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kidney function of mice with IUGR, which received PGH and IGF1 after
birth, in adulthood when they were sacrificed, is better compared to those that
did not receive PGH and IGF1.

Methods: An experimental model of TUGR was used in which pregnant
females received dexamethasone at a dose of 100pg/kg/day subcutaneously
from 15-21. days of gestation, i.e. until the day of delivery. According to the
method of random selection, the cubs were divided into one of six groups, ten
mice in each, and left on natural food. They were sacrificed after a month. 0.5
ml of blood was taken from the heart for analysis of cystatin C and creatinine
concentration, and then one kidney was removed from each sacrificed
individual. Plates were obtained through histological processing, which were
analyzed with the help of a digital microscope, scanned and translated into
digital form. Using software systems, the numerical density and volume of the
glomeruli of each group was calculated individually, in all three zones of the
kidney cortex.

Results: Mice with experimentally induced ITUGR had a lower number of
glomeruli compared to the control group (27,700 vs 36,111). In the group of
mice that received a higher dose of IGF1 (10pg), the number and volume of
glomeruli increased, and the creatinine concentration was the lowest
compared to all other groups, with a statistically significant difference
(p<0.033) compared to the control group without intervention. Administration
of a lower dose of IGF1 (1 pg), as well as administration of a lower (2 pg) and
higher (10 pg) dose of PGH did not cause an increase in the number and
volume of glomeruli. The administration of 10 pg of PGH led to a decreased
number of glomeruli in the superficial and intermediate zone with a
statistically significant difference (p<0.05) compared to the group that
received 10 pg of IGF1 and the control group without intervention, as well as
to a decrease in the volume of glomeruli with a statistically significant
difference (p<0.05) compared to the group that received 10 pg of IGFI.
Cystatin C analysis didn’t reveal any differences between studied groups.
Conclusion: A higher dose of IGF1 (10 pg) increases the numerical density
and volume fraction of glomeruli, but long-term studies in both animal models
and human populations are needed to determine whether glomerulosclerosis
and subsequent chronic renal failure in old age will occur earlier in IUGR
offspring that did not receive after birth IGF1, compared to those who
received IGF1, ie. whether applying IGF1 after birth to IUGR offspring has a
protective effect and can preserve the function of their kidneys longer. In the
available literature, there is no data on research on the effect of PGH on the
glomeruli of [IUGR offspring, and further studies are needed to obtain relevant
data on the pathophysiological effect of PGH.
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LISTA SKRACENICA:

gn — gestacijska nedelja

IUGR — Intrauterine Growth Restriction (intrauterusna restrikcija rasta)

IGF1 — Insulin Like Growth Factor 1 (insulinu sli¢an faktor rasta 1)

PGH - Placental Growth Hormone (placentalni hormon rasta)

EGF — Epidermal Growth Factor (epidermalni faktor rasta)

BMI — Body Mass Index (indeks telesne mase)

SGA — Small for Gestational Age (malo za gestacijsku starost)

LBW — Low Birth Weight (mala telesna masa)

EFW — Estimatet Fetal Weight (procenjena telesna masa)

AFI — Amniotic Fluid Index (indeks amnionske te¢nosti)

BPP — biofizicki profil ploda

OGTT - Oral Glucose Tolerance Test (oralni test opterecenja glukozom)

RAS — renin — angiotenzin sistem

IGFBP — Insulin Like Binding Protein (protein koji vezuje insulinu sli¢an faktor rasta)
GFR — Glomerular Filtration Rate (jac¢ina glomerulske filtracije)

GH — Growth Hormone (hormon rasta)

CSH — Chorionic Somatomammotropin Hormone (horionski somatomamotropni hormon)

1IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina



1. UVOD

1.1. RAZVOJ BUBREGA I GRADA NEFRONA

1.1.1. Embrionalni razvoj bubrega

Mokraéni 1 polni sistem se razvijaju iz zajedni¢kog intermedijarnog mezoderma. Otvaraju se u
zajednicki kanal — kloaku, koja se deli na prednji i zadnji deo. Iz prednjeg dela kloake koji se deli
na ureteralni pupoljak i pupoljak besSike se razvija urogenitalni sistem. Iz zadnjeg dela kloake

formira se gastrointestinalni trakt (1).

Tokom fetalnog razvoja nastaju tri razli¢ita bubrezna sistema: pronefros, mezonefros i
metanefros. Oni se diferenciraju od cervikalnog ka kaudalnom delu u nefrogenom nizu (2).
Pronefros se prvi razvija, pocetkom 4. nedelje, rudimentaran je i kod ljudskog embriona ne
funkcioniSe kao ekskretorni organ. Na kraju 4. nedelje potpuno regredira. Nalazi se kod

primitivnih riba 1 larvi amfibija. Indukuje razvi¢e mezonefrosa.

Mezonefros (prabubreg ili Wolffovo telasce) se javlja pri kraju 4. nedelje intrauterusnog razvoja.
Oko 9. nedelje, mezonefros uglavnom atrofira. Pronefros i mezonefros predstavljaju prolazne
faze u razvoju bubrega i zajedno sa definitivnim bubregom se razvijaju od iste osnove koju ¢ine
nefrotomi, odnosno nefrogeni tracak. Razlikuju se jedino po tome Sto ne nastaju od istih
nefrotoma, ni u isto vreme, niti dostizu jednak stepen razvoja. ZavrSni stadijum razvoja bubrega

kod coveka je metanefros.

Metanefros je definitivni bubreg koji se razvija u 5. nedelji od sakralnog segmenta

intermedijarnog mezoderma.

Kolektorni kanali¢i permanentnog bubrega se razvijaju iz pupoljka uretera, odmah pored
njegovog ulaska u kloaku. Pupoljak prodire u metanefricko tkivo koje pokriva njegov distalni
deo kao kapa, a potom se $iri formirajuci primitivau bubreznu karlicu (pijelon), koja se dalje
sukcesivno deli na caSice i 1-3 miliona tubula. Metanefros formira bubreg vertebrata (reptili,

ptice i sisari).



Kompletno stvaranje kanalnog sistema se zavrSava u 10. nedelji. Iz ureteralnog pupoljka se
definitivno razvijaju ureteri, karlica, ¢aSice i kolektorni sistem. Poremecaji u razvoju prouzrokuju
anomalije poput ektopi¢nog i potkovicastog bubrega, duplikacije bubrega, uretera i donjeg
urinarnog trakta.

Obzirom da se poreklo bubrega razlikuje od porekla uretera, patolozi smatraju da se anomalije i

patoloske promene bubrega takode razlikuju u odnosu na patoloske promene kod uretera (3,4).

Pronefricki duktus i tubuli

Pojavljuju se Cervikalni — = Nefunkcionalni
i nestaju u intermedijarni — « Degenerisu, pronefricki duktus
4. nedelji mezoderm = obezbeduje dalji razvoj

o

Mezonefriéki duktus i tubuli
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Pojavijuju se u 5.
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Kompletno nestaje  intermedijarni nastaje reproduktivni Wolfov kanal
do 12. nedelje. mezoderm
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Slika 1. Razvoj bubrega hronoloski od kranijalnog ka kaudalnom pravcu u tri razlicite faze

Preuzeto: https.//epomedicine.com/wp-content/uploads/2016/08/renal-embryology-schematic.jpg

Prvobitni polozaj bubrega je u maloj karlici ispred sedalne kosti (sakruma) odakle se bubreg
postepeno pomera na gore, ka trbuhu i doseze svoj definitivni polozaj u 9. nedelji intrauterusnog
razvoja. Pomeranje bubrega na gore (ascensus renis) je relativno jer je najve¢im delom izazvano
rastom embriona kaudalno od bubrega. Prvobitno se hilus bubrega nalazi ventralno, ali se potom
rotira za 90° ka srednjoj liniji tela (medijalno) i relokacijom i rotacijom krajem 9. nedelje se

pozicionira u svoje definitivno lumbalno i anteromedijalno leziste.



Prvi glomeruli se formiraju izmedu 9. 1 10. gestacijske nedelje (gn) (5). Za vreme drugog i tre¢eg
trimestra trudnoce postoji eksponencijalan porast broja nefrona, a njihov razvoj se zavrSava

izmedu 32. 1 36. gestacijske nedelje (6).

Fetalni urin postaje glavni deo amnionske te¢nosti izmedu 16. 1 20. gestacijske nedelje u koli¢ini

od 300ml/kg/dan (7,8).

1.1.2. Grada i1 zonalna distribucija nefrona

Nefron je osnovna funkcionalna jedinica bubrega. Svaki bubreg pojedinacno sadrzi u proseku
oko milion nefrona, ali je taj broj promenljiv, od 200.000 do 2,5 miliona, a svaki nefron sam za
sebe moze stvarati urin. U osnovi, svaki nefron se sastoji od glomerula u kome se tecnost filtrira

iz krvi 1 tubula u kome se filtrirana te¢nost pretvara u urin (6).

Glomerul je splet od oko pedeset paralelnih kapilara koji se granaju i medusobno
anastomoziraju, a pokriveni su epitelnim ¢elijama 1 Boumanovom kapsulom. Pritisak krvi u
glomerulu uslovljava filtraciju tecnosti u Boumanovu kapsulu do proksimalnog tubula koji se
zajedno sa glomerulom nalazi u korteksu bubrega. Iz proksimalnog tubula tecnost prelazi u
Henleovu petlju koja sa svojim tankim silaznim i debljim uzlaznim krakom uranja duboko u
bubreznu medulu. Nakon prolaska kroz Henleovu petlju te¢nost prelazi u distalni tubul koji je
smesten u korteksu bubrega. U kori bubrega viSe distalnih tubula se stapaju jedan sa drugim i
formiraju sabirni tubul koji prelazi u medulu gde postaje sabirna cev. Vise sabirnih cevi se
stapaju medusobom, sve vreme leze paralelno sa Henleovom petljom i otvaraju se u bubreznu
karlicu kroz otvore na vrhu bubreznih papila. Bubrezne papile su nastavci bubrezne medule koje
Str¢e u bubrezne Casice (9).

Razlike u nefronima zavise od toga koliko duboko leze u bubreznom tkivu. Nefroni ¢iji su
glomeruli smesteni blizu povrSine bubrega, unutar 3 precnika prose¢nog glomerula od korteksa
(3x60=180um) zovu se kortikalni (povrinski) nefroni. Cine oko 80% svih nefrona. Tanki

segment Henleovih petlji tih nefrona je veoma kratak I prodire samo do spoljasnjeg dela medule.

Nefroni ¢iji su glomeruli smesteni duboko u bubreznoj kori 1 zauzimaju dijametar od 3 prec¢nika

prosec¢nog glomerula iznad a.arcuatae (3x60=180um) zovu se jukstamedularni nefroni. Tanki



segment Henleovih petlji tih nefrona je veoma dugacak, prodire duboku u unutra$nju zonu

medule, a mnogi od njih protezu se sve do vrhova bubreznih papilla.

Izmedu ove dve grupe polozeni su intermedijarni nefroni (10).

Struktura bubrega
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Slika 2. Grada nefrona, kortikalni i jukstamedularni nefroni
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1.2. INTRAUTERUSNA RESTRIKCIJA RASTA

1.2.1. Definicija intrauterusne restrikcije rasta, fetalni rast 1 metabolizam

Rast tkiva 1 organa fetusa, njihova diferencijacija 1 maturacija zavise od intrauterusnog
okruzenja, uteroplacentalne funkcije i naslednog genetskog potencijala fetusa. U optimalnim
okolnostima fetus u potpunosti dostize svoj genetski predodreden somatski potencijal i
neometano prolazi kroz intrapartalni period, bez komplikacija tokom rane kardiopulmonalne i
metabolicke adaptacije na ekstrauterusni zivot. Medutim, fetalni rast i razvoj se ne odvija uvek
pod idelanim intrauterusnim okolnostima (11,12). Neonatusi, koji su tokom trudnoce izlozeni
aberantnim maternalnim, placentalnim ili fetalnim faktorima koji koce fetalni rast i razvoj, po
rodenju pripadaju visokorizi¢noj grupi kategorizovanoj kao novorodencad sa intrauterusnom

restrikcijom rasta (intrauterine growth restriction - IUGR).

Intrauterusna restrikcija rasta predstavlja redukciju u o¢ekivanom fetalnom rastu (estimated fetal
weigh- EFW) i definisana je kao telesna masa fetusa ispod 10. percentila za gestacijsku starost.
Uzrokuju je urodeni smanjeni potencijal fetusa za rast ili multipli procesi koji inhibiSu normalan

rast fetusa (13).

Fetalni rast se razlikuje u svojoj ranoj i kasnoj fazi. Za vreme embrionalnog i ranog fetalnog
rasta prevashodno se umnozava broj ¢elija tkiva i organa uz replikaciju DNK u novostvorenom
tkivu (tzv. hiperplasticna faza celijskog rasta). U narednoj fazi fetalnog rasta, uporedo sa
povecanjem broja ¢elija povecava se 1 njihova veli¢ina na raCun povecanja sadrzaja proteina i
RNK (tzv. kombinovana hiperplasticna i hipertroficna faza) koja u misi¢ima i mozgu -
prvenstveno cerebelumu moze da se proteze sve do odojcadskog perioda i detinjstva. Poslednja

faza fetalnog rasta je Cisto hipertrofi¢na uz dnevni porast u telesnoj masi od 30-35g.

Rast miSic¢a 1 sinteza proteina fetusa zavise od aktivnog transporta esencijalnih aminokiselina
putem placente, a on je ravnomeran tokom c¢itavog fetalnog Zivota. Na rodenju, miSi¢na masa

predstavlja najveci procenat celokupne telesne mase - 25% (14).

Za razliku od proteina, porast u sadrazaju masti najveéi je tokom poslednjeg trimestra trudnoce.



IUGR novorodencad imaju manji procenat masnog tkiva u odnosu na zdravu novorodencad

(17% vs 23%), najviSe na racun smanjenja supkutanog i intraabdominalnog masnog tkiva (15).

Insulin 1 insulinu sli¢an faktora rasta, tireoidni, adrenalni i pituitarni hormoni ubrzavaju rast i
razvoj fetusa, te bilo kakav poremecaj u njihovoj homeostazi moze dovesti do IUGR (12,16).
Insulin utice na transport glukoze i aminokiselina preko placente i dovodi do sinteze proteina u
miSi¢ima. Ima mitogenu aktivnost koja indukuje rast i proliferaciju ¢elija te u slucaju nedostatka
fetalnog insulina zbog redukovanog unosa ili slabog iskoriS¢avanja nutritijenata dolazi do [IUGR
(12,17). Smanjenje koncentracije fetalnog insulina, koje nastaje kod aplazije pankreasa ili
Langerhansovih ostrvaca 1 tranzitornog neonatalnog dijabetes melitusa, kao i u sluajevima u
kojima nedostaju receptori za insulin (Donohue syndrom-Leprechaunism, Rabson-Mendenhall
syndrome) ozbiljno ugrozava fetalni rast i ovi pacijenti u adultnoj dobi mogu oboleti od
dijabetes melitusa i drugih oboljenja nastalih kao komplikacija hiperglikemije i hiperinsulinemije
(18,19). Neadekvatno oslobadanje insulina u pankreasu fetusa i insulinska rezistencija se takode
moze javiti u enzimopatijama, kao $to je u slucaju mutacije enzima glukokinaze, §to takode

dovodi do [IUGR-a (12,20).

Insulinu sli¢ni faktori rasta 1 1 2 (Insulin like growth factor - IGF1, IGF2) sli¢no insulinu, dovode
do proliferacije celija 1 rasta fetusa. Njihovi nivoi su smanjeni kod TUGR, a poviseni kod
hipertroficne novorodencadi. IGF1 ima pozitivan efekat na razvoj oligodendrocita i neurona i
njegova oStecenja (delecije, genske varijacije, polimorfizmi) dovode do senzoneuralnih

poremecaja i mentalne retardacije sa simetricnim [IUGR.

Po istarzivanjima nekih autora, fetalni hormoni rasta ne uticu toliko na tezinu fetusa koliko na
telesnu duzinu. U istim istraZivanjima porodajna tezina novorodencadi sa panhipopituitarizmom
se nije razlikovala u odnosu na tezinu zdrave novorodencadi, medutim telesna duzina se bitno
razlikovala kod zdrave novorodencadi i1 one sa nedostatkom receptora za hormone rasta

(21,22,23).

Od ostalih fetalnih hormona od velike vazZnosti je 1 placentalni hormon rasta (Placental growth
hormone - PGH) koji dovodi do povecanog snabdevanja fetusa hranljivim materijama i time
bitno uti¢e na njegov rast i razvoj dovode¢i do IUGR u slucaju njegove smanjene koncentracije

(24).



U slucaju abnormalne ekspresije uobiCajeno inaktivnih gena (Silver-Russell syndrome:
uniparentalna dizomija majc¢inog hromozoma 7) ili pojave tranzitornog neonatalnog dijabetes
melitusa (uniparentalna izodizomija 6. hromozoma ) dolazi do pojave IUGR (12,25,26). Osim u
ovim kompleksnim epigenetickim mehanizmima postoje 1 odredeni sindromi koji se javljaju u
sklopu IUGR kao $to je Leprechaunism (Donohue sy) kod koga osim insulinske rezistencije
postoji i EGF rezistencija (epidermal growth factor - EGF), zbog abnormalnog EGF receptora.
EGF reguliSe proces mitoze i razvoj ektodermalnih i mezodermalnih struktura. Smanjena
koncentracija EGF receptora je takode pronadena u posteljici Zena koje su pusile tokom trudnoce

i rodile IUGR novorodencad (27).

Detektovanje leptina, koji se primarno sintetiSe u masnom tkivu, u amnionskoj te¢nosti 1 krvi
pupcanika novorodenceta zapofinje od 29. gestacijske nedelje. Koncentracija leptina u
pupCaniku je smanjena kod novorodencadi sa IUGR, odnosno postoji pozitivna korelacija
izmedu koncentracije leptina u pupcaniku i indeksa telesne mase (body mass index - BMI) kao

indikatora masnoce u organizmu.

Ponavljano davanje glukokortikoida majci moze dovesti do IUGR i ima znacajan uticaj na razvoj

fetalnih organa (28).

1.2.2. Epidemiologija male telesne mase na rodenju

Termin IUGR i malo za datum (small for gestational age - SGA), iako povezani, nisu sinonimi
(29-33). Malo za datum je termin koji definiSe novorodencad ¢ija je tezina na rodenju manja od
prosecne prema nomogramima za datu populaciju, tj. na desetom ili nizem percentilu. Uzrok je
najcesce nepatoloski pri ¢emu su novorodencad mala, ali zdrava. U tim slu¢ajevima se uglavnom
registruje nizak rast majke i oca ili odredena etnicka pripadnost uz nedostatak bilo kakvih drugih
znakova uteroplacentalne insuficijenicije (oligoamnion, patoloski dopler krvnih sudova i dr.)

(34,35).

Nisu sva I[UGR novorodencad i SGA. Porodajna tezina novorodenceta moze biti manja od
ocekivane sa klini¢kim znaci malnutricije i zastoja u rastu, iako je prema nomogramima telesne

mase za odredenu populaciju na ili iznad 50. percentila (12,13,29).



Mala telesna masa (low birth weigh - LBW) je poseban entitet 1 ne sme se zameniti ni sa [UGR
ni sa SGA jer se njena definicija bazira iskljucivo na telesnoj masi koja je manja od 2500g, bez
obzira na gestacijsku starost, pol, rasu i klinicke karakteristike prethodno spomenute za IUGR i

SGA (13,36).

IUGR kod terminske novorodencadi je predominantan uzrok LBW u zemljama u razvoju i skoro
dva puta je ve¢i u populaciji crnaca. Familijarna predispozicija male porodajne mase koja
uklju¢uje ne samo roditelje ve¢ 1 pretke je od veoma velikog znacaja za IUGR. Iako se
komplikacije ovakvih trudno¢a desSavaju u svim socioekonomskim stalezima, problem niske

porodajne mase je ipak predominantniji kod Zena nizeg socioekonomskog statusa.

1.2.3. Uzroci IUGR

Uzroci intrauterusne restrikcije rasta mogu biti od strane fetusa, majke, placente ili genski.

Svaki od njih vodi neadekvatnoj razmeni gasova i nedovoljnom snabdevanju fetusa kiseonikom i

hranljivim nutritijentima (13,36-41).
1.2.3.1. Fetalni uzroci IUGR

- Hromozomske anomalije (trizomije 13,18,21), delecije, uniparentalne dizomije, ring
hromozomi

- Genetski sindromi (Bloom syndrome, Russell-Silver syndrome, Cornelia de Lange
syndrome, Brachmann—de Lange syndrome, Mulibrey Nanism syndrome, Rubenstein—
Taybi syndrome, Dubowitz syndrome, Seckel syndrome, Johanson—Blizzard syndrome,
Fanconi syndrome, Roberts syndrome, De Sanctis—Cacchione syndrome)

- Velike kongenitalne anomalije (Traheoezofagealna fistula, kongenitalne sr¢ane bolesti,
kongenitalna dijafragmatska hernija, omfalocela, gastoSiza, defekti neuralne cevi,
anorektalne malformacije...)

- Multipla gestacija

- Kongenitalne infekcije (malarija, sifilis, HIV, TORCH infekcije, bakterijske infekcije)

- Metabolicke bolesti (agenezija pankreasa, kongenitalna aplazija Langerhansovih

ostrvaca, kongenitalna lipodistrofija, galaktozemija, generalizovana gangliozidoza tip I,
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hipofosfatemija, Leprechaunism, fetalna fenilketonurija, tranzitorni neonatalni dijabetes

melitus...)

1.2.3.2. Maternalni uzroci [UGR

Godine majke (manje od 16 i vise od 35), los socioekonomski status

Rasa i etnic¢ka pripadnost (IUGR ¢es¢i kod crne rase)

Stetne navike majke (pusenje aktivno ili pasivno, alkoholizam, upotreba narkotika)
Upotreba Stetnih lekova (varfarin, steroidi, antikonvulzivi, antineoplastici, antimetabolici,
antagonisti folne kiseline)

Tezak fizicki rad

Tezina i visina majke pred zacece (indeks telesne mase manji od 20, tezina ispod 45kg i
vise od 75kg)

Paritet (nije radala ili ima viSe od petoro dece)

Inetrval izmedu dve trudno¢e manji od 6 meseci ili ve¢i od 120 meseci

Prethodno dete rodeno sa malom telesnom teZinom

Losa perinatalna zaStita

Los socioekonomski status majke

Hroni¢ne bolesti majke (astma, cijanogene sréane mane, hematoloSka oboljenja,
autoimune bolesti, hipertenzija, dijabetes sa vaskulopatijom, hroni¢na bubrezna
insuficijencija, tuberkuloza, malarija, urinarne infekcije i bakterijska vaginoza, TORCH
infekcije)

Preeklampsija

Dugotrajan boravak na nadmorskoj visinini preko 2000m dovodi do hipertrofije

posteljice u cilju kompenzacije hroni¢ne maternalne hipoksije

1.2.3.3. Placentalni uzroci [IUGR

Tezina placente ispod 350g
Abnormalna uteroplacentalna vaskularizacija
Placentalna disfunkcija usled hipertenzije ili preeklampsije

Uteroplacentalna patologija uzrokavana trombofilijom, avaskularni vili, arteritis



decidualnih ili spiralnih arterija, multipli infarkti placente, molarna trudnoc¢a, hroni¢ne
inflamatorne lezije, abrupcija placente, placentalni hemangiomi, placentalne infekcije,

multipla gestacija, hroni¢ni vilitis, anomalije pupcanika.

