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POVZETEK

Akutna okvara ledvic (AOL) je resno stanje, ki pogosto nastane po operaciji srca z
zunajtelesnim krvnim obtokom (ZTO). AOL se trenutno diagnosticira s funkcionalnimi
oznacevalci, kot je merjenje koncentracije serumskega kreatinina. Kreatinin je nezanesljiv
kazalec AOL, saj se povisa dokaj pozno v klinicnem poteku AOL. Najbolj obetajo¢ novejsi
zgodnji biooznacevalec je NGAL, ki kot odziv na ledvi¢no tubulno okvaro hitro naraste v
serumu. Namen naSe naloge je bil dokazati, da koncentracija NGAL-a v serumu naraste
prej v razvoju AOL kot koncentracija kreatinina. V raziskavo so bili vkljuceni bolniki z
ishemi¢no boleznijo srca s pridruZeno stenozo aortne zaklopke ali brez. Bolnike smo po
operaciji glede na porast koncentracije kreatinina v serumu in KDIGO kriterije razdelili v
dve skupini: bolniki s PAOL in brez-PAOL. Rezultate obeh skupin smo med seboj
primerjali in jih ocenili kot statisticno znacilne pri p < 0,05. Od 43 bolnikov jih je 20 (ali
46,5 %) po operaciji razvilo akutno okvaro ledvic. Statisticno znacilno razliko v
koncentraciji kreatinina v serumu med skupinama brez-PAOL in s-PAOL smo ugotovili
prvi dan po operaciji (p = 0,035). Ta razlika se je Se povecala drugi in tretji dan po
operaciji (p < 0,0001). Koncentracija kreatinina v serumu se torej povisa dokaj pozno v
poteku razvoja AOL. Povpre¢na vrednost koncentracije NGAL-a dve uri po operaciji se je
statisticno znacilno razlikovala od predoperativne povprecne koncentracije v skupini brez-
PAOL (< 0,0001) in s-PAOL (< 0,0001). Dve uri po koncanju operacije se je vrednost
NGAL-a glede na predoperativno vrednost povecala za 2,3 krat v skupini s-PAOL in za 1,9
krat v skupini brez-PAOL. Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvisjo
vrednostjo NGAL-a v serumu v skupini s PAOL je bila 3.3 (SD = 0,97) in za kreatinin 4,6
(SD = 0,5). Tako smo potrdili naSo hipotezo, da koncentracija NGAL-a naraste prej v
razvoju AOL kot koncentracija kreatinina v serumu. Dve uri po operaciji je povprecna
koncentracija NGAL-a visja v skupini s-PAOL kot v skupini brez-PAOL, Ceprav se
statisticno ni znacilno razlikovala (p = 0,870). NaSe hipoteze, da je NGAL dober
diagnostic¢ni kazalec zgodnje okvare ledvic ne moremo zagotovo potrditi ali ovreci, saj
statisticna primerjava rezultatov med skupinama s-PAOL in brez-PAOL ni pokazala

statistiéno znacilne razlike.
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ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is a serious condition that frequently occurs after heart surgery
using cardiopulmonary bypass. AOL is currently diagnosed by functional biomarkers, like
serum creatinine measurements. Unfortunately, creatinine increase is a delayed and
unreliable indicator of AKI. The most promising early novel biomarker is NGAL, which in
response to renal tubular damage quickly rises in serum. The aim of our work was to
demonstrate, that the concentration of NGAL levels rise earlier in the development of AKI
in comparison to serum creatinine. The study included patients with ischemic heart disease
with associated stenosis of the aortic valve or without. After surgery patients have been
classified into two groups according to the KDIGO criteria: with AKI patients and without
AKI patients. The results of the two groups were compared to each other and are evaluated
as statistically significant at p < 0,05. After the operation, 20 patients out of 43 (or 46,5 %)
developed acute kidney injury. Statistically significant difference in the concentration of
creatinine in the serum between the groups with AKI and without AKI was found on the
first day after surgery (p = 0,035). This difference was further increased the second and the
third day after surgery (p < 0,0001). Serum creatinine concentration is increased relatively
late in the course of the development of AOL. The average value of the concentration of
NGAL two hours after the operation was significantly different from the pre-operational
average concentrations in a group with AKI (< 0,0001) and without AKI group (< 0,0001).
Two hours after the operation, the value of NGAL to the preoperative value has increased
by 2,3 times in the group with AKI and 1,9 times in a group without AKI. The average
value with the highest value of NGAL in the serum in the group with AKI was 3.3 (SD =
0,97) and creatinine 4.6 (SD = 0,5). We confirmed our hypothesis that the concentration of
NGAL rise earlier in the development of AOL as a serum creatinine concentration. Two
hours after surgery, the average concentration of NGAL-a was higher in the group with -
AKI patients than in the group without - AKI patients, although not with statistically
significant difference (p = 0,870). Our hypothesis that NGAL is a good diagnostic
indicator of early kidney damage cannot be definitely confirmed or disprove, since
statistical comparison of results between the groups with and without AKI did not show

statistically significant differences.
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SEZNAM OKRAJSAV

AOL - akutna okvara ledvic

ATN - akutna tubulna nekroza

PAOL - pooperativna akutna okvara ledvic

ZTO - zunajtelesni krvni obtok

RIFLE - (angl. Risk, Injury, Failure, Loss, End stage kidney disease), klasifikacija AOL
AKIN - (angl. Acute Kidney Injury Network), klasifikacija AOL

KDIGO - (angl. Kidney Disease Improving Global Outcomes), klasifikacija AOL

AT II - angiotenzin II

ATP - adenozin trifosfat

CABG - (angl. coronary artery bypass graft), operacija premostitve venc¢nih arterij

AVR - (angl. aortic valve replacement), operacija menjave aortne zaklopke

T reg - regulatorne ali supresorske T celice

CD4 - glikoprotein, ki ga na svoji povrSini izraZajo celice pomagalke, monociti, makrofagi
in dendriti¢ne celice

CD25 - a veriga IL-2 receptorja na dendriti¢nih celicah

TNF-a - (angl. tumor necrosis factor), dejavnik tumorske nekroze o

IL (interlevkini) - citokini

TGF-p - (angl. transforming growth factor beta), transformirajoci rastni faktor 3

MCP-1 - (angl. monocyte chemotactic protein-1), monocitni kemotakticni protein-1
ENA-7 — (angl. epithelial neutrophil activating peptide), epitelijski nevtrofilce aktivirajoci
peptid

ICAM-1- (angl. intercellular adhesion molecule 1), celini povrSinski glikoprotein
endotelijskih celic in celic imunskega sistema

PAF - (angl. platelet activated factor), s trombociti aktiviran faktor

RBF - (angl. renal blood flow), pretok krvi v ledvicah

ROS - (angl. reactive oxygen species), reaktivne kisikove spojine

NGAL - (angl. Neutrophil gelatinase associated lipocalin), lipokalin povezan z nevtrofilno
gelatinazo

MMP-9 — (angl. matrix metalloproteinase 9), matriksna metaloproteinaza 9

NF-kB - (angl. nuklear faktor kappa light chain enhancer of activated B-cells), jedrni

faktor, ki ima osrednjo vlogo pri uravnavanju tvorbe citokinov
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CKD - (angl. Chronic Kidney Disease), kroni¢na ledvicna bolezen

CSA-NGAL - (angl. cardiac surgery associated NGAL score), rezultat NGAL-a po sréni
operaciji

AUC - (angl. area under the curve)- povrsina pod krivuljo

ELISA - (angl. Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), encimsko imunski test

HRP - (angl. Horse-Radish Peroxidase enzyme), encim hrenova peroksidaza



1. UVOD

1.1. AKUTNA OKVARA LEDVIC

Vsako leto se na svetu opravi ve¢ kot dva milijona srénih operacij. Pooperatvna akutna
okvara ledvic (PAOL) je pogost in resen zaplet po sréni operaciji in drugi najpogostejsi
vzrok akutne okvare ledvic (AOL) v enotah intenzivne terapije (3). AOL je sindrom
hitrega zmanjSevanja ledvi¢nega delovanja zaradi zmanjSevanja glomerulne filtracije, ki se
kaze s povecevanjem serumske koncentracije kreatinina in seCnine ter zmanjSano urno
diurezo (1-3).

Eden od pomembnejSih vzrokov za pojav PAOL je uporaba ZTO (zunajtelesni krvni
obtok), (1-3). ZTO omogoca operacije na mirujo¢em, brezkrvnem srcu. Uporablja se pri
operacijah srénih zaklopk, arterijskih in ventrikularnih defektih septuma, ve€ini prirojenih
srénih napak, presaditvah srca in operacijah na prsni aorti zaradi anevrizem ali poskodb
(11). ZTO med operacijo omogoca, da kri obide zaustavljeno srce in pljuca, in zaradi
teznosti odteka iz osrednjih ven skozi umetna pljuca (osigenator) in Crpalko, ki usmeri
oksigenirano kri v eno izmed velikih arterij ali aorto (12). Po prehodu skozi osigenator kri
prehaja skozi toplotni izmenjevalec, kjer se po potrebi greje ali hladi. Zaradi stika krvi z
nefizioloskimi povrSinami cevi in oksigenatorja se sprozi nespecificni vnetni odziv
organizma z aktiviranjem komplementnega sistema, kinin- kalikreinske poti in
sprosanjem vnetnih posrednikov. Aktivira se fibrinoliza in koagulacijska pot, zato se
aktivirajo trombociti. Trombociti se zacnejo zdruzevati, kar zmanjSuje njihovo Stevilo in
oslabi funkcijo (11). Pri ZTO ima kri slabSi pretok zaradi nepulzativnega pretoka.
Kanulacija in navzkriZzno pretisnjenje aorte povecCa pretok ateroembolov do ledvic, ki
poslabSajo ishemijo in povzro€ijo vnetje. Z ZTO se aktivira simpati¢ni Zivéni sistem, ki
vpliva na poveCano sproS€anje kateholaminov in indukcijo renin-angiotenzin-
aldosteronskega sistema, kar lahko poslabsa ledvicno oksigenacijo med operacijo (6). Pri
ZTO pride do hemolize in poskodbe eritrocitov ter povisanja prostega hemoglobina v
plazmi. Prosti hemoglobin, ki je podvrZzen reakciji z vodikovim peroksidom ali
superoksidnim radikalom, lahko sproS€a prosto Zelezo v cirkulacijo, ki nato sodeluje v

biokemic¢nih reakcijah, pri ¢emer nastane hidroksilni radikal, ki poskoduje ledvi¢no tkivo.



Prosti hemoglobin in prosto Zelezo povec€ata produkcijo reaktivnih kisikovih spojin (4,6).

Na pogostost nastanka zapletov vplivajo starost bolnika, njegovo splo$no stanje in dolZina

trajanja ZTO (11).

Akutno okvaro ledvic delimo v tri skupine:

prerenalna AOL - nastane zaradi ledvi¢ne hipoperfuzije in predstavlja 55 do 60%
bolni$ni¢nih AOL

intrinzicna AOL - za njo je znacilna poskodba ledvi¢nega parenhima in zajema
priblizno 35 do 40% bolniSni¢nih AOL in obsega: akutno tubulno nekrozo (ATN),
ki je posledica akutne okvare tubulov zaradi ledviéne ishemije ali delovanja
nefrotoksicnih snovi. ATN =zajema v skupini intrinzicne AOL v 90%:
- bolezni majhnih ledvic¢nih Zil (vaskulitisi) in/ali glomerulov (glomerulonefritisi)
- bolezni velikih ledviénih Zil (npr. tromboza ledvicne arterije ali vene)
- akutne procese v tubulointersticiju

porenalna AOL - se pojavi pri akutni obstrukciji votlega sistema se€il in

predstavlja manj kot 5% AOL

Koli¢ina seca je pogosto manjSa kot 400 ml/dan (oliguricna AOL), lahko pa je normalna,

ve¢ kot 400 ml/dan. V anuri¢nih primerih je diureza manjSa kot 100 ml/dan (1,2).

Od leta 2004 se za AOL uporablja RIFLE klasifikacija:

»Risk«, tveganje za okvaro, ki jo oznaCuje poveCanje serumske koncentracije
kreatinina za 1,5 krat ali zniZzanje GF za > 25%, z diurezo < 0,5 ml/kg/h v 6 urah
»Injury«, okvara, ki jo oznacuje povecanje serumske koncentracije kreatinina za 2
krat ali zniZanje GF za > 50%, z diurezo < 0,5ml/kg/h v 12 urah

»Failure«, okvara, ki jo oznacuje pove€anje serumske koncentracije kreatinina za
3 krat oz. znizanje GF za > 75% ali serumska koncentracija kreatinina > 350
umol/l oz. porast serumske koncentracije kreatinina za > 44 umol/dan, z diurezo
< 0,3 ml/kg/h v 24 urah ali anurijo, ki traja 12 ur

»Loss«, izguba ledvi¢ne funkcije, ki traja ve¢ kot 4 tedne

»ESKD« (angl.: end stage kidney disease), kon¢na odpoved ledvic, ki traja ve¢ kot

3 mesece

RIFLE Kklasifikacija omogoca odkrivanje zgodnejSih faz AOL in primerljivost klini¢nih

rezultatov. Za opredelitev AOL je pomemben Cas nastopa spremembe serumskega

kreatinina in/ali spremembe urne diureze. PoslabSanje ledvi¢ne funkcije mora biti nenadno

(1-7 dni) in trajno (> 24 ur), (1,2,9).



