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1. UvOD

1.1. RAZVOJ URINARNOG TRAKTA

Embrigeneza urinarnog trakta pocinje u 4. nedelji gestacije, kondenzacijom
mezoderma na dorzalnoj strani embriona, obostrano duz ki¢menog stuba, od koga nastaje
pronefros. Lateralni kraj pronefrosne vrpce se razvija u vezikule koje spajanjem formiraju
pronefrosni kanal. Pronefros je afunkcionalna struktura koja regredira u 5. gestacijskoj

nedelji, kada pocinje da se kondenzuije i razvija mezonefros.>??

Mezonefros se sastoji od tubula formiranih spajanjem epitelnih vezikula koje su
nastale diferencijacijom mezenhimalnih ¢elija. Medijalni kraj mezonefroskog tubula zajedno
sa kapilarima medijalne sakralne arterije formira glomerulus. Lateralni kraj mezonefroskog
tubula formira mezonefroski duktus. Mezonefroski tubul je primitivni nefron. Mezonefros se
sastoji od 30-40 tubula. Kako se novi tubuli stvaraju na kaudalnom delu mezonefrosa, tako
oni prethodno nastali na kranijalnom delu nestaju. U desetoj gestacijskoj nedelji mezonefros
regredira, a na mestu njega ostaju mezonefrosni Wolffovi kanali. U predelu njihove kaudalne
angulacije, u sakralnoj regiji obostrano, formira se matanefros, ili metanefrogeni blastem,

permanentna struktura iz koje definitivno nastaju bubrezi.*?

Parenhim bubrega nastaje od dve razli¢ite strukture mezenhima. Nefron se formira
diferencijacijom progenitornih ¢elija nefrotskog mezoderma. Sabirni kanali, kaliksi, bubrezna
karlica i ureter nastaju od epitela mezonefroskog kanala. Prvi se formira ureter, potom sabirni
kanali koji indukuju formiranje nefrona. Od epitelnog pupoljka nastaje divertikulum uretera.
Divertikuli se granaju u osam generacija tubula koje se produzuju na primitivne bubrezne
karlice i kalikse (major i minor). Mali kaliksi formiraju 12 do 14 generacija sabirnih kanala.
Distalni deo sabirnih kanala potiskuje progenitorne mezenhimalne celije c¢ijom
diferencijacijom se formira nefrotski tubul. Distalni deo nefrotskog tubula se spaja sa

sabirnim kanalima dok proksimalni kraj zajedno sa kapilarima formira Bowmanovu kapsulu.
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Spajanjem nefrotskog tubula i kapilara razvija se primitivni nefron. Metanefrogeni blastem

.. .y .. e . . 1,2
migrira cefali¢no, u lumbalnu regiju, elongirajuéi pri tome ureter.

Kaudalno od alantoisa i zadnjeg creva se formira kloaka, koja se tokom 4-6 nedelje
gestacije deli urorektalnom pregradom na primitivni urogenitalni sinus sa prednje i rektum sa
zadnje strane. Od gornjeg dela urogenitalnog sinusa nastaju beSika, membranozna, odnosno

prostati¢na uretra, a od distalnog vestibulum vagine, odnosno penilna uretra.®

Mesto nastanka ureteralnog pupoljka iz mezonefrosnog kanala u direktnoj je vezi sa
pravilnim razvojem bubrega, kao i pozicijom ureteralnog us¢a. Ureteralni pupoljci sa
srednjeg dela kaudalne angulacije mezonefrosnog kanala ulaze u srediSte metanefrogenog
blastema i preduslov su za nastajanje normalnog bubrega, sa normalnim ureteralnim usé¢em u

predelu trigonuma mokraéne besike.”

Ova serija kompleksnih razvojnih procesa zavrsava se oko 10. nedelje gestacije kada
su fetalni bubrezi formirani i zapo€inju sa svojom funkcijom i produkcijom urina. Do 20.
gestacijske nedelje sabirni sistem bubrega se potpuno razvija i oko jedne trec¢ine nefrona je
prisutno. Kompletna nefrogneza se =zavrSava oko 36. nedelje gestacije. Period

najintenzivnijeg rasta i razvoja bubrega je od 18. do 32. gestacijske nedelje kada je bubreg i
..... 2

Ureteri su inicijalno prolazni, $irokog lumena, da bi u svom razvoju od 35. nedelje
gestacije poceli sukcesivnho da obliteriSu zbog brzog rasta 1 elongacije. Ponovna
rekanalizacija uretera pocinje od sredine put kranijalno i kaudalno, tako da su poslednji
segmenti rekanalizacije ureteropijeli¢ni i1 ureterovezikalni spoj, Sto objasnjava ucestalost

opstruktivnih anomalija upravo na ovim nivoima.'?

Besika se razvija od urogenitalnog sinusa, dok regija trigonuma potice od kaudalnih
krajeva mezonefrosnih kanala koji se u nju inkorporiraju kao vezivno tkivo. Za to vreme

ureteri se odvojeno ulivaju u besiku ulaze¢i koso u njenu bazu.*?

Uretra se razvija od endoderma urogenitalnog sinusa, osim distalnog dela, koji se od

ektoderma sa glandularnog platoa, razvija u suprotnom pravcu ka penilnoj uretri.
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1.2. INTRAUTERUSNA RESTRIKCIJA RASTA (IUGR - INTRAUTERINE
GROWTH RESTRICTION)

1.2.1. Definisanje IUGR

IUGR se odnosi na stanje u kojem fetus nije u mogucnosti da ostvari svoj genetski

potencijal za rast.’

IUGR se definiSe kao fetus, a zatim i novorodence Cija je porodajna masa ispod 10.
percentila za gestacijsku starost (Slika 1), (Slika 2). Mali broj autora smatra da je grani¢na
vrednost na 5. ili na 3. percentilu. Postoje mnogi dokazi koji ukazuju da je lo$ perinatalni
ishod uglavnom ograni¢en na novorodendad ispod 5. ili 3. percentila.” Novoroden¢ad rodena
u terminu sa telesnom masom izmedu 1500 i 2500g (<10 percentila) imaju 5-30 puta veéi
perinatalni morbiditet i mortalitet u odnosu na novorodencad sa telesnom masom izmedu 10.
i 90. percentila, dok je kod novorodencadi sa porodajnom masom manjom od 1500g (<3

percentila) taj rizik jo§ veci (70-1OOX).8

Termin IUGR se koristi samo za one fetuse kod kojih je poznat tj. prisutan etioloski
faktor koji je uzrokovao intrauterusnu restrikciju rasta. Ova definicija namerno iskljucuje
fetuse koji su mali za gestacijsku starost (SGA - small for gestational age), ali nisu patoloski
mali. SGA se defini$e kao rast na 10. ili nizem percentilu za tezinu svih fetusa te gestacijske
starosti. Nisu svi fetusi koji su SGA patoloski ograni¢eni u rastu, oni mogu biti
konstitucionalno mali. Isto tako, ne nalaze se svi fetusi koji nisu postigli predvideni genetski
potencijal rasta u manje od 10. percentila za procenjenu fetalnu tezinu (EFW - estimated fetal

weight).’

Od svih fetusa na ili ispod 10. percentila za rast, samo oko 40% su u visokom riziku
od perinatalne smrti koja se potencijalno moze spreciti. Drugih 40% fetusa su
konstitucionalno mali. Budu¢i da ova dijagnoza moze biti postavljena sa sigurnoséu samo u
novorodencadi, znaCajan broj fetusa koji su zdravi, ali SGA, ¢e biti podvrgnuti

visokorizi¢nim protokolima i, potencijalno, jatrogenoj nedonosenosti. '’
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Preostalih 20% fetusa, koji su SGA, su mali kao posledica hromozomskih poremecaja
ili kao posledica uticaja okoline (trisomija 18, infekcija citomegalovirusom, fetalni alkoholni
sindrom). Ovi fetusi ¢e manje verovatno imati koristi od prenatalne intervencije, a njihova
prognoza je najuze povezana sa etiologijom.ll

Kod novorodenceta sa IUGR rizik za mortalitet je veliki, kako pre, tako i nakon

121314 T7az0v klini¢ara je da identifikuje TUGR fetuse &ije je zdravlje ugroZeno u

porodaja.
materici zbog nepovoljnog intrauterusnog uticaja i da prati i interveniSe na odgovarajuci
nacin. To je izazov koji takode ukljucuje identifikaciju malih, ali zdravih fetusa i izbegavanje

jatrogenog ote¢enja hjih ili njihovih majki.™

1.2.2. Klasifikacija IUGR

Postoje dve osnovne grupe IUGR, simetri¢na i asimetri¢na. Do simetri¢ne dolazi
ukoliko je fetalni rast kompromitovan u prvom ili drugom trimestru trudnoée. Ona je
uzrokovana smanjenjem fetalne Ccelijske proliferacije svih organa, S$to dovodi do
proporcionalnog zastoja u rastu, a javlja se u oko 20% do 30% IUGR novorodencadi. Za
razliku od toga, do asimetri¢nog rasta, u kojoj novorodence ima manji obim abdomena u
odnosu na obim glave, ¢e do¢i ukoliko zastoj u rastu nastupi u tre¢em trimestru trudnoce. To
je najceséi oblik TUGR (70%-80%) i karakteriSe se sposobnos¢u fetusa da se prilagodi,
preraspodelom sopstvenog sré¢anog izbacaja ka slezini, nadbubregu, koronarnoj i cerebralnoj

cirkulaciji.*®

1.2.3. Uzroci IUGR

Intrauterusna restrikcija rasta je jedan od najce$¢ih i najsloZenijih problema u
modernoj opstetriciji. Postoje dva osnovna uzroka koja determinisu [UGR: konstitucionalno
mala veli¢ina i patoloska restrikcija rasta. Mortalitet i morbiditet konstitucionalno male

novorodencadi je znatno manji od novorodencadi sa patoloskom restrikcijom rasta.’




Doktorska disertacija Uvod Milica Milojkovié

Fetalni rast zavisi od dve Siroke i preklapajuce faze trudnoce. Tokom prvog perioda
rast se karakteriSe kao germinalni i embrionalni, dok u drugom razdoblju diferencijacija
pretezno zavisi od genetskih karakteristika. To je razlog manje bioloSke varijabilnosti rasta
tokom prvog razdoblja trudnoce. Sa druge strane, postoji povecanje varijabilnosti kako

trudnoc¢a napredu;j et

IUGR nastaje kada dopremanje gasova i hranljivih materija ka fetusu nisu dovoljni za
intrauterusno napredovanje. Ovaj proces se moze dogoditi primarno zbog bolesti majke koja
uzrokuje smanjenje snabdevanja kiseonikom (npr. cijanogena sréana bolest, puSenje,
hemoglobinopatije), disfunkciju sistema za snabdevanje kiseonikom kao posledicu
vaskularne bolesti majke (npr. dijabetes sa vaskularnom boles¢u, hipertenzija, autoimuna
bolest koja zahvata krvne sudove ka placenti), ili oSteCenje posteljice kao rezultat bolesti
19,12

majke (npr. pusenje, trombofilije, razne autoimune bolesti).

Uzroci IUGR od strane majke ukljucuju sledece: ™

e Hronic¢na hipertenzija

Trudnoc¢a udruzena sa hipertenzijom

Cijanogena bolest srca

Dijabetes

Hemoglobinopatije

Autoimune bolesti

Proteinsko-kalorijski deficit

e PuSenje

Narkomanija

Malformacije materice

Trombofilije

Dugotrajna izlozenost visokoj nadmorskoj visini

Uzroci IUGR od strane placente ili pupCane vrpce ukljucuju sledece:

e  Twin-to-twin“ transfuzija sindrom
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1.2.4.

Placentarne anomalije

Hroni¢na abrupcija placente
Placenta previa

Abnormalana insercija pupcanika
Anomalije pupCane vrpce

Multiple gestacije

Dijagnoza, pracenje i prevencija IUGR

Najcesce se EFW na ili ispod 10. percentila koristi za prepoznavanje fetusa u riziku.

Medutim, to nije definitivna granica za uteroplacentnu insuficijenciju. Odredeni broj fetusa

na ili ispod 10. percentila mogu biti konstitucionalno mali. Kako bi se poboljsala senzitivnost

i specifiénost za postavljanje dijagnoze IUGR, potrebne su krivulje rasta prilagodene etnic¢koj

pripadnosti, visini roditelja i polu.

Postupci za dijagnozu i pracenje fetusa sa [IUGR su slede¢i :

20,21

Skrining fetusa na intrauterusni zastoj rasta®

Biometrija i volumen amnionske te¢nost

Doppler uterine arterije?

Doppler umbilikalne arterije®®

Doppler srednje cerebralne arterije?’

Talasni venski Doppler?®

Trodimenzionalna ultrasonografija®

Terapijske opcije®*31:323334
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Nakon §to je otkrivena IUGR, vodenje trudnoce bi trebalo da zavisi od plana nadzora
koji maksimalizuje gestacijsku starost, a minimalizuje rizik od neonatalnog morbiditeta i
mortaliteta. Ovo bi trebalo da podrazumeva davanje kortikosteroida kada je to moguce,
zasnovano na pracenju i strategiji porodaja. Ispitivanja zrelosti fetalnih pluc¢a pomocu
amniocenteze kod fetusa iznad 34. gestacijske nedelje, dodatno mogu uticati na termin

porodaja.*

Kako nije poznat efektivni tretman, cilj vodenja trudnoée sa IUGR fetusom je da se
porodi najzreliji fetus u najboljem mogucem fizioloSkom stanju, a umanji rizik za majku.
Takav cilj zahteva upotrebu antenatalnog skrininga. Od velike vaznosti je napraviti Semu
testiranja, pratiti je, i utvrditi visinu rizika na IUGR ako su rezultati ispitivanja patoloski.
Pozitivna prediktivna vrednost patoloskog antenatalnog testa kod fetusa sa IUGR je relativno

visoka, jer je prevalencija acidemije i hroni¢ne hipoksemije relativno visoka.*

Predlozeni su brojni protokoli za antenatalno pra¢enje IUGR fetusa. Najvazniji je
nedeljni non-stress test (NST), koji podrazumeva pracenje sréane akcije fetusa. Dodatni
modaliteti mogu ukljucivati odredivanje volumena amnionske tec¢nosti, biofizicke profile, 1 /
ili Doppler ispitivanja.*” Tkode, postoje i drugi sloZeniji protokoli. Protokol za antenatalno
testiranje koji su predlozili Kramer i Weiner se oslanja na kori$¢enje Dopplera umbilikalne
arterije zbog toga Sto teSke abnormalnosti Doppler nalaza (odsutni ili obrnuti end-dijastolni
protok) mogu da prethode patoloSkim otkucajima srca fetusa za nekoliko nedelj a.%® Harman i
Baschat su sugerisali protokol koji integriSe viSestruka venska i arterijska Doppler merenja i
biofizieki profil skor (BPS).*

Nacinjeni su pokusaji prevencije IUGR. Naucnici su posmatrali odnos izmene
tromboksana u prostaciklin primenjujuci aspirin sa ili bez dipiridamola kod majki sa IUGR
fetusom. Studije koje su ispitivale ove agense za prevenciju IUGR je teSko uporediti.
Razli¢ite doze aspirina, razli€iti intervali primene u trudno¢i, razlicite indikacije za upotrebu
¢ine komparaciju teSkom. Uprkos teoretski dokazanoj koristi aspirina u brojnim studijama,

uloga aspirina, ako ih ima, u prevenciji [IUGR je jo§ uvek nejasna.***+*?

IUGR ostaje izazovan problem za klini¢are. Vecina slu¢ajeva IUGR se javlja u
trudno¢ama kod kojih ne postoje faktori rizika, te je oprez neophodan zbog mogucnosti
pojave poremecaja rasta u svim trudno¢ama. Ni jedno ispitivanje ne moze sa sigurnoséu da
potvrdi dijagnozu, zbog cega je neophodna kompleksna strategija za dijagnostiku i procenu.

