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Kratak sadrzaj

Uvod. Funkcija bubrega se u praksi najcesce procjenjuje izracunavanjem jacine
glomerularne filtracije (JGF) na osnovu koncentracije kreatinina u serumu.
Primjena relativno novijeg parametra, cistatina C pokazala se pouzdanom i
osjetljivom u procjeni bubrezne funkcije. Cilj rada je bio da se kod oboljelih
od dijabetes melitusa (DM) tipa 2 odredi JGF pomocu 24-¢asovnog klirensa
kreatinina, primjenom jednacina iz serumskog kreatinina i cistatina C, te da
se utvrdi stepen senzitivnosti i specifi¢nosti primjenjenih metoda.

Metode. Sezdeset ispitanika, dobi od 40-70 godina starosti, podijeljeno je u
dvije grupe od po 30 ispitanika: grupa oboljelih od DM tipa 2 i kontrolna
grupa. Za odredivanje JGF koriscen je 24-¢asovni klirens kreatinina, jednacine
prema Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) za kreatinin i Chronic Kidney
Disease Epidemiology (CKD-EPI) za cistatin C.

Rezultati. Prosjecne vrijednosti serumskog cistatina C su bile statisticki
znacajno vise kod oboljelih od DM u poredenju sa kontrolnom grupom (p
<0,001). Utvrdena je statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija izmedu
JGF izra¢unate pomocu jednacina koje koriste koncentracije kreatinina i
cistatina C u serumu (r =0,74, p< 0,001). Jednacina po CKD-EPI pokazala je
vecu senzitivnost i specificnost kod svih ispitanika. Ova senzitivnost je bila
izraZenija kod oboljelih od DM iiznosila je za CKD-EPI 0,938, za MDRD 0,878,
za 24-Casovni klirens kreatinina 0,818, a specificnost za CKD-EPI 0,878, za
MDRD 0,867, a za 24-¢asovni klirens kreatinina 0,802.

Zakljucak. Koncentracija cistatina C u serumu se pokazala kao pouzdan,
senzitivan i specifi¢an parametar za izracunavanje JGF, posebno osjetljiv kod
osoba sa blagim smanjenjem funkcije bubrega.

Kljuéne rijeci: dijabetes melitus, cistatin C, kreatinin, ja¢ina glomerularne
filtracije
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Uvod

Jacina glomerularne filtracije (JGF) se definise
kao volumen plazme koju glomeruli filtriraju u
jedinici vremena [1,2]. Odreduje se metodom
klirensa supstanci. Klirens neke supstance
predstavlja odredeni volumen krvi koji se u jed-
inici vremena ocisti od te supstance. Promjene
u JGF mogu biti prvi znak o$tecenja bubrezne
funkcije [2]. Prema vodi¢u Americke Nacion-
alne fondacije za bubreg predlozena je podjela
hroni¢ne bubreZne bolesti u stadijume u zavis-
nosti od JGF [3]. Idealan marker za procjenu
JGF je supstanca koja se stvara u organizmu
u konstantnoj koli¢ini, filtrira se u glomeruli-
ma, ne sekretuje se u tubulima i ne vraca se
u cirkulaciju [2,4]. Metode zlatnog standarda
za odredivanje JGF poput klirensa inulina ili
primjene radioizotopa se rijetko primjenjuju u
klini¢koj praksi [1,2]. U svakodnevnom radu
JGF se odreduje iz nivoa kreatinina u serumu
i urinu metodom klirensa endogenog kreati-
nina ili primjenom jednacina izvedenih iz
serumske koncentracije kreatinina [2,3]. Kod
oboljelih od tipa 2 dijabetes melitusa (DM)
treba odmah po postavljanju dijagnoze bolesti
da se izracuna JGF na osnovu koncentracije
kreatinina u serumu, a potom najmanje jednom
godisnje, nezavisno od stepena albuminurije.
Zaizracunavanje JGF preporucuje se primjena
jednacina po Modification of Diet in Renal Disease
(MDRD) ili Chronic Kidney Disease Epidemiology
(CKD-EPI) [5].

Na vrijednosti kreatinina uti¢e dob, pol, rasa,
ishrana i konstitucija. Zato se kreatinin ne
smatra najpreciznijim parametrom za proc-
jenu bubreZne funkcije [4,6]. Niskomolekularni
proteini, poput cistatina C su pokazali vec¢u
pouzdanost u procjeni bubrezne funkcije, u
odnosu na dosadasnje metode koje se baziraju
na kreatininu. Cistatin C se filtrira u glomer-
ulima, reapsorbuje u tubulima i ne vraca se
u cirkulaciju [6,7]. Sli¢no kao i za serumski
kreatinin, postoji vise jednacina za odredivanje
JGF iz serumske koncentracije cistatina C [8].
Ovaj parametar je pokazao dobru korelaciju sa
metodama zlatnog standarda za odredivanje
JGF [1,4]. Cistatin C se do sada pokazao i
kao osjetljiv parametar za procjenu pocetnog
ostecenja bubrezne funkcije, $to kod oboljelih
od DM omogucava prevenciju i preduzimanje
mjera u usporavanju ili zaustavljanju progresije
hroni¢ne bubreZne bolesti i razvoju terminalne
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bubrezne insuficijencije [9,10].

Cilj rada je bio da se kod oboljelih od DM
tipa 2 odredi JGF pomocu 24-¢asovnog klirensa
kreatinina, primjenom jednacina iz serumske
koncentracije cistatina C i kreatinina, te da se
utvrdi stepen senzitivnosti i specificnosti JGF
odredene tim metodama.

Metode rada

Studija je sprovedena na Odjeljenju en-
dokrinologije Univerzitetske bolnice- Klinickog
centra u Banjoj Luci, u periodu od jula 2011.
godine do februara 2012. godine. Studijom
je obuhvaceno 60 ispitanika u dobi od 40-70
godina starosti, koji su bili podijeljeni u dvije
grupe od po 30 ispitanika: prva grupa su bili
oboljeli od DM tip 2 i druga kontrolna grupa,
zdravi ispitanici. Ispitivanje je sprovedeno uz
postovanje Helsinske deklaracije o medicin-
skim istrazivanjima i principima dobre nau¢ne
prakse. Saglasnost za protokol istrazivanja
odobrio je Eti¢ki komitet Univerzitetske bol-
nice-Klini¢kog centra u Banjoj Luci. Prosje¢no
trajanje DM bilo je 10,16£8,74 godina. Zbog
moguceg uticaja na vrijednosti cistatina C u
serumu iz ispitivanja su isklju¢eni bolesni-
ci sa akutnim dijabeti¢ckim komplikacijama,
poremecajem funkcije Stitaste zlijezde (hipotir-
eoidizam i hipertireoidizam), malnutricijom,
sréanom dekompenzacijom, znacima zapal-
jenskog procesa, te oni koji su u terapiji imali
kortikosteroide [7,11].

Sistolni i dijastolni krvni pritisak mjereni
su aneroidnim sfingomanometrom firme IWelch
Allyn prije fizikalnog pregleda. Hipertenzija
je kod oboljelih od DM tipa 2 definisana kao
vrijednosti krvnog pritiska >140/80 mmHg,
prema smjernicama Americke Dijabetoloske
Asocijacije iz 2014. godine ili ukoliko su ispi-
tanici koristili antihipertenzivne lijekove [5].
Izra¢unavanje indeksa tjelesne mase (Body
Mass Index, BMI) za procjenu i pracenje stanja
uhranjenosti vrseno je prema Quetelet-ovoj
formuli: BMI = tjelesna teZina u kg/(tjelesna
visina u m)2.

Biohemijske analize krvi i urina radene
su u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku
Univerzitetske bolnice-Klini¢kog centra u Ban-
joj Luci. Uzorci krvi i urina za laboratorijsku
obradu uzimani su ujutru. Uzimanjem anam-
nestickih podataka i uvidom u medicinsku
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dokumentaciju utvrdeni su duzina trajanja
DM, prisustvo komorbiditeta i terapija koju
su bolesnici koristili. Cistatin C u serumu je
odredivan imunoturbidimetrijskom metodom,
primjenom Roche komercijalnih testova, na
aparatu Cobas 6000, firme Roche. Referentne
vrijednosti, prema upustvu proizvodaca su 0,47
-1,09 mg/1. Na aparatu AU 680, firme Olympus
odredivani su: kreatinin u serumu puferiranom
kinetickom Jaffe-ovom reakcijom bez depro-
teinizacije; glikemija enzimatskom metodom
sa heksokinazom i glikolizirani hemoglobin
(HbA1c%) testom inhibicije lateks aglutinacije.
Na osnovu koncentracije kreatinina u urinu i
serumu i minutnog volumena urina izrac¢unat
je 24-¢asovni klirens kreatinina. Dobijena vri-
jednost je korigovana prema DuBois formuli
za povrsinu tijela TP (m?) = 0,20247 x tjelesna
visina (m)*’* x tjelesna tezina (kg)***, uz pomo¢
elektronskog kalkulatora [12]. Uz pomo¢ elek-
tronskog kalkulatora izracunata je JGF prema
MDRD i CKD-EPI jednacini [13]. JGF(MDRD)
(ml/min/1,73m?) = 186 x kreatinin™**(umol /1)
x godine ™" (x 0,742 ukoliko je osoba Zenskog
pola). JGF (CKD-EPI) (ml/min/1,73m?) =76,7
x Cistatin C19[14].

Za obraduianalizu podataka u radu prim-
ijenjene su metode deskriptivne statistike. Za
uporedivanje razlika izmedu grupa koriséen
je X * test kontigencije, za uporedivanje sred-
njih vrednosti obiljezja korisc¢en je Student-ov
t-test za nezavisne uzorke (ako razlika varijansi
posmatranih obiljeZja nije statisti¢ki znacajna)

i neparametarski Mann-Whitney test (ako je
razlika u varijansama posmatranih obiljezja
statisticki znacajna). Za utvrdivanje stepena
povezanosti (korelacije) posmatranih obi-
ljezja koris¢ena je Pearson-ova parametarska
korelacija. Stepen senzitivnosti i specifi¢nosti
odredivan je primjenom binarne logisticke re-
gresije, nakon koje su uporedno predstavljene
ROC krivom. Prag znacajnosti bila je vjero-
vatnoda 0,05. Za statisticku analizu, tabelarne
i graficke prikaze rezultata koris¢eni su MS
Office Word 2007 i MS Office Excel 2007, SPSS
16.0 for Windows.

Rezultati

U tabeli 1 prikazani su demografski, klinicki i
laboratorijski podaci o ispitanicima. Prosje¢ne
vrijednosti glikemije nataste, HbAlc i dijastol-
nog krvnog pritiska u grupi oboljelih od DM su
bile iznad preporucenih. Za regulaciju glikemi-
je 15 bolesnika koristilo je insulin, 12 bolesnika
oralne antihiperglikemike, a 3 bolesnika su
imala kombinaciju oralne i insulinske terapije.
Prosjec¢ne vrijednosti serumskog cistatina C su
bile statisti¢ki znacajno vise kod oboljelih od
DM u poredenju sa kontrolnom grupom (p
<0,001), za razliku od prosje¢nih vrijednosti
serumskog kreatinina i 24-¢asovnog klirensa
kreatinina koje su bile u okviru referentnih
vrijednosti. Prosje¢ne vrijednosti JGF su bile
smanjene kod oboljelih od DM. U grupi obolje-

Tabela 1. Demografski, klinicki i laboratorijski podaci o ispitanicima

Parametar Oboljeli od DM tipa2 Kontrolna grupa Statisticka znac¢ajnost
Pol (zene / muskarci) 15/15 14/16 nz

Dob, godine 60,1 +85 58,03 + 6.23 nz

TA sistolni, mmHg 132,16 £ 15.40 132,17 £15.41 nz

TA dijastolni, mmHg 81,17 £7.15 78,0 £ 6,36 nz

BMI, kg /m? 28,5314,24 23,36 + 8,51 p <0,05
Glukoza, mmol/1 11,54 +4,31 5,26 £ 0,53 p<0,05
HbAlc, % 10,24 +2,47 -

Kreatinin, pmol/1 91,10 £ 59,09 83,6 £9,71 nz
Cistatin C, mg/1 1,21 +0,49 0,71 +0,77 p <0,001
24-¢asovni klirens kreatinina, ml/min/ 1,73m? 97,25 + 23,16 93,86 + 37,15 nz

JGF po MDRD, ml/min/ 1.73m? 80,2 + 23,86 95,96 + 5,14 p <0,05
JGF po CKD-EPI, ml/min/ 1.73m? 83,56+ 30,12 98,53 £ 15,04 p <005

Rezultati prikazani kao srednja vrijednost+ standardna devijacija (X SD); nz - nije znac¢ajno; BMI- indeks tjelesne mase; TA- krvni
pritisak; HbAlc-hemoglobin Alc; JGE-ja¢ina glomerularne filtracije; MDRD - Modification of Diet in Renal Disease; CKD-EPI- Chronic

Kidney Disease Epidemiology
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lih od DM, kod 4 ispitanika, prema CKD-EP], i
3 ispitanika prema MDRD jednacini, uocene su
vrijednosti JGF<60 ml/min/1,73m? Utvrdena
je statisticki visoko znacajna pozitivna korelaci-
jaizmedu JGF izrac¢unate prema jednac¢inama
iz serumske koncentracije kreatinina i cistatina
C (r =0,74, p< 0,001). Cistatin C nije pokazao
statisticki znac¢ajnu korelaciju sa dobi, polom i
BMI kod oboljelih od DM tipa 2. U ovoj grupi
ispitanika vrijednosti serumskog cistatina
C pokazale su statisticki znacajnu pozitivhu
korelaciju sa sistolnim krvnim pritiskom (r=
0,46, p<0,05), trajanjem DM (r= 0,31, p<0,05)
i vrijednostima HbAlc (r= 0,38, p<0,05). Veca
pouzdanost cistatina C u procjeni JGF poka-
zana je primjenom binarne logisticke regresije
na osnovu trazenih parametara, te analizom
ROC. krive. Dobijeni rezultati su pokazali da je
CKD-EPI jednacina bila osjetljivija i specifi¢nija
za procjenu JGF. Ovo je bilo narocito izrazeno
u grupi oboljelih od DM gdje je senzitivnost
za CKD-EPI bila 0,938, za MDRD 0,878, a za
klirens kreatinina 0,818. Specifi¢nost za CKD-
EPI je bila 0,878, za MDRD 0,867, za klirens
kreatinina 0,802. Ovo je prikazano graficki
ROC krivom na kojoj se vidi da oblast koju
pokriva CKD-EPl iznosi 0,973, MDRD 0,887, a
24-¢asovni klirens kreatinina 0,819 (Grafikon 1).

Diskusija

Odredivanje JGF predstavlja jednu od najc¢esc¢ih
metoda za procjenu bubrezne funkcije, koja
odrazava stanje i funkciju nefrona [1-4]. S ob-
zirom da DM predstavlja jedan od vodecih
uzroka hroni¢ne bubreZne bolesti, preporuke
su da se evaluacija bubrezne funkcije kod obol-
jelih od tipa 2 DM uradi odmah po postavljanju
dijagnoze bolesti [5]. Jedan od glavnih ciljeva
procjene bubrezne funkcije kod oboljelih od
DM jeste da se otkriju bolesnici sa oste¢enjem
bubrega u ranoj fazi, kako bi se preduzele
mjere sa ciljem da se uspori dalja progresija
bubreznog ostecenja [6]. Ovo prvo ispitivanje
treba da obuhvati odredivanje nivoa albumi-
na u urinu i vrijednosti kreatinina u serumu.
Na osnovu vrijednosti serumskog kreatinina
se izrac¢unava JGF primjenom matematickih
jednacina. Kod oboljelih od DM preporucuje
se primjena MDRD ili CKD-EPI jednacine za
izra¢unavanje JGF [5]. Znacaj odredivanja JGF
u ovoj populaciji je u tome $to moZze da postoji
smanjena JGF bez prisustva albuminurije [5].
U nasem istrazivanju JGF je odredivana prim-
jenom jednacina za procjenu JGF na osnovu
koncentracije kreatinina i cistatina C.

Kod oboljelih od DM utvrdene su povisene

ROC kriva —ispitanici eksperimentalne grupe
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CCr-24-Casovni klirens kreatinina; JGFCys - JGF izra¢unata pomo¢u CKD-EPI jedna¢inini za cistatin C; MDRD - JGF izrac¢unata

pomoc¢u MDRD jednacine

Grafikon 1. ROC krive za jac¢inu glomerularne filtracije odredenu pomoc¢u CKD-EPI jednacine za cistatin (JGFCys),
MDRD jednacine i 24-¢asovnog klirensa kreatinina (CCr). CKD-EPI jednacina je senzitivnija i specifi¢nija u odredivanju
JGF u odnosu na MDRD jednacinu i 24-¢asovni klirens kreatinina (CKD-EPI: ROC oblast: 0,973, standardna greska
- SE: 0,076, p< 0,000; MDRD: ROC oblast: 0,887, SE: 0,067, p< 0,000; CCr: ROC oblast: 0,819, SE: 0,076, p< 0,003).
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prosjecne vrijednosti serumskog cistatina C, za
razliku od prosje¢nih vrijednosti serumskog
kreatinina i 24-¢asovnog klirensa kreatinina,
koje su bile u okviru referentnih kod obje grupe
ispitanika. PoviSene vrijednosti cistatina C i
normalne vrijednosti kreatinina u serumu,
pokazuju da je cistatin C osjetljiv na promjene
u “slijepom opsegu kreatinina” [15,16]. Pozna-
to je da se normalne vrijednosti kreatinina u
serumu mogu odrzavati sve dok se bubrezna
funkcija ne osteti za polovinu od normalne.
Pucci i saradnici [9] su u svom istrazivanju
pokazali prednost cistatina C, u odnosu na
kreatinin, za procjenu pocetnog ostecenja
bubrezne funkcije kod oboljelih od oba tipa
DM. Cistatin C je u njihovom istrazivanju bio
povisen kada su vrijednosti JGF bile blizu ref-
erentnih vrijednosti (90ml/min/1,73m?) ili u
opsegu od 60 do 90 ml/min/1,73m?*. Stoga
su zakljucili, da cistatin C omogucava ranu
detekciju, prevenciju i lije¢enje dijabetesne
nefropatije. U nasem istrazivanju vrijednosti
cistatina C su bile u znacajnoj korelaciji sa
glavnim faktorima rizika za ostecenje bubrezne
funkcije u DM: vrijednostima sistolnog krvnog
pritiska, HbAlc i duzinom trajanja DM. Ovu
povezanost su utvrdili i drugi autori [9,15].
Cistatin C nije pokazao znacajnu korelaciju sa
dobi, polom i BMI kod oboljelih od DM, $to
mu daje prednost u odnosu na kreatinin. Bevc
isaradnici [16] su u svom istrazivanju pokazali
da je cistatin C dobar pokazatelj JGF kod go-
jaznih osoba i osoba sa DM tipa 2. Oni su zak-
ljucili da on ne moZze u potpunosti da zamijeni
metode , zlatnog standarda” za izra¢unavanje
JGE, ali moze da pomogne u selekciji bolesnika
za primjenu tih invazivnih metoda. Perkins i
saradnici [17] su pratili vrijednosti JGF kod
oboljelih od DM tokom cetiri godine. Vrijed-
nosti JGF izra¢unavane su pomocu jednacina
iz serumskih vrijednosti cistatina C i kreatinin,
te uporedivane sa klirensom jotalamata kao
metodom , zlatnog standarda” za odredivanje
JGEF. Vrijednosti JGF iz serumskog cistatina
C su imale bolju korelaciju sa jotalamatom i
pratile su promjene JGF koje su se desavale

tokom vremena [17]. Lezaié i saradnici [18]
su istrazivali da li cistatin C moZe da bude
prediktor odbacivanja bubreznog grafta. Pored
cistatina C, odredivan je serumski kreatinin,
24-¢asovni klirens kreatinina, proteinurija, te
izracunavana JGF prema jednac¢inama za cis-
tatin C i kreatinin. Period pracenja je bio pet
godina. Retultati su pokazali da su cistatin C,
ali i serumski kreatinin i proteinurija, dobri
prediktori odbacivanja grafta [18].

Odredivanjem senzitivnosti i specifi¢nos-
ti primjenjenih metoda u odredivanju JGF
utvrdeno je da je CKD-EPI jednacina imala
najvecu senzitivnost i specifi¢nost, koja je bila
izrazenija u grupi oboljelih od DM. Na prikazu
ROC krive je oblast koju pokriva CKD-EPI
iznosila 0,973, za MDRD 0,887, a za klirens
kreatinina 0,819. El-Shafey i saradnici [19] su
pokazali da je oblast koju pokriva ROC kriva
bila najvisa za jednacinu JGF iz cistatina C u
odnosu najednacinu iz kreatinina i 24-¢asovni
kreatinin. Sli¢ne rezultate pokazao je Maclsaac
sa saradnicima [20]. Oni su kod oboljelih od
DM tipa 2 uporedivali jednacine JGF izrac¢unate
iz serumskog cistatina C i kreatinina, te dobi-
jene vrijednosti JGF uporedivali sa referent-
nom metodom, odnosno klirensom dietilen-tri-
aminopentaacidna kiselina. Najveca oblast
ROC krive bila je JGF iz cistatina C (97,9%).
Ovi rezultati upucuju da je cistatin C osjetljiv
i pouzdan parametar za izracunavanje JGF.

Zakljucak

Odredivanje JGF je obavezan dio procjene
bubrezne funkcije kod oboljelih od DM. U
ovom istrazivanju cistatin C se pokazao kao
osjetljiv, specifican i pouzdan parametar u
odredivanju JGF. Zbog svoje relativno visoke
cijene, cistatin C za sada ne spada u rutinske
parametre za procjenu bubrezne funkcije nam-
ijenjene Sirokoj upotrebi.

Autori izjavljuju da nemaju sukob interesa.
The authors declare no conflicts of interest.
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Application of cystatin C in estimating glomerular filtration rate in patients
with type 2 diabetes mellitus
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Introduction. Kidney function is usually assessed by estimating the glomerular filtration rate (GFR) from
serum creatinine. Application of a relatively newer parameter, cystatin C, has proven to be a reliable
and sensitive method in estimating kidney function. The aim of this study is to estimate GFR in patients
with type 2 diabetes mellitus (DM), using 24-hour creatinine clearance test and applying equations from
serum creatinine and cystatin C, and to determine the sensitivity and specificity of these methods.

Methods. Sixty respondents, aged 40-70 years, were divided into two groups of 30: the group of patients
with type 2 DM and the control group. 24-hours creatinine clearance test was used to estimate GFR,
according to the equation Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) for creatinine and Chronic Kidney
Disease Epidemiology (CKD-EPI) for cystatin C.

Results. The mean values of cystatin C were significatly higher in patients with DM compared with the
control group (p<0,001). Highly significant positive correlation was determined between GFR estimated
by the equations of serum creatinine and cystatin C (r =0.74, p< 0.001). Equation by CKD-EPI has shown
higher sensitivity and specificity in all patients. This sensitivity was more expressed in patients with type
2 DM and was for CKD-EPI 0.938 vs. 0.878 for MDRD vs. 0.818 for 24-hours creatinine clearance, and
the specificity for CKD-EPI 0.878 vs. 0.867 for MDRD vs. 0.802 for 24-hour creatinine clearance.

Conclusion. In this study, the application of serum cystatin C has proven to be a reliable, sensitive and
specific parameter for GFR estimation, especially in patients with mild decrease in GFR.
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