1.2.3.4. Genski uzroci [IUGR

Placentalni geni:

Smanjena ekspresija: Placental 11beta-Hydroxysteroid Dehydrogenase Type 2 mRNA,
Placental growth factor (PGF), SERPINA3, DLX3, DLX4, MSX2, GAX, ESX1 L,
HLX1, Cullin (CUL4B, CUL7), STOX1, Anti-apoptosis Bcl-2, Placental Insulin-like
growth factor 1 (IGF1), Epidermal growth factor (EGF).

Povec¢ana ekspresija: NPATI (Nuclear Paraspeckle Assembly Transcript 1),
Trophoblastic micro RNA (miRNA-424, miRNA-141), Insulin like growth factor binding
protein 3(IGFBP3).

Maternalni geni:

Smanjena ekspresija leptina i mutacija trombofilija gena.
Povecana ekspresija: Endothelin-1 (ET-1) gena, Visfatin gena, visoki nivoi Soluble
ascular cellular adhesion molecule-1 (sVCaM-1) i Soluble e-selectin (sE-selectin), visoki

nivoi u serumu majke i pup€aniku Asymmetric dimethylarginine.

Fetalni geni:

Visoki urinarni Protein S100B, genetska delecija IGF1 (Insulin Like growth factor 1) i
SHOX, mutacija Insulin-like growth factors 1 receptor (IGF-1R) dovodi do smanjenja
funkcije IGF-1-receptora, smanjena funkcija N-terminal parathyroid hormone-related

protein.
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1.2.4. Klasifikacija IUGR

Intrauterusna restrikcija rasta moze biti simetricna 1 asimetricna (42). Kod simetri¢cnih IUGR
fetusa u ranom embrionalnom/fetalnom razvoju je doSlo do nekog globalnog insulta koji je
doveo do restrikcije rasta (napr. genetska ili hromozomska anomalija, fetalni alkoholni sindrom,
kongenitalne virusne infekcije - TORCH). Ova novorodencad imaju podjednako smanjen obim
glave, abdomena 1 duzinu tela. Za razliku od njih, fetusi sa asimetriénom intrauterusnom
restrikcijom rasta su mali uglavnom zbog uteroplacentalne insuficijencije, malnutricije majke u
poslednjem trimestru ili zbog delovanja nekog drugog spoljasnjeg faktora u kasnoj trudnodi:

imaju normalan obim glave i duzinu tela, a smanjen obim abdomena na racun velicine jetre (13).

450 A Obim abdomena 450 B Obim abdomena
400 90% 400 90%
350 350
300 e 300 A
£ 250 £ 250
£ £
=~ 200 =~ 200
150 150
100 100
50 50
I I 0\JIII\\II\IIII\
12 16 20 24 28 32 36 40 12 16 20 24 28 32 36 40
Uzrast (nedelje) Uzrast (nedelje)

Slika 3. Obim abdomena po gestacijskim nedeljama kod A) IUGR novorodencadii B) SGA

novorodencadi (47)

U ovim slucajevima se javlja preraspodela fetalne cirkulacije prema vitalnim organima srcu i
mozgu. Na rodenju ova novorodencad imaju normalan obim glave, smanjen obim abdomena,
mrsave ekstremitete zbog smanjenja misi¢ne mase i istanjenu koZu zbog neadekvatno razvijenog

masnog tkiva.

U slucaju prolongirane uteroplacentalne disfunkcije kod ovih fetusa dolazi do smanjenja sréanog

izbacaja 1 za vreme atrijalne kontrakcije javlja se reverezni protok u dijastoli kroz duktus
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venozus. Umbilikalni arterijski pulsatilni indeks ve¢i od 2SD (standardne devijacije) sa velikom

sigurno$¢u ukazuje na [IUGR (43).

U slucaju postojanja meSovite intrauterusne restrikcije rasta ¢elije su male 1 po broju i po
veli¢ini. Ovi neonatusi na rodenju imaju klinicke karakteristke podjednako simetri¢nog i
asimetricnog IUGR. Nastaje kada je rani [IUGR u poslednjem trimestru pogoden i placentalnom

disfunkcijom (42).

1.2.5. Dijagnoza ITUGR

vvvvv

Zivorodena TUGR novorodendad imaju konsekvence koje mogu biti akutne, najveéim delom
zbog prevremenog rodenja i njegove Siroke patologije kao i dugoroCne koje se prvenstveno
odrazavaju na rast i intelektualni razvoj pri polasku u $kolu i u mladosti. Fundamentalnu ulogu u
dijagnozi i trazenju uzroka IUGR imaju ginekolozi-perinatolozi, sve u cilju izbegavanja njegovih
kratkoro¢nih i dugorocnih sekvela (45). Cilj antenatalnog monitoringa je rana detekcija [UGR

radi optimizacije neonatalnog ishoda.

Nekada se u opstoj populaciji skrining intrauterusne restrikcije rasta zasnivao na rutinskom
merenju razdaljine od simfize do fundusa uterusa sa kojim se zapo€injalo od 20.gn do termina
porodaja. Razlika vec¢a od tri cm u odnosu na o¢ekivanu, zahtevala je dalju ultrazvu¢nu kontrolu
1 ostale metode za dijagnostiku IUGR. Zbog loSe predikcije ova metoda je uglavnom napustena

(46,47).

U ve¢ini slucajeva procenjena telesna masa ispod 10. percentila ukazuje na fetuse koji su u riziku
za [UGR. Medutim, to nije uvek granica za uteroplacentalnu insuficijenciju. Odreden broj fetusa
koji su ispod 10. percentila su konstitucionalno mali, bez bilo kakvih drugih znakova
uteroplacentalne insuficijencije. Tada uvek treba uzeti u obzir telesnu visinu majke, oca, predaka

1 koristiti odgovaraju¢e nomograme za etnicku pripadnost, rasu i pol (34).

U cilju dijagnostike IUGR najceS¢e se meri biparijetalni dijametar, obim glave, obim abdomena i

duzina femura nakon Cega se dobijene mere uvrste u postojece percentilne grafikone. Od koristi
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je 1 odredivanje odnosa obim glave/obim abdomena koji se smanjuje sa 1,2 na 1,0 od 20. do 36.
gn. Povecan odnos, preko 2 standardne devijacije se nalazi kod fetusa sa asimetri¢nim IUGR koji

na rodenju imaju mali indeks telesne mase (48,49).

Smanjena koli¢ina plodove vode - oligoamnion se javlja usled smanjenja renalne perfuzije i
diureze fetusa, u cilju redistribucije krvotoka prema srcu i mozgu. Kod oko 85% IUGR fetusa se
dijagnostikuje oligoamnion. Indeks amnionske te¢nosti (Amniotic fluid index -AFI) ispod Scm i
vertikalni dZzep amnionske tecnosti koji je manji od lecm, bez obzira na gestaciju, tesno koreliraju

sa TUGR (50,51,52).

Dopler krvnih sudova se koristi za dijagnozu i pracenje IUGR fetusa. Dopler a. uterine nam
ukazuje na stanje majcine cirkulacije, dok naj¢esc¢e koriS¢eni dopler arterije umbilikalis 1 arterije
cerebri medije nam ukazuju na stanje fetalne cirkulacije tj. kompenzatornu vazodilataciju krvnih
sudova mozga kao odgovor na hipoksiju fetusa. Od ostalih dopler ispitivanja koristi se
cerebroplacentalni dopler, dopler istmusa aorte i veoma vazan dopler duktusa venosusa, pri cemu

odsutan ili reverzan protok kroz duktus venosus se javlja u najteZim slucajevima IUGR (52,53).

Oksitocin test se koristi da bi se predvidela iznenadna smrt hipoksi¢nih fetusa. Deset minuta
nakon intravenskog ubrizgavanja oksitocina se javljaju uterine kontrakcije. Ako se posle tri
uterine kontrakcije jave 1 tri kasne deceleracije smatra se da je oksitocin test pozitivan i da je
uteroplacentalna cirkulacija kompromitovana. Izvodenje testa zahteva boravak u bolnici i
postoje kontraindikacije za njegovo izvodenje (prethodni carski rez, placenta previja, moguca
indukcija prevremenog porodaja) te ovaj test nije postao standard za dijagnozu ITUGR. Umesto

njega Cesce se koriste non-stres test 1 odredivanje biofickog profila ploda.

Non-stres test je jedan od najstarijih testova za pracenje IUGR fetusa. Kardiotokografom se
beleze promene u sr€anim otkucajima ploda za vreme kontrakcija uterusa i spontanih pokreta
ploda. Test je reaktivan ako se broj sr¢anih otkucaja ploda poveca za vise od 15 u minuti ili je
nereaktivan. Novija istraZivanja ukazuju da ne postoje sigurni podaci da rutinska primena non-

stres testa poboljSava perinatalni ishod kod rizicne novorodencadi (54).

Odredivanje biofizickog profila ploda odrazava acido-bazni status fetusa i koristi se za dijagnozu
IUGR 1 pracenje kondicije IUGR fetusa. Kombinuje non-stres test sa cetiri ultrazvucna

parametra (AFI, fetalni pokreti, disanje 1 miSi¢ni tonus). Ako je ukupni skor manji od Sest, to
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ukazuje na mogucnost loSeg ishoda po novorodence. Mana testa je Sto abnormalan skor ukazuje
na ve¢ postojecu ozbiljnu hipoksiju fetusa. Cochrane meta analizom je ustanovljeno da ne
postoji dovoljno podataka iz razli¢itih randomiziranih kontrolisanih studija koje bi podrzale
koris¢enje biofizickog profila ploda kao standarda za pracenje kondicije fetusa u visokorizi¢nim

trudno¢ama (55).

1.2.6. Ishod IUGR

IUGR predstavlja izazov za klinicare jer se najve¢im delom dogada u trudno¢ama bez ikakvih
riziko faktora. Jednom kada se IUGR detektuje, vodenje trudnoce i odluka o terminaciji iste treba
da se zasniva na maksimalizaciji gestacijske starosti uz minimalizaciju neonatalnog morbiditeta i
mortaliteta. Trudnice kod kojih se IUGR dijagnostikuje izmedu 24. i 34. gn treba da prime

kortikosteroidnu terapiju u cilju poboljSanja maturacije pluca fetusa (36).

Upotreba sildenafil-citrata (Viagra) u cilju poboljSanja fetoplacentalne perfuzije posredstvom
relaksacije zidova krvnih sudova uterusa moze biti potencijalna terapeutska strategija u

trudno¢ama sa intrauterusnom restrikcijom rasta (56).

U nekoliko studija je sprovedeno ispitivanje o uticaju L-arginina na ubrzanje rasta [UGR fetusa

sa pozitivnim rezultatima u smislu produZenja gestacijske starosti i povecanja telesne mase (57).

Hroni¢na in utero asfiksija fetusa dovodi do hipoksi¢nog cerebrovaskularnog insulta koji
udruzen sa hipoksijom svih ostalih organa i organskih sistema povecava morbiditet i mortalitet
ove novorodencadi. Kada se izuzme grupa novorodencadi kod koje je IUGR izazvan
kongenitalnom infekcijom ili hromozomskim anomalijama, kod najveceg preostalog dela [UGR
novorodencadi, intelektualni i neuroloski razvoj zavise od komorbiditeta, tj. od samog uzroka
IUGR. Test inteligencije sproveden u uzrastu od dve i pet godina 1 adolescenciji je ukazao na
mogucu pojavu kognitivne disfunkcije kod dece koja su rodena kao IUGR, u vidu smanjene
sposobnosti za obavljanje Skolskih aktivnosti zbog poremecaje paznje, percepcije i teSkoca pri

ucenju (58-60).

Odrasle osobe koje su na rodenju bile [IUGR uglavnom imaju normalan 1Q, dobro su uklopljene i

socijalno zadovoljne zivotom, iako znatno rede postizu visoke profesionalne sposobnosti (61).
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Postnatalni rast [IUGR novorodenc¢adi zavisi od uzroka IUGR, ishrane 1 okruzenja. Deca kod koje
je uzrok IUGR kongenitalna infekcija ili hromozomopatija ostaju niska tokom celog Zivota.
Novorodencad kod koje uzrok nastanka IUGR lezi u placentalnoj disfunkciji u 90% slucajeva
dostizu adekvatan rast u drugoj godini zivota, pogotovo ako su imala normalnu telesnu duzinu na

rodenju (62).

Sto je manja gestacijska starost i porodajna tezina, to je manja $ansa da novoroden¢e dostigne
svoju idealnu telesnu visinu. Terapija hormonima rasta moze dovesti do ubrzanja rasta
preterminske IUGR novorodenc¢adi koja nisu dostigla svoj maksimalni potencijal za rast do kraja
druge godine Zivota (63). Potrebne su dalje studije koje bi mogle rasvetliti strategiju prevencije i

lecenja IUGR.

1.2.7. Fetalno poreklo bolesti odraslog doba

Na vezu izmedu okruzenja u kome se razvija fetus tokom trudnocée i pojave bolesti u kasnijem
zivotu je prvi put ukazao profesor Dejvid Barker (David Barker), poreklom Englez, koji je
sredinom osamdesetih godina doveo u vezu povecan broj metabolickih bolesti potomaka
pothranjenih trudnica iz II svetskog rata, koji su rodeni tokom holandske "gladne zime" 1944-
1945. godine. Takode, ukazao je na Cinjenicu da odredene regije u Engleskoj, koje su pocetkom
XX veka imale najvecu stopu smrtnosti novorodencadi usled male porodajne mase, decenijama

kasnije su imale i najve¢i broj kardiovaskularnih bolesti medu stanovnistvom srednjih godina.

Ova hipoteza koja se zasniva na pretpostavci da najveéi broj novorodencadi sa malom
porodajnom tezinom, koja prezive novorodencaki i odojcadski period, u kasnijem zivotu
razvijaju metabolicki sindrom (hipertenzija, gojaznost, insulinska rezistencija i dijabetes tip 2)
zove se Barkerova hipoteza ili fetalno poreklo bolesti odraslog doba (Fetal Origin of Adult
Disease), a aktuelni termin je razvojno poreklo bolesti i zdravlja (Developmental Origins of

Health and Desease - DOHaD) (36,64,65).

IUGR nastaje kao posledica pothranjenosti trudnice, placentalne disfunkcije i smanjene fetalne

oksigenacije. Fenomen ispoljavanja metabolickog sindroma u adultnoj dobi kod ove
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novorodencadi se generalno zasniva na tome da je pothranjeni fetus programiran da ispolji tzv.
"Stedljivi fenotip" sa smanjenim kalorijskim unosom i smanjenom proizvodnjom enegrije. U
slu¢aju postojanja vece kolicine raspolozivih kalorija dolazi do razvoja gojaznosti i metabolickog
sindroma zbog izmena u programiranoj homeostazi. Pridruzene bolesti su posledica razvojnog
plasticiteta, fenomena u kome jedan genotip moze stvoriti razlicite fenotipove kao odgovor na

uslove sredine tokom fetalnog rasta i razvoja (66).

Radi pripreme za postnatalni Zzivot, pretpostavlja se da kod fetusa dolazi do fizioloskih
adaptacija kao odgovor na promene u sredini. Ove promene mogu da ukljuce epigenetske
modifikacije genske ekspresije. Trenutno nije rasvetljeno kakav je uticaj fenomena fetalnog
programiranja na blizance i1 prevremeno rodenu novorodencad, kao ni da 1li su ovi efekti
reverzibilni. Trenutna istrazivanja u ovoj oblasti imaée direktne implikacije za buducnost

opstetricke prakse (67).
Tri razlicite hipoteze su predlozene u cilju objasnjenja ove veze:

1.2.7.1. Hipoteza fetalnog insulina (Fetal insulin hypothesis) 1 kasni dijabetes genski kodiran u
mladosti (Mature onset diabetes of the young gene - MODY?2)

Hipoteza podrzava vezu izmedu gena koji dovodi do insulinske rezistencije tokom trudnoce,
IUGR 1 povecanog rizika za dijabetes tip 2. Kao ishod insulinske rezistencije, [UGR potomstvo
¢e imati abnormalan razvoj krvnih sudova u fetalnom Zivotu i mladosti §to dovodi do
hipertenzije i vaskularnih oboljenja. Dokaz za to su osobe koje imaju dijabetes tip 2 nastao kao
rezultat mutacije gena glukokinaze koja dovodi do smanjenja insulinske sekrecije i na kraju

MODY?2 (68).
1.2.7.2. Stedljivi genotip (Thrifty genotype)

Ovu hipotezu je predlozio Nil (Neel) jo§ davne 1962. koji je smatrao da geni koji su odgovorni
za pojavu dijabetesa u bilo kojoj zivotnoj dobi su kodirani u genomu svih pojedinaca i odgovorni
su za skladiStenje masti u sluaju nedovoljnog kalorijskog unosa i izgladnjivanja. U slucaju
intrauterusnog okruZenja sa limitiranom ishranom 1 nedovoljnim snabdevanjem kiseonikom,
ekspresija ovih gena postnatalno se dovodi u vezu sa sve ucestalijom 1 ranijjom pojavom

gojaznosti kada postoji povecan kalorijski unos 1 manjak fizicke aktivnosti (69).

16



1.2.7.3. Stedljivi fenotip - Barkerova hipoteza

Ovo je najprihvatljivija hipoteza koja objasnjava razvojno poreklo bolesti. Zasniva se na

Cinjenici da okruZenje u kome se fetus nalazi u toku svog razvoja ima dugorocne sekvele na

.....

U slucaju pojave IUGR zbog postojanja nepovoljnih faktora bilo koje etiologije, za normalan
rast i razvoj fetus se in utero adaptira na ovo ,,neprijateljsko* okruzenje redistribucijom krvotoka
prema mozgu i srcu, smanjenjem produkcije 1 senzitivnosti na fetalni insulin i IGF1 i
regulisanjem hipotalamusno-hipofizno-adrenalne osovine. Ovo metaboli¢ko programiranje (tj.
epigenetska modifikacija onih molekularnih mehanizama koji uticu na genske modele bez
poremecaja u DNK sekvenci) se desava u kriticnom momentu fetalnog razvoja (najesée u
periodima deobe celija) i zbog toga ove epigenetske promene postaju permanentno programirane
u genima fetusa. Kada se ovim antenatalnim epigenetskim promenama postnatalno doda
neadekvatna ishrana (viSak kalorijskog unosa) ili suboptimalno okruzenje (sedanterni nacin

zivota, manjak fizicke aktivnosti...) dolazi do ubrzanog razvoja DoHaD (70).

Ove epigenetske promene mogu biti rezultat hemijskih ili nutritivnih poremecaja tokom razvoja
ili prenatalnog stresa. Dovode do izmenjene genske ekspresije koja vodi promeni u strukturi
¢elijskih proteina i promena u broju 1 mestu ¢elija. Animalni model LBW koga prati ubrzani
postnatalni rast je ukazao na povecan oksidativni stres, skracenje telomere i ubrzano starenje

bubrega, srca, aorte, cak i letalnog ishoda u neonatalnom periodu (71,72).

Novije studije se osim na pojavu metabolickih, koncentriSu 1 na pojavu imunoloskih,

reproduktivnih i mentalnih bolesti (73).

Varijante DoHaD koje se dijagnostikuju kod IUGR neonatusa u odrasloj dobi su: hipertenzija,
ishemijska bolest srca, dijabetes melitus tip 2, bubrezne bolesti, bolesti jetre,
hiperholesterolemija, gojaznost, reaktivne bolesti disajnih puteva, karcinomi, S$izofrenija,
Parkinskonova bolest, Alchajmerova bolest, policisticni ovarijalni sindrom, depresija,
anksioznost, bipolarni poremecaji, imunodeficijencije, osteoporoza, socijalni problemi, smanjene

kognitivne funkcije (74).

Potrebno je bolje informisanje celokupnog drustva o globalnim zdravstvenim naporima
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usmerenim ka reSavanju sve vece epidemije hroni¢nih oboljenja koja vode poreklo od in-utero
okruzenja. Usvajanje principa da je DoHaD odgovoran za pojavu bolesti, ne samo tokom ¢itavog
zivota jedinke, nego i tokom nekoliko generacija, moze promovisati integrativniji pristup

razumevanju poremecaja u razvojnom programiranju, u cilju boljih klini¢kih intervencija (75).

Prevencija bolesti 1 njeno otkrivanje na samom pocetku je najbolje ulaganje u zdravlje 1 razvoj

dece i osnova za poboljsanje zdravstvenog, socijalnog i ekonomskog razvitka drustva (76).

Abnormalni rast
organa

| Matemnalni faktori  —— LS fetelnl rast
— IUGR fetus

r
[P tacentalni faktori

1 Manje B celija Abnormalni razvoj
[ Genetski faktori }_>_ u fetalnom pankreasu krvnih sudova

Fetalna hiperglikemija Hipertenzija

Lose snabdevanje

fetusa Sec¢erom i
aminokiselinama

Los fetalni rast

(Epigenetska
modifikacija)

Prekomerna ishrana
nakon rodenja

Abnormalni postnatalni
rast (gojaznost)

Odrasli sa smanjenjem
B celija pankreasa

Slika 4. Barkerova hipoteza razvojnog porekla bolesti (Stedljivi fenotip)

Preuzeto: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4946587/figure/f9-cmped-10-2016-

067/?report=objectonly
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1.2.8. Brenerova hipoteza — teorija hiperfiltracije

Krajem osamdesetih godina Brener (BM Brenner) i saradnici su ustanovili da smanjen broj
glomerula bubrega, bilo koje etiologije, dovodi do smanjenja ukupne filtracione povrSine
glomerula. U ovakvom stanju dotok krvi u glomerule je povecan u pokusaju da se odrzi
normalna stopa glomerularne filtracije. To dovodi do hiperfiltracije koja predisponira razvoju
glomerularne hipertenzije 1 hipertrofije, vodi ka sistemskoj hipertenziji sa povecanom
reapsorpcijom natrijuma, albuminurijom i na kraju glomerulosklerozom koja jo§ viSe smanjuje
filtracionu povrSinu glomerula (77-82). Kod ljudi broj nefrona Siroko varira od 200.000 do 2,5
miliona po jednom bubregu (83). Nema stvaranja novih nefrona nakon rodenja, a do redukcije
njihovog broja uobifajeno dolazi posle cetrdesete godine kao posledica procesa starenja.
Pojedinici koji se nalaze u grupi sa urodeno manjim brojem nefrona su u kasnijem Zivotu

podlozniji razvoju esencijalne hipertenzije u odnosu na ostale.

Hajman 1 saradnici su u svojoj studiji zabelezili poviSen krvni pritisak preko 150mmHg kod
pojedinaca sa manje od 700.000 glomerula po bubregu, $to je ove autore navelo na zakljucak da
u slucaju smanjenog broja nefrona, ispod 30% od normalnih vrednosti dolazi do razvoja
sistemske hipertenzije. Kao uzrok iste se najceS¢e navodi smanjenje glomerularne filtracione

povrsine.

Dijametar glomerula je indirektna mera glomerularne filtracione povrSine 1 varira u

novorodenackom uzrastu do postepenog dostizanja uobicajenog dijametra od 60pm (84,85).

Kao §to je navedeno broj glomerula kod ljudi je determinisan do 36. gn i ne povecava se u
neonatalnom periodu (86). Izuzetak su nezrela nedonosc¢ad kod kojih se abnormalna nefrogeneza
odvija do 40. postnatalnog dana zivota sa razvojem imaturnih, aberantnih glomerula i
uklju¢ivanjem kompenzatornih mehanizama u vidu glomerularne hipertrofije i mezangijalne
proliferacije koje vode ka hiperfiltraciji (87). Aberantni glomeruli su povrsinski, pokazuju
cisticnu morfologiju sa grubo proSirenim Boumanovim prostorom, atubularni i samim tim
afunkcionalni (88). Ultrazvu¢nim pregledima bubrega LBW novorodencadi ustanovljeno je da

imaju tanje bubrege normalne duzine Sto sugeriSe postojanje manjeg broja nefrona (89).

19



Studije su potvrdile direktnu vezu izmedu telesne mase na rodenju 1 broja nefrona. Sa svakim

kilogramom vise broj nefrona je povecan za 250.000 po jednom bubregu (86).

Nakon rodenja, od detinjstva do adultne dobi u skladu sa povecanim funkcionalnim zahtevima
bubrega i povecanim bubreznim protokom povecava se i veliCina glomerula. Preterano
povecanje volumena glomerula u odnosu na ukupan broj nefrona, rasu, godine Zivota i veli¢inu
tela predstavlja strukturnu komponentu glomerularne hipertenzije koja moze dovesti do

glomeruloskleroze i gubitka funkcije bubrega (90).

U radu Okabayashija sugerisano je da je volumen glomerula heterogen kod adultnih Japanaca, a
do takvih promena dolazi zbog razlicitih stecenih procesa tokom perioda odrastanja. Osetljivost
glomerula na hemodinamske promene u razli¢itim delovima korteksa bubrega moze varirati
izmedu osoba, a gojaznost je faktor rizika za razvoj hroni¢nog oboljenja bubrega uz prvo
predominantno povecanje volumena glomerula u povrSinskoj zoni korteksa, a napredovanjem

glomeruloskleroze povecava se i volumen jukstamedularnih glomerula (91).

1.2.9. Klinicke konsekvence oste¢enog razvojnog programiranja bubrega

Embrioloski razvoj bubrega je ¢vrsto kontrolisan i1 in vitro studije su ukazale da bilo kakva
manipulacija za vreme glomerularne morfogeneze moze dovesti do smanjenog broja nefrona

(92).

U in vivo studijama, restrikcija proteinskog unosa tokom trudnoce kod Zenki pacova je dovela do
redukovanog broja glomerula (93). Ovako nasleden smanjeni broj glomerula u slucaju bilo
kakvog hemodinamskog tereta dovodi do oStec¢enja renalne funkcije. Mnoge studije su ispitivale
dogadaje 1 promene tokom trudnoce koje su vodile ka smanjenom broju nefrona postnatalno:
hipoproteinska dijeta majke, ishrana siromasna gvozdem i vitaminom A, ligatura a. uterine,
hiperglikemija majke, prenatalno izlaganje majke glukokortikoidima, antibioticima i1 etanolu.
(94,95). Zajednicki imenilac za sve ove dogadaje je IUGR potomstvo sa malom porodajnom
masom, smanjenim brojem nefrona i veéim volumenom nefrona §to vremenom vodi ka

hipertrofiji 1 hiperfiltraciji nefrona (87,96).
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Srednji volumen glomerula kod pacova koji su unilateralno nefrektomirani u neonatalnom
uzrastu je bio za 59% veci u odnosu na prosecan, a kod pacova koji su nefrektomirani u adultnoj
dobi za 20% S§to sugeriSe na veci stepen kompenzatorne hipertrofije i hiperfunkcije kada se
nefrektomija dogodi u neonatalnoj dobi. Prema teoriji hiperfiltracije ona vremenom dovodi do
povecane reapsorpcije natrijuma, povecanja krvnog pritiska, albuminurije, glomeruloskleroze i
bubrezne insuficijencije (77). Na obdukcijama sredovecnih osoba (35-59godina) koje su
akcidentalno izgubile zivot u nesre¢ama, a imale su istoriju hipertenzivne bolesti ili
hipertrofiju leve komore, potvrdeno je da je broj njihovih nefrona redukovan uz ve¢i volumen

glomerula, §to je bilo objaSnjenje za njihovu primarnu hipertenziju (97).

Keijezer-Veen i kolege su 2005. god. utvrdili pozitivnu korelaciju izmedu porodajne tezine i
stope glomerularne filtracije 1 negativnu korelaciju izmedu porodajne tezine i serumskog
kreatinina, sugeriSu¢i da su IUGR osobe u vecem riziku za razvoj hipertenzije i progresivne
renalne insuficijencije. U istoj studiji su ispitivani devetnaestogodiSnjaci koji su rodeni pre
32.gn. Sto je porodajna tezina bila manja i stopa glomerularne filtracije je bila niZa, vrednosti
serumskog kreatinina viSe uz mikroalbuminuriju, bez obzira na telesnu tezinu u trenutku

ispitivanja (98).

Bubrezi preterminske novorodencadi su manji u odnosu na terminsku, a posto se nefrogeneza
zavrSava sa 36gn, prevremeno rodena novorodencad imaju znatno manji broj glomerula u
odnosu na terminsku. U kombinaciji prematuriteta 1 [IUGR, koji ¢esto idu udruzeno, povecava se
i rizik za nastanak progresivnog renalnog oste¢enja (87). Dalja ispitivanja su potrebna jer su

podaci o bubreznoj funkciji odraslih osoba koje su rodene pre vremena oskudni.

U drugim eksperimentalnim modelima je utvrdeno da smanjen broj nefrona na rodenju ne mora
uvek dovesti do poviSenog krvnog pritiska tokom Zivota. Medutim, u slu¢aju smanjenja
funkcionalne rezerve nefrona (unilateralna nefrektomija, povrede bubrega...) glomeruli dolaze
do granice fizioloske kompenzatorne hipertrofije i pokre¢u se patoloski mehanizmi koji mogu
usloviti razvoj hipertenzije. Prolongirana hiperfiltracija hipertroficnih glomerula uzrokuje
njihovu sklerozu i eventualni gubitak. Povefan glomerularni pritisak je najvazniji akter i

pokreta¢ svih naknadnih patoloskih procesa. Povecanom intrarenalnom pritisku doprinosi i
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renin-angiotenzin-aldosteron sistem. PoviSeni pritisak utiCe na mezangijalni deo dovodec¢i do
povecanja broja éelija i volumena. Stetne interakcije izmedu visokog pritiska, poveéanog
kapilarnog volumena i relativno fiksiranog broja podocita doprinose razvoju skleroticnog
procesa. Promene u strukturi endotelnih celija se deSavaju kao direktan odgovor na ove
hemodinamske promene, ali njihova uloga u nastanku glomerularne skleroze nije toliko jasna
kao uloga mezangijalnih i glomerularnih epitelnih ¢elija (99).

Dobro je poznato da intrarenalni renin-angiotenzin sistem (RAS) igra vaznu ulogu za normalan
morfoloski razvoj bubrega i sve komponente RAS se mogu naci i kod zivotinja 1 kod ljudi u
ranoj gestaciji, u mezo i metanefrosu. Neke studije su ukazale da nivo renalne renin i angiotenzin
IT informacione RNK je signifikantno snizen kod novorodencadi koja su in utero bila izlozena
niskom proteinskom kalorijskom unosu, $to sugeriSe da bi malnutricija majke mogla uticati na
supresiju novorodenackog intrarenalnog RAS, samim tim i na nefrogenezu Sto bi rezultiralo
smanjenjem broja nefrona (100-103). PoviSena aktivnost RAS bi mogala biti kompenzatorni
mehanizam kod smanjenog broja nefrona u cilju odrzavanja normalne filtracije (104). Inhibicija
RAS in utero igra jednu od uloga u nastanku smanjenog broja nefrona kod IUGR modela.
Koris¢enje ACE inhibitora tokom drugog i tre¢eg trimestra trudnoce je fetotoksi¢no i dovodi do
fetalne hipotenzije, renalne tubularne displazije 1 anurije sa oligohidramnionom, najverovatnije
zbog redukcije u ekspresiji esencijalnih faktora rasta (105,106). Postoji veza izmedu RAS i
IGF1. Davanje ACE inhibitora mladuncima pacova povecava ekspresiju vezujuceg proteina za
insulinu slican faktor rasta 1(IGFBP1) i smanjuje koli¢inu cirkuliSu¢eg IGF1. Naknadno davanje
IGF1 u vidu infuzije uz ACE inhibitor ponovo normalizuje histoloski nalaz bubrega (107). Na
modelima bubrega glodara ustanovljeno je da IGFl igra vaZznu ulogu u metanefrickoj
morfogenezi pri ¢emu njegova smanjena koncentracija dovodi do rane glomeruloskleroze (108).
Neke eksperimentalne studije podrzavaju hipotezu da je fetalno programiranje povezano sa
regulacijom transporta natrijuma (109). Opisano je odsustvo Na+/K+ ATP-aze kod IUGR
mladunaca tokom ranog postnatalnog Zivota, zbog cega dolazi do zadrZavanja soli i vode i
prosirenja intravaskularnog kompartmenta (110). Studije na zivotinjskim modelima su pokazale
da disregulacija hormona angiotenzin Il kod [IUGR potomstva snazno uti¢e na inhibiciju Na+/K+
ATP-aze, time objaSnjavaju¢i mali procenat ekskrecije natrijuma i njegovu retenciju u organizmu

(110).
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Uloga azot-oksida (NO) je vazna tokom razvoja bubrega zato §to in utero on odrzava nisku
vaskularnu rezistenciju u uteroplacentalnoj cirkulaciji (112). Njegov deficit usled delovanja
antagonista (napr. analozi arginina) vodi razvoju hipertenzije. Hroni¢na blokada NO kod pacova
tokom dva meseca je dovela do znacajne renalne vazokonstrikcije sa pove¢anjem glomerularnog
krvnog pritiska, redukcijom glomerularnog kapilarnog ultrafiltracionog koeficijenta,
proteinurijom i na kraju glomerularnom sklerozom. Ova zapazanja su rasvetlila vaznost
endogenog NO i moguénost razvoja hipertenzije u slu¢aju njegovog deficita (113).

Mokraéna kiselina smanjuje proizvodnju NO. Studija na zivotinjskom modelu pacova sa
umerenom hiperurikemijom je rezultirala preglomerularnom arteriolopatijom koja zbog
zadebljanja zidova krvnih sudova dovodi do hipoperfuzije bubrega, ishemije,
tubulointersticijalne inflamacije, fibroze i izaziva glomerularnu hipertenziju (114).

U nekim studijama se spominje bitnost perfektnog balansa izmedu celijske proliferacije i
apoptoze za vreme nefrogenze jer bilo kakva disregulacija moze dovesti do greske u fetalnom
programiranju: promene u Celijskoj proliferaciji, apoptozi i naruSenoj nefrogenezi (115).
Dugoroc¢ni uticaj [IUGR i1 male porodajne mase se dovodi u vezu i sa sa glomerulskim bolestima
bubrega u detinjstvu 1 odraslom dobu: idiopatska membranozna nefropatija, IgA nefropatija,
nefrotski sindrom minimalnih promena, dijabeti¢na nefropatija (116-118).

Konsekvence IUGR i LBW se ne odnose samo na broj nefrona, ve¢ i na veli¢inu glomerula,
transport Na 1 vaskularnu reaktivnost. Svake godine, Sirom sveta se rodi po nekoliko miliona
beba sa malom telesnom masom, a hipertenzija i bubrezne bolesti su u porastu do
epidemioloskih razmera. Trenutno, vrlo malo se moze uciniti u cilju povecanja broja nefrona, te
adekvatna prenatalna zastita, umerena i balansirana ishrana i fizicka aktivnost su krucijalne za

ocuvanje broja nefrona svakog pojedinca i spreavanje razvoja bolesti (119).
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Slika 5. Potencijalni mehanizmi koji dovode do malog broja glomerula i hipertenzije (120)

Preuzeto: https://www.researchgate.net/figure/Potential-mechanisms-leading-to-low-glomerular-number-
and-subsequent-hypertension_figl 6947464

1.3. ANIMALNI MODELI FETALNE RESTRIKCIJE RASTA

1.3.1. Zasto se koriste animalni modeli

Razvoj trofoblasta, placentacija i placentalni transport se mogu proucavati in vitro, ali veoma
kratko vreme. Kultivisanjem trofoblasta iz placente nakon porodaja omogucava se proucavanje
¢elija placente, hemodinamika kao i transfer lekova kroz istu, ali kratkotrajno, nekoliko Casova,
pre nego Sto dode do naruSavanja integriteta placentalne barijere (121,122). lako postoje

prednosti u koriS¢enju in vitro modela za proucavanje odredenih patoloSkih stanja tokom
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trudno¢e, proucavanje patologije intrauterusne restrikcije rasta se mora raditi na in vivo

modelima Zivotinja jer za sada ne postoje in vitro modeli koji bi podrzali takva ispitivanja.

1.3.2. Razmatranja pri koriS¢enju animalnih modela u proucavanju [IUGR

Razmatranja pri koriS¢enju animalnih modela u proucavanju IUGR se odnose na broj fetusa,

oblik placente i obim trofoblastne invazije.

Veliki broj potomaka u leglu ima prednosti jer se smanjuje broj Zivotinja potrebnih za
zrtvovanje, a razlike medu polovima se lak§e mogu proucavati. U leglima sa velikim brojem
potomaka postoje i prirodni modeli IUGR zakrzljalih mladunaca koji su in utero slabije
ishranjeni jer su pozicionirani dalje u odnosu na a. uterinu i njene ogranke. Ovi spontani [UGR
mladunci imaju znatno manju telesnu tezinu u odnosu na “favorizovane” mladunce smestene
blize a. uterini, manju jetru, bubrege i smanjenu koncentraciju IGF1 u plazmi i amnionskoj
teCnosti (123,124). Trudno¢e malih Zivotinja pacova, miSeva, zeCeva traju znatno krace (21-31
dan), te su ovakvi animalni modeli pogodni za izu€avanje trans-generacijskih efekata zbog

skrac¢enja vremena koje je potrebno za prikupljanje podataka.

Oblik placente kod kreiranja animalnog modela je bitan zbog polozaja fetoplacentalnog spoja
preko koga se ostvaruje prenos kiseonika i hranljivih materija. Fetoplacentalni spoj moze biti
diskoidan kao kod humanih fetusa, difuzno rasporeden preko cele placente ili tackasto razasut

(125).

Obim kojim fetalni trofoblast prodire u maternalno tkivo i remodelira spiralne arterije je veoma
bitan faktor u odlu¢ivanju izbora animalnog modela. Ni kod jednog drugog organizma, osim kod
coveka, ne postoji tako izrazena invazija trofoblasta, koja je u IUGR suboptimalna. Kod ljudi,
trofoblastna invazija je krucijalna za adekvatan dotok krvi ka placenti, tako da miSevi nisu
prikladan model za istrazivanje uzroka neadekvatnog remodeliranja spiralnih arterija, niti bilo

koja intervencija koja ima za cilj promovisanje invazije trofoblasta (126).
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1.3.3. Kreiranje animalnog modela fetalne restrikcije rasta

Kada se stvara animalni model IUGR, intervencije kojim se on kreira mogu biti na fetusu, majci
ili genetske. NajceS¢e intervencije na fetusu su indukovanje hipoksije, davanje lekova,
radioaktivnog joda ili inokulacija virusa (127). Intervencije na majci u stvaranju IUGR
animalnog modela najces¢e ukljucuju ligaturu a. uterine, restrikciju ishrane, hipertermicki stres
ili nedovoljnu oksigenaciju majke (128,129). Genetski modeli se uglavnom ispituju na miSevima
zbog bogatstva molekularnih informacija za tu vrstu 1 lakog pristupa embrionalnim mati¢nim

¢elijama (130).

IUGR indukovan glukokortikoidima, prvenstveno deksametazonom je visoko relevantan. U radu
Ain 1 saradnika analizirani su efekti ordiniranja deksametazona trudnim Zenkama pacova izmedu
13. 1 20. dana trudnoce. Utvrdeno je da deksametazon ne samo S$to indukuje IUGR nego i1
smanjuje masu placente za oko 50% Sto dovodi do disregulacije u lucenju placentalnog
prolaktina, IGF2 1 povecanja apoptoze celija placente (131). Lee sa kolegama je trudnim
zenkama miSeva ordinirao deksametazon intraperitonealno u dve razli¢ite doze i u razli¢itim
danima gestacije. DoSao je do zakljucka da je veli¢ina placente sa 11,5 dana gestacijske starosti
obrnuto dozno zavisna (manja je tezina placente kod davanja ve¢ih doza deksametazona), a sa
18,5 dana gestacijske starosti su se na zrtvovanim placentama videle 1 strukturne anomalije
spongiotrofoblastnog tkiva, §to sve zajedno dovodi do neadekvatne funkcije placente (132).
Dokaze da glukokortikoidi ordinirani Zzenkama trudnih pacova dovode do apoptoze celija
placente i posledicnog IUGR su izneli u svom radu Newnham 1 saradnici, pri ¢emu je joS uvek
nejasno da li su ti efekti zbog direktne glukokortikoidne stimulacije proapoptoticnih gena unutar
¢elija placente ili sekundarno zbog kompromitovane fetoplacentalne funkcije (133). U svom radu
Wyrwoll isti¢e da je izlaganje fetusa glukokortikoidima klju¢ni mehanizam koji dovodi do
prenatalnog “programiranja’” afektivnih bihevioralnih bolesti kao Sto su depresija i anksioznost.
Tokom trudno¢e enzim 11f hidroksi-steroid-dehidrogenaza tip2 (11B8-HSD2) koja se nalazi u
visokim dozama u placenti, predstavlja barijeru za dejstvo majcinih glukokortikoida. Blokadom
ovog enzima dolazi do velike izlozenosti fetusa glukokortikoidima koji mogu uticati na razvojne
puteve zbog promena koje nastaju u hipotalamusno-hipofiznoj adrenalnoj osovini,

serotonergi¢nim i kateholaminskim putevima (134).
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Waddell je sa kolegama u svom radu ukazao na dejstvo glukokortikoida i karbenoksolona na
placentalnu apoptozu. Koris¢enjem DNK internukleozomalne fragmentacione analize utvrdeno
je da glukokortikoidi dovode do apoptoze Celija razlicitih regija placente pacova tokom poslednje
nedelje trudnoce. Sli¢no tome, terapija karbenoksolonom od strane trudnice povecava
koncentraciju endogenih glukokortikoida inhibicijom enzima 11 hidroksi-steroid-dehidrogeneze
te kao i deksametazon dovodi do placentalne apoptoze i smanjene tezine placente i fetusa.
Zaklju€ak ovog istrazivanja je bio da je apoptoza celija placente izrazena u humanim trudno¢ama
komplikovanim IUGR 1 utvrdeno je da je animalni model pacova koristan za proucavanje

endokrine kontrole placentalne apoptoze (135).

1.4.  SERUMSKI CISTATIN C I KREATININ KAO POKAZATELJI
FUNKCIJE BUBREGA KOD IUGR

Cistatin C je 13kDa protein koga stvaraju nukleotidne celije 1 bitan je za intracelularni
katabolizam proteina. Ima malu molekularnu masu, slobodno se filtrira u glomerulima, skoro u
potpunosti reapsorbuje u proksimalnim tubulima, potom katabolizuje i ne vraca ponovo u
krvotok. Njegovo prisustvo u ve¢im koncentracijama u urinu moze da ukaze da postojanje
oStecenja tubula. Serumske koncentracije cistatina C su nezavisne od mis$i¢éne mase, visine i pola,
infekcije ili bilo koje ekstrarenalne problematike. Za razliku od uree i kreatinina ne prolazi
placentu i bolji je za procenu jacine glomerularne filtracije (glomerul filtration rate-GFR) jer ne

zavisi od funkcije bubrega majke (136-139).

Postoje razli¢ita iskustva o tome da li je serumski cistatin C bolji prediktor oSte¢enja bubrega
kod preterminske novorodencadi u odnosu na kreatinin. Po nekim autorima kod prevremeno
rodene novorodencadi sa malom telesnom masom cistatin C je signifikantno povecan u serumu
do prve godine zivota i sugeriSe na nezrelost bubrega (140). U svom radu Malamitski-Puchne 1
kolege su pretpostavili da se nivo serumskog cistatina C razlikuje kod IUGR novorodencadi
zbog smanjenog broja nefrona, u odnosu na novorodencad sa normalnom telesnom masom.

Rezultati su pokazali signifikantno nizi nivo cistatina C u serumu IUGR novorodencadi nakon
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rodenja u €ijoj osnovi moze biti povecanje jaCine glomerularne filtracije koje se javlja kao
kompenzatorni mehanizam kod oste¢ene nefrogeneze ili smanjena proizvodnja cistatina zbog

redukovane sinteze proteina (141).

Medutim, u svom radu Sitepu je izneo zakljuak da ne postoji signifikantna razlika u
koncentraciji serumskog cistatina C kod IUGR novorodencadi u odnosu na kontrolnu grupu sa
normalnom telesnom masom na rodenju, a do sli¢nih zakljucaka su dosli 1 drugi autori koji kod
preterminske novorodencadi sa malom telesnom masom nisu dokazali prednost u odredivanju
serumskog cistatina C u odnosu na kreatinin pri proceni bubrezne funkcije (142,143). Vrednosti
serumskog cistatina C su konstantne, u novorodenackom uzrastu dvostruko vece od vrednosti
koje dostizu nakon prve godine zivota. Nekoliko studija je ukazalo na poviSene vrednosti

serumskog cistatina C u krvi prematurnih novorodencadi (144).

U slucaju prevremeno rodenih novorodencadi male telesne mase i1 gestacijske starosti od 28-
34 nedelje, nije dokazana signifikantna korelacija izmedu gestacijske starosti i vrednosti
serumskog cistatina C. Kao §to je poznato, kod preterminske novorodencadi postoji pozitivha
linearna korelacija izmedu GFR 1 gestacijske starosti, odnosno §to je prematuritet izraZeniji to
je niza GFR. Odsustvo signifikantne veze izmedu gestacije i cistatina C zahteva dalja
objasnjenja koja bi koristila inulin-klirens kao standard da bi se definitivno utvrdilo da li je
cistatin C od veéeg znacaja za procenu ostecenja bubrezne funkcije, odnosno GFR u odnosu

na kreatinin (145).