Sposobnost da se dijagnostikuje poremecaj i1 razume njegova patofiziologija ubrzava




Doktorska disertacija Uvod Milica Milojkovié

mogucnost prevencije ili tretmana komplikacija. Trenutni terapijski ciljevi su da se
optimizuje termin porodaja u cilju smanjenja hipoksemije, povecanja gestacijske starosti i

poboljsanja ishoda.®

1.2.5. Barkerova hipoteza

Pre nekoliko desetina godina, zabrinutost zbog abnormalnog rasta fetusa uglavnom je
bila usmerena prema prezivljavanju u neposrednom neonatalnom periodu. Sada je akcenat
stavljen na dugoro¢ne posledice abnormalnog fetalnog rasta, posebno u slucaju IUGR.
Evidentno je da su pojedinci koji pokazuju smanjen intrauterusni rast u znatno ve¢em riziku
za dijabetes tip 2, gojaznost, hipertenziju, dislipidemije, i insulinsku rezistenciju (metabolicki
sindrom), §to kona¢no vodi do prevremenog razvoja kardiovaskularnih bolesti.** Hipoteza
»razvojnog porekla bolesti odraslog doba“, ¢esto nazivana i Barkerovom hipotezom po
jednom od njenih vodec¢ih zagovornika, navodi da $tetni uticaji u ranom razvoju, a narocito
tokom intrauterusnog zivota, mogu dovesti do trajnih fizioloskih i metaboli¢kih promena, $to
rezultira povecanim rizikom oboljevanja u odraslom dobu. Ova hipoteza potice iz
posmatranja Barkera i saradnika da su regije u Engleskoj koje su imale najvecu stopu
smrtnosti novorodencadi pocetkom dvadesetog veka, takode imale najvecu stopu smrtnosti

od koronarne bolesti decenijama kasnije.***°°

Koncept razvojne plasti¢nosti se moze definisati kao fenomen u kojem jedan genotip
moze izazvati niz razliCitih fizioloskih i morfoloskih stanja kao odgovor na razlicite uslove
okoline tokom razvoja. Ovaj koncept se zasniva na ideji da postoji kriticno razdoblje kada je
sistem plasti¢an i 0setljiv na okolinu, nakon ¢ega sledi gubitak plasti¢nosti i dolazi do fiksne
funkcionalne sposobnosti.*” Posebno su relevantni efekti fetalne pothranjenosti. Smanjenje
hranljivih supstanci ispod nivoa koji je potreban za optimalni fetalni rast “reprogramira”
potomstvo putem trajnih strukturnih i funkcionalnih promena koje, u kontekstu postnatalne
zasi¢enosti hranjivim materijama, dovode do predisponiranosti bolestima. To podrazumeva
insulinsku rezistenciju, kljuénu za diabetes melitus tip 2, i smanjenje broja nefrona Sto
verovatno vodi do poviSenog krvnog pritiska, koji oboje doprinose razvoju metabolickog

sindroma.*®

10
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Po Barkerovoj hipotezi pothranjeni fetus je programiran da ispolji "Stedljiv" fenotip sa
poveéanim unosom hrane uz povecane naslage masti i eventualno smanjenje proizvodnje
energije. Suoceni s dovoljno raspolozivih kalorija, takvi pojedinci razvijaju gojaznost i druge
manifestacije metabolickog sindroma kao odrasle osobe zbog promena u homeostatskim

regulatornim mehanizmima.**°%>*

Pitanje fetalnog programiranja nije samo od intelektualnog interesa. Gojaznost i
bolesti koje su za nju vezene su vode¢i uzrok smrti u zapadnom drustvu, zajedno sa
hipertenzijom, koronarnom bolesti srca, mozdanim udarom, dijabetes melitusom i rakom
dojke, prostate i debelog creva.®? Dokazi upuéuju da se 25-63% dijabetes melitusa odraslog
doba, hipertenzije i koronarne bolesti srca moze pripisati uticaju niske porodajne tezine sa
ubrzanim dobijanjem na tezini od novorodenackog do adolescentnog perioda. U zapadnim
drustvima, incidencija male porodajne tezine se povecala od sredine dvadesetog veka.
Zahvaljujuéi tehnologiji potpomognute oplodnje kod zena sa hroni¢nim bolestima i
smanjenom reproduktivnom sposobno$éu, doslo je do povecanja broja multiplih gestacija
koje dovode i do prevremenog porodaja, kao i do male porodajne tezine novorodencadi.
Kombinacija povecanog neonatalnog prezivljavanja i izlozenost ishrani karakteristicnoj za
zapadne zemlje, dovodi do povecanja broja programiranih potomaka sa predispozicijom za
gojaznost u odraslom dobu. Takve gojazne zene kasnije magu radati makrosomatsku

novorodencad, i1 tako nastaviti gojaznost u populaciji.53

1.25.1. Dokazi o fetalnom programiranju

Postoje brojni dokazi koji sugerisu da je IUGR kod ljudi povezan sa gojazno$éu u
odraslom dobu. Barker je sa kolegama sproveo studiju na grupi muskaraca i Zena rodenih u
HerfordSiru u Engleskoj izmedu 1911. 1 1930. godine, koja je otkrila da su mala porodajna
tezina, kao 1 mala tezina u prvoj godini Zivota, povezani sa povecanim rizikom od smrti
uzrokovanom kardiovaskularnim bolestima i mozdanim udarom.>® Epidemioloske studije
ljudi rodenih tokom holandske ,,gladne zime* u periodu 1944-1945. godine, otkrile su da je
izgladnjivanje majki povezano sa smanjenom porodajnom tezinom novorodencadi i

povecanom incidencom gojaznosti, insulinske rezistencije, hipertenzije i koronarne bolesti u

11
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odraslom dobu.>**®°7%8%9 jedna $vedska studija je dokazala da je poviSen dijastolni pritisak

. v 60
povezan sa malom porodajnom tezinom.

1.25.2. Mehanizmi fetalnog programiranja

IUGR dovodi do promena u brojnim organima fetusa. Gojaznost je potencirana
promenom u regulaciji apetita i pove¢anom adipogenezom. Hipertenzija je posedica promena
u razvoju bubrega i krvnih sudova. Dijabetes je povezan sa promenama u Celijskoj osetljivosti
na insulin i smanjenju funkcije beta ¢elija. Ove promene u programiranju mogu, zajedno,
izazvati metaboli¢ki sindrom u odraslom dobu. Pojedinosti fetalnog programiranja se

verovatno razlikuju zavisno od uzroka IUGR.>®

1.25.2.1. Gojaznost

Poznato je da restrikcija unosa hrane majke dovodi do IUGR i naknadno, zajedno sa
povecanim apetitom, do gojaznosti. Leptin, kao primarni faktor sitosti, uzrokuje smanjenje
unosa hrane. Kod TUGR fetusa, nivo leptina je snizen. U uzrastu od 2 meseca mRNA leptina
potkoznog masnog tkiva je u negativnoj korelaciji sa porodajnom teZzinom. U odraslom dobu,
nivoi leptina 1 insulina su u vezi sa porodajnom tezinom, nezavisno od gojaznosti. IUGR u
odraslom dobu, medutim, pokazuju otpornost na anoreksogene efekte leptina, sugeriSuci

izmenjenu kontrolu apetita kao uzrok gojaznosti povezane sa IUGR.®62%

Hipotalamus vr$i centralnu kontrolu apetita. Hipotalamusna rezistencija leptina je
odgovorna za promene leptin - transportera, hipotalamusnog leptin receptora (ObRDb), i/ili
signalizacije leptina, iako se ne zna koji je od ovih mehanizama odgovoran za gestacijsko
programiranje rezistencije leptina i gojaznosti. IUGR indukovan smanjenim unosom hrane
majke rezultira potomstvom sa pove¢anom ekspresijom ObRbD i narusavanjem meducelijske
signalizacije leptina. IUGR imaju snizene vrednosti leptina na rodenju, dok se u odraslom
dobu nivo leptina povecava, a anoreksogeni odgovor na leptin opada, verovatno zbog
promena u intracelularnoj signalizaciji.®*®®¢"% Osim promena u signalizaciji, IUGR moze

biti povezan sa trajnim anatomskim promenama u centru za apetit u mozgu.®®

12
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Razvoj gojaznost je povezan sa povecanom diferencijacijom adipocita, hipertrofijom
adipocita i/ili dodatnom regulacijom lipogenih gena. PPARYy2, faktor adipogene transkripcije,
ucestvuje u diferencijaciji adipocita i skladistenju lipida. Ekpresija adipogenih faktora
transkripcije koji reguliSu PPARY, je takode dodatno regulisan. Zbog toga, osim centralne
disregulacije apetita, [UGR pojedinci mogu pokazati abnormalnu aktivaciju adipocita, Sto

doprinosi razvoju gojaznosti.”®™

1.25.2.2. Hipertenzija

Smanjeni broj nefrona je povezan sa poviSenim arterijskim krvnim pritiskom i
promenama u postnatalnoj funkciji bubrega. Razli¢ite studije su dokazale da je intrauterusna
restrikcija rasta u korelaciji sa smanjenim brojem nefrona. Istrazivanja pokazuju da je period
od 26. do 34. nedelje gestacije kod ljudi razdoblje kada promene u razvoju bubrega mogu

dovesti do hipertenzije.”>"*"

Nekoliko studija je pokazalo da je endotel zavisna i nezavisna vazodilatacija, kao i
dilatacija uzrokovana protokom, smanjena kod pojedinaca sa malom porodajnom teZinom u

uzrastu od 3 meseca, u kasnijem detinjstvu i ranom odraslom dobu.”"®"’

Glavna determinanta arterijskog krvnog pritiska je arterijska komplijansa, Sto je
funkcija ekstracelijskog matriksa (ECM — extracellular matrix). ECM je nacinjen od

kolagena, elastina i glatke muskulature i moZe se menjati ishranom u odraslom dobu.”®"

1.25.2.3. Dijabetes

Epidemioloske studije su pokazale da je mala porodajna teZina povezana sa rizikom
za razvoj dijabetesa tip 2. Kod IUGR moze postojati smanjena sposobnost sekrecije insulina
zbog smanjenog broja pankresnih ostrvaca. Odrasli ljudi rodeni sa [UGR imaju smanjen
odgovor insulina na glukozu. Smanjenje kapaciteta ekskrecije insulina moZze biti povezano sa
povecanjem potrebe za insulinom. Kada potreba za insulinom premasuje kapacitet pankreasa,

razvija se dijabetes.®

Jedan od razloga za povecanje potreba za insulinom kod IUGR je povecana
glukoneogeneza. Ekspresija PPARY koaktivatora - 1, regulatora mRNA ekspresije glukoza-6-

fosfataze i drugih enzima glukoneogeneze, povecava se u jetri kod IUGR i upucuje na to da
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promena jetrene proizvodnje glukoze moze biti posledica promena u intracelijskog
signalizaciji.®*

Razvoj intolerancije na glukozu kod IUGR takode moze biti povezan sa drugim
promenama insulinske signalizacije. Na primer, ulazak glukoze u skeletne miSice se odvija
preko transportera glukoze tip 4 (GLUT4), proces koji je potstaknut insulinom. Osobe rodene
sa IUGR u odraslom dobu pored insulinske rezistencije takode pokazaju neuspeh u
regulisanju misi¢nog GLUT4 nakon stimulacije insulinom. Kako su skeletni mi$ié¢i primarno
mesto za insulin indukovano korisé¢enje glukoze, ovaj nedostatak odgovora moze biti povezan

sa intolerancijom glukoze.®®

1.2.6. Brennerova hipoteza

U kasnim 1980-im godinama, Brenner i autori su izneli hipotezu da je fundamentalna
bubrezna abnormalnost koja dovodi do povisenog krvnog pritiska smanjena povrSina
filtracije. Ovo bi moglo biti uzrokovano smanjenjem broja nefrona u bubregu i / ili
smanjenjem bubreZne povrsine filtracije po nefronu.®® Sproveden je niz eksperimentalnih
studija koje se ticu Brenner-ove hipoteze. Rezultati studija sprovedenih na Zivotinjama su bili
daleko od univerzalnih.?*%# Stereoloskom tehnikom su brojani nefroni i merena je renalna
povrsina filtracije. U svim sluCajevima gde je bio smanjen broj nefrona, zapaZen je
kompenzatorni porast veli¢ine glomerula sa istovremenim povecanjem povrsine glomerularne
filtracije po glomerulu, tako da povrSina bubrezne filtracije nije bila ugroZena. Na opisanom
IUGR modelu, budu¢i da renalna povrsina filtracija nije bila kompromitovana, ne ¢udi (na
temelju Brennerove hipoteze) da krvni pritisak nije bio promenjen. Sprovedenim ispitivanjem
ukrstanja spontano hipertenzivnih pacova i normotenzivnih pacova Wistar Kyoto soja, nije
dokazana znacajna korelacija izmedu visine krvnog pritiska i broja nefrona ili povrsine

filtracije bubrega.®”®

Ukupni eksperimentalni dokazi jasno pokazuju da smanjenje broja nefrona na pocetku
zivota ne mora nuzno dovesti do povisenog krvnog pritiska. Medutim, kada se funkcionalna
rezerva nefrona jako smanji, glomeruli ¢e doc¢i do granice fizioloske kompenzatorne

hipertrofije 1 pokrenu¢e se patoloSki mehanizmi, Sto moZe dovesti do hipertenzije.

14



Doktorska disertacija Uvod Milica Milojkovié

Prolongirana hiperfiltracija hipetroficnih glomerula na kraju moze dovesti do glomerulske
skleroze i eventualnog gubitka glomerula.?® Buduéi da gubitak glomerula tokom Zivota
ubrzava rizik i na kraju dovodi do krajnjeg stadijuma bubrezne bolesti, verovatno je da ¢e se
sklonost ka bolesti povecati kada se funkcionalna rezerva smanji pre pocetka bolesti. U tom
smislu se pretpostavlja da kongenitalni deficit nefrona deluje kao inicijalni dogadaj u bubregu
koji u kombinaciji sa daljim postnatalnim dogadajima dovodi do pogorSanja bubrezne
funkcije. Postoji nekoliko eksperimentalnih studija koje podrzavaju tu ideju, dok druge
studije to nisu dokazale. Na primer, dokazano je da IUGR sa istovremenim smanjenjem broja
nefrona dovodi do teze glomeruloskleroze na modelu mezangioproliferativnog
glomerulonefritisa kod pacova.*® Osim toga dokazano je da su bubrezi kod IUGR pacova, sa
produkti glikolizacije) infuziju. To podrazumeva da IUGR bubrezi sa kongenitalnim
deficitom nefrona mogu imati veéu predispoziciju za indukciju dijabetesa, s obzirom da je
formiranje AGE znatno poviseno sa hiperglikemijom i njegovo nakupljanje u tkivima je
povezano sa patogenezom oStecenja nervnih zavrietaka kod bolesnika sa dijabetesom.” U
skladu s tom idejom, napredovanje bubrezne bolesti je brze kod bolesnika sa jednim
bubregom.® Ispitivan je uticaj streptozotocina na indukciju dijabetesa u odraslom dobu na
IUGR modelu pacova sa ograni¢enim unosom proteina majke. Otkriveno je da znatno
smanjenje hiperglikemije ne dovodi do pogorsanja funkcije bubrega kod pacova sa IUGR.*?
To je verovatno zbog kompenzatorne glomerularne hipertrofije u IUGR potomstva. Jones i
saradnici su ispitivali efekat indukcije dijabetesa streptozotocinom na bubrezne strukture kod
IUGR pacova. Oni su dokazali da TUGR pacovi imaju proporcionalno veéi bubreg u odnosu
na pacove bez IUGR. Na tretman insulinom je doslo do smanjenja hipertrofije bubrega, ali su
glomeruli ostali hipertroficni kod TUGR pacova.94 Brojna eksperimentalna istraZivanja su
ispitivala uticaj ishrane bogate solju kod pacova sa IUGR. Rezultati su pokazali da ne postoje
dokazi o hipertenziji osetljivoj na so kod IUGR pacova koji su hranjeni ishranom bogatom
solju u odrasloj dobi. Analiza bubrega je pokazala kompenzatornu hipertrofiju glomerula kod
IUGR pacova sa kongenitalnim deficitom nefrona tako da se povrsina filtracije bubrega nije
razlikovala od one u kontrolnoj grupi. Primena ishrane bogate solju kod IUGR pacova sa
jednim bubregom dovodi do znacajnog smanjenja brzine glomerularne filtracije 1 porasta

krvnog pritiska.*®

Keller i saradnici su sproveli studiju na ljudima, gde je na obdukcijama dokazano

smanjenje broja nefrona po bubregu kod belih osoba srednjih godina iz Nemacke, koji su
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patili od primarne hipertenzije u odnosu na normotenzivne pojedince. Vazno je imati na umu
pri tumacenju nalaza takve studije da hipertenzija moze dovesti do oste¢enja bubrega, tako da
smanjenje broja nefrona moze biti rezultat poviSenog krvnog pritiska, a ne uzrok. Medutim,
to se ne Cini da je slucaj u Keller-ovoj studiji, jer je udeo skleroti¢nih glomerula u bubregu

hipertenzivnih osoba bio mali (<5-6%).%

1.2.7. Uticaj IUGR i prevremenog porodaja na nefrogenezu

Nefrogeneza se normalno zavrSava izmedu 32. 1 36. nedelje gestacije, nakon cega se
ne formiraju novi nefroni.’” Nefroni su funkcionalne jedinice bubrega, stoga, broj nefrona
nastalih unutar bubrega po zavrsetku nefrogeneze direktno uti¢e na funkcionalnu sposobnost i
rezervu bubrega za ceo Zivot pojedinca. Veoma je bitno da je adekvatna nefrogeneza
postignuta na samom pocetku Zzivota. Istrazivanja sprovedena na nalazima obdukcija u
protekle dve decenije su pokazala da postoji Sirok raspon u broju nefrona u ljudskom
bubregu.gs'gg'loo’101 Dokazano je da se broj nefrona krec¢e u rasponu od oko 200.000 do preko
2 miliona po bubregu.’® Sirok raspon u broju nefrona medu pojedincima se verovatno moze
pripisati razlikama koje mogu biti posledica genetskih i / ili uslova sredine, kao i razlikama u
izlozenosti sekundarnim uticajima tokom zivota, §to moze da dovede do gubitka nefrona.
IzloZzenost IUGR 1/ ili prevremenom porodaju moZe negativno uticati na nefrogenezu 1 time

negativno uticati na broj nefrona na pocetku Zivota.'%®

Brojne studije na autopsijama su dokazale znafajno smanjenje broja nefrona kao
rezultat IUGR. Utvrdeno je da je broj nefrona mrtvorodene dece sa IUGR znacajno manji u
odnosu na novorodencad koja su rodena sa telesnom tezinom u skladu sa gestacijskom
staro§¢u. U drugoj studiji, linearni odnos je dokazan izmedu broja glomerula (a time i
nefrona) 1 porodajne teZine u terminske novorodencadi. Novorodencad ispod 10. percentila
porodajne tezine su imala 30% manje glomerula u odnosu na novorodencad sa porodajnom
tezinom iznad 10. percentila.104’105 Osim toga, mnoga eksperimentalna istraZivanja na
razli¢itim modelima Zivotinja su pokazala da IUGR dovodi do smanjenja broja nefrona na
rodenju. Dokazano je da nizak broj nefrona na rodenju prati i eksperimentalno izazvan IUGR

potomstva, nastao kao rezultat deprivacije ishrane majke, ograni¢enja unosa proteina majke,
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ligature arterije uterine te embolizacije placente.’?®"1%8:209 {J yrincipu, u trenutku rodenja,
veli¢ina bubrega je proporcionalna veli¢ini tela i broj nefrona je direktno proporcionalan
veli¢ini bubrega. Medutim, u slucaju da dode do restrikcije rasta kasno u trudno¢i, kada je

nefrogeneza zavrSena (ili pred zavrSetkom), taj odnos ne pos‘[oji.110

U prethodnim istrazivanjima je dokazano da prevremeni porodaj dovodi do smanjenja
broja nefrona na rodenju. Rodriguez i saradnici su otkrili da su prevremeno rodena
novorodencad (posebno ona sa akutnom bubreznom insuficijencijom) imala znac¢ajno manji
broj glomerula u odnosu na terminsku novorodencad.'** Osim toga, nedavno objavljeno
eksperimentalno istrazivanje na misjem modelu je pokazalo da prevremen porodaj za 1-2

dana dovodi do smanjenja broja nefrona za 20%.*2

Do prevremenog porodaja dolazi u vreme dok je nefrogeneza u toku. U
eksperimentalnom istrazivanju demonstrirano je da se kako kod babuna tako i kod ¢oveka,
nefrogeneza nastavlja nakon prevremenog porodaja. Opservacija delova bubrega ove
prevremeno rodene novorodencadi jasno pokazuje aktivnu nefrogenetsku zonu. Stereoloskom
tehnikom je dokazano da je broj generacija glomerula i ukupan broj nefrona poveéan u
postnatalnom razdoblju nakon prevremenog porodaja, time ukazuju¢i da se nefrogeneza
nastavlja u vanmaterni¢noj sredini. Ukupan broj nefrona je u referentnim vrednostima, iako
na donjoj granici. Mnogi glomeruli u spoljasnjem korteksu u bubregu prevremeno rodenog
deteta su abnormalni. Broj abnormalnih glomerula veoma varira, od manje od 1% do 13%
glomerula u bubregu deteta koje je prevremeno rodeno i 22% u bubregu prevremeno rodenog
babuna. Abnormalni glomeruli pokazuju cisticnu morfologiju sa grubo proSirenim
Bowmanovim prostorom. Oni se nalaze unutar spoljasnjeg bubreznog korteksa i mogu se
zapaziti u nezrelom stadijumu razvoja. Glomerularna resa se sastoji od nediferenciranih
prekursorskin  ¢elija okruzenih slojem podocita sa oskudnom, ili  nikakvom,

kapilarizacijom. >

Glomeruli formirani u vanmaterni¢noj sredini nakon rodenja imaju predispoziciju za
razvoj malformacija. Ukoliko je abnormalni glomerul morfoloski atubularan, on nikada nece
biti funkcionalan. To znatno utice na broj funkcionalnih nefrona na pocetku Zzivota
novorodencadi kod koje je prisutan visok procenat abnormalnih glomerula.'™> Nepoznat je
razlog zbog koga neki bubrezi pokazuju mnogo glomerulskih abnormalnosti, dok su drugi
relativno nepromenjeni. Dokazano je da kod ekstremno nezrele prevremeno rodene

novorodencadi dolazi do ekstrauterusne restrikcije rasta (extrauterine growth restriction -
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EUGR), jer oni uglavnom ne postignu normalnu stopu rasta van materice kao onu u materici.
To verovatno ima znacajne implikacije za tekucu nefrogenezu i posledi¢no na bubreznu

funkciju u odraslom dobu.**°

Kod prevremeno rodene dece u neonatalnom periodu dolazi do znacajnog povecanja
veli¢ine bubrega, koje nije proporcionalno veli¢ini tela. Kvantitativno ispitivanje bubreznog
tkiva kod prevremeno rodene dece koje je prikupljeno na obdukcijama, naknadno je potvrdilo
da je bilo i glomerularne hipertrofije i ubrzanog sazrevanja bubrega u nedonosc¢adi nakon
rodenja. Na primer, dokazano je znaajno smanjenje u Sirini nefrogene zone u odnosu na
bubrege kod mrtvorodencadi iste gestacijske starosti. lako je nefrogeneza u toku u bubregu
nedonosceta, smanjenje Sirine nefrogene zone podrazumeva da postoji smanjena sposobnost
za formiranje novih nefrona, verovatno zbog ubrzanog sazrevanja bubrega. U prilog ovoj
ideji ide smanjenje u udelu najnezrelijih glomerula (vezikula), u okviru nefrogene zone, §to

ukazuje na smanjeno formiranje novih glomerula u vanmaternié¢noj sredini.***

Uz ubrzano sazrevanje, postoji i dokaz o glomerularnoj hipertrofiji, verovatno zbog
povecanih funkcionalnih zahteva bubrega nakon rodenja i/ ili povecanja bubreznog krvotoka.
Ukoliko ova hipertrofija postoji i u kasnijem Zivotu, verovatno ¢e dovesti do Stetnog uticaja
na bubrezne funkcije s obzirom da je glomerularna hipertrofija povezana sa bubreznom
patologijom odraslog doba. Dugoro¢na hiperfiltracija hipertrofiénih glomerula ¢e dovesti do
razvoja glomerulske skleroze i naknadnog gubitka glomerula, ¢ime se dodatno smanjuje

funkcionalna sposobnost bubrega.™*"®

Glomerularna hipertrofija i ubrzano sazrevanje bubrega kod nedono$c¢adi nisu
iznenadujuce, s obzirom na znatnu promenu hemodinamike u trenutku rodenja i povecanih
funkcionalnih zahteva bubrega van materice. Hemodinamska adaptacija fetalnog bubrega na
vanmaterni¢ni zivot ukljucuje transformaciju od fetalnog organa visokog vaskularnog otpora
sa niskim protokom krvi (primarno protoka krvi kroz unutrasnji korteks), do organa niskog
vaskularnog otpora, visokog protoka krvi, sa primarnim snabdevanjem krvi kroz spoljasnji
korteks. Protok krvi u bubrezima je vrlo nizak tokom fetalnog Zivota. Fetalni bubreg izmedu
10. 1 20. nedelje gestacije dobija svega 5% sréanog izbacaja. Nakon rodenja, protok krvi kroz

bubreg se gotovo udvostrucuje, rastuci na oko 9% src¢anog izbacaj a, 119120

Studije na zivotinjskim modelima sa postnatalnom nefrogenezom u toku, su pokazale
da nakon rodenja inicijalno postoji nizak protok krvi kroz spoljasnji korteks bubrega $to je

verovatno zaStitni mehanizam u cilju zastite razvoja nezrelog glomerula u ovoj regiji
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bubrega.*?!

Nije poznato, medutim, da li je zaStitni obrazac raspodele krvi takode prisutan u
bubregu prevremeno rodenog deteta, Sto je posebno vazno s obzirom da su ti bubrezi
strukturno vrlo nezreli i nefrogeneza je joS uvek u toku u spoljasnjem korteksu bubrega nakon

rodenja.120

Postoje brojne studije, i na ljudima i na eksperimentalnim modelima, koje pokazuju
vezu izmedu male porodajne tezine i dugoro¢nog povecanja krvnog pritiska i opasnosti od
razvoja bolesti bubrega. Sistematskim pregledom osamdeset studija sprovedenih kod dece,
adolescenata i odraslih osoba u periodu izmedu 1996. do 2000. godine, koje su ispitivale vezu
izmedu nivoa krvnog pritiska i porodajne tezine, je uofeno smanjenje vrednosti Krvnog
pritiska sa povecanjem porodajne tezine (uofeno je smanjenje krvnog pritiska od oko
2mmHg za svaki kilogram vise porodajne teZine).'?? lako ovi efekti na krvni pritisak deluju
relativno skromno, oni sigurno imaju potencijal da povecaju rizik od kardiovaskularnih
bolesti, pogotovo kada postoje i drugi faktori rizika. Relativan porast krvnog pritiska od
2mmHg je povezan sa 6% vecéim rizik za bolest koronarnih arterija, i 15% vecim rizikom za

mozdani udar.'®

Uz dugorocne efekte na krvni pritisak, postoje epidemioloski podaci koji
povezuju malu porodajnu tezinu sa hroni¢nom bole$¢u bubrega. White i saradnici su 2009.
godine objavili meta - analizu 31 relevantne studije i zakljucili da osobe rodene sa malom

124 Vegina studija

porodajnom tezinom imaju 70% ve¢i rizik za razvoj bolesti bubrega.
koris¢enih u navedenoj meta-analizi nisu pravile razliku izmedu male porodajne tezine zbog
IUGR 1 onu zbog prevremenog porodaja. EpidemioloSki dokazi povezuju prevremeni porodaj

sa indukcijom hipertenzije u odraslom dobu, pa ¢ak 1 kod dece. 1?5126

Postoji inverzni odnos izmedu gestacijske starosti na rodenju i nivoa krvnog pritiska.
Na primer, nedavno sprovedena studija je pokazala smanjenje sistolnog krvnog pritiska za
0,53mmHg za svaku nedelju vise gestacijske starosti na rodenju.?’ Postoje brojni radovi o
Stetnim uticajima na bubreZnu funkciju u kasnijem Zivotu osoba koje su prevremno rodene.
BubreZzna oStec¢enja nisu univerzalni nalaz u studijama sprovedenim na prevremeno rodenoj
novorodencadi, $to moZe biti povezano sa loSim ishodom novorodencadi ekstremno male
porodajne tezine (extremely low birth weight — ELBW, $to se definise kao novorodence sa
porodajnom tezinom manjom od 1000 grama). Keizer—Veen i saradnici su dokazali nizu
stopu glomerularne filtracije i vecu ekskreciju urinarnog albumina kod odraslih osoba, koje
su rodene kao novorodencad ELBW, koji su takode bili mali za datum, u odnosu na one

rodene prevremno i somatometrijskih parametara u skladu sa gestacijskom starogéu.'?®
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Kwinta i saradnici su objavili da deca koja su rodena kao ELBW u uzrastu od 6-7 godina
imaju oslabljenu bubreznu funkciju i smanjen volumen bubrega.'?® Zaffanello i saradnici su
dokazali poveéanu ekskreciju proteina kod dece rodene kao ELBW novorodencad u odnosu
na decu rodenu sa veoma malom porodajnom tezinom (VLBW - very low birth weight,
definiie se kao novorodende sa porodajnom tezinom 1000-1500 grama).**® Postporodajna
ishrana i dobijanje na telesnoj tezini moze negativno uticati na nefrogenezu koja je u toku i
dugoro¢nu bubreznu funkciju. Bacchetta i saradnici su dokazali nizu stopu glomerularne
filtracije (iako u granicama referentnih vrednosti) kod dece rodene prevremeno (<30 nedelja
gestacije) koja su bila IUGR ili EUGR, u odnosu na decu sa odgovaraju¢im prenatalnim 1

postnatalnim rastom.*3!

1.2.8. Zivotinjski modeli [IUGR

Naucni i epidemioloski podaci objasnjavaju zaSto postoji kontinuirano zanimanje za
razvoj zivotinjskih modela radi istraZivanja ovog vaznog klini¢kog problema. IUGR modeli
indukovani glukokortikoidima su vrlo relevantni, buduéi da se administracija glukokortikoida
Zenama kojima preti prevremeni porodaj Siroko koristi u klinickoj praksi. Dobro je poznato
da takav tretman znafajno smanjuje incidencu i stepen respiratornog distres sindroma kod
prevremeno rodene dece tako Sto indukuje maturaciju fetalnih pluca. Fetus je normalno
placentom zasti¢en od izlozenosti kortikosteroidima majke, dejstvom 11 B-hidroksisteroid
dehidrogenaze (11-B-HSD), koja pretvara fizioloske glukokortikoide u neaktivne produkte.
Davanje deksametazona trudnim pacovima, koji ne moze da se metabolise putem 11-B-HSD,
smanjuje porodajnu tezinu 1 dovodi do poviSenog krvnog pritiska u postnatalnom zivotu.
Price i autori su Zenkama pacova davali deksametazon 100 pg na dan od 15.-19. dana
gestacije i tada je fetalna telesna masa bila znac¢ajno smanjena (za 32%). IUGR kod Zivotinja
se takode moze izazvati davanjem inhibitora 11-B-HSD - karbenoksolon i dihidroergotamina
gravidnim Zivotinjama. Pored navedenih animalnih modela IUGR indukovanih lekovima,
postoje 1 nutritivni (produzeno gladovanje i malnutricija, restrikcija proteina), hirurski

(ligatura arterije uterine, toplotna povreda placente izazvana strujom) i hipoksijski modeli.**?
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1.3. ERITROPOETIN (EPO)

EPO je 165-aminokiselinski peptid sa molekulskom masom od 34kDa. EPO je prvi
hematopoetski faktor rasta koji je kloniran (1985. god.). Uloga EPO je da kontrolise
proizvodnju crvenih krvnih zrnaca preko prezivljavanja, proliferacije i diferencijacije
eritroidnih progenitorskih ¢éelija u kostanoj srzi. Budu¢i da je glavna funkcija crvenih krvnih
zrnaca transport kiseonika iz pluca u periferna tkiva, regulacija EPO proizvodnje ima vaznu
ulogu u kontroli oksigenacije tkiva. EPO je jedini hematopoetski faktor rasta ¢ija proizvodnja

je regulisana hipoksijom. 3313413

EPO se sintetiSe uglavnom u bubrezima 1 jetri, a sekvence potrebne za tkivno
specifi¢nu ekspresiju su lokalizovane u EPO genu. Humani EPO gen je lokalizovan na
hromozomu 7 i sastoji se od 5 egzona i 4 introna.****3" U fetalnoj fazi, jetra je glavno mesto
sinteze EPO, medutim, ¢ini se da je EPO gen takode jako izrazen u mezonefroskom bubregu

u ranoj gestaciji sisara.'***®

Jacobson i saradnici su prvi demonstrirali bubreznu sintezu EPO.** Istrazivanja na
mis$evima su pokazala da je transkripcija EPO gena stimulisana hipoksijom ili aplikacijom
kobalta, kao i da postoji jasna korelacija izmedu indukcije anemije i porasta EPO mRNK u
bubregu.***** Nadalje je dokazano, na ogledima in situ hibridizacije, da je EPO mRNK
proizvedena od strane intersticijalnih ¢elija kore bubrega. 3 EPO mRNK je takode otkriven u
intersticijalnim ¢elijama zida ciste policisticnih bubrega. Ova specijalizovana populacija

intersticijalnih ¢elija pripada populaciji ¢elija nalik na fibroblaste bubreznog intersticijuma.'**

Jetra proizvodi 20% EPO. Hepatociti koji se nalaze oko centralnih vena su odgovorni
za vecinu produkcije EPO u jetri, dok ostale Celije koje proizvode EPO pripadaju Ito ¢elijama

koje imaju mnogo sli¢nosti sa ¢elijama intersticijuma bubrega nalik na fibroblaste. *>4°

Uz ova dva glavna mesta sekrecije, nizak nivo EPO mRNK je otkriven u plu¢ima,
testisima i slezini, kad su Zivotinje bile izloZene hipoksiji.**"**® EPO se takode proizvodi u
astrocitima mozga, shodno tome EPO receptori su otkriveni u mozgu misa i u celijskim
lozama sa odlikama neurona.’*******! Ovi podaci sugerisu da bi EPO mogao igrati
neurotrofi¢nu ulogu u mozgu i da EPO, indukovan hipoksijom mozga, moze zastititi neurone

. o e 2y 152
od ishemije indukovane éelijskom smréu.™
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1.3.1. EPO receptor (EPOR)

EPOR je 66kDa peptid koji se sastoji od dva peptidna lanca. Pripada porodici citokin
receptora, tip | citokin receptori — povezani sa Janus kinazom (JAK) iz porodice tirozin
kinaza. EPOR (p66) je u najvecoj meri izrazen na eritroidnim ¢elijama, izmedu opredeljene
unipotentne mati¢ne celije eritroidne loze (CFU-E - coloni-forming units-erythroid) i
proeritroblastne faze razvoja eritroidnih ¢elija. Broj EPOR na povrSini normalnih i
transformisanih eritroidnih ¢elija je nizak: oko hiljadu i po ¢Celiji. Receptori su uglavhom u
fazi CFU-E, a ekspresija receptora se zatim smanjuje sa maturacijom eritroidnih éelija.'*®
EPOR su detektovani na megakariocitnim ¢elijama, placenti miSeva, endotelnim i neuralnim
éelijama, Laydigovim ¢elijama testisa i gastri¢nim epitelnim éelijama.™* lako su kod odraslih
peritubularni fibroblasti glavno mesto produkcije EPO-a, dokazano je prisustvo EPOR i na
epitelnim ¢elijama proksimalnih i distalnih tubula, mezengijalnim c¢elijama, endotelnim

L, gee . . 155.1
éelijama i glomerulima. ™%

EPO 1 EPOR sprecavaju apoptozu 1 ¢elijsku inflamaciju preko kaskade dogadaja. Kao
i svi receptori familije hematopoetskih receptora, EPOR ne poseduje aktivnost endogene
tirozin kinaze. Uprkos toj ¢injenici, EPO stimuliSe brzu fosforilaciju tirozina brojnih proteina.
Prvi korak intracelularne signalizacije je aktivacija JAK2 tirozin kinaze koji je konstitutivno
povezan sa EPOR.™’ Nakon §to se fosforilise, JAK2 fosforilise i aktivira druge proteine koji
su znacajni za prenos signala. Autofosforilacija JAK na prvom mestu dovodi do aktivacije
transkripcionog faktora — STAT (signal transducers and activators of transcription).**® (Slika
3.)
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conformational
change
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Slika 3. Intracelularna signalizacija preko EPOR (Preuzeto sa:

www.europeanmedical.info/haemolytic-anaemia/erythropoietin-and-the-erythropoietin-receptor.html)

Medu proteinima fosforilisanim na reziduama tirozina kao odgovor na EPO se nalazi i
EPOR. Vecina, ako ne i svi, od osam tirozina koji se nalaze u citoplazmatskoj regiji EPOR,
se fosforiliSu nakon stimulacije EPO. Ovi fosforilisani tirozini su vezna mesta za razne
intracelularne proteine koji sadrze Src homologni domen 2 (SH2). Nakon vezivanja, ovi
proteini mogu naknadno biti fosforilisani tirozinom i aktivirani. Stimulacija sa EPO dovodi
do lokalizacije razli¢itih aktiviranih molekula koji ucestvuju u nishodnom prenosu signala,
blizu receptora i plazmatske membrane.***®° Fosforilacija aktivira i Ras/MAP kinaza put koji

je ukljucen u ¢elijsku proliferaciju u odgovoru na EPQ. 161162

Aktivacija JAK2 pomoc¢u EPO vodi aktivaciji PI3K (fosfatidil-inozitol 3-kinaza) $to
uslovljava fosforilaciju Akt (protein kinaza B). Jednom aktiviran Akt, aktivira mnoge

supstance sa antiapoptoticnim efektom. ™

Dve tirozin fosfataze, SHP-1 i SHP-2, takode igraju ulogu u signalizaciji indukovanoj
EPO. Cini se da SHP-2 igra pozitivnu ulogu u stimulaciji ¢elijske proliferacije. Nasuprot

tome, SHP-1 igra negativnu ulogu u prenosu signala indukovanog EPO.*®*
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1.3.2. Regulacija proizvodnje EPO

Proizvodnja EPO je regulisana hipoksijom koja vodi do povecanja nivoa transkripcije
gena. Ne postoje prethodno formirani depoi EPO. Kontrola ekspresije EPO gena ukljucuje
slozene interakcije izmedu DNK i nuklearnih proteina.'®® Adaptacija na hipoksiju je
posredovana hipoksijom-indukovanim faktorima (HIF). HIF su faktori transkripcije koji se
sastoje od osnovne [ subjedinice i jednom od najmanje dve razliCite kiseonik-zavisne o

subjedinice.*®®

Kiseonik zavisna proteoliza o subjedinica regulise HIF. Funkcije HIF-1 i HIF-
2 se samo delimi¢no preklapaju. Glikoliticki geni su dominantno regulisani od strane HIF-1.
HIF-2 je glavni regulator hipoksickog vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF —

vascular endotel growth factor) i indukcije EPO u tkivima.*®’

HIF-1a se predominantno ispoljava na tubulskim celijama (sabirni tubuli i sabirni
kanali), dok se HIF-2a ispoljava na ¢elijama peritubularnog intersticijuma (glomerulske i

peritubularne endotelne éelije i peritubularni fibroblasti).'®®

lako je inicijalno HIF-1
identifikovan kao faktor koji indukuje EPO tokom hipoksije, danas se misli da je HIF-2

mnogo vazniji regulator hipoksi¢ne indukcije EPO.*

Hipoksija indukuje formiranje velikih kompleksa proteina i dovodi do transkripcije
gena. C-terminalni deo HIF-1 se specifi¢no vezuje za P300 i ekspresijom izaziva hipoksi¢nu
indukciju.'® Semenza i saradnici su molekularnim kloniranjem HIF-1 pokazali da je
kompleks vezivanja DNK sastavljen od dva PAS proteina (HIF-1o. i HIF-1p).*"

HIF-1p je prethodno bio identifikovan kao ARNT (aryl hydrocarbon nuclear receptor
translocator), molekul koji je uklju¢en u ksenobioticki odgovor. Nasuprot tome, HIF-1a je
novi ¢lan familije PAS proteina. U hipoksi¢énim uslovima, nivo mRNK kodiranja bilo HIF-1a
ili HIF-1pB nije promenjen, $to sugerise da je aktivnost HIF-1a - ARNT kompleksa regulisana
posttranskripcijskim mehanizmom i konformacijskim promenama nakon jacanja ARNT
faktora transkripcije. Slede¢i korak regulacije HIF-1a ukljucuje sistem ubikvitin- proteaza u
svojoj proteolitickoj destrukeiji u normoksiji, dok se rapidno akumulira nakon izloZenosti
hipoksiji.172'173'174
Mehanizam regulacije hipoksije je prvi put prouc¢avan u ¢elijama hepatoma Hep3B ili

HepG2 koji proizvode EPO. Nadalje je dokazano da se identi¢ni odgovori mogu dobiti u
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velikom broju ¢elija koje ne proizvode EPO, kao i da je sistem regulacije gena kiseonikom
rasprostranjen od celija sisara do ¢elija insekata. Mnogi geni su sada identifikovani kao mete
funkcije HIF-1; pored EPO uklju¢uju VEGF, nekoliko enzima glikolize, glukoza-
transporterl, inducibilni azot oksid sintazu, hem oksigenazu i transferin. Ovi skoras$nji podaci
podrzavaju ideju da je cCelijski odgovor na hipoksiju vazan fizioloski proces i da sli¢ni
mehanizmi osetljivi na kiseonik kao i prenos signala moraju biti podeljeni po mnogim
tkivima 1 ¢elijama. Medutim, mehanizmi osetljivi na kiseonik nisu u potpunosti shvaceni.
Prema modelu Hep3B c¢elije, jedna celija moze osetiti hipoksiju i odgovoriti povecanjem
nivoa EPO RNK. Postoji misljenje da je senzor kiseonika hem protein koji menja svoj oblik
zavisno od vezivanja kiseonika za polovinu molekula hema. Atom gvozda hema moze biti

zamenjen kobaltom, &ime oponasa stanje hipoksije.!”>176-177.178

1.3.3. Uloga EPO

1.3.3.1. Uloga EPO u eritropoezi

Kulture hematopoetskih progenitorskih ¢elija u polu¢vrstom medijumu su pokazale da
su glavna meta EPO kasne eritroidne progenitorske celije, pogotovo CFU-E. Studije
sprovedene na ,,knock out miSevima kojima nedostaje EPO ili EPOR su pokazale da je in
vivo EPO presudan za proliferaciju i opstanak CFU-E i njihovu ireverzibilnu terminalnu
diferencijaciju, dok nije potreban za diferencijaciju BFU-E (burst-forming unit-erythroid) u
CFU-E. Dakle, ne deluje da je EPO ukljucen u opredeljenju eritroidne loze, ali se ¢ini da
deluje uglavnom kao faktor prezivljavanja, koji omogucuje i odrZavanje proliferacije Celija i

. . .. v e . . . . 179,180,181,182
indukovanje ekspresije specifi¢nih eritroidnih proteina.*’##0181:18

Osnovna indikacija za leCenje EPO je anemija kod bubreZne insuficijencije. U nekim
sluajevima, ovaj tretman se sprovodi i kod anemije hroni¢nih bolesnika. U tim
poremecajima, citokini ukljuceni u inflamatorni odgovor inhibisu i sintezu EPO i formiranje
eritroidnih kolonija in vitro. Nedavno je dokazano da INF-y (interferon gamma) nishodno
reguliSe SCF (stem cell factor) i EPOR na povrsini eritroidnih progenitorskih celija, ¢ime
dovodi do smanjenja prezivljavanja i rasta ovih ¢elija i na kraju do apoptoze progenitorskih

¢elija. Studije su takode dokazale da INF-y indukuje istovremenu ekspresiju FAS i FAS
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liganda na povrSini eritroidnih progenitorskih ¢elija, Sto vodi do apoptoticne celijske

Smrti.183'184'185

1.3.3.2.  Uticaj EPO na bubrege

Disfunkcija endotela pospesuje i produbljuje akutnu bubreznu insuficijenciju. Na
intraluminalnoj povrSini endotelnih ¢elija kapilara se nalaze EPOR. EPO antagonizuje
apopotozu endotelnih ¢elija koje su bile in vivo izloZzene hipoksiji. EPO povecava osetljivost
endotelnih Celija 1 aktivnost eNOS (endothelial nitric oxide synthase) i tako odrzava
normalnu vaskularnu autoregulaciju i prevenira produbljivanje tubulske hipoksije tokom
akutne bubrezne insuficijencije. EPO stimuli§e mitogenezu i angiogenezu endotelnih ¢elija i
tako poboljsava tkivnu oksigenaciju. Jedan od mehanizama kojim EPO stiti bubrege od
ishemijsko/reperfuzijskog (I/R) ostecenja je poveéanje renalnog protoka. EPO ima veliki
efekat na inflamatorne procese koji bivaju stimulisani nakon oSte¢enja. Antiinflamatorni
efekti podrazumevaju smanjenje produkcije proinflamatornih citokina, kao $to je TNF-a
(tumor necrosis factor - o). Dejstvo lokalno proizvedenog TNF-a je glavni faktor u
patofiziologiji renalnog I/R oSte¢enja. EPO inhibira apoptoticku smrt epitelnih Celija

proksimalnih tubula i u visokim dozama uzrokuje njihovu zna¢ajnu proliferaciju. #8718

1.3.3.3.  Uticaj EPO na kardiovaskularni sistem

Efekat EPO na endotelne c¢elije podrazumeva poveéanje celijske migracije i
proliferacije, otpustanje ET-1, vaskularne senzitivnosti na norepinefrin i indukovanje
angiogeneze. EPOR se nalazi na kardijalnim miocitima novorodenceta i1 odraslog Coveka.
EPO je kardioprotektivan. EPO ispoljava antiapoptoti¢no dejstvo na vaskularne endotelne
¢elije, mobiliSe endotelne progenitorske Celije 1 deluje kao proangiogenski faktor. Povecava
kontraktilnost miocita, i stimuliSe i razvoj i mobilizaciju nezrelih nediferentovanih stem celija
u ishemi¢noj zoni miokarda. Dokazano je da pretretman sa EPO inhibira I/R indukovani
miokardijalni inflamatorni odgovor, tako §to prevenira dejstvo proinflamatornih supstanci na
miocite. EPO moze da poboljSa sré¢anu funkciju direktnom promenom sré¢ane Na/K pumpe ili

stimuliSu¢i stvaranje natriuretskog peptida u sréanoj pretkomori.lgg’190
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1.3.3.4. Uticaj EPO na nervni sistem

EPO prelazi hemato-encefalnu barijeru. Nakon hipoksije je povecana osetljivost na
EPO u mozgu i ki¢menoj mozdini. EPO deluje neuroprotektivno tako §to smanjuje
vazospazam, ima protektivno dejstvo na endotelne ¢elije, smanjuje inflamaciju 1 obnavlja
endotelne stem celije. EPO deluje na neurone, smanjuju¢i stepen apoptoze. EPO takode
indukuje angiogenezu. EPO mRNK se takode nalazi na retini odraslog ¢oveka. Intraokularna
produkcija EPO je stimulisana hipoksijom. Visok nivo EPO na retini se nalazi kod

dijabeti¢ne retinopatije.'**'%?

1.3.3.5. Uticaj EPO na gastrointestinalni trakt

EPO stimuliSe enterocite tako $to povecava celijsku migraciju, smanjuje apoptozu
¢elija nakon oStecenja 1 deluje trofi¢ki na gastricne mukozne celije. EPO poboljSava rast

. .. - .. e, ... 193
creva, zarastanje rana i ima moguci protektivni efekat kod nekrotiziraju¢eg enterokolitisa.

1.3.4. Vrste EPO

Rekombinantni humani EPO (rHU-EPO) je proizveden rekombinantnom DNK
tehnologijom u ¢elijama ovarijuma kineskog hréka. rHU-EPO je glikolizirani proteinski
hormon molekulske mase 30,400Da. Sezdeset procenata molekulske mase ¢ini 165-
aminokiselinski polipeptidni lanac sa dve disulfidne veze. Preostalih Cetrdeset procenata
molekulske mase ¢ine ugljeni hidrati, jedan O-vezujudi ili 3 N-vezujuéa oligosaharidna lanca.
Ovi lanci se zavrSavaju negativno naelektrisanim molekulima Secera, sijalicnom kiselinom,
dok su ostali molekuli Secera neutralni. Kako O-vezujuéi oligosaharidni lanac moZe sadrZati
2 ostatka sijalicne kiseline, a svaki od 3 N-vezujuéa oligosaharidna lanca do 4 ostatka
sijalicne kiseline, rtHU-EPO moze sadrzati ukupno 14 rezidua sijali¢ne kiseline. Broj rezidua
sijalicne kiseline odreduje negativno naelektrisanje molekula. Poluvreme eliminacije kod
ljudi je 8.5h.*%

Darbepoetin alfa (DA) je proizveden rekombinantnom DNK tehnologijom u ¢éelijama

ovarijuma kineskog hrc¢ka. DA je dugodeluju¢i rekombinantni EPO analog koji sadrzi 5 N-
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vezujucih oligosaharidnih lanaca. U odnosu na rHU-EPO ima ve¢u molekulsku masu, veci
sadrzaj rezidua sijali¢ne kiseline i vece negativno naelektrisanje (Slika 4). Svaki od dva
dodatna N-vezujuéa oligosaharidna lanca poveéava molekularnu masu proteina za oko
3300Da 1 vezuje do 4 dodatna ostatka sijali¢ne kiseline. Stoga, DA ima molekulsku masu
37,100Da i nosi maksimalno 22 rezidue sijali¢ne kiseline. Zbog dodatna dva N-vezujuca
oligosaharidna lanca ima ve¢u metabolicku stabilnost in vivo. DA se vezuje za isti receptor
kao i rHU-EPO, mada ima ne$to slabiji afinitet. Poluvreme eliminacije kod ljudi je

25-3h.194,195

rHUEPO Darbepoetin alfa

Slika 4. Molekularna  struktura rHUEPO i Darbepoetin alfa (Preuzeto sa

www.cancernetwork.com/articles/investigator-outlines-stumbling-blocks-optimal-therapy-anemia)

Kontinuirani eritropoetin receptor aktivator (C.E.R.A.) je hemijski sintetisana
supstanca stimulisanja eritropoeze. C.E.R.A. je dobijena integracijom amino grupa EPO i
velikog metoksi-polietilenglikol polimernog lanca preko amidnih veza. Molekulska masa
C.E.R.A. je oko 60kDa. Afinitet vezivanja za EPOR je slabiji od prirodnog i
rekombinantnog, ali C.E.R.A. ima vecu stabilnost in vivo. Poluvreme eliminacije kod ljudi je

130h.%%¢
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1.3.5. Nezeljeni efekti EPO

EPO se u klinickoj medicini najvise koristi u terapiji anemije pacijenata sa hronicnom
bubreznom insuficijencijom. U 20-30% bubreznih bolesnika koji su bili na terapiji rHU-EPO
se razvija ili pogorSava hipertenzija. Mehanizmi koji dovode do toga ukljucuju povecanu
viskoznost krvi i povecanu vaskularnu reaktivnost. Postoje dokazi da rHU-EPO dovodi do
oslobadanja kateholamina i aktivacije renin-angiotenzin sistema. Takode, postoji znaCajna
veza izmedu vrednosti hematokrita i pojave hipertenzije. Terapija rHU-EPO moze dovesti do
pojave hipertenzije zbog povecanja koncentracije citoplazmatskog kalcijuma u vaskularnim
glatkim misi¢nim celijama, povecanja produkcije endotelina i zbog neravnoteze u lokalnim
vazoaktivnim supstancama. Pored hipertenzije, terapija EPO dovodi do povecane aktivnosti

. , . . 197
trombocita 1 pove¢anog oksidativnog stresa.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I RADNE HIPOTEZE

2.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na eksperimentalnom modelu intrauterusne restrikcije rasta ispitati:

1. Da li intrauterusna restrikcija rasta utice na smanjenje broja glomerula bubrega
miSeva
2. Da li primena darbepoetina alfa tokom trudnoée i nakon rodenja miSeva sa

intrauterusnom restrikcijom rasta povecava broj glomerula bubrega.

2.2. RADNE HIPOTEZE

1. Broj glomerula bubrega novorodenih miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta je
zna¢ajno manji u odnosu na broj glomerula novorodenih miSeva bez intrauterusne
restrikcije rasta.

2. Broj glomerula bubrega novorodenih miseva sa intrauterusnom restikcijom rasta koji
su nakon rodenja dobili darbepoetin alfa je znac¢ajno veéi u odnosu na broj glomerula
bubrega novorodenih miSeva koji nakon rodenja nisu dobili darbepoetin alfa.

3. Broj glomerula bubrega novorodenih miseva sa intrauterusnom restikcijom rasta cije
su majke tokom trudnoée dobile darbepoetin alfa je znacajno veéi u odnosu na broj
glomerula bubrega novorodenih miSeva ¢ije majke tokom trudnoée nisu dobile
darbepoetin alfa.

4. Broj glomerula bubrega novorodenih miSeva sa intrauterusnom restikcijom rasta ¢ije
su majke tokom trudnoce dobile darbepoetin alfa, kao 1 miSevi po rodenju je znacajno
veéi u odnosu na broj glomerula bubrega novorodenih miseva ¢ije su samo majke

tokom trudnoce dobile darbepoetin alfa.
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3. MATERIJAL | METODE RADA

U eksperimentu su koriStene zenke i mladunci miseva rase NMRI (NMRI - Naval
Medical Research Institute). Odrasle zenke su uzgajane u gajilistu Pasterovog zavoda u
Novom Sadu. Zivotinje su gajene u kavezima namenjenim za uzgoj sitnih laboratorijskih

zivotinja, u standardnim laboratorijskim uslovima sa hranom i vodom ad libitum.

Koristen je eksperimentalni model IUGR. Zenke miSeva su tokom 24 sata bile
spojene sa polno zrelim muZjacima. Dan zaCeCa se odredivao serijskim posmatranjem
vaginalnih briseva svetlosnom mikroskopijom. Kada je utvrdena prisutnost spermatozoida, to

se vodilo kao nulti dan gestacije. Gestacija kod miseva rase NMRI traje 19-21 dan.

Od 15. do 21. dana gestacije gravidnim Zenkama je davan deksametazon (razreden u
0,9% NacCl), subkutano, u dozi 100 pg/kg na dan (0,2 ml). Nakon spontanog porodaja, svim
mladuncima je izmerena telesna masa i ostavljeni su na prirodnoj ishrani (sisanje) (Slika 5).
U eksperiment su ulazili samo novorodeni misevi koji su rodeni iz trudnoce sa 6-10 fetusa

(novorodenceta).

Kriterijumi za iskljuenje iz studije SU - misevi rodeni iz trudno¢e sa manje od 6

fetusa 1 miSevi rodeni iz trudnoce sa vise od 10 fetusa.
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Slika 5. Novorodeni miSevi

Milojkovié, M. (2013). Novi Sad (fotografija-privatna kolekcija)

Po metodi slu¢ajnog izbora mladunci su Klasifikovani u jednu od slede¢ih grupa
(Slika 6), (Slika 7):

1. grupa - Kontrolna grupa 1 - 10 miseva sa IUGR kojima je intraperitonealno aplikovano 0,1
ml 0,9% NaCl

2. grupa - 8 miseva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu Zivota intraperitonealno
aplikovan DA - 10 ug/kg

3. grupa - 8 miseva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu Zivota intraperitonealno

aplikovan DA - 4 ng/kg

32



Doktorska disertacija Materijal i metode rada Milica Milojkovié

4. grupa - 8 miSeva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu zivota intraperitonealno

aplikovan DA - 1 ng/kg

5. grupa - 8 miseva sa IUGR ¢ija je majka u 15. danu trudnoce jednokratno dobila subkutano
DA - 10 png/kg

6. grupa - 8 miseva sa IUGR ¢ija je majka u 15. danu trudnoce jednokratno dobila subkutano

DA - 10 pg/kg, a nakon rodenja mladuncima je intraperitonealno aplikovan DA - 10 pug/kg

7. grupa —Kontrolna grupa 2 - 10 miseva koji su se spontano okotili bez prethodne

intervencije na majci i bez intervencije na njima nakon rodenja

I

Slika 6. Misevi podeljeni po grupama
Milojkovié, M. (2013). Novi Sad (fotografija-privatna kolekcija)
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—

Slika 7. MiSevi podeljeni po grupama
Milojkovié, M. (2013). Novi Sad (fotografija-privatna kolekcija)

Nakon 4 nedelje eksperimentalni mladunci miSeva su Zrtvovani dekapitacijom.
Zrtvovanim Zivotinjama su vadeni bubrezi i uzorci tkiva fiksirani u rastvoru 10% puferisanog
formalina, dehidrirani i kalupljeni u parafin. Nakon rehidracije uzorci su seceni na debljinu
od 5 um i bojeni metodom hematoksilin - eozin (HE), a zatim je pod svetlosnim
mikroskopom, pod uvecanjem od 400, odnosno 100 puta, vrSena morfoloSka i stereoloska

analiza glomerula u povrsinskoj, intermedijalnoj i jukstamedularnoj zoni kore bubrega.

Morfometrijska i steroloSka analiza obuhvatila je merenje povrSine glomerula i
debljine korteksa bubrega, kao i1 odredivanje numericke gustine glomerularnih profila
primenom komercijalnog softvera za analizu slike ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). Merena je povrsina 821-1109 glomerularnih profila po grupi. Debljina
korteksa merena je kao duzina linije postavljene pod pravim uglom izmedu paralelnih

tangentnih linija na povrSini bubrega i granici kore i srzi bubrega na 41-83 polja. Numeric¢ka

34



Doktorska disertacija Materijal i metode rada Milica Milojkovié

gustina (Na) je odredena kao broj glomerularnih profila u prostoru i to na 113-191 polja po
grupi. Uzimani su obzir samo dobro ocuvane strukture koje ne seku ,,zabranjene* linije

testnog sistema.

Statisticka obrada podataka je vrSena pomocu programskih paketa StatSoft, Inc.
(2007). STATISTICA (data analysis software system), version 8.0. i Glantz, Stanton A.
Primer of Biostatistics, 5th Edition, McGraw-Hill, 2002. Statisticka znacajnost je testirana

pomocu granice verovatnoée 95% (p<0,05) i 99% (p<0,01).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Eksperimentalne zivotinje su metodom sluc¢ajnog uzorka podeljene u 7 grupa:

1. grupa - Kontrolna grupa 1 - 10 miSeva sa IUGR kojima je intraperitonealno aplikovano 0,1
ml 0,9% NaCl

2. grupa - 8 miSeva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu Zivota intraperitonealno

aplikovan DA - 10 pg/kg

3. grupa - 8 miSeva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu zivota intraperitonealno

aplikovan DA - 4 ng/kg

4. grupa - 8 miseva sa IUGR kojima je po rodenju i u 7. danu Zivota intraperitonealno

aplikovan DA - 1 ng/kg

5. grupa - 8 miSeva sa IUGR ¢ija je majka u 15. danu trudnoce jednokratno dobila subkutano
DA - 10 pg/kg

6. grupa - 8 miSeva sa IUGR ¢ija je majka u 15. danu trudnoce jednokratno dobila subkutano

DA - 10 ng/kg, a nakon rodenja mladuncima je intraperitonealno aplikovan DA - 10 pg/kg

7. grupa - Kontrolna grupa 2 - 10 miseva koji su se spontano okotili bez prethodne

intervencije na majci i bez intervencije na njima nakon rodenja
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4.2. TELESNA MASA NOVORODENIH MISEVA

Mladunci miseva su mereni odmah po rodenju (Slika 8).

Slika 8. Merenje novorodenih miSeva

Milojkovié, M. (2013). Novi Sad (fotografija-privatna kolekcija)
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Poredena je telesna masa novorodenih miseva medu grupama (Tabela 1.):

Tabela 1. Poredenje telesne mase novorodenih miSeva po grupama

Grupe Telesna masa () P

7vs3 1,675 vs 1,089 0,000
6vs3 1,75 vs 1,089 0,000
7vs4 1,675 vs 1,156 0,000
7vs1 1,675 vs 1,253 0,000
6vs4 1,75 vs 1,156 0,000
6vsl 1,75 vs 1,253 0,000
6vs2 1,75vs 1,2 0,000
7vs?2 1,675vs 1,2 0,000
6VsS 1,75vs 1,35 0,000
7vs5 1,675 vs 1,35 0,000
S5vs3 1,35 vs 1,089 0,004
1vs3 1,253 vs 1,089 0,018
Svs4 1,35 vs 1,156 0,057
5vs2 1,35vs 1,2 0,151
2vs 3 1,2 vs 1,089 0,210
lvs4 1,253 vs 1,156 0,249
Svsl 1,35 vs 1,253 0,267
6vs7 1,75vs 1,675 0,405
4vs3 1,156 vs 1,089 0,432
lvs2 1,253 vs 1,2 0,548
2vs4 1,2 vs 1,156 0,659
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Utvrdeno je da je telesna masa novorodenih miSeva 7. grupe (miSevi koji su se
spontano okotili bez prethodne intervencije na majci) statisticki znac¢ajno veca u odnosu na 1.
(IUGR) (1,675 g vs 1,253 g; p<0,05), 2. (IUGR) (1,675 g vs 1,2 g; p<0,05), 3. (IUGR) (1,675
g vs 1,089 g; p<0,05), 4. (IUGR) (1,675 g vs 1,156 g; p<0,05) i 5. grupu (IUGR i DA u 15.
danu trudnoce) (1,675 g vs 1,35 g; p<0,05). Poredenjem telesne mase novorodenih miseva 6.
(IUGR i DA u 15. danu trudnoce) i 7. grupe (misevi koji su se spontano okotili bez prethodne

intervencije na majci) (1,75 g vs 1,675 g; p>0,05) nije utvrdena statistiCka znacajnost.

Telesna masa novorodenih miseva 6. grupe (IUGR i DA u 15. danu trudnoce) je
statisticki znacajno veéa u odnosu na 1. (IUGR) (1,75 g vs 1,253 g; p<0,05), 2. (IUGR) (1,75
g vs 1,2 g; p<0,05), 3. (IUGR) (1,75 g vs 1,35 g; p<0,05), 4. (IUGR) (1,75 g vs 1,156 g;
p<0,05) i 5. grupu (IUGR i DA u 15. danu Zivota) (1,75 g vs 1,35 g; p<0,05).

Rezultati ukazuju da je telesna masa novorodenih miseva sa IUGR (1. grupa — srednja
vrednost 1,253 g) 25,2% manja u odnosu na novorodene miseve majki koje su spontano

okotile bez prethodne intervencije na njima (7. grupa — srednja vrednost 1,675 Q).
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4.3. TELESNA MASA MISEVA U 7. DANU ZIVOTA

Telesna masa mladunaca miseva je merena u 7. danu Zivota. Prose¢ne vrednosti po

grupama su prikazane u grafikonu 1:

4.2
4.0
3.8
3.6
3.4
3.2
3.0
2.8
2.6
24
2.2
2.0
1.8

Telesna masa (g)

1 2 3 4 5 6 7
Grupa

Grafikon 1. Proseéne telesne mase mladunaca miSeva u 7. danu Zivota
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Poredena je telesna masa mladunaca miSeva u 7. danu zivota medu grupama (Tabela 2.):

Tabela 2. Poredenje prose¢ne telesne mase mladunaca miSeva po grupama u 7.
danu Zivota

Grupe Telesna masa (g) P

7vsl 3,825 vs 2,32 0,000
2vs1l 3,625 vs 2,32 0,000
7vs4 3,825 vs 2,733 0,000
5vsl 3,45 vs 2,32 0,000
6vsl 3,438 vs 2,32 0,000
3vsl 3,18 vs 2,32 0,000
2vs4 3,625 vs 2,733 0,000
7vs3 3,825 vs 3,18 0,000
5vs4 3,45vs 2,733 0,000
6 vs 4 3,438 vs 2,733 0,000
4vsl 2,733 vs 2,32 0,005
3vs4 3,18 vs 2,733 0,005
2vs3 3,625 vs 3,18 0,007
7Vs 6 3,825 vs 3,438 0,010
7VS5 3,825 vs 3,45 0,013
5vs3 3,45 vs 3,18 0,097
6vs3 3,438 vs 3,18 0,114
7vs2 3,825 vs 3,625 0,177
2Vs 6 3,625 vs 3,438 0,272
2vs5 3,625 vs 3,45 0,305
5vs6 3,45 vs 3,438 0,941
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Prosecna telesna masa mladunaca eksperimentalnih Zivotinja 7. grupe (misevi koji su
se spontano okotili bez prethodne intervencije na majci i bez intervencije na njima nakon
rodenja) u 7. danu Zivota je bila statisticki znacajno veca u odnosu na mladunce miseva 1.
(IUGR) (3,825 g vs 2,32 g; p<0,05), 3. (IUGR i DA 4 pg/kg) (3,825 g vs 3,18 g; p<0,05), 4.
(IUGR i DA 1 pg/kg) (3,825 g vs 2,733 g; p<0,05), 5. (IUGR i DA u 15. danu trudnoce)
(3,825 g vs 3,45 ¢; p<0,05) i 6. grupe (IUGR i DA u 15. danu trudnoce i po rodenju 10
ug/kg) (3,825 g vs 3,438 g; p<0,05).

Mladunci miseva 2. grupe (IUGR | DA 10 pg/kg) su imali statisticki znacajno vecu
telesnu masu u 7. danu zivota u odnosu na mladunce iz 1. (IJUGR) (3,625 g vs 2,32 g;
p<0,05), 3. (IUGR i DA 4 nug/kg) (3,625 g vs 3,18 g; p<0,05) i 4. grupe (IUGR i DA 1 ug/kg)
(3,625 g vs 2,733 g; p<0,05).

Telesna masa mladunaca miseva u 7. danu Zzivota 5. grupe (IUGR i DA u 15. danu
trudnoce) je bila statisti¢ki znacajno veéa u odnosu na mladunce iz 1. (IUGR) (3,45 g vs 2,32

g; p<0,05) i 4. grupe (IUGR i DA 1 pg/kg) (3,45 g vs 2,733 g; p<0,05).

Mladunci miSeva 6. grupe (IUGR 1 DA u 15. danu trudnoce i po rodenju 10 pg/kg) su
imali statisticki znacajno vecu telesnu masu u 7. danu zivota u odnosu na mladunce iz 1.
(IUGR) (3,438 g vs 2,32 g; p<0,05) i 4. grupe (IUGR i DA 1 ng/kg) (3,438 g vs 2,733 g;
p<0,05).

Prosecna telesna masa mladunaca miseva u 7. danu zivota u 1. grupi (IUGR) je bila
statisti¢ki znacajno manja u odnosu na sve druge grupe (2. (IUGR i DA 10 pg/kg) (2,32 g vs
3,625 g; p<0,05), 3. (IUGR i1 DA 4 pg/kg) (2,32 g vs 3,18 g; p<0,05), 4. (IUGR i DA 1
ug/kg) (2,32 g vs 2,733 g; p<0,05), 5. (IUGR i DA u 15. danu trudnoce) (2,32 g vs 3,45 g;
p<0,05), 6. (IUGR i DA u 15. danu trudnoée i po rodenju 10 ug/kg) (2,32 g vs 3,438 g;
p<0,05), 7. grupa (misevi koji su se spontano okotili bez prethodne intervencije na majci i

bez intervencije na njima nakon rodenja) (2,32 g vs 3,825 g; p<0,05)).
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4.4. POVRSINA GLOMERULA BUBREGA

Pod svetlosnim mikroskopom je vrSena morfoloska i stereoloska analiza glomerula

(Slika 8.).

100 pm

Slika 8. Glomeruli bubrega mladunaca miseva
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U tabeli 3. je prikazano poredenje povrSine glomerula bubrega miSeva po grupama:

Tabela 3. Poredenje povrSine glomerula po grupama

Grupe Povriina glomerula (pm®) P

2Vs 4 2471 vs 1954 0,000
7vs4 2425 vs 1954 0,000
6 vs 4 2289 vs 1954 0,000
5vs4 2319 vs 1954 0,000
lvs4 2247 vs 1954 0,000
2vs3 2471 vs 2201 0,000
3vs4 2201 vs 1954 0,000
2vs1l 2471 vs 2247 0,000
7vs3 2425 vs 2201 0,000
2Vs 6 2471 vs 2289 0,000
7vsl 2425 vs 2247 0,000
7Vs 6 2425 vs 2289 0,000
2Vvs5 2471 vs 2319 0,001
5vs3 2319 vs 2201 0,013
6vs3 2289 vs 2201 0,015
7vs5h 2425 vs 2319 0,025
5vsl 2319 vs 2247 0,128
2Vvs 7 2471 vs 2425 0,224
1vs3 2247 vs 2201 0,225
6vsl 2289 vs 2247 0,244
5vs6 2319 vs 2289 0,504
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Prose¢ne povrsine glomerula mladunaca miSeva po grupama su prikazane u grafikonu

2600
2500 |
2400 |
2300 [
2200 |
2100 |
2000 t

Povrsina glomerula (pm?)

1900

1800 . - . . -
1 2 3 4 5 6 7
Grupa

Grafikon 2. Prose¢ne povrsine glomerula po grupama

Poredenjem povrsine glomerula bubrega utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika izmedu 2. (IJUGR i DA 10 pg/kg) i 7. grupe (misevi koji su se spontano okotili bez
prethodne intervencije na majci), (2471 pm? vs 2425 pm?; p>0,05).

Mladunci miseva 5. grupe (IUGR i DA u 15. danu trudnoce) su imali statisti¢ki
znacajno vecu povrsinu glomerula bubrega u odnosu na povrSinu glomerula miseva iz 3.
(IUGR i DA 4 pg/kg) (2319 pm?vs 2201 pm?; p<0,05) i 4. grupe (IUGR i DA 1 pg/kg) (2319
um? vs 1954 pm?; p<0,05).

Povrsina glomerula bubrega miseva 6. grupe (IUGR i DA u 15. danu trudnoée i po
rodenju 10 pg/kg) je bila statisticki znac¢ajno veca u odnosu na povrsinu glomerula miseva iz
3. (IUGR i DA 4 pg/kg) (2289 um? vs 2201 pm?; p<0,05) i 4. grupe (IUGR i DA 1 pg/kg)
(2289 pm? vs 1954 pum?; p<0,05).

Utvrdeno je da je povrSina glomerula bubrega miseva u 3. grupi (IUGR i DA 4 pg/kg)
statisticki znacajno veca U odnosu na povrSinu glomerula miseva 4. grupe (IUGR i DA 1
ng/kg), (2201 pm?vs 1954 um?; p<0,05).
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45. NUMERICKA GUSTINA GLOMERULA BUBREGA

Prose¢ne vrednosti gustine glomerula miSeva po grupama su bile (Grafikon 3.):
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Grafikon 3. Numeri¢ka gustina glomerula po grupama
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U tabeli 4. je prikazano poredenje numericke gustine glomerula bubrega mladunaca

miSeva po grupama:

Tabela 4. Poredenje numericke gustine glomerula po grupama

Grupe Numeric¢ka gustina P

glomerula (mm?)

4vs 3 2,705 vs 2,381 0,061
1vs3 2,712 vs 2,381 0,064
4vs 2 2,705 vs 2,449 0,166
1vs2 2,712 vs 2,449 0,167
6vs3 2,594 vs 2,381 0,237
5vs3 2,6 vs 2,381 0,267
1vs7 2,712 vs 2,534 0,306
4vs7 2,705 vs 2,534 0,308
7vs3 2,534 vs 2,381 0,388
6 vs2 2,594 vs 2,449 0,448
5vs?2 2,6 vs 2,449 0,467
1vs6 2,712 vs 2,594 0,504
4 vs 6 2,705 vs 2,594 0,515
1vs5 2,712 vs 2,6 0,565
4vs5 2,705 vs 2,6 0,576
7vs2 2,534 vs 2,449 0,652
2vs3 2,449 vs 2,381 0,725
Svs7 2,6 vs 2,534 0,732
6vs7 2,594 vs 2,534 0,732
1vs4 2,712 vs 2,705 0,967
5vs 6 2,6 vs 2,594 0,975

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika u numerickoj gustini glomerula

izmedu svih eksperimentalnih grupa, p>0,05.

47



Doktorska disertacija Rezultati istrazivanja Milica Milojkovié

4.6. DEBLJINA KORTEKSA BUBREGA

Korteks bubrega mladunaca miSeva je posmatran pod svetlosnim mikroskopom i

merena je njegova debljina (Slika 9.).

Slika 9. Debljina korteksa bubrega mladunaca miseva
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Odredene su debljine korteksa bubrega po grupama.

e U grupi 1. (IUGR) srednja vrednost korteksa bubrega miseva je bila 862,4 £156,2 um.

e U grupi 2. (IUGR i DA 10 pg/kg) srednja vrednost korteksa bubrega miseva je bila
1086 £171,5 pm.

e U grupi 3. (IUGR i DA 4 nug/kg) srednja vrednost korteksa bubrega miseva je bila
988,2 £165,3 pum.

e U grupi 4. (IUGR i DA 1 pg/kg) srednja vrednost korteksa bubrega miseva je bila
931,5 +172,6 pm.

e U grupi 5. (IUGR i DA u 15. danu trudnoée) srednja vrednost korteksa bubrega
miSeva je bila 922,6 +£182,1 pum.

e U grupi 6. (IUGR i DA u 15. danu trudnoce i po rodenju 10 ug/kg) srednja vrednost
korteksa bubrega miSeva je bila 924,5 £176,6 um.

e U grupi 7. (miSevi koji su spontano okotili bez prethodne intervencije na majci i bez
intervencije na njima nakon rodenja) srednja vrednost korteksa bubrega miseva je bila
958,7 £147,3 pm.
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U tabeli 5. je prikazano poredenje debljine korteksa bubrega kod mladunaca misSeva:

Tabela 5. Poredenje debljine korteksa bubrega po grupama

Grupe 1 2 3 4 5 6 7

862,42um) (1086,3 um) (988,21um) (931,54um) (922,62um) (924,49um) (958,73um)
1 0,000000 0,000417 0,748833 1,000000 0,596013 0,027405
2 0,000000 0,039828 0,000237 0,000143 0,000004 0,001626
3 0,000417 0,039828 1,000000 0,997114 0,398601 1,000000
4 0,748833 0,000237 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
5) 1,000000 0,000143 0,997114  1,000000 1,000000  1,000000
6 0,596013 0,000004 0,398601 1,000000 1,000000 1,000000
7 0,027405 0,001626 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000

Dobijeni rezultati ukazuju da je debljina korteksa bubrega bila statisti¢ki znacajno
veca kod miSeva iz 2. grupe (IUGR i DA 10 pg/kg) u odnosu na sve druge grupe (1. (IUGR)
(1086,3 um vs 842,42 um; p<0,05), 3. (IUGR i DA 4 pg/kg) (1086,3 um vs 988,21 um;
p<0,05), 4. IUGR i DA 1 pg/kg) (1086,3 um vs 931,54 um; p<0,05), 5. (IUGR i DA u 15.
danu trudnoce) (1086,3 um vs 922,62 pm; p<0,05), 6. (IUGR i DA u 15. danu trudnoce i po
rodenju 10 pg/kg) (1086,3 um vs 924,49 um; p<0,05) i 7. grupa (misevi koji su spontano
okotili bez prethodne intervencije na majci i bez intervencije na njima nakon rodenja) (1086,3
um vs 958,73 um; p<0,05).

Medusobnim poredenjem debljine korteksa bubrega miseva izmedu grupa 4. (IUGR i
DA 1 pg/kg) (931,54 um), 5. (IUGR i DA u 15. danu trudnoc¢e) (922,62 um), 6. (IUGR i DA
u 15. danu trudnoce i po rodenju 10 pg/kg) (924,49 um) i 7. (misevi koji su spontano okotili
bez prethodne intervencije na majci i bez intervencije na njima nakon rodenja) (958,73 pum)

nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike, p>0,05.
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5. DISKUSIJA

Vise nije iznenadujuca ¢injenica da nepovoljni uslovi okoline rano u zivotu, in utero
ili u ranom postnatalnom periodu, povecavaju podloznost oboljevanju od hroni¢nih bolesti u
kasnijem zivotu. Brenner i saradnici su 1988. godine istakli da mali broj nefrona, stecen in
utero, mozZe biti zajednicki &inilac u populaciji sklonoj hipertenziji i bolestima bubrega.*®
Bubreg sa manje nefrona, a samim tim i male povrSine filtracije, ima smanjenu sposobnost
ekskrecije natrijuma, $to dovodi do hipervolemije, ¢ime se doprinosi razvoju hipertenzije.
Eksperimenti na zivotinjama 1 epidemioloski podaci govore u prilog ,hipoteze broja
nefrona“.**® Medu pojedincima se broj nefrona razlikuje i do deset puta. Broj nefrona je
odreden kompleksnom interakcijom genetskih faktora i uslova okoline koja se odigrava

tokom celog Zivota.2%

Nakon §to je Barker sa saradnicima postavio hipotezu u kasnim
osamdesetim godinama proslog veka, objavljen je veliki broj radova koji povezuju rizik od
hipertenzije, dijabetes melitusa, koronarne bolesti i gojaznosti, sa malom telesnom masom na

rodenju, odnosno usporenim intrauterusnim rastom,20%:202:203.204

Kritiéni period u razvoju bubrega je od 9.-35. gestacijske nedelje, iako momenat
zavrSetka razvoja moze varirati (od 32.-35. gestacijske nedelje). Nefrogeneza podrazumeva
sukcesivno grananje ureteralnog pupoljka sa stvaranjem novih nefrona. Ovaj proces se
ponavlja u koncetri¢nim slojevima, tako da se novoformirani nefroni nalaze u spoljnom sloju,
dok se zreliji nefroni nalaze u dubljim slojevima. Kada postoji usporen rast tokom ovog
fiksnog razvojnog perioda, fetalni bubreg formira manje slojeva normalnih nefrona. Kako se
novi nefroni ne formiraju nakon 35. gestacijske nedelje, od tog momenta je broj nefrona
odreden za ceo Zzivot. Usporen intrauterusni razvoj tokom nefrogeneze moze dovesti do

deficita nefrona kao permanentnog strukturalnog nasleda.”®®

Fetalni bubreg u razvoju je zavisan od velicine tela, tako da se telesna masa fetusa

odrazava na masu fetalnog bubrega. Temeljeno na studijama sprovedenim na ljudima i

206,207

primatima, masa fetalnog bubrega se povecava stvaranjem novih nefrona. Stereoloske

studije na bubrezima koji su uzorkovani na autopsijama su pokazale da je kod osoba rodenih
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u terminu broj nefrona proporcionalan telesnoj masi.*® Za razliku od fetalnog bubrega,
postnatalni bubreg se povecava hipertrofijom postojecih nefrona da bi odgovarao veli¢ini
tela. To znaCi da veliCina bubrega ne daje informaciju o broju nefrona osim u
uznapredovanim stadijumima bolesti.?®® Ne postoje dokazi za postnatalnu nefrogenezu kod
ljudi, osim kod prevremeno rodene novorodenc¢adi kod kojih je abnormalna nefrogeneza
opservirana do 40. postnatalnog dana.”® Sli¢no tome, kod prevremeno rodenih babuna koji
su posmatrani 21 dan nakon rodenja, nefrogeneza se nastavila, ali je broj nezrelih, slabije
vaskularizovanih i abnormalnih glomerula bio veéi u odnosu na kontrolnu grupu.’® Kod
mladih odraslih pacova koji su in utero bili izloZeni nisko-proteinskom ishranom,
glomerulogeneza je bila usporena sa ve¢im brojem nezrelih nefrona, Sto je vezano za
promene na bazalnoj membrani glomerula i strukturi podocita. Pretpostavlja se da takve rano

nastale suptilne strukturalne abnormalnosti mogu povecati podloznost bolestima bubrega.210

Brojne studije su istrazivale promene i dogadaje koji se deSavaju u trudno¢i, a koji
dovode do smanjenja broja nefrona, ukljucujuéi deficit ishrane majke u proteinima, gvozdu,
vitaminu A, ligiranje arterije uterine, hiperglikemiju majke, prenatalna ekspozicija
glukokortikosteroidima i drugim lekovima (gentamicin, ciklosporin, B-laktamski antibiotici,
etanol, cox2 inhibitori). Mnogi od navedenih intervencija mogu dovesti i do niske porodajne

mase potomstva (LBW - low birth weight).?*

Svetska zdravstvena organizacija definiSe LBW kao novoroden¢e porodajne mase
ispod 2500g. Takvo novorodence moze biti prevremeno rodeno (pre 37. gestacijske nedelje)
ali odgovarajuce telesne mase za gestacijsku starost (AGA - appropriate for gestational age),
ili rodeno u terminu, ali sa IUGR. IUGR se definise kao telesna masa ispod 10. percentila za
gestacijsku starost. Faktori rizika za LBW u nerazvijenim zemljama su uglavnom povezani sa
pothranjeno$¢u majke, neodgovarajucom prenatalnom negom i infekcijama, dok su u
razvijenim zemljama vezani za visokorizi¢ne trudnoce, prematuritet i stariji uzrast rnajke.212
Majke koje su i same rodene kao LBW su takode faktor rizika za LBW potomstvo,

prevremeni porodaj, kao 1 IUGR, bez obzira na ekonomski status, $to pokazuje uticaj

razvojnog programiranja kroz generacije.”*®

Poznato je da IUGR kod ljudi moze dovesti do smanjenja broja nefrona.® Kod
novorodencadi sa IUGR bubreg je izmenjenog oblika (tanak, kobasicast) Sto je posledica
manjeg broja koncentri¢nih slojeva.?** Brenner i saradnici su prvi istakli potencijalne

posledice smanjenog broja nefrona na rodenju na bubreznu bolest u kasnijem Zivotu. Oni su
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takode istakli da nefropenija kao posledica IUGR moze da stvori nesrazmeru izmedu veliCine
tela i ekskretornog kapaciteta §to dovodi do vazodilatacije, glomerularne hipertenzije i
progresivnog gubitka nefrona zbog glomeruloskleroze.?™® Hoy i saradnici su 1999. godine
objavili rezultate studije sprovedene na australijskim Aboridzinima. Oni su dokazali vezu

izmedu male porodajne telesne mase i povecanog rizika od mikroalbuminurije.?®

Gestacijska starost takode koreliSe sa brojem nefrona, prematuritet dovodi do
njihovog smanjenja. Kod odraslih ljudi je dokazana jaka korelacija izmedu porodajne telesne
mase i broja nefrona.?!” Izradunato je da po kilogramu povecanja telesne mase na rodenju,

postoji porast od 257 426 glomerula.?*®

Sa druge strane, velika porodajna masa (HBW - high birth weight), koja se definise
kao porodajna masa veca od 4000g, je takode povezana sa dugoro¢nim nepovoljnim efektom

na bubrege, iako nije poznata veza sa brojem nefrona.”*®

HBW je cesto rezultat majcine
hiperglikemije, a kod Zivotinja, potomaka majki dijabeti¢ara, je pronaden smanjen broj
nefrona.??°

Osim grube procene broja nefrona MRI snimanjem ili biopsijom bubrega, tacan broj

. . 221
se moze odrediti samo post mortem.

Kod ljudi, LBW 1 prevremeno rodenje su najjaci
klini¢ki korelati malog broja nefrona. Medutim, kod Zivotinja je sa jedne strane registrovan
mali broj nefrona u odsutnosti LBW, a sa druge strane, nisu sve LBW Zivotinje imale
smanjen broj nefrona. Stoga, porodajna masa sama po sebi ne moze biti univerzalni marker

za broj nefrona.??%?%

Procenjuje se da osobe Zenskog pola imaju 12% manje glomerula od osoba muskog
pola. Starenje dovodi do smanjenja od 3 676 glomerula po bubregu godisnje nakon uzrasta od
18 godina. Telesna visina pozitivno korelira sa brojem nefrona, procenjuje se porast od 28

000 glomerula po centimetaru porasta u visinu.?*

Iako se broj nefrona ne povecava nakon rodenja, bubreg odgovara kapacitetu filtracije
telesnih zahteva povecanjem veli¢ine glomerula do hipertroﬁje.224 Srednji glomerularni
volumen obrnuto korelise sa brojem glomerula i direktno sa trenutnom veli¢inom tela.?* U
studiji koju su sproveli Keller 1 saradnici, registrovano je povecanje srednjeg glomerularnog
volumena za 133% i smanjenje broja glomerula za 46.6% kod hipertenzivnih pojedinaca u
poredenju sa kontrolnom grupom.””®> Manji broj nefrona, crna rasa, hipertenzija i veli¢ina tela,
su svi u koreliraciji sa povecanjem volumena glomerula unutar jednog bubrega.221 Veci

glomeruli sugeriSu manji broj nefrona, mada, kod Afroamerikanaca postoji globalno
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povecanje glomerularnog volumena, ali 1 dalje u obrnutoj proporciji sa brojem nefrona, Sto

sugerise da postoje dodatni faktori koji uti¢u na veli¢inu glomerula u ovoj populaciji.??°

Masa bubrega se moze meriti samo ex vivo. Obdukcionim studijama je dokazana
direktna korelacija broja nefrona sa masom bubrega dece i odraslih osoba. Zhang i saradnici
su objavili da postoji porast od 23 459 glomerula po gramu mase bubrega (95% interval
pouzdanosti 4 590 - 42 238) kod odoj¢adi uzrasta 3 meseca i mlade. Masa bubrega zivih
ispitanika se moze dobiti merenjem bubrega pre transplantacije, te je dokazano je da ima

klini¢ki znacaj kako preoperativno, tako i postoperativno.**’

Volumen bubrega se moze meriti ultrazvukom. Spencer i saradnici su dokazali da
postoji relativno manji volumen bubrega u LBW kod Aboridzinske dece iz Australije u
uzrastu od 5 do 18 godina u poredenju sa veli¢inom tela.??® Nasuprot tome, Rakow i saradnici
nisu pronasli zna€ajnu razliku izmedu volumena bubrega pojedinaca koji su bili ro¢ni AGA,
ro¢ni SGA 1ili prevremeno rodeni u odnosu na povrsinu tela, pol i uzrast.?®® Veli¢ina bubrega
zavisi od broja nefrona i stepena hipertrofije nefrona i u direktnoj je korelaciji sa trenutnom
veli¢inom tela.”® Kod fetusa, kao i na rodenju, volumen bubrega je proporcionalan broju
nefrona. Medutim, nakon toga, normalan rast bubrega (pod uticajem povrSine tela, uzrasta i
pola), glomerulomegalija (hipertrofija zbog niskog broja nefrona, gojaznost) i gubitak
nefrona zbog oSteCenja bubrega Ce uticati na volumen bubrega disproporcionalno, te je
direktan odnos manje jasan.??® Kod mladih odraslih osoba koje su prevremeno rodene (AGA
ili SGA) u poredenju sa kontrolnom grupom pojedinaca iste starosti, prematuritet je vezan za
manje bubrege u uzrastu od 20 godina. Kod IUGR postoji mali, beznacajni efekat na volumen

bubrega.?*°

IUGR je ozbiljan klini¢ki problem 1 nedavno je povezan sa bolestima odraslog doba
kao §to su hipertenzija, insulin nezavistan diabetes melitus, dislipidemije 1 ishemijske bolesti
srca. Mehanizmi na kojima se temelje epidemioloska zapazanja su nepoznati, ali se
pretpostavlja da su adaptacije kardiovaskularnog sistema koje dovode do hipertenzije
pokrenute tokom fetalnog zivota i1 progresivno se pojacavaju nakon rodenja i u odraslom
dobu. Budu¢i da je funkcija bubrega uklju¢ena u dugoro¢nu regulaciju arterijskog pritiska,
postavilo se pitanje da li ugroZeni prenatalni rast ima odredeni uticaj na bubreznu funkciju u

y . 4231
novorodena¢nom periodu.

IUGR se najcesce definiSe kao fetus ili novorodence ¢ija je masa ispod 10 percentila

za gestacijsku starost.?*?
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Sprovedeni su brojni eksperimenti gde je na zivotinjskom modelu izazivan IUGR.
Kind i saradnici su ispitivali uticaj maternalne malnutricije na potomke zamorceta. Telesna
masa mladunaca je bila smanjena za 13% u odnosu na potomke majke koja je hranjena ad
libitum.* Lafeber i saradnici su ligiranjem arterije uterine trudnim Zenkama zamordeta
izazivali JUGR potomcima. Kod njih je registrovano smanjenje telesne mase od 50% u
odnosu na kontrolnu grupu, kao i odsustvo ,,catch-up* rasta.”** Na eksperimentalnom modelu
zeca, Rosati i saradnici su ispitivali uticaj toplotne povrede placente strujom. Smanjenje
telesne mase od 31% je uoceno kod 71% mladunaca koji su bili izloZeni jednosmernoj struji
(15mA) tokom 40 sekundi (incidenca abortusa je bila 21%).*®> Tapanainen i saradnici su
dobili 24% manju telesnu masu mladunaca pacova c¢ije su majke bile izlozene hipoksiji
tokom trudnoée.?*® Davanje karbonoksolona, inhibitora 11-p-hidroksisteroid dehidrogenaze,
trudnim pacovima takode moZe da dovede do smanjenja porodajne mase potomaka.”®’
Hohmann i Kunzel su dokazali da administracija dihidroergotamina trudnim zamorcima
rezultuje intrauterusnom restrikcijom rasta. Rezultati pokazuju da su mladunci imali 21%

manju telesnu masu u odnosu da mladunce zamoréeta majke koja nije dobijala lek.?*®

U sprovedenom eksperimentu je koriS¢en IUGR animalni model indukovan
glukokortikoidima. Trudnim Zenkama miSeva je davan deksametazon u dozi od 100 ug/kg na
dan subkutano tokom 7 dana, od 15.-21. dana gestacije. Mladunci su imali statisticki
znac¢ajno manju porodajnu telesnu masu u odnosu na kontrolnu grupu, potomke majki koje su
se spontano okotile bez prethodne intervencije. Rezultati ukazuju na smanjenje telesne mase
od 25,2%.

Sliéne rezultate su dobili Price i autori. Oni su davali trudnim pacovima
deksametazon u dozi od 100 pg/dan intraperitonealno od 15.-19 dana gestacije (gestacija kod
pacova traje 21-22 dana). Porodajna masa potomaka je bila za 32% manja u porodenju sa

kontrolnom grupom. Takode, oni su dokazali da postoji smanjenje u masi jetre i plu¢a.”

Kombinacija LBW sa naglim porastom telesne mase nakon rodenja povecéava rizik za
hipertenziju 1 kardiovaskularne bolesti u kasnijem zivotu. Brzo povecanje mase ve¢ od druge
nedelje Zivota povezano je sa disfunkcijom endotela istih osoba u uzrastu od 16 godina.?*°
Hipoteza ,,Stedljivog fenotipa* govori u prilog tome da u slucaju suboptimalne intrauterusne
okoline, embrionalni 1 fetalni adaptivni odgovori ogranicavaju fetalni rast, rezultujuci
fenotipom koji je bolje prilagoden za opstanak u nepovoljnim uslovima. Te adaptivne

promene mogu postati neprikladne kada postnatalna okolina nudi bolje uslove za rast, ¢ime se
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povecava rizik od hipertenzije 1 bolesti bubrega.241 Tokom prve i druge godine zivota postoji
najvec¢i porast telesne mase. Kod dece sa IUGR, porast moze biti toliko izrazen, da u
potpunosti kompenzuje zastoj u rastu in utero i nakon druge godine rast uglavnom prati
genetski odredenu liniju rasta. Termin koji se koristi u literaturi, a govori o dostizanju rasta je

,»catch-up®.

Zivotinjski modeli LBW kod kojih postoji ubrzan postnatalni rast pokazuju poveéan
oksidacioni stres, skradivanje telomera i ubrzano starenje bubrega, srca i1 aorte Sto je
povezano sa preranom smréu. 2% Postoje dokazi koji upucuju na ubrzano starenje i povecan
oksidativni stres kod ljudi rodenih sa LBW.** Velika kohortna studija ALSPAC (Avon
longitudinal study of pregnancy and chidhood), je ispitivala vezu izmedu postnatalnog
,,catch-up® rasta i gojaznosti u detinjstvu. Dokazano je da 30,7% dece ima ,,catch-up* rast u
periodu izmedu rodenja i druge godine Zivota. Uoceno je i da je ubrzan postnatalni rast bio
izrazen kod dece oceva vece visine. Ovo moZe biti objaSnjeno postnatalnim efektom ocevih
gena na rast deteta, ali i poveéanim intrauterusnim zastojem rasta koji je uzrokavan od strane
majke uz povecan potencijal za rast nakon rodenja. Tacan mehanizam kako dolazi do ,,catch-
up® rasta nije poznat. Registrovan je povecan unos hrane kod dece sa IUGR, u odnosu na
drugu decu. Takode, dokazana je pozitivna korelacija izmedu koncentracije leptina u krvi
pupdane vrpce sa ponderalnim indeksom (masa/duzina®) na rodenju, kao i negativna
korelacija sa porastom telesne mase postnatalno. Stoga, niske koncentracije ovog hormona na
rodenju, zbog smanjene inhibicije sitosti, mogu biti uzrok ,,catch-up* rasta. Uo¢eno je da
deca sa ,,catch-up“- om rasta izmedu rodenja i druge godine zivota, u uzrastu od pet godina
imaju ve¢u masu i vislja su u odnosu na drugu decu, ali nije poznato da li ¢e oni dostici
genetski predodredenu visinu ili je poveCana visina u deCjem uzrastu samo posledica
ubrzanog sazrevanja. Takode, ta deca imaju i veci indeks telesne mase (BMI - body mass
index), veéi procenat masnog tkiva i centralnu distribuciju masti, Sto uz uslove Zivota u
modernom dobu moze dovesti do bolesti odraslog doba (gojaznost, hipertenzija, dijabetes

melitus, dislipidemije, kardiovaskularne bolesti).?**

U sprovedenom eksperimentu su mladunci miSeva mereni u sedmom danu Zivota.
Potomci majke koja se spontano okotila bez prethodne intervencije na majci i bez
intervencija na njima nakon rodenja su imali statisticki znacajno vecu telesnu masu u odnosu
na sve druge potomke, sem onih koji su bili na visokim dozama DA (10 pg/kg). Potomci

miSeva sa [UGR koji su dobijali visoke doze DA (10 pg/kg), su pored vece telesne mase U 7.
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danu Zivota istovremeno imali i veée glomerule. Potrebna su dalja ispitivanja kao i pracenje u
duzem vremenskom periodu da bi se dokazale koristi ili Stetni uticaji ovog brzog prirasta u

telesnoj masi.

IUGR ima veliki uticaj na fetus i placentu sa posledicama na kardiovaskularni,
metabolicki 1 neuroloski razvoj. Efekti na kardiovaskularni sistem podrazumevaju sréanu
hipertrofiju i inicijalno povecanje izbacaja leve komore. Postoji povecana recirkulacija
deoksigenisane krvi u fetusima sa IUGR. Koli¢ina krvi koja prolazi kroz ductus venosus je
veca kod IUGR fetusa, u teskim slucajevima hemodinamske kompromitovanosti ¢ak 57% u
odnosu na 30% kod normalnih trudno¢a.’*® Takode, kod IUGR fetusa postoji ubrzana
maturacija plucéa Sto je posledica povecanog nivoa adrenokortikalnog hormona i smanjenog
klirensa placente. Ovo moze biti mehanizam adaptacije koji priprema fetus za rano
ekstrauterusno prezivljavanje. Na eksperimentalnom modelu jagnjeta sa malom porodajnom
masom, dokazano je da ne postoji nedostatak pluénog surfaktanta, kao i da postoji smanjena
komplijansa pluéa koja je verovatno posledica strukturnih promena.’*® Prolongirana
placentarna insuficijencija u trudno¢i moze da uti¢e na razvojne procese nervnog sistema, kao
Sto su mijelinizacija 1 rast cerebeluma. Promene srcane akcije fetusa su jedan od dokaza
abnormalnog neurolos$kog razvoja, kao odgovor na hroni¢nu hipoksemiju. Fetalna sréana
akcija je regulisana autonomnim nervnim sistemom preko promena koje su posredovane

korteksom centralnog nervnog sistema.?*’

Bauer 1 saradnici su fetalnom malnutricijom na prasi¢ima izazivali asimetricni [UGR.
Oni su dokazali da ITUGR dovodi do smanjenog broja nefrona, do promena u renin-
angiotenzin-aldosteron osovini, hipertenzije, ubrzane nefroskleroze i smanjenja Zzivotnog
veka.?*® Hemodinamski poremecaji koji se deSavaju kod IUGR, menjaju protok krvi kroz
mezenterijalnu arteriju. Ove promene se vezuju za probleme sa intestinalnim motilitetom i
tolerancijom enteralnog unosa.?*® Lane i saradnici su sproveli ekperiment na skeletnim
mi$i¢ima pacova i dokazali da postoji fetalno i postanatalno izmenjena misiécna mRNA

ekspresija kao i postnatalno izmenjena mitohondrijalna funkcija.?*®

Hodgin 1 saradnici su prvi dokazali postojanje veze izmedu histopatoloske dijagnoze
fokalne segmentne glomerularne skleroze i prematuriteta i veoma male porodajne mase
(VLBW - very low birth weight). Hoy i saradnici su ispitivanjem broja nefrona i
glomerularnog volumena u tri populacije (Amerikanci bele rase i crne rase, australijski

Aboridzini) dokazali da povecan srednji glomerularni volumen zajedno sa vecom
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raznolikoS¢u u veli¢ini glomerula ukazuju na glomerularni stres. Najve¢i glomeruli ¢e prvi

izgubiti integritet podocita, sklerozirati i eventualno nestati.?>*

Zbog brojnih posledica koje IUGR ima, postoji veliko interesovanje za dalja
ispitivanja ovog problema. Do sada je bilo viSe pokuSaja da se uti¢e na plod kod koga je
registrovan IUGR. Leitich i saradnici su objavili rezultate meta-analize koja je obuhvatila 13
objavljenih randomiziranih klini¢kih ispitivanja o ucinkovitosti niskih doza aspirina u
prevenciji IUGR. Rezultati sugeriSsu da profilakticko davanje aspirina majkama tokom
trudno¢e u dozama izmedu 50 i 80 mg dnevno znacajno smanjuje rizik od IUGR, bez
povecanja perinatalnog mortaliteta. Daljom analizom je pokazano da je preventivno dejstvo
aspirina veée u dozama izmedu 100 i 150 mg/dan, kao i kada je preventivna terapija zapoceta
u ranoj fazi trudnoc¢e. Davanje dipiridamola uz aspirin nije dovelo do vece klini¢ke koristi u
odnosu na davanje samog aspirina. Dakle, rezultati meta-analize jasno govore u Korist
pozitivnog dejstva ranog zapocinjanja davanja aspirina majkama (od 12.-16. nedelje gestacije
do porodaja), radi poboljsanja ishoda i prevencije IUGR.*® Harrington i saradnici su ispitivali
uticaj aspirina sa sporim oslobadanjem na plod majki koje su bile identifikovane kao visoko
rizi€ne za trudno¢u sa IUGR. Oni su trudnim Zenama davali 100 mg aspirina sa sporim
otpustanjem od 20. gestacijske nedelje. Rezultati su pokazali da ne postoji znacajna razlika u
incidenciji IUGR, ali je ishod bio poboljsan smanjenjem ukupne ucestalosti komplikacija

povezanih sa uteroplacentarnom insuficijencijom.**

Analiza fetalne krvi uzete kordocentezom pokazuje da su neki IUGR fetusi u
hroni¢noj hipoksiji, ¢ak i pre porodaja. Kako primena oksigenoterapije kod majke
neposredno pred porodaj dovodi do porasta parcijalnog pritiska kiseonika fetusa, a kiseonicka
terapija se Siroko koristi u zbrinjavanju ugrozenog novorodenceta, Nicolaides i saradnici su
ispitivali dejstvo hiperoksigenacije majke hipoksi¢nih IUGR fetusa. Oni su majkama davali
vlazan 55% kiseonik preko maske 15-18h dnevno, odnosno 24h dnevno (od 23.-30. nedelje
gestacije do porodaja). Rezultati ukazuju da oksigenoterapija majke moZe dovesti do porasta
parcijalnog pritiska kiseonika kod fetusa do normalnih vrednosti, §to moZze smanjiti

incidenciju intrauterusne smirti ili odloZiti prevremeni porodaj.”>?

Nicolini i saradnici su ispitivali efekte intravenskog davanja glukoze IUGR fetusima.
Ekperiment je izvoden izmedu 26. i 33. gestacijske nedelje, ordinirana je glukoza u dozi od

0,75 g/kg racunata u odnosu na EFW. Dobijeni rezultati ne ukazuju na pozitivne efekte
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fetalne suplementacije glukozom, naprotiv, izgleda da dovode do produbljivanja acidoze

fetusa. >

Promene na placenti koje se nalaze kod IUGR su slicne promenama kod
preeklampsije. Patofiziologija govori u prilog abnormalnog plitkog usadivanja trofoblasta
spiralnih arterija materice u ranoj trudno¢i. To dovodi do smanjenja utero-placentarnog
protoka krvi zbog perzistentne placentarne hipoksije tokom trudnoce. Kao odgovor na
hipoksiju, placenta oslobada vec¢i broj anti-angiogenetskih faktora u maternalnu cirkulaciju
koja rezultuje endotelijalnom disfunkcijom.?* Nekoliko faktora rasta, kao $to su VEGF i
placentarni faktor rasta (PGF - placental growth factor), su ukljuceni u razvoj placentarne
vaskularizacije. Sprovedene su studije koje su ispitivale da li promene u regulaciji ovih
hormona mogu biti povezane sa pojavom IUGR i preeklampsije. VEGF, PGF i VEGF
receptor (VEGFR) se stvaraju u trofoblastnim c¢elijama i oni su signifikantno ushodno
regulisani u placentama Zena sa preeklamsijom i trudno¢om sa IUGR. Tokom trudnoce
veéina cirkuliSuéeg VEGF je vezana za VEGFR koji se u velikim koli¢inama stvara u
placenti. U preeklampsiji, placentarna produkcija VEGFR je povecana zbog niskog nivoa
kiseonika u placenti, Sto rezultuje niskim nivoom slobodno cirkuliSsu¢ih VEGF i1 PGF 25
Maynard i saradnici su na ekperimentalnom modelu pacova dokazali da VEGF, PGF i
VEGFR igraju vaznu ulogu u patogenezi preeklampsije. Oni su istakli da velika placentarna
proizvodnja VEGFR doprinosi razvoju hipertenzije, proteinurije i glomerularne

endotelioze.?®

Dokazi upucuju na to da klinicki izvodljive intervencije, u kritiénom periodu razvoja
nefrona, mogu sacuvati njihov broj 1 time uticati na krvni pritisak kasnije u Zivotu. Kod
pacova je utvrdeno da odgovarajuca postnatalna ishrana, koja se postize stavljanjem ITUGR
mladunaca po rodenju na prirodnu ishranu Zenki pacova sa normalnom laktacijom, utice na
vraéanje broja nefrona i prekida razvoj posledi¢ne hipertenzije.”’ Isto tako, suplementacija
maternalne niskoproteinske dijete sa glicinom, ureom ili alaninom tokom trudnoce,
normalizuje broj nefrona kod svih potomaka pacova, iako je krvni pritisak bio normalizovan
samo kod onih koji su dobijali glicin.?®® Postnatalna hipernutricija kod normalnih pacova je
utvrdeno da povecava broj nefrona za 20%, ali su ovi pacovi razvili hipertenziju, verovatno
kao posledicu gojaznosti.?>® Nedostatak vitamina A dokazano smanjuje broj nefrona u dozno-
zavisnom maniru. Ohrabrujuca je ¢injenica da je jedna doza retinoi¢ne kiseline, koja se daje

tokom rane nefrogeneze, bila dovoljna za povratak broja nefrona na nivo koji su imali pacovi

59



Doktorska disertacija Diskusija Milica Milojkovié

pre izlaganja niskoproteinskoj ishrani in utero.?®® Primena ouabaina takode ponistava efekte
izgladnjivanja i ishrane siromasne proteinima na razvoj nefrona in vitro i in vivo kod

pacova.’®*

EPO je hematopoetski faktor rasta ¢ija produkcija zavisi od hipoksije. On je
plejotropni citokin koji ispoljava razlic¢ite bioloske efekte u mnogim nehematopoetskim
tkivima. Neki od organa na koje EPO ima efekat su mozak, srce, pluca, bubrezi i jetra.
Unazad par godina objavljeni su rezultati istrazivanja koji ukazuju da EPO smanjuje
glomerulska 1 tubulska ostec¢enja 1 disfunkciju uzrokovanu teSkom ishemijom i reperfuzijom,
kako kod eksperimentalnih Zivotinja, tako i kod novorodenceta. Mehanizmi kojima EPO
ispoljava protektivno dejstvo na bubreg u toku I/R o$tecenja su: poveéanje renalnog krvnog
pritiska, poveéanje diureze zbog povecanja kortikalne perfuzije i intraglomerulskog pritiska.
EPO, takode, §titi proksimalne tubulske epitelne ¢elije od celijskog oStecenja 1 smrti svojim

antiapoptoti¢nim, antioksidativnim, antiinflamatornim, kao i pro - angiogenskim dejstvom.®?

Yang i saradnici su prvi dokazali da EPO moze zastiti bubreg od ishemicnog
oSte¢enja. Oni su pacovima davali EPO u dozi od 3000 i.j./kg intraperitonealno 24h pre I/R
oste¢enja. Zivotinje koje su dobile EPO su imale manji nivo kreatinina u serumu, manju
apopotozu i nekrozu tubularnih ¢elija i smanjenu proliferaciju tubularnih ¢elija. Takode je
ustanovljeno da EPO uzrokuje povecanje ekspresije Bcl-2 (antiapopototi¢ni protein koji
prevenira depolarizaciju mitohondrija), kao i HSP-70 (heat shock protein — 70).%°
Eksperimentalnom studijom koju su sproveli Spandou i saradnici je dokazano protektivno
dejstvo EPO-a u smislu inhibicije apoptoticke smrti proksimalnih i distalnih tubulskih ¢elija.
Rezultati su takode pokazali da I/R oStecenje bubrega dovodi do povecane ekspresije Bax
proteina u distalnim 1 proksimalnim tubulskim ¢elijama 48h od reperfuzije, Sto ukazuje na to
da regulacija Bax proteina ima ulogu u apoptotickoj smrti.”®* U eksperimentu sprovedenom
na svinjama, Forman i saradnici su ustanovili da davanje EPO-a u vreme renalne I/R

znaajno smanjuje oStecenje Celijske funkcije 1 $titi od Celijske smrti. 2%

DA je dugodelujuéi hiperglikolizirani derivat EPO-a, koji se takode koristi u terapiji
anemije. DA je eritropoetski agens sa poluzivotom oko 3 puta duzim od rHuEPO-a i sli¢énim
efektima kao rHUEPO. Fishbane i saradnici su sproveli ekperimentalno ispitivanje uticaja DA
na tubulske celije svinja i mezengijalne celije miSeva. Oni su dokazali da DA ima
antiapopototicki efekat 1 kod toksi¢nog 1 hipoksi¢nog oStecenja bubrega.266 Stojanovi¢ 1

saradnici su 2011. godine objavili rezultate ispitivanja uticaja EPO i hipotermije na bubrege
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pacova nakon perinatalne asfiksije. U eksperimentu je mladuncima pacova koji su bili
izlozeni asfiksiji po rodenju aplikovan DA u dozi od 2,5 mg intraperitonealno. Dokazan je
protektivni efekat tretmana sa DA, kao i smanjenje intersticijalnog edema. Ispitan je i efekat
DA u kombinaciji sa hipotermijom. Rezultati ukazuju na znaCajno smanjenje stepena
oStecenja proksimalnih i distalnih tubula. Takode je utvrdeno da DA poboljsava maturaciju

nezrelih glomerula bubrega.?®’

EPO se u novorodenackom uzrastu daje samo u terapiji anemije. Sprovedene studije
su pokazale da davanje rHuEpo povecava broj retikulocita i smanjuje potrebe za
transfuzijama eritrocita. Sprovedene studije su ispitivale efekte DA koji je davan neonatusima
u razli¢itim dozama i razli¢itim intervalima. U farmakokineti¢koj studiji koju su 2006. godine
objavili Ohls i saradnici, ustanovljeno je da je nakon jednokratnog davanja DA
novorodencadima u dozi od 1-4 pg/kg subkutano poluzivot DA bio 26h. Ispitivanje je
ponovljeno jednokratnim davanjem DA u dozi od 4 pg/kg intravenski tokom 4h. Rezultati su
pokazali da je tada poluzivot DA bio 10,1h. Zbog razlika u farmakokinetici izmedu neonatusa
i odraslih osoba, ve¢e doze DA su potrebne da bi se izazvao hematopoetski odgovor.
Prevremeno rodena novorodencad imaju veci volumen distribucije i klirens, te stoga
zahtevaju 3-4 puta veée doze od onih koje se preporucuju starijoj deci i odraslima. Takode,
rezultati ukazuju na to da davanje DA u novorodenackom uzrastu zahteva krace vremenske
intervale.”®® Ohls i saradnici su nedavno objavili rezultate randomizirane, slepe, placebo
kontrolisane studije o primeni DA kod prevremeno rodene novorodencadi. Ovo je prva
studija koja je evaluirala dejstvo multiplih doza DA davanih neonatusima. Oni su prevremeno
rodenoj novorodencéadi porodajne mase izmedu 500 i 1250g davali DA u dozi od 10 pg/kg
jednom nedeljno subkutano. Takode su ispitivali dejstvo EPO koji je bio ordiniran u dozi od
400 U/kg tri puta nedeljno. U obe grupe je regristovano smanjenje potrebe za transfuzijama
eritrocita (59% neonatusa koji su primali DA nisu imali indikacije za tranfuziju, 52% u grupi

koja je dobijala EPO, dok je u placebo grupi taj procenat iznosio 38%).2%°

Brenner i saradnici su izneli hipotezu da je fundamentalna bubrezna abnormalnost
koja dovodi do poviSenog krvnog pritiska, smanjena povrSina filtracije. Ovo moze biti
uzrokovano smanjenjem broja nefrona u bubregu, kao i smanjenjem bubrezne povrSine
filtracije po nefronu.®®* U sprovedenom istrazivanju u eksperimentalnim uslovima je ispitivan
potencijalni efekat DA na broj glomerula novorodenih miSeva sa IUGR. MorfoloSkom i

stereoloSkom analizom glomerula utvrdeno je da tretman sa DA ima znacajan efekat na
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povecéanje njihove povrsine, ali ne i broja. Naime, kod eksperimentalnih zivotinja koje su po
rodenju i u 7. danu zivota dobile DA u dozi od 1 pg/kg i 4 ng/kg registrovano je statisticki
znacajno povecanje povrsine glomerula u odnosu na IUGR potomke koji nisu dobili lek.
Ipak, zZivotinje koje su se spontano okotile, bez ikakve intevencije, su imale vecu povrsinu
glomerula u odnosu na sve tri gore navedene grupe (1. grupa (IUGR), 3. grupa (IUGR i DA 4
ng/kg) i 4. grupa (IUGR i DA 1 pg/kg)). Medutim, kod eksperimentalnih Zivotinja koje su po
rodenju i u 7. danu zivota dobile DA u dozi od 10 pg/kg registrovano je povecanje povrsine
glomerula u toj meri da nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u povrSini izmedu njih i grupe
zdravih potomaka. Potrebno je istaci i podatak da su potomci Cije su majke tokom trudnoce
jednokratno primile DA u dozi od 10 pg/kg, imali statisticki znacajno vecu povrSinu
glomerula u odnosu na zivotinje koje su bile na tretmanu nizim dozama DA (1 i 4 pg/kg), ali
i statisti¢ki znac¢ajno manju povrisinu od onih na visokim dozama (10 pg/kg). Ispitivana je i
numericka gustina glomerula kod eksperimentalnih Zivotinja. lako postoje razlike izmedu
posmatranih grupe, one nisu statisticki zna¢ajne. Po nasim saznanjima niko do sada nije radio
sli¢no ispitivanje.

Na osnovu rezultata mozemo pretpostaviti da ve¢e doze EPO 1 istovremeno davanje
EPO majci u vreme zapocinjanja dejstva patoloSke nokse imaju pozitivno dejstvo na rast
glomerula. Potrebne su dodatne studije koje bi utvrdile benefit ovog efekta kasnije na zivot

dece koja su rodena sa [UGR, kao i na komorbiditet, sa akcentom na krvni pritisak.

Glomeruli se nalaze u renalnom korteksu i Bertinijevim stubovima, a renalni tubuli u
medularnim piramidama. Progresivno smanjenje bubrezne funkcije utie na glomerule $to
cesto dovodi do suZenja renalnog korteksa i Bertinijevih stubova. Bubreg je tada lobuliran 1
ima povecanu koli€inu masti u renalnom sinusu, $to ukazuje na hroni¢nu nefropatiju.
Medutim, ¢ak i sa ovim promenama, bipolarna duzina i parenhimska debljina jo§ uvek mogu
biti u granicama referentnih vrednosti. 1z tog razloga je kortikalna debljina moguci prediktor
hroni¢ne bubrezne bolesti. Beland i saradnici su ultrazvuénom metodom merili debljinu
korteksa bubrega pacijenata sa hronicnom bubreznom boleS¢u. Oni su dokazali statisticki
znacajnu vezu 1 korelaciju izmedu kortikalne debljine i renalne funkcije, 1 istakli da bi
debljina bubreznog korteksa bila dobar indikator smanjenja bubrezne funkcije.?’® Yamashita i
saradnici su ponovili ispitivanje na vecem uzorku i dokazali umerenu linearnu korelaciju
izmedu procenjene stope glomerulske filtracije i debljine renalnog korteksa, kao i slabu

korelaciju izmedu smanjenja bubrezne funkcije i bipolarne duzine i debljine parenhima.?"
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U sprovedenom eksperimentu je odredivana debljina korteksa bubrega. Utvrdeno je
da je debljina kore bubrega bila statisticki znacajno veca kod mladunaca miSeva sa IUGR koji
su bili na terapiji visokim dozama DA (10 pg/kg), u odnosu na sve druge potomke. To se
moze objasniti time $to su ovi miSevi imali i ve¢e glomerule. Pored hematopoezne funkcije,
EPO stimulise proliferaciju i migraciju vaskularnih endotelnih ¢elija 1 indukuje angiogenezu.
Funkcionalni EPOR su nadeni u tubulskim epitelnim, glomerulskim endotelnim i

mezangijalnim ¢elijama, kao i na podocitima.

Prenatalna nefrogeneza kod SGA sa ili bez prematuriteta nije jedini krivac za razvoj
bubrezne bolesti. Pored ireverzibilnih promena koje se deSavaju in utero paznju treba
posvetiti faktorima na koje se moze uticati postnatalno. Postoje najmanje tri postnatalna
stadijuma koja zahtevaju paznju u smislu razvoja nefroprotektivnih tretmana kod
novorodencadi male telesne mase. Prvo, na odeljenju intenzivne nege i terapije, Rodriquez i
saradnici su dokazali da prevremeno rodena novorodencad (ispod 35. gestacijske nedelje),
nefrogeneza se moze, mada ne uvek, nastaviti postnatalno do 40. postnatalnog dana, iako tada
broj nefrona ne dostize normalne vrednosti. U uslovima intenzivne nege i terapije se koriste
standardne farmakoloSke procedure od kojih su mnoge razvijene pre saznanja o postnatalnoj
nefrogenezi. Neke od tih terapijskih mera (nesteroidni antiinflamatorni lekovi, gentamicin)
mogu delovati nefrotoksic¢no i dovesti do smanjenja broja nefrona. Kod prevremeno rodene
novorodentadi sa bubreznom insuficijencijom postnatalna nefrogeneza je prekinuta.?'’
Drugo, Schmidt 1 saradnici su otkrili da SGA ne samo da imaju male bubrege na rodenju,
nego i slabiji apsolutni i relativni rast bubrega u odnosu na telesnu masu do 18. meseca
zivota. Nije poznato da li je slab postnatalni rast bubrega kod novorodencadi male telesne
mase posledica naknadnog gubitka postoje¢ih nefrona ili nemogucénost postojeéih nefrona da

272

hipertrofiSu u skladu sa telesnim rastom.”’“ I trece, u kasnijem detinjstvu gde postoji ubrzani

rast (telesna masa ili BMI na vefem percentilu) konstantno se povecava rizik od

kardiovaskularnih bolesti kod SGA.2%®

Ocito je da osim smanjenog broja nefrona postoje i drugi mehanizmi koji doprinose
bubreznim bolestima kod TUGR i/ili prematuriteta.’”® Dokazano je da postoji poveéan
vaskularni odgovor na angiotenzin II kod Zivotinjskih modela sa nutritivnom restrikcijom
majki.?’* Proinflamatorni molekuli su dodatno regulisani u bubregu nakon restrikcije unosa

proteina majkama.?’”
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Ideja da nizak broj nefrona moze imati dugoro¢ni uticaj na rizik pojedinca od
hipertenzije i bubrezne bolesti kasnije u zivotu je sada od velikog interesovanja. Dok se ne
sazna viSe o razvojnom programiranju u nefrologiji, LBW se moze koristiti kao najbolja
klinicka zamena za smanjen broj nefrona i urodeni rizik za hipertenziju 1 bolesti bubrega.
Pored broja nefrona i LBW 1 drugi faktori doprinose razvoju bolesti (veli¢ina glomerula,
ekspresija transportera natrijuma, vaskularna reaktivnost, velika porodajna masa). Na
eksperimentalnim modelima je dokazano da se broj nefrona moze povratiti sa
pravovremenom intervencijom S$to ukazuje na plasticnost sistema i1 ¢ini identifikaciju
pojedinaca u riziku i razvoj terapijskih opcija jo§ hitnijom i potrebnijom. Dok se ne razvije
takva terapija, sadasnja saznanja govore u prilog optimizacije perinatalne nege i1 ishrane u
ranom detinjstvu kao vazne startegije kako bi se zaustavila rastu¢a epidemija bubreznih i
kardiovaskularnih bolesti u budu¢ih generacija.?’®

Dakle, prematuritet i/ili mala porodajna telesna masa predstavljaju faktor rizika za

nastanak bubrezne bolesti u odraslom dobu.?®
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

1. Aplikacija deksametazona (100 pg/kg) trudnim miSicama dovodi do potomstva sa
IUGR.

2. Primena DA kod novorodenih miSeva sa IUGR dovodi do brzeg porasta telesne mase

u prvih 7 dana zivota (,,catch-up‘ rasta).

3. MiSevi rodeni sa [IUGR imaju manju povrsinu glomerula bubrega.

4. Primena DA nakon rodenja i u 7. danu zivota (4 i 10 pg/kg) kod novorodenih miseva
sa IUGR dovodi do hipertrofije glomerula bubrega.

5. IUGR nema uticaja na broj glomerula bubrega miseva.

o

Primena DA nema uticaja na broj glomerula bubrega miseva.

7. Misevi rodeni sa IUGR imaju manju debljinu korteksa bubrega.

®

Primena DA (4 i 10 pg/kg) kod miseva rodenih sa IUGR dovodi do povecanja
debljine korteksa bubrega.
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