RIFLE Kklasifikacija je bila leta 2007 spremenjena s strani AKIN, ki je predlagal razvrstitev
AOL, ki temelji na RIFLE Kklasifikaciji. Obe definiciji se razlikujeta v ve¢ vidikih in ni Se
jasno doloceno, katera ima boljSo klini¢no natancnost (19). Akin je visoko obcutljiv
razvrstitveni sistem, ki temelji na najnovejSih podatkih, da majhne spremembe v
serumskemu kreatininu vplivajo na klini¢ni izid obolenja. Za dolocitev razreda AOL je
potrebno izpolniti samo en kriterij (S-kreatinin ali urna diureza). Posamezniki, ki so na
dializnem zdravljenju, so razvrS¢eni v razred 3, ne glede na razred v katerem so v ¢asu

dializnega zdravljenja (18).

Preglednica I: Razredi AKIN klasifikacije AOL (17)

RAZRED | Razvrstitev AOL glede na koncentracijo | Razvrstitev AOL glede na urno

kreatinina v serumu diurezo

Povecanje S-kreatinina za > 0.3 mg/dl (>
1. 26.4 pymol/L) ali povecanje S-kreatinina | < 0.5 ml/kg/h ve¢ kot 6 ur
> 150-200% (1,5-2 krat) od zacetne

vrednosti

Povecanje S-kreatinina > 200-300% (> 2-
2. 3 krat) od zacCetne vredosti < 0.5 ml/kg/h ve€ kot 12 ur

Povecanje S-kreatinina > 300% (> 3 krat)

od zacetne vrednosti ali S-kreatinin >4.0 | < 0.3 ml/kg/h ve¢ kot 24 ur ali
3. mg/dl (= 354 pmol/L) z akutnim | anurija 12 ur

povecCanjem kreatinina najmanj 0.5 mg/dl

(44 pmol/L)

Akin diagnosti¢i kriteriji AOL temeljijo na nenadnem zmanjSanju v ledvi¢ni funkciji
znotraj 48 ur, ki je trenutno definirana kot absolutno poviSanje v serumskemu kreatininu za
veC kot ali enako 0.3 mg/dl (> 26.4 umol/L), procentualno poviSanje v serumskemu
kreatininu ve¢ kot ali enako 50% (1,5 krat od zacetne vrednosti) ali zmanjSanje v urni
diurezi (oligurija manj kot 0.5 ml/kg/h ve¢ kot 6 ur). Navedena merila vkljucujejo tako
absolutno kot odstotno spremembo v kreatininu, zaradi vpliva variacij starosti, spola in
telesne mase ter zaradi zmanjSanja potrebe po zaCetnem kreatininu, vendar zahtevajo vsaj

dve vrednosti kreatinina znotraj 48 ur. Kriterij urne diureze je bil vkljuCen na osnovi



njegove napovedne vrednosti. Diagnoza, ki sloni samo na osnovi kriterija urne diureze, bo
morala izkljuciti obstrukcijo urinarnega trakta in druge reverzibilne vzroke, ki zmanjSajo
izloCanje urina. Navedena merila je potrebno uporabljati skupaj s klinicno sliko in
upostevati vpliv nadomescanja tekocin (17). KDIGO je leta 2012 v smernicah klinicne
prakse definiral in stopenjsko uvrstil AOL osnovano na kombinaciji RIFLE in AKIN
kriterijev. AOL je bila opredeljena kot katerakoli izmed naslednjih predpostavk:

- poviSanje v serumskemu kreatininu > 0,3 mg/dl (> 26,5 umol/l) znotraj 48 ur ali

- poviSanje v serumskemu kreatininu za > 1,5 krat od osnovne vrednosti, za katero je

znano, da je nastalo v preteklih 7 dneh ali
- zmanjSanje volumna urina < 0,5 ml/kg/h v 6 urah (19,20,21)

KDIGO razdeli AOL v razrede glede na resnost po naslednjih kriterijih:

Preglednica II: Razredi KDIGO klasifikacije AOL (19,20,21)
Razred | Koncentracija kreatinina v serumu Urna diureza

1. Povecanje S-kreatinina za 1,5-1,9 krat od zacetne | <0,5 ml/kg/h v 6-12 urah
vrednosti ali

> 0,3 mg/dl (> 26,5 umol/l)

2. Povecanje S-kreatinina za 2,0-2,9 krat od zafetne | <0,5 ml/kg/h v > 12 urah
vrednosti
3. Povecanje S-kreatinina za 3,0 krat od zacetne | < 0,3 ml/kg/h v > 24 urah

vrednosti ali povecanje v S-kreatininu > 4,0 mg/dl | ali anurija >12 ur
(> 353,6 umol/l) ali zacetek dialize ali pacienti

< 18 let, zmanjsanje OGF < 35ml/min/1.73 m”

1.1.1. ETIOLOGIJA AOL

Za vzdrZevanje normalne glomerulne filtracije je potrebna normalna prekrvavitev ledvic.
Ledvica sprejmejo do 25% minutnega volumna srca. KakrSnakoli okvara cirkulacije krvi
ali izolirana okvara znotrajledvi¢ne cirkulacije ima lahko velik vpliv na prekrvavitev ledvic
(4). PAOL, ki nastane po operaciji srca z ZTO, je kombinacija prerenalne in renalne AOL

(1,2,4).



1.1.1.1. PRERENALNA AKUTNA OKVARA LEDVIC

Prerenalna AOL nastane zaradi zmanjSane prekrvavitve (hipoperfuzije) ledvic in je najbolj
pogosta oblika AOL. Ledvi¢ni parenhim je neprizadet. Ko se odstrani vzrok za
hipoperfuzijo, se normalizira glomerulni ultrafiltracijski pritisk in glomerulna filtracija.
Zaradi hipovolemije se zniZa srednji sistemski arterijski tlak. Posledi¢no se stimulirajo
arterijski in sréni baroreceptorji, ki sprozZijo nevrogene in humoralne odgovore, kot je
stimulacija simpati¢nega Zivénega sistema, renin-angiotenzin-aldosteronskega sistema in
izloCanje antidiureticnega hormona. Z vazokonstrikcijo v vitalno manj pomembnih tkivih
ali organih (koza, sluznice in prebavila), noradrenalin, angiotenzin II in antidiureti¢ni
hormon zagotovijo zadostno prekrvavitev srca in mozganov. Zmanjsa se izguba vode in
soli skozi ledvica in z znojenjem (1). Normalen odziv ledvic na prerenalno AOL je
maksimalna koncentracija urina in absorbcija natrija, da bi se povisal intravaskularni
volumen in normalizirala ledvi¢na prekrvavitev (4). Kompenzacijski mehanizmi med blago
hipoperfuzijo ledvic ohranjajo glomerulni filtracijski tlak in glomerulno filtracijo. Ob
zniZani perfuziji in s tem znizanem krvnem tlaku receptorji za napetost v arterioli aferens
povzrocijo vazodilatacijo aferentne arteriole (avtoregulacija), vazodilatorni prostaglandini,
kalikrein, kinini in duSikov oksid, ki se sintetizirajo v ledvicah, pa ta ucinek Se ojacajo.
Angiotenzin II povzro¢i konstrikcijo eferentne arteriole. Tako se ohrani intraglomerulni
kapilarni tlak in glomerulna filtracija. Pacienti s sr¢nimi operacijami so izpostavljeni
nefrotoksicnim zdravilom. Najbolj razSirjeni so nesteroidni antirevmatiki (NSAR) in
zaviralci angiotenzinske konvertaze (ACEI), ki zmanjSajo glomerulno filtracijo.
Nesteroidni antirevmatiki inhibirajo sintezo prostaglandinov, zaviralci angiotenzinske
konvertaze in antagonisti angiotenzina II, pa povzrocijo inhibicijo eferentne
vazokonstrikcije.

Nekatere vazoaktivne snovi (inhalacijski anestetiki) in diagnosti¢na sredstva (rentgenska
kontrastna sredstva) manj kot 48 ur pred operativnim posegom povzroc¢ijo hudo

vazokonstrikcijo s posledi¢no hipoperfuzijo (1,4).

1.1.1.2. AKUTNA TUBULNA NEKROZA
ATN je posledica hude in dolgotrajno zmanjSane prekrvavitve ledvic ali vpliva razli¢nih
nefrotoksi¢nih zdravil. Kljub popolni odpovedi funkcije ledvic, se le-ta lahko popolnoma

obnovi. Sestavljena je iz treh faz:



- inicialna faza - nastane zaradi ledvi¢ne ishemije ali nefrotoksina, zato je pretok
krvi skozi ledvica zmanjSan na raven, da povzro¢i mocan padec celicnega ATP in
povzroCi posSkodbo tubulnih epitelnih celic. PoruSi se struktura aktinskega
citoskeleta tubulnih celic. Zaradi tubulnih in endotelijskih celi¢nih sprememb pride
do sproScanja razli€nih citokinov in kemokinov, ki so odgovorni za zaletek
vnetnega procesa.

- vzdrZevalna faza - nadaljevanje zaCetne ishemije, sproS¢anje citokinov in
sredice in zunanji sredici ledvic. Znacilen je mo¢no zmanjSan pretok krvi, zastoji
krvi in kopicenje eritrocitov in levkocitov. Celice so podvrzene poSkodbi ter
celi¢ni smrti z apoptozo in nekrozo. Najbolj prizadet je ravni deli proksimalnih
tubulov in zadebeljeni ascedentni del Henleyeve pentlje, ki leZita v zunanji sredici
ledvic. Vidna je izguba resic na povrSini tubulnih celic in razli¢ne stopnje njihove
okvare (od apoptoze do nekroze), na posameznih mestih je prekinjena bazalna
membrana. V tubulnem lumnu so cilindri odluS$€enih celic in celi¢ni drobir.
Nasprotno so celice proksimalnega tubula v zunanji skorji, kjer je pretok krvi
skoraj Ze normalen, podvrZene popravljalnim mehanizmom. V tej fazi, ki traja 1-2
tedna je Ze prisotna okvara parenhima.

- faza regeneracije okvarjenega parenhima in obnovitev ledvi¢ne funkcije -
celice so podvrZzene popravljalnim mehanizmom, apoptozi, migraciji in
proliferaciji, da bi se ponovno vzpostavila celicna itengriteta. PocCasi se izboljSa
celicna funkcija in pretok krvi. Nadaljuje se celicna diferenciacija, ponovno
vzpostavi polarnost epitelijske celicne membrane in vrne normalna funkcija celic
in ledvic. Obnova ledvi¢nega parenhima in delovanja ledvic je odvisna od trajanja

oligurije. Konc¢na ledvi¢na odpoved je redka (1,4).

1.1.2. PATOFIZIOLOGIJA AOL
Glavni vzrok AOL po operaciji srca z ZTO so hemodinamske spremembe zaradi

hipoperfuzije ledvic in sistemski vnetni odziv.

1.1.2.1. HEMODINAMSKE SPREMEMBE
Pretok krvi skozi ledvice je dolofen z ravnotezjem med dejavniki, ki vzpodbujajo

vazokonstrikcijo ali vazodilatacijo. Glavni vzrok AOL je zmanjSevanje v GFR, ki nastane



zaradi oslabitve v hemodinamicni regulaciji. Posledica tega je trajno poviSan ledvi¢ni Zilni
upor.

a) tubuloglomerulna povratna zveza in adenozin- zaradi poskodbe tubulov je
nezadostna reabsorbcija natrijevih ionov v proksimalnih tubulih, kar povzroc¢i aktivacijo
tubuloglomerulne povratne zveze in konstrikcijo aferentne arteriole ter soCasno zmanjSanje
GFR. Adenozin je vazokonstriktor, ki izhaja iz katabolizma adeninskih nukleotidov in
povzroci tubuloglomerulno povratno zvezo z aktivacijo Al receptorjev.

b) simpati¢ni Zivéni sistem in angiotenzin II (AT II)- zaradi hipotenzije zmanjSan
volumen cirkulirajo¢e plazme vodi do poviSane aktivnosti simpati¢nega Zivénega sistema,
ki stimulira izloCanje renina. Renin poveca tvorbo AT II, ki zmanjSa pretok krvi med AOL.
Pacienti z AOL imajo poviSano aktivnost plazemskega renina in hipertrofijo celic
jukstaglomerulnega aparata.

c) endotelin- se izloCa iz poSkodovanih endotelijskih celic, je mocan vazokonstriktor in
mocno zmanjSa GFR.

d) prostaglandini- med ledvicno hipoperfuzijo znotrajledvi¢na generacija prostagladinov
pripomore k vzdrZevanju ledvi¢nega pretoka.

e) PAF (z trombociti aktiviran faktor)- produciran je tudi z ledvi¢nimi celicami. Vpliva na
konstrikcijo aferentne arteriole in zmanjSa glomerulno filtracijo. Povzro¢i Zilno
obstrukcijo.

f) spremembe v Zilni funkciji zaradi ledvi¢ne okvare- poleg indukcije vazoaktivnih
dejavnikov, lahko ledvi¢na poSkodba direktno poskoduje ledvic¢no Zilje. Vpliva na Zilno
odzivnost, koagulacijske kaskade in vnetne procese. Ker ni avtoregulacije pretoka krvi,
zaradi zmanjSanega pretoka krvi nastopi vazokonstrikcija. Znacilna je endotelijska
poskodba celic.

g) dusikov oksid- je produciran v veliki meri v ledvicni sredici in ohranja pretok krvi v
odziv na vazokonstriktorje (AT II).

h) ROS (reaktivne kisikove spojine) - superoksidni radikal vzpodbuja vazokonstrikcijo in
povecuje reaktivnost AT II v ledvi¢ni skorji in sredici. Superoksidni radikal pretvori NO v
peroksinitrit in blokira normalni homeostatski mehanizem vzdrzevanja pretoka v sredici.

1) edemi- pri pomanjkanja celiénega ATP se poveca privzem natrija v celice, posledi¢no se
zve€a volumen celic in nastanejo edemi. Nastane ekstravaskularni pritisk na peritubulne

kapilare, ki omeji pretok.



J) I/R (ishemija/reperfuzija)- pride do poruSenja tesnih stikov celic peritubulnih kapilar,
kar dokazuje zatekanje tekoCine z visokomolekularnimi dekstrani v intersticijski prostor.
Zaradi zatekanja tekoCine v intersticij se poveca edem, poveca se hemokoncentracija in
tvorijo se skupki eritrocitov. Endotelijske poskodbe lahko vodijo do nastanka tromboz in
kopicenja fibrinskih skupkov. PovecCa se izrazanje tkivnega faktorja (receptor za
koagulacijski sistem) na endotelijskih celicah peritubulnih kapilar.

k) infiltracija levkocitov, primarno nevtrofilcev- se pojavi hitro po I/R poskodbi.
Adhezija levkocitov na aktivirane endotelijske celice in nastanek eritrocitnih skupkov, ki
povzrocijo zastoje v kapilarnem pretoku ter poslabsajo hipoksijo v sredici ledvic. Levkociti
prispevajo k parenhimski poSkodbi celic, zaradi ¢esar se poviSa pritisk v tubulnem lumnu

in zmanjSa glomerulna filtracija (4,6).

1.1.2.2. VNETNI PROCESI AOL

Do vnetne reakcije pride zaradi stika krvi z umetno povrSino ZTO cirkulirajoce naprave.
Aktivirajo se nevtrofilci, trombociti, endotelijske celice, faktor XII (Hageman-ov faktor),
kar vodi k produkciji prostih radikalov, citokinov, kemokinov, proteaz, poviSani
trombocitni adheziji, aktivaciji intrinzi€nega koagulacijskega sistema, kalikrein sistema in
fibrinolize (4).

Vnetje je posredovano z adhezijo levkocitov na poskodovane endotelijske celice. Zgodnji
vidni znak je infiltracija vnetnih celic v kapilarah zunanje sredice. Povecana je ekspresija
povrsinskih levkocitnih adhezijskih molekul ICAM-1 ter P in E selektinov na endotelijskih
celicah. Studije so usmerjene k preprecitvi nevtrofilne infiltracije z oviranjem P-selektinov,
ICAM in CDI18 poti v I/R okvari ledvic. T-celice so prisotne v sredici ledvic. CD4+ T
celi¢ni INFy ima vlogo pri vzdrZevanju AOL. Nasprotno Treg, CD4 in CD25 ( limfociti z
imunosupresivnimi lastnostmi) ublazijo AOL. Blokada CD18a/ICAM patoloske poti
preprecuje tudi infiltracijo s T-celicami. Komplementni sistem je drugi vnetni sistem, ki
lahko vpliva na AOL. Alternativna pot komplementa sodeluje pri vzpostavljanju AOL
povzrocene z I/R. Endotelij je lahko vir kemoatraktivnih faktorjev, ki pripomorejo k
infiltraciji makrofagov. Infiltrirani makrofagi lahko Se poslabsajo AOL s produkcijo
visoke ravni citokinov IL-1a, IL-6, [L-12 IN TNF-a. V zadnjih letih so ugotovili, da so
makrofagi najbolj zastopani med fazo popravila AOL. Dolocena populacija makrofagov
izloCa protivnetne spojine, kot je IL-10 in TGF-B, ki so udelezene v popravilu tkiva z

izloCanjem rastnih in angiogenih faktorjev. Vnetni mediatorji so sintetizirani in sprosceni



s pomoc¢jo tubulnih epitelijskih celic in aktiviranih levkocitov. Tubulne epitelijske celice
producirajo TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, TGF-B, MCP-1 in ENA-7, medtem, ko levkociti
producirajo IL-1,IL-8, MCP-1 in reaktivne kisikove spojine. Ti dejavniki delujejo
usklajeno, s tem da spodbujajo vnetje s pozitivho povratno zanko. Ledvi¢na poskodba in
posledi¢no okrnjena glomerulna filtracija zmanjSata zmozZnost telesa, da odstrani vnetne

oznacevalce (4).

1.1.3. EPIDEMIOLOGIJA AOL

Pogostost PAOL po operacijah na srcu znaSa od 17-49 % in je odvisna od tipa operacije in
stanja pacienta. Priblizno 2-6 % pacientov po operaciji srca potrebuje dializno zdravljenje,
ki je povezano z visoko pooperativnho smrtnostjo, in sicer 30-80%. Ostale klini¢ne
posledice PAOL so povecano Stevilo bolniSni¢nih dni, moZnost razvoja CKD in povecana

mozZnost nastopa smrti v petih letih po operaciji (3,5,7,8).

1.1.4. DIAGNOSTIKA AKUTNE OKVARE LEDVIC

Trenutna definicija, ki je v uporabi za diagnosticiranje AOL, vkljuCuje meritve serumskega
kreatinina in urno diurezo (22). Kreatinin in ostali kazalci ledvicne okvare zaznajo
zmanjSano delovanje ledvic dokaj pozno v klini¢nem poteku. Vodilni laboratorijski izziv je
Se vedno pomanjkanje specificnega in primernega biooznacevalca, ki bi omogocil

natan¢no ocenitev tveganja in pravocasno postavitev diagnoze AOL (16).

1.1.4.1. KREATININ
Kreatinin je cikli¢ni anhidrid kreatina, ki nastane kot kon¢ni produkt razgradnje
fosfokreatina. Serumski kreatinin se uporablja kot merilo za oceno glomerulne filtracije

(23).

1.1.4.1.1. BIOKEMUA IN FIZIOLOGUJA

Kreatin je sintetiziran v ledvicah, jetrih in trebuSni slinavki z dvema encimsko
posredovanima reakcijama. V prvi reakciji transaminidacija arginina in glicina tvori
gvanidinoocetno kislino. V drugi reakciji poteka metilacija gvanidinoocetne kisline z
adenozilmetioninom, ki je metilni donor. Kreatin je nato transportiran v kri do ostalih
organov, kot so miSice in moZgani, kjer se fosforilira do fosfokreatina, ki je

visokoenergijska molekula. Pretvorba fosfokreatina in kreatina je funkcija metaboli¢nega



procesa miSi¢ne kontrakcije. DeleZ prostega kreatina v miSicah se spontano in ireverzibilno
pretvori v lastni anhidrid, ki je odpadni produkt, to je kreatinin (1-2 % na dan). Koli¢ina
kreatinina, ki nastaja dnevno je konstantna in je odvisna od miSi¢ne mase. Kreatinin je
prisoten v vseh telesnih tekoCinah in izlockih, v glomerulih se prosto filtrira in se v tubulih
ne reabsorbira. Ze pri normalnem ledviénem delovanju se v manjsi meri izlo¢a tudi s
tubulno sekrecijo (23). Kreatinin je v odsotnosti znaCilnega zmanjSanja hitrosti glomerulne
filtracije neobcCutljiv in nezanesljiv v diagnozi akutne tubulne poskodbe ledvic. V serumu
naraste Sele po tem, ko je polovica ledvicne funkcije Ze izgubljene, kar lahko traja nekaj

dni po nastopu ledvi¢ne poskodbe (4,26,27 ).

1.1.4.1.2. LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA

V laboratorijih trenutno prevladuje dolocanje kreatinina s kineti¢no Jaffejevo metodo (brez
deproteinizacije). V tej reakciji kreatinin reagira s pikratnim ionom v alkalnem mediju in
tvori oranznorde¢ produkt. Itenziteta barve je sorazmerna s koncentracijo kreatinina v
vzorcu in se meri spektrofotometri¢no. Ta reakcija ni specifi¢na za kreatinin. Z alkalnim
pikratom reagirajo tudi proteini, glukoza, askorbinska kislina, ketonska telesa, piruvat,
gvanidin, krvni nadomestki in Stevilna zdravila. Veliko mote¢ih snovi lahko delno
zmanjSamo s spreminjanjem pogojev reakcije (modifikacije Jaffejeve metode): temperatura
in pH reakcije, valovna dolZina meritve, Casovni interval in ¢as meritve, odstranjevanje in
zmanjSevanje vpliva substanc, ki interferirajo v metodi (kromogeni in psevdoreaktanti).
Prve metode so temeljile na deproteinizaciji krvi. Metode na sodobnih analizatorjih
temeljijo na poznavanju kinetike reakcije kreatinina s pikrinsko kislino (pikratom) v
moc¢no alkalnem mediju. Potek reakcije lahko razdelimo v tri obdobja. V prvem obdobju
(priblizno 20-30 sekund) reagirajo predvsem hitri nekreatininski kromogeni (npr.
acetoacetat), v drugem (30-80 sekund) reagira kreatinin, v tretjem (80-100 sekund) pa
reagirajo pocasni nekreatininski kromogeni (proteini). Tako lahko natan¢no izberemo cas
in specifi¢nost meritve. Kineti¢cna metoda (brez deproteinizacije), ki trenutno prevladuje v
laboratorijih, je zaradi nizke cene, dostopnosti in uporabnosti zelo primerna za aplikacijo
na modernih biokemic¢nih analizatorjih (14,23). Kineti¢na Jaffejeva metoda v primerjavi z
encimsko metodo ali HPLC daje viSje vrednosti za koncentracijo kreatinina. Zaradi
odlicnega ujemanja rezultatov encimske metode z referen¢no metodo sledljivo do IDMS,
so pri proizvajalcu Roche Diagnostic primerjali tudi rezultate z Jaffejevo kineti¢no metodo.

Pri tem so ugotovili konstantno odstopanje kreatinina (26 pmol/L) po skoraj vsem
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analiticnem obmocju. V nastavitvene parametre analizatorjev so zato vkljucili avtomati¢ni
popravek za izraCun, oziroma kompenzacijo metode, kar predstavlja razliko med njihovo
Jaffejevo in encimsko metodo. S takim popravkom postane metoda sledljiva tudi do IDMS

(14).

1.1.4.2. LIPOKALIN POVEZAN Z NEVTROFILNO GELATINAZO (NGAL)

1.1.4.2.1. STRUKTURA IN IZRAZANIJE

NGAL oz. lipokalin povezan z nevtrofilno gelatinazo je protein, prvotno izoliran iz
sekundarnih granul nevtrofilnih granulocitov. Pripada druZini lipokalinov, ki jo predstavlja
nad 20 majhnih sekrecijskih proteinov. Molekularna struktura lipokalinov zajema 8-B
podenot organiziranih v strukturo B-sodcka, ki tvori zaprto ¢aso s pridruzeno obliko peclja,
ki lahko veZe in transportira nizkomolekularne ligande, ki opredeljujejo biolosko aktivnost
vsakega lipokalina (13,15,27). Humani NGAL je sestavljen iz enojne polipeptidne verige
iz 178 aminokislin, z molekulsko maso 22 kDa, vendar glikozilacija poveca njegovo maso
na 25 kDa (15). V serumu in urinu se pojavlja v 3 glavnih oblikah, kot 25 kDa velik
monomer, 45 kDa disulfid vezujo¢i homodimer ali 135 kDa velik heterodimer, kjer je
protein kovalentno vezan z 92 kDa MMP-9. Monomer se pretezno sproS¢a iz tubulnih
celicc, medtem ko je homodimer sintetiziran v nevtrofilcih (16). Nevtrofilci,
monociti/makrofagi in adipociti so celice z obilnim izrazanjem NGAL-a. NGAL je
sintetiziran v zgodnji stopnji mielocita med formacijo sekundarnih granul. NGAL mRNA
se normalno izraza v razli¢nih tkivih odraslih ljudi (kostni mozeg, maternica, prostata,
Zleze slinavke, Zelodec, Crevesje, sapnik, pljuca, jetra in ledvice), ki lahko konstantno
izrazajo NGAL protein v nizkih koncentracijah. Promotorska regija NGAL gena vsebuje

vezavna mesta za Stevilne transkripcijske faktorje, vkljucujo¢ NF-kB (15).

1.1.4.2.2. BIOLOSKA VLOGA

Glavni ligandi NGAL-a so poleg MMP-9 siderofori, ki so male Fe vezujoce molekule.
Interakcija NGAL-a z Fe vezujoCimi siderofori vpliva na vec¢ino njegovih bioloskih vlog.
Bioloska aktivnost NGAL-a je v tvorbi vezi s specificnimi povrSinskimi receptorji,
vkljucujo¢ 24p3R in megalin kompleks, ki se nahaja ve€inoma na meji resaste povrSine
ledvi¢nih tubulnih celic. Po interakciji z receptorji se NGAL prenese v notranjost celice kot

sam protein (Apo-NGAL) ali kot kompleks z Fe-vezujo¢imi siderofori (Holo-NGAL). V
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citoplazmi se Holo-NGAL nahaja v endosomalnih mehurckih, s pomoc¢jo katerih pride do
mesta, kjer se lahko sprosti kompleks siderofora z Fe in aktivira od Fe odvisne procese.
Obratno lahko Apo-NGAL po vstopu v celico veze Fe in ga prenese v ekstracelularni
prostor. Zmanj$a se zaloga Fe v celici, kar lahko v dolo¢enih okolis¢inah vodi v apoptozo

(13).
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Slika 1. Prikaz mehanizma delovanja NGAL-a (13)

1.1.4.2.3. NGAL IN EMBRIOGENEZA

Prenos Zeleza z NGAL-om je pomemben za celicne odzive, kot je proliferacija in
diferenciacija. Med razvojem ledvic NGAL zagotavlja epitelijsko diferenciacijo
mezenhimskih predhodnikov in s tem tvorbo glomerulov, proksimalnega tubula,
Henleyeve zanke in distalnega tubula. Pri poSkodbi zrelega organa (npr. ledvice) je
bioloska vloga indukcije NGAL-a ohraniti funkcijo ledvic, slabljenje apoptoze in
povecanje proliferativnega odziva. Ta zasc¢itni uinek je odvisen od vezave toksi¢nega Fe

iz ekstracelularnega okolja in regulirana dostava siderofora z Fe v intracelularna mesta
(15).
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1.1.4.2.4. FIZIOLOSKA VLOGA NGAL-A PRI AOL

Kot odziv na ledvi¢no tubulno okvaro NGAL hitro naraste v serumu in urinu, zato je
uporaben kot zgodnji kazalec ledvi¢ne okvare. NGAL ima zasCitno vlogo ledvic pri
ishemi¢ni AOL. V post ishemicnih zrelih ledvicah se NGAL znacilno masivno povisa v
distalnem delu nefrona. Med endocitozo NGAL-a v proksimalnem tubulu lahko NGAL
prenese Fe v Zive celice in tako stimulira regeneracijo ledvi¢nih epitelijskih celic po
ishemic¢ni poSkodbi. Alternativna hipoteza je, da NGAL sluzi kot rezervoar za Fe
spros¢eno iz tubulnih celic po nefrotoksi¢ni poSkodbi. Z odvzemom Fe kot reaktivne
molekule iz mesta tkivne poSkodbe, se zavira poskodba posredovana z Fe (15,25,27).
NGAL je eden od najbolj izrazanih genov in induciranih proteinov v poskodovanih
tubulnih celicah. NGAL je neinvaziven, zgodnji diagnosti¢ni biooznacevalec AOL. V
plazmi se prosto filtrira v glomerulih in reabsorbira v proksimalnih tubulih z u¢inkovito od
megalina odvisno endocitozo. Sekrecija NGAL-a v urin se pojavi samo, kadar je soCasno
prisotna poSkodba proksimalnega ledvi¢nega tubula. Ledvice niso glavni vir plazemskega
NGAL-a. Ekspresija NGAL mRNA po AOL je poveCana v oddaljenih organih, posebej v
jetrih in pljucih. Kot rezultat je prekomerno izrazan protein NGAL spros¢en v cirkulacijo
in pomeni samostojni sistemski pool. NGAL je dejansko reaktant akutne faze in je lahko
sprosc¢en v cirkulacijo iz nevtrofilcev, makrofagov in drugih imunskih celic po poskodbi
ledvic. Po zmanjSanju glomerulne filtracije zaradi AOL, se pri¢akuje tudi zmanjSanje v

ledviénem ocistku NGAL-a, z naknadnim kopicenjem v sistemski cirkulaciji(13,27).
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Slika 2. Klini¢na uporabnost biooznacevalcev pri zgodnji akutni ledvi¢ni okvari (13)
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1.1.4.2.5. CSA-NGAL REZULTAT - POMOC PRI OCENI AKUTNE TUBULNE
POSKODBE

Pri zdravih posameznikih imajo ledvica znacilno preseZno kapaciteto, zaradi Cesar je lahko
50% funkcionalne ledvicne mase poskodovane brez padca v glomerulni filtraciji, ki je
odvisna od koncentracije serumskega kreatinina. Zaradi tega poraste kreatinin v serumu
dokaj pozno po zacetku nastanka poSkodb (24-48 ur). K zaostanku v poviSanju
koncentracije serumskega kreatinina dodatno prispeva hemodilucija. S strani ADQI (deseti
sestanek delovne skupine) je predlagana detekcija subklinicne AKI (akutna tubulna
poskodba v odsotnosti funkcionalne AOL), ki pomeni poviSan biooznacevalec NGAL brez
poviSanja v koncentraciji serumskega kreatinina. Na ta nacin bi se omogocila primerljivost
prihodnjih Studij. Pri pacientih po sréni operaciji so bile s strani ADQI predlagane mejne
vrednosti NGAL-a v serumu in urinu. Mejna vrednost za ledvi¢no tubulno poskodbo po
sréni operaciji je 200 ng/L. za NGAL v plazmi in 150 ng/L. za NGAL v urinu. Te mejne
vrednosti so povezane z moZnostjo nastanka nove AOL, napredovanja AOL, slabo
obnovitvijo ledvi¢ne funkcije, povecano potrebo po zacetku dialize in razvoju CKD,

kon¢nim stanjem ledvi¢ne bolezni in navsezadnje napredovanjem v smrt (3, 28).

1.1.4.2.6. DOLOCITEV NGAL-A S SENDVIC STREPTAVIDIN-BIOTIN ELISA
METODO

Encimskoimunski test ali ELISA je heterogena encimsko imunska tehnika, ki se pogosto
uporablja v klini¢nih analizah za doloCevanje antigenov, protiteles, zdravil, hormonov,
tumorskih oznacevalcev in izoencimov. Temelji na specifi¢ni interakciji antigen - protitelo.
Pri ELISA testu je ena od reakcijskih komponent nespecificno adsorbirana ali kovalentno
vezana na povrSino trde faze, kot je npr. mikrotitrska plosCica, magneticni delcek ali
polistirenska kroglica. Ta vezava omogoca locitev vezanega in prostega oznalenega
reaktanta. Pri najbolj pogostem nacinu ELISA tehnike se antigen v alikvotu vzorca ali
kalibratorja, katerega koncentracijo dolo¢amo, veZze s protitelesom vezanim na trdi podlagi
(lovilno protitelo). Po spiranju se doda z encimom oznafeno protitelo (detekcijsko
protitelo) in tvori »sendvi¢ kompleks« z antigenom vezanim na protitelesu trde faze.
Presezek protitelesa (nevezano protitelo) se spere in doda encimski substrat. Encim
kataliticno pretvori substrat v produkt. Koli¢ina produkta je proporcionalna koli¢ini
antigena v vzorcu. Encimski imunski test uporablja kataliticne lastnosti encimov za

detekcijo in kvantitativno dolocitev imunoloSke reakcije. Meritev padca koncentracije
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substrata ali v naSem primeru naraS¢anje koncentracije produkta, se uporabi za detekcijo
ali kvantitativno dolocitev antigen-protitelo reakcije. Sekundarni oznacevalec biotin se
uporablja za ojaCanje signala in s tem vecje obcutljivosti encimsko imunskega testa. Biotin
(vodotopni vitamin H) je majhna molekula, ki je vezana na primarno (detekcijsko)
protitelo. OznaCevanje protitelesa z biotinom je enostavno in ucinkovito. Ohrani se
bioloska funkcija protitelesa. Biotin se veZe s streptavidinom, ki je konjugiran z encimom.
Vezava biotina s streptavidinom predstavlja eno najmocnejSih nekovalentnih bioloskih
interakcij med proteinom in ligandom. Vezavno razmerje biotina s streptavidinom je 4:1.
Veliko Stevilo encimskih molekul v koncnem kompleksu zagotovi visoko narasCanje
encimske aktivnosti, kljub majhni koli¢ini antigena, ki ga dolo€amo. Tako je encimsko

imunski test bolj obcutljiv (23).

1.1.4.2.7. SPEKTROFOTOMETRICNA KVANTITATIVNA DOLOCITEV NGAL
PRODUKTA

Spektrofotometrija je absorbcijska molekulska metoda, pri kateri koncentracijo analita v
vzorcu ugotovimo z merjenjem absorpcije monokromatske svetlobe pri prehodu skozi
raztopino vzorca. Za vzbujanje uporabimo monokromatsko svetlobo v vidnem podrocju
(350-800 nm). Absorpcijo elektromagnetnega valovanja (svetlobe) podaja Beer-Lambertov

zakon; po njem je absorbanca (A) premosorazmerna koncentraciji,
1.
A =log 70 =abc,

I - itenziteta vpadne svetlobe, I - itenziteta izhodne svetobe, a - absorptivnost (Lcm'1 g'l), b
- dolZina svetlobne poti (cm), ¢ - koncentracija (g/L)

Del itenzitete vpadnega svetlobnega Zarka se lahko na povrSini kivete odbije, absorbira ga
stena kivete ali topilo v kiveti. Te vplive odstranimo z uporabo referen¢ne kivete, ki je
identi¢na vzorcni kiveti ter z uporabo istega topila v vzor¢ni in referenc¢ni kiveti. Glede na
referen¢no kiveto se aparat umeri na skalo sto procentne transmitance. Tako se lahko
izmeri odstotek prepuscene svetlobe za vzorec. Pri absorpcijskih metodah potrebujemo za
vzbujanje stabilen monokromatski vir valovanja. Intenziteta monokromatske svetlobe pri
potovanju skozi raztopino eksponentno pojema z razdaljo, absorbanca pa je linearno
sorazmerna dolzini poti svetlobe skozi raztopino. Absorptivnost je karakteristika snovi in

je odvisna od valovne dolZine. Beer-Lambertov zakon velja le za vzorce z nizko
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koncentracijo (¢ < 1x 107 M). Pri visokih koncentracijah zveza ni veC linearna zaradi

medmolekulskih interakcij in spremembe lomnega koli¢nika (30,31).

1.1.4.2.8. AVTOMATSKI ANALIZATOR Personal LAB

Personal LAB je avtomatski analizator, ki uporablja operacijski sistem Windows, s
pomocjo katerega lahko na aparatu izvajamo razlicne encimsko imunske teste za
mikrotitrske ploSCice. Aparat avtomatsko izvede vse korake in vitro diagnosti¢nega
encimsko imunskega testa. Osnovni koraki, ki jih aparat izvede so:

- prepoznava vzorcev glede na dolo¢eno mesto na mikrotitrski plos¢ici ( lahko tudi z
uporabo citalca ¢rtnih kod na epruveti)

- redcCenje vzorcev, kontrol in standardov (v epruveti in mikrotitrski vdolbinici)

- dodajanje reagentov

- inkubacija vzorcev, kontrol in standardov

- izpiranje vdolbinic mikrotitrske ploscice

- merjenje absorbance s spektrofotometrom

- obdelava rezultatov meritev absorbanc

- 1izpis rezultatov s tiskalnikom

Aparat je opremljen z elektronskim spektrofotometrom, ki uporablja obmocje vidne
svetlobe (400-700 nm) in je osnovni instrument za avtomatsko odcCitavanje rezultatov in
oceno kontrole. Merjenje je dvozarkovno, kjer istoasno merimo primerjalno raztopino in
vzorec pri 450 nm ter oba signala odStevamo. S tem se izboljSa obcutljivost in to¢nost
merjenja. Referen¢na valovna dolZina je 620 nm .

Spektrofotometer sestavljajo naslednje komponente:

- vir svetlobe: halogenska Zarnica, ki med fazo merjenja producira svetlobo z visoko
itenziteto in Sirokim spektrom. Uporablja se za merjenje raztopin, pri katerih
variirajo spremembe absorbance znailno z majhnimi spremembami Vv
koncentraciji. Ne producira pa dovolj energije za meritve pod 320 nm .

- monokromator je sistem za izolacijo svetlobne energije Zeljene valovne dolZine, ki
izklju¢i vse ostale valovne dolZine. Je prizma ali mreZa, ki prepusca ozek del
svetlobe in tako lahko merimo pri valovni dolZini maksimalne absorbcije.

- detektor: fotocelica, ki meri jakost prepuScene svetlobe in pretvori svetlobni signal

v elektri¢nega.
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Dvozarkovni »in time« spektrofotometer uporablja prekinjevalec svetlobnega Zarka
vstavljen za izstopnim Zarkom. Sistem ogledal usmeri svetlobo reflektirano iz
prekinjevalca alternativno skozi vzor¢no in referen¢no kiveto na skupni detektor. Sistem
skupnega prekinjenega Zarka in enega detektorja kompenzira spremembe v izvoru svetlobe

in obcutljivosti detektorja (31,32).
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Pri operacijah na srcu z ZTO se lahko zaradi prekinjenega krvotoka in ishemije pogosto
pojavi akutna okvara ledvic. Kot kazalec ledvicne poSkodbe se danes uporablja kreatinin v
serumu, ki je v osnovi oznacevalec glomerulne filtracije in ne ledvi¢ne poskodbe. NGAL
je novejsi biooznacevalec, ki zazna ledvi¢no oz. tubulno poskodbo.

Namen naSe naloge bo s pomocjo novejSega kazalca NGAL prepoznati ledviéno okvaro
zgodaj po operaciji, preden nastanejo nepovratne ledvicne poskodbe. Z zgodnjo
prepoznavo AOL in pravilnim zdravljenjem bi se lahko izboljSala prognosti¢na napoved
poskodbe ledvic, zmanjSala bi se potreba po dializi, razvoj CKD, kon¢na ledvi¢na odpoved
in navsezadnje smrtnost po sr¢nih operacijah. IzhodiS¢na meritev NGAL-a bi lahko bila v
pomo¢ pri predoperativni oceni tveganja operacije. Pri pojavu ledvicne poskodbe bi Zeleli

primerjati u¢inkovitost novejSega kazalca NGAL s klasi¢nim kazalcem kreatininom.

Hipoteze:
1. Koncentracija NGAL-a v serumu naraste prej v razvoju AOL kot koncentracija
kreatinina v serumu.

2. NGAL v serumu je dober diagnosti¢ni kazalec zgodnje okvare ledvic.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1. PREISKOVANCI

Raziskava je bila opazovalnega tipa, prospektivne narave. Potekala je v letu 2011/12. V
raziskavo so bili vklju€eni bolniki z ishemicno boleznijo srca s stenozo aortne zaklopke ali
brez. Bolniki so bili na kardioloskem konziliju predstavljeni za operacijo premostitve
vencnih arterij (CABG) z ali brez menjave aortne zaklopke (AVR) z uporabo ZTO in so
prostovoljno pristali na sodelovanje v raziskavi. Vsi bolniki so bili operirani v UKC
Ljubljana (10). Stevilo preiskovancev vkljuéenih v raziskavo je bilo 43 (n=43), od tega 27
moskih in 16 Zensk. Preiskovanci so bili stari od 52 do 86 let, od tega je 26 preiskovancev

imelo CABG, 7 CABG z AVR in 10 AVR.

3.1.2. VZORCI

Meritve vrednosti kreatinina v serumu je opravilo osebje na Klini¢nem institutu za klinicno
kemijo in biokemijo v Klinicnem centru v Ljubljani iz rednih rutinskih meritev. Za
dolocanje koncentracije kreatinina v serumu so vsakemu preiskovancu odvzeli vzorec krvi
pred operacijo, 2 uri po kon¢anju ZTO ter prvi, drugi in tretji dan po operaciji.
Koncentracijo NGAL-a v serumu smo dolocali iz zamrznjenih vzorcev seruma (-20 °C) v
Laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih oznacevalcev Klini¢nega inStituta za
klini¢éno kemijo in biokemijo Univerzitetnega klini¢nega centra Ljubljana. Za dolocCanje
koncentracije NGAL-a v serumu so vsakemu preiskovancu odvzeli vzorec krvi pred

operacijo, takoj po kon¢anju ZTO, dve uri po kon¢anju ZTO ter prvi dan po operaciji.

3.1.3. KOMPLET REAGENTOV ZA DOLOCANJE KONCENTRACIJE NGAL-A
V SERUMU
Za doloc¢anje koncentracije NGAL-a v serumu smo uporabili NGAL ELISA komercialni
komplet reagentov (NGAL ELISA Kit 036, BioPorto Diagnostics A/S, Gentofte, Danska),
(33), ki vsebuje:

1. mikrotitrska ploscica z vdolbinicami (12 x 8 = 96 vdolbinic) in okvir. Na stenah

vdolbinic so vezana specifi¢na protitelesa proti NGAL antigenu.
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A

5x koncentrat vzorénega diluenta (60 mL)

NGAL kalibratorji: 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ng/L (8x 1mL)

25x koncentrat izpiralne raztopine ( 1x 30 mL)

biotinilirano NGAL protitelo (1x 12 mL)

streptavidin konjugiran s hrenovo peroksidazo (HRP), (1x 12 mL)

TMB substrat- raztopina stabiliziranega vodikovega peroksida v TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin), (1x 12 mL)

stop reagent: raztopina 0.5 M Zveplove kisline (1x 16mL)

Dodatno zahtevan material, ki ga ni v kompletu:

1.

e T A T o

—_— =
N = O

13.

14.
15.

nastavljive mikropipete z nastavki za enkratno uporabo v obmoc¢ju 1-1000 uL
polipropilenske epruvete z volumnom do 1000 uLL

stojala za epruvete

nastavljive mikropipete z obmoc¢jem 50-250 L.

1000 mL in 500 mL merilni valj

destilirana voda

pokrovcek za mikrotitrsko ploS¢ico

¢aSa za razredCeno izpiralno tekoc¢ino

aparat za polnjenje vdolbinic med izpiralnim postopkom

. posodica za odlaganje Ze uporabljenih nastavkov za pipetiranje
. signalna ura (z obmoc¢jem do 60 min)

. kalibriran citalec ELISA plos¢ice pri 450 nm z referencno valovno dolZino pri

620 nm

Na-hipoklorit (varikina) red¢en 1:10 z destilirano vodo, za dekontaminacijo
vzorcev, reagentov in ostalega materiala

elektri¢no mesalo Vorteks EV 102 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

centrifuga Eppendorf 5400 (Eppendorf, Netheler, Hinz GmbH, Hamburg,

Nemcija)
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3.2. METODE

3.2.1. DOLOCANJE KREATININA V SERUMU S KINETICNO JAFFEJEVO
REAKCIJO BREZ DEPROTEINIZACIJE

Princip metode temelji na reakciji kreatinina in pikratnega iona v alkalnem mediju, pri
¢emer nastane rdeCeoranzni kompleks. Itenziteta barve je sorazmerna s koncentracijo
kreatinina v vzorcu in se meri spektrofotometri¢no pri 505 nm.

Kineticna Jaffejeva metoda (brez deproteinizacije), ki se izvaja na biokemi¢nem
analizatorju, daje v primerjavi z encimsko ali HPLC metodo nekoliko viSje vrednosti za
koncentracijo kreatinina. Zaradi odlicnega ujemanja rezultatov njihove encimske metode z
referen¢no metodo, sledljivo do IDMS, so pri proizvajalcu Roche Diagnostics primerjali
tudi rezultate z Jaffejevo kineti€no metodo. Pri tem so ugotovili konstantno odstopanje
kreatinina (26 pmol/L) po skoraj vsem analitichem obmocju. Zato je proizvajalec Roche
Diagnostic v nastavitvene parametre analizatorjev vkljuc¢il avtomati¢ni popravek za
izraCun, oziroma kompenzacijo metode, kar predstavlja razliko med njihovo Jaffejevo in

encimsko metodo (14).

3.2.2. DOKAZ NGAL-A V SERUMU S SENDVIC ELISA METODO

Dokaz NGAL antigena v vzorcu smo izvedli s pomoc¢jo komercialnega kompleta reagentov
(proizvajalec je naveden v poglavju 5.1.3.), (33), ki temelji na barvni detekciji imunskega
kompleksa. Stene vdolbinic mikrotitrske ploS¢ice so prekrite z lovilnim monoklonskim
protitelesom, ki veZe antigen humani NGAL. Na NGAL se veze drugo detekcijsko
monoklonsko protitelo, ki je ozna¢eno biotinom. Na biotin se veze streptavidin, konjugiran
s HRP (hrenova peroksidaza), ki ob dodatku TMB substrata (vodikov peroksid), le - tega
razgradi v obarvan produkt. Vecja kot je itenziteta barve raztopine, ve€ je razgrajenega
substrata, s tem pa veC vezanega encima, kar pomeni vecjo koli¢ino vezanega NGAL
antigena. Koli¢ino vezanega NGAL antigena dolo¢imo tako, da s spektrofotometrom

izmerimo absorbanco vseh vdolbinic pri 450 nm.
Princip ELISA testa poteka v 4 korakih:

1. Inkubacija alikvotov kalibratorjev in razredCenih vzorcev v vdolbinicah

mikrotitrske ploScice, katerih stene so prekrite z monoklonskim lovilnim
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protitelesom. NGAL antigen prisoten v raztopinah, se veZe na lovilna protitelesa,
medtem, ko se nevezan material spere z izpiralno raztopino.

2. 'V vsako testno vdolbinico se doda biotinilirano detekcijsko protitelo, sledi
inkubacija. Detekcijsko protitelo se veZe na vezan NGAL, nevezano protitelo se
spere z izpiralno raztopino.

3. V vsako testno vdolbinico je dodan konjugat streptavidina s HRP, ki tvori imunski
kompleks z vezanim biotiniliranim protitelesom. Nevezan konjugat je odstranjen z
izpiranjem.

4. Dodatek peroksidaznega substrata, ki vsebuje TMB, v vsako testno vdolbinico.
Vezan konjugat HRP-streptavidin reagira s substratom in tvori barvno reakcijo.
Encimska reakcija se prekine kemiCno in itenziteta barvne reakcije se odcita
spektrofotometri¢no pri 450 nm. Itenziteta barvne reakcije (absorbanca) je odvisna
od koncentracije NGAL-a v vsaki testni vdolbinici. Koncentracija NGAL-a v
vzorcih se dolo¢i s pomocjo kalibracijske krivulje, ki je doloCena iz absorbanc

kalibratorjev, ki ustrezajo tocno dolo¢enim koncentracijam NGAL-a.

Streptavidin-HRP
konjugat TMB

o
biotinilirano K .
detekcijsko A
protitelo .

antigen
lovilno

protitelo g

w B8 &

A

Slika 3. Sendvi¢ ELISA, dokaz NGAL antigena (34)
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3.2.3. PRIPRAVA VZORCEYV IN REAGENTOV

Vzorce in reagente smo za sendvi¢ ELISA test pripravili po navodilih proizvajalca

komercialnega kompleta reagentov (proizvajalec je naveden v poglavju 5.1.3.), (33).

vse vzorce in reagente prenesemo ha sobno temperaturo (20-25 °C). Mikrotitrsko
ploscico postavimo za nekaj ¢asa na sobno temperaturo zaprto v plasti¢ni foliji z
absorberjem, ki prepreci tvorbo kondenzata na stenah vdolbinic ter na mikrotitrski
ploscici. Vzorce dobro premeSamo z rahlim obracanjem in jih, Ce je potrebno
centrifugiramo pri nizZjih obratih. Iz vreCke vzamemo toliko vrstic mikrotitrske
ploscice (1 vrstica ima 8 vdolbinic), kolikor jih potrebujemo za izvedbo testa in jih
postavimo na ustrezno mesto v okvir. Mesta vdolbinic na mikrotitrski plos¢ici so
tocno doloc¢ena s ¢rkami in Stevilkami. Ostale vrstice mikrotitrske plos¢ice vrnemo
v vrecko z absorberjem in jo hranimo pri temperaturi 2-8 °C.

izpiralna raztopina: vsebino izpiralnega koncentrata (30 mL) prelijemo v merilni
valj z volumnom 1000 mL in dopolnimo do 750 mL z destilirano vodo (25 x
red¢enje), dobro premeSamo in hranimo na 2-8 °C. Tako pripravljena izpiralna
tekocina je obstojna 4 tedne na 2-8 °C.

vzor¢ni diluent: vsebino koncentrata vzorénega diluenta (60 mL) prelijemo v 500
mL merilni valj in dopolnimo z destilirano vodo do 300 mL (5 x redcenje), dobro
premesamo in hranimo na 2-8 °C. Razred¢en vzorc¢ni diluent je obstojen 24 ur pri
temperaturi 2-8 °C, zato ga pripravimo toliko, kolikor ga porabimo za en delovni
proces.

NGAL kalibratorji: koncentracije kalibratorjev so navedene na nalepki steklenicke.
Kalibratorjev ne red¢imo.

Biotinilirano NGAL protitelo: pripravljeno za uporabo in se ne redci.
HRP-streptavidin konjugat: pripravljen za uporabo in se ne redci.

TMB substrat: pripravljen za uporabo in se ne redci. Je obcutljiv na svetlobo, zato
ga hranimo za$c¢itenega pred svetlobo.

Stop raztopina (0,5 M Zveplena kislina): pripravljena za uporabo in se ne redci.
Vzorci: vzorce seruma red¢imo s pripravljenim vzor¢nim diluentom v razmerju
1:500. Za eno vdolbinico mikrotitrske plo$¢ice moramo zagotoviti 100 uL. vzorca.
Redcenje naredimo v dveh korakih: najprej razred¢imo 10 pL seruma v 190 pL
vzor¢nega diluenta (red¢itev 1:20). Nato razred¢imo 10 uL 1:20 razredcenega

vzorca z 240 pL vzorcnega diluenta, da dobimo konc¢no redcitev 1:500.
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RazredCene vzorce zmerno premeSamo s pomocjo elektricnega meSala Vorteks.
Ponovna redcitev vzorca z rezultatom izven mej doloCitve pri nizji ali vi§ji

redcitvi, je redko potrebna. Red¢itve niZje od 1:10 se ne smejo uporabljati.

3.2.4. POSTOPEK SENDVIC ELISA TESTA

Sendvi¢ ELISA test smo izvedli po navodilih proizvajalca komercialnega kompleta

reagentov (proizvajalec je naveden v poglavju 5.1.3.), (33).

1.

5.

Dolo¢imo (s ¢rko in Stevilko) si mesta na mikrotitrski plos¢ici, kamor bomo
pipetirali kalibratorje in razredCene vzorce. Kalibratorje pipetiramo v dvojniku,
vzorce v enojniku. Avtomatski analizator Personal LAB ima referen¢no valovno
dolzino pri 620 nm. V primeru, da ELISA citalec ne bi imel referen¢ne valovne
dolzine, lahko izberemo mesto za vzorec z reagencno slepo. To je mesto z
vzorénim diluentom, ki ima enak postopek ELISA testa kot redéen vzorec.

Na tocno dolocena mesta mikrotitrske plosCice pipetiramo 100 pL vsakega od
kalibratorjev v dvojniku in 100 uL vsakega od redCenenih vzorcev v enojniku. Delo
nadaljujemo na avtomatskem analizatorju Personal LAB , ki ga osebje laboratorija
pred tem pripravi za delo. Preveriti morajo nivo teko¢ine v posodi z destilirano
vodo ter v posodah z raztopino pufra 1 in 2, ki se uporabljajo za spiranje
analizatorja in ¢iSCenje igle in jih po potrebi dopolniti. Posodo z raztopino za pufer
1 odstranijo in na njeno mesto postavijo posodo z izpiralno raztopino. Vklopijo
racunalnik in tiskalnik ter zazenejo program za delo z analizatorjem. Na zacetku se
v programu doloc¢ijo znalilnosti NGAL ELISA testa po navodilih proizvajalca
komercialnega kompleta reagentov (proizvajalec je naveden v poglavju 5.1.3.),
(33). Nato vklopijo analizator ter odprejo program za delo. Na stresalnik
analizatorja prenesemo mikrotitrsko plos¢ico s kalibratorji in vzorci. Le ti se
inkubirajo na stresalni ploS¢i analizatorja z 200/min, 60 minut na sobni temperaturi.
Po inkubaciji aparat najprej aspirira vsebino vdolbinic mikrotitrske ploS¢ice in jih
spere 3x z izpiralno raztopino. PriporocCljiv je ¢as 1 minute mirovanja izpiralne
tekoc¢ine v vdolbinicah pred izpraznitvijo vdolbinic , vsaj v zadnjem ciklu izpiranja.
Dodatek 100 pL biotiniliranega NGAL protitelesa v vsako vdolbinico ter
inkubacija na stresalni ploSci analizatorja z 200/min, 60 minut na sobni temperaturi.

Izpiranje z izpiralno tekoc¢ino kot v koraku 3.
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10.

Dodatek 100 uL. HRP- streptavidin konjugata v vsako vdolbinico mikrotitrske
ploscice ter inkubacija na stresalni plos¢i analizatorja z 200/min, 60 minut na sobni
temperaturi.

Izpiranje z izpiralno tekocino kot v koraku 3.

Dodatek 100 uLL TMB substrata v vsako vdolbinico mikrotitrske ploS¢ice ter
inkubacija tocno 10 minut na sobni temperaturi v temi. Meritev Casa se zacne, ko
napolni aparat prvo vdolbinico.

Dodatek 100 uL stop raztopine v vsako vdolbinico in meSanje vsebine vdolbinic 20
sekund z rahlim stresanjem mikrotitrske ploS¢ice. Absorbanca vdolbinic
mikrotitrske plos¢ice se mora dolociti znotraj 30 minut.

Dolocanje absorbance vdolbinic pri 450 nm z referencno valovno dolZino pri 620
nm. Ce referenéna valovna dolZina ni na voljo, se lahko uporabi vrednost
reagencno slepe, ki se odsteje od vseh ostalih vrednosti, preden se naredijo

izracuni.

Slika 4. Avtomatski analizator Personal LAB (35)
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Inkubacijsko podro¢je Podrocje pipetiranja ™,

Podrocje odéitavanj ‘Vzoréno/reagenéno stojalo|

Slika 5. Notranjost avtomatskega analizatorja Personal LAB (35)
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4. REZULTATI

4.1. DELEZ PACIENTOV Z AKUTNO OKVARO LEDVIC PO
OPERACIJI SRCA (PAOL)

V raziskavo je bilo vklju€enih 43 bolnikov. Od teh jih je 20 ( ali 46,5 %) po operaciji

razvilo akutno okvaro ledvic.

4.2. KREATININ V SERUMU

V skupini s-PAOL in brez-PAOL smo ob razli¢nih ¢asih odvzema dolocili povpre¢no
vrednost koncentracije kreatinina v serumu (S-kreatinin) s standardno deviacijo. Med
skupinama smo ugotavljali statisticno znacilno razliko v povpre¢ni koncentraciji kreatinina
dve uri po operaciji, prvi, drugi in tretji dan po operaciji. Najprej smo s Kolmogorov -
Smirnov testom preverili ali se povprecne vrednosti kreatinina v skupini s PAOL in brez

PAOL ob razli¢nih ¢asih odvzema porazdeljujejo normalno.

Preglednica III: Prikaz testa normalnosti za vrednosti kreatinina v serumu

5 Kolmogorov - Smirnov test
Cas odvzema
brez-PAOL (n=23) | s-PAOL (n=20)
vzorca(S-kreatinin)
P P

Pred operacijo 0,383 0,940
2 uri po koncanju

0,954 0,510
operacije
1.dan po operaciji 0,323 0,606
2.dan po operaciji 0,481 0,684
3.dan po operaciji 0,878 0,656

P= verjetnost normalne porazdelitve
Ker je verjetnost normalne porazdelitve ve¢ja od stopnje tveganja (> 0,05), smo zavrgli

alternativne hipoteze in privzeli vse niCelne hipoteze, da se podatki porazdeljujejo

normalno (preglednica III).
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Ker se podatki pri vseh odvzemih porazdeljujejo normalno, smo za statisticno analizo le-

teh uporabili enosmerno analizo variance za ponovljene meritve.

Preglednica IV: Povprecna koncentracija kreatinina (s standardno deviacijo) v serumu in

prikaz enosmerne analize variance za ponovljene meritve

brez-PAOL s-PAOL
(n=23) (n=20)
Cas odvzema | Povpre¢na koncentracija - df- | df
P
vzorca kreatinina [umol/L] (SD) BGV | WGV
Pred operacijo | 84,3 (4,5) 97,8 (3,5) 5315 |1 41 0,026
2 uri po
konc¢anju 79,5 (4,4) 89,3 (5,0) 2,177 |1 41 0,148
operacije
1.dan po
85,9 (4,3) 100,9 (5,6) 4,748 |1 41 0,035
operaciji
2.dan po
88,0 (4,7) 135,5 (7,8) 28,964 | 1 41 <0,0001
operaciji
3.dan
79,4 (5,3) 143,6 (9,6) 36,794 | 1 41 <0,0001
po operaciji

SD- standardna deviacija; t- testna statistika; F-porazdelitev razmerja varianc; df-stopinje
prostosti; BGV- varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin;

p<0,05- statisti¢no znacilna razlika; 0,05>p<0,1- mejno statisti¢no znacilna razlika
Statisti¢no znacilno razliko v koncentraciji kreatinina v serumu med skupinama brez-

PAOL in s-PAOL smo ugotovili prvi dan po operaciji (p=0,035). Ta razlika se je Se
povecala drugi in tretji dan po operaciji (p<0,0001), (preglednica 1V, slika 6 in 7).
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Slika 6. Povpre¢na vrednost koncentracije S-kreatinina v skupini

brez- PAOL in s- PAOL glede na ¢as odvzema vzorca
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Slika 7. Povpre¢na vrednost koncentracije S-kreatinina 1.dan po operaciji

v skupini brez-PAOL in s-PAOL

Prvi dan po operaciji ima S-kreatinin v skupini s PAOL znacilno vi§jo povprecno

koncentracijo kot v skupini brez PAOL (slika 7).
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Med skupinama brez-PAOL in s-PAOL smo primerjali povprecje doseZenih najvi§jih
vrednosti koncentracije kreatinina v serumu (kreatinin max) po operaciji, ne glede na cas
odvzema vzorca. Za izracun statisti¢no znacilne razlike smo uporabili enosmerno analizo

variance.

Preglednica V: Povpre¢na koncentracija kreatinin max v serumu po operaciji in prikaz

enosmerne analize variance

Povprecna koncentracija kreatinin max

[umol/L] (SD) F p

WGV | BGV
brez-PAOL | s-PAOL

Po operaciji | 92,7 (22,2) 151,1 (39,2) 41 1 37,425 | <0,001

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povprecje dosezenih najvisjih vrednosti koncentracije kreatinina v serumu po operaciji, ne
glede na €as odvzema vzorca, se je med skupinama s-PAOL in brez-PAOL statisti¢no

znacilno razlikovalo (p<0,001), (preglednica V, slika 8).

KREATININ max
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Slika 8. Povprecje najvisjih vrednosti koncentracije kreatinina

v skupini brez-PAOL in s- PAOL
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Primerjali smo povpre¢no vrednost najveCje spremembe koncentracije kreatinina
(A kreatinin max) po operaciji glede na predoperativno vrednost v skupini brez-PAOL in s-

PAOL. Za izracun statisticno znacilne razlike smo uporabili enosmerno analizo variance.

Preglednica VI: Povprecna vrednost A kreatinin max v serumu in prikaz enosmerne analize

variance
Povprecna vrednost A kreatinin max
[umol/L] (SD) dt- | df F |p
WGV | BGV
brez-PAOL | s-PAOL
Po operaciji | 8,4 (10,4) 53,3(32,1) 1 41 40,263 | <0,001

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povpre€na vrednost najvecje spremembe koncentracije kreatinina (A kreatinin max) po
operaciji glede na predoperativno vrednost se je v skupini brez-PAOL in s-PAOL

statisticno znacilno razlikovala (p<0,001), (preglednica VI, slika 9).

A KREATININ
70

50 -
40
30}

20

koncentracija kreatinina [pmol/L]

PAOL

Slika 9. Povprecna vrednost najvecje spremembe koncentracije kreatinina glede na

predoperativno vrednost v skupini brez-PAOL in s-PAOL
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Med skupinama brez-PAOL in s-PAOL smo primerjali povpre¢no zaporedno Stevilko
odvzema z najviSjo vrednostjo S-kreatinina ne glede na ¢as odvzema vzorca. Za izraun

statisticno znacilne razlike smo uporabili enosmerno analizo variance.

Preglednica VII: Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najviSjo vrednostjo S-

kreatinina in prikaz enosmerne analize variance

Povprecna najvi§ja zap. $t. odvzema
S-Kreatinina (SD) df- | df- F p
WGV | BGV
brez-PAOL | s-PAOL
Po operaciji | 3,9 (0,9) 4,6 (0,5) 41 1 8,347 | 0,006

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najviSjo vrednostjo S-kreatinina po
operaciji ne glede na ¢as odvzema vzorca se je v skupini brez-PAOL in s-PAOL statisti¢no

znacilno razlikovala (p = 0,006), (preglednica VII, slika 10).

KREATININ max zap.st.

o
I

PAOL

Slika 10. Povpre¢na vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvisjo vrednostjo

S-kreatinina po operaciji v skupini brez-PAOL in s-PAOL
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4.3. NGAL V SERUMU

Dolocili smo povpre€no vrednost koncentracije NGAL-a v serumu (S-NGAL)
(s standardno deviacijo) v skupini s-PAOL in brez-PAOL ob razli¢nih ¢asih odvzema. Med
skupinama smo ugotavljali statisticno znacilno razliko v povpre¢ni koncentraciji NGAL-a
takoj po operaciji, dve uri po kon€anju ZTO ter prvi dan po operaciji. Najprej smo s
Kolmogorov - Smirnov testom preverili ali se povprecne vrednosti S-NGAL-a ob razli¢nih

Casih odvzema v skupini s-PAOL in brez- PAOL porazdeljujejo normalno.

Preglednica VIII: Prikaz testa normalnosti za vrednosti S-NGAL-a

. Kolmogorov - Smirnov test
Cas odvzema
brez-PAOL (n=23) | s-PAOL (n=20)
vzorca (S-NGAL)
p p

pred operacijo 0,844 0,909
takoj po koncanju

0,839 0,909
ZT0
2 uri po koncanju

0,821 0,635
ZTO
1.dan po operaciji 0,911 0,689

P= verjetnost normalne porazdelitve

Ker je verjetnost normalne porazdelitve ve¢ja od stopnje tveganja (> 0,05), smo zavrgli
alternativne hipoteze in privzeli vse niCelne hipoteze, da se podatki porazdeljujejo
normalno (preglednica VIII).

Ker se podatki pri vseh odvzemih porazdeljujejo normalno, smo za statisticno analizo le-

teh uporabili metodo enosmerne analize variance za ponovljene meritve.
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Preglednica IX: Povprecna koncentracija NGAL-a (s standardno deviacijo) v serumu in

prikaz enosmerne analize variance za ponovljene meritve

s-PAOL
brez-PAOL (n=23)
(n=20)
Cas odvzema Povprecna koncentracija - df- | df- p
vzorca S-NGAL-a [ng/L] (SD) BGV | WGV
Pred operacijo 165,6 (20,1) 142,8 (18,3) 0991 | 1 |41 0,325
takoj po koncanju
N 283,6 (28,0) 256,5 (23,4) 0,650 | 1 |41 |0,425
operacije
2 uri po koncanju
320,5 (24.5) 327,9 (38,9) 0,027 1 |41 |0,870
operacije
1.dan po operaciji 302,3 (34,9) 324,0 (36,9) 0,087 | 1 |41 0,769

SD-standardna deviacija; F-porazdelitev razmerja varianc; df-stopinje prostosti; BGV-

varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povprecna vrednost NGAL-a v serumu dve uri po kon¢anju operacije se med skupinama

brez-PAOL in s-PAOL statisticno ni znacilno razlikovala (p= 0,870), (preglednica IX, slika

11in 12).

koncentracija [ng/L]

Slika 11. Povpre¢na koncentracija NGAL-a v skupini brez- PAOL in s- PAOL
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Slika 12. Povprecna vrednost koncentracije NGAL-a 2 uri po operaciji

v skupini brez-PAOL in s-PAOL

V skupini brez-PAOL in s-PAOL smo z metodo analize variance za ponovljene meritve
primerjali povpre¢no vrednost koncentracije NGAL-a dve uri po operaciji s predoperativno
povprecno vrednostjo. Povprecna vrednost koncentracije NGAL-a dve uri po operaciji se
je statisti¢éno znacilno razlikovala od predoperativne povpre¢ne koncentracije v skupini
brez-PAOL in s-PAOL (preglednica X). Dve uri po kon€anju operacije se je vrednost
NGAL-a glede na predoperativno vrednost povecala za 2,3 krat v skupini s- PAOL in za
1,9 krat v skupini brez- PAOL (preglednica X, slika 13).

Preglednica X: Primerjava povprecne vrednosti koncentracije NGAL-a pred operacijo in
dve uri po operaciji v skupini brez-PAOL in s-PAOL in prikaz analize variance za

ponovljene meritve

Koncentracija S-NGAL-a (SD)
t df p
pred op. 2 uri po op.
Brez-PAOL 165,6 (20,1) 320,5 (24,5) 7,33 22 <0,0001
s-PAOL 142,8 (18,3) 327,9 (38,9) 6,244 18 <0,0001

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; t- linearen trend analize; p<0,05-statisti¢no

znacilna razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisti¢no znacilna razlika
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Slika 13. Primerjava povprecne vrednosti koncentracije NGAL-a pred operacijo

in dve uri po operaciji v skupini brez- PAOL in s- PAOL

Med skupinama brez-PAOL in s-PAOL smo z metodo enosmerne analize variance
primerjali povprecje doseZenih najvisjih vrednosti koncentracije NGAL-a v serumu

(NGALmax) po operaciji, ne glede na ¢as odvzema vzorca.

Preglednica XI: Povprecna koncentracija NGALmax v serumu po operaciji in prikaz

enosmerne analize variance

Povprecna koncentracija NGALmax [ng/L]

(SD) df: df: F D
WGV BGV
brez-PAOL | s-PAOL
Po operaciji | 372,5 360,3
41 1 0,065 | 0,800
(153,4) (158,3)

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povprecje doseZenih najvisjih vrednosti koncentracije NGAL-a v serumu po operaciji, ne
glede na cas odvzema vzorca, se med skupinama s-PAOL in brez-PAOL statisti¢no ni
znacilno razlikovalo (p= 0,800). V skupini s-PAOL je bilo povpre¢je proti pricakovanju
niZje kot v skupini brez-PAOL (preglednica XI, slika 14,15).
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Slika 14. Povprecna koncentracija NGALmax v serumu po operaciji

v skupini brez-PAOL in s-PAOL (stolp¢ni diagram)
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Slika 15. Povprecna koncentracija NGALmax v serumu po operaciji

v skupini brez-PAOL in s-PAOL (kvantilni diagram)

37



Z. metodo enosmerne analize variance smo primerjali povpre¢no vrednost najvecje
spremembe koncentracije NGAL-a (ANGALmax) po operaciji glede na predoperativno
vrednost v skupini brez-PAOL in s-PAOL.

Preglednica XII: Povpre¢na vrednost ANGALmax v serumu in prikaz enosmerne analize

variance
Povprecna vrednost ANGALmax [ng/L]
(SD) df- df- Folp
WGV | BGV
brez-PAOL | s-PAOL
Po operaciji | 206,9 221.,8 1 41 0,136 | 0,714
(143.5) (117,6)

SD-standardna deviacija; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povpre€na vrednost najvecje spremembe koncentracije NGAL-a (ANGALmax) po
operaciji glede na predoperativno vrednost se v skupini brez-PAOL in s-PAOL statisticno

ni znacilno razlikovala (p=0,714), (preglednica XII, slika 16).
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Slika 16. Povprecna vrednost najvecje spremembe koncentracije NGAL-a po operaciji

glede na predoperativno vrednost v skupini brez-PAOL in s-PAOL
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Med skupinama brez-PAOL in s-PAOL smo z metodo enosmerne analize variance
primerjali povprecno zaporedno Stevilko odvzema z najvi§jo vrednostjo NGAL-a v serumu

(S-NGAL) ne glede na ¢as odvzema vzorca.

Preglednica XIII: Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najviSjo vrednostjo

NGAL-a v serumu in prikaz enosmerne analize variance

Povprecna najvi§ja zap. $t. odvzema
S-NGAL (SD) di- di- F p
WGV | BGV
brez-PAOL | s-PAOL
Po operaciji | 3,0 (0,74) 3,3(0,97) 41 1 0,921 | 0,343

SD-standardna deviacija; ; df-stopinje prostosti; F-porazdelitev razmerja varianc; BGV-
varianca med skupinami; WGV- varianca znotraj skupin; p<0,05-statisticno znacilna

razlika; 0,05>p<0,1-mejno statisticno znacilna razlika

Povpre€na vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvi§jo vrednostjo NGAL-a v serumu
po operaciji ne glede na Cas odvzema vzorca se v skupini brez-PAOL in s-PAOL
statisticno ni znacilno razlikovala. Skupina s-PAOL je imela povpre¢no vrednost
zaporedne Stevilke odvzema proti pricakovanju visjo kot skupina brez-PAOL (preglednica

X111, slika 17).
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Slika 17. Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvisjo vrednostjo NGAL-a v

serumu v skupini brez-PAOL in s-PAOL
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5. RAZPRAVA

Po operacijah na srcu z uporabo zunajtelesnega krvnega obtoka (ZTO) se pogosto pojavi
akutna okvara ledvic (AOL), (3-7). Trenutno je v klini¢nih smernicah AOL opredeljena na
osnovi KDIGO kriterijev (19-21). V naSi skupini preiskovancev je glede na KDIGO
kriterije pooperativno akutno okvaro ledvic (PAOL) razvilo 46,5 % bolnikov. To se ujema
s podatki navedenimi v literaturi, kjer je pogostost pojava AOL po operacijah na srcu od
17-49% (3,5,7,8). V literaturi je PAOL lahko opredeljena tudi na osnovi RIFLE ali AKIN
diagnosti¢nih kriterijev. Velik vpliv na PAOL ima uporaba ZTO.

AOL po sréni operaciji pogosto spremlja oligurija, ki se znacilno pojavi pred poviSanjem
koncentracije kreatinina v serumu, vendar je pogosto neustrezen odziv na intravaskularno
hipovolemijo. Zaradi tega razloga in ker je urna diureza zbiranja urina velikokrat
nenatan¢na in pod vplivom terapetskih vzrokov (diuretiki, vazopresorji), je AOL
najpogosteje diagnosticirana z uporabo meritev koncentracije serumskega kreatinina (6).
Kreatinin producirajo skeletne miSice, zato je koncentracija kreatinina v serumu v
stacionarnem stanju proporcionalna miSicni masi. Vrednosti kreatinina v serumu so
odvisne od miSicne mase, starosti, spola, rase, prehrane, terapije z doloenimi zdravili,
stanja hidracije in fiziCnega statusa (16,26). Nivo serumskega kreatinina je tudi pod
vplivom tubulne sekrecije kreatinina in uporabljene metode doloCevanje koncentracije.
Kreatinin je primarno oznacevalec glomerulne filtracije in se ne more uporabljati kot
idealni biooznacevalec za oceno ledvicne poskodbe, ker je neobcutljiv in nezanesljiv v
diagnozi ledvicne tubulne poSkodbe v odsotnosti zmanjSanja glomerulne filtracije.
Kreatinin je slabo specifien v prisotnosti prerenalne azotemije in moc¢no pod vplivom
hemodialize (13,26). Kljub temu ostaja mejna vrednost porasta koncentracije kreatinina v
serumu > 26,5 umol/l glede na zacetno vrednost znotraj 48 ur, saj je mo¢no povezana S
slabimi izidi PAOL (6).

Takoj po operaciji z ZTO je zaradi zmanjSanega krvnega pretoka koncentracija kreatinina
pogosto manjSa od predoperativne vrednosti (6). Ta pojav smo opazili tudi pri pregledu
nasih rezultatov, saj je povprecna koncentracija kreatinina v serumu 2 uri po operaciji niZja
od predoperativne vrednosti, kar je posledica hemodilucije, zaradi hiperhidracije po
uporabi ZTO. Koncentracija kreatinina v serumu naraste Sele, ko je polovica ledvi¢ne
funkcije Ze izgubljene, kar ponavadi traja 2 do 3 dni po nastopu ledvi¢ne poskodbe (13).

Vzrok porasta koncentracije kreatinina v serumu je lahko poleg ishemic¢ne poskodbe
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tubulov ledvic tudi poSkodba miSic po operaciji (16). Tudi v naSi raziskavi smo statisticno
znacilno razliko v koncentraciji kreatinina v serumu med skupinama brez-PAOL in s-
PAOL ugotovili prvi dan po operaciji. Ta razlika se je Se povecala drugi in tretji dan po
operaciji, kar se ujema s podatki objavljenimi v literaturi (13,15,16). Primerjali smo tudi
povprecno vrednost najve€je spremembe koncentracije kreatinina po operaciji glede na
predoperativno vrednost, ki se je v skupini brez-PAOL in s-PAOL statisticno znacilno
razlikovala. Tudi povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvisjo vrednostjo S-
kreatinina po operaciji ne glede na ¢as odvzema vzorca se je v skupini brez-PAOL in s-
PAOL statisti¢no znacilno razlikovala.

Ceprav je glomerulna filtracija desetletja predstavljala temelj za postavitev diagnoze AOL,
je vodilni laboratorijski izziv Se vedno pomanjkanje specificnega biooznacevalca za
dolocanje akutne tubulne poskodbe, ki bi omogocal natan¢no oceno tveganja in pravocasno
postavljeno diagnozo. Neugodni izidi AOL se lahko preprecijo le s pravocasno diagnozo in
terapijo (16).

Zaradi tega so bili proucevani mnogi biooznacevalci, ki lahko odrazajo tubulno poskodbo
ledvic. Najbolj raziskan in obetajo¢ zgodnji biooznacevalec je NGAL, ki ni produciran le z
enim tipom celic in obstaja v veC kot eni molekulski obliki (13,15,16). V na$i raziskavi se
povprecna predoperativna vrednost NGAL-a v serumu med skupinama brez-PAOL in s-
PAOL statisti¢no ni razlikovala. V skupini brez PAOL je bila koncentracija NGAL-a celo
vi§ja kot v skupini s PAOL. Vzrok za zacetno razliko je lahko zato, ker se NGAL izraza in
izlo€a z imunskimi celicami, hepatociti, ledvicnimi tubulnimi celicami in v raznolikih
patoloskih stanjih (15). Koncentracija proteina je lahko pod vplivom starosti, vnetnih
dejavnikov, jetrne funkcije, srénega popuscanja, glukoze, Zelezovega metabolizma in
Stevila levkocitov, kar vse lahko vpliva na poviSane vrednosti NGAL-a v stacionarnem
stanju (16). Vplivu protivnetnih citokinov in nevtrofilnih granulocitov se lahko izognemo z
dolo€anjem samo monomerne oblike NGAL-a, ki se tvori le z ledvi¢nimi celicami (28).
Celice proksimalnega ledvicnega tubula so zaradi AOL izpostavljene kompleksnemu
casovnemu zaporedju dogodkov. Razumevanje zgodnje celi¢ne poskodbe in popravljalnih
mehanizmov je kljunega pomena za aplikacijo ucinkovite terapije, ki prepreCuje smrt
tubulnih celic in poveca obnovitveno fazo. NGAL ima zaSc¢itno vlogo pri ishemi¢ni AOL.
Takoj po AOL je masivno poviSan v distalnem delu nefrona, to je v debelem ascedentnem
delu Henley-eve zanke, distalnem tubulu in zbirnem vodu. S poskodbo tubula je izrazZan,

da inducira ponovno epitelizacijo. V pomoc tej hipotezi je vloga NGAL-a kot Zelezo
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prenaSalnega proteina med nefrogenezo. Alternativna hipoteza je, da lahko NGAL sluzi
kot rezervoar za Zelezo, sproS€eno iz tubulnih celic, ki so poSkodovane z nefrotoksi¢no
poskodbo. S tem odvzemom Zeleza kot reaktivne molekule iz mesta tkivne poskodbe se
zavira z Zelezom posredovana poSkodba. AOL ima znacilen vpliv na oddaljene organe v
telesu, kot so jetra in pljuca, ki lahko povecajo plazemski in urinski nivo NGAL-a. Prevec
izrazan protein je sproS¢en v cirkulacijo in predstavlja svoj prispevek koncentracije
NGAL-a v sistemski cirkulaciji. Dodatni prispevek sistemski cirkulirajo¢i koncentraciji
NGAL-a pri AOL izhaja iz dejstva, da je NGAL reaktant akutne faze in je lahko sproscen
iz nevtrofilcev, makrofagov in ostalth imunskih celic. Zaradi zmanjSanja hitrosti
glomerulne filtracije pri AOL, se pri¢akuje tudi zmanjSanje v ocistku ledvicnega NGAL-a,
s posledi¢no akumulacijo v sistemski cirkulaciji (15,25).

Pri AOL se koncentracija NGAL-a v serumu znacilno povisa dve uri po operaciji (26).
Povpre€na vrednost koncentracije NGAL-a dve uri po operaciji se je statisticno znacilno
razlikovala od predoperativne povprecne koncentracije v skupini brez-PAOL in s-PAOL.
Dve uri po koncanju operacije se je vrednost NGAL-a glede na predoperativno vrednost
povecala za 2,3 krat v skupini s-PAOL in za 1,9 krat v skupini brez-PAOL. Torej se
koncentracija NGAL-a v serumu poviSa v klinicnem poteku PAOL znacilno prej kot
koncentracija kreatinina v serumu.

Povpre¢na vrednost NGAL-a v serumu dve uri po konCanju operacije se med skupinama
brez-PAOL in s-PAOL statisticno ni razlikovala, kar je lahko posledica majhnega Stevila
vzorca in velike raztresenosti rezultatov. Primerjali smo tudi povprecje dosezenih najvisjih
vrednosti koncentracije NGAL-a v serumu po operaciji, ne glede na Cas odvzema vzorca,
ki se med skupinama s-PAOL in brez-PAOL statisti¢no ni znacilno razlikovalo. V skupini
s-PAOL je bilo povprecje proti pricakovanju niZje kot v skupini brez-PAOL. To si lahko
razloZimo s tem, da je koncentracija NGAL proteina lahko pod vplivom starosti, spola,
vnetnih dejavnikov, jetrne funkcije, srénega popuscanja, glukoze, Zelezovega metabolizma
in Stevila levkocitov, kar lahko vse vpliva na poviSanje koncentracije NGAL-a med samim
ZTO procesom. Povpre¢na vrednost najvecje spremembe koncentracije NGAL-a po
operaciji glede na predoperativno vrednost se v skupini brez-PAOL in s-PAOL statisti¢no
ni znaCilno razlikovala. Prav tako se v skupini brez-PAOL in s-PAOL statisticno ni
razlikovala povpre€na vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvi§jo vrednostjo NGAL-a
v serumu po operaciji, ne glede na ¢as odvzema vzorca. To je lahko posledica majhnega

Stevila vzorca in velike raztresenosti rezultatov. Kljub temu se koncentracija NGAL-a v
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serumu poviSa v klinicnem poteku AOL znalilno prej kot koncentracija kreatinina v
serumu. Torej je NGAL casovno hitrejSi diagnosti¢ni biooznaCevalec ledvi¢ne tubulne
poskodbe kot kreatinin in ostali klasi¢ni kazalci AOL. Prvi dan po operaciji se je
povprecna koncentracija NGAL-a v obeh skupinah brez- in s-PAOL znizala, kar navajajo
tudi drugi avtorji raziskav (24).

NGAL je mocan biooznacevalec za napoved in izid AOL, vendar je bolj obcutljiv in
specificen v homogeni populaciji pacientov. Starost ima velik vpliv na NGAL kot
biooznacevalec AOL. NGAL ima vec¢jo napovedno zmoznost pri otrocih (povprecna AUC
je 0.93) kot pri odraslih (povprecna AUC je 0.71), (24). Merjenje NGAL-a v serumu ali
plazmi je lahko pod vplivom Stevilnih spremljajocih dejavnikov kot je CKD, kroni¢na
hipertenzija, sistemske infekcije, vnetna stanja, anemija, hipoksija, malignomi,
ateroskleroti¢ni plaki in abdominalna aortna anevrizma. Omejitev predstavlja tudi
definicija AOL, ki je osnovana v veliki meri na poviSanemu serumskemu kreatininu, ki ni
najboljSa spremenljivka za analizo uspeSnosti novega testa. Katerikoli test, ki bo osnovan
na osnovi dolocitve tubulnega biooznacevalca kot je NGAL, bo v primerjavi s serumskim
kreatininom pokazal nepravilnosti zaradi lazno pozitivnih (resni¢na tubulna poSkodba,
vendar neznacilna sprememba v serumskemu kreatininu) ali lazno negativnih rezultatov
(odsotnost resni¢ne tubulne poSkodbe, vendar poviSan serumski kreatinin zaradi
prerenalnih vzrokov ali zaradi zavajajoCih spremenljivk, ki vplivajo na to meritev). V
bodocih Studijah bo klju¢nega pomena razumeti klinicne izide pri osebah, ki so nagnjene k
AOL in so NGAL pozitivne in kreatinin negativne, saj bo to odlocilo ali je biooznacevalec
odkrito obcutljiv. V nedavni Studiji (Hasse et al.) so testirali hipotezo ali lahko brez
diagnosti¢nih sprememb v serumskemu kreatininu poviSane NGAL vrednosti identificirajo
paciente s subklini¢cno AKI in s tem slabSo prognozo. Analizirali so podatke 2322 kriti¢no
bolnih pacientov s predhodnim kardiorenalnim sindromom in ugotovili, da v odsotnosti
diagnosti¢nega poviSanja v serumskemu kreatininu NGAL zazna paciente z moZno
subklini¢no AOL, ki imajo ve¢jo moZnost slabega izida. Ker se zlati standard za resni¢no
AOL Se nekaj ¢asa ne bo pojavil, je pomembno, da so prihodnje Studije dovolj velike za
predstavitev povezave med biooznacevalci in slabimi klini¢nimi izidi kot je dializa,
kardiovaskularni dogodki in smrt (15,27).

S strani ADQI (deseti sestanek delovne skupine) je predlagana detekcija subklinicne AOL,
ki pomeni poviSan biooznafevalec NGAL brez povisanja v koncentraciji serumskega

kreatinina. Predlagana je vkljuCitev CSA-NGAL ocene (rezultat NGAL-a po srcni
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operaciji) v prospektivnih Studijah pri odraslih po operaciji srca kot dodatek k funkcionalni
oceni AOL (RIFLE, AKIN, KDIGO). Pri doloceni skupini bolnikov z visokim tveganjem
za funkcionalno AOL, ki je posledica sréne operacije, se akutna posSkodba tubulov pojavi,
preden postane oslabljeno delovanje ledvic ocitno. Akutna tubulna poskodba brez
funkcionalne AOL (subklinicna AOL) ima lahko vpliv na zelo slab izid AOL. NGAL
pripomore k prepoznavi pacientov s subklinicno AOL (28). Njena prepoznava ter
pravocasno zdravljenje je kljunega pomena za preprecevanje nadaljnih poskodb in/ali
napredovanja v funkcionalno AOL (3). Neugodni izidi AOL se lahko preprecijo le z

zgodnjo prepoznavo in pravocasnim zdravljenjem.
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6. SKLEP

Od 43 bolnikov, ki so bili vklju€eni v raziskavo, jih je glede na KDIGO kriterije 20 ali
46,5 % po operaciji razvilo akutno okvaro ledvic. Akutna okvara ledvic je torej pogost

pojav po srénih operacijah z uporabo zunajtelesnega krvnega obtoka (ZTO).

Statisticno znacilno razliko v koncentraciji kreatinina v serumu med skupinama brez-
PAOL in s-PAOL smo ugotovili Sele prvi dan po operaciji (p=0,035). Ta razlika se je Se
vrednosti koncentracije kreatinina v serumu po operaciji, ne glede na ¢as odvzema vzorca,
se je med skupinama s-PAOL in brez-PAOL statisti¢cno znacilno razlikovalo (p<0,001),
prav tako se je med skupinama statisticno znacilno razlikovala povpre¢na vrednost
najvecje spremembe koncentracije kreatinina po operaciji glede na predoperativno
vrednost (p<0,001) ter povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvi§jo
vrednostjo S-kreatinina po operaciji ne glede na Cas odvzema vzorca (p = 0,006). 1z
statistiCne primerjave rezultatov za kreatinin v serumu lahko razberemo, da je kreatinin

pozen, vendar zanesljiv pokazatelj AOL.

Povpre€na vrednost koncentracije NGAL-a dve uri po operaciji se je statisticno znacilno
razlikovala od predoperativne povprecne koncentracije v skupini s-PAOL (<0,0001) in
brez PAOL (<0,0001). Dve uri po kon¢anju operacije se je vrednost NGAL-a glede na
predoperativno vrednost povecala za 2,3 krat v skupini s-PAOL in za 1,9 krat v skupini
brez-PAOL. Dve uri po operaciji je povprecna koncentracija NGAL-a vi§ja v skupini s -
PAOL kot v skupini brez -PAOL, Ceprav se statisticno ni znacilno razlikovala (p=0,870).
To je lahko posledica majhnega Stevila vzorca in velike raztresenosti rezultatov (PAOL=0,
SD=24,5 / PAOL~=1, SD=38,9). Tudi povprecna vrednost najvefje spremembe
koncentracije NGAL-a (ANGALmax) po operaciji glede na predoperativno vrednost se med
skupinama statisticno ni znacilno razlikovala (p=0,714), (PAOL=0, SD=143,5 / PAOL=1,
SD=221,8). Nase hipoteze, da je NGAL dober diagnosti¢ni kazalec zgodnje okvare ledvic
ne moremo zagotovo potrditi niti ovre€i, saj statisticna primerjava rezultatov med
skupinama s-PAOL in brez-PAOL ni pokazala statisticne znacilnosti. Za vecjo statisticno
znacilnost rezultatov bi bilo v prihodnosti potrebno ponoviti raziskavo na vecjem Stevilu

vzorca.
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Povprecna vrednost zaporedne Stevilke odvzema z najvi§jo vrednostjo NGAL-a v serumu v
skupini s PAOL je bila 3,3 (SD= 0.97) in za kreatinin 4,6 (SD= 0,5). Prvi je dosegel
najvisjo vrednost NGAL, kar potrjuje naSo hipotezo, da koncentracija NGAL-a naraste prej

v razvoju AOL kot koncentracija kreatinina v serumu.
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