Serumski kreatinin je Siroko prihvacen marker bubrezne funkcije. On je vaZan i pouzdan
indikator stanja bubrega jer je njegov bioloski referentni interval u serumu realtivno konstantan
tokom zivota. Endogeno se stvara u miSi¢ima 1 filtrira u glomerulima. Za razliku od uree ne
reapsorbuje se u tubulima 1 dobar je marker jacine glomerulske filtracije. GFR je niska u
fetalnom i1 neonatalnom zivotu, postepeno raste i u uzrastu od mesec dana iznosi oko
20ml/min/1,73m2, kako kod terminskih tako i kod preterminskih neonatusa. Nivoi serumskog
kreatinina kod novorodencadi su uslovljeni telesnom masom, gestacijskom staroscu, kao i

brojem nefrona na rodenju.
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Kod TUGR novorodencadi nivo serumskog kreatinina je znatno veci nego kod novorodencadi sa
normalnom telesnom masom na rodenju, ali je nepouzdan indikator oStecenja bubrega u ranoj
fazi jer se njegova koncentracija ne menja dok 25-50% funkcije bubrega nije izgubljeno (146-
148). Odreden broj autora upozorava da visoke koncentracije serumskog kreatinina kod
novorodencadi male telesne mase u prvim danima nakon rodenja mogu biti odraz nezrelosti

bubrega preterminskih neonatusa udruzene sa serumskim kreatininom majke.

1.5. PLACENTALNI HORMON RASTA
(Placental growth hormone-PGH)

1.5.1. Poreklo PGH

PGH je 22kD polipeptid, strukturalna varijanta hipofiznog hormona rasta od koga se razlikuje
u 13 aminokiselina. Prvi put je opisan 1985. godine i sastoji se od 191 aminokiselinskog
ostatka. Pripada grupi humanih hormona rasta (growth hormones-GH) koji su produkti pet
gena, ¢lanova GH-gen familije locirane na dugom kraku hormozoma 17 (q22-q24). Ovi geni
kodiraju hormon rasta hipofize (GH-N gen), placentalni hormon rasta (GH-V gen) i tri
horionska somatomamotropna/placentalna laktogena (hCS-A, hCS-B, hCS-L geni). PGH je
produkt GH-V gena (growth hormone-variant gene) 1 specificno se stvara u sloju

sinciciotrofoblasta i ekstraviloznog citotrofoblasta ljudske placente (149,150).

Liebhaber je 1989. god. opisao da se za razliku od hormona rasta hipofize, GH-V iRNK nalazi
iskljuc¢ivo u placenti (151). Za razliku od prethodnih stavova da se PGH moze detektovati
samo u cirkulaciji majke i da time samo neposredno utiCe na rast fetusa, istrazivanja su
ukazala da se moZe na¢i i u amnionskoj tecnosti i pupcaniku, ali nikada u krvi fetusa
(152,153). Medutim, najnovija ispitivanja nivoa PGH u trudnotama komplikovanim
preeklampsijom su koristila imunosorbentne radioeseje sa najnizom stopom detekcije od

0,0Ing/ml, ¢ime je prvi put detektovan PGH u fetalnoj krvi. Autori su zakljucili da je to
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najverovatnije zbog toga S§to na aktuelni imunosorbentni esej ne utiCe prisustvo vezujuéeg

proteina za hormon rasta (154).

U svom istrazivanju Higgins sa kolegama je iz krvi pupCanika komparirao nivoe PGH, nakon
porodaja trudnica koje su imale dijabetes melitus tip 1 i zdravih trudnica. Dosli su do zakljucka
da je u trudnocama komplikovanim dijabetesom povecan nivo PGH 1 da korelira sa ve¢om
porodajnom tezinom novorodenceta. Takode, u tim trudno¢ama je naruSena normalna PGH-

IGF1-IGBP3 osovina te je rizik od makrozomije ploda povecan (155).

1.5.2. PGH sekrecija tokom normalne trudnoce

Placentalni hormon rasta je glavni hormon koji se lu¢i tokom trudnoc¢e zajedno sa insulinu

slicnom faktoru rasta 1 (156).

Na pocetku trudno¢e hormon rasta hipofize je glavni hormon rasta koji ispoljava visoko
pulsatilnu 24h koncentraciju u krvi majke (157). Ispitivanjem PGH specificnim
monoklonskim antitelima ustanovljeno je da se on u cirkulaciji majke pojavljuje od pete
gestacijske nedelje, a od 15. nedelje pa sve do kraja trudno¢e PGH postepeno zamenjuje
hormon rasta hipofize ¢ija koncentracija opada na nemerljive vrednosti. PGH se u cirkulaciju
majke lu¢i na nepulsatilni, kontinuirani nacin koji je vaZzan zbog fizioloSkih promena u
metabolizmu majke tokom trudnoce, kao i zbog kontrole majc¢inih IGF1 nivoa. Smatra se da je
PGH kljucan u regulaciji majc¢inih IGF1 nivoa (158). Jedan do tri sata nakon porodaja, zbog
vrlo kratkog perioda poluraspada, postaje nedetektabilan u cirkulaciji majke (159).
Koncentracija PGH je ve¢a u serumu majki koje nose Zenske fetuse, Sto sugeriSe na povecanje
sinciciotrofoblastne mase ili povecanu trofoblastnu sekreciju hormona u ovim trudno¢ama

(160).
1.5.3. Fizioloska uloga PGH tokom trudnoce

U tkivima majke PGH stimuliSe glukoneogenezu, lipolizu i anabolizam ¢ime ispoljava
somatotropni efekat: uti¢e na fetalni rast, razvoj placente, snabdevanje fetoplacentalne jedinice

nutritijentima 1 adaptaciju maj¢inog organizma na trudno¢u. Najve¢i deo ovih aktivnosti se
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obavlja indirektno, dejstvom na majcin IGF1, dok direktan uticaj na fizioloski razvoj placente
PGH vrsi preko ekstraviloznog trofoblasta, kombinacijom autokrinih i parakrinih mehanizama
Sto je sugerisano prisustvom specifi¢nih receptora hormona rasta u ovom tkivu (161,162).

PGH ima malu laktogenu aktivnost i prvenstveno se vezuje za somatogene receptore (163).

Sekrecija PGH je obrnuto srazmerna u odnosu na koncentraciju glukoze i insulina u krvi majke 1
nije regulisana PGH - oslobadaju¢im hormonom. PGH osigurava adekvatno snabdevanje fetusa
glukozom, omogucavaju¢i dopremanje hranljivih nutritijenata ka fetusu direktno ili indirektno
putem IGF1. PoSto se glavni transporter glukoze, glutamin 1, lu¢i u sinciciotrofoblastnim
¢elijama, one prilagodavaju sekreciju PGH u zavisnosti od koncentracije glukoze u krvi majke.
Kod gestacijskog dijabetesa, za vreme izvodenja oralnog testa optere¢enja glukozom, smanjuje
se PGH nivo u krvi majke (156, 164). Veza izmedu fetalnog rasta i PGH povec¢ava moguénost
da PGH bude jedan od faktora u razvoju insulinske rezistencije u trudno¢i i moze igrati vaznu

ulogu u razvoju gestacijskog dijabetes melitusa (165,166).

Kao $to je prethodno receno, u studiji Higginsa, ali i u drugim studijama utvrden je povecan
nivo PGH u trudno¢ama zena sa dijabetes melitusom, pri ¢emu je jos uvek nepotpuno jasno
da 1i je PGH ukljucen u regulaciju rasta fetusa trudnice koja ima dijagnostikovan dijabetes tip
1 ili samo u trudno¢ama koje su komplikovane gestacijskim dijabetes melitusom (155,167). U
najve¢em broju studija su izneti rezultati normalnih ili ¢ak snizenih nivoa PGH u serumu majki
sa dijabetesom tip 1, dok kod gestacijskog dijabetesa PGH doprinosi regulaciji insulinske
rezistencije 1 moze uticati na fetalni rast modifikovanjem raspoloZivih nutritijenata i dejstvom na

rast placente posredstvom parakrinih mehanizmima (168).

1.5.4. PGH 1 fetalni rast

Placenta doprema maj¢inu krv koja sadrzi kiseonik i hranljive nutritijente do fetusa i time utice
na njegov rast i razvoj. Placentalni hormoni rasta zajedno sa hormonom rasta hipofize uti¢u na
metaboliCke promene tokom trudnoce, ali i sami prolaze kroz razliite promene u zavisnosti od
gestacijske starosti (169). Hormon rasta hipofize se luc¢i u visokim koncentracijama na pocetku

trudnoce. Sredinom trudnoc¢e dolazi do njegovog naglog pada, a od 24. gestacijske nedelje on se
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viSe ne moze detektovati u krvi majke. Funkciju hormona rasta preuzima PGH ¢ije maksimalne

koncentracije su od 20. nedelje gestacije do samog kraja trudnoce.

Prema hipotezi fetalnog porekla bolesti dobro je poznato da dijabetes tip 2 i metabolicki
sindrom su povezani sa [IUGR i malom telesnom masom na rodenju (65). Fiziolo$ka uloga
PGH u trudno¢i jo$ uvek nije u potpunosti razjaSnjena, ali njegova visoka kontinuirana

sekrecija moze uticati na rast placente, a time neposredno i na rast fetusa (170).

U velikoj studiji Bentona 1 saradnika 14 dana nakon ultrazvucno dijagnostikovanog zastoja u
rastu, trudnicama je uzeta krv radi odredivanja koncentracije PGH. Rezultati su pokazali da je
nizak nivo PGH trudnica sa visokom senzitivnos¢u bio povezan sa [UGR fetusa i da normalni
nivoi cirkuliSu¢ih PGH mogu biti od koristi za isklju¢ivanje placentalnog razloga ITUGR,
pogotovo pre 35. gestacijske nedelje (171,172). Snizene vrednosti PGH su povezane i sa
prisustvom fetalnih hromozomskih abnormalnosti. U studiji Frendo i1 saradnika in vitro je
izolovan citotrofoblast iz 15 trudnoc¢a pogodenih Daunovim sindromom 1 iz 10 normalnih
trudnoc¢a. Dokazano je da postoji abnormalna formacija sinciciotrofoblasta kod Daunovog
sindroma, koja dovodi do dramaticnog smanjenja sinteze i sekrecije hormona placente
ukljuc¢uju¢i PGH, humani placentalni laktogen i leptin. To je pridonelo boljem razumevanju
promena u hormonima placente koji se mogu koristiti kao biomarkeri za dijagnostiku
Daunovog sindroma, odnosno dat je zakljuak da sinciciotrofoblast igra klju¢nu ulogu tokom
trudnoc¢e (173). Sa druge strane Moghadam je u svom radu izneo zakljucak da je u
trudno¢ama koje su pracene hromozomskim anomalijama ili oSteenjima neuralne cevi

povecan nivo maj¢inog cirkuliSu¢eg PGH (174).

Razlic¢ite studije su dokazale smanjene vrednosti PGH u cirkulaciji majke tokom trudnoce
komplikovane IUGR. To je sugerisalo da PGH odrazava bioloSku aktivnost placente i moze
biti koristan marker za procenu hroni¢nog fetalnog distresa povezanog sa placentalnim
abnormalnostima u strukturi i funkciji (175). Kod IUGR modela, niske vrednosti PGH u
majc¢inoj cirkulaciji nisu samo rezultat smanjene veli¢ine placente, ve¢ i abnormalnog razvoja
placentalnog tkiva ili abnormalne sinteze PGH (176). Redukovana koli¢ina PGH dovodi do
smanjene lipolize 1 nivoa cirkuliSu¢eg IGF1 $to moze dovesti do smanjene dostupnosti

hranljivih materija, limitiranog placentalnog transfera nutritijenata i sledstveno do smanjenja
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telesne mase na rodenju (177). Po nekim teorijama smanjenje lipolize zbog PGH deficita
moze biti povezano sa gojazno$¢u majke, medutim ove teorije su kontroverzne jer najveci

broj IUGR novorodencadi je iz trudno¢e majki sa niskim indeksom telesne mase (178).

Neki autori su dosli do zakljucka da nivo majcinog PGH je povezan sa povecanjem
biparijetalnog dijametra tokom prvog trimestra trudnoce uz ostale poznate i nepoznate ¢inioce,
Sto je dovelo do zakljucka da PGH moze pridoneti regulaciji fetalnog rasta od samog pocetka
trudnoce (179). Dalja ispitivanja su potrebna da bi se sa sigurnos¢u mogla utvrditi uloga PGH u
IUGR trudno¢ama. Postavljeno je pitanje da li smanjena koncentracija PGH samostalno deluje
kao uzrok IUGR, jer za razliku od veéine iznetih studija, postoje i one koje su iznele rezultate da
u trudno¢ama koje su zavrSene rodenjem IUGR novorodencadi, koncentracija PGH izmedu 11-

13. gestacijske nedelje je bila normalna (152).

1.6. INSULINU SLICAN FAKTOR RASTA 1
(INSULIN LIKE GROWTH FACTOR 1 - IGF1)

1.6.1.Poreklo IGF1

IGF1 1 IGF2 su prvi put opisali Salmon i Daughaday 1957. godine kao tzv. sulfidne faktore koji
su in vitro promovisali ugradnju sulfata u hrskavicu pacova (180). Potom je Froesch opisao
nesupresivnu, insulinu sli¢nu aktivnost dve rastvorljive komponente seruma (NSILA 1, IT). 1972.
godine prethodni nazivi su zamenjeni sa terminom somatomedin. Opisana su tri razlicita
somatomedina: somatomedin C (IGF1), somatomedin A (IGF2), somatomedin B. 1976. godine
Rinderknecht i Humbel su izolovali dve aktivne supstance iz humanog seruma koje su
zahvaljujuc¢i svojoj strukturi koja je podsecala na proinsulin dobile naziv insulinu sli¢an faktor

rasta 1 i 2 (IGF1 i IGF2) (181-183).

IGF1 je medijator anabolicke 1 mitogene aktivnosti hormona rasta (GH). To je polipeptid koji se
sastoji od 70 aminokiselina u jednom lancu sa tri intermolekularna disulfidna mosta i ima

molekularnu tezinu 7,6kDa. Preko 60% je homologan sa IGF2 i oko 50% sa proinsulinom.
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Sli¢no insulinu, u svojoj strukturi sadrzi A i B lanac koji su medusobno povezani disulfidnim
vezama. Strukturna sli¢nost sa insulinom omoguc¢ava sposobnost IGF1 da se vezuje za insulinske

receptore. IGF1 gen je lociran na dugom kraku hromozoma 12 (12q23) (184).

U plazmi 99% IGF1 je vezano za protein koji moduliSe raspolozivost slobodnog IGF1 tkivima.
Postoji Sest vezujucih proteina, pri cemu kod ljudi, 75% cirkuliSu¢eg IGF1 je vezano za IGFBP3
(insulin like growth factor binding protein 3), trojni kompleks koji se sastoji od jednog molekula
IGF1, jednog molekula IGFBP3 i jednog 88kDa proteina koji je acidolabilan (acid labile
subunit). Oko 20% IGF1 seruma je vezano u dvojnom kompleksu zajedno sa IGFBP 1 oko 5%

cirkulise slobodno, sa kratkim vremenom poluraspada oko 10 minuta (185).

IGFBP1 je regulisan insulinom, IGFBP3 uglavnom GH i jednim delom sa IGF1 (186). Sinteza i
luCenje IGF se odvija tokom celog Zivota, najmanje u ranom detinsjtvu 1 starosti, a najvise u

pubertetu.

1.6.2. Fizioloska uloga IGF1

IGF1 igra zna€ajnu ulogu u rastu, razvoju i metabolizmu. Znacajan je za rast i proliferaciju tkiva,
kao antioksidant 1 faktor koji usporava starost tkiva. Zbog ovako velikog raspona njegovih

fizioloskih uloga IGF1 nivoi moraju striktno biti kontrolisani.

Sinteza IGF1 se najve¢im delom odvija u jetri, ali i u raznim mezenhimalnim ¢elijama, prakti¢no
svako tkivo moze da proizvede IGF1 (187). Kao rezultat toga postoje dva osnovna mehanizma
IGF1 regulacije: IGF1 koji se sintetiSe u jetri i lu¢i u krvotok je pod kontrolom hormona rasta
hipofize i deluje kao endokrini hormon, dok autokrina/parakrina IGF1 sinteza u perifernim
tkivima, kao $to su kosti 1 hrskavica je kontrolisana i od strane hormona rasta hipofize i od strane
¢elija lokalnih tkiva. Odredena koli¢ina ovih autokrino/parakrinih stvorenih IGF1 se luci i u
sistemsku cirkulaciju, tako da razumevanje ove autokrine/parakrine sinteze IGF1 je neophodno
da bi se mogle interpretirati promene u koncentraciji cirkuliSu¢ih IGF1 nivoa. Svoju autokrinu

funkciju IGF1 moze ispoljavati i kao onkogen (188).
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IGF1 ispoljava svoje efekte preko aktivacije IGF1 receptora. Postoje najmanje dva receptora za
vezivanje IGF1 na povrsini ¢elija. Takozvani “fizioloSki” receptor tirozin - kinaza vezuje IGF1
sa velikim afinitetom, za razliku od drugog insulinskog receptora za koji se IGF1 vezuje sa nizim
afinitetom. Svi oni imaju ulogu u ¢elijskom Zivotu, rastu i proliferaciji. Ovi receptori su Siroko
raspostranjeni, Sto omogucava transport IGF1 putem krvi do razli¢itih tkiva i organa. Suprotno
tome, autokrini/parakrini IGF1 stimuliSu lokalni rast, koji ne zavisi od sistemskog hormona rasta.
Primeri za to su zarastanje rane ili povecanje rasta kontralateralnog bubrega nakon nefrektomije

(189,190).

Fizioloska uloga IGF1, kao samostalnog hormona odvojenog od dejstva hormona rasta se jo$
uvek otkriva. Za razliku od hepati¢ne produkcije IGF1 koja jeste pod uticajem hormona rasta i
hranljivih nutritijenata, sinteza IGF1 u uterusu i jajnicima nije pod kontrolom hormona rasta, ve¢
estrogena 1 folikulostimuliSu¢eg hormona. IGF1 povecava proliferaciju granuloznih Ccelija,
steroidogenezu kao i rast oocita (191,192). Testikularna funkcija IGF1 je iskljucivo
autokrina/parakrina, bez endokrine komponente u smislu postojanja cirkuliSu¢ih IGF1 hormona.
Za sada ostaje nepoznato zasto IGF1 stimuliSe regeneraciju jetre nakon resekcije jednog njenog
dela, dovode¢i do hepatocitne proliferacije 1 ubrzanja DNK sinteze efikasnije 1 bolje nego Sto

ima uticaj na rast intaktne jetre (193).

Davanje IGF1 glodarima povecava rast bubrega, protok krvi kroz bubrege kao i stopu
glomerularne filtracije. Shodno tome, smatra se da te iste uticaje IGF1 ima i na humane bubrege
sugeriSu¢i da on moze biti i regulator bubrezne funkcije. U slu¢aju unilateralne nefrektomije

smanjuju se nivoi IGF1 u preostalom bubregu, a povecava veli€ina istog (194).

U animalnom modelu misa sa globalnom inaktivacijom IGF1 smanjuje se veli¢ina bubrega,
glomerula i redukuje se broj nefrona. Demonstrirana je uloga IGF1 u odrzavanju glomerularnog
integriteta, normalne strukture podocita i inhibicije apoptoze podocita. Kod ljudi IGF1 povecava
protok krvi kroz bubrege za oko 25%, pri cemu dovodi do povecane retencije natrijuma dejstvom
na tubule i supresijom sekrecije natriuretiCkog peptida. U bubrezima dijabeticara IGF1 ima i
zastitnu ulogu protiv oksidativnog stresa i apoptoze indukovane visokim nivoima glukoze u
kulturi mezengijalnih ¢elija. Ova saznanja mogu dovesti do terapeutskog dejstva IGF1 u cilju

prevencije Celijske smrti 1 progresije nefropatije (194,195).
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U miokardu 1 glatkomi$i¢nom sloju 1 endotelu aorte postoji veca senzitivnost na IGF1 nego na
insulin. Njegovo dejstvo na kardiovaskularni sistem je kako preko endokrinih, tako i preko
parakrinih/autokrinih efekata. Funkcija IGF1 kao potentnog vazodilatatora je delimi¢no

uslovljena pove¢anim oslobadanjem azot oksida iz endotela (196).

Mnogobrojne studije su pridonele otkricu uticaja IGF1 na imunoloski sistem. Dokumentovane su
interreakcije izmedu citokina kao proinflamatornih celija i IGF1, uticaja IGF1 na T-limfocite
(porast CD4+ CD8+ nezrelih limfocita u slezini i timusu pacova) i na B limfocite povecavajuci
proizvodnju interleukina 7 (197). Makrofagi i granulociti su takode senzitivni na dejstvo IGF1

deluju¢i kao IGF1 receptori (198).

1988. godine Mathews 1 kolege su na animalnom modelu transgenskog miSa koji je nosio
himeri¢ni gen u ¢ijem sastavu je bio IGF1, ustanovili znac¢ajno povecanu telesnu masu miSeva
oba pola, tokom puberteta i daljeg Zivota. Brojni organi su bili zahvaceni hiperplazijom §to je
indikovalo da IGF1 od rodenja do puberteta dovodi do proporcionalnog povecanja svih tkiva.
Ovo povecanje u veli€ini 1 tezini organa nije bilo pra¢eno longitudinalnim ubrzanjem skeltnog
rasta, jer su 1 tibija i radijus eksperimentalnih miSeva bile jednake duzine kao i u kontrolnoj grupi

(199).

U slucaju oste¢enja osovine GH/IGF1 dolazi do promena u skeletu, veli¢ini, obliku kostiju 1
vremenu osifikacije kao i do promena u kompoziciji tela. Do kakvih posledica na rast ¢e doc¢i
zavisi od pola, uzrasta, genetske podloge i mesta GH/IGF1 osovine u kome postoji ostecenje.
Konstruisani su i opisani razli¢iti animalni modeli miSeva sa promenama u GH/IGF1 osovini da

bi se ustanovilo kakve promene u ljudskom organizmu donosi takav poremeca;j.

GH/IGF1 osovina menja hondrocite proliferativne i hipertroficne zone rasta. IGF1 utice na rast
kostiju 1 reguliSe kortikalna i trabekularna svojstva kostiju preko uticaja na funkciju osteoblasta,
osteocita 1 osteoklasta. Interakcija izmedu IGF1, polnih hormona i paratireoidnih hormona
demonstrira znacajnost i kompleksnost IGF1 osovine skeleta. IGF1 ima uticaja i na starenje
skeletnog sistema jer dovodi do redukcije u mineralizaciji kosti, njenoj smanjenoj gustini i

povecanim rizicima za frakturu (200).
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I GH 1 IGF1 imaju nezavisne i sinegristiCke efekte u promociji postnatalnog rasta. Na modelu
transgenskog miSeva sa duplom inaktivacijom GH receptora i IGF1, kao §to je bilo o¢ekivano
doslo je do teSke redukcije u telesnoj duzini miSeva (201). Malo se zna o nacinima regulacije
IGF1 u mozgu, ali se zna da faktori rasta, ishrana i povrede mozdanog tkiva (hipoksi¢no-
ishemicne, stereotakticne, elektrolitne ili kriogene) kao i indukovani demijelinizacioni i
eksperimentalni autoimuni encefalomijelitisi uti€u na njegovu in vivo ekspresiju. Ipak,
koncentracija IGF1 iRNK u mozgu hipofizektomiranih pacova je redukovana i nakon infuzije
GH iRNK IGF1 se vra¢a na 80% svojih normalnih vrednosti, §to zna¢i da GH ima vaznu ulogu u
modulaciji IGF1 u mozgu (202). U prilog teoriji da se uloga GH u razvoju CNS-a ne sme
potcentiti je 1 istrazivanje u kome se kod transgenetskih miSeva u slu¢aju deficita GH verifikovao
manji mozak nego kod normalnih miSeva. Medutim, u slucaju deficita IGF1 mali broj miseva je
preziveo neposredno nakon rodenja, a preziveli su imali mozak za oko 60% manji u odnosu na
normalne miSeve iz kontrolne grupe, sa smanjenjem bele mase zbog smanjene mijelinizacije 1

smanjenog broja aksona (203).

Deficit IGF1 u detinjstvu moze biti izolovan ili udruzen sa deficitom ostalih hormona rasta.
Nekada se javlja u sklopu malignih bolesti zbog tumora hipofize, kranijalnog zracenja ili
intratekalne terapije. Najveci broj slu¢aja GH rezistencije u detinjstvu je blagog ili umerenog
stepena 1 le€i se supstitucijom istih. Ozbiljna GH rezistencija je retka i obi¢no prouzrokovana
deficitom GH receptora ili mutacijama IGF1, IGFBP i IGF-receptora. Ovi pacijenti ne reaguju na
terapiju hormonom rasta, ali mogu imati pozitivan odgovor na rekombinantnu IGF1 terapiju,

osim u slu€aju kada je uzrok patologije oste¢enje IGF1-receptora.
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1.6.3. IGF1 I TUGR

Postoje dokazi o tome da GH nije jedini odgovoran za normalan rast in utero jer njegov
nedostatak ne dovodi do znacajnog smanjenja porodajne tezine i duzine. Suprotno njemu
mutacije IGF1 ili njegovih receptora dovode do smanjenja intrauterusnog rasta, Sto znaci da je

uloga IGF1 na intrauterusni rast nezavisna od GH (204).

Dok deficit GH dovodi samo do blagih formi zastoja u rastu, deficit IGF1, kako kod transgenskih
miSeva (izazvan delecijom), tako i1 kod ljudi izaziva ozbiljnu postnatalnu retardaciju rasta sa
neuroloskim ostec¢enjem (205). IGF1 kontroliSe rast fetusa nezavisno od sekrecije GH. Pod ovim
uslovima, placentalni hormon rasta moze igrati ulogu primarnog regulatora IGF1 seruma majke

tokom trudnoce, jer je ustanovljena niska ekspresija placentalnog IGF1 tokom IUGR. Generalno,
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endokrini milje humanog fetusa sa intrauterusnom restrikcijom rasta karakteriSu niski cirkuliSuc¢i

nivoi insulina, IGF1, IGF2, IGFBP3 i visoki nivoi GH i IGFBP1 (206,207).

Prema hipotezi Stedljivog fenotipa, GH/IGF1 osovina se moze programirati rano u zivotu. Ovo
fetalno programiranje moze biti ukljueno u najmanje dva patoloska stanja u kasnijem Zivotu:

insulinsku rezistenciju i hipertenziju (70,74).

Deca sa IUGR pokazuju oste¢enu GH/IGF1 osovinu §to moze doprineti smanjenoj osetljivosti na
insulin i rezistenciji na IGF1, jer su potrebni visi bazalni 1 GH- indukovani IGF1 nivoi kako bi se
postigla brzina rasta slicna rastu normalne dece. Takvo stanje sekundarno dovodi do
kompenzatorne hiperinsulinemije u cilju suprotstavljanja insulinskim antagonistickim efektima
(208). Fetalni odgovor na hipoksiju usled IUGR ukljucuje regulaciju insulina, IGF1, IGF2 i
povecanu ekspresiju inhibitora IGFBP. Hipoksija aktivira hipotalamusno-hipofizno-adrenalnu

osovinu povecavajuéi plazma nivoe adrenokortikotropnog hormona i kortizola.

Rast bubrega je takode pod kontrolom IGF1, njegova smanjena aktivnost paralelno sa povecanim
nivoima kortizola rezultira u smanjenom broju glomerula. Takode, izmene u renin-angiotenzin-
aldosteron sistemu su ucestale usled aktivacije hipofizno-hipotalamusno-adrenalne osovine §to
zajedno sa kompenzatornim odgovorom na smanjenu bubreznu funkciju dovodi do arterijske
hipertenzije. Jo§ davne 1966. godine Laron je opisao sindrom patuljastog rasta sa visokim
vrednostima GH, ali sa hipoprodukcijom IGF1. Ovaj sindrom GH rezistencije dobio je ime
Laronov sindrom, a molekularne studije su dokazale da je uzrok GH rezistencije delecija i
mutacija u GH-genskom receptoru S$to dovodi do greske u sintezi IGF1 kao i IGFBP3. U
Laronovom sindromu tj. primarnoj IGF1 deficijenciji, novorodenc¢ad imaju manju telesnu duzinu
na rodenju (42-47cm), Sto znaci da IGF1 in utero uti¢e na rast fetusa. Kod ove dece odlozena je
maturacija skeleta i usporen rast svih organa. Konac¢na visina odrasle Zenske osobe je do 135cm,

a odrasle muske osobe do 142cm (209).

Brojne studije su dokazale povezanost izmedu IUGR i deficita IGF1. Rasmussen je razmatrao da
li su IGFI1 i IGF1-receptor (IGF1R) zasluzni za malu porodajnu masu, insulinsku rezistenciju i

dijabets tip 2 pri ¢emu nije pronasao ni jednu mutaciju u DNK genomu. Autori su doneli
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zaklju¢ak da varijabilnost u regionima DNK koji kodiraju IGF1 i IGFIR nije povezana sa
redukovanom porodajnom masom, insulinskom rezistencijom niti dijabetesom kod 82 ispitivane

familije u Danskoj (210).

Za razlku od ovih autora Arends je 2002. izneo hipotezu da genetski determinisani niski IGF1
nivoi mogu dovesti do redukcije u porodajnoj tezini, duzini i obimu glave, kao i do perzistentno
niskog rasta u daljem zivotu. Takode je pretpostavio da IGF1 gen moZe biti veza izmedu male

porodajne mase, dijabetesa tip 2 1 kardiovaskularnih bolesti (211).

IUGR Dijabetes Opekotine

Laron sy (primarna IGF1 def.) | Insulinska rezistencija Kronova bolest

ROP Metabolicki sindrom Vernerov sy

Starenje Osteoporoza X vezana komb. imunodef.
Neuroloski poremecaji Cisti¢na fibroza Ciroza jetre

Mozdani udar Zarastanje rana Anoreksija

Povreda ki¢mene mozdine Miotoni¢na distrofija Prevencija gubitka sluha
Kardiovaskularna protekcija Slabost misica kod AIDS

Tabela 1. Patologija potencijalno pogodna za lecenje preparatom IGF1 (212)

Za sada, idealne doze i nacin doziranja IGF1 jos uvek nije u potpunosti ustanovljen. Registrovan
je preparat rekombinantnog humanog IGF1 koji ima istu hemijsku strukturu 1 deluje na isti nacin
kao 1 prirodni IGF1. Kriterijumi za davanje ovog preparata kod primarne IGF1 deficijencije su

TV < 38D za dati uzrast, nivo serumskog IGF1 < 2,5 percentila i normalna vrednost GH (213).
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Ispitivanja su pokazala da je razumno dati takve doze IGF1 koje bi odrzavale njegovu
koncentraciju u fizioloskim granicama, uz maksimalno izbegavanje predoziranja zbog izraZenih,
iako u najveéem delu reverzibilnih nuzefekata, u koje se ubrajaju tahikardija, povecanje
intrakranijalnog pritiska praceno glavoboljom i povracanjem, artralgija, hipoglikemija, edem

lica, ortostatska hipotenzija, hiperplazija limfoidnog tkiva i gojaznost.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA I RADNE HIPOTEZE

2.1. CILJEVI ISTRAZIVANIJA

Na eksperimentalnom modelu intrauterusne restrikcije rasta (Naval Medical Research Institute

NMRI misevi) ispitati sledece ciljeve:
Cilj 1: Ispitati da li intrauterusna restrikcija rasta utice na smanjenje broja glomerula bubrega.

Cilj 2: Ispitati da li primena insulinu sli¢nog faktora rasta 1 (IGF1) nakon rodenja misSeva sa

intrauterusnom restrikcijom rasta uti¢e na broj i veli¢inu glomerula

Cilj 3: Ispitati da li primena placentalnog hormona rasta (PGH) nakon rodenja miSeva sa

intrauterusnom restrikcijom rasta uti¢e na broj i veli¢inu glomerula.

Cilj 4: Ispitati da li je bubrezna funkcija bubrega miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta,
koji su nakon rodenja dobili IGF1 i PGH, u adultnoj dobi statisti¢ki znacajno bolja u odnosu na

one koji nisu dobili IGF1 i PGH.

2.2. RADNE HIPOTEZE

Hipoteza 1: MiSevi koji su nakon rodenja dobili IGF1 imaju u adultnoj dobi ve¢i broj glomerula.
Hipoteza 2: MiSevi koji su nakon rodenja dobili PGH imaju u adultnoj dobi veci broj glomerula.

Hipoteza 3: U adultnoj dobi, bubrezna funkcija miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta koji
su nakon rodenja dobili IGF1 1 PGH je statisticki znacajno bolja u odnosu na one koji nisu dobili

IGF1 1 PGH.
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3. MATERIJAL I METODE

Ispitivanje je sprovedeno kao eksperimentalna laboratorijska studija u Zavodu za antirabi¢nu

zastitu - Pasterov zavod Novi Sad.

Za izvodenje eksperimentalnih protokola na oglednim Zivotinjama dobijena je saglasnost eticke

komisije za zastitu dobrobiti eksperimentalnih zivotinja Univerziteta u Novom Sadu.

U eksperimentu su koris¢eni miSevi rase NMRI (Naval Medical Research Institute). Odrasle
zenke su uzgajane u gajilistu Pasterovog zavoda u Novom Sadu, u kavezima namenjenim za
uzgoj sitnih laboratorijskih Zivotinja, u standardnim laboratorijskim uslovima sa hranom i vodom

ad libitum.

Koriséen je eksperimentalni model ITUGR. Zenke su u toku 24h bile spojene sa polno zrelim
muzjacima, a nakon toga se na osnovu prisustva sperme u vaginalnom brisu misice utvrdilo da li
je zacela. Ako se utvrdilo prisustvo spermatozoida to se vodilo kao nulti dan gestacije. Gestacija
kod miSeva rase NMRI traje 19-21 dan. Od 15 - 21. dana, odnosno do dana porodaja, gravidne
zenke su dobijale Deksametazon (razblazen sa 0,9%NaCl) supkutano, u dozi od 100ug/kg/dan
(0,2ml).

Kriterijumi za iskljucenje iz studije su miSevi rodeni iz trudnoce sa manje od Sest fetusa 1 vise od

10 fetusa.
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Slika 8. Supkutano davanje deksametazona gravidnim Zenkama
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Slika 10. Mladunci u kavezu na prirodnoj ishrani

45



Po metodi slucajnog izbora mladunci su razvrstani u jednu od slede¢ih grupa i ostavljeni na

prirodnoj ishrani (sisanje) naredne Cetiri nedelje.

I grupa: 10 miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta kojima je po rodenju intraperitonealno

aplikovan placentalni hormon rasta (PGH) — 2 pg.

IT grupa: 10 miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta kojima je po rodenju intraperitonealno

aplikovan placentalni hormon rasta (PGH) — 10 ug.

IIT grupa: 10 miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta kojima je po rodenju intraperitonealno

aplikovan insulinu slican faktor rasta 1 (IGF1) — 1 pg.

IV grupa: 10 miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta kojima je po rodenju intraperitonealno

aplikovan insulinu slican faktor rasta 1 (IGF1) — 10 pg.

V grupa: Kontrolna grupa I - 10 miSeva koji su se spontano okotili, bez prethodne intervencije na

majci i bez intervencije na njima nakon rodenja.

VI grupa: Kontrolna grupa II: 10 miSeva sa intrauterusnom restrikcijom rasta kojima je

intraperitonealno aplikovan 0,1ml 0,9% NaCl.

Slika 11a,b. Intraperitonealno aplikovanje PGH i IGF1 mladuncima miseva
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3.1. HISTOLOSKA OBRADA MATERIJALA

Histoloska obrada materijala i morfometrijska analiza je uradena na Medicinskom fakultetu u

Novom Sadu, Institut za histologiju i embriologiju.

Posle 4 nedelje eksperimentalnim mladuncima miSeva je izmerena telesna masa i potom su
Zrtvovani nakon uvodenja u opstu anesteziju inhalatornim anestetikom izofluran. Zrtvovanim
zivotinjama se vertikalno rasekao grudni ko§ skalpelom, insulinskim $pricem 1 iglom iz srca se
uzelo 0,5ml krvi za odredivanje koncentracije cistatina C i kreatinina. Potom je kod svih
ispitivanih jedinki uzet po jedan bubreg koji je potopljen u 10% rastvor puferisanog formalina na

+4°C tokom 24h.

Bubrezi jedne eksperimentalne grupe objedinjeni su istoj bocici (10 bubrega po bocici).

Po fiksaciji, od svakog bubrega, uzet je centralni popre¢ni iseCak debljine 3mm kojim je bio
obuhvacen hilus bubrega (slika 14a). Svi isecci jedne grupe dehidrirani su zajedno 1 ukalupljeni u
jedan parafinski kalup (slika 14b). Kalupi su seceni na rotacionom mikrotomu (Leica, Nemacka)
pri debljini od Spm na dva susedna reza od kojih je jedan bojen metodom hematoksilin i eosin
(H&E), a drugi metodom Periodic Acid-Schiff (PAS) koje su detaljno opisane u literaturi (Slika
l4c) (214).

47



Slika 12. Uzimanje krvi insulinskim Spricem i iglom iz srca, za analizu cistatina C i kreatinina

Slika 13. Ekstirpacija bubrega za histolosku obradu

48



3.2. DIGITALIZACIJA HISTOLOSKIH PRESEKA I PRIPREMA ZA

MORFOMETRIJISKU ANALIZU

Dobijene histoloske plocice su uz pomo¢ digitalnog mikroskopa VisionTek® (Sakura, Japan)

(slika 14g) skenirane pri uvelicanju 100x i prevedene u digitalnu formu (slika 14d).

Dodatnom obradom u kompjuterskom program Adobe Photoshop CS6 (Adobe Inc, Amerika)
svim jedinkama je dodeljen broj, kalibracija i determinisana povrsna zona (PZ), intermedijarna

zona (1Z) i jukstamedularna zona (JMZ) bubrezne kore (slika 14f - g).

PovrSna zona predsatvljena je subkapsularnim podru¢jem bubrezne kore u debljini od tri
pre¢nika prose¢nog glomerula (3x60=180um). Jukstamedularna zona bila je najdublja i
obuhvatala je podru¢je bubrezne kore koje se pruzalo od medule do granice koju je ¢inio nivo tri
pre¢nika prosecnog glomerula (3x60=180um) udaljenog od a. arcuatae. Intermedijarna zona se

nalazila izmedu dve pomenute zone (10).

Pazljivim posmatranjem za analizu su odabrani samo oni glomeruli kod kojih se mogao
identifikovati vaskularni ili urinarni pol i u gore navedenom program dodeljen je broj glomerula

pripadajuce analizirane zone (N).

3.3. MORFOMETRIJSKA ANALIZA

Upotrebom softverskog sistema Image Tool (IT) 3.0 (UTHSCSA, Amerika) 1 plugin-a area

odredena je povrSina ukupne kore (Pc) svake od analiziranih zona (Pcpz, Pe-iz, Pejmz) 1 glomerula

(Pg).

Na osnovu dobijenih vrednosti izracunata je:
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Numericka gustina glomerula (N,) u sve tri ispitivane zone, a izrazena u vrednosti:

broj glomerula po mm?

_ N (broj glomerula)
Yo = P(povriina)

PovrSinska frakcija glomerula unutar bubrezne kore (Py) u sve tri ispitivane zone je

izrazena u %

100%

Pf‘_’/i';= )(Pg
c

Upotrebom softverskog plugin-a distance odredena je glavna (a) i sporedna (b) osa koje
se seku pod pravim uglom i ¢ine linearnu duzinu posmatranog preseka glomerula. Na
osnovu dobijenih parametara glavne (a) i sporedne (b) ose izracunat je

Profilni dijametar glomerula (d,):

d

—

g=%ab

Pretpostavljaju¢i da su glomeruli sferoidne strukture za izraCunavanje

Korigovanog srednjeg dijametra glomerula (D,) koris¢ena je Fullman-ova formula:

D o N
iy L1 1
dgl dg?. dgN

gde N predstavlja ukupan broj izmerenih glomerula.

Na osnovu vrednosti korigovanog srednjeg dijametra glomerula izraCunata je
Ukupna zapremina glomerula (Vy):

— \ 3
_ %

|4
o 3 2
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dehidratacija

disekcija tkivnog materijala i kalupljenje tkiva

nadbubrezna b.
a. zlezda
C.
) histolosko bojenje:
desna renalna arterija :
e { desna renalna vena

3mm ! hematoksilin i eozin
lateralna - hilus PAS bojenje

ivica

—ureter

digitalizacija histoloSkih preseka i njihova priprema za morfometrijsku analizu

, 00666
06080

VITROGNOST

Morfometrijska analiza

g. odredivanje povrsine
bubrezne kore (zona) i glomerula . odredivanje pre¢nika
e i volumena glomerula

grupa li/1

povrSinska zona

intermedijerna zona

jukstamedularna zona

Slika 14a - h. Priprema, obrada i analiza histoloskog materijala
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3.4. Laboratorijska analiza vrednosti kreatinina 1 cistatina C

Laboratorijska analiza koncentracije kreatinina i1 cistatina C je sprovedena u Zdravstvenoj

ustanovi Medlab, Zavod za laboratorijsku dijagnostiku.

Kreatinin

Princip odredivanja kreatinina je spektrofotometrijsko odredivanje sa alkalnim pikratom, po
Jaffe-ovoj modifikovanoj metodi. Pri alkalnom pH, kreatinin iz uzorka reaguje sa pikratom
formiraju¢i kompleks kreatinin-pikrat. Brzina povecanja absorbancije na 500 nm usled
formiranja narandzasto obojenog kompleksa, direktno je proporcionalna koncentraciji kreatinina

u uzorku.

Cistatin C

Princip odredivanja cistatina C se zasniva na specificnoj reakciji sa antitelima hvataima i
antitelima detektorima koji vezuju cistatin C iz uzorka. Ovaj kompleks (hvatajuce
antitelo/analit/detektujuce antitelo) je imobilisan preko specificnih anti-hvata¢ antitela kojim su
oblozene ELISA caSice. Za izvodenje ovog eseja, uzorci i1 standardi su dodati u ¢aSice, a zatim i
meSavina antitela. Nakon inkubacije, ¢aSice su isprane da bi se uklonio nevezan materijal. TMB
supstrat je dodat i tokom inkubacije katalizovan sa HRP enzimom, stvarajuci plavo obojenje.
Ova reakcija je zatim zaustavljena dodatkom Stop rastvora, zaustavljajuci svaku dalju promenu
boje, prevodeci je iz plave u zutu. Obojenje koje se dobija je proporcionalno koli¢ini vezanog
analita 1 intenzitet boje je izmeren na 450 nm. Za konstruisanje standardne krive i preraCunavanje

rezultata koriSc¢en je softver Curve Expert 1.4.
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3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka obrada podataka je vrSena pomoc¢u programskih paketa: STATISTICA 12 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, SAD) i SPSS program (Statistical Package for the Sociakl science - SPSS,
[linois, Chigaco, USA).

Numericka obelezja su prikazana putem srednjih vrednosti (aritmeticka sredina, medijana) i mera
varijabiliteta (opseg vrednosti, standardna devijacija), a atributivna obelezja koriS¢enjem
frekvencija i procenata.

Komparacija vrednosti numerickih oblezja izmedu dve grupe vrSena je primenom studentovog t-
testa, odnosno neparametrijskog Mann-Whitney testa, dok za poredenje vrednosti izmedu tri ili
viSe grupa podataka je primenjena jednosmerna analiza varijanse (ANOVA).

Testiranje razlike frekvencija atributivnih obeleZja je vrieno primenom ¥ testa.

Ispitivanje povezanosti dva obelezja vrseno je primenom Pirson i Spriman koeficijent korelacije.
U cilju ispitivanja dva ili vise oblezja, odnosno generisanja adekvatnih statistickih modela,
koriS¢ena je multivarijantna regresiona analiza.

Statisticki znacajnim su se smatrali vrednosti nivoa znac¢ajanosti p<0,05.

Rezultati su prikazani tekstualno, tabelarno i graficki.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1.  HISTOLOSKI PRESEK GLOMERULA I MORFOMETRIJSKA ANALIZA PO

GRUPAMA
grupa I jukstamedularna zona
(Zgg PGH) AT :

2 mm

Slika broj 15. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe 1
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grupa II
(10ng PGH)

Slika broj 16. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe I1
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grupa 111 jukstamedularna zona
(1ng IGF) : |

2 mm

povrsna zona intermedijerna zona

Slika broj 17. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe 111
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grupa IV
(10pg IGF)

a
100 pm
E -—

Slika broj 18. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe IV
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grupa V jukstamedularna zona
(kontrola) dp oy '

d ".-4..‘ ‘ \

a . :
100 ym 4 100 pm

Slika broj 19. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe V
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grupa VI jukstamedularna zona
(deksametazon) = , |

2m

100 pm

Slika broj 20. Glomeruli bubrega mladunaca miseva grupe VI
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42. ANALIZA NUMERICKE GUSTINE (NG) GLOMERULA PO GRUPAMA
UKUPNO I U TRI ISPITANA SLOJA KORE BUBREGA: POVRSINSKA ZONA
(PZ), INTERMEDIJARNA ZONA (IMZ), JUKSTAMEDULARNA ZONA ( IMZ)

Categ Box & Whisker Plot NG uiapno

:éﬁgﬂ%] @@30

1 2 3 4 S 6 [ 25%-75%
broj grope T Min-Max

NG ukupmno

Grafikon 1. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula po grupama - ukupno

Na apscisi su prikazani brojevi grupa, a na ordinati NG izrazena u broju glomerula/mm?’

