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projekata. Medu dobivenim projektima posebno se istice ERA Chairs projekt ,,VetMedZg",
ukupne vrijednosti preko 2,9 milijuna eura, u okviru kojeg je poticao istraZivanja u
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SAZETAK

Piometra je Cesta upalna bolest endometrija kuja ¢iji patofizioloski mehanizam nije potpuno
razjasSnjen. Uzrokovana je bakterijama, najcesée Escherichia coli, koje dovode do nakupljanja
gnojnog sadrzaja u lumenu maternice. Bolest se klini¢ki ocituje polidipsijom, poliurijom,
letargijom, anoreksijom, povra¢anjem, proljevom i, kod otvorene piometre, iscjedkom. U
slu¢aju jake upale piometra se moze razviti u sepsu koja sa sobom nosi niz komplikacija. Jedna
od njih je akutna ozljeda bubrega. Konvencionalni pokazatelji bubrezne funkcije poput ureje i
kreatinina nisu dovoljno osjetljivi pa dijagnoza akutne ozljede bubrega ¢esto bude prekasno

postavljena. Razvoj novih analiti¢kih pristupa, kao §to su -omika tehnologije, omogucuje

Istrazivanje je provedeno na kontrolnoj skupini kuja (N=18) i skupini kuja oboljelih od
piometre (N=19). Primijenjen je neciljani metabolomski pristup upotrebom tekucéinske
kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa na uzorcima seruma i mokrace pri ¢emu je
skupina kuja oboljelih od piometre podijeljena na temelju omjera ukupnih proteina i kreatinina
u mokraéi (engl. Urine Protein to Creatinine Ratio, UPCR) (UPCR <0,5; UPCR >0,5). U
skupini kuja s piometrom nije doslo do razvoja azotemije. Metabolomske analize seruma i
mokrace kuja s piometrom su pokazale da postoje znacajne razlike u odnosu na metabolomski
profil seruma i mokrace zdravih kuja. Metabolomski profil kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKlI-a se znacajno razlikuje u odnosu na metabolomski profil zdravih kuja.
Metabolomski profil kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a ikoje su u riziku od razvoja
akutne ozljede bubrega (UPCR >0,5) se takoder znac¢ajno razlikuje od metabolomskog profila
zdravih kuja. U metabolomu seruma i mokrace kuja s piometrom detektirani su metaboliti 1
metabolicki putevi koji potvrduju razvoj upale i daju smjernice za nova istrazivanja na podrucju

akutne ozljede bubrega povezane s piometrom.

Kljucne rijeci: metabolomika; akutna ozljeda bubrega; piometra; pas






ABSTRACT

a) Introduction

Pyometra is a common chronic inflammatory disease of the uterus that occurs in intact, sexually
mature female domestic dogs (lat. Canis lupus familiaris), usually older than four years. It is
caused by a secondary bacterial infection that leads to an accumulation of purulent contents in
the uterine lumen. Hormones (progesterone) play a key role in the development of the infection,
but the complex pathogenesis of pyometra is not completely understood. The disease develops
after oestrus, during the luteal phase, when the uterus is suitable for pregnancy but also for the
growth of opportunistic bacteria. Clinical manifestations include polydipsia, polyuria,
dehydration, lethargy, depression, abdominal pain, loss of appetite, anorexia, vomiting,
diarrhoea and, in the case of overt pyometra, mucopurulent discharge. A positive pyometra
finding implies an enlarged uterus, which is diagnosed on ultrasound or X-ray by tubular horn
(horns) filled with hypoechoic fluid. Surgical ovariohysterectomy is the most effective method

of treating pyometra as it directly removes the source of infection.

The most common cause of pyometra in bitches is the gram-negative bacteria Escherichia coli,
whose lipopolysaccharide in the outer membrane can trigger an inflammatory reaction. The
inflammatory process in pyometra can develop into an uncontrolled response of the host's
immune system mediated by cytokines, nitric oxide and reactive oxygen species (ROS).
Untreated pyometra can develop into sepsis and systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) or multiple organ dysfunction syndrome (MODS) with a fatal outcome. The diagnosis
of sepsis is made when SIRS manifests clinically with a proven or suspected infection.

During pyometra, acute or subacute damage to the glomeruli and/or tubules in the kidneys may
occur. Due to increased glomerular permeability and/or reduced protein reabsorption, proteins
appear in the urine filtrate. The International Renal Interest Society (IRIS) has developed
guidelines for the clinical differentiation and classification of acute (and chronic) kidney
disease in dogs and cats, which are similar to the criteria used in human medicine. The stages
of acute kidney injury (AKI) are based on serum creatinine concentration, urine output and the
need for renal replacement therapy. These parameters are insensitive, non-specific and have a

considerable latency period, especially in sepsis-associated acute kidney injury (SA-AKI).



At the onset of sepsis, pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and damage-
associated molecular patterns (DAMPs) are released from the damaged cells. The pathogenesis
of SA-AKI includes a dysregulated immune response, systemic inflammation, accumulation of
cytokines in the kidney, changes in haemodynamics, dysfunction of the microvascular
endothelial cells in the kidney, and damage to the epithelial cells of the renal tubules. The
epithelial cells of the proximal renal tubules are particularly susceptible to injury due to the so-
called double-hit mechanism, in which PAMPs and DAMPs are recognised by TLRs on both

the apical and basolateral membranes.

The metabolically most important part of the kidney is the proximal tubule of the nephron. The
exchange of solutes requires a continuous supply of energy in the form of adenosine
triphosphate (ATP), which is why the proximal tubule cells are densely packed with
mitochondria. The most important “fuel” of the proximal tubule are fatty acids, as they provide
the highest ATP yield. Oxidative phosphorylation is a highly efficient energy production
pathway and the default metabolic pattern in most cell types, especially in cells whose functions
require a lot of energy (cardiac muscle cells, skeletal muscle cells, epithelial cells of the renal

proximal tubule).

Metabolic reprogramming is the process by which cells adapt their metabolism to the demands
of changing external factors. Sepsis triggers metabolic reprogramming in almost all cell types.
In the early phase of sepsis, the metabolism of renal tubular epithelial cells switches from
oxidative phosphorylation, which depends on fatty acid oxidation, to aerobic glycolysis with
activation of the pentose phosphate pathway, while gluconeogenesis occurs to a lesser extent.
This reduces the formation of reactive oxygen species and ensures rapid ATP synthesis for
early pathogen clearance and cell survival despite the limitation of some specialised renal
functions. Reduced B-oxidation of free fatty acids in the epithelial cells of the renal tubules
leads to a significant accumulation of fatty acids and triglycerides. Changes in energy
metabolism that occur in AKI are reflected in the metabolism of amino acids, e.g. glutamine,

arginine, tryptophan and branched-chain amino acids.

b) Hypothesis and research objectives

The study tested the hypothesis that during pyometra in bitches with the development of acute

kidney injury, there is a change in the metabolome in the serum and urine of affected bitches.



The study also hypothesized that there are differences in the serum and urine metabolome

between different stages of AKI in bitches with pyometra.

The main objective of the study was to investigate the serum and urine metabolome of bitches
with pyometra and correlate it with different stages of renal function, analyze changes in the
metabolite network during AKI in bitches with pyometra, and discover new biomarkers with

potential diagnostic and/or prognostic significance for kidney disease.

Another aim of the study was to compare the serum and urine metabolomes of healthy bitches
with the serum and urine metabolomes of bitches with pyometra, to analyze biological
metabolic pathways during pyometra in bitches and to identify new diagnostic and/or

prognostic biomarkers for pathophysiological mechanisms in bitches with pyometra.

c¢) Materials and methods

The study comprised two groups of bitches of different breeds and ages. The bitches were
clinically examined and admitted to the Clinic of Obstetrics and Reproduction, Faculty of
Veterinary Medicine, College of Zagreb. The health status of the bitches was assessed on the
basis of their clinical condition and complete blood count, as well as biochemical serum
parameters and analyzes. Blood and urine samples were collected from all bitches at spaying
and ovariohysterectomy, respectively, and urine was obtained by cystocentesis. The urine
samples from both groups of bitches and the uterine swab from bitches with pyometra were
sent for general bacteriological examination to determine the bacterial cause of the pyometra.

The control group consisted of eighteen clinically healthy bitches (average weight 14.0 kg,
average age 1.0 years) that had undergone elective laparoscopic spaying. The group of affected
bitches consisted of nineteen bitches with spontaneous pyometra (average weight 25.8 kg,
average age 8.7 years) that had undergone ovariohysterectomy due to pyometra. The diagnosis
of pyometra was made by a positive ultrasound finding of an enlarged uterine horn or horns
with hypoechoic content. Pyometra was confirmed in all the bitches without concomitant acute
or chronic, inflammatory or neoplastic disease. Most bitches had overt pyometra and had poor
appetite and increased thirst in the previous days. One bitch with pyometra had stage I1I AKI

and did not survive ovariohysterectomy.



Complete blood counts of both groups of bitches were performed using Horiba ABX automated
hematology analyzer. Urine supernatants and separated sera were aliquoted and stored at -80
°C until metabolomic testing was performed. Biochemical tests in the serum and urine
supernatants were performed on an Abbott Architect 4000c automated analyzer according to
the recommended standard methods using commercial reagents from Abbott and Gentian.
Urine osmolality was measured using the cryoscopic method on an Osmomat 030-d Gonotec

osmometer.

For the serum and urine samples, an untargeted metabolomic approach using liquid
chromatography coupled with mass spectrometry was used. The mass spectrometer recorded
full-scan mass spectra using electrospray ionization with positive and negative polarity
switching. The analyzes were performed in the mass-to-charge ratio (m/z) range of 70 to 1050

with a mass resolution of 70000.

The comparison of the complete blood count, the biochemical parameters in the serum and the
physico-chemical parameters in the urine between healthy bitches and bitches with pyometra
was carried out using the MedCalc statistical software. Depending on the normality of the data
distribution, the differences between the two groups were determined using the Student's t-test
or the Mann-Whitney test and the differences between the three groups were determined using
ANOVA analysis or the Kruskal-Wallis test. At a parameter value of p <0.05, the change was

considered statistically significant.

The result of the LC-MS/MS analysis is the combined data presented as a peak intensity table
obtained by bioinformatic processing. The metabolites were identified by comparing the exact
molecular mass and retention time of the detected analytes with standard analytes. Metabolites
were also identified using the Human Metabolome Database (HMDB) and/or the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGGQG). Statistical analysis of metabolome data was
performed using univariate and multivariate analysis of the online statistical tool for
metabolome data processing MetaboAnalyst 6.0. Serum and urine data were normalized by
logarithmization and autoscaling, while urine samples were additionally normalized by
osmolality. In addition to the statistical significance parameter p<0.05, a systematic correction
with a false discovery rate (FDR) <0.05 was also performed. Metabolic pathway analyzes were

performed based on the canine metabolic pathway database (lat. Canis lupus familiaris).



d) Results

To gain insight into the metabolic changes associated with the occurrence of AKI in bitches
with pyometra, a group of bitches with pyometra and with serum creatinine <140 umol/L was
studied. The group of bitches with pyometra was subdivided according to urine protein to

creatinine ratio (UPCR), i.e. the group with UPCR <0,5 and group with UPCR >0,5.

In bitches with pyometra and the onset of acute kidney injury, an increased total leucocyte
count, MPV and absolute number of monocytes, unsegmented and segmented neutrophils as
well as a decreased total erythrocyte count, haemoglobin, haematocrit and absolute number of
eosinophils were found in comparison to the control group. In addition, increased
concentrations of CRP, triglycerides, total cholesterol, ALP, lipase DGGR and LDH as well as
increased and decreased concentrations of albumin, glucose, ALT, urea and y-GT were found
in comparison to the control group. In the urine of bitches with pyometra and the onset of acute
kidney injury, the concentrations of total protein and sodium as well as UPCR were
significantly increased, and osmolality was decreased in comparison to the control group of

bitches.

In bitches with pyometra, the most altered biological pathway is the biosynthesis of arginine in
serum and the biosynthesis of phenylalanine, tyrosine and tryptophan in urine. In bitches with
pyometra, pantothenate, L-glutamine, L-proline, L-arginine and L-citrulline are very strongly
reduced in the serum and L-glutamate and L-phenylalanine are very strongly increased in the
urine. Pantothenate, L-glutamine and L-proline in the serum of bitches have the potential to be

excellent biomarkers for pyometra, and L-glutamate and L-phenylalanine in urine.

At the beginning of the AKI stage, the metabolism of glyoxylate and dicarboxylate is most
altered in the serum of bitches with pyometra. In bitches with pyometra and the onset of AKI
phase I, malonate, N-acetyl-glutamine and orotate were significantly increased in serum, cis-
aconitate and creatinine were significantly decreased and cis-aconitate was very significantly
increased in urine. Malonate in serum and cis-aconitate in urine have the potential to be very

good biomarkers for the occurrence of stage I AKI in bitches with pyometra.



Examination of the correlations between UPCR levels and metabolites in bitches with
pyometra and the onset of stage I AKI revealed that serum pantothenate levels and the amino
acids L-proline, L-glutamine and glycine decrease with increasing UPCR levels, while urinary

levels of L-glutamate, D-gluconic acid and cis-aconitate increase.

The correlation between the average UPCR values of the groups and the relative intensity of
the metabolites was moderate and negative ((-0.75) - (-0.50)) for L-proline, pantothenate, L-
glutamine, glycine, L-tryptophan, L-citrulline and L-arginine, and moderate and positive (0.50

—0.75) for L-carnitine.

¢) Conclusions

The metabolome of bitches with pyometra and the onset of stage I AKI differs markedly from
the metabolome of healthy bitches. Alterations include biological metabolic pathways related
to the metabolism of amino acids, lipids, carbohydrates, nucleic acids and cellular energy

metabolism.

Keywords: pyometra; acute kidney injury; IRIS; dog; metabolomics; UPCR; metabolic

reprogramming
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1. UVOD

Piometra je kroni¢na upalna bolest maternice spolno zrelih Zenki domacih pasa (lat. Canis lupus
familiaris) koja je uzrokovana sekundarnom bakterijskom infekcijom. Piometra kuja je Cesta
bolest u veterinarskoj medicini ¢ije lijeCenje, zbog niza mogucih komplikacija, moze
predstavljati velik izazov. Karakterizirana je nakupljanjem gnojnog sadrzaja u maternici koji se
kod otvorene piometre o€ituje kao mukopurulentni iscjedak. Od ostalih simptoma cesto su
prisutni letargija, depresija, izostanak apetita, anoreksija, povracanje, proljev, poliurija i

polidipsija.

Bolest se razvija nakon estrusa, tijekom lutealne faze kad je maternica pogodna za gravidnost,
ali 1 za rast bakterija. SloZena patogeneza piometre jo$ nije potpuno razjaSnjena, ali je poznato
da hormoni (progesteron) imaju klju¢nu ulogu u uspostavljanju infekcije oportunistic¢kim
bakterijama. Najces¢i uzroc¢nik piometre u kuja je gram-negativna bakterija Escherichia coli
koja u svojoj vanjskoj membrani sadrzi lipopolisaharid. U organizmu domacina lipopolisaharid
moze pokrenuti nekontrolirani upalni odgovor, odnosno dovesti do ozljede bubrega i ostalih

organa te moguceg fatalnog ishoda.

Upalni proces u piometri moze se razviti u nekontrolirani odgovor imunosnog sustava
domacdina, posredovan citokinima, duSikovim oksidom i reaktivnim vrstama kisika (engl.
Reactive Oxygen Species, ROS). Cesto se razvije u sepsu i sindrom sistemskog upalnog
odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS), odnosno u sindrom
viSestrukog zatajenja organa (engl. Multiple Organ Disfunction Syndrome, MODS) s fatalnim

1shodom.

Jedna od moguc¢ih komplikacija piometre je akutna ozljeda bubrega koja zapocCinje
molekularnim promjenama i moze napredovati do stani¢nog oStec¢enja. Pojam akutne ozljede
bubrega je uveden kako bi se obratila pozornost i na subklinicku, asimptomatsku fazu u funkciji
bubrega. Trenutna osnova za procjenu funkcije bubrega u ljudi i Zivotinja su koncentracije ureje
1 kreatinina u serumu. U akutnoj ozljedi bubrega oba pokazatelja progresivno rastu, a intenzitet
promjene je obrnuto proporcionalan stupnju glomerularne filtracije (engl. Glomerular
Filtration Rate, GFR). Dijagnostika akutne ozljede bubrega temelji se na mjerenju
koncentracije serumskog kreatinina i volumena izlu¢ene mokrace, ne uzimajuéi u obzir njihovu

nedovoljnu osjetljivost i specifi¢nost. Zbog velike bubrezne rezerve do poremecaja u funkciji



bubrega dolazi tek kad je oSte¢eno oko 60 % nefrona. Prema smjernicama udruzenja IRIS (engl.
International Renal Interest Society) 1. stupanj akutne ozljede bubrega pasa i macaka obuhvaca
preporuceni referentni raspon koncentracije kreatinina u serumu (sCr <140 pmol/L).
Koncentracija kreatinina u serumu je pod utjecajem razlicitih ¢imbenika kao $to su miSi¢na
masa, hidracijski status, prehrana, cirkadijalne i sezonske varijacije, fizicka aktivnost i primjena

lijekova.

Metaboliti su molekule male molekulske mase (M:<1,5 kDa), koje se transformiraju tijekom
metabolizma i odraz su promjena u genomu, transkriptomu i proteomu. Brojna istrazivanja u
veterinarskoj 1 humanoj medicini usredotoCena su na otkrivanje i identifikaciju biomarkera
bolesti. Metabolomska istrazivanja za odredivanje metabolita zahtijevaju primjenu suvremenih
i osjetljivih analitiCkih tehnika, od kojih je jedna od najceS¢e koriStenih tekucinska
kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (engl. Liquid Chromatography — Mass

Spectrometry, LC-MS).

Budu¢i da se u krvi i mokraéi nalazi velik broj metabolita, a nove tehnologije omogucuju
njihovo detektiranje, pojavila se potreba za istraZzivanjem metabolita koji bi uputili na raniju
fazu ozljede bubrega, Sto bi omogucilo precizniju i adekvatniju dijagnostiku, prognozu i
pracenje bolesti. Tijekom razvoja piometre u kuja dolazi do promjena u metabolomu seruma i
mokrace koje bi mogle ukazati na razvoj akutne ozljede bubrega. Rezultati metabolomske
analize takoder bi mogli ukazati na povezanost sa slozenim molekulskim zbivanjima u piometri,
kao Sto su oksidacijski stres, upalni odgovor organizma domacina i promjene u metabolizmu

stanicne energije.

Ciljevi istrazivanja su:
- procijeniti metabolicki profil seruma i mokrace kuja oboljelih od piometre i povezati ga
s razli¢itim stupnjevima funkcije bubrega
- identificirati nove biomarkere s potencijalnim dijagnostickim i/ili prognostickim
zna¢ajem za poremecaje rada bubrega kod pasa
- identificirati nove dijagnosticke i/ili prognosticke biomarkere za razumijevanje

patofizioloskih mehanizama kod piometre kuja

Za ostvarivanje ciljeva istrazivanja primijenit ¢e se neciljani metabolomski pristup uz analiticku

tehniku tekuc¢inske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa.



Otkrivanje novih osjetljivih biomarkera omogucilo bi rano prepoznavanje akutne ozljede
bubrega, pravodobno zapocinjanje terapije i sprjecavanje razvoja mogucih ireverzibilnih

promjena u funkciji bubrega.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. METABOLOMIKA

2.1.1. METABOLOMIKA I METABOLITI

Metabolomika je najmlada ,,omika* znanost, smjeStena na kraju ,,omika“ tetralogije (genomika,
transkriptomika, proteomika, metabolomika) i svojevrsni je nastavak proteomskih analiza. Bavi
se proucavanjem metaboloma, kojeg ¢ini kompletan skup svih metabolita u nekom bioloskom
sustavu, teku¢inama i tkivu organizma (VAIRAKKANTI i sur., 2020). Metaboliti su male
molekule ¢ija je molekulska masa manja od 1,5 kDa i u njih ubrajamo aminokiseline, organske
kiseline, nukleotide, Secere, masne kiseline, lipide, steroide, male peptide i vitamine. Metaboliti
endogenog podrijetla su proizvod procesa endogene transformacije i posljedica djelovanja
gena, odnosno proteina. Metaboliti egzogenog podrijetla potjecu izravno iz okoliSa i posljedica
su djelovanja vanjskih ¢imbenika. Skup metabolita koji potjecu iz hrane, lijekova, higijenskih

proizvoda i zagadivaca kojima je organizam izloZen nazivamo ekspozomom.

Metabolomika pruza priliku za bolje definiranje odnosa izmedu stani¢nih funkcija i
biokemijskih puteva. Na razini stanicnog metabolizma koncentracije metabolita obicno se
mijenjaju kao posljedica promijenjene aktivnosti enzima ili razlika u mjerama potroSnje i
izlu¢ivanja hranjivih tvari. Promjene u koncentraciji metabolita omogucuju izravno ocitavanje
biokemijske aktivnosti (FERNIE i sur., 2004). Promjena u razini jednog ili viSe metabolita

upucuje na promjenu u fenotipu (SINDELAR i PATTI, 2020).

Metabolom je odraz nacina Zivota, dobi, spola, prehrane, zdravlja ili bolesti pa je metabolomika
bliza fenotipu ili endotipu bolesti nego proteomika ili transkriptomika (WU 1i sur., 2023). Zbog
toga je metabolomika postala mocan alat za proucavanje razli¢itih u¢inaka na organizam, od
okoli$nih podrazaja do ucinaka odredenih lijekova, kao i za otkrivanje biomarkera bolesti
(BOUATRA i sur.,, 2013). Metabolomika se primjenjuje u razli¢itim podrucjima -
biotehnologiji, poljoprivredi, nutricionizmu, klinickoj dijagnostici, toksikologiji, ekologiji i
farmaceutskoj industriji. Takoder se koristi u identifikaciji nepoznatih molekularnih
mehanizama, klasificiranju bolesti i kao orude za postavljanje dijagnoze, poboljsavanje

prognoze i ucinkovitosti lijeCenja, ¢ime pridonosi poboljSanju zdravlja i dobrobiti ljudi i



zivotinja (CHRISTIANS i sur., 2011). U medicini to predstavlja otkrivanje novih terapijskih
ciljeva, dok u metabolickom inZenjeringu povecanje proizvodnje terapeutika i biogoriva, vece

prinose usjeva, bolje strategije za obnovljivu energiju i ostala poboljSanja u sintetickoj biologiji.

2.1.2. PRISTUPI U METABOLOMICI

U metabolomskim istrazivanjima razlikujemo dva osnova pristupa, neciljani i ciljani (KHAMIS

isur., 2017);

a) Ciljani (fargeted) pristup identificira i kvantificira poznate, prethodno definirane
podskupove specificnih metabolita koji imaju odredene kemijske strukture, bioloske
aktivnosti ili doprinose specifi¢nim metabolickim putevima. Ciljani pristup je koristan
za preciziranje dijagnoze, validaciju biomarkera, i implementaciju u klini¢ki sustav

(JOHNSON i sur., 2016).

b) Neciljani pristup (non-targeted) tezi sveobuhvatnom profiliranju kompletnog
metaboloma unutar bioloskog sustava. Pri tome se analiziraju svi mjerljivi analiti,
ukljucujuéi i nepoznate spojeve (DETTMER i sur., 2007). Neciljani pristup je posebno
koristan za razumijevanje patofizioloskih mehanizama (LOPEZ-LOPEZ i sur., 2018).

Vazan korak u neciljanom metabolomskom pristupu je identifikacija kemijski nepoznatih
spojeva. Nakon standardne obrade podataka neki ¢e spojevi biti identificirani koriStenjem
specificnih informatic¢kih alata. Mnogi spojevi ostaju neidentificirani jer njihova kemijska
struktura jo$ nije opisana u literaturi i ne nalazi se u bazi podataka. Metabolomske baze
podataka sadrze podatke za viSe od pola milijuna referentnih spojeva i njihov se sadrzaj
svakodnevno povecava. Medutim, mnogi signali prosjecnog metabolomskog istrazivanja se ne
mogu uvijek pouzdano pripisati odredenim kemijskim strukturama zbog informatickih
artefaktata te prisustva kemijskih kontaminanata i suvisnih signala (MAHIEU 1 sur., 2017)
Svaki neidentificirani spoj nije nuzno bioloski znacajan, ¢ak i ako pokazuje statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu skupina uzoraka i ima naizgled interpretativne obrasce. Cesto ostaje otvoreno
pitanje jesu li otkriveni spojevi zaista ,,novi" spojevi koje tek treba biti ukljuciti u metabolomske

baze podataka (SINDELAR i PATTI, 2020).



2.1.3. ANALITICKE METODE U METABOLOMICI

Niti jedan pojedinacni eksperiment u metabolomici nije sveobuhvatan zbog velike fizikalno-
kemijske raznolikosti metabolita. Eksperimentalne metode koje su optimalne za analizu

hidrofobnih metabolita nisu prikladne za analizu hidrofilnih metabolita, i obrnuto.

Najzastupljenije analiticke metode za identifikaciju i kvantifikaciju molekula u metabolomskim
istrazivanjima su spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (engl. Nuclear Magnetic
Resonance, NMR) 1 spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS). Spektrometrija masa
je obic¢no spregnuta s nekom metodom za razdvajanje, teku¢inskom kromatografijom (engl.
Liquid Chromatography, LC), plinskom kromatografijom (engl. Gass Chromatography, GC)
ili kapilarnom elektroforezom (engl. Capillary Electrophoresis, CE).

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije je brza, jednostavna, visoko ponovljiva,
neinvazivna analitiCka metoda koja koristi magnetska svojstva odabranih atomskih jezgri (‘H,
13C, 3'P) i ne zahtijeva prethodno kromatografsko odvajanje. Priprema uzorka je minimalna, ali
je potreban relativno veliki volumen. Budu¢i da je metoda relativno slabo osjetljiva, identificira
se manji broj metabolita (KALIM i RHEE, 2017). Uvjeti za dobru izvedbu metode su
potiskivanje signala vode i izbjegavanje interferencije signala makromolekula (CARLOS i sur.,

2020).

Spektrometrija masa je visoko osjetljiva metoda koja je najceSce spregnuta s tekuc¢inskom ili
plinskom kromatografijom. Za razdvajanje termicki labilnih, izrazito polarnih molekula
prikladna je tekucinska kromatografija), dok je za termicki stabilne, nepolarne i hlapljive
molekule prikladna plinska kromatografija (GC-MS). Tekucinska kromatografija spregnuta sa
spektrometrijom masa (LC-MS) moze analizirati viSe vrsta metabolita nego plinska
kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS). Navedene metode zahtijevaju

opseznu pripremu uzorka §to moze uzrokovati gubitke metabolita (BOUDONCK i sur., 2009).

Tradicionalna tekucinska kromatografija obrnutih faza spregnuta sa spektrometrijom masa
detektira nepolarne do blago polarne molekule; fenolne kiseline, flavonoide, glikozilirane
steroide, alkaloide i druge glikozilirane molekule. Tekucinska kromatografija ultra visoke
djelotvornosti spregnuta sa spektrometrom masa (engl. Ultra Performance Liquid

Chromatography, UPLC) analizira polarne, hlapljive i nehlapljive molekule. Tekucinska



kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC) spregnuta sa spektrometrijom masa analizira blago do izrazito
polarne molekule; Secere, aminoSecere, aminokiseline, vitamine, karboksilne kiseline i

nukleotide (KALANTARI i NAFAR, 2019).

Nakon kromatografskog razdvajanja metaboliti se u spektrometru masa podvrgavaju ionizaciji,
a potom razdvajaju na temelju njihovih omjera mase i naboja (m/z). Razli¢iti spektrometri masa
koriste razli¢ite metode za razlikovanje omjera mase i naboja (trostruki kvadrupol, time-of-
flight, ionska zamka) od kojih svaka ima specificnu primjenu, kao i prednosti i nedostatke

(KALIM i RHEE, 2016).

Navedene spektroskopske metode postavljaju specificne analitiCke 1 racunalne zahtjeve,
ukljucujuci rukovanje velikim datotekama spektralnih podataka, filtriranje tzv. pozadinske
buke i1 uskladivanje podataka kako bi se omogucila analiza rezultata. Trenutno se u razli¢itim
metabolomskim laboratorijima koriste razliciti softverski paketi S$to otezava usporedbu i
harmonizaciju rezultata (KALIM i RHEE, 2016). Ove tehnike se uvelike koriste za
identifikaciju molekularnih dijagnosti¢kih markera i otkrivanje patoloskih mehanizama za Sirok
spektar slozenih bolesti poput karcinoma, kardiovaskularnih bolesti i osobito kroni¢ne bolesti

bubrega (engl. Chronic Kidney Disease, CKD) (BOELAERT i sur., 2017).

2.1.4. UZORCI ZA METABOLOMSKA ISTRAZIVANJA

Uzorci u metabolomskim istrazivanjima su ve¢inom plazma, serum i mokraca, ali i puna krv,
likvor, slina, zu¢, sinovijalna tekucina, sjemena tekucina te izmet. Serum i plazma preporucuju
se kao uzorak izbora za metabolomska istrazivanja jer pokazuju stabilnost i dobru ponovljivost
izmjerenih koncentracija metabolita. Razlika izmedu seruma i plazme je prisustvo proteina
zgrusavanja (fibrinogen, protrombin) u plazmi, odnosno njihov nedostatak u serumu. Buduc¢i
da se tijekom zgruSavanja krvi stimulira sinteza eikozanoida, u serumu se ne mogu naci stvarne

fizioloske koncentracije metabolita eikozanoida.

Veoma vrijedan analiticki uzorak za metabolomska istraZivanja je mokrac¢a jer sadrzi
metabolite koji su rezultat mnogih procesa za odrzavanje homeostaze u cijelom organizmu
(VIANT i sur., 2007; EMWAS i sur., 2015). Prema bazi podataka ljudskog metaboloma (engl.
Human Metabolome Data Base, HMDB) mokraéa ¢ovjeka sadrzi vise od 4000 identificiranih



tvari. Mokraca je posebno prikladan uzorak za otkrivanje biomarkera ostecenja bubrega jer
potjece iz mikrookruZenja bubrega te zbog neinvazivnog prikupljanja i relativne stabilnosti.
Prednost mokrace kao uzorka za metabolomsko istrazivanje je manji sadrzaj lipida i proteinskih
kompleksa nego u drugim tjelesnim tekué¢inama (KALANTARI i NAFAR, 2019). Uzorci
mokrace mogu se pohraniti dulje vrijeme bez znacajnije degradacije, Sto ih ¢ini idealnima za
longitudinalna istrazivanja (BALHARA 1 sur., 2023). Poteskocu kod analiziranja mokraée u
metabolomici predstavlja iznimno velik raspon razrjedenja koja mogu biti izvan linearnog

raspona detekcije.

2.1.5. METABOLOMSKA ISTRAZIVANJA NA PSIMA

Razlikujemo sljedeca podrucja primjene metabolomskih istrazivanja na psima:

a) veterinarska znanost, lijecenje pasa ljubimaca,

b) poboljsavanje prehrane, razlikovanje pasmina i vrsta pasa,

c) koriStenje pasa kao Zivotinjskih modela: u razli¢itim bolestima, za procjenu ucinka i
toksicnosti lijekova.

Vecina metabolomskih istrazivanja na psima koristi neciljani pristup jer su u fazi traZzenja ranih

indikacija za potencijalne biomarkere 1/ili otkrivanje mehanizma bolesti.

Pas je veoma prikladna eksperimentalna Zivotinja za proucavanje mnogih bolesti covjeka zbog
sli¢nosti u fiziologiji, klinickoj slici bolesti 1 u u€incima lijekova (HYTONEN 1 sur., 2016).
Ljudi i psi imaju isti broj gena od kojih su veéina blisko ortologni. Cak vie od 400 nasljednih
bolesti je zajednicko ljudima i psima. Psi i ljudi Zive u mnogim kulturama, u istom okoliSu i

Cesto dijele isto kucanstvo i izvore hrane (CARLOS i sur., 2020).

2.1.6. BIOMARKERI

Biomarkeri su endogene molekule koje je moguce detektirati kvalitativno i/ili kvantitativno.
Prema definiciji Biomarkers Definitions Working Group (2000) biomarker je karakteristika
koja se objektivno mjeri i procjenjuje kao pokazatelj normalnih bioloskih procesa, patogenih
procesa ili farmakoloskih odgovora na terapiju (ZANG i sur., 2019). Biomarker je pokazatelj
strukturne, biokemijske, fizioloske ili genetske promjene koji ukazuje na prisustvo, tezinu ili

napredak bolesti (WASUNG i sur., 2015).



Osobine koje karakteriziraju idealan biomarker su osjetljivost, specificnost, pozitivna
prediktivna i negativna prediktivna vrijednost. Medutim, u praksi niti jedan test temeljen na
biomarkeru nema savrSenu klini¢ku i analiticku osjetljivost i specifi¢nost. Budu¢i da su bolesti
Cesto posljedica visestrukih procesa, panel koji se sastoji od veéeg broja biomarkera moze
pruziti tocniju, osjetljiviju i selektivniju korelaciju s bolesnim stanjem nego samo jedan
biomarker. Kako se bolest razvija, grupe metabolita mijenjaju svoj specifi¢an ,,potpis* pri cemu

odrazavaju zdravstveno stanje kroz blizak prikaz fenotipa (ZANG i sur., 2019).

U metabolomici trenutno postoje poteSkoce povezane s razlikama u tehnikama i metodama za
procesuiranje (npr. normalizacijske metode) koje mogu utjecati na detekciju metabolita 1
analiticke rezultate. Takoder je potrebno organizirati dovoljno veliku i heterogenu kohortu kako
bi se validirali ve¢ identificirani biomarkeri bolesti. Potrebni su znac¢ajni zajednicki napori u
stvaranju velikih baza podataka i standardizaciji postupaka u metabolomici (ZANG i sur.,

2019).

2.2. PIOMETRA

Zbog porasta populacije pasa i produljenja njihovog zivotnog vijeka posljednjih je godina u
porastu ucestalost raznih bolesti, posebno reproduktivnih poremeéaja (ZHENG i sur., 2022).
Piometra je Cesta bolest u zemljama u kojima se elektivna sterilizacija kuja ne provodi rutinski.
Osim u pasa, piometra je opisana i u drugih vrsta zivotinja - macaka, zeCeva, zamorcica, hrc¢aka,

gerbila, tvorova i vjeverica (HAGMAN, 2022).

2.2.1. PIOMETRA I CISTICNA HIPERPLAZIJA ENDOMETRIJA

Piometru karakterizira akutna ili kroni¢na gnojna bakterijska upala maternice u spolno zrelih
kuja s nakupljanjem upalnog eksudata u lumenu maternice (HAGMAN, 2022; ZHENG i sur.,
2022). Smatra se da je preduvjet za razvoj piometre cisticna hiperplazija endometrija (engl.
Cystic Endometrial Hyperplasia, CEH) koja se razvija nakon subakutnog endometritisa pa se
piometra definira i kao kompleks endometritis/CEH/piometra (ARORA 1 sur., 2006;
PRETZER, 2008). Medutim, piometra i cisticna hiperplazija endometrija se mogu razviti i
neovisno jedna o drugoj (DEBOSSHERE i sur., 2001; HAGMAN, 2022). Zbog razlika u
klini¢kim 1 histopatoloskim nalazima, postoji tendencija da se piometra i cisticna hiperplazija

endometrija klasificiraju odvojeno (DEBOSSHERE i sur., 2000; PRETZER, 2008).



2.2.2. CIMBENICI RAZVOJA PIOMETRE

a) Utjecaj dobi

Prosjecna dob pri postavljanju dijagnoze piometre je 7 godina, a zabiljeZena je kod kuja od 4
mjeseca do 18 godina starosti (HAGMAN, 2022). Ucestalost piometre povecava se kod kuja
starijih od 4 godine S§to se objasnjava rezultatom kroni¢ne, viSestruko ponavljane izlozenosti
progesteronu u ciklusima estrusa tijekom vise godina (NISKANEN i sur., 1998; PRETZER,
2008). Utvrdeno je da s godinama dolazi do funkcionalnog starenja endokrinih Zlijezda zbog
sve ve¢ih promjena endometrija (GUPTA i sur., 2013). Udio obolijevanja od piometre u
nekastriranih kuja do 10. godine kreée se od 19-25 % (JITPEAN i sur., 2014; NG XIN HUI i
sur., 2017; GASSER i sur., 2020), a 20 % u nekastriranih kuja starijih od 10 godina (JITPEAN
i sur., 2014; GASSER i sur., 2020). Mlade kuje s anatomskim abnormalnostima vagine i

vestibula (strikture, septumi) takoder su predisponirane za razvoj piometre.

b) Utjecaj pasmine

Kod obolijevanja od piometre postoje razlike vezane uz dob i pasminu kuja, tj. neke pasmine
razviju bolest u mladoj dobi i u ve€em omjeru nego druge pasmine (HAGMAN, 2022). U
odredenih visokorizi¢nih pasmina incidencija piometre je ve¢a od 50 % (ZHENG i sur., 2022).
To upucuje na ¢injenicu da u pasa postoje genetski ¢imbenici koji pogoduju razvoju piometre.
Npr. kod pasmine zlatni retriver je identificirana znacajna povezanost incidencije piometre s
regijom gena ABCC4 na kromosomu 22 koji kodira sintezu prijenosnika prostaglandina
(ARENDT i sur., 2021). Najveca prevalencija piometre je uocena kod njemackih patuljastih
Spiceva (BAGRI, 2022). U pasmine koje su takoder predisponirane za obolijevanje od piometre
ubrajamo rotvajlere, bernardince, chow-chow, zlatne retrivere, patuljaste gubicare, irske
terijere, erdel terijere, King Charles kavalir Spanijele, dugodlake Skotske ovcare i bernske
planinske pse (PRETZER, 2008). Pasmine s niskim rizikom obolijevanja od piometre ukljucuju
Svedske gonice, njemacke ovcare, jazavcare te dobermane, njemacke doge, mopsove, boksere,

lhasa apse, koker Spanijele, bernardince 1 engleske buldoge (JENA i sur., 2013).

Gravidnost pruza blagu zastitu od bolesti piometre, posebno kod nekih pasmina (HAGMAN i
sur., 2011; HAGMAN, 2022). Pretpostavlja se da je razlog tome uklanjanje prvotnog

endometrija poslije Stenjenja, pri ¢emu novonastali endometrij ima drugaciju osjetljivost na
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estrogen 1 progesteron (ANTONOV 1 sur., 2015). Lazna gravidnost kuja ne povecava rizik

obolijevanja od piometre.

c) Utjecaj hormona

Klini¢ki znakovi piometre se najées¢e ocituju izmedu 2. 1 10. tjedna, prosje¢no nakon 7 tjedana,
a ponekad 1 4 mjeseca nakon estrusa ili parenja (HAGMAN, 2022). U mnogih kuja s piometrom
je estrus Cesto produljen. Piometra se obicno javlja tijekom ili neposredno nakon diestrusa,
ponekad se moze pojaviti i za vrijeme anestrusa kada je koncentracija progesterona na pocetnoj
razini (PRETZER, 2008; BAGRI, 2022). U spolnom ciklusu kuja diestrus je vrijeme dominacije
progesterona kada se povecava proliferacija endometrija, potice rast i sekrecija endometrijskih
zlijezda, smanjuje kontraktilnost miometrija te zatvara cerviks (PRETZER, 2008; HAGMAN,
2022). Pretpostavlja se da patogenezi piometre pridonosi i estrogenska stimulacija prije
dominacije progesterona (VERSTEGEN 1 sur., 2008; NG XIN HUI i sur., 2017). Pove¢ana
koncentracija progesterona u ranoj lutealnoj fazi moguce dovodi do supresije stanicne imunosti,
tj. smanjenog sazrijevanja dendriticnih stanica (PRETZER, 2008). U piometri koncentracije
estrogena i progesterona u cirkulaciji obi¢no nisu povisene, nego se pretpostavlja da je pojacani
odgovor posljedica veéeg broja i vece osjetljivosti hormonskih receptora (PRAPAIWAN i sur.,
2017; HAGMAN, 2022). U mnogih kuja s piometrom je Cest istovremeni nalaz cisti¢nih
folikula koji luce estrogen, zutog tijela, ali i1 folikularne ciste te neoplazije jajnika $to ukazuje

na sinergisticki hormonski u¢inak (STROM HOLST i sur., 2001).

Primjena egzogenih hormona povecava rizik od razvoja cisticne hiperplazije endometrija i
piometre, Sto dodatno potvrduje ulogu hormona u patogenezi bolesti (CHEN 1 sur., 2006;
HAGMAN, 2017). Hormonske terapije progestinima za suzbijanje estrusa, estrogenima za
indukciju estrusa ili za prekid trudno¢e mogu biti uzrok obolijevanja mladih kuja od piometre
(PRETZER, 2008). Piometra moze biti uzrokovana i neravnotezom hormona zbog hormonske
terapije za sprjeavanje trudno¢e (BIGLIARDI i sur., 2004; NG XIN HUI i sur., 2017).
Tretmani steroidnim hormonima, gestagenima ili spojevima estrogena koji pove¢avaju odgovor
na progesteron takoder su povezani s pove¢anim rizikom od nastanka piometre (HAGMAN,
2022). Izlaganje endometrija iskljucivo estrogenu ne uzrokuje specificne patoloske promjene
(PRETZER, 2008), kao ni kada su cirkuliraju¢e koncentracije estrogena visoke, a progesterona

niske.
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Uz povisene koncentracije progesterona maternica je manje sposobna suprotstaviti se infekciji
bakterijama koje mogu uéi u maternicu tijekom estrusa kad je cerviks otvoren. Infekcija
bakterijom Escherichia coli tijekom lutealne faze ciklusa ¢eS¢e uzrokuje CEH/piometru nego
u drugim fazama ciklusa estrusa (HAGMAN, 2022). Sposobnost prianjanja bakterije
Escherichia coli uz specificne receptore u endometriju maternice povecava se pod utjecajem
progesterona (HAGMAN, 2022). Osim hormonskog ¢imbenika, obolijevanju od piometre
pridonose povecéana prijemcivost psa i virulencija bakterija (KREKELER i sur., 2012).

2.2.3. UZROCNICI PIOMETRE

Sekrecija maternice privlaci rast mnogih oportunisti¢kih bakterija koje izlu¢uju endotoksin i u
konac¢nici smanjuju obrambeni mehanizam maternice (KUMAR i SAXENA, 2018). Urodeni
imunitet psa reagira na djelovanje bakterijskog endotoksina pomocu receptora koji pokrecu
nespecifiéni imunoloski odgovor regrutiranjem upalnih stanica, ukljucujuéi neutrofile

(HORNE i sur., 2008; BAGRI i sur., 2022).

Odredeni sojevi bakterija su patogeniji i njihovi faktori virulencije imaju vecu sposobnost
izazivanja piometre (ARORA i sur., 2006). Bakterije koje se najcesce izoliraju u slucajevima
piometre su anaerobne, gram-negativne, a prevladava Escherichia coli (HAGMAN i GREKO,
2005; CAVALCANTI DE ANDRADE i sur., 2023) u 90 % slucajeva (GASSER i sur., 2020).
Escherichia coli je prirodni stanovnik vaginalne flore (HAGMAN, 2022), a obi¢no se nalazi i
u izmetu oboljelih kuja (PRETZER, 2008). Smatra se da je infekcija je uzlazna ako su isti sojevi
bakterija prisutni u probavnom sustavu, ali put Sirenja moze biti i hematogen (HAGMAN,
2022). Mogu¢i uzrocnici infekcije su i druge vrste bakterija (HAGMAN i GREKO, 2005;
COGGAN i sur., 2008), kao $to su Klebsiella, Staphylococci i Streptococci (ARORA 1 sur.,

2006). Istovremeno moze biti ukljuceno vise vrsta bakterija.

MikrobioloSka pretraga u piometri moze otkriti viSe od jedne bakterijske vrste, a veoma rijetko
nalaz moze biti i negativan tj. sterilan (FRANSSON i sur., 1997). Etiologija sterilne piometre
nije poznata, ali je jedna od pretpostavki da je u odredenim slucajevima obrambeni mehanizam
maternice sposoban eliminirati mikroorganizme (YOON i sur., 2017). Dodatni mogu¢i razlog
sterilnog nalaza piometre je neadekvatno uzorkovanje (CAVALCANTI DE ANDRADE i sur.,
2023).

12



2.2.4. SIMPTOMI PIOMETRE

Ovisno o prohodnosti cerviksa razlikujemo tzv. otvorenu (<60 % kuja) i zatvorenu piometru
(NG XIN HUI i sur., 2017). Najces¢i klinicki nalaz u kuja s otvorenom piometrom je vaginalni
iscjedak neugodnog mirisa, koji moze biti krvav do mukopurulentan. Kuje sa zatvorenom
piometrom nemaju iscjedak, ali moze biti prisutna nadutost trbuha. Klini¢ki znakovi mogu biti
akutni ili kroni¢ni te ukljucuju dehidraciju, polidipsiju, poliuriju, letargiju, bol u trbuhu,
anoreksiju, povraéanje ili proljev, promijenjenu boju sluznica i tahikardiju. Cesto je prisutna i
hipertermija, osim u kuja s toksemijom koje mogu biti hipotermi¢ne (PRETZER, 2008). Kod
kuja sa zatvorenom piometrom postoji veca vjerojatnost da ¢e se razviti teska sistemska bolest

nego kod kuja s otvorenom piometrom.

U lumenu maternice moze se akumulirati i sterilna tekucina, sa ili bez cisticne hiperplazije
endometrija pa se, ovisno o vrsti tekuéine i sadrzaju mucina, moze razviti hidrometra,
mukometra ili, rijetko, hematometra. Kada nema bakterijske infekcije maternice, klinicki

znakovi su blagi, subklinicki ili nisu prisutni (HAGMAN, 2022).

Homeostazu vode u organizmu primarno regulira antidiuretski hormon (ADH) ¢ije izlu¢ivanje
iz neurohipofize primarno ovisi o osmolalnosti plazme. Kada se osmolalnost plazme povisi,
antidiuretski hormon djeluje na V2 receptore u bubreznim sabirnim kanali¢ima tako S§to
povecava apsorpciju vode ekspresijom receptora akvaporina 2. U piometri dolazi do pojave
sekundarnog nefrogenog diabetes insipidusa kada bubreg postaje manje osjetljiv na
antidiuretski hormon (ADH) S§to se klinicki ocituje kao polidipsija i poliurija. Pokretacki
¢imbenik je lipopolisaharidni endotoksin iz bakterije Escherichia coli koji blokira V2 receptore,
sprjecava vezanje ADH i1 umanjuje sposobnost Henleove petlje da reapsorbira ione natrija i

klora.

2.2.5. DIJAGNOSTIKA PIOMETRE
Kod sumnje na piometru, ultrazvuk je dijagnosticka tehnika izbora jer daje detaljne podatke o
veli¢ini 1 debljini maternice, prisutnosti fibroze ili cista u endometriju i izgledu tekucine u

maternici (BIGLIARDI i sur., 2004). Pozitivan nalaz ukljuuje povedanu maternicu sa

zavijenim, cjevastim rogovima ispunjenim anehogenom ili hipoehogenom teku¢inom. Vazno

13



je razlikovati piometru od drugih patoloskih poremecaja maternice, posebno onih koje nisu

bakterijske upale, kako bi se smanjila nepotrebna primjena antibiotika.

2.2.6. LIJECENJE PIOMETRE

Lijecenje piometre se provodi kirurSkim ili farmakolo$kim putem. KirurSka
ovariohisterektomija je najces¢i i najucinkovitiji nacin lije¢enja piometre (FIENI i sur., 2014;
ZHENG i sur., 2022). Njome se izravno uklanja izvor infekcije i sprjecava recidiv (HAGMAN,
2022). Ovariohisterektomija sprjecava obolijevanje od piometre i tumora mlije¢nih zlijezda, ali
moze povecati rizik od drugih bolesti, npr. urinarne inkontinencije, pretilosti, ortopedskih
bolesti te malignih bolesti (ZHENG 1 sur., 2022). Kod nepotpuno kastriranih kuja moze se
razviti tzv. stump piometra u zaostalom tkivu maternice, najceS¢e zbog ostataka jajnika koji

proizvode hormone (HAGMAN, 2022).

Farmakoloski nacin lijecenja se primjenjuje iskljucivo kod mladih i rasplodnih Zivotinja (FIENI
i sur., 2014) s otvorenom piometrom i bez dodatnih patoloskih stanja maternice i/ili jajnika
(HAGMAN, 2022). Takoder postoji moguénost imunizacije protiv bakterijskih ¢imbenika
virulencije koji su klju¢ni u uspostavljanju infekcije. Imunizacija protiv bakterije Escherichia
coli podrazumijeva blokiranje sva tri adhezina koji su klju¢ni u pric¢vrs¢ivanju za endometrij

maternice (KREKELER i sur., 2013).

2.2.77. KOMPLIKACIJE PIOMETRE

Piometra pasa je bolest s nizom mogucih teskih komplikacija koje ukljucuju sepsu, septicki
Sok, peritonitis, diseminiranu bakterijsku infekciju, poremecaj funkcije veceg broja organa i
smrt (HEIENE i sur., 2007; JITPEAN i sur., 2014). U vise od 50 % kuja oboljelih od piometre
razvija se sindrom sistemskog upalnog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response
Syndrome, SIRS) (HAGMAN, 2017). U slucaju sepse moze do¢i do razvoja sindroma
viSestrukog zatajenja organa (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS)
(RAMACHANDRAN, 2014; DEMIREL i sur., 2018), dok je mjera smrtnosti uzrokovana
piometrom 4-26 % (KUPLULU i sur., 2009; DEMIREL i sur., 2018), odnosno 10 % (JITPEAN
isur., 2014).
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U piometri moZze do¢i do akutnog ili subakutnog oStecenja glomerula i/ili tubula u bubrezima.
Bakterijski uzro¢nik stimulira imunoloSki sustav 1 stvaraju se cirkuliraju¢i imunoloski

kompleksi koji se taloze u glomerulima (MADDENS i sur., 2010; GASSER i sur., 2020).

2.3. AKUTNA OZLJEDA BUBREGA

2.3.1. DEFINICIJA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA

Pojam akutne ozljede bubrega (engl. Acute Kidney Injury, AKI) je tijekom godina prolazio kroz
znacajne promjene (MAKRIS i SPANOU, 2016) sto je uglavnom bilo posljedica promjena u
definiciji bolesti. Sredinom proslog stolje¢a u humanu medicinu je uveden pojam akutnog
zatajenja bubrega (engl. Acute Renal Failure, ARF) koji se odnosio na jaki akutni poremecaj u
funkeciji bubrega (EKNOY AN, 2002). Klini¢ki je podrazumijevao jaku azotemiju, 25 % porast
koncentracije kreatinina u serumu, Cesto oliguriju ili anuriju te potrebu za transplantacijom
bubrega. Kasnija istrazivanja su pokazala da ¢ak i blaga oStecenja ili blage promjene u funkciji
bubrega mogu imati ozbiljne klinicke posljedice (HOSTE i sur., 2006). Kako bi se identificirala
1 populacija pacijenata s blazim promjenama u funkciji bubrega, uveden je novi pojam akutna

ozljeda bubrega (engl. Acute Kidney Injury, AKI).

Istrazivanje iz 2002. godine je utvrdilo ¢ak 35 definicija AKI u literaturi (KELLUM 1 sur.,
2002). Zbog potrebe za uniformnom definicijom AKI koja bi ukljucila sve stupnjeve oStecenja
bubrega, u humanoj medicini su razvijeni sustavi klasifikacije KDIGO ( engl. Kidney Disease/
Improving Global Outcomes), RIFLE (engl. Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage) i AKIN
(engl. Acute Kidney Injury Network) (GAMEIRO 1 sur., 2018). Doneseno je nekoliko
konsenzusa u vezi definicije AKI koji su razvijeni isklju¢ivo na osnovu koncentracije kreatinina
u serumu i izlu¢ivanja mokrace te su uvedeni u epidemioloske studije u svrhu identificiranja

pacijenata.

2.3.2. KLINICKA SLIKA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA

Akutna ozljeda bubrega je karakterizirana smanjenjem bubrezne funkcije kroz kratko

vremensko razdoblje (dane, tjedne) (GONSALEZ i sur., 2019). Uklju€uje naglo smanjenje GFR
i gubitak funkcije bubrega, kao i strukturna oste¢enja (MAKRIS i SPANOU, 2016). Klinicki

15



se oCituje promjenama u volumenu mokrace i izlu¢ivanju otopljenih tvari putem bubrega,
odnosno porastom koncentracije kreatinina u serumu i proteina u mokrac¢i. Naj¢e$¢i simptomi
nisu specificni i ovise o uzroku te ukljucuju letargiju, anoreksiju, povracanje, slabost, proljev,
anuriju, oliguriju, poliuriju i polidipsiju. Navedeni klinicki znakovi su posljedica nakupljanja

uremijskih toksina pa su u korelaciji sa stupnjem azotemije.

Kod zivotinja se AKI obi¢no ocituje kao akutna uremija nakon koje se utvrduje uzrok
(prerenalni, renalni, postrenalni). U Zivotinja se AKI razvija naglo i najcesce izvan bolnickog
okruZenja pa su podatci o postojanju azotemije, promjeni GFR-a i/ili proizvodnji mokrace
rijetko poznati. Zbog toga kriteriji definirani za ljude nisu sasvim primjenjivi na Zivotinje sa
spontano nastalim bolestima bubrega. Dijagnoza AKI u pasa (i macaka) se postavlja na osnovu
klinickih znakova koji su u skladu s AKI i smjernicama IRIS za dijagnosticiranje i stupnjevanje

AKI.

U pasa su kao moguc¢i ¢imbenici rizika za uginuce prepoznati smanjena proizvodnja mokrace,
stupanj azotemije, proteinurija, anemija, abnormalnosti elektrolita, pove¢ani anionski procjep 1
ukljucenost drugih organskih sustava (THOEN i KERL, 2011; RIMER, 2022). Izostanak
proizvodnje mokrace, anurija, je relativno konzistentan negativan prognosticki pokazatelj smrti

kod ljudi i Zivotinja (KEIR i KELLUM, 2015; RIMER, 2022).

Tijek AKI-a ima cetiri faze. Prva, inicijalna faza, dogada se tijekom i odmah nakon ozljede
bubrega. Za vrijeme druge, ekstenzijske faze, razvija se ishemija, hipoksija, upala i oSte¢enje
stanica koje dovodi do apoptoze i/ili nekroze. Za vrijeme prve dvije faze ¢esto se ne primjecuju
klini¢ke i laboratorijske abnormalnosti. Do azotemije i/ili uremije dolazi u trecoj, tzv. fazi
odrzavanja, koja moze trajati danima ili tjednima. Pritom mogu biti prisutne oligurija (stvaranje
mokra¢e manje od 0,5 mL/kg/sat) ili anurija (nema stvaranja mokrace). Tijekom Cetvrte, faze
oporavka dolazi do ublazavanja azotemije i obnavljanja bubreznih tubula pa se moZze pojaviti

znacajna poliurija (ROSS, 2011).

2.3.3. KLASIFIKACIJA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA

Bolesti bubrega su Ceste u malih Zivotinja i za njihovo uspjesno lijecenje je potrebno odrediti
prirodu ostecenja (CIANCOLO, 2016). Medutim, u veterinarskoj medicini takoder ne postoji

precizna definicija AKI. Zbog toga je, analogno kriterijima u humanoj medicini, udruzenje IRIS
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(engl. International Renal Interest Society) razvilo smjernice za klinicko razlu€ivanje i
stupnjevanje AKI i CKD u pasa i macaka (www.iris-kidney.com/guidelines/grading) (LEE 1
sur.,2011; THOEN i KERL, 2011). Smjernice se primjenjuju u klinickoj praksi od 2003. godine

za CKD, odnosno od 2012. godine za AKI te pomazu u identificiranju reverzibilnih slucajeva

koje je moguce izlijeciti.

Udruzenje IRIS je primijenilo isti pristup u klasificiranju i stupnjevanju CKD-a i AKI-a u pasa
1 macaka. Za razliku od stupnjeva CKD-a koji su postojani, stupnjevi AKI-a su podlozni
promjenama ako se stanje pogorSava, poboljSava ili prelazi u kroni¢nu bolest bubrega.
Stupnjevi se temelje na koncentraciji kreatinina u serumu, volumenu izlu¢ene mokrace i potrebi
za nadomjesnom terapijom za bubrege (COBRIN i sur., 2013). Ovim pokazateljima nedostaje
osjetljivost i specificnost te o€ituju porast uz znac¢ajnu vremensku odgodu, posebno kad je sepsa

uzrok AKI (DELLEPIANE i sur., 2016).

Prema smjernicama IRIS-a u I stupanj AKI-a ubrajamo pse u kojih se nije razvila azotemija, tj.
koncentracija kreatinina u serumu je unutar referentnih vrijednosti (sCr <140 umol/L). Pritom
anamnesticki, klinicki, dijagnosti¢ki slikovni i laboratorijski dokazi, kao npr. poviSena
serumska koncentracija simetriCnog dimetil-arginina (engl. symmetrical dimethylarginine,
SDMA), glukozurija, cilindrurija, proteinurija, mikroalbuminurija, upalni sediment mokrace
govore u prilog AKI-u. Porast koncentracije serumskog kreatinina od najmanje 26,4 pumol/L
tijekom 48 sati je kriterij za identifikaciju I i1 II stupnja AKI (HOKAMP i NABITY, 2016). U
II stupanj ubrajamo pse u kojih je prisutna blaga azotemija uz povisenu serumsku koncentraciju
kreatinina (sCr 141-220 umol/L). U oba stupnja je prisutna oligurija ili anurija, ali oboljeli psi
dobro reagiraju na terapiju teku¢inom, §to se oc€ituje kao porast u proizvedenom volumenu
mokrace od 1 mL/kg/h unutar 6 sati i/ili pad koncentracije kreatinina u serumu na bazalnu
vrijednost tijekom 48 sati. IRIS stupnjevi III (sCr 221-439 pmol/L), IV (sCr 440-880 pumol/L)
1V (sCr >880 umol/L) predstavljaju srednje tesku do tesku akutnu ozljedu bubrega i odnose se
na pse s progresivno veéim stupnjevima oSte¢enja bubreznog parenhima i funkcionalnog
zatajenja bubrega tj. na uremiju. Svaki od navedenih stupnjeva AKI-a se prema IRIS
smjernicama dalje razlikuje prema stvaranju i izlu€ivanju mokrace tijekom 6 sati kao
oligoanuri¢ni (0-1 mL/kg/sat) ili neoliguri¢ni (>1 mL/kg/sat) te prema potrebi za nadomjesnom

bubreznom terapijom.
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2.3.4. UKUPNI PROTEINI I KREATININ U MOKRACI

U pasa s azotemijom prognosticku vrijednost ima omjer ukupnih proteina i kreatinina u mokraci
(engl. Urine Protein to Creatinine Ratio, UPCR). Vrijednost UPCR-a ne razlucuje pouzdano
glomerularne od tubularnih proteinurija, ali njegova procjena i pracenje predstavljaju vazan
korak u utvrdivanju prisustva i jaCine oStecenja glomerula. Vrijednosti UPCR-a od 0,2-0,5
klasificiraju se kao grani¢na proteinurija, dok se UPCR 20,5 smatra pozitivnim nalazom
proteinurije. Ako su u barem 3 uzastopna uzorka u razmaku od 2 ili viSe tjedana vrijednosti
UPCR 20,5, postavlja se dijagnoza perzistirajue renalne proteinurije koja moze biti
glomerularna i/ili tubularna. Vrijednosti UPCR <2 su pretezno znak tubularne proteinurije
(LEES 1 sur., 2005), a moguceg primarnog oSte¢enja glomerula (HOKAMP i sur., 2016).
Vrijednosti UPCR >2 ukazuju na glomerularnu proteinuriju. Ako je kod inicijalne procjene
UPCR 21, povecan je rizik od uremi¢ne krize. Relativni rizik od uremije ili uginuca je oko 1,5
puta veéi za svako jedini¢no poveéanje UPCR-a (JACOB i sur., 2005; CIANCOLO 1 sur.,
2016).

2.3.4.1. Proteinurija

U zdravom bubregu glomerularna filtracijska barijera omogucuje slobodnu filtraciju proteina
male molekulske mase (<40 kDa) koji se potom reapsorbiraju u proksimalnim tubulima.
Proteinurija se odnosi na izlu¢ivanje proteina mokra¢om u koli¢ini koja je veca od fizioloske,
tj. u pasa ve¢oj od 30 mg/kg/dan. S obzirom na podrijetlo proteina u mokraci proteinurija moze

biti prerenalna, renalna i postrenalna.

Renalna proteinurija moze biti glomerularna, tubularna ili glomerularno-tubularna.
Glomerularna selektivna proteinurija se ocituje malim porastom albumina u mokraci. Kod
glomerularne neselektivne proteinurije je povecana propusnost glomerularne filtracijske
barijere pa se u mokra¢nom filtratu pojavljuju i proteini srednje i velike (>100 kDa) molekulske
mase. Tubularna proteinurija je uzrokovana smanjenom tubularnom reapsorpcijom proteina
plazme koji se normalno filtriraju, proteina niske molekulske mase od 10-70 kDa, npr. al-
mikroglobulin, f2-mikroglobulin. Proteini se u mokra¢i mogu pojaviti i zbog istjecanja proteina
iz tubularnih epitelnih stanica i/ili povecane sinteze proteina koji su ukljuceni u ozljedu i

popravak (D'AMICO i BAZZI, 2003). Cesto je uzrokovana nefrotoksinima ili teskim metalima,
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ali 1 kompetitivnim relativnim nedostatkom tubularne reapsorpcije drugih proteina koji se
slobodno filtriraju. Smatra se da je kod primarnog oStec¢enja tubula proteinurija blaga uz nalaz
proteina pretezno niske molekulske mase (D'AMICO i BAZZI, 2003; GIORI i sur., 2011). U
glomerularno-tubularnoj proteinuriji se u mokra¢i mogu naci sve vrste proteina plazme, osim
proteina velike molekulske mase, npr. a2-makroglobulina. Budu¢i da se ostec¢enje glomerula i
tubula obi¢no dogada istovremeno, u proteinuriji pasa su najcesce prisutni mijeSani obrasci s

proteinima niske te srednje 1 visoke molekulske mase (ZINI i sur., 2004).

Prerenalna proteinurija je posljedica visokih serumskih koncentracija proteina niske
molekulske mase koji se u ultrafiltratu mogu naci i u fizioloskim uvjetima. Pritom funkcije
glomerula i tubula mogu biti o¢uvane. Postrenalna proteinurija se dogada kada postoji izravan

prijelaz proteina plazme velike molekulske mase, npr. a2-makroglobulina, u mokracu.

2.3.4.2. Kreatinin

Koncentracija kreatinina u serumu se koristi klinicki i eksperimentalno kao marker stupnja
glomerularne filtracije viSe od 50 godina i najces¢i je pokazatelj bubrezne funkcije u humanoj
i veterinarskoj medicini (COBRIN i sur., 2013). Koncentracija kreatinina u serumu je odredena
ravnotezom izmedu dnevne endogene proizvodnje i dnevnog izlucivanja kreatinina.
Ekstrarenalni ¢imbenici koji utjeCu na koncentraciju kreatinina u serumu ukljucuju misi¢énu
masu i razli¢ite uzroke pre- i postrenalne azotemije. Na koncentraciju kreatinina u serumu mogu
utjecati stanje hidracije (COBRIN i sur., 2013) i volumen krvi u organizmu te opstrukcija ili
ruptura u mokraénom sustavu (HOKAMP i NABITY, 2016). Budu¢i da su dnevne varijacije u
misiénoj masi relativno male, dnevna proizvodnja i izlu€ivanje kreatinina mokra¢om su kod
zdravih pasa gotovo konstantne (BRAUN i sur., 2003). Ako je prisutno propadanje misica,
pracenje koncentracije kreatinina u serumu tijekom vremena nije pouzdan pokazatelj smanjenja

glomerularne filtracije (HOKAMP i NABITY, 2016).

Kreatinin se slobodno i gotovo potpuno filtrira u glomerulima pa je njegova koncentracija u
glomerularnom filtratu jednaka onoj u plazmi. Ne apsorbira se u bubreznim tubulima i izlucuje
se bez znafajnih metabolickih promjena (MARX i sur., 2018). Kreatinin se slabo izlucuje
proksimalnim bubreznim tubulima pasa (muski psi). Interindividualne varijacije koncentracije

kreatinina u mokraci su vrlo velike, ¢ak i u mokraci prikupljenoj tijekom 24 sata. Prema nekim
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istrazivanjima koncentracija kreatinina u mokra¢i je nakon obroka povecana, dok prema drugim

istrazivanjima nije pove¢ana (BRAUN i sur., 2003).

Budu¢i da je dnevna proizvodnja kreatinina gotovo konstantna, glavni ¢imbenik koji uzrokuje
promjenu koncentracije kreatinina u serumu je glomerularna filtracija (LEES, 2004). Odnos
koncentracije kreatinina u serumu i stupnja glomerularne filtracije je obrnuto proporcionalan i
nelinearan. U ranoj fazi bolesti bubrega velika smanjenja glomerularne filtracije rezultiraju
relativno malim povecanjem koncentracije kreatinina u serumu, a obrnuto je kod uznapredovale
bubrezne bolesti (BRAUN i sur., 2003; COBRIN 1 sur., 2013). Koncentracija kreatinina u
serumu nije osjetljiv pokazatelj rane insuficijencije bubrega jer raste iznad referentnog raspona
tek kad se dogodi gubitak od najmanje 75 % mase funkcionalnih nefrona (COBRIN i sur.,
2013). Funkcija bubrega opada sporije nego masa nefrona zbog kompenzacijskih promjena u
preostalim nefronima, tzv. kompenzacijske hipertrofije bubrega U istrazivanjima s
djelomi¢nom nefrektomijom prema klirensu inulina gubitak bubrezne mase od 75 % odgovara
smanjenju bubrezne funkcije od priblizno 50-60 % nakon mjesec dana (HOKAMP i NABITY,
2016).

Nedovoljna osjetljivost serumske koncentracije kreatinina za otkrivanje pogorSanja funkcije
bubrega manjeg od 50 % je djelomicno posljedica presSirokih referentnih raspona u pasa
(HOKAMP i NABITY, 2016). Koncentracija kreatinina u serumu ima u pasa relativno visoku
individualnost (RUAUX i sur., 2012), tj. njegova je varijabilnost izmedu jedinki mnogo veca
nego varijabilnosti unutar iste Zzivotinje (HOKAMP i NABITY, 2016). Na vrijednost
koncentracije kreatinina u serumu pasa utjecu dob, spol, pasmina (MISBACH i sur., 2015), ali
i laboratorij u kojem se mjeri (CONCORDET i sur., 2008; HOKAMP i NABITY, 2016) te
metoda mjerenja. Prosjene koncentracije kreatinina u serumu hrtova su vise nego kod drugih
pasmina. Primjena koncentracije kreatinina u serumu kao testa probira za ranu bolest bubrega
mogla bi se poboljsati snizavanjem gornje granice referentne vrijednosti (LEES, 2004). U
istrazivanju na psima oboljelim od nasljedne nefropatije je primijenjena niza gornja referentna
granica za koncentraciju kreatinina u serumu (sCr <106 umol/L) pa je porast koncentracije

kreatinina u serumu otkrio smanjenje GFR-a za 48% (HOKAMP i NABITY, 2016).

Rasponi koncentracije kreatinina u serumu se kod zdravih zivotinja i kod Zivotinja s ranom
bubreznom bolesti, tj. smanjenim GFR-om, zna¢ajno preklapaju (LEES, 2004). Koncentracija

kreatinina u serumu moZze precijeniti bubreznu funkciju u kahekti¢nih, starijih i vrlo mladih
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pacijenata te u malih pasmina (HOKAMP i NABITY, 2016). Kod ljudi se GFR relativho tocno
izraCunava razli¢itim formulama koje, osim koncentracija kreatinina u serumu, ukljucuju i dob,
spol, etni¢ku pripadnost i tjelesnu masu (LEES, 2004). Sli¢ne jednadzbe za izra¢un GFR u pasa
1 macaka nisu opisane iako na vrijednosti utjecu isti ¢imbenici (dob, spol, tjelesna masa,

pasmina) (COBRIN i sur., 2013; BEXFIELD i sur., 2008).

Osjetljivost pokazatelja kreatinina za otkrivanje rane bolesti bubrega se moze povecati
uzastopnim mjerenjima koncentracije kreatinina u serumu nataste kod iste zivotinje (HOKAMP
1 NABITY, 2016; LEES, 2004). Tijekom ranih faza progresivne bolesti bubrega uzastopna
mjerenja koncentracije kreatinina u serumu pasa s opadaju¢im GFR-om ¢esto pokazuju blago
rastuci trend koji je unutar referentnog raspona (LEES, 2004). Ovaj koncept otkrivanja malih,
ali klini¢ki relevantnih povecanja koncentracije kreatinina u serumu je prihvatljiv u slucaju
AKI-a (HOKAMP i NABITY, 2016). Dijagnosti¢ki zakljucci o zivotinjama s grani¢nom ili
blago povisenom koncentracijom kreatinina u serumu su potpuniji uz istodobne procjene

proteinurije (mikroalbuminurije) i sposobnosti koncentriranja mokrace (LEES, 2004).

2.3.5. ETIOLOGIJA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA

Prema tradicionalnoj klasifikaciji AKI moze biti prerenalna, renalna (parenhimna) i postrenalna
(opstruktivna) nefropatija. Samo renalna predstavlja pravu bolest bubrega, dok su prerenalni i
postrenalni AKI posljedice drugih ekstrarenalnih bolesti koje dovode do smanjenja GFR-a. Ako
prerenalna i/ili postrenalna stanja potraju, ona mogu dovesti do oSte¢enja stanica bubrega, t;.
do intrinzi¢ne renalne bolesti. AKI je u mnogih pacijenata bolest mijeSane etiologije u kojoj
sepsa, ishemija i nefrotoksicnost ¢esto koegzistiraju 1 kompliciraju prepoznavanje i lijeenje
bolesti (MAKRIS i SPANOU, 2016). Budu¢i da je AKI komplikacija razli¢itih medicinskih
stanja, prognoza i ishod bolesti ovise o uzroku (ROSS, 2011). AKI u pasa oboljelih od zarazne
bolesti moze imati povoljan ishod zbog reverzibilne prirode bolesti i dostupnosti specificnog
tretmana za uklanjanje uzroka. Posljednjih godina su u veterinarskoj medicini dostupni
napredniji nacini lijjecenja, npr. mehanic¢ka ventilacijska potpora u jedinicama intenzivnog
lijecenja pa se povecao udio pasa sa uspjesnim ishodom lijecenja AKI-a (THOEN 1 KERL,
2011; RIMER 1 sur., 2022). U novije vrijeme AKI se opisuje kao sindrom u koji ubrajamo
hepatorenalni, kardiorenalni, nefrotoksicni, perioperativn AKI, AKI povezan sa sepsom i ostale

(RONCO i sur., 2019; EL-KHOURY, 2021).
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2.3.5.1. Sepsa

Sepsa je heterogen i slozen klinicki sindrom u sklopu kojeg se moze razviti po Zivot opasan
poremecaj rada veceg broja organa (HE i sur., 2022). Karakterizira je nekontrolirani odgovor

imunosnog sustava domacina na patogen zbog ¢ega se ¢esto razvija generalizirana upala.

Trenutno vaze¢i klinicki kriteriji za dijagnozu sepse u humanoj medicini su sadrzani u
dokumentu konsenzusa Sepsis-3 iz 2016. godine. U njemu se predlaZe primjena sustava probira
SOFA (engl. Sequential Organ Failure Assesment) koja podrazumijeva kvantitativnu procjenu
funkcije, odnosno disfunkcije jetre, sustava zgruSavanja krvi te respiratornog,
kardiovaskularnog, bubreznog i neuroloskog sustava koja je posebno namijenjena pacijentima
smjestenim u jedinice intenzivnog lijeCenja (SINGER 1 sur., 2016). Kriteriji koje predlaze
konsenzus Sepsis-3 nisu potpuno primjenjivi u veterinarskoj medicini jer nedostaje
standardizacija klinickih kriterija i validacija sustava probira SOFA. Zbog navedenih razloga
prevalencija 1 uCestalost sepse u veterinarskoj medicini nisu objektivnho dokumentirani. Prema
dostupnim podatcima mjera smrtnosti pasa povezana s npr. septickim peritonitisom je 21-68 %
(BENTLEY i sur., 2007). Prema drugim izvje$¢ima mjera smrtnosti pasa zbog zatajenja organa

je 70 % (KENNEY i sur., 2010).

Sepsa se u veterinarskoj medicini definira analogno smjernicama iz humane medicine koje su
utvrdene konsenzusima iz 1991.12001. godine. Prema stupnju tezine razlikujemo sepsu, tesku
sepsu i septicki Sok (LEVY i sur., 2003). Dijagnoza sepse se postavlja ako se klinicki ocituje
SIRS uz dokumentiranu infekciju ili sumnju na infekciju (SUMMERS i sur., 2021). Kod teske
sepse se razvija SIRS i disfunkcija organa. Septicki Sok je, osim navedenim, karakteriziran i
dugotrajnom hipotenzijom (POSTON i KOYNER, 2019). U veterinarskoj medicini postoji
nekoliko kriterija za postavljanje dijagnoze SIRS-a (Hauptmann, 1997; de Laforcade, 2003;
Okano, 2002), ali ne postoji konsenzus koji bi kriterij trebalo primijeniti. PredloZzeno je da se
dijagnoza SIRS-a u pasa postavi ako su promijenjena barem dva od sljede¢ih nekoliko
parametara; temperatura <37,8 °C ili >38,9 °C, >120 otkucaja srca/min, >20 udisaja/min, broj
leukocita u perifernoj krvi <6x10° /L ili >16x10° /L, >3 % nezrelih neutrofilnih granulocita u

perifernoj krvi (CORTELLINI i sur., 2024).

Uzrocnici sepse mogu biti infektivni, bakterije, virusi, gljivice 1 paraziti, ali i neinfektivni, kao

npr. akutni pankreatitis ili trauma (HE 1 sur., 2022). U sepsi se na mjestu ozljede tkiva u
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domacinu aktiviraju urodeni stani¢ni i humoralni imunoloski odgovori. U stanici se aktiviraju
molekularne kaskade koje se manifestiraju kao upalni odgovor na infekciju (FRY, 2012).
Patofizioloski mehanizmi koji se odvijaju u sepsi ukljucuju prekomjernu proizvodnju
proupalnih citokina, povecanje oksidativnog stresa, aktivaciju simpatickog Ziv€anog sustava,
ozljedu endotela, otpuStanje vazoaktivnih tvari, aktivaciju kaskade zgruSavanja krvi,

preraspodjelu krvotoka i poremecaje mikrocirkulacije (HE 1 sur., 2022).

Na pocetku sepse iz ozlijedenih stanica se otpustaju tzv. molekularne Cestice povezane s
patogenom (engl. Pathogen Associated Molecular Patterns, PAMP) i molekularne cestice
povezane s osteCenjem (engl. Damage Associated Molecular Patterns, DAMP) (KEIR i
KELLUM, 2015). Organizam domacina ih prepoznaje kao uzro¢nike (VAN DER POLL i sur.,
2017) koji se kao ligandi vezuju na TLR (engl. Toll-like Receptor), receptore na povrsini
imunosnih stanica, ili na NLR (engl. Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like
Receptor), receptore u citosolu stanica. Najces¢i uzrok bakterijske sepse je lipopolisaharid,
element stanicne stijenke gram-negativnih bakterija, koji ubrajamo u PAMP (HE i sur., 2022).
Otpustanje DAMP aktivira proupalni odgovor, tj. imunosne stanice, T-limfocite i dendriti¢ne
stanice u udaljenim organima (HUMPHREYS i sur., 2008). Aktivirani upalni citokini
regrutiraju imunosne stanice na mjesto ozljede radi uklanjanja bakterija. Cirkuliraju¢i upalni
citokini stimuliraju u stanicama endotela proizvodnju dusikovog oksida (NO), a pojacano se
otpustaju i druge vazoaktivne tvari, npr. endotelin, vazopresin, angiotenzin II. Dolazi do
generalizirane arterijske vazodilatacije, odnosno smanjenog sistemskog vaskularnog otpora
zbog Cega se smanjuje i efektivni cirkuliraju¢i volumen krvi (HE i sur., 2022). Posljedica je
neujednacen protok krvi i nedovoljna perfuzija organa u uvjetima povecanih metabolickih
potreba (KAUKONEN i sur., 2015). Sepsa uzrokuje poremecaje mikrocirkulacije u svakom
vitalnom organu koje su neovisne o promjenama makrohemodinamskih parametara (SEELY 1
sur., 2011). Kljuénim mehanizmom u razvoju sepse smatra se poremecaj mikrocirkulacije jer

uzrokuje disfunkciju organa i potencijalno smrtni ishod (POST i sur., 2017).

2.3.6. AKUTNA OZLJEDA BUBREGA POVEZANA SA SEPSOM

Jedna od najtezih i naj¢es$¢ih komplikacija sepse je AKI koji je, unato¢ primjeni antibiotika,
povezan s loSim ishodima i visokom smrtno$¢u (HE i sur., 2022). Klinicke znacajke akutne
ozljede bubrega povezane sa sepsom (engl. Sepsis Associated Acute Kidney Injury, SA-AKI)

su takoder naglo pogorSanje bubrezne funkcije, tj. smanjenje GFR i izlu€ivanja mokrace,
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povisenje koncentracije kreatinina u serumu (BELLOMO 1 sur.,, 2017) Sto je praceno
sindromima disfunkcije ostalih organa. Prema trenutnim spoznajama patogeneza SA-AKI
ukljucuje nekontrolirani odgovor imunosnog sustava domacina, sistemsku upalu, nakupljanje
citokina u bubrezima, promjene u hemodinamici, disfunkciju mikrovaskularnih endotelnih

stanica u bubrezima i oStecenje epitelnih stanica bubreznih tubula (FANI i sur., 2018).

Proupalni odgovor se odvija kroz aktivaciju imunosnih stanica, T-limfocita i dendriti¢nih
stanica bubrega. Aktivacijom nuklearnog ¢imbenika kB (engl. Nuclear Factor-kappa B, NF-
kB) oslobadaju se proupalni citokini, prekomjerno proizvode ROS i oSte¢uju mitohondriji
(KALAKECHE 1 sur., 2011) §to pojacava ozljedu epitelnih stanica bubreznih tubula (FRY,
2012; DELLEPIANE i sur., 2016). U AKI-u u tubulima kore bubrega moze do¢i do nastajanja
superoksida, odnosno peroksinitrita, pri ¢emu nastali nitrozativni stres utje¢e na proteine ili
DNK i dovodi do stani¢ne smrti ili apoptoze (ZHAO 1 sur., 2022). U misjem modelu
endotoksemije ozljedu bubreznih tubula je ublazila superoksid-dismutaza (SOD) koja sudjeluje

u uklanjanju ROS-a (WANG i sur., 2003; HIMMELFARB i sur., 2004).

PAMP i DAMP prepoznaju TLR koji su izraZeni na povrSini imunosnih stanica, ali i epitelnih
stanica bubreznih tubula (JANG i RABB, 2015). PAMP i DAMP se mogu filtrirati kroz
glomerul nakon Cega ih prepoznaju TLR na membrani apikalne strane epitelnih stanica
bubreznih tubula. Kao posljedica promijenjenog peritubularnog kapilarnog protoka PAMP i
DAMP se mogu osloboditi u intersticijski prostor, tj. u blizinu bazolateralne membrane, te
izazvati dodatnu, izravnu ozljedu epitelnih stanica bubreznih tubula. Zbog navedenog
mehanizma tzv. dvostrukog udara su epitelne stanice proksimalnih tubula bubrega posebno

podlozne ozljedi (MANRIQUE-CABALLERO i sur., 2022).

Krvozilni sustav bubrega sastoji se od bubreznih arterija, mikrovaskulature glomerula i
peritubularnih kapilara. Protok krvi kroz bubrege ovisi o minutnom volumenu srca i efektivnom
cirkuliraju¢em volumenu krvi. Kod SA-AKI je protok krvi kroz bubrege ocuvan ili ¢ak povecan
(MAIDEN 1 sur., 2016). Kod eksperimentalnih modela velikih Zivotinja protok krvi kroz
bubrege je povecan u ranoj fazi sepse (DI GIANTOMASO i sur., 2003; LANGENBERG i sur.,
2007). Sest sati nakon postupka podvezivanja i punkcije cekuma (engl. Cecal Ligation and
Puncture, CLP) protok krvi kroz bubrege se udvostrucio, a renovaskularni otpor smanjio

(LEISMAN i sur., 2021);
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Povecana sinteza citokinima induciranog NO i otpuStanje vazoaktivnih tvari uzrokuju
generaliziranu arterijsku vazodilataciju S$to dovodi do makrohemodinamske nestabilnosti,
smanjenog  sistemskog  vaskularnog otpora 1  oslabljene perfuzije  bubrega
(PEERAPORNRATANA isur., 2019; OLIVEIRA i sur., 2022). Hipoperfuzija bubrega se dugo
smatrala primarnim uzrokom akutne ozljede bubrega. Prema novijim istrazivanjima SA-AKI
se moze razviti i uz mikrohemodinamsku nestabilnost (POST i sur., 2017) koja se moZe odraziti

i na glomerul pa dolazi do opadanja glomerularne filtracije.

Glomerularna filtracija je u fizioloSkim uvjetima strogo regulirana te odrzava konstantnu brzinu
filtracije pri razliitim vrijednostima krvnog tlaka putem uskladenog Sirenja i stezanja
aferentnih 1 eferentnih arteriola. Tijekom sepse je naruSena kontrola glomerularne filtracije.
Zbog istovremenog stezanja aferentne i Sirenja eferentne arteriole smanjuje se hidrostatski tlak
u glomerulu, a time i glomerularna filtracija. Stezanje aferentne arteriole dodatno potice protok
kroz ekstraglomerularne kapilare koje potpuno zaobilaze glomerul i doprinose smanjenju

glomerularne filtracije (CALZAVACCA i sur., 2015; MARTENSSON i BELLOMO, 2015).

Promjene u medustanicnim vezama u endotelu dovode do poveane mikrovaskularne
propusnosti. Ostec¢enje endotela 1 gubitak glikokaliksa poticu izlazenje leukocita i adheziju
trombocita te aktivaciju koagulacijske kaskade i razvoj mikrotromboze (MOLEMA 1 sur.,
2022). Uz smanjenje brzine protoka krvi i okluziju kapilara moze do¢i do prekida
mikrovaskularnog protoka (VERMA i MOLITORIS, 2015; PEERAPORNRATANA 1 sur.,
2019). Zbog neujednacenog protoka krvi u bubregu se mijenja mikrocirkulacija (POST i sur.,
2017). Promjene u distribuciji krvi mogu dovesti do razvoja nepravilnih podrucja ishemije 1
gubitka autoregulacije Sto dodatno pojacava ozljedu i funkciju epitelnih stanica bubreznih
tubula (DYSON 1 sur., 2011; POST i sur., 2017). Do vaskularnog istjecanja mogu dovesti i
promjene tzv. fenestracija u endotelu (ESCOBAR i sur., 2015). Lipopolisaharid moze
uzrokovati povecanje broja i veliine fenestra u endotelu glomerula $to je posredovano

aktivacijom TNF-a (XU i sur., 2014).

Nekontrolirani upalni odgovor unutar bubrega rezultira rasirenom disfunkcijom epitela
bubreznih tubula. U proksimalnim tubulima ne reapsorbira se natrij-klorid (NaCl) pa povisene
koncentracije Na“ i Cl" dolaze do distalnih tubula i stanice macula densa. Aktivira se tubulo-
glomerularna povratna sprega i dolazi do opsezne vazokonstrikcije aferentne arteriole i

posljedi¢nog smanjenja glomerularne filtracije (SINGH i OKUSA, 2011). Disfunkcija epitela
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ocituje se takoder i prekidom veza izmedu epitelnih stanica bubreznih tubula Sto rezultira

istjecanjem tubularne tekucine.

Dolazi do promjena u morfologiji stanica proksimalnih tubula, povlacenja tzv. Cetkaste
membrane (engl. brush border), nastajanja mjehuri¢a na membrani, izbacivanja stani¢nih
ostataka u lumen tubula. Nastaje tzv. spljoSteni epitel koji je histolosko obiljezje AKI-a. Neke
promjene u strukturi stanice se mogu dogoditi i zbog poviSene koncentracije unutarstani¢nog
kalcija (Ca) (WEINBER i sur., 1997; MARTINS i sur., 2020) $to utjeCe na gradu aktinskog
citoskeleta. Ozljede epitelnih stanica mogu rezultirati slabljenjem adhezije na bazalnu
membranu i njihovim gubitkom u lumen tubula. Ostaci epitelnih stanica mogu sprjecavati
protok teku¢ine kroz bubrezne tubule pri ¢emu se u mokraéi pojavljuju cilindri (KEIR i
KELLUM, 2015). Ozljeda epitelnih stanica bubreznih tubula kod SA-AKI patohistoloski nije
ekvivalentna akutnoj tubularnoj nekrozi (MANRIQUE-CABARELLO isur., 2021). U SA-AKI
se rijetko javlja tubularna nekroza jer epitelne stanice bubreznih tubula ograni¢avaju

signalizacijske puteve apoptoze i nekroze (ROSEN i SAMUEL, 2000).

U pocetku sepse se u epitelnim stanicama proksimalnih tubula bubrega aktivira prolazna
autofagija (LEVENTHAL 1 sur., 2016). U kasnijoj fazi sepse se autofagija smanjuje Sto
doprinosi disfunkciji epitelnih stanica proksimalnih tubula bubrega i moze dovesti do

patoloskog i funkcionalnog oStecenja bubrega (HSIAO i sur., 2012).

2.4. METABOLIZAM BUBREGA I AKUTNA OZLJEDA BUBREGA

2.4.1. PROKSIMALNI TUBULI BUBREGA

Bubrezi sisavaca uklanjaju otpadne produkte, ali i odrzavaju i recikliraju vazne nutrijente
(CRYSOPOULOU i RINSCHEN, 2024). Osnovne filtracijske jedinice bubrega su nefroni koji
su sastavljeni od glomerula, proksimalnih i distalnih tubula, i kojih u bubregu psa ima oko 1
milijun. Filtracija tekucine se odvija u glomerulima nakon ¢ega slijedi reapsorpcija otopljenih
tvari u tubulima koja sprjecava njihov gubitak mokrac¢om. Najveci dio proksimalnih tubula je
smjesten u kori bubrega, tj. proksimalni tubuli ¢ine oko 65 % cijelog bubrega i vise od 80 %
kore bubrega (CLARK i sur., 2019). Osnovne karakteristike epitelnih stanica bubreznih tubula

su velika potro$nja energije i visoki stupanj metabolicke aktivnosti potrebni za kontinuirano
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reapsorbiranje hranjivih tvari, kao $to su glukoza i aminokiseline (LI i sur., 2021). Tekucina se

najveéim dijelom reapsorbira u proksimalnim tubulima, ali i propusnim paracelularnim putem

(HALL i DE SEIGNEUX, 2022).

Prijenos otopljenih tvari duz proksimalnih tubula je specifi¢no organiziran §to se ocituje u
razlikama u stani¢noj morfologiji. Kod glodavaca, pasa i primata su elektronskom
mikroskopijom vidljiva tri segmenta proksimalnih tubula, S1, S2 1 S3. U Stakora je npr.
reapsorpcija filtriranih otopljenih tvari najve¢a u pocetnom dijelu proksimalnih tubula
(MADDOX i1 GENNARI, 1987). Isto tako su kod razli¢itih vrsta Zivotinja zastupljenosti
transportera, enzima koji metaboliziraju lijekove, npr. citokroma P450, i antioksidativnih
obrana, npr. glutationa, razli€ite u razli¢itim podsegmentima proksimalnih tubula. Segmenti
proksimalnih tubula u sepsi medusobno ,komuniciraju® putem izvanstani¢nih vezikula

egzosoma (OH i KWON, 2021).

S1 segment je pocetni dio proksimalnih tubula koji sadrzi najve¢u gustocu mitohondrija i
najvecu koli¢inu NaK-ATPaze. Iz filtrata pomocu transportera s apikalne strane uzima hranjive
tvari, tj. laktat, piruvat i aminokiseline. Potencijalni izvor hranjivih tvari su takoder
makromolekule, filtrirani proteini plazme i masne kiseline vezane na albumin koji u stanice S1
segmenta ulaze endocitozom uz posredovanje receptora (NIELSEN i sur., 2016). Zbog toga je
segment S1 veoma izloZen utjecaju proteinskih toksina, mioglobulinu (GBUREK i sur., 2003)
i lakim lancima imunoglobulina (LUCIANI i sur., 2016). Daljnji dijelovi S2 segmenta uzimaju
metabolite izravno iz krvotoka preko bazolateralne membrane gdje je velika zastupljenost
transportera koji prenose masne kiseline (GRANADOS i sur., 2021). Stanice S2 segmenta su
gusée ispunjene peroksisomima (BUGARSKI i sur., 2018). S3 segment je ravni dio
proksimalnih tubula koji je smjesten u srzi bubrega i proteze se do sredine kore bubrega. Prima
dotok krvi pretezno iz postglomerularnih kapilara Sto ga ¢ini osjetljivim na ishemijsko-

reperfuzijske ozljede.

Vazna zadaca proksimalnih tubula je i izlu€ivanje otopljenih organskih tvari koje se zbog
vezanosti na albumin nisu mogle filtrirati kroz glomerule. Pri tome su aktivni razliciti
prijenosnici organskih aniona (engl. Organic Anion Transporter; OAT) 1 kationa (engl.
Organic Cation Transporter; OCT) (WRIGHT i DANTZLER, 2004). Tubularnom sekrecijom
se eliminiraju lijekovi, npr. antiobiotici, ali i uremijski toksini, npr. indoksil-sulfat, indoksil-

acetat, kinurenin, kinureninska kiselina, p-krezil-sulfat, od kojih mnoge stvara crijevni
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mikrobiom (WANG i KESTENBAUM, 2018). Poremecaj bubrezne funkcije uzrokuje
nakupljanje otopljenih organskih tvari u krvi. Promet mnogih otopljenih tvari, npr. glukoze,
aminokiselina, fosfata i bikarbonata, je izravno ili neizravno povezan s prometom Na*. U tom
procesu sudjeluju i NaK-ATPazni transporteri na bazolateralnoj strani membrane proksimalnih
tubula, glavni potroSaci ATP-a koji su odgovorni za vektorski transport (CHRISTENSEN i sur.,
2012).

Vecina spoznaja o metabolickim promjenama u stanicama proksimalnih tubula tijekom AKI
proizasla su iz istrazivanja na glodavcima po modelu ishemije-reperfuzije, a u manjoj mjeri po
modelu toksi¢nosti cisplatina. U podlozi AKI-a je najceS¢e ozljeda proksimalnih tubula koju
mogu izazvati ishemija/hipoksija, sepsa, ksenobiotici (lijekovi, teSki metali) ili endogeni
proteini (mioglobin, laki lanci imunoglobulina). Poznavanje stani¢ne patogeneze u sepsi je
ograniceno jer ju je teSko modelirati u istrazivanjima. Nefrotoksini mogu uéi u stanice
proksimalnih tubula izravno iz krvi putem bazolateralnih prijenosnika organskih aniona i

kationa (WRIGHT i DANTZLER, 2004; LAUNAY-VACHER i sur., 2006).

Metabolicke promjene u tubulima bubrega tijekom AKI-a su povezane s promjenama u
homeostazi cijelog tijela, npr. regulaciji glukoze i otopljenih organskih tvari. Gubitak
metabolickih funkcija proksimalnih tubula koje su relevantne za homeostazu cijelog tijela, npr.
glukoneogeneze ili tubularne reapsorpcije glukoze, moze biti razlog visokog morbiditeta i
mortaliteta. To¢ni poremecaji homeostaze koji dovode do losih ishoda kod AKI-a nisu potpuno
razjasnjeni. Proksimalni tubuli mogu metabolizirati Sirok raspon supstrata u koje ubrajamo
ketone, aminokiseline, piruvat, laktat i1 meduprodukte ciklusa limunske kiseline
(WIRTHENSON i1 GUDER, 1986). Osnovni energetski supstrat proksimalnih tubula nije
reapsorbirana glukoza, ve¢ masne kiseline jer daju najveéi prinos ATP-a (KANG i sur., 2015;
GEWIN, 2021). Bubrezi su, osim jetre, glavno mjesto glukoneogeneze koja se odvija uglavnom
putem metabolizma laktata u proksimalnim tubulima. U proksimalnim tubulima se odvija
takoder katabolizam proteina plazme, metabolizam arginina, sinteza amonijaka, ciklus ureje,

detoksikacija 1 konjugacija ksenobiotika (HALL i SEIGNEUX, 2022).
Kao §to poremecaji u funkciji bubrega remete tjelesnu homeostazu, tako se i promjene u krvi

mogu Stetno odraziti na bubrege. Istrazivanja kore bubrega miSeva su pokazala da acidoza

izaziva metaboli¢ke promjene u proksimalnim tubulima koje su karakteristicne za AKI, t;.
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poremecaje mitohondrijskog redoks-stanja, funkcije respiratornog lanca 1 sadrzaja

unutarstanicnih lipida (BUGARSKI i sur., 2021).

Mnoga su istrazivanja pokazala da se tijekom AKI u epitelnim stanicama bubreznih tubula
odvija autofagija. Na pocetku AKI-a autofagiju moze inducirati opadanje razine aminokiselina
u stanicama bubreznih tubula (ELEFTHERIADIS i sur., 2017). Energetska kriza stanica
proksimalnih tubula u AKI pokreée autofagiju vlastitih stani¢nih organela. Promjene u
metabolizmu energije tijekom AKI u epitelnim stanicama bubreznih tubula imaju slozene
ucinke na autofagiju, ali i autofagija moZe utjecati na metabolizam. Kod SA-AKI pojacana
glikoliza, tj. smanjena oksidativna fosforilacija u epitelnim stanicama bubreznih tubula inhibira

autofagiju (GATTICCHI i sur., 2015).

2.4.1.1. Mitohondriji epitelnih stanica bubreznih tubula

Glavni izvor energije u aecrobnih organizama je oksidativna fosforilacija, proces u kojem nastaje
ATP i koja se odvija na unutra$njoj strani mitohondrija. Budu¢i da su mitohondriji klju¢ni dio
metabolizma energije, njihova zastupljenost znacajno varira izmedu razli¢itih organa, tkiva i
stanica. Bubrezi, koji nakon sr€anog misi¢a sadrze najvecu koli¢inu mitohondrija u tijelu,
koriste oko 7 % od dnevne tjelesne koli¢ine ATP-a pri cemu 95-99 % te energije potjece iz
oksidativnog metabolizma. Zbog razli¢itih potreba za energijom razlicita je gustoca i raspodjela
mitohondrija unutar nefrona. Najveca koli¢ina mitohondrija se nalazi u stanicama proksimalnih

tubula i Sirokog uzlaznog kraka Henleove petlje koje su ukljucene u aktivni transport iona.

Priblizno 70 % ukupne bubrezne potroSnje energije je povezano s procesom reapsorpcije
(BHARGAVA i SCHNELLMANN, 2017). Proces izmjene otopljenih tvari zahtijeva
neprekidnu opskrbu energijom pa su stanice proksimalnih tubula tijesno ispunjene medusobno
povezanim mitohondrijima (EMMA 1 sur, 2016; LI i SUSZTAK, 2018; SUN i sur., 2019;
JIANG i sur., 2020; LI i sur., 2021). Budu¢i da proksimalni tubuli gotovo potpuno ovise o
aerobnom metabolizmu, veoma su osjetljivi na ozljede mitohondrija (MARTIN-HERNANDEZ
i sur., 2005). Akutni prekid aerobnog disanja uzrokuje fragmentaciju mitohondrijske mreze pa
se privremeno smanjuje mitohondrijska biogeneza. Ozljede mitohondrija, kao npr. oticanje,

¢esto dovode do razvoja oksidativnog stresa.

29



ATP je potreban za uspostavljanje ionskih gradijenata pa se u epitelnim stanicama bubreznih
tubula uglavnom odvija energetski ucinkovita (-oksidacija masnih kiselina i oksidativna
fosforilacija (HARZANDI i sur., 2021). Epitelne stanice bubreznih tubula putem transportnih
proteina apsorbiraju dugolancane masne kiseline koje se oksidiraju unutar mitohondrija. Pritom
nastaje acetil-CoA koji ulazi u ciklus limunske kiseline (HOUTEN i sur., 2016) 1 pokrece se
transportni lanac elektrona u kojem nastaje ATP (GAO i CHEN, 2022). Ciklus limunske

kiseline i B-oksidacija masnih kiselina odvijaju se u matriksu mitohondrija.

Osim mitohondrija, u odrZzavanju opskrbe energijom vaznu ulogu imaju i peroksisomi u kojima
se takoder odvija B-oksidacija masnih kiselina. Obiluju katalazom i drugim enzimima za
uklanjanje ROS-a koji nastaju u mitohondrijima. Peroksisomi metaboliziraju dugolancane
masne kiseline u krac¢e lance ¢ime Stite epitelne stanice bubreznih tubula od nakupljanja
toksi¢nih produkata dugolancanih masnih kiselina (CHIBA i sur., 2019). Pojacana oksidacija

masnih kiselina u peroksisomima moze zastititi bubrege od akutne ozljede (ZHAO i sur., 2023).

U fizioloskim uvjetima je moguée spajanje zdravih mitohondrija s disfunkcionalnim
mitohondrijima radi ublazavanja Stete (SUN i sur., 2019). Tijekom SA-AKI taj proces tzv.
mitohondrijske fisije i fuzije postaje ugrozen (LIU i sur., 2019). U epitelnim stanicama
bubreznih tubula pogodenih SA-AKI primijecen je porast oSte¢enja mitohondrijske DNK i
smanjenje broja mitohondrija (VAN DER SLIKKE i sur., 2021). Primjena endotoksina u
stanicama proksimalnih tubula miSeva izaziva oticanje i supresiju mitohondrija (TRAN i sur.,
2011). Smanjena masa mitohondrija, fragmentacija i razli€iti stupnjevi bubrenja mitohondrija

kulminiraju smanjenjem oksidativne fosforilacije i sinteze ATP-a (BROOKS i sur., 2009).

Nastajanje ROS-a u SA-AKI izaziva mitofagiju, tj. uklanjanje oSte¢enih mitohondrija,
(HOTCHKISS i sur., 2009) sto posljedicno moze ograniciti oksidativni stres u stanicama
(PARIKH i sur., 2015). Medutim, disfunkcija mitohondrija tijekom sepse moze ubrzati porast
ROS-a $to doprinosi nestabilnosti stanice 1 kasnijoj disfunkciji bubrega (BREALEY 1 sur.,
2002). Prekomjerno aktivirana mitofagija smanjuje broj mitohondrija $to moZe usporiti
povratak stani¢nog metabolizma s glikolize na oksidativnu fosforilaciju i dovesti do slabije
funkcije bubrega (HSIAO 1 sur., 2012). U eksperimentalnom modelu peritonitisa Stakora je
primjena antioksidansa korisnog za mitohondrije u stanicama bubreznih tubula dovela do

poboljsanja cjelokupne funkcije bubrega (ARULKUMARAN i sur., 2021).

30



Ostecenje 1 disfunkcija mitohondrija epitelnih stanica bubreznih tubula je usko povezana s
metaboli¢kim reprogramiranjem kod SA-AKI. Teske ozljede dovode do prekida u oksidativnoj
fosforilaciji 1 poremecaja u metabolizmu energije (BHARGAVA i SCHNELLMANN, 2017).
U SA-AKI metabolizam epitelnih stanica bubreznih tubula prelazi s oksidativne fosforilacije
ovisne o oksidaciji masnih kiselina na glikolizu. Piruvat koji nastaje tijekom glikolize ne ulazi
u mitohondrije ve¢ se uz djelovanje LDH pretvara u laktat, a sprjecava se i pretvorba laktata u
acetil-CoA (DELLEPIANE i sur., 2016). Ovom metabolickom prilagodbom se zadovoljavaju
povecani energetski zahtjevi u sepsi i povezanoj AKI. Takoder se smanjuje potrosnja lipida pa
se mijenja 1 sadrzaj lipida u stanici. Na pocetku SA-AKI metaboli¢ko reprogramiranje u
epitelnim stanicama bubreznih tubula dovodi do smanjenog koriStenja slobodnih masnih
kiselina. Istrazivanja su pokazala da je u svim vrstama AKI oksidacija masnih kiselina znacajno
smanjena, prvenstveno zbog smanjenog ulaska srednjelancanih i dugolancanih masnih kiselina
u matriks mitohondrija (IDROVO 1 sur., 2012). Nakupljanje lipida u epitelnim stanicama
bubreznih tubula (JANG i sur., 2020) moze dovesti do razvoja glomeruloskleroze i fibroze
bubreznih tubula (GAI i sur., 2019). Posljedica produljene glikolize je prekomjerno stvaranje

izvanstani¢nog matriksa i prijelaz epitelnih stanica u mezenhimalne.

2.4.2. METABOLICKO REPROGRAMIRANIJE

Pojam metaboli¢kog reprogramiranja podrazumijeva procese kojima stanice prilagodavaju svoj
metabolizam kako bi zadovoljile potrebe za energijom i hranjivim tvarima nastale zbog
promjene vanjskih ¢imbenika (LIU i sur., 2024). Pojavu metabolickog reprogramiranja je prvi
puta zabiljezio Otto Warburg proucavaju¢i maligne stanice koje postizu neograni¢enu
proliferaciju i rast (VAUPEL isur., 2019; HU i sur., 2021). Naime, u tzv. Warburgovom uc¢inku
maligne stanice mijenjaju svoj metabolic¢ki obrazac iz oksidativne fosforilacije u anaerobnu
glikolizu usprkos prisutnosti dovoljne koli¢ine kisika. Metaboli¢ko reprogramiranje ukljucuje
1 druge promjene metabolizma u stanicama koje zahvacaju metabolizam glukoze, lipida i

aminokiselina (LI i sur., 2021).

Metabolic¢ki najzahtjevnije stanice u kori bubrega su epitelne stanice segmenata S1 i1 S2
proksimalnih tubula koje se energijom opskrbljuju uglavnom putem oksidativne fosforilacije.
U ranom metaboli¢kom odgovoru u stanicama dolazi do poremecaja ciklusa limunske kiseline,

slabi oksidativna fosforilacija i s njom povezani metabolicki procesi te se aktivira anaerobna
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glikoliza (DELLEPIANE i sur., 2016). Po¢etnim zakrivljenim dijelovima proksimalnih tubula
nedostaje aerobni kapacitet pa u sluaju poremecaja respiratornog lanca moze do¢i do velikog
oSte¢enja. Iako u procesu oksidativne fosforilacije nastaje vise molekula ATP-a po molekuli
glukoze (PATRA i HAY, 2014; NISHIMURA i sur., 2019), u glikolizi se ATP brze stvara pa
je od veceg znacaja za prezivljavanje stanica. Zbog toga je glikoliza dominantan metabolicki
put kad se organizam prilagodava novonastalim uvjetima, kao npr. u teSkim infekcijama

(O'NEILL i sur., 2016).

U podlozi AKI-a je najceS¢e ozljeda proksimalnih tubula koju mogu izazvati
ishemija/hipoksija, sepsa, ksenobiotici (lijekovi, teSki metali) ili endogeni proteini (mioglobin,
laki lanci imunoglobulina). Nefrotoksini mogu uéi u stanice proksimalnih tubula izravno iz krvi
putem bazolateralnih prijenosnika organskih aniona i kationa (WRIGHT i DANTZLER, 2004;
LAUNAY-VACHER i sur., 2006). Metabolicke promjene u tubulima bubrega tijekom AKI-a
su povezane s promjenama u homeostazi cijelog tijela, npr. regulaciji glukoze i otopljenih
organskih tvari. Metaboli¢ko reprogramiranje koje se dogada u imunosnom sustavu organizma
domacdina (imunometabolizam) zahva¢a makrofage, neutrofile, dendriti¢ne stanice i T-limfocite

(O'NEILL i sur., 2016).

Sepsu je teSko modelirati u istrazivanjima pa je poznavanje patogeneze stanica u sepsi
ograniceno. DosadaSnje spoznaje o metabolickom reprogramiranju za vrijeme SA-AKI se
temelje uglavnom na istrazivanjima na zivotinjama (LIU i sur., 2024) te su uglavnom proizasle
iz istrazivanja na glodavcima po modelu ishemije-reperfuzije, a u manjoj mjeri po modelu
toksiCnosti cisplatina. Sepsa pokrec¢e metabolicko reprogramiranje u gotovo svim vrstama
stanica (EVERTS i sur., 2014; SOTO-HEREDERO i sur., 2020; LIU i sur., 2024). U ranoj fazi
sepse metabolizam epitelnih stanica bubreznih tubula takoder prelazi s oksidativne fosforilacije
na aerobnu glikolizu (GOMEZ i sur., 2017) zajedno s aktivacijom pentoza-fosfatnog puta.
Pritom se smanjuje nastajanje ROS-a i osigurava brza sinteza ATP za rano uklanjanje patogena
te prezivljavanje stanica unato¢ ogranicavanju nekih specijaliziranih funkcija bubrega (JIN 1
ZHOU, 2019). Produljena glikoliza oStecuje stanice pa povratak metabolizma na oksidativnu
fosforilaciju postaje imperativ. Poticu se protuupalne reakcije i oksidativna fosforilacija koja
omogucuje obnovu stani¢nih funkcija. Na povratak stanicnog metabolizma na oksidativnu
fosforilaciju je ukazalo i istrazivanje modela miSje sepse gdje je 24 sata poslije drasticnog pada

doslo do normalizacije renalne tubularne potroSnje kisika (HAN i sur., 2015).
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2.4.2.1. Metabolizam glukoze

Kod aerobnih organizama glikoliza je uvod u ciklus limunske kiseline i povezani lanac
prijenosa elektrona. Veza glikolize i ciklusa limunske kiseline je piruvat koji se u aerobnim
uvjetima oksidira u mitohondrijima. U anaerobnim uvjetima, kad brzina glikolize postane veca
od brzine ciklusa limunske kiseline 1 respiracijskog lanca, piruvat prelazi u laktat. Ciklus
limunske kiseline je zajednicki metabolicki put oksidacije ugljikohidrata, aminokiselina i
masnih kiselina koji osigurava meduprodukte za procese biosinteze u organizmu. Vecina
molekula ulazi u ciklus kao acetil-CoA koji nastaje iz piruvata u mitohondrijima u aerobnim
uvjetima. Oksidativna fosforilacija je visoko ucinkoviti put proizvodnje energije i zadani
metabolicki obrazac vecine vrsta stanica, posebno stanica ¢ije funkcije trebaju mnogo energije,
npr. stanica miokarda, skeletnih miSi¢nih stanica i1 epitelnih stanica proksimalnih tubula

bubrega (LIU i sur., 2024).

Glukoneogeneza je sinteza glukoze iz neugljikohidratnih izvora, laktata, piruvata, glukogenih
aminokiselina, propionata i glicerola, pod regulacijom inzulina. Glukoneogeneza se zbiva u
jetri, kori bubrega i vrlo maloj mjeri u mozgu, skeletnim misi¢ima i u sréanom misicu.
Proksimalni tubuli bubrega u fizioloSkim uvjetima imaju veéi kapacitet za izvodenje
glukoneogeneze nego glikolize. Glukoneogeneza i glikoliza podlijezu recipro¢noj regulaciji, tj.
kad je jedan od ovih puteva gotovo neaktivan, drugi je vrlo aktivan. Glukoza koja je produkt
glukoneogeneze u stanicama proksimalnih tubula je izvor energije za ,,nizvodne* segmente
tubula (MEYER i sur., 2002). U uvjetima gladovanja je koli¢ina glukoze koja nastaje
glukoneogenezom u bubrezima veca nego §to je potrebno segmentima bubrega.

Akutna ozljeda bubrega je Cesto pracena oslabljenim inzulinskim odgovorom. Poboljsani
odgovor na inzulin moze regulirati glukoneogenezu i popraviti funkciju bubrega u AKI (ZHAO
i sur., 2023). Smanjena glukoneogeneza ima za rezultat povisen laktat sto je kod AKI i CKD
povezano s loSom prognozom (LEGOUIS i sur., 2020; VERISSIMO i sur., 2022). U patoloskim
uvjetima bolji izvor energije za stanice proksimalnih tubula postaju glikoliza i put pentoza-
fosfata, dok se glukoneogeneza odvija u manjoj mjeri (CHRYSOPOULOU i RINSCHEN,
2024).

Kljuéni mehanizam za uspostavu steCenog imuniteta tijekom rane faze AKI uzrokovane
lipopolisaharidom je metaboli¢ko reprogramiranje usmjereno ka glikolizi (CHENG 1 sur.,

2014). Metabolicko reprogramiranje se kod SA-AKI odvija dvosmjerno izmedu oksidativne
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fosforilacije i glikolize $to je vjerojatno povezano s regulacijom odgovora domacina na upalu
(KUWABARA i sur., 2022). U metabolomskom istrazivanju su 8 sati nakon postupka CLP-a u
epitelnim stanicama bubreznih tubula bili poviSeni meduprodukti glikolize, a sniZeni
meduprodukti ciklusa limunske kiseline (WALTZ i sur., 2016). Laktat, krajnji produkt
glikolize, kod SA-AKI postaje signalna molekula i pomaze u o€uvanju imunoloske homeostaze.
Preaktivna glikoliza uz poviSenu koncentraciju laktata moze dovesti do supresije imuniteta i
poremecaja imunoloSke ravnoteze. Ogranicavanje glikolize moze takoder smanjiti upalni

odgovor (GAUTHIER i CHEN, 2022).

Ulaskom u citosol stanice glukoza se fosforilira u glukoza-6-fosfat ¢ijom dehidrogenacijom
zapocinje put pentoza-fosfata u kojem nastaju NADPH i aldoza (riboza-5-fosfat). Kad stanice
trebaju viSe NADPH (za reduktivnu biosintezu), riboza-5-fosfat se prevodi u piruvat.
Zajednic¢ko djelovanje glikolize i puta pentoza-fosfata omogucuje podeSavanje potrebama
stanice. U AKI-u je pojacan put pentoza-fosfata ¢cime se odrzava redoks-homeostaza i smanjuje
oksidativno ostec¢enje. U AKI-u endotoksin aktivira posebno vaZzan put pentoza-fosfata buduci
da se razine laktata i piruvata ne mijenjaju (SMITH i sur., 2014). Egzogena primjena piruvata
moze povecati sadrzaj glukoze u kori bubrega kod AKI, ali ne i u zdravih bubrega (ZAGER i
sur., 2014).Rezultati sugeriraju da su u AKI pojacani i glikoliza i put pentoza-fosfata (ZHAO i
sur., 2023). Metabolomska istrazivanja AKI i CKD takoder ukazuju na aktivaciju puta pentoza-
fosfata (LAN 1 sur.,, 2016; HARZANDI 1 sur., 2021). Kod AKI miSa inducirane
lipopolisaharidom je izrazito pojacana aktivnost heksokinaze, enzima klju¢nog za glikolizu.
Porast heksokinaze olakSava aktiviranje pentoza-fosfatnog puta koji je bitan za odrzavanje
glutationa u reduciranom stanju i odrzavanje mehanizama antioksidativne obrane bubrega

(SMITH i sur., 2014).

SuviSak glukoze moze se takoder metabolizirati u poliole u tzv. poliolnom putu. Pritom se
glukoza reducira u sorbitol iz kojeg moze nastati fruktoza. U fizioloskim uvjetima u
proksimalnim tubulima gotovo nema aktivnosti aldoza-reduktaze (LANASPA 1isur., 2014) koja
se u AKI unutar 24 sata moze znac¢ajno pojacati §to se o€ituje poviSenim razinama fruktoze u
mokraéi (ANDRES-HERNANDO i sur., 2017). Istrazivanja pokazuju da inhibicija poliolnog
puta i glikolize uz promicanje pentoza-fosfatnog puta imaju zaStitni ucinak na bubrege

pogodene akutnom ozljedom.
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U fizioloskim uvjetima S1 stanice imaju visoku glukoneogenu aktivnost $to bi moglo biti
posljedica prilagodbe glomerularnom filtratu koji obiluje ugljikovim spojevima (YAMADA i
sur., 1986). U S2 segmentu je glukoza vazna za odrzavanje redoks-ravnoteze putem pentoza-
fosfatnog puta. Tijekom AKI-a dolazi do dramati¢ne promjene funkcije glukoneogeneze
(HALL i SEIGNEUX, 2022). Epitelne stanice segmenta S3 proksimalnih tubula u vanjskoj srzi
bubrega imaju veci kapacitet za glikolizu (ISAKA 1 sur., 2011). Stanice bubrega kao §to su

podociti, endotelne i mezangijske stanice dobivaju energiju uglavnom iz glikolize.

2.4.2.2. Metabolizam lipida

Masne kiseline sluze kao metabolicko gorivo i sastavni su dio fosfolipida i glikolipida.
Uskladistuju se u obliku triglicerida u masnome tkivu iz kojeg se mobiliziraju djelovanjem
lipaza koje su pod hormonalnom kontrolom. Vecina lipida u proksimalne tubule ulazi s
bazolateralne strane (BOBULESCU, 2010) uz posredovanje CD 36 (engl. Cluster of
Differentiation 36) ili FABP (engl. Fatty Acid Binding Protein, FABP). Ve¢i dio slobodnih
masnih kiselina bubrezi uzimaju iz arterijske krvi. Masne kiseline reapsorbirane iz
proksimalnih tubula se uglavnom vrac¢aju u cirkulaciju. Masne kiseline, posebno kratkolancane,
ulaze u epitelne stanice bubreznih tubula uz pomo¢ apikalnih transportera. Manji dio masnih
kiselina se esterificira u acilgliceride, prolazi B-oksidaciju ili sudjeluje kao supstrat u ciklusu

limunske kiseline.

Prema istrazivanjima proksimalni tubuli bubrega kao supstrat koriste gotovo iskljucivo
slobodne masne kiseline. B-oksidacija masnih kiselina se odvija u mitohondrijima 1 u
peroksisomima. Masne kiseline se aktiviraju u acil-CoA na vanjskoj membrani mitohondrija, a
oksidiraju u matriksu mitohondrija. Za prolaz aktiviranih dugolanCanih acil-CoA kroz
unutra$nju mitohondrijsku membranu sluzi karnitin. Citrat prenosi acetil-CoA za sintezu
masnih kiselina iz mitohondrija u citosol. Sinteza masnih kiselina zapocinje u citosolu
karboksilacijom acetil-CaA u malonil-CoA uz ATP. U zivotinjskom organizmu nema
razvijenih enzimskih puteva za pretvaranje masnih kiselina u glukozu, tj. acetil-CoA se ne moze
pretvoriti u piruvat ili u oksaloacetat. Prema drugim istrazivanjima slobodne masne kiseline su
preferirani supstrat za ciklus limunske kiseline viSe u srzi nego u kori bubrega (WANG i sur.,
2022). Pretpostavlja se da je laktat izvor energije u segmentima proksimalnih tubula bubrega,

jednako kao i slobodne masne kiseline. Zajedno sa slobodnim masnim kiselinama ketonska
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tijela se mogu izravno natjecati za -oksidaciju, posebno u uvjetima manjka kisika. Ketonska
tijela, kao npr. acetoacetat, B-hidroksibutirat i aceton, mogu posluziti kao izvori energije u

proksimalnim tubulima.

Kod AKI promjene u metabolizmu lipida obuhvac¢aju smanjenu -oksidaciju slobodnih masnih
kiselina, ali i promjene u metabolizmu lipida i triglicerida stanicne membrane. Nedostatak
enzima P-oksidacije u proksimalnim tubulima izravno dovodi do razvoja bolesti bubrega
(KANG i sur., 2015). Pritom epitelne stanice bubreznih tubula manje koriste masne kiseline pa
u njima dolazi do znacajnog nakupljanja masnih kiselina i1 triglicerida. Vrlo visoke
koncentracije slobodnih masnih kiselina u stanici su toksicne, tj. lipotoksi¢ne. Na stani¢nom
nivou disfunkcija proksimalnih tubula ¢e se prije razviti s poviSenim zasi¢enim, nego
nezasi¢enim masnim kiselinama (YAMAMOTO 1 sur., 2021). Kod ishemijske, toksicne,
opstruktivne ili imunoloski uzrokovane ozljede bubrega u proksimalnim tubulima bubrega
nakon 18-24 h znacajno rastu razine slobodnog kolesterola, estera kolesterola i triglicerida
(ZAGER 1 sur., 1999). Nakupljeni trigliceridi i kolesterol mogu u stanicama proksimalnih
tubula bubrega izazvati autofagiju, ali pretjerano nakupljanje moze zaustaviti autofagiju.
Skladistenje slobodnih lipida u kapljice lipida moze sprijeciti Stetne ucinke peroksidacije lipida

1 ozljede mitohondrijske membrane.

2.4.2.3. Metabolizam aminokiselina

Za razliku od masnih kiselina i glukoze, viSak aminokiselina se ne moze skladistiti, ve¢ se
upotrebljava kao metaboli¢ko gorivo. ai-Amino-skupine se odstranjuju i ve¢ina njih prelazi u
o-ketoglutarat dajuci glutamat iz kojeg nastaju amonij-ion (NH4") i a-ketoglutarat. U kopnenih
kraljeZnjaka dio NH4" se koristi u biosintezi dusikovih spojeva, a visak se pretvara u ureju u
ciklusu ureje. a-Ketoglutarat je ulazno mjesto glutamata i ugljikovih atoma glukogenih
aminokiselina koje se mogu prevesti u glutamat - glutamina, histidina, prolina, arginina.
Osnovni supstrat proksimalnih tubula bubrega je glutamin jer iz njega u nastaje amonijak,
glavni ekvivalent za sekreciju suvi$nih protona (CURTHOYS i MOE, 2014). U fizioloskim
uvjetima bubreg koristi malu koli¢inu glutamina, ali kod metabolicke acidoze preuzima i
metabolizira oko 1/3 glutamina iz plazme (ZHAO i sur., 2022). Istrazivanja procjenjuju da oko
20 % fizioloske aktivnosti ciklusa limunske kiseline potjece od puta glutamina (HUI 1 sur.,

2020). Ugljikove okosnice aminokiselina se pretvaraju u acetil-CoA, acetoacetil-CoA, piruvat
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ili u neke meduprodukte ciklusa limunske kiseline. Na taj na¢in iz aminokiselina nastaju masne
kiseline, ketonska tijela i glukoza. Ve¢ina aminokiselina je iskljucivo glukogena. Alanin, serin,
cistein, glicin i treonin se razgraduju u piruvat. Asparagin i aspartat se prevode u oksaloacetat.
Sukcinil-CoA je ulazno mjesto za dio ugljikovih atoma metionina i valina te izoleucina i
treonina. Leucin i lizin su ketogene kiseline, tj. njihovom razgradnjom nastaje acetoacetat.
Razgradnjom aromatskih prstenova tirozina i fenilalanina se neki ugljikovi atomi prevode u
fumarat, dok se drugi pojavljuju kao acetoacetat. Citokini poja¢avaju metabolizam arginina $to

dovodi do pojacane sinteze ureje, kreatina i prolina.

Promjene u metabolizmu energije tijekom AKI se odrazavaju na metabolizam aminokiselina,
npr. glutamina, arginina, triptofana i aminokiselina razgranatog lanca. Na poc¢etku AKI-a razine
aminokiselina u epitelnim stanicama bubreznih tubula znacajno opadaju. Aminokiseline
razgranatog lanca ne doprinose metabolizmu energije (ciklusu limunske kiseline) u fizioloskim
uvjetima ve¢ daju znacajan doprinos u ketogenim uvjetima (HUI 1 sur., 2020). Kod AKI u
epitelnim stanicama bubreZnih tubula dolazi do veée razgradnje u putu kinurenina (KRUPA 1
sur., 2022). Cak 95 % triptofana se metabolizira u putu kinurenina u kojem su kljuéni enzimi
indoleamin-2,3-dioksigenaza te triptofan-2,3-dioksigenaza koja je aktivna uglavnom u

fizioloskim uvjetima.

2.4.2.4. Metabolizam nukleotida

Akutna ozljeda bubrega pokre¢e promjene u metabolizma nukleotida u epitelnim stanicama
bubreznih tubula. U ishemijskim i upalnim stanjima iz ATP-a nastaje adenozin za koji se
pokazalo da ima zastitni u¢inak na stanice (MODIS i sur., 2009). U AKI su takoder znacajno

poviseni produkti razgradnje purina (KOSAKI i sur., 2022).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Piometra je upalna bolest maternice spolno zrelih kuja koja je uzrokovana sekundarnom
bakterijskom infekcijom. Bolest karakterizira nakupljanje gnoja u maternici s nizom mogucih
komplikacija. Jedno od najvaznijih komplikacija je akutna ozljeda bubrega koja se zbog
nedovoljno osjetljivih konvencionalnih bubreznih pokazatelja cesto ne otkrije na vrijeme pa
moze do¢i do uginucéa Zzivotinje. Razvoj infekcije maternice uzrokuje endotoksemiju koja
naposljetku dovodi do sindroma sistemskog upalnog odgovora (SIRS). Sindrom je
karakteriziran teSkom infekcijom i upalnim odgovorom koji dovodi do stvaranja i otpustanja
upalnih medijatora koji utjecu na cijeli organizam. Razvoj ovih promjena moze dovesti do
zatajenja bubrega. Stoga bi otkrivanje novih osjetljivih biomarkera omoguéilo  rano

prepoznavanje akutne ozljede bubrega i spre¢avanje ireverzibilnih promjena u funkciji bubrega.

Temeljem navedenog hipoteza istrazivanja je:
- Tijekom piometre kuja s razvojem akutne ozljede bubrega dolazi do promjene u
metabolomu seruma i mokrace oboljelih kuja.
- U kuja oboljelih od piometre postoje razlike u metabolomu seruma i mokrac¢e izmedu

razli¢itih stupnjeva akutne ozljede bubrega.
1z hipoteze proizlaze sljedeci ciljevi istrazivanja:

- Istraziti povezanost razli¢itih stupnjeva funkcije bubrega i metaboloma seruma i
mokraée u kuja oboljelih od piometre.

- Usporediti metabolome seruma i mokrace klini¢ki zdravih kuja s metabolomima seruma
1 mokrace kuja oboljelih od piometre primjenom neciljane metabolomske analize.

- Otkriti nove biomarkere s potencijalnim dijagnosti¢kim i/ili prognosti¢kim znacajem za
poremecaje u funkciji bubrega.

- Analizirati promjene mreza metabolita tijekom akutne ozljede bubrega u kuja oboljelih
od piometre.

- Analizirati bioloske puteve uklju¢ene u molekularna zbivanja tijekom piometre kuja.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. ISTRAZIVANE SKUPINE KUJA

Istrazivanje je ukljucilo klini¢ki zdrave kuje i kuje spontano oboljele od piometre. Obje skupine
¢ine kuje razlicite dobi i razli¢itih pasmina. Kuje su klini¢ki pregledane i zaprimljene na Kliniku
za porodniStvo i reprodukciju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Zdravlje kuja je
procijenjeno prema klinickom statusu i pretragama kompletne krvne slike, biokemijskim
parametrima seruma, analizi mokrace te usporedeno s referentnim vrijednostima. Klinicki
pregled je ukljucio mjerenje temperature, bila i disanja, auskultaciju pluc¢a i srca, pregled
vidljivih sluznica, limfnih ¢vorova i palpaciju abdomena te neuroloSki pregled prilikom
prijema. Uzorci krvi i mokra¢e su bili prikupljeni tijekom operacije kastracije, odnosno
ovariohisterektomije kuja. Krv za rutinske hematoloske 1 biokemijske pretrage te
metabolomsko istrazivanje je uzorkovana iz cefalicne vene (v. cephalica antebrachii), a
mokracéa je bila uzeta cistocentezom. Uzorci za istrazivanje su puna krv izvadena u epruvetu s
EDTA antikoagulansom, serum pune krvi izvadene u epruvetu bez antikoagulansa i mokraca

uzeta u sterilnu brizgalicu bez dodataka.
a) Kontrolna skupina kuja

Kontrolnu skupinu ¢ine klini¢ki zdrave kuje (N=18), od Sest mjeseci do Cetiri godine starosti,
koje su bile podvrgnute elektivnom zahvatu laparoskopske kastracije na Klinici za porodnistvo
i reprodukciju. Uzorci su se prikupljali izmedu 8 sati 1 16 sati te su kuje bile nataste. Dio uzorka
mokrace je unutar jednog sata nakon uzorkovanja bio upucen na opcu bakterioloSku pretragu

(urinokulturu).
b) Skupina kuja oboljelih od piometre

Skupinu oboljelih kuja ¢ine kuje spontano oboljelih od piometre (N=19), od tri godine do
trinaest godina starosti, koje su bile podvrgnute zahvatu ovariohisterektomije zbog dijagnoze
piometre. Postavljanje dijagnoze piometre je provedeno klinickim pregledom i ultrazvu¢nom
pretragom abdomena pri ¢emu je nalaz proSirenog roga/rogova maternice ispunjenog
anehogenim sadrzajem bio pozitivan nalaz piometre. Vrijeme prikupljanja uzoraka je ovisilo o

hitnosti zdravstvenog stanja (od 0-24 sata). Vrijednosti rutinskih pretraga kompletne krvne
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slike, biokemijskih pretraga i mokra¢e ukazuju na upalu (poviSeni ukupni leukociti i/ili
nesegmentirani neutrofili, poviSena koncentracija CRP-a u serumu). Na opc¢u bakteriolosku
pretragu su u unutar jednog sata nakon uzorkovanja bili upuéeni uzorak mokrace radi
urinokulture i obrisak maternice radi utvrdivanja bakterijskog uzroc¢nika piometre. Uzorci tkiva
maternice nekoliko kuja s piometrom su upucene na patohistolosku dijagnostiku radi dodatne

potvrde dijagnoze piometre.

Kompletne krvne slike obje skupine kuja su napravljene na automatskom hematoloSkom
analizatoru (Horiba ABX, Diagnostics, Montpellier, Francuska). Razmasci krvi su obojani
May-Griinwald-Giemsa metodom 1 diferencirani mikroskopskim pregledom uz pomoc¢
imerzije. Za pretrage u serumu krv se nakon vadenja zgruSala na sobnoj temperaturitijekom10-
30 min i centrifugirala 10 min na 3500 okr/min na temperaturi od 18°C. Izdvojeni serum se

nakon biokemijskih pretraga alikvotirao i pohranio na -80°C do metabolomskog istrazivanja.

Biokemijske pretrage u serumu i supernatantu mokrace mjerene su na automatskom analizatoru
Abbott Architect 4000c standardnim preporuc¢enim metodama pomoc¢u komercijalnih Abbott
(Abbott Ireland Diagnostics Division Lisnamuck, Irska) i Gentian (Gentian, Norveska)

reagenasa.

Rutinske pretrage mokrace provedene su semikvantitativno test-trakicom (Multistix 10SG,
Siemens) na automatiziranom analizatoru mokrace (Clinitek Status, Bayer). Mokraca je
analizirana odmah nakon uzorkovanja ili tijekom jednog sata (pohranjena na temperaturi od +4
°C) te potom centrifugirana 5 min na 400g na temperaturi +4 °C. Nakon izdvajanja supernatanta
mikroskopski je pregledan nativni sediment mokrace (povecanje x640). Specificna tezina
mokrace (engl. Urine Specific Gravity, USG) je mjerena rucno na refraktometra (Reichert Inc.,
NY 14043, SAD) u supernatantu mokrace. Uzorci supernatanata mokrace su zatim alikvotirani
1 pohranjeni na -80 °C do biokemijskih i metabolomskih mjerenja. Uzorcima supernatanta
mokrace mjerena je osmolalnost krioskopskom metodom na osmometru OSMOMAT 030-d

GONOTEC.
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4.2.

MJERNI INSTRUMENTI I REAGENSI

a) Mjerni instrumenti

Istrazivanje piometre kuja je provedeno na sljede¢im mjernim instrumentima:

biokemijski analizator Abbott Architect 4000c

hematoloski analizator Horiba ABX (Diagnostics, Montpellier, Francuska),

analizator mokrace (Clinitek Status, Bayer)

osmometar OSMOMAT 030-d (Gonotec)

kolona BPX-5 (duljina 30 m, unutarnji promjer kapilare 0,25 mm, debljina filma 0,25
um, SGE, Austin, TX, SAD),

kolona ZIC-pHILIC (duljina 150 mm, unutarnji promjer kapilare 4,6 m, veli¢ina Cestice
5 wm, Merck Sequant, Darmstadt, Njemacka),

tekucinski kromatograf Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific,
Hemel Hempstead, Ujedinjeno Kraljevstvo) spregnut sa spektrometrom masa Thermo

Scientific™ Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Njemacka)

b) Reagensi

U metabolomskom istrazivanju piometre kuja su koristene sljedece otopine i potro$ni materijal:

acetonitril (Honeywell, Charlotte, NC, SAD),

amonijev acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),

amonijev karbonat (Honeywell, Charlotte, NC, SAD),

etanol (Honeywell, Charlotte, SAD),

fenilizotiocijanat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),

fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline, PBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD),

izopropanol (Honeywell, Charlotte, NC, SAD),

kloroform (Honeywell, Charlotte, NC, SAD),

metanol (Honeywell, Charlotte, NC, SAD),

metoksiamin-hidroklorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),

mravlja kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
N-metil-N-trimetilsilitrifluoracetamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, SAD),

41



- voda (Merck, Darmstadt, Njemacka),

- 148 referentnih spojeva (Glasgow Polyomics, College of Medical, Veterinary and Life
Sciences, University of Glasgow, Ujedinjeno Kraljevstvo),

- uzorci za kontrolu kvalitete (metaboliti ekstrahirani iz uzoraka piva i ljudske mokrace,
Glasgow Polyomics, College of Medical, Veterinary and Life Sciences, University of
Glasgow, Ujedinjeno Kraljevstvo).

4.3. ANALIZA  METABOLITA  NECILJANOM  METABOLOMSKOM
METODOM

Uzorci mokrace su analizirani neciljanom hidrofilnom interakcijskom kromatografijom

spregnutom sa spektrometrijom masa (HILIC-MS).

Ekstrakcija metabolita iz uzoraka seruma se provela na isti nacin kao i iz uzoraka mokrace.
Priprava uzoraka seruma i mokraé¢e kuja za metabolomsku analizu ukljucivala je talozenje
proteina, centrifugiranje te odvajanje i filtraciju supernatanta. Metaboliti su ekstrahirani u
otapalu za ekstrakciju metabolita koje se sastojalo od smjese kloroform:metanol:voda, w
(CHCl3:CH30H:H,O = 1:3:1). Kontrolni uzorak je bio skupni uzorak (pool), smjesa
pripravljena od po 10 puL uzorka seruma, odnosno mokrace, svake kuje ukljucene u istrazivanje.
Kao kontrolni uzorci sluZzili su i tzv. slijepi uzorci koji su sadrzavali samo ekstrakcijsko otapalo.
U 25 pL svakog uzorka seruma, mokraée, skupnog i slijepog uzorka dodano je 1000 pL
ohladenog ekstrakcijskog otapala i izmijeSano na Vortex mijesalici 5 minuta na temperaturi od
+4°C. Svi su uzorci centrifugirani 5 minuta na 13000 g na temperaturi od +4°C. Metaboliti su
odijeljeni primjenom hidrofilne interakcijske tekucéinske kromatografije (HILIC) uz ZIC-
pHILIC kolonu na temperaturi od +25°C. Metaboliti su se odjeljivali linearnim gradijentnim
eluiranjem uz temperaturu kolone +30°C. Pokretna faza A bio je 20 mmol/L amonijev karbonat,
a pokretna faza B bila je 100 % otopina acetonitrila. Protok pokretne faze bio je 0,3 mL/min,
a ukupno vrijeme analize bilo je 17 min. Uzorci su bili eluirani uz linearni gradijent (A: 20 mM
amonij-karbonat u vodi; B: 100 % acetonitril) od 80 % A 120 % B prema 95 % A 15 % B. Po
10 puL svakog uzorka injektiralo se na kolonu, a uzorci su tijekom analize odrzavani na
temperaturi od +5°C u sustavu za injektiranje automatskog uzorkivaca. Svaki uzorak je
injektiran randomiziranim redoslijedom, a poslije svaka Cetiri uzorka injektiran je skupni
uzorak. Spektrometar masa snimao je cjelokupne spektre mase (engl. full scan) uz primjenu

ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom i negativnom nacinu rada (engl. polarity switching).
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Analize su provedene u rasponu omjera mase i naboja (m/z) od 70 do 1050 uz rezoluciju mase
70000. Postavke masenog spektrometra bile su sljedece: napon izvora +3,8 kV za pozitivan,
odnosno -3,8 kV za negativan nacin rada. Protok plina za nebulizaciju u pozitivhom i
negativnom nacinu rada bio je 40 A.U. (engl. Arbitrary Units, relativne jedinice), a pomoénog
plina za desolvataciju i elektrorasprSenje bio je 5 A.U. Upotrijebljeni plin je bio dusik visoke
Cistoce. U oba nacina rada, pozitivhom i negativnom, temperatura kapilare za prijenos iona bila

je 320°C.

4.4. OBRADA PODATAKA

4.4.1. OBRADA REZULTATA OPCIH LABORATORIJSKIH PRETRAGA

Usporedivanje pokazatelja kompletne krvne slike, biokemijskih pokazatelja i fizikalno-
kemijskih pokazatelja u mokraéi je izmedu zdravih kuja i kuja s piometrom provedeno
primjenom statistiCkog softvera MedCalc. Ovisno o normalnosti raspodjele podataka razlike
izmedu dviju skupina su utvrdene Studentovim f-testom, odnosno Mann-Whitney testom, a
razlike izmedu tri skupine su utvrdene ANOVA analizom, odnosno Kruskal-Wallis testom.

Promjena je smatrana statisticki znacajnom uz parametra p <0,05.

4.4.2. OBRADA REZULTATA METABOLOMSKIH ANALIZA

Rezultati analize na spektrometru masa su prikazani kao pozitivni i negativni nacin rada, pri
¢emu su kombinirani podatci prikazani kao tablica intenziteta pikova dobivena
bioinformatickom obradom. Neobradeni podatci dobiveni za svaki uzorak analizirani su
primjenom MSconvert (ProteoWizard Software Foundation, San Diego, CA) i softvera za
bioinformaticku obradu podataka kreiranim u laboratoriju Glasgow Polyomics (Polyomics
integrated  Metabolomics  Pipeline, PiMP) koji je dostupan na  stranici
www.polyomics.mvls.gla.ac.uk uz upotrebu standardiziranih protokola. Kako bi se mogli
bioinformaticki obraditi u softveru PiMP, tzv. sirovi podatci su se konvertirali iz formata
Thermo Scientific ' RAW' u format ‘'mzXML". Identifikacija metabolita provedena je pomocu
PiMP-a usporedivanjem to¢ne molekulske mase i vremena zadrzavanja detektiranih analita s
autenti¢nim standardnim analitima. Pretrazivala se vlastita baza podataka kreirana prema 148

referentnih spojeva (Glasgow Polyomics, College of Medical, Veterinary and Life Sciences,
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University of Glasgow, United Kingdom) koji su aplicirani na pocetku i na kraju mjerenja.
Metaboliti oznaceni kao annotated se sa spojevima u bazi podataka podudaraju samo prema
molekulskoj masi unutar softvera PIMP. Metaboliti su identificirani i prema Bazi podataka o
metabolomu Covjeka (engl. The Human Metabolome Database, HMDB) i/ili zbirci baza
podataka koje se bave genomima, bioloskim putevima, bolestima, lijekovima i1 kemijskim

tvarima (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGQG).

Statisticka analiza metabolomskih podataka provedena je pomocu online statistickog alata za
obradu metabolomskih podataka MetaboAnalyst 6.0 pomocu univarijatnog i multivarijatnog
statistiCkog pristupa (CHONG i sur., 2019). Metode univarijatne analize preliminarno izdvajaju
varijable koje su potencijalno znacajne u razlikovanju skupina. Pritom procjenjuju statisticku
znacajnost intenziteta svakog pojedinog pika, odnosno metabolita. Multivarijatne metode
uzimaju u obzir medusobni utjecaj intenziteta veceg broja statisticki znacajnih pikova, odnosno

metabolita.

Prije statistiCke analize podataka je izvrSena provjera cjelovitosti podataka. Prema uobicajenom
postupku koji omoguéuje program MetaboAnalyst vrijednosti koje nedostaju, odgovaraju nuli
ili su negativne zamijenjene su s 1/5 najmanje pozitivne vrijednosti koja je izraCunata za
odredenu varijablu. Kod statisti¢ke obrade podataka koji se odnose na mokracu vrijednosti koje
nedostaju su zamijenjene najmanjom pozitivnom vrijednosti koja je izraCunata za odredenu
varijablu. Radi dobivanja to¢nih rezultata proveden je postupak normalizacije koji ispravlja
heteroskedasti¢nost, smanjuje asimetriju podataka i tzv. efekte maske. Normalizacija s obzirom
na uzorak omogucuje prilagodavanje razlika izmedu uzoraka pa su podatci koji se odnose na
uzorke mokra¢e normalizirani pomoc¢u osmolalnosti mokra¢e. Normalizacija s obzirom na

intenzitet pikova je izvrSena logaritmiranjem i auto-skaliranjem podataka.

Cilj statisticke analize metabolomskih podataka je otkriti pikove, odnosno metabolite, ¢iji se
relativni intenziteti znacajno razlikuju izmedu dviju ili vise skupina. Za usporedivanje dviju
skupina primijenjene su univarijatne metode fold change (FC) analiza, Studentov t-test i
volcano plot koji je njihova kombinacija. Fold change analiza utvrduje koliko je puta apsolutna
vrijednost aritmetickih sredina dviju skupina veca ili manja. Pritom se utvrduju omjeri izvornih
vrijednosti intenziteta pikova. Rezultati Studentovog #-testa su izrazeni kao Vrijednosti p
transformirane uz -logl0. Za univarijatnu analizu tri skupine primijenjena je jednosmjerna

analiza varijance (engl. One-way Analysis of Variance; ANOVA). Budu¢i da ANOVA utvrduje
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ukupnu znacajnost usporedbe, primijenjena je i tzv. post-hoc analiza koja utvrduje znacajnost
promjene pojedinacnih varijabli, tj. Fisherova LSD metoda (engl. Fisher's least significant
difference method; Fisherov LSD). Osim parametra statisti¢ke znacajnosti p <0,05 primijenjena
je 1 sistemska korekcija uz tzv. mjeru lazno otkrivenih rezultata (engl. False Discovery Rate,

FDR) <0,05.

Od multivarijatnih metoda je primijenjena analiza glavnih komponenti (engl. Principal
Component Analysis, PCA) 1 djelomi¢na diskriminantna analiza najmanjih kvadrata (engl.
Partial Least-Squares Discriminant Analysis, PLS-DA). Analiza PCA identificira maksimalnu
varijjancu u skupu podataka pri ¢emu se dimenzionalnost podataka prikazuje kao skup
ortogonalnih osi nazvanih glavne komponente. PLS-DA metoda koristi multivarijatni
regresijski pristup u predvidanju pripadnosti skupini. Za identifikaciju vaznih metabolita
odreduje se redoslijed vaznosti metabolita u razlikovanju skupina, tzv. projekcija vaznosti
varijable (engl. Variable Importance In Projection; VIP). Sto je vrijednost VIP veca, to je
kapacitet metