pokazuje odredeni stupanj retinopatije. Postoji
i nekoliko drugih klju¢nih ¢imbenika rizika za razvoj dijabeticke retinopatije
osim godina od postavljanja dijagnoze i tipa dijabetesa. Uz to, poviSene
razine hemoglobina Alc (HbA1lc) i krvni tlak povezani su s poveéanim

rizikom od dijabeticke retinopatije. (18)

Dijabeticka retinopatija obi¢no zahvaca oba oka. Sto dulje osoba ima
dijabetes, veca je vjerojatnost da ce razviti dijabeticku retinopatiju. Ako se
ne lijeCi, dijabeticka retinopatija moze uzrokovati sljepoc¢u. Kada ljudi s

dijabetesom imaju duga razdoblja visokog Secera u krvi, tekuéina se moze
11



nakupiti u leé¢i unutar oka koja kontrolira fokusiranje. To mijenja
zakrivljenost le¢e, Sto dovodi do promjena u vidu. Medutim, nakon Sto se
razina Secera u krvi kontrolira, obi¢no se le¢a vrac¢a u svoj izvorni oblik i vid
se poboljsava. Bolesnici s kontroliranim dijabetesom u smislu kradih
epizoda hiperglikemije usporit ¢e pojavu i napredovanje dijabeticke
retinopatije. (17)
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Slika 1.4 Usporedba oka zdrave osobe i osobe s dijabetickom retinopatijom

Izvor:https://www.aoa.org/healthy-eyes/eye-and-vision-

conditions/diabetic-retinopathy?sso=y

Prilikom oStecenja krvnih zila moze doci do gubitka vida na 2 nacina:

e Tekucina moze iscuriti u makulu, podrucje mreznice odgovorno za
jasan sredisSnji vid. Iako mala, makula je dio mreznice koji nam
omogucuje da vidimo boje i fine detalje. Tekucina uzrokuje oticanje
makule, Sto rezultira zamagljenim vidom.

e U pokusaju poboljsanja cirkulacije krvi u mreznici, na njezinoj
povrsini mogu se stvoriti nove krvne zile. Ove krhke, abnormalne

krvne zile mogu propustati krv u straznji dio oka i blokirati vid. (17)
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Druge komplikacije dijabeticke retinopatije ukljucuju odvajanje mreznice
zbog stvaranja oziljnog tkiva i razvoja glaukoma. Glaukom je bolest oka
kod koje dolazi do progresivnog ostecenja vidnog zivca. Kod DR, nove krvne
Zile rastu u podrucje oka koje odvodi tekuéinu iz oka. To jako povisuje ocni
tlak, Sto ostecuje vidni zivac. (Slika 1.4) (17)

1.6.1 Patologija dijabeticke retinopatije

Primarna briga su ¢imbenici koji dovode do oStecenja vida u ovoj populaciji
pacijenata. Tri navedene stavke temelj su ovog procesa bolesti, a njihova

prisutnost moze se povezati s tezinom bolesti.
1. Kapilarno propustanje
2. Okluzija kapilara

3. Retinalna ishemija (retinalna neovaskularizacija, krvarenje u staklastom

tijelu, trakcijska ablacija retine, neovaskularni glaukom)

Razlic¢iti ¢cimbenici mogu utjecati na pojavu dijabeticke retinopatije. Osobe
s dijabetesom tipa 1 ili tipa 2 izloZene su riziku od razvoja dijabeticke
retinopatije. Sto dulje osoba ima dijabetes, veéa je vjerojatnost da cée
razviti bolest, osobito ako je dijabetes loSe kontroliran. Takoder, i geografski
polozaj ima veliki utjecaj- Hispanoamerikanci i Afroamerikanci izlozeni su
vecem riziku od razvoja bolesti. Nadalje, osobe s drugim zdravstvenim
stanjima, poput visokog krvnog tlaka i visokog kolesterola, izlozene su
vecem riziku, kao i oni s obiteljskom povijesti bolesti. Takoder, trudnice su
izlozene vecem riziku od razvoja dijabetesa i dijabeticke retinopatije. Ako
Zena razvije gestacijski dijabetes, ona ima vedi rizik od razvoja dijabetesa

tijekom Zzivota. (17)

13



1.6.2 Dijagnoza dijabeticke retinopatije

Simptomi smanjenog vida ili fluktuiraju¢eg vida (edem lece ili makule),
pricinjavanje mrlja (krvarenje u staklastom tijelu) ili defekti vidnog polja

(trakcijsko odvajanje) ukazuju na dijabeticku retinopatiju. (18)

Dijabeticka retinopatija moze se dijagnosticirati sveobuhvatnim ocnim
pregledom. Potrebno je obaviti pregled procjepnom svjetiljkom i pregled
proSirenog fundusa. Treba pazljivo provijeriti prisutnost abnormalnih krvnih
Zila na Sarenici [neovaskularizacija Sarenice (NVI) ili rubeoza], katarakta
(povezana s dijabetesom) i stanice staklastog tijela (krv u staklastom tijelu
ili pigmentirane stanice ako postoji ablacija retine s stvaranje rupa).
Intraokularni tlak (IOP) treba provijeriti posebno kada se vidi NVI. Pregled
proSirenog fundusa trebao bi ukljucivati pregled makule (kontaktne lece ili
beskontaktne lec¢e) kako bi se potrazile mikroaneurizme, krvarenja, tvrdi
eksudati, mrlje od vate i oticanje mreznice (DME). Opticki disk i podrucje
koje ga okruzuje (za jedan promjer diska) treba ispitati na prisutnost
abnormalnih novih krvnih zila (neovaskularizacija diska, NVD), bljedilo

glave optickog zivca ili glaukomske promjene. (18)

Fluoresceinska angiografija (FA) moze se koristiti za odredivanje stupnja
ishemije ili prisutnosti retinalnih vaskularnih abnormalnosti. Podrucja
mikroaneurizmi pojavljuju se kao hiperfluorescentne mrlje. Podrucja NVD
takoder pokazuju curenje na FA. Podrucja ispadanja kapilara i neperfuzije

izgledat ¢e hipofluorescentno. (18)

Opticka koherentna tomografija (OCT) korisna je za odredivanje prisutnosti
i lokacije intraretinalne i/ili subretinalne tekucine kao i za mjerenje debljine
retine. OCT se moze provoditi sekvencijalno kako bi se utvrdilo reagira li

makularni edem na terapiju. (18)
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Dijabeticka retinopatija se dijeli na dvije vrste: neproliferativha i
proliferativha dijabeticka retinopatija. Znacajka koja razlikuje ove dvije
kategorije je prisutnost (proliferativno) ili odsutnost (neproliferativno)
abnormalnih novih krvnih Zila (mreznica, opticki disk ili neovaskularizacija
Sarenice/kuta). (17,18)

1.6.3 Klasifikacija neproliferativne dijabeticke retinopatije

Neproliferativna dijabeticka retinopatija (NPDR) je rani stadij bolesti u
kojem ce simptomi biti blagi ili nepostojeci. Kod NPDR-a, krvne ZzZile u retini
su oslabljene. Si¢usna izbocenja u krvnim zilama, koja se nazivaju
mikroaneurizmme, mogu ispustati tekuéinu u mreznicu. Ovo curenje moze

dovesti do oticanja makule. (17)

Neproliferativna dijabeticka retinopatija moze se klasificirati u blage,
umjerene ili teSke stupnjeve na temelju prisutnosti ili odsutnosti retinalnog
krvarenja, abnormalnog nabora venske stijenke (venskog nabora) il
abnormalnog vaskularnog nalaza (intraretinalne mikrovaskularne

anomalije ili IRMA).
Blagi : nekoliko mikroaneurizmi

Umjereno : povecan broj mikroaneurizmi i mrlja krvarenja. Mogu biti

prisutni tvrdi eksudati (tekucina koja se izlijeva iz krvnih Zila).

TeSka : "pravilo 4-2-1" -- 4 kvadranta difuznih retinalnih krvarenja i
mikroaneurizmi, 2 ili viSe kvadranata venskih zrnaca ili 1 ili viSe kvadranata
IRMA
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U fazi NPDR-a obi¢no se ne provodi lijeCenje iako postoje dokazi da
injekcije antivaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) mogu pomodi u

smanjenju ozbiljnosti retinopatije i smanjiti rizik od komplikacija s vidom.

1.6.4 Faze NPDR
1. Blaga NPDR

Prvi od stadija dijabeticke retinopatije karakterizira oteklina poput balona u
odredenim podrucjima krvnih Zila mreznice koja se nazivaju
mikroaneurizmme. Ova faza rijetko utjeCe na vid ili zahtijeva lijeCenje, ali
signalizira da je doSlo do osteéenja oka i povecanog rizika od progresije
bolesti. (Slika 1.5)

U ovoj fazi, pacijent se mora educirati o moguéim posljedicama dijabetesa,
istodobno poduzimajuci korake za bolju kontrolu Secera u krvi i promjenu
prehrane te smanjujudi rizik od progresije dijabeticke retinopatije i gubitka
vida. Subjekti kao Sto su zdravstveni sustavi, tvrtke za procjenu
zdravstvenih rizika i obveznici osiguranja trebali bi osigurati da se pacijenti
redovito testiraju na prisutnost dijabeticke retinopatije kako bi je otkrili Sto
je prije moguce. Preventivni pregledi koje obavljaju zdravstveni djelatnici
tijekom kuénih zdravstvenih procjena ili tijekom posjeta primarnoj
zdravstvenoj zastiti izvrsni su nacini da se dijabeticka retinopatija otkrije

Sto je ranije moguce. (19)
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Slika 1.5 Oko u fazi blage NPDR

Izvor: https://retinalscreenings.com/blog/diabetic-retinopathy-stages/

2. Umjerena NPDR

Sljededi stadij dijabeticke retinopatije karakterizira oStec¢enje nekih krvnih
Zila u mreznici, Sto rezultira istjecanjem krvi i tekuéine u tkivo mreznice.

Ova tekucina moze uzrokovati gubitak vida. (Slika 1.6)

Koristenje fotografije o¢ne pozadine (fundusa) tijekom probira retine, moze
omoguciti pacijentima brzu i to¢nu procjenu. Kada je potrebno preporuca
se upucivanje stru¢njaku na daljnju procjenu i moguce lijeCenje. Bolja
kontrola Secera u krvi i daljnja procjena klju¢ni su za potencijalno

poboljSanje i u konacnici ocuvanje vida pacijenta. (19)
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Slika 1.6 Oko u fazi umjerene NPDR

Izvor: https://retinalscreenings.com/blog/diabetic-retinopathy-stages/

3. Teski NPDR

Ako se nastavi neadekvatna kontrola dijabetesa, viSe krvnih zila se ostecuje
i blokira s jos veéim istjecanjem krvi i tekuéine u mreznicu, Sto rezultira
mnogo veéim utjecajem na vid. U ovoj fazi gotovo je uvijek neophodno
pravovremeno upucivanje oftalmologu. Dobrim terapijskim pristupom

izgubljeni vid se moze popraviti. (Slika 1.7) (19)

Slika 1.7 Oko u fazi teSke NPDR

Izvor: https://retinalscreenings.com/blog/diabetic-retinopathy-stages/
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1.6.5 Proliferativna dijabeticka retinopatija

Proliferativna dijabeticka retinopatija (PDR) je napredniji oblik bolesti. U
ovoj fazi problemi s cirkulacijom liSavaju mreznicu kisika. Kao rezultat toga,
nove, krhke krvne zile mogu poceti rasti u mreznici i u staklastom tijelu,
tekucini nalik gelu koja ispunjava straznji dio oka. Nove krvne zile mogu

ispustati krv u staklasto tijelo, Sto zamagljuje vid. (Slika 1.8) (17)
Obiljezja visokog rizika
NVD > 1/4 do 1/3 povrsine diska

Svaki NVD povezan s krvarenjem u staklastom tijelu ili preretinalnim

krvarenjem

Svaki NVE povezan s krvarenjem u staklastom tijelu ili preretinalnim

krvarenjem

To je progresivno i Cesto zahtijeva lijeCenje kako bi se sprijecilo krvarenje i
stvaranje oziljnog tkiva, osobito kod pacijenata koji imaju karakteristike

visokog rizika. (18)

Slika 1.8 Oko u fazi proliferativne dijabetic¢ke retinopatije

Izvor: https://retinalscreenings.com/blog/diabetic-retinopathy-stages/
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LijeCenje dijabeticke retinopatije varira ovisno o proSirenosti bolesti.
Osobama s dijabetickom retinopatijom najceSée je potrebna laserska
operacija kako bi se sprijecilo curenje drugih krvnih zila. Lijecnik,
specijalista oftalmologije i optometrije moze ubrizgati lijekove u oko kako
bi smanjio upalu ili zaustavio stvaranje novih krvnih zila. Osobama s
uznapredovalim slucajevima dijabeticke retinopatije moze biti potreban
kirurski postupak za uklanjanje i zamjenu tekucine nalik gelu u straznjem

dijelu oka, koja se naziva staklasto tijelo. (17)

Osobama oboljelima od dijabetesa, savjetuje se uzimanje propisanih
lijekova, kontrola Secera u krvi (kontrola glikemije), pridrzavanja dijete i
redovitog vjezbanja, kontrole visokog krvnog tlaka i izbjegavanje alkohola

i puSenja kako bi se sprijecio ili usporio razvoj dijabeticke retinopatije. (17)

Laserski tretman (fotokoagulacija) koristi se za zaustavljanje istjecanja krvi
i tekuc¢ine u mreznicu. Laserska zraka svjetlosti moze se koristiti za
stvaranje malih opeklina u podrucjima mreznice s abnormalnim krvnim
zilama kako bi se pokusSalo zatvoriti curenje. LijeCenje dijabeticke
retinopatije ovisi i o stadiju bolesti. Cilj svakog lijeCenja je usporiti ili
zaustaviti napredovanje bolesti. U ranim stadijima neproliferativne
dijabeticke retinopatije, redovito pracenje moZze biti jedino lijeCenje.
Pridrzavanje savjeta lijeCnika o prehrani i tjelovjezbi te kontrola razine

Secera u krvi moze pomodi u kontroli napredovanja bolesti. (17)

Injekcije lijekova u oko imaju za cilj zaustaviti stvaranje abnormalnih krvnih
Zila i mogu pomodi u usporavanju Stetnih ucinaka dijabeti¢ke retinopatije.
Ako bolest napreduje, abnormalne krvne zile mogu propustati krv i tekuéinu
u mreznicu, Sto dovodi do edema makule. Rasireni rast krvnih Zila u
mreznici, koji se javlja kod proliferativne dijabeticke retinopatije, moze se
lijeciti stvaranjem uzorka rasprsenih laserskih opeklina po mreznici. To
uzrokuje smanjenje i nestanak abnormalnih krvnih Zzila. Ovim postupkom
moze dodi do gubitka dijela bo¢nog vida kako bi se sacuvao sredisnji vid.
(17)
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1.7 Vitamin D

Vitamin D, prvi put identificiran kao vitamin topiv u mastima i pomaze tijelu
da apsorbira i zadrzi kalcij i fosfor, sada je prepoznat kao prohormon.
Takoder, laboratorijske studije pokazuju da vitamin D moze smanjiti rast
stanica raka, pomoci u kontroli infekcija i smanjiti upalu. Jedinstveni aspekt
vitamina D kao hranjive tvari je da ga ljudsko tijelo moze sintetizirati

djelovanjem sunceve svjetlosti. (20,21)

Vitamin D, takoder poznat kao kolekalciferol, sastoji se od skupine
sekosterola topivih u mastima. Dva glavna oblika su vitamin D 2 i vitamin
D 3 . Vitamin D 2 (ergokalciferol) uglavhom sintetiziraju ljudi i dodaje se
hrani, dok se vitamin D 3 (kolekalciferol) sintetizira u ljudskoj kozi iz 7-
dehidrokolesterola, a takoder se konzumira prehranom putem unosa hrane
zivotinjskog podrijetla. I vitamin D 3 i vitamin D 2 sintetizirani su
komercijalno i nalaze se u dodacima prehrani ili obogaéenoj hrani. D 2i D
3 oblici se razlikuju samo po strukturi bo¢nog lanca. Razlike ne utjecu na
metabolizam (tj. aktivaciju), a oba oblika djeluju kao prohormoni.
ZabiljeZzeno je da kada se aktiviraju, oblici D 2 i D 3 pokazuju identi¢ne
reakcije u tijelu, a snaga povezana sa sposobnoscu lijeCenja rahitisa
uzrokovanog nedostatkom vitamina D je ista (Fieser i Fieser, 1959 .; Jones
et al., 1998 ; Jurutka i sur.,, 2001). Eksperimentalne studije na zivotinjama
pokazale su da je vitamin D 2 manje toksi¢an od vitamina D 3, ali to nije
dokazano kod ljudi. Meta-analiza randomiziranih kontroliranih ispitivanja
koja su usporedivala ucinke dodataka vitamina D 2 i D 3 na razine u krvi
otkrila je da suplementi D 3 viSe podizu koncentraciju vitamina u krvi i
odrzavaju te razine dulje nego suplementacija s D 2. Neki stru¢njaci navode
vitamin D 3 kao preferirani oblik jer se proizvodi u tijelu i nalazi se u vecini

namirnica koje prirodno sadrze vitamin. (20,21)

Dostatnost zaliha vitamina D odreduje se mjerenjem koncentracije 25-

hidroksivitamina D u serumu. Razgranic¢enja izmedu manjka (< 20 ng/ml),
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insuficijencije (20-30 ng/ml) i optimalne (30-80 ng/ml) koncentracije u
serumu su kontroverzna. Vitamin D u dozama od 800-5000 IU/dan
poboljSava zdravlje misSi¢no-kostanog sustava (npr. smanjuje stopu
prijeloma i padova u starijih odraslih osoba (u dobi = 65 godina). U
bolesnika s dokumentiranim nedostatkom vitamina D, kumulativna doza od
najmanje 600 000 IU davanja tijekom nekoliko tjedana Cini se nuznim za
popunjavanje zaliha vitamina D. Pojedinacne velike doze od 300 000-500
000 IU treba izbjegavati. Dodatak vitamina D ne treba se ordinirati rutinski

drugim populacijama pacijenata.

Malo je namirnica koje su prirodno bogate vitaminom D 3. Najbolji izvori su
meso, masne ribe i ulja riblje jetre. Manje koli¢ine nalaze se u Zumanjcima,
siru i govedoj jetri. Mnoge namirnice i dodaci prehrani obogaceni su
vitaminom D poput mlijecnih proizvoda i zitarica, ulje jetre bakalara, losos,
sabljarka, tuna, sok od narance obogacden vitaminom D, mlijeko i biljno

mlijeko obogaceno vitaminom D, sardine, goveda jetra. (21)

1.7.1 Ultraljubicasto svijetlo

Vitamin D 3 moze nastati kada se steroid nazvan 7-dehidrokolesterol
razgraduje suncevim UVB svjetlom. Koli¢ina apsorbiranog vitamina moze
uvelike varirati. Ono Sto smanjuje izlozenost UVB svjetlu i stoga smanjuje
apsorpciju vitamina D koristenje je kreme za sunc¢anje, nosenje odjece koja
prekriva kozu, tamniji tonovi koze zbog vece koli¢ine pigmenta melanina,
koji djeluje kao vrsta prirodne zastite od sunca. Nadalje, i starija dob kada
dolazi do smanjenja razine 7-dehidrokolesterola i promjena na kozi, te
populacija koja ¢e vjerojatno viSe vremena provoditi u zatvorenom
prostoru. Takoder i odredena godiSnja doba i zivot na sjevernim

geografskim Sirinama iznad ekvatora gdje je UVB svjetlo slabije. (21)
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1.7.2 Nedostatak vitamina D

Nedostatak vitamina D moze nastati zbog nedostatka u prehrani, slabe
apsorpcije ili metabolicke potrebe za veéim kolicinama. Ljudi koji ne
podnose ili ne jedu mlijeko, jaja i ribu, poput onih s intolerancijom na
laktozu ili koji slijede vegansku prehranu, izlozeni su veéem riziku od
nedostatka. Epidemioloski dokazi povezuju nedostatak vitamina D s
autoimunim bolestima, rakom, kardiovaskularnim bolestima, depresijom,
demencijom, zaraznim bolestima, slabljenjem misi¢no-kosStanog sustava
itd. Osobe s upalnom boles¢u crijeva (ulcerozni kolitis, Crohnova bolest) il
drugim stanjima koja ometaju normalnu probavu masti imaju povedan rizik
od nedostatka jer je vitamin D topiv u mastima i ovisi o sposobnosti crijeva

da apsorbiraju masnoce iz hrane.

Ljudi koji su pretili obi¢no imaju niZu razinu vitamina D u krvi. Vitamin D se
nakuplja u visku masnog tkiva, ali nije lako dostupan za koristenje tijelu
kada je to potrebno. Za postizanje zeljene razine u krvi mogu biti potrebne
vece doze suplementacije vitaminom D. Suprotno tome, razine vitamina D

u krvi rastu kada pretile osobe izgube tezinu.

Osobe koje su bile podvrgnute operaciji zelu¢ane premosnice, kojom se
obi¢no uklanja gornji dio tankog crijeva gdje se vitamin D apsorbira takoder

mogu imati problem nedostatka vitamina D. (21)

Dugotrajni nedostatak vitamina D moze dovesti do razli¢itih komplikacija
kao Sto je rahitis, odnosno stanje u dojencadi i djece s mekim kostima i
deformacijama kostura uzrokovano nesposobnoscu kostanog tkiva da
o¢vrsne. Takoder, nerijetko se pojavi i osteomalacija, bolest koju
karakterizira ,omekSavanje" kostiju zbog reducirane apsorpcija kalcija u

probavnom sustavu. (21)
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1.7.3 Toksicnost vitamina D

Toksi¢nost vitamina D najcesce se javlja zbog prekomjerenog uzimanja
dodataka prehrani. Male koli¢ine vitamina koje se nalaze u hrani vjerojatno
nece dosedi toksicnu razinu, a velika koli¢ina izlozenosti suncu ne dovodi
do toksi¢nosti jer visak topline na kozZi sprjeCava stvaranje vitamina D 3.
Ne savjetuje se dnevno uzimanje dodataka vitamina D koji sadrze vise od

4000 IU osim ako se ne prati pod nadzorom lijecnika.

Simptomi toksic¢nosti su anoreksija, gubitak tezine, nepravilan rad srca,
otvrdnuce krvnih ZzZila i tkiva zbog povecane razine kalcija u krvi, sto

potencijalno dovodi do ostedenja srca i bubrega. (21)

1.8 Lipokalin udruzen s neutrofilnom gelatinazom (NGAL)

Lipokalin povezan s neutrofilnom gelatinazom (NGAL) protein je od 25 kDa,
dio je superporodice lipokalina i prvotno je pronaden u aktiviranim
neutrofilima. Kasnija istrazivanja pokazala su da ga sadrzavaju i stanice
bubreznih tubula gdje se NGAL sintetizira kao odgovor na bubrezna
oboljenja. (2) Razine NGAL su poviSene u razli¢itim patoloskim stanjima,
ukljucujudi akutnu ili kroni¢nu ozljedu bubrega, neoplaziju, kroni¢ne upalne

procese, aterosklerozu i sl. (29)

NGAL je polipeptid koji je otporan na proteazu i stoga se moze lako otkriti
u urinu. U stanju dinamicke ravnoteze koncentracije NGAL u plazmi i urinu
su zanemarive. U zdravih osoba NGAL se eksprimira u niskim razinama u
razli¢itim tkivima, filtrira u glomerulu i reapsorbira u proksimalnim
tubulima. (29)
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1.9 NGAL i akutna ozljeda bubrega

Razli¢ita istrazivanja identificirala su NGAL kao osjetljiv marker za
postavljanje dijagnoze akutnog oboljenja bubrega kod ljudi. Primjer za to
je studija Mishra J. i sur. koji su testirali djecu podvrgnutu
kardiopulmonalnoj premosnici. Akutna bubrezna ozljeda (definirana kao
50%-tno povecanje kreatinina u serumu) javila se u 28% ispitanika, ali
dijagnoza koristenjem serumskog kreatinina bila je moguca tek 1-3 dana
nakon operativhog zahvata. Nasuprot tome, koncentracije NGAL u urinu
porasle su s prosjeka od 1,6 ug/L na pocetku do 147 p/L 2 sata nakon
kardiopulmonalne premosnice, a koli¢ina u serumu porasla je s prosjeka od
3,2 pg/L na pocCetku do 61 pg/L 2 sata nakon postupka. Univarijatna analiza
pokazala je znacCajnu korelaciju izmedu akutne bubrezne ozljede
koncentracije NGAL-a u wurinu i serumu nakon 2 sata i vremena
kardiopulmonalne premosnice. Koncentracija NGAL-a u urinu 2 sata nakon
kardiopulmonalne premosnice bila je najja¢i neovisni prediktor akutne

bubrezne ozljede. (6)

Rezultati navedene studije sukladni su sa studijom Wagener G. i sur. koja
je istrazivala odrasle bolesnike koji su razvili akutno bubrezno zatajenje
nakon kardiokirurskog zahvata. Srednje koncentracije NGAL-a u urinu kod
pacijenata koji su razvili zatajenje bile su znacajno vise rano nakon
operacije u usporedbi s pacijentima koji bolest nisu razvili. Srednje
koncentracije NGAL u urinu nastavile su rasti i ostale su znacajno vise 3 i
18 sati nakon operacije srca u bolesnika s AKI. Nasuprot tome, NGAL u
mokrac¢i u bolesnika bez bubreznog oboljenja brzo se smanjio nakon
operacije srca. Rezultati navedene studije ukazuju da urinarni NGAL moze
biti koristan rani biomarker AKI-a nakon operacije srca. Ovi nalazi mogu
olaksSati rano otkrivanje akutne bubrezne ozljede i potencijalno sprijeciti

napredovanje do akutnog zatajenja bubrega. (7)

Takoder i rezultati studije autora Quing M. i sur. potvrduju vaznost NGAL-a

kao prediktivhog biomarkera nefrotoksi¢nosti. U studiji djece koja su
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podvrgnuta elektivnoj kateterizaciji srca s primjenom kontrasta, NGAL u
urinu i plazmi predvidio je nefropatiju (definirana kao 50%-tno povecanje
serumskog kreatinina u odnosu na pocetnu koncentraciju) unutar 2 sata
nakon primjene kontrasta. Utvrdeno je da su 2-satne koncentracije NGAL

u urinu i plazmi snazni neovisni prediktori kontrastne nefropatije. (8)

1.10 NGAL i kroni¢na bolest bubrega

Razli¢ite studije dokazale su kako se NGAL pokazao kao izrazito precizan

biomarker u dijagnozi i prepoznavanju kroni¢nog bubreznog oboljenja.

Mitsnefes M. i sur. su u istrazivanju pretpostavili da NGAL u serumu takoder
moze predstavljati biomarker za kvantitativno odredivanje kroni¢ne bolesti
bubrega. Kod 45 ispitanika sa sekundarnom bubreznom displazijom,
opstruktivnom uropatijom te glomerularnim i cisticnim bolestima mjerio se
serumski NGAL, serumski cistatin C, brzina glomerularne filtracije (GFR)
klirensom Ioversola i procijenjeni GFR-a (eGFR) Schwartzovom formulom.
Koncentracije NGAL u plazmi bile su obrnuto povezane s GFR. Rezultati
studije su pokazali da su i NGAL i cistatin C u serumu korisni u dijagnozi
CKD. (10)

Studija Bolignana D. i sur. koja se bavila pacijentima s kroni¢nim bubreznim
oboljenjem pokazala je da su srednje koncentracije NGAL u urinu bile viSe
kod pacijenata oboljelih od CKD naspram koncentracija u kontrolnih
ispitanika. Nadalje, koncentracije NGAL u urinu bile su u znacajnoj korelaciji

s koncentracijama kreatinina u serumu, GFR i proteinurijom. (11)
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2. CILJ RADA

Glavni cilj ovog istrazivanja jest usporediti koncentracije markera NGAL-a
kod bolesnika s teSkom i bolesnika s umjerenom neproliferativnom

dijabetickom retinopatijom

Sekundarni ciljevi istrazivanja su:

1. usporediti koncentracije vitamina D kod bolesnika s teskim i s

umjerenim NPDR-om

2. utvrditi korelaciju izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i omjera

neutrofila i limfocita (NRL-a)

3. utvrditi korelaciju izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i omjeru

monocita i limfocita (MRL-a)
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3. ISPITANICI I METODE

U razdoblju od prosinca 2022. do ozujka 2023. godine na Klinici za o¢ne
bolesti KBC-a Split provedena je presjecna studija koja je ukljucivala 40

ispitanika.

Eticko povjerenstvo KBC-a Split dalo je odobrenje za ispitivanje, kao i svi
ukljuceni bolesnici od kojih je uzet potpisani informirani pristanak u skladu

s HelsinSkom deklaracijom.

3.1 Ispitanici

Istrazivanje je ukljucivalo ispitanike oba spola u dobi od 18 i viSe godina
koji boluju od dijabetes melitus tipa 2, neproliferativhe dijabeticke
retinopatije (NPDR) i oticanja mreznice (DME), kod kojih je bila potrebna
intravitrealna anti-VEGF terapija. Kriteriji za isklju¢enje bili su zamucenja
staklastog tijela i katarakta koje smanjuju vidljivost oc¢nog fundusa,
operacija oka unutar 6 mjeseci, prethodna vitreoretinalna operacija i
terapija laserskom fotokoagulacijom, proliferativna dijabeticka retinopatija,
akutni konjuktivitis, glaukom, sistolicki krvni tlak > 180 mmHg ili
dijastoli¢ki krvni tlak > 110 mmHg, infarkt miokarda, bolesnici s

nestabilnom ili uznapredovalom bubreznom disfunkcijom.

3.2 Anamneza i klinicki pregled

Svim ispitanicima uzeta je obiteljska anamneza uz ispunjavanje upitnika o
koristenju lijekova, a posebno antihipertenziva, lijekova za snizavanje
koncentracije lipida i hipoglikemika. Potrebni su bili podaci o trenutnom
statusu pusenja, trajanju dijabetesa kao i o tezini i visini kako bi se

izracunao izmjerio indeks tjelesne mase (ITM, engl. BMI-Body Mass Index)
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prema formuli = [tjelesna masa (kg)] / [visina na kvadrat (m2)]. Prema
smjernicama NHLBI (engl. National Heart, Lung and Blood Institute), BMI
< 18,50 kg/m?2 predstavlja pothranjenost, BMI 18,5-24,9 kg/m2 normalnu
tjelesnu masu, BMI 25,00-29,99 kg/m?2 prekomjernu tjelesnu masu, a BMI
> 30 kg/m?2 pretilost. Ukoliko nije bilo kriterija za iskljucivanje, ispitanici su

pristupili istrazivanju.

Obavljen je kompletan pregled oka, ukljucujudi dilatirani pregled fundusa,
s le¢com Volk 90D biomikroskopijom na procjepnoj lampi. Koristenjem
Medunarodnih klinickih ocjena tezine bolesti dijabetiCcke retinopatije i
dijabetickog makularnog edema Kklasificirana je ozbiljnost dijabeticke
retinopatije. Vidna ostrina (VA) mjerena je na temelju Snellenove karte.
Opticka koherentna tomografija (OCT) provedena je pomoc¢u CIRRUS 6000
OCT, kako bi se potvrdila prisutnost dijabetickog makularnog edema i
izmjerila osnovna srediSnja debljina makule (CMT) prije primjene prve
intravitrealne injekcije bevacizumaba. Sva navedena mjerenja izvrSena su
na Klinici za o¢ne bolesti KBC Split od strane doktora medicine, specijalista

oftalmologije i optometrije.

3.3 Laboratorijske analize

Pacijentima su venepunkcijom nakon noénog gladovanja uzeti uzorci
venske krvi (jedna standardna biokemijska epruveta bez antikoagulansa te
dvije epruvete za kompletnu krvnu sliku i koncentraciju HbAlc sa K3
etilendiamintetraoctena kiselinom - K3EDTA antikoagulansom) koji su se
dalje obradivali na Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC
Split u skladu s Nacionalnim preporukama za uzorkovanje venske krvi
(Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu
(HDMBLM) iz ozujka 2014. godine). Odmah po venepunkciji, uzorci su
centrifugirani za biokemijske analize dok su uzorci kompletne krvne slike i
uzorci za odredivanje koncentracije HbAlc odmah analizirani. Iz

centrifugiranih uzoraka izdvojen je serum u kojem su odredene
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koncentracije vitamina D. Koncentracije vitamina D analizirane su
imunokemijskom elektrokemoluminiscentnom metodom proizvodaca Roche

na analizatoru Cobas e801.

Na platformi proizvodaca Siemens, multiparametarskom hematoloSkom
analizatoru Advia 2120i rutinski su odredeni sljedeéi parametri kompletne
krvne slike metodama opticke protoCne citometrije, ukupan broj krvnih
stanica (eritrociti, leukociti i trombociti), retikulociti, hematokrit,
koncentracija hemoglobina, eritrocitne konstante (MCH, MCHC, MCV) te
diferencijalna krvna slika. Diferencijalna krvna slika sluzi za diferencijaciju
leukocita koje se proizvode u kostanoj srzi ili limfnim tkivima i organima.
Dijele se na limfocite, granulocite i monocite. Granulociti se sastoje od

podskupina eozinofila, bazofila i neutrofila.

Na analizatoru Tosoh G8, odredila se koncentracija HbA1C u uzorku pune
krvi. Koristila se HPLC metoda (tekucinska kromatografija visoke
ucinkovitosti) ionsko izmjenjivacka kromatografija gdje dolazi do
razdvajanja neglikiranog i glikiranog hemoglobina na temelju razlicitih

elektri¢nih naboja.

Prikupljeni su i uzorci urina kako bi se odredile koncentracije lipokalina
povezanog s neutrofilnom zelatinazom (NGAL). Analizator Abbott Alinity i
koristio se za odredivanje koncentracije NGAL-a kemiluminiscentnom
metodom. Alinity test i set reagensa za NGAL u urinu koristi mikrocestice
obloZzene monoklonskim antitijelima za detekciju NGAL-a. Radi se o
imunotestu u dva koraka za kvantitativho otkrivanje NGAL-a u ljudskom
urinu koristenjem tehnologije imunoloskog testa kemiluminiscentnih
mikrocestica. Uzorak i pufer za ispiranje se kombiniraju kako bi se dobilo
razrjedenje uzorka 1:10. Alikvot prethodno razrijedenog uzorka, pufera za
ispiranje i anti-NGAL obloZenih paramagnetskih mikrocestica se kombinira
i inkubira. NGAL prisutan u uzorku veze se na mikrocestice oblozene anti
NGAL. Smjesa se ispere. Dodaje se konjugat obiljezen anti NGAL

akridinijem kako bi se stvorila reakcijska smjesa koja se potom inkubira.
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Nakon ciklusa pranja koje slijedi nakon inkubacije dodaju se otopine za
prethodno aktiviranje (Pre-Trigger i Trigger Solutions). Rezultirajuéa
kemiluminiscentna reakcija mjeri se kao relativhe svijetlosne jedinice
(RLUs). Postoji odnos izmedu kolicine NGAL u uzorku i RLUs-ova koje je
izmjerila optika sustava, koja se ocita iz kalibracijske krivulje napravljene

tijekom postupka umjeravanja reagensa.

Interval mjerenja definiran je kao raspon vrijednosti u ng/mL, Kkoji
zadovoljava granice prihvatljive izvedbe za linearnost, nepreciznost i
pristranost. Interval mjerenja testa Alinity i NGAL u urinu je 10,0 do 1500,0
ng/mL.
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4. REZULTATI

Prosjecna dob ispitivane populacije bila je 66,8 + 9,4 godina. Skupina
bolesnika s teskim oblikom NPDR nije se razlikovala u temeljnim
karakteristikama u odnosu na skupinu s umjerenim oblikom NPDR osim u
vidnoj ostrini (0,46 (0,11-0,75) LogMAR vs. 0,65 (0,21-0,89) LogMAR, p =
0,032) i CST-u (354 (281-401) pm vs. 394 (324-470) um, p = 0,003).

Tablica 2. Temeljne karakteristike ispitivane populacije.

Ukupna Umjerena Teska
Parametar populacija NPDR NPDR p¥*
(n = 29) (n =16) (n=13)
Dob (godine) 66,8 = 9,4 67,2+8,1 67,1+£9,9 0,745
Zenski spol, n (%) 12 (41,4) 8 (50,0) 4 (30,8) 0,304
Pugenje, n (%) 20 (25,6) 4 (25,0) 5(38,5) 0,444
Duljina trajanja
gecerne bolesti 17,5+ 11,2 17,6 £10,1 17,3+ 10,3 0,758
(godine)
(HO'/E)erte”Z'Ja' : 12 (41,4) 8 (50,0) 4(30,8) 0,304
eGFR
(ml/min/1,73 m2) 68,4 + 24,4 67,4 22,4 67,9+ 24,6 0,832
Indeks tjelesne 27,1 (24,5- 26,6 (24,1- 27,3 (24,9- 0.223
mase (kg/m?) 29,7) 30,2) 30,2) !
HbA1c (%) 7,5 (6,5-8,8) 7,6 (6,5-8,7) 7'58(26)'3' 0,455
'fgg/t[)of'“ (x 4,7 +1,3 43+1,1 45+1,3 0,554
Limfociti (x 10°/L) 2,2 +0,8 2,2 0,9 2,105 0,395
Monociti (x 10°/L) 0,45 £ 0,21 0,49 £ 0,10 0,52 +£0,21 0,466
NLR 2,0 (1,7-2,8) 2,0 (1,6-2,3) 2'12(3)'7' 0,524
0,23 (0,18- 0,24 (0,17- 0,26 (0,19-
MLR 0,30) 0,29) 0,39) 0334
Terapija, n (%)
Statini 16 (55,2) 11 (68,7) 5(38,5) 0,109
Oralni
antidijabetici 22 (75,9) 12 (75,0) 10 (76,9) 0,906
Inzulin 14 (52,6) 7 (43,7) 7 (53,8) 0,595
SGLT?2 inhibitori 7 (24,1) 3 (18,8) 4 (30,8) 0,460
0,52 (0,20- 0,46 (0,11- 0,65 (0,21-
BCVA (logMAR) 0.70) 0.75) 0.89) 0,032
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] 354 (281- 394 (324-
CST (um) 374 (293-440) 400) 4709 0,003

Podaci su prikazani kao n (%), medijan (intervartilni raspon) ili srednja

vrijednost £ standardna devijacija *Hi kvadrat test, Studentov t-test ili
Mann-Whitney U test. Kratice: HbAlc: hemoglobin Alc; NPDR:
neproliferativna dijabeticka retinopatija; NLR: omjer neutrofila i limfocita
(engl. neutrophil to lymphocyte ratio); MLR: omjer monocita i limfocita
(engl. monocyte to lymphocyte ratio); SGLT2: natrij-glukoza kotransporter
2 (engl. sodium glucose cotransporter 2); BCVA: ostrina vida (engl. best
corrected visual acuity); CST: prosjec¢na debljina makule (engl. central
subfield thickness).
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Koncentracije NGAL-a bile su znacajno vece u bolesnika s teskim oblik
NPDR-a u odnosu na bolesnike s umjerenim oblikom NPDR-a (62,5 (10,0-
841,0) ng/mL vs. 377,0 (180,8-1000,3) ng/mL, p = 0,020) (Slika 2).
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Slika 2. Usporedba koncentracija NGAL-a u urinu izmedu bolesnika s
umjerenom i teSkom NPDR. Kratice: NPDR: neproliferativna dijabeticka

retinopatija. * Mann-Whiteneyev U test
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Koncentracije vitamina D bile su znacajno vece u bolesnika s umjerenim
NPDR-om u odnosu na bolesnike s teskim oblikom NPDR-a (57,0 (39,8-
71,3) nmol/L vs. 42,4 (25,4-69,9) nmol/L, p = 0,006) (Slika 3).
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Slika 3. Usporedba koncentracija vitamina D izmedu bolesnika s
umjerenom i teSkom NPDR. Kratice: NPDR: neproliferativna dijabeticka

retinopatija. * Mann-Whiteneyev U test
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Nije utvrdena korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i NLR-a (r =

-0,105, p = 0,588) (Slika 4).
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Slika 4. Korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu ,i NLR-a. NLR:

omjer neutrofila i limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio). *

Spearmanov korelacijski koeficijent
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Nije utvrdena korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i MLR-a (r =
-0,135, p = 0,486) (Slika 5).
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Slika 5. Korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i MLR-a. MLR:

omjer monocita i limfocita (engl.

Spearmanov korelacijski koeficijent

monocyte to lymphocyte ratio). *
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5. RASPRAVA

Razli¢ita istrazivanja identificirala su NGAL kao osjetljiv marker za

uspostavljanje dijagnoze dijabeticke nefropatije i retinopatije.

U nasem istrazivanju ispitanicima je uzet uzorak urina kako bi utvrdili
koncentracije NGAL-a. Rezultati su pokazali kako su koncentracije NGAL-a
bile znacajno vece u bolesnika s teskim oblikom NPDR-a u odnosu na
bolesnike s umjerenim oblikom NPDR-a (62,5 (10,0-841,0) ng/mL vs.
377,0 (180,8-1000,3) ng/mL, p = 0,020).

Studija Chung J. i sur. za cilj je imala procijeniti odnos izmedu razina NGAL-
a i dijabeticke retinopatije u bolesnika s dijabetesom tipa 2. Srednje razine
NGAL-a u plazmi znacajno su se razlikovale prema tezini dijabeticke
retinopatije (bez dijabeticke retinopatije, 120,8 ng/ml; NPDR, 217,8 ng/ml;

PDR, 372,4 ng/ml) sSto je sukladno i s rezultatima naseg istrazivanja. (28)

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja ukazali su da su koncentracije vitamina
D bile znacajno vele u bolesnika s umjerenim NPDR-om u odnosu na
bolesnike s teskim oblikom NPDR-a (57,0 (39,8-71,3) nmol/L vs. 42,4
(25,4-69,9) nmol/L, p = 0,006).

Luo BA. i sur. proucavali su povezanost izmedu nedostatka vitamina D i
dijabeticke retinopatije kod pacijenata se dijabetesom tipa 2 meta-analizom
opservacijskih studija. Provedeno je sustavno pretrazivanje literature na
Pubmedu, Medlineu i EMBASE-u. Uklju¢eno je petnaest opservacijskih
studija koje su ukljucivale 17 664 ispitanika. U ovoj meta-analizi, pacijenti
s dijabetesom tipa 2 s nedostatkom vitamina D (serumske razine 25(0OH)D
<20 ng/mL) imali su znacajno povecan rizik od DR (omjer izgleda (OR) =
2,03, 95% intervali pouzdanosti (CI): 1,07, 3,86) i oCito smanjenje od 1,7
ng/mL (95% CI: -2,72, -0,66) u vitaminu D u serumu. Zaklju¢no, dokazi iz
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ove meta-analize ukazuju na povezanost izmedu nedostatka vitamina D i
povecanog rizika od dijabeticke retinopatije u bolesnika s dijabetesom tipa
2. (22)

Istrazivanje Nadri G. i sur. ispitivalo je korelaciju izmedu razine vitamina D
u serumu i tezine dijabeticke retinopatije u bolesnika sa Secernom bolesc¢u
tipa 2 te su takoder zakljudili da niske razine vitamina D u serumu koreliraju

s povecanom tezinom dijabeticke retinopatije. (23)

Oba istrazivanja sa svojim rezultatima podudaraju se s rezultatima naseg

istrazivanija.

Omjer monocita i limfocita (MLR) je apsolutni broj monocita podijeljen s
apsolutnim brojem limfocita, a omjer neutrofila i limfocita (NLR) je

apsolutni broj neutrofila podijeljen s apsolutnim brojem limfocita.

Novi dokazi upucuju na to da su MLR i NLR novi potencijalni markeri upalnih

odgovora.

Cilj istrazivanja El Tawab SS i sur. bio je ispitati NLR kao biomarkera za
otkrivanje pretklinicke retinopatije u bolesnika s dijabetesom tipa 2. Dosli
su do zakljuCka da je omjer neutrofila i limfocita pouzdan marker za
otkrivanje predklinicke dijabeticke retinopatije s dobrom osjetljivoscu
(89,29%) i specificnoscu (84,37%). Pronalazenje pouzdanog dostupnog
laboratorijskog testa za predvidanje PDR moglo bi pomodi u prevenciji

dijabetic¢ara od ozbiljnih o¢nih komplikacija. (26)

S rezultatima prethodno navedenog istrazivanja sukladni su i rezultati
studije Abdullah M. koja je provedena kako bi se usporedio omjer neutrofila
i limfocita (NLR) medu pacijentima sa dijabetes melitusom tipa 2 sa i bez
dijabeticke retinopatije. Utvrdeno je da je broj bijelih krvnih stanica te broj
neutrofila i limfocita kao i omjer neutrofila i limfocita (NLR) statisticki
znacajno razliCit izmedu skupina bolesnika s dijabetickom retinopatijom i

bolesnika s dijabetesom. Zakljuceno je da je NLR ucinkovit i stabilan marker
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upale te moze posluziti kao vazan prediktor u procjeni dijabetickih
retinopatija medu slucajevima bolesnika s dijabetesom melitusom tipa 2.
(27)

S druge strane, u nasem istrazivanju nismo utvrdili korelaciju izmedu
koncentracija NGAL-a u urinu i NLR-a (r = -0,105, p = 0,588).

Cilj studije Yue S. i sur. bio je procijeniti povezanost izmedu dijabeticke
retinopatije i MLR i NLR. Proveli su ispitivanje koje je ukljucivalo 247
pacijenata s dijabetesom tipa 2 (T2DM). Rezultati su pokazali da je
prosjecni NLR bio znacajno visi u bolesnika s DR u usporedbi s pacijentima
bez DR. Prosje¢na vrijednost MLR u skupini NPDR bila je viSa nego kod
pacijenata bez DR, ali nije bilo znacajnih razlika izmedu tri skupine.
Logisticka regresija pokazala je da je MLR neovisni ¢imbenik rizika za DR.
Zakljucili su da je NLR znacajno povecan kod bolesnika s DR. Takoder,
utvrdeno je da je MLR faktor rizika za DR. Iako MLR mozZe biti patofizioloski
i klinicki relevantan u DR, njegova sposobnost predvidanja bila je

ogranicena. (24)

Nadalje, Wang H. i sur. za cilj su imali istraziti povezanost izmedu MLR i
PDR u americ¢koj populaciji s dijabetesom tipa 2 na temelju DR. Ukljuceno
je ukupno 367 sudionika, medu kojima je PDR prevalencija bila 7%.
Multivarijantni regresijski modeli otkrili su da je PDR znacajno povezan s
pove¢anjem MLR od 0,1 jedinice (prilagodeni OR = 1,46, 95% CI: 1,08-
1,96) nakon Sto su sve kovarijable bile prilagodene. Zakljucak je da je MLR
znacajno povezan s PDR-om kod sudionika s T2DM. Vazan dio
laboratorijskog nalaza uz kontrolu klinickih pokazatelja za pacijente s

dijabetesom tipa 2 mozZe biti procjena MLR-a. (25)

Suprotno rezultatima navedenih studija, rezultati naseg istrazivanja nisu
potvrdili korelaciju izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i MLR-a (r = -
0,135, p =0,486) .
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Nedostatci i ograni¢enja ove studije zasnivaju se na cinjenici da se temelji
samo na rezultatima iz KBC-a Split, odnosno samo jednog klinickog
bolnickog centra, a zbog potencijalno nedostatnog broja ukljucenih

ispitanika neophodno je prosiriti i nastaviti istrazivanje.
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6. ZAKLJUCAK

Zakljucci koji proizlaze iz glavnih i sporednih ciljeva istrazivanja su sljededi:

1. Koncentracije NGAL-a bile su znacajno vece u bolesnika s teskim
oblikom NPDR-a u odnosu na bolesnike s umjerenim oblikom NPDR-
a

2. Koncentracije vitamina D bile su znacajno vece u bolesnika s
umjerenim NPDR-om u odnosu na bolesnike s teskim oblikom NPDR-
a

3. Nije utvrdena korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i NLR-
a

4. Nije utvrdena korelacija izmedu koncentracija NGAL-a u urinu i MLR-

a

Usprkos nedvojbenim rezultatima dosadasnjih istrazivanja, potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se NGAL potvrdio kao pouzdan i relevantan

biomarker za bubrezna oboljenja.
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