Multiple Comparisons p values (2-tailed); NG ukupno
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N= 57) =33.74741 p =.0000
Depend.: 1 2 3 4 5 6
NG ukupno | R:26.333 | R:7.2000 | R:28.000 | R:49.000 | R:36.111 | R:27.700
0.181689 1.000000 0.044358 1.000000 1.000000
0.181689 0.095757 0.000000 0.002251 0.086249
1.000000 0.095757 0.088412 1.000000 1.000000
0.044358 0.000000| 0.088412 1.000000 0.061671
1.000000 0.002251 1.000000 1.000000 1.000000
1.000000 0.086249 1.000000 0.061671 1.000000

DN EWN|—-

Tabela 2. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula po grupama ukupno

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je numeri¢ka gustina glomerula
grupe I znacajno niza od numericke gustine glomerula grupe IV (p<0,05), kao 1 da je numericka

gustina glomerula grupe Il veoma znacajno niza od numericke gustine glomerula grupa IV 1 V
(p<0,01 u oba slucaja).
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Categ. Box & Whisker Plot: NG v PZ

’° _L@BMP

1 2 3 - 5 6 [ 25%-75%
froj gupz T Min-Max

NGu PZ
=
N

Grafikon 2. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u povrsinskoj zoni (PZ) po grupama

Multiple Comparisons p values (2-tailed); NG u PZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=57) =34.70211 p =.0000
Depend.: 1 2 3 4 5 6
NG u PZ |R:21.667 | R:6.2000 | R:25.444 | R:40.900 | R:42.222 | R:37.800
0.638315 1.000000 0.175054 0.129178 0.515843
0.638315 0.174331 0.000044 | 0.000035 0.000311
1.000000 0.174331 0.640548 0.480166 1.000000
0.175054 0.000044 0.640548 1.000000 1.000000
0.129178 0.000035 0.480166 1.000000 1.000000
0.515843 0.000311 1.000000 1.000000 1.000000

DN WIN |-

Tabela 3. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u povrsinskoj zoni (PZ) po grupama

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je numeri¢ka gustina glomerula

grupe Il veoma znacajno niza od numericke gustine glomerula grupa IV,V i VI (p<0,01 u sva tri

slucaja).
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Categ. Bax & Whisker Plot: NGu IMZ
24
2 -
20
18
14
2
5 12
z 2 B
. ?
8
6
4
2
0 O Median
1 2 3 4 5 6 [ 25%-75%
broj grupe T Min-Max

Grafikon 3. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u intermedijarnoj zoni (IMZ) po grupama

Depend.:
NG u IMZ

Multiple Comparisons p values (2-tailed); NG u IMZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=57) =30.91313 p =.0000

1 2 3 4 5 6
R:31.556 | R:9.2000 | R:26.778 | R:49.300 | R:33.222 | R:24 400

0.050622 1.000000 0.299694 1.000000 1.000000

0.050622 0.317603 0.000001 0.024499 0.608831

1.000000 0.317603 0.047173 1.000000 1.000000

0.299694 | 0.000001| 0.047173 0.525219 0.011928

1.000000 0.024499 1.000000 0.525219 1.000000

DN IWIN| -

1.000000 0.608831 1.000000 0.011928 1.000000

Tabela 4. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u intermedijarnoj zoni (IMZ) po grupama

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je numeri¢ka gustina glomerula
grupe IV znacajno veca od numericke gustine glomerula grupa III i VI (p<0,05) i veoma
znacajno veca od numeric¢ke gustine glomerula grupe II (p<0,01). Takode, numericka gustina

glomerula grupe II je znac¢ajno manja od numericke gustine glomerula grupe V (p<0,05).
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Categ. Box & Whisker Plot NG u INZ
12

10

NGuJMZ
o

O Median
1 2 3 - 5 6 [125%-75%
xoj gupe T Min-Max

Grafikon 4. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u jukstamedularnoj zoni (JMZ) po grupama

Multiple Comparisons p values (2-tailed); NG u JMZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N= 57) =11.48982 p =.0425
Depend.: 1 2 3 4 5 6
NG u JMZ | R:18.000 | R:20.000 | R:33.000 | R:37.900 | R:29.778 | R:34.700
1.000000 0.828446 0.136061 1.000000 0.428105
1.000000 1.000000 0.238342 1.000000 0.714966
0.828446 1.000000 1.000000 1.000000 1.000000
0.136061 0.238342 1.000000 1.000000 1.000000
1.000000 1.000000 1.000000 1.000000 1.000000
0.428105 0.714966 1.000000 1.000000 1.000000

DN WN -

Tabela 5. Poredenje numericke gustine (NG) glomerula u jukstamedularnoj zoni (JMZ) po grupama

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da razlike izmedu pojedinac¢nih

parova grupa nisu statisticki znacajne (p>0,05).
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4.3.

»
n

Categ. Box & Whisker Plct: VFulupno

w ol »
o o =)

VFukumo
N
o

_Lgt]é]t%

- 5 -]

o Median
[0 25%75%
T Mindax

ANALIZA VOLUMENSKE FRAKCLJE (VF) GLOMERULA PO GRUPAMA
UKUPNO I U TRI ISPITANA SLOJA KORE BUBREGA: POVRSINSKA ZONA
(PZ), INTERMEDIJARNA ZONA (IMZ), JUKSTAMEDULARNA ZONA ( IMZ)

Grafikon 5. Poredenje volumenske frakcije (VF) glomerula po grupama ukupno

Na apscisi su prikazani brojevi grupa, a na ordinati VF izrazena u procentima (%)

Depend.:
VF ukupno

Multiple Comparisons p values (2-tailed); VF ukupno
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=57) =30.89288 p =.0000

1
R:24.889

2 3
R:8.9000 | R:34.556

4
R:48.900

5

R:26.333

6
R:30.300

0.540523

1.000000

DN WIN -

0.540523 1.000000 0.024621
0.011520 0.000001

0.011520

0.024621  0.000001 0.899768
1.000000 0.333870 1.000000 0.046290
1.000000 0.059094 1.000000 0.183290

0.899768

1.000000 1.000000
0.333870 0.059094
1.000000 1.000000

0.046290

1.000000

0.183290
1.000000

Tabela 6. Poredenje volumenske frakcije (VF) glomerula po grupama ukupno

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je volumenska frakcija grupe II
znacajno niza od volumenske frakcije grupe III (p<0,05) 1 veoma znacajno niza od volumenske

frakcije grupe IV (p<0,01), kao 1 da je volumenska frakcija grupe IV

volumenske frakcije grupa I1 V (p<0,05 u oba slucaja).
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Categ. Box & Whisker Plct: VFuPZ

VFu PZ
S

He H

I o I

|

o Median
[0 25%75%
broj grupe I Min-Max

Grafikon 6. Poredenje volumenske frakcije glomerula u povrsinskoj zoni (PZ) po grupama

Multiple Comparisons p values (2-tailed); VF u PZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N= 57) =27.88338 p =.0000
Depend.: 1 2 3 4 5 6
VFuPZ |R:23.111|R:7.7000 | R:27.111 | R:40.300 | R:38.333 | R:37.600
0.649549 1.000000 0.363053 0.775785 0.861797
0.649549 0.163789 0.000169 0.000885  0.000844
1.000000 0.163789 1.000000 1.000000 1.000000
0.363053 0.000169 1.000000 1.000000 1.000000
0.775785 0.000885 1.000000 1.000000 1.000000
0.861797 0.000844 1.000000 1.000000 1.000000

DN WN -

Tabela 7. Poredenje volumenske frakcije glomerula u povrsinskoj zoni (PZ) po grupama

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je volumenska frakcija grupe II

veoma znacajno niza od volumenske frakcije grupa IV, V1 VI (p<0,01 u sva tri slucaja).
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Categ. Box & Whisker Rot: VFu\Z
65
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1 2 3 B 5 6

Grafikon 7. Poredenje volumenske frakcije glomerula u intermedijarnoj zoni (IMZ) po grupama

Multiple Comparisons p values (2-tailed); VF u IMZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=57) =28.39161 p =.0000
Depend.: 1 2 3 4 5 6
VF uIMZ | R:34.556 | R:11.500 | R:32.889 | R:48.400 | R:22.667 | R:24.300
0.037524 1.000000 1.000000 1.000000 1.000000
0.037524 0.075567 0.000010 1.000000 1.000000
1.000000 0.075567 0.629447 1.000000 1.000000
1.000000 0.000010 0.629447 0.011102| 0.017513
1.000000 1.000000 1.000000 0.011102 1.000000
1.000000 1.000000 1.000000 0.017513 1.000000

O WN -

Tabela 8. Poredenje volumenske frakcije glomerula u intermedijarnoj zoni (IMZ) po grupama

Visestrukim poredenjem srednjih rangova ustanovljeno je da je volumenska frakcija grupe II
znacajno niza od volumenske frakcije grupe I (p<0,05) i veoma znacajno niza od volumenske

frakcije grupe IV (p<0,01), kao i da je volumenska frakcija grupe IV znacajno visa od
volumenske frakcije grupa V 1 VI (p<0,05 u oba slucaja).
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Categ. Bax & Whisker Plot: VFulMZ
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Grafikon 8. Poredenje volumenske frakcije glomerula u jukstamedularnoj (JMZ) po grupama

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; VF u JMZ
Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H (5, N=57) =10.80395 p =.0554

Depend.: | Code | Valid | Sum of | Mean

VF u JMZ N Ranks Rank

1 1 9 176.0000 19.55556

2 2 10 236.0000 23.60000

3 3 9 325.0000 36.11111

4 4 10 346.0000 34.60000

5 5 9 198.0000 2200000

6 6 10 372.0000 37.20000

Tabela 9. Poredenje volumenske frakcije glomerula u jukstamedularnoj zoni (JMZ) po grupama

Poredenjem volumenske frakcije glomerula Kruskal Wallis ANOVA pokazuje da ne postoji
statisticki znacajna razlika u volumenskoj frakciji glomerula u JMZ izmedu posmatranih grupa

(p>0,05).
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4.4. ANALIZA VREDNOSTI CISTATINA C I KREATININA

Varidie: ¢ s, Disribusio: Noms
Ch-Squwretest= 113798, d = 4 (sfused) . p= 088820

No.of servatons

8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 282 I R MU XN
Caegory (upxeyr limits)

Grafikon 9. Distribucija frekvencija i saglasnost sa normalnom raspodelom cistatina C

Vaastie b cut, Disrbusort Normd
Ch-Squre ket = 189833, of = 4 (adusied . p = 0.00079

Na.dof avmervitans

18 19 2 21 7] 23 2 25 2 z a3
Caegory (wper imits)

Grafikon 10. Distribucija frekvencija i saglasnost sa normalnom raspodelom kreatinina
Distribucija cistatina C je saglasna sa normalnom raspodelom (hi-kvadrat test = 1.137, p=0.888).

Distribucija kreatinina nije saglasna sa normalnom raspodelom (hi-kvadrat test = 18.989,
p=0.001)
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4.3.1. Korelacija izmedu nalaza vrednosti cistatina C 1 kreatinina

N Spearman koef. | t-statistika p- vrednost
korelacije
Cistatin C 1 51 -0.219029 -1.57136 0.122535

kreatinin

Tabela 10. Korelacija izmedu nalaza vrednosti cistatina C i kreatinina

Korelirani su parovi vrednosti cistatina C 1 kreatinina (51 par). Na uzorku nije utvrdena
statisticki znacajna korelacija izmedu vrednosti cistatina C i kreatinina, §to znaci da se ne moze
zakljuciti na osnovu jednog parametra kakvo je ponaSanje drugog (ako jedan raste, drugi moze i

da raste 1 da opada) - nisu u znacajnoj korelaciji.

4.3.2. Poredenje vrednosti cistatina C po grupama

Categ. Box & Whisker Plot: cist
30

28 ==

- -
24
st ]
% 20
18
16 = s i
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1 2 3 4 s é [JMean=SE
broj grupe T MeanzsSD

Grafikon 11. Poredenje vrednosti cistatina C po grupama. Na apscisi su brojevi grupa, a na ordinati

vrednost cistatina C izrazena u mmol/l.
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Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; cist

Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H ( 5, N=51) =3.537011 p =.6178
Depend.: [ Code | Valid | Sum of | Mean
cist N Ranks Rank

1 9 259.5000 28.83333
2 7 202.0000 2885714
3 9 201.5000 2238889
4 7 129.5000 18.50000
5
6

9 236.0000 26.22222
10 297.5000 29.75000

DN IWIN -

Tabela 11. Poredenje vrednosti cistatina C po grupama.

Neparametarska KW ANOVA je potvrdila rezultate jednosmerne ANOV A-e, tj.pokazala da
nema statisticki znacajne razlike u vrednosti cistatina C izmedu 6 grupa (H-statistika=3.537,

p=0.618).

4.3.3. Poredenje vrednosti kreatinina po grupama

Categ. Box & Whisker Plot: kreat
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Grafikon 12. Poredenje vrednosti kreatinina po grupama. Na apscici su brojevi grupa, a na ordinati

vrednost kreatinina izarezena u umol/l
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Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; kreat

Independent (grouping) variable: broj grupe
Kruskal-Wallis test: H (5, N= 51) =14.22128 p =.0143
Depend.: | Code | Valid | Sum of | Mean
kreat N Ranks Rank

1 9 205.5000 22.83333
2 7 222.0000 31.71429
3 9 172.0000 19.11111
4 7 925000 13.21429
=
6

9 325.0000 36.11111
10 309.0000 30.90000

DN B IWIN -

Tabela 12. Poredenje vrednosti kreatinina po grupama

Multiple Comparisons p values (2-tailed); kreat

Independent (grouping) variable: broj grupe

Kruskal-Wallis test: H ( 5, N= 51) =14.22128 p =.0143
Depend.: 1 2 3 4 5 6
kreat R:22.833 |R:31.714 |R:19.111 | R:13.214 | R:36.111 | R:30.900

1 1.000000 1.000000 1.000000 0.872025 1.000000
2 1.000000 1.000000 0.298568 1.000000 1.000000
3 1.000000 1.000000 1.000000 0.229106 1.000000
4 1.000000 0.298568 1.000000 0.033618 0.236627
5 0.872025 1.000000 0.229106 0.033618 1.000000
6 1.000000 1.000000 1.000000 0.236627 1.000000

Tabela 13. Poredenje vrednosti kreatinina po grupama

Kruskal-Wallis ANOVA po rangovima je pokazala da postoji statisticki znacajna razlika u
vrednosti kreatinina izmedu VI grupa (H-statistika=14.221, p=0.014).
Visestrukim uporedivanjem srednjih rangova svih VI grupa je utvrdeno da se znacajna razlika

javlja izmedu IV 1 V grupe (p=0.033), dok izmedu ostalih parova grupa nema statisti¢ki znacajne

razlike (p>0.05). Kreatinin je u grupi IV najnizi.
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S. DISKUSIJA

Kardiovaskularne bolesti su jedan od vodecih uzroka mortaliteta u razvijenim zemljama sa 4,3
miliona smrtnih ishoda godiSnje u zemljama Evropske unije. Hipertenziju ima preko 70%
stanovnistva starije od 60 godina koja pogosava ishemijsku bolest srca, gojaznost i dijabetes tip
2, a predstavlja i vazan faktor rizika za nastanak hroni¢ne bubrezne insuficijencije. Tokom
poslednje tri decenije stvoren je koncept razvojnog programiranja hroni¢nih bolesti odraslih
(razvojno poreklo zdravlja i bolesti), ¢iji patofizioloski i molekularni mehanizmi su viSestruki i
delimi¢no razjaSnjeni, a smanjeni broj nefrona igra odluc¢ujucu ulogu u tome. Redukovani broj
nefrona je odgovoran za adaptivnu glomerularnu hiperfiltraciju, konsekutivhu glomerularnu
hipertenziju, proteinuriju, oStecenje glomerularne stope filtracije 1 sistemsku hipertenziju.
Smanjen broj nefrona predstavlja ,,faktor ranjivosti“, koji uz dodatne faktore kao Sto su ubrzani
rast u prvim godinama zivota i prekomerna ishrana, indukuje rani pocetak nekih bubreznih

bolesti, napr. IgA nefropatije, hroni¢nog pijelonefritisa ili nefrotskog sindroma (215).

Tokom svog in utero razvoja bubreg moze biti pogoden promenama u intrauterusnom okruzenju
koje dovode do oSte¢enja nefrogeneze. Nefrogeneza se zavrSava izmedu 32. i 36. gestacijske
nedelje 1 od tog momenta broj nefrona je odreden za ceo zivot, tj. novi nefroni se u najve¢em
broju slucajeva ne stvaraju nakon tog perioda. Izuzetak mogu da budu prevremeno rodena
novorodencad kod kojih i nakon rodenja nefrogeneza moze da bude nastavljena stvaranjem
novih imaturnih glomerula. Ultrazvu¢ni pregledi novorodencadi male porodajne mase (ispod
2500g) su ukazali da oni imaju tanje bubrege normalne duzine $to je sugerisalo i na postojanje
manjeg broja nefrona (216). Kod ovakvog bubrega da bi se nadoknadila oStec¢ena funkcija dolazi
do kompenzatorne hipertrofije koja se javlja izmedu 3. i 24. meseca Zivota LBW novorodencadi
(217). Takode, u sklopu traganja za etiologijom hroni¢ne bubrezne bolesti kod dece, utvrdeno je
da postoji veca stopa prematuriteta i [UGR kod ove dece, bez obzira da li je bubrezna

insuficijencija kongenitalna, hereditarna ili ste¢ena (218).

Kod dece sa IUGR porast u telesnoj masi nakon rodenja moZe nekada biti toliko izrazen da u

potpunosti kompenzuje in utero zastoj u rastu i oni uglavnom dostizu genetski predodreden rast,
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odnosno imaju nadoknadu rasta (tzv.”catch-up”). Utvrdeno je da oko 30% dece dostize
adekvatan rast u periodu izmedu rodenja i druge godine zivota. Kod ove grupe dece registrovana
je povecana koncentracija leptina u pupc€aniku, veca visina oca i povecan unos hrane. Deca koja
imaju “catch-up” rasta do druge godine Zivota, u uzrastu od pet godina imaju vecu telesnu masu,

veci indeks telesne mase i visa su u odnosu na drugu decu (219).

Stereoloska ispitivanja bubrega prilikom obdukcija su pokazala da je kod ljudi koji su rodeni u
terminu broj nefrona proporcionalan porodajnoj masi. Iz tog razloga se porodajna masa pojavila
kao prvi klini¢ki znak ekvivalentan broju nefrona. Usporen intrauterusni razvoj moze dovesti do
deficita nefrona u vidu permanentno osSte¢enog strukturalnog nasleda.

Ustanovljeno je da novorodencad male telesne mase ne samo da imaju manje bubrege na
rodenju, vec i lo§ apsolutan i relativan (u odnosu na telesnu masu) rast bubrega od rodenja do 18.
meseca zivota. Jo§ uvek nije poznato da li je neadekvatan postnatalni rast bubrega odraz
sekundarnog gubitka postoje¢ih nefrona ili nemoguénost uskladivanja njihove hipertrofije sa
telesnim rastom (220).

U svom radu Manalich je opisao smanjen broj glomerula kod novorodencadi sa telesnom masom
ispod 2500g na rodenju, koja su unutar dve nedelje od rodenja preminula od oboljenja koja nisu
bila povezana sa oSteCenjem bubrega. Dokazana je snazna korelacija izmedu broja glomerula
(direktna) 1 veli¢ine glomerula (obrnuta) sa telesnom masom na rodenju, tj. mali broj glomerula

moze biti rizik za nastanak i progresiju bubreznih oboljenja (221).

Prevremeni porodaj se deSava za vreme trajanje nefrogeneze koja se dokazano nastavlja i nakon
prevremenog porodaja. Patohistoloski nalazi iseCaka bubrega prevremeno rodene novorodencadi
su jasno pokazali aktivne nefrogene zone sa evidentnim razvojem imaturnih glomerula.
Koris¢enjem stereoloskih tehnika doSlo se do zakljucka da je ukupan broj nefrona povecan
nakon rodenja ¢ak i do normalnih vrednosti, iako su mnogi od njih bili abnormalne strukture,
cisticno izmenjeni sa prosirenim Boumanovim prostorom, cesto atubularni, lokalizovani u
povrsinskoj zoni kore bubrega, u najvecoj meri afunkcionalni. Razlog zasto su bubrezi nekih
prematurusa vise, a neki manje pogodeni, lezi najverovatnije u stepenu i kvalitetu intenzivne
nege nakon rodenja. Zanimljivo je da je veli¢ina bubrega kod prevremeno rodene novorodencadi

neproporcionalno velika u odnosu na celo telo (222). Kod humanog IUGR, nastalog usled

73



niskoproteinske dijete majke tokom trudnoce, dolazi do prekomerne ekspozicije fetusa
glukokortikoidima majke usled smanjene aktivnosti placentalne tip2 11-f hidroksisteroid
dehidrogeneze (11B-HSD2) koja ima zadatak da inhibiSe transplacentarni prenos maj¢inog
kortikosterona. Svi ovi rezultati isticu potrebu za dugoro¢nim pracenjem novorodencadi koja su
prenatalno bila izlozena glukokortikoidimama majke (prete¢i prevremeni porodaj, bolesti
vezivnog tkiva majke, rizik za radanje novorodeneta sa kongenitalnom adrenalnom
hiperplazijom). Davanje kortikosteroida trudnicama, pogotovo u kumulativnim dozama moze
pogoditi fetalni rast i dovesti do IUGR. Kod ljudi, u zavisnosti od toga kada je doSlo do gubitka
nefrona, njihov smanjen broj ne mora uvek, po pravilu da dovede do hipertenzije, ali je bitno
naglasiti da poremecaji u broju nefrona neposredno pre i kratko posle rodenja mogu imati Stetne
konsekvence za funkciju bubrega i krvni pritisak (223). Jedan od prvih pokazatelja oStecenja
funkcije bubrega i razvoja bubrezne insuficijencije je mikroalbuminurija koja prethodi smanjenju
stope glomerularne filtracije. Kao $to je ve¢ reCeno, veliki broj radova je publikovao podatke koji
¢vrsto sugeriSu vezu izmedu telesne mase na rodenju sa velicinom bubrega, brojem nefrona,
glomerularnim volumenom, albuminurijom 1 sistolnim krvnim pritskom. U populaciji
australijskih Aboridzina i Pima Indijanaca siromastvo i lo$i uslovi zivota dovode do male telesne
mase novorodencadi, a metaboli¢ki sindrom i bubrezna insuficijencija u odrasloj dobi dostizu
epidemijske razmere (224). U istoj populaciji Hoy i saradnici su nakon obdukcije umrlih,
ustanovili da je broj nefrona obrnuto srazmeran volumenu glomerula, Sto sugeriSe da je
glomerulomegalija marker povecanog rizika za razvoj progresivne bubrezne bolesti (225).

Najveci broj eksperimentalnih studija se radi na zivotinjama, te su dugoro¢na pracenja krvnog

pritiska, renalne funkcije 1 strukture bubrega na humanoj populaciji veoma malo istrazena.

Veliki broj studija na zivotinjama je ukazao na smanjenu funkciju bubrega nakon IUGR.
NajceSce se eksperimenti izvode na pacovima, iako oni nisu najbolji model za ispitivanje
humane nefrogeneze jer kod njih nefrogeneza pocinje oko 12. dana i ne zavrSava se sve do 8.
postnatalnog dana. To znaci da je na samom rodenju prisutno manje od 20% ukupnog broja
nefrona. Kada se unilateralna nefrektomija izvrsi u fetalnom ili ranom neonatalnom periodu tj. za
vreme aktivne nefrogeneze dokumentovana je hipertenzija kod odraslih jedinki $to stvara vezu
izmedu malog broja nefrona i povisSenog krvnog pritiska. Velika kompleksnost procesa

nefrogeneze dovodi u sumnju tumacenje da je snizen broj nefrona, sam po sebi dovoljan da
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dovede do bubreznih oboljenja i hipertenzije. Ne sme se zanemariti i in utero okruzenje koje
moze da dovede do strukturnih i funkcionalnih o$tecenja i ima uticaj na funkciju bubrega. Tu
spadaju: suprimirana aktivnost sistema renin-angiotenzin-aldosteron, prekomerna koncentracija
kortikosteroida, izmenjen tubularni transport Na, K i CI, aberantna i neodogovaraju¢a aktivnost
ostalih vazoaktivnih sistema.

Merlet-Bénichou je na pacovima indukovao IUGR potomstva ligaturom a. uterine ili
niskoproteinskom dijetom majke. Ukupan broj nefrona unutar celog bubrega na rodenju i dve
nedelje nakon rodenja je signifikantno korelirao sa telesnom masom. Bez obzira na
kompenzatorno povecanje broja nefrona dve nedelje od rodenja, kod zivotinja rodenih sa
deficitom nefrona od oko 30%, bubrezna funkcija je bila oStecena (226).

U drugoj studiji na animalnom IUGR modelu kod pacova ukazano je da se masa fetalnog mozga
1 srca povecavaju reciprocno sa povecanjem mase tela, pri ¢emu relativna masa bubrega ostaje
nepromenjena. IUGR Zenke pacova su imale hipertrofiju levog srca, poviSen krvni pritisak i
smanjenu stopu glomerularne filtracije zasnovanu na merenju vrednosti kreatinina i uree (227).
Kod gravidnih zenki pacova, niskoproteinska dijeta i davanje sintetickih gukokortikoida, na
prvom mestu deksametazona 1 betametazona se Siroko koristi u cilju imitiranja uslova nastanka

IUGR u humanim trudnoc¢ama.

U sprovedenom eksperimentu je koriS¢en IUGR animalni model indukovan glukokortikoidima.
Trudnim zenkama miSeva je supkutano aplikovan deksametazon u dozi od 100ug/kg/na dan
tokom sedam dana, od 15 - 21. dana gestacije. MiSevi kod kojih je eksperimentom izazvan [UGR

su imali manji broj glomerula u odnosu na kontrolnu grupu (27.700 vs 36.111).

Lucas sa kolegama je u svom eksperimentu trudnim Zenkama pacova limitirao ishranu za 50%, u
prvoj ili drugoj polovini trudno¢e kao i tokom celog trajanja iste. Rezultati su ukazali na
oste¢enje renalne funkcije njihovog potomstva nakon tri meseca od rodenja. Morfometrijska
ispitivanja su pokazala da je broj glomerula bio signifikantno snizen, kako kod mladunaca na
rodenju, tako 1 kod odraslih jedinki, bez obzira u kom periodu trudnoce je ishrana bila limitirana.
Dijametar glomerula je imao signifikantan porast u svakoj studijskoj grupi Sto je karakteristino
zbog kompenzatorne hipertofije preostalih nefrona. Ova zapazanja su dovela do hipoteze da

intrauterusna malnutricija moze biti determinanta ranog ispoljavanja glomeruloskleroze kod
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odraslih jedinki. S tim u vezi, moze se napraviti korelacija sa nedonesenim babunima kod kojih
je broj nefrona po gramu bubreznog tkiva znacajno smanjen u odnosu na babune rodene u
terminu (83.840 vs 193.400). Ovakvi nalazi nagovestvaju da postoji glomerularna hipertrofija za
koju se zna da je povezana sa bubreznom patologijom i povecana tubularna masa unutar
bubrezne kore bubrega preterminskih babuna.

Histoloska evaluacija bubrega kod pacova uzrasta 18 meseci koji su bili izlozeni intrauterusnoj
malnutriciji je pokazala ucestalost glomeruloskleroze i tubulointersticijalnih lezija sa visokom
ekspresijom nivoa fibronektina, desmina i L-aktina u glomerulima, Boumanovoj kapsuli i
intersticijumu. Sva ova zapazanja navode da promene koje nastaju u bubrezima vremenom i s
godinama se mogu dodatno pogorsati kod TUGR modela zbog renalnih strukturnih promena koje
se kod njih deSavaju u ranom Zivotu (228).

Ovakvi ishodi su potkrepljeni i od strane Mesquita koji je histoloski potvrdio hipertrofiju
glomerula 1 uvec¢anje podocita kod ITUGR potomstva pacova najverovatnije usled morfoloskih
promena tokom adaptacije na smanjen broj nefrona (229).

lako se broj nefrona ne povecava nakon rodenja, u sluaju povecanih telesnih zahteva za
filtracijom povecava se veli¢ina glomerula do hipertrofije. Srednji glomerularni volumen obrnuto
je srazmeran broju glomerula i direktno srazmeran veli¢ini tela. Registrovano je povecanje
srednjeg glomerularnog volumena za 133% uz istovremeno smanjenje broja glomerula za 46%
kod belaca sa primarnom hipertenzijom u odnosu na kontrolnu grupu (230).

Volumen bubrega se moze meriti i ultrazvukom, ali to ima pozitivnu prediktivnu vrednost samo
u slu¢aju malog volumena. Nedavno su objavljeni radovi na polju transplantacije bubrega koji se
bave procenom broja nefrona kod zdravih davalaca koriste¢i kombinaciju glomerularne filtracije,
veli¢ine bubrega i podataka dobijenih biopsijom.

U nedostatku adekvatne tehnike za pracenje i merenje broja nefrona in vivo, rane faze hronicne
bubrezne insuficijencije Cesto ostaju dugo neprepoznate i na taj nafin je onemogucena rana
intervencija koja bi zaustavila napredovanje bolesti.

Baldelomar sa kolegama je 2018. godine prvi put uspeo tehnicki da izvede direktno, in vivo
merenje broja 1 volumena glomerula kod pacova. Koristili su magnetnu rezonancu (MRI) i
contrast - katjonizovani feritin (CFE-MRI) koji su u kombinaciji sa prilagodenim hardverskim i
softverskim dizajnom pruzili priliku da se istraze mehanizmi progresije bubrezne bolesti i

terapijski odgovor tokom vremena (231).
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Ubrzan transport natrijuma u hiperfiltracionom nefronu ili aktivacija simpati¢kog sistema su dva
verovatna mehanizma prema kojima mali broj nefrona moZe da dovede do hipertenzije.
Medutim, mali broj nefrona moze da bude praden i primarnim strukturnim promenama
glomerula, tubulointersticijuma i krvnih sudova koje mogu doprineti promeni intrarenalnog i/ili
sistemskog pritiska. Ove strukturne promene bubrega mogu varirati u zavisnosti od toga da li je
uzrok smanjenog broja nefrona genetski faktor ili je nastao pod uticajem okoline. Kod ispitivanja
bubreznih promena u misjem genetski uslovljenom IUGR modelu sa 30% manje nefrona po
bubregu, otkrivene su rane promene ultrastrukture glomerula, tj. zadebljanje bazalne membrane
glomerula 1 gubitak podocita, bez dokaza o oSte¢enjima tubulointersticijuma ili vaskularnog
prostora. Suprotno tome, kod bubrega IUGR pacova, usled niskoproteinske ishrane majke
primecen je znacajan porast tubulointersticijumske upale i oSte¢enja u poredenju sa kontrolnom
grupom pacova, Sto jasno ukazuje da se efekti malog broja nefrona kod prenatalnog

programiranja moraju posmatrati razli¢ito u zavisnosti od genetskih faktora i faktora okoline.

Do danas nije pronaden ni jedan biohemijski marker koji bi bio u vezi sa smanjenjem bubrezne
zapremine 1 [UGR-om.

Koncentracija kreatinina u plazmi je povecana na rodenju i pada postepeno kako se povecava
glomerularna filtracija u prvoj nedelji Zivota. Bitno je ista¢i da serumski kreatinin u prvoj nedelji
zivota pokazuje veliku varijabilnost: najviSe koncentracije na samom rodenju ima kod
novorodencadi rodene u terminu, dok kod onih koji su rodeni <32 gestacijske nedelje postizanje
vr$ne koncentracije je odlozeno do tre¢eg dana zivota uz postepeno smanjenje iste. Poznavanje
ovog obrazca kljucno je za istrazivanje korisnosti serumskog kreatinina kao biomarkera akutne
bubrezne insuficijencije (232).

Redukcija broja nefrona u odsustvu kompenzatorne hiperfunkcije dovodi do smanjenja totalne
stope glomerularne filtracije i1 klirensa kreatinina, te kod novorodencadi u prvom danu Zivota,
koja su rodena pre termina ili sa malom telesnom masom, stopa glomerularne filtracije je
ostecenja u porodenju sa onom koju imaju novorodenc¢ad normalne telesne mase. Niza stopa
glomerularne filtracije 1 visi nivo serumskog kreatinina su utvrdeni kod LBW dece u uzrastu od
6-12 godina, u poredenju sa kontrolnom grupom dece koja su imala normalnu porodajnu masu
(233). Takode, nadena je pozitivna korelacija izmedu porodajne mase 1 jaCine glomerularne

filtracije zasnovane na merenju koncentracije kreatinina kod mladih odraslih osoba, rodenih pre
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vremena (234). Veliki broj studija se bavio odredivanjem koncentracije kreatinina kod dece koja
su imala malu porodajnu masu i sve su imale isti zakljucak: klirens kreatinina i stopa
glomerularne filtracije su bili signifikantno nizi kod dece rodene sa malom telesnom masom
(235). U velikoj studiji koja je sprovedena kod 7457 norvezana uzrasta od 20-30 godina koji su
na rodenju bili IUGR (podaci dobijeni iz registra Zivorodenih), na osnovu klirensa kreatinina
doslo se do zakljucka da je IUGR znacajno povezan sa snizenom funkcijom bubrega i to vise kod

osoba muskog pola (236).

Cistatin C je sekrertorni neglikozilirani protein koji se proizvodi konstantnom brzinom u svim
nukleotidnim ¢elijama. Zahvaljuju¢i maloj molekularnoj masi od 13kDa slobodno se filtrira u
glomerulima bubrega bez povracaja u cirkulaciju, zbog ¢ega je klini¢ki utvrdeni biomarker za
brzinu glomerularne filtracije. U proksimalnim tubulima se pretezno reapsorbuje u krvotok, te je
njegova koncentracija u urinu niska; visoke koncentracije cistatina C u urinu su znak abnormalne
reapsorbcije 1 degradacije u tubulima bubrega.

U najnovijoj studiji japanskih nau¢nika opisan je prvi sluc¢aj procenjene stope glomerularne
filtracije jednog nefrona (Single-nephron estimated glomerular filtration rate - SN-eGFR) kod
23-godisnje zene koja je imala perzistentnu proteinuriju sa smanjenom renalnom funkcijom
procenjenom na osnovu glomerularne filtracije cistatina C, a rodena je u 24. gestacijskoj nedelji
sa porodajnom tezinom 704g. Renalnom biopsijom je ustanovljena fokalna segmentna
glomeruloskleroza sa pove¢anim dijametrom glomerula. Na osnovu izracunate SN-eGFR koja je
bila visa u odnosu na vrednosti dobijene kod zdravih bubreznih donora iste starosne grupe, doslo
se do zakljucka da je glomerularna hiperfiltracija patofizioloski uzrok fokalne glomerularne
skleroze Sto pruza vazan uvid u patofizioloski mehanizam nastanka bubreznih oboljenja LBW
(237).

Ispitivana je veza izmedu poviSenih koncentracija cistatina C i manjeg volumena bubrega kod
IUGR novorodencadi koja nisu bili prematurusi (gestacijska starost >36 nedelja) i dokazano da
IUGR novorodencad imaju statisticki signifikantno poviSene vrednosti cistatina C i smanjeni
renalni volumen, $to sugeriSe da bi se cistatin C mogao uzeti kao zamena za masu nefrona. Kao
Sto je prethodno diskutovano, smanjen broja nefrona je sam po sebi nedovoljan da bi doveo do
hipertenzije i bubreznih oboljenja, tako da bi odredivanje cistatina C u kombinaciji sa renalnim

volumenom moglo biti korisno za identifikovanje IUGR neonatusa koji su u visokom riziku za
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razvoj hroni¢nih bubreznih oboljenja 1 za selektovanje onih pacijenata koji zahtevaju dalji
monitoring tokom detinjstva (238).

Kwinta 1 saradnici su istrazivali dugorocne bubrezne sekvele kod dece prosecnog uzrasta 6-7
godina koja su rodena kao LBW novorodencad izmedu 2002-2004. godine, u poredenju sa
terminskom novorodencadi istog uzrasta. U grupi koja je obuhvatila LBW decu odredivan je
serumski cistatin C, albuminurija, 24h holter krvnog pritiska i ultrazvuk bubrega. Doslo se do
zakljucka da su serumski cistatin C i volumen bubrega signifikantno izmenjeni kod dece rodene
sa niskom porodajnom masom u odnosu na kontrolnu grupu, te su potrebna dugoro¢na pracenja
ovih pacijenata u cilju spre€avanja nastanka bubreZnih sekvela (222,239).

Sliéni rezultati su dobijeni 1 u studiji u kojoj je ispitivana funkcija bubrega na osnovu
koncentracije cistatina C, kreatinina i uree, a ultrazvukom je merena veli¢ina bubrega kod 64
ekstremno prevremeno rodena novorodenceta u uzrastu od 7 i 11 godina. Ustanovljeno je
znacajno smanjenje volumena bubrega u oba uzrasta i poviSene vrednosti cistatina C i uree u
uzrastu od 11 godina, u poredenju sa kontrolnom grupom dece istog uzrasta koja su rodena u
terminu (240). Studije pokazuju da je najviSi nivo serumskog cistatina C uglavnom u grupama
ispitanika koji su na rodenju imali telesnu masu ispod 2500g i da je cistatin C bolji marker
glomerularne filtracije kod prematurusa ispod 1500g (241).

Medutim, bez obzira §to se sve vise istice da noviji markeri glomerularne funkcije su od velikog
klinickog znacaja, (od kojih su najistaknutiji cistatin C, Neutrophil Gelatinase-Associated
Lipocalin - NGAL i Kidney Injury Molecule 1 — KIM 1), kreatinin za sada ipak ostaje jedan od
najznacajnih markera za procenu brzine glomerularne filtracije (242).

Trenutna literatura ostaje nedosledna te su potrebna dalja istrazivanja kako bi se pravilno
identifikovali i standardizovali osetljivi i specificni urinarni biomarkeri za bolju procenu funkcije

bubrega u nedonoscadi (243).

U sprovedenom eksperimentu koncentracija cistatina C je sli¢na u svim ispitivanim grupama.

Koncentracija kreatinina je najniza u grupi gde je data veca doza IGF1 (10pg), Sto znaci da je
IGF1 imao pozitivan efekat na bubreznu funkciju IUGR miSeva. Studije koje su se bavile
ispitivanjem bubrezne funkcije kod dece rodene sa malom porodajnom masom su dokazale da je

klirens kreatinina signifikantno nizi kod te dece. IGF1 10ug je povecao i gustinu i volumen
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glomerula vise nego kod IUGR-a bez terapijske intervencije, te je bubrezna funkcija kod ovih

miseva, zrtvovanih u adultnom periodu, bolja nego kod miseva iz drugih ispitivanih grupa.

U studiji Boubred i kolega na animalnom modelu pacova, kod kojih je IUGR potomstva
indukovan ordiniranjem glukokortikoida majci u gestaciji koja korespondira sa ranom
nefrogenezom, uocen je izraZzen deficit nefrona na rodenju, ali za razliku od vecine drugih
studija, bez znacajne glomerularne hipertrofije, Sto moze biti rezultat difuzne glomerularne
skleroze povezane sa ishemijom. Ono $to su istrazivaci u ovoj studiji sugerisali je pretpostavka
da deficit nefrona, sam po sebi nije dovoljan da indukuje bolest, ali §to je broj nefrona manji, bez
obzira na porodajnu tezinu, to je mogucnost za nastanak oboljenja veca. Deficit nefrona je
predloZen kao faktor ranjivosti, ali uz druge postnatalne faktore rizika, kao §to su prekomerna

ishrana, ubrzan rast, visok unos soli (244).

Placentalni hormon rasta se Iuci u slojevima sinciciotrofoblasta i ekstraviloznog citotrofoblasta
ljudske posteljice. Njegove koncentracije se povecavaju tokom trudnoce, a moze se detektovati i
u amnionskoj tec¢nosti 1 krvi pupcanika. UtiCe na razvoj posteljice i rast fetusa tako Sto podstice
glikoneogenezu, lipolizu i1 anabolizam u organima majke i povecavava dostupnost hranljivih
materija direktno ili preko IGF1. Potrebno je jo§ dosta klinickih studija koje bi potvrdile znacaj
PGH kao biomarkera za niz abnormalnih stanja u trudno¢i, uklju¢ujuéi i zaostajanje u fetalnom
rastu. Rezultati su jo$ uvek kontroverzni i nedovoljni za objasnjenje mehanizma delovanja PGH,
ali nedvosmisleno ukazuju na njegov znacaj u regulaciji rasta i razvoja placente, fetusa i ishoda
trudnoce (165).

Do sada sprovedene studije su otkrile nizak nivo maj¢inog PGH i humanog horionskog
somatomamotropnog hormona (chorionic somatomamotrophic hormone - CSH) u trudno¢ama
komplikovanim hipertenzijom, preeklampsijom i intrauterinom restrikcijom rasta. RT-PCR
metodom je ispitivana veza izmedu ekspresije PGH i CSH i porodajne teZine terminskih
novorodencadi. Nalazi su ukazali na novine: polovina PGH transkripta otkrivenih u placentama
nakon terminskih porodaja kodira nepoznate, alternativne proteine ¢ije funkcije nisu jo$ poznate,
ali zasluzuju dalje ispitivanje. Jedna od hipoteza predlaze da polimorfna ili epigenetska
regulacija ekspresije PGH moze da promeni ekspresiju drugih hormona ili faktora rasta kao Sto

su insulin 1 IGF1, promeni distribuciju i dostupnost hranljivih materija za majku i/ili direktno
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uti¢e na replikaciju i rast fetalnih tkiva. Posto je PGH antagonista insulina i mocan lipoliticni
hormon koji stimuliSe proizvodnju IGF1 tokom trudnoce, ocekuje se da ¢e smanjenje ekspresije
PGH smanjiti lipolizu i nivoe IGF1 u cirkulaciji, §to bi moglo da smanji tezinu fetusa
smanjenjem dostupnosti hranljivih materija majci 1 ograni¢avanjem transfera hranljivih materija
kroz placentu. Ova hipoteza je problematicna jer smanjenje lipolize, uzrokovano nedostatkom
PGH treba biti praceno povecanjem majcinih zaliha masti, pri ¢emu mnoge zene koje radaju
IUGR novorodencad imaju nizak indeks telesne mase. Alternativna hipoteza utemeljena je na
ideji da smanjenje ekspresije PGH predstavlja odgovor na metabolicke ili genetske poremecaje
koji menjaju uteroplacentalnu funkciju poput hipertenzije, sistemskog eritematoznog lupusa ili
generalizovanog poremecaja razvoja posteljice. Dodatno, pad PGH moze biti 1 posledica
pothranjenosti majke: smanjena tezina majke u trudno¢i bi u teoriji povecala osetljivost majke na
insulin 1 adiponektin u plazmi, koji smanjuje nivo PGH u ¢elijama trofoblasta, in vitro. Pad u
koncentraciji PGH mogao bi ograniciti maj¢inu lipolizu, ¢ime bi se delimi¢no kompenzovalo
smanjenje majcinih zaliha masti. Oba mehanizma mogu objasniti smanjenje PGH 1 pad majc¢inog
IGF1 u trudno¢ama povezanim sa zaostajanjem u rastu fetusa. Kona¢ni dokazi koji podrzavaju
ove hipoteze trenutno nedostaju. Mnogi su doveli u pitanje uloge CSH 1 PGH u ljudskoj
fiziologiji trudnoce jer su neke zene s delecijama gena CSH 1/ili PGH imale normalne trudnoce i
radale decu normalne porodajne tezine. Ovi nalazi sugeriSu da ni CSH ni PGH, sami po sebi nisu
potrebni za normalnu trudnocu, ali je moguce da drugi hormoni, kao $to su hipofizni hormon
rasta ili prolaktin mogu nadoknaditi odsutnost PGH ili CSH. Broj objavljenih slu¢ajeva (n = 11)
delecija CSH 1 PGH pokazao je promenljivo zaostajanje fetalnog rasta, Sto ukazuje na prisutnost
drugih ¢inioca koji mogu odrzati trudnocu i razvoj fetusa u odsutnosti CSH 1/ili PGH (245).

S obzirom na efekat PGH na rast fetusa i invaziju trofoblasta, nekoliko studija je istrazivalo
odnos izmedu koncentracije maj¢inog serumskog PGH 1 intrauterine restrikcije rasta. Otkrivene

su konstantno nize koncentracije PGH kod LBW novorodencadi (246).

U sprovedenoj studiji, miSevi koji su dobili manju dozu (2pg) PGH i ve¢u dozu (10pg) PGH,
kada su zrtvovani u adultnom periodu generalno su imali manji broj glomerula i manji volumen
u odnosu na sve ostale grupe. Davanje 10pug PGH je dovelo do smanjenog broja glomerula u
povrsinskoj 1 intermedijarnoj zoni sa statisticki znac¢ajnom razlikom (p<0,05) u odnosu na grupu

koja je dobila 10ug IGF1 i kontrolnu grupu bez intervencije, kao i do smanjenja volumena
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glomerula sa statisticki zna¢ajnom razlikom (p<0,05) u odnosu na grupu koja je dobila 10ug
IGF1. To moze ukazivati da PGH ima inhibitorno dejstvo na razvoj glomerula. U dostupnoj
literaturi nema podataka o ovakvim istrazivanjima te su potrebna dalja ispitivanja da bi se dobili

relevantni podaci o patofizioloskom dejstvu PGH.

IGF1 regulise celijski ciklus, proliferaciju i diferencijaciju. KontroliSe transportni kapacitet
posteljice i posreduje u stimulativnom dejstvu insulina i hormona Stitaste zlezde. Tokom
trudno¢e lucenje IGF1 je stimulisano od strane placentalnog hormona rasta. Neosetljivost na
hormon rasta, kako kod ljudi tako 1 kod transgenih miSeva, ima za posledicu blagu intrauterusnu
restrikciju rasta na rodenju, dok nedostatak IGF1 tokom trudnoée je povezan sa ozbiljnom
intrauterusnom restrikcijom rasta, Sto je utvrdeno kako kod ljudi tako i na eksperimentima kod
transgenih Zivotinjskih modela usled delecije gena IGF1. Zivotinje sa nedostatkom IGF1 su
neuroloski oStecene, pri ¢emu se stvorio zakljucak da je normalna koncentracija IGF1 neophodna
za pravilan razvoj mozga fetusa tokom trudnoce. IGF1 pojafava sintezu proteina i sprecava
proteolizu, odnosno ima klju¢nu ulogu u regulaciji rasta fetusa (247). Studije su otkrile prisustvo
IGF1 iRNK u svim c¢elijama bubrega miSeva od 15. embrionalnog dana, sa drasti¢nim
smanjenjem nakon rodenja.

Normalna funkcija bubrega ukljucuje glomerularnu filtraciju, tubularnu sekreciju i reapsorpciju
Sto dovodi do normalnog balansa te¢nosti 1 elektrolita ¢ime bubrezi imaju kontrolu nad krvnim
pritiskom kao i sintezom hormona kao S§to su eritropoetin i vitamin D.

Dokazi o direktnom dejstvu IGF1 na funkciju glomerula poti¢u od pacijenata koji su zbog
mutacija hormona rasta neosetljivi na njegovo dejstvo. Aplikovanje IGF1 kako glodarima tako i
ljudima povecava stopu glomerularne filtracije i renalne perfuzije, utie na protok krvi
povecanjem koeficijenta ultrafiltracije 1 smanjenjem otpornosti u eferentnoj arterioli. Dokazano
je da IGF1 stimuliSe rast i pove¢ava miSi¢nu masu nakon rodenja kod zivotinja. Na eksperimentu
sa intraplacentalnim aplikovanjem IGF1 genske terapije se doslo se do zakljucka da njegovo
davanje moZze poboljsati porodajnu tezinu kod IUGR animalnog modela na zecevima (248).
Fizioloski znacaj IGF1 je opsezno proucavan posebno kod transgenih miSeva. Hiperekspresija
IGF1 kod transgenih miSeva indukuje glomerularnu hipertrofiju, a njegov deficit dovodi do
smanjenja veliCine bubrega, glomerula kao i1 broja nefrona, §to sugeriSe da IGF1 igra znacajnu

ulogu tokom razvoja bubrega (249).
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Prevencija za nastanak hroni¢ne bolesti bubrega se zasniva na efikasnom i promptnom lec¢enju
hipertenzije. Razumevanje poremecaja GH-IGF-IGFBP osovine u hroni¢noj bolesti bubrega dalo
je mogucénost za razvoj novih terapijskih strategija kod hroni¢ne bolesti bubrega. Nekoliko
studija je pokazalo da davanje IGF1 poboljsava renalnu funkciju, povecava veli¢inu bubrega i
odlaze vreme zapocinjanja dijalize. Zna se da je znafajno povecanje IGFBP kako u tkivu
bubrega, tako i u plazmi i1 urinu, jedna od najceS¢ih karakteristika glomeruloskleroze,
tubulointersticijalne fibroze 1 hiperplazije medije zidova krvnih sudova bubrega kod
hipertenzivne nefroskleroze. Matejka 1 kolege su u svojoj studiji aplikovali ve¢u dozu IGF1 -
50pg u parenhim bubrega Sto je dovelo do rasta bubrega kroz proces celijske hipertrofije i
hiperplazije, naglog ubrzanja protoka krvi kroz bubrege i povecanja glomerularne filtracije, uz

smanjenje renalne vaskularne rezistencije (250).

U sprovedenom eksperimentu dobijeni rezultati su ukazali da je u grupi misSeva koji su dobili
10pg IGF1 bio poveéan i broj i volumen glomerula u odnosu na ostale grupe. Cak i kod miseva
koji su dobili manju dozu (1pg) IGF1 nije dokazan ovakav efekat na glomerule.

Mali uzorak i kratko vreme trajanja studije su glavni nedostaci sprovedenog ispitivanja.

Vece 1 dugorocne studije i na zivotinjskim modelima i na humanoj populaciji bi bile potrebne da
bi se utvrdilo da li ¢e u starosti, glomeruloskleroza i posledi¢na hroni¢na bubrezna insuficijencija
pre nastupiti kod IUGR potomaka koji nakon rodenja nisu dobili IGF1 u odnosu na one koji su
dobili IGF1, tj. da li aplikovanje IGF1 nakon rodenja IUGR potomcima ima preventivno dejstvo

1 moze duze da ocuva funkciju njihovih bubrega.

Hipertenzija 1 hroni¢na bubreZna insuficijencija imaju znacajan uticaj na globalni morbiditet i
mortalitet. Radna grupa “The Low Birth Weight and Nephron Number Working Group”
sastavljena iz eminentnih medunarodnih stru¢njaka iz oblasti neonatologije, nefrologije i
akuSerstva je 2016. godine donela konsenzus koji je imao za cilj da se bavi zanemarenim
problemom razvojnog programiranja bolesti sa posebnim fokusom na hipertenziju i1 bolesti
bubrega. Naglasena je potreba da se deluje rano da bi se spreCio razvoj hroni¢nog ostecenja
bubrega i drugih nezaraznih bolesti adultnog doba, kroz smanjenje broja prevremenih porodaja 1

novorodencadi rodenih sa malom telesnom masom i malim brojem nefrona. Konsenzus je donet
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u cilju definisanja strategija koje bi limitirale ili potpuno prekinule ciklus razvojnog
programiranja oSteCenja bubrega, S$to je pogotovo bitno u najsiroma$nijim delovima sveta.
Rutinskim upisivanjem porodajne mase 1 gestacijske starosti u zdravstveni karton svakog
pacijenta bi markiralo one koji su u riziku za smanjeni broj nefrona. To bi znacilo redovno
pracenje krvnog pritiska, optimizovanje ishrane 1 indeksa telesne mase, skrining na
mikroalbuminuriju i poremecaj glomerularne filtracije kod tih pojedinaca, te adekvatan pristup i
lecenje svakog od njih (251).

Razumevanje koliko lo§ intrauterusni rast dovodi do loSeg ranog postnatalnog rasta bubrega

moze otkriti neoCekivane terapijske moguénosti.
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6. ZAKLJUCAK

. Veca doza - 10ug PGH smanjuje numericku gustinu glomerula.

2. Vecadoza - 10pg PGH smanjuje volumensku frakciju glomerula.

. Vecadoza - 10 pg IGF1 povecava numericku gustinu glomerula.

4. Vecadoza- 10 pg IGF1 povecava volumensku frakciju glomerula.

5. Koncentracija cistatina C je sli¢na u svim ispitivanim grupama.

6. Koncentracija kreatinina je znacajno niza u grupi miSeva koji su dobilo 10pg IGF1 u

odnosu na ostale grupe.
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Osaj Obpaszay uunu cacmasHu 0eo O0OKMOpcKe oducepmayuje, OOHOCHO
O0OKMOPCKO2 YMEeMHUYK02 npojekma xkoju ce obpanu na Yuueepsumemy y Hosom
Caoy. Hlonywen Obpazay ykopuuumu uza mexkcma OOKmMopcKe oucepmayuje,
O00HOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUYKO2 NPOjeKmda.

[Inan Tpermana nmomaraka

Ha3uB npojexTa/mcrpaxuBama

YTullaj TIaneHTaTHOT XOPMOHA pacTa U MHCYJIMHY CIMYHOT (akTopa pacra 1 Ha riomepyie OyOpera
MHUIIIEBa POhEHUX Ca HHTPAYTEPYCHOM PECTPUKIIAjOM PacTa

Ha3uB MHCTUTYIMje/MHCTUTYIMja Yy OKBHPY KOjHUX Ce CIIPOBOAN HCTPAKUBAHE

a) 3aBoj 3a aHTUpabuuny 3amTuTy - [lactepos 3aBox Hosu Can
0) Memuuuncku dakynter HoBu Can, THCTUTYT 32 XHCTOJIOTH]Y U €eMOPUOJIOTH]Y

B) 31paBcTBeHa ycTaHoBa Memna0, 3aBos 3a 1a00paTOPHjCKy AHjarHOCTHKY

Ha3uB nporpama y OKBUPY KOT ce peaju3yje HCTPa:KuBambe

JloxTopcke akaneMcke cryauje, Menuuuacku gakynrer, Yuusep3uteT y HoBom Cany

1. Onuc nogaraka

1.1 Bpcra crynuje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxyn/eajy

ExcniepumMenTanna naboparopujcka CTyadja TOKOM Koje je KOpUIIheH eKCIepUMEHTATHN aHUMAalTHU
mogen UVTP y koMe cy rpaBuiHe skeHKe A00Hjae AeKkcaMeTa3oH y n1o3u o 100ur/Kr/nan cynkyTaHo
on 15-21. nmana recramuje, Tj. a0 naHa nopobhaja. Ilo meromu ciayuajHor uszbopa MIIAIyHIU CY
Pa3BpCTaHHu y jelHy OJ LIECT Ipyma, [0 AECEeT MHUIIEBA Y CBAKOj U OCTaBJbEHHU HA MPHUPOHO] UCXPAHH.
XKprBoBanu cy HakoH Mecen naHa. M3 cpua ce y3eno 0,5Mi KpBH 3a aHanu3y KOHICHTpALHje
mucraThHa 1] 1 KkpeaTHHHHA, a MOTOM je KOJ CBaKe )KPTBOBaHE jeIMHKE OJICTPAbCH IO jeJaH Oyoper.
XHCTONIOMIKOM 00pagoM Ccy J0OMjeHe IUIOYMIIE KOje Cy aHaau3upaHe y3 MNoMoh JuruTaiHor
MHKPOCKOIIA, CKEHHpaHe M TNpeBeleHe Yy Aurutandy ¢opmy. YnorpeboMm co(pTBEPCKHX cHCTeMa
U3pavyHaTa je HyMEPUYKa IYCTHHA M BOJIYMEH IJIOMEpYJa CBAaKe IPyIie MOjeMUHAYHO, Y CBE TPH 30HE
Kope OyOpera.

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBaHTUTATUBHU

0) KBAIUTATUBHU

HarmonanHu mopraj OTBOPEHE HAyKe — Open.ac.rs -



1.3. Haune npuKyIJbama moaaraka
a) aHKeTe, YIIUTHHUIIH, TECTOBH
0) KIMHUYKE TIPOLIEHe, MEJULINHCKH 3aIllCH, eIEKTPOHCKH 3IPABCTBEHH 3aIllCH

B) TCHOTHUITOBU: HABECTHU BPCTY

F) AIMHUHHUCTPATHUBHU ITOAAIN: HABCCTHU BPCTY

1) Y30pIIM TKUBA: HABECTU BPCTY MATOXMCTOJIOINIKE MJIOYHIIEC Ca TKUBOM OyOpera koje o0yxBara
LIEHTPAIIHY TOMPEYHU Mcevak JieobuHe 3MM KojuM je oOyxBaheHn xunyc OyOpera.

) caumiy, dpotorpaduje: HaBECTH BPCTY

€) TeKCT, HABECTH BPCTY PEJICBAHTHE ITyOJINKaIHje

) Mara, HaBeCTU BPCTY

3) OCTaJ0: OMKCATH KPB 3a JIAOOPATOPU]CKY aHATKM3Y KOHIICHTPAIIM]e KPEATUHUHA U IMCTaThHa [

1.3 ®opmar nonataka, ynorpedspeHe ckaje, KOMTUInHa [oJaTaKa

1.3.1 Ynorpebsbenu copTBep U popMaT JaToTeke:
a) Excel dajn, narorexka  .xls

b) SPSS ¢ajn, naroreka _ .version 17

c) PDF ¢ajn, natrorexka _ .pdf

d) Tekcr dajn, naroreka _ .docx

e) JPG dajn, naroteka __.jpg

f) Ocrano, naroreka

1.3.2. bpoj 3amuca (Koa KBaHTUTATHBHUX ITO/ATaKa)

a) Opoj Bapujalbiau _BEIHKH

0) Opoj Mepema (MCIUTaHUKa, POLIeHA, CHUMAKa U CJ1.) : 57 UCIIUTaHUKa

1.3.3. TlonoBspeHa Mepema
a) na

0) ne

YKOJIHKO je OJroBOp J1a, OATOBOPUTH Ha ciiesieha muTama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak M3MeJljy IIOHOBJHEHHX Mepa je

l
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0) BapHjablie Koje ce BHIIE MyTa Mepe 0JJHOCE Ce Ha

B) HOBe Bep3Hje (ajiroBa Koju caxpie IOHOBJbEHA Mepemha Cy IMEHOBAaHE Kao

Hanomene:

Ja nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0yeopouHy 8aIUOHOCH NOOamaka?

a) Ma
6) He

Axo je 002o80p He, 0bpaznodcumu

2. lIpukymbame nogaTaka

2.1 Metoponoruja 3a IPUKYIUbabe/TeHEPHCambe oaTaKa

2.1.1. YV okBHpY KOT HCTPaXMBAYKOI HAI[PTa CY MOJAIH NPUKYTIJbEHU?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THUIl _CKCIIEPUMEHTAIHA 1a00paTopUjCcKa cTyiuja

6) KOpCJIallMOHO UCTPAKUBALEC, HABECTU TUIT

11) aHaIM3a TeKCTa, HABECTH THII

I[) OCTaJIo, HABCCTHU 1ITa

2.1.2 Hagecmu epcme MEPHUX UHCIPYMEHAMA uiu cmanoapoe nooamarka cneyuduynux 3a oopehemny
HAayuHy OUCYuUnIuny (axo nocmoje).

1. Porarmonu mukporom (Leica, Nemacka) — omoryhuo cederme mapaduHCKHX KallyTa ca TKHBOM
OyOpera. Kanynu cy ceuenu npu e0JbUHU O] SUM Ha JiBa cyceiHa pe3a u 6ojenn H&E u PAS
METO/IOM.

2. Nurutanau Mukpockon VisionTek® (Sakura, Japan) Ha kome cy ToOHjeHe XUCTOIOMIKE MIOYHIIE
ckeHupane npu yBehamy 100x u npeBenene y aurutandy ¢opmy. KopumheH je codpTBepcku cucrem
Image Tool (IT) 3.0 (UTHSCSA, Amerika)

3. buoxemujcku mpuHIHMIT oapeuBamba KpeaTHHUHA je CIIeKTPodOTOMETPHjCKO oapehuBame ca
aJNKaJTHUM HKpaToMm, o Jaffe-ovoj MmoaudrkoBanoj Mmetoau.

4. buoxemujcku npuHOUN oxapehuBama mmcTaTHHA 1] ce 3acHMBAa Ha CHENU(HUYHO] pEaKIMjH ca
AHTUTENMMa XBAaTauyMMa W AHTHTEIMMAa JETCKTOpHMa Koju Bedyjy uucrarud 1l u3 y3opka. OBaj
KOMILIeKC (xBarajyhe aHTHTENO/aHaIUT/AeTeKTyjyhe aHTHTENO0) je HMMOOMINCAH TIPEKO CHeM(MUIHUX
aHTH-XBaTau aHTUTeNa KOjuM cy obnoxkeHe ELISA wammiie. 3a koHCTpyHcame CTaHIap/He KPUBE U
npepadyHaBame pe3yarara kopuuthes je coprep Curve Expert 1.4.
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2.2 KBanurer nojaraka u CTaHIapIu

2.2.1. Tperman HenocTajyhux momaraka

a) Jla mu matpuna caapxu Hegocrajyhe nomparke? Jla _He

AKO je 0JIroBOp Ja, OJArOBOPUTH Ha ciefeha muTama:

a) Koumku je 6poj Hemoctajyhux mojgaraka?
0) Jla 1 ce KOPUCHHKY MaTpulle penopy4vyje 3ameHa Heaocrajyhux nonataka? Jla He
B) AKO je 0JIroBOp /13, HABECTH CYTeCTH]e 3a TPETMaH 3aMeHe HeocTajyhnx momaraka

2.2.2. Ha KOju Ha4MH je KOHTPOJIMCAH KBaIuTeT nojaraka? Onucatu

V30pKoBame KpBHU 3a JTa00PATOPHjCKE aHAITM3E M PABJbeHe MATOXUCTONOMIKUX IIOYHIA BPIICHO je y3
aZickBaTHY MpUIpPEMy, HAKOH 4dYera cy JIa0opaTOpHjcKe U XHUCTOJIOIIKE aHaiu3e palene
CTaHJApAM30BaHUM TEXHWKaMa MW MeTojama Yy ayToMaTtu3oBanuM ypehajuma. Ksanurer
J1a00PaTOPHjCKUX pe3yJiTaTa je KOHTPOJIKMCAH Y CKIIay ca CTaHAapAuMa Jo0pe 1adopaTopHjcKke mpakce
W O CTaHAapaHOj I1abopaToOpHjCKOj MpOlenypH  Bajujandje OoOMjeHux pesynrara. Keamurer
MOJIaTaKa je KOHTPOJIKCAH [ETa/bHOM IOCTIPOIEAYPATHOM 00pagoM, aJKeBaTHUM CTATUCTHUKHM
MeToiama u nmopeljermheM ca pesieBaHTHUM Iy OIIHKaIjama.

2.2.3. Ha koju Ha4MH je W3BpIIeHa KOHTPOJIa YHOCA TI0JlaTaka y MaTpHiry?

[Nopgauu nobujeHn Kao pe3ynaTaTH JabOopaTOPUjCKUX M XUCTOJIOIIKUX aHATIH3a NPUAPYKHUBAHU CY
onroeapajyhnm mmdpama Koje cy IoAe/beHe HCTUTaHUINMa. YHOC T0/1aTaka y MaTPHILy KOHTPOJIHCAH
j€ IBOCTPYKHUM IIPETIICAOM.

3. Tperman noaaraka u npareha ToKymMeHT

3. Tperman noaaTaka u npateha noxkymeHTanuja

3.1. TperMan u 4yBame nojaTaKa

3.1.1. [looayu he 6umu 0enonosanu y peno3umopujymy 00KmMopckux oucepmayuja Ynusepsumema y
Hosom Caoy.

3.1.2. URL adpeca http//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.jsf
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla au he nodayu bumu y omeopernom npucmyny?
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a) Ha

6) Jla, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He

AKo je 002060p He, Hagecmu pasnoe

3.1.5. [looayu nehe 6umu denonosanu y penosumopujym, anu hie bumu uyganu.

Obpasznoocerse

3.2 Mertanojany 1 JOKyMEHTaIllja MojaTaKka

3.2.1. Koju cTanmapn 3a MeTanojarke he OUTH mpuMermeH?

3.2.1. HaBectr MeTanoaTke Ha OCHOBY KOjHX Cy IOJAlH JICOHOBAHHU Y PETIO3UTOPHU]yM.

Axo je nompebno, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe nooamaxa, aHatumuyxe u
npoyedypaine unpopmayuje, Uxo80 KOOUpare, 0emamshe onuce apujabiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHIapIy 3a 4yBambe MoaaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoja he noganu OWTH YyyBaHU y penosutopujymy? TpajHo

3.3.2. Jla iu he monmarm 6utu nenmoHoBanu noj mudpom? la He

3.3.3. la u he mmdpa 6utn nocrymnHa oapehenom kpyry uctpaxusaua? Jla He

3.3.4. Jla i1 ce moaany Mopajy YKJIOHHTH U3 OTBOPESHOT MPHCTYIIA MOCIe U3BECHOT BpeMeHa?
Ha He

O0pa3noxuTH

4. Be30eIHOCT MOJATAKA M 3AIITUTA MOBeP/bUBUX HHpOPMALHja

OBaj oxesbak MOPA GuTH NonymeH ako Ballld MOAAIM YKJbYYYjy JIMUHE MOJaTKe KOJU ce OJHOCE Ha
Y4eCHHKE y UCTPaKUBamY. 3a Apyra UCTpakuBama Tpeba Takohe pa3MOTPUTH 3aIUTHTY U CUTYPHOCT
HOJaTaKa.

4.1 ®opManHu CTaHAAPIH 38 CUTYPHOCT HHPOpMAIIH]ja/To1aTaKa

HctpaxuBaum KOju CIPOBOJIE UCIIUTUBAA C JbyJUMa MOPajy Jla ce MPHUIpKaBajy 3aKOoHa O 3aITHTH
MoJiaTaKa o JINYHOCTH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) n
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onroeapajyher HHCTHTYIIMOHAITHOT KOJIEKCa O aKaIeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. la v je uCTpakuBame 0JJ00peHO o7 cTpaHe eTndke komucuje? la He
Ako je onroop [la, HaBeCTH AaTyM M HA3UB €THUKE KOMHUCH]j€ KOja je 0mo0puiia HCTPaKUBahE

21.03.2018. - ETnyka KOMHCHja 3a 3alITUTY TOOPOOUTH OTJICAHUX KUBOTHIA Y HUBep3uTeTa y HoBoM
Cany.

4.1.2. la nv nogany yKJpydyjy JIMYHE IMOJIaTKe YUeCHHUKa y UcTpakuBamy? Jla He

AKO je 0IroBop 1a, HABEAUTE Ha KOJU HAYMH CTE OCUTYPaTH OBEPJFHBOCT M CHT'YPHOCT HH(pOPMAIIHja
BE3aHUX 32 UCIIUTAHUKE:

a) [Moganu HKUCY Y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
0) [Nogauu cy aHOHUMU3UpaHH
1) Ocraro, HaBeCTH IITa

5. JocTynmHoCT mogaTaka

5.1. Illooayu he bumu
a) jasHo docmynuu
6) 0oCmynHU CAMO YCKOM Kpyey ucmpasicusava y oopehenoj nayunoj ooracmu

y) 3ameopenu

Axo cy nodayu 00CmynHu camo YCKOM Kpyey UCIpaxcuéaud, Hasecmu noo KOjum yCiosuma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nodayu 00CmynHu camo YCKOM Kpyey UCTpaxcueéaud, Hasecmu Ha Koju Hauyun Mozy
npUCMynumu nOOAYUMA:

5.4. Hagecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmvenu nooayu Oumu apxueupaHu.
AyTOpCTBO-HEKOMEpIIHjaTHO-0e3 Tipepaje. Jl03BoJbaBa ce YMHOXKaBambe, JUCTPUOYIIHMja U jaBHO
CaoMIITaBakE [IeNa, aKO CE HaBeIe UME ayTopa Ha HaYMH oapelheH o cTpaHe ayTopa Win

naBaona uienie. OBa JIMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaHy YHOoTpeOy nena.
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6. Yiiore u oiroBopHoCT

6.1. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa
Harama Cramryx

natasa.stasuk72@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja 00picasa Mampuyy ¢ nooayumda
Harama Cramyx

natasa.stasuk72@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe xoja omozcyhyje npucmyn nooayuma Opyum
UCPAdNCUBAUUMA

Harama Cramryx

natasa.stasuk72@gmail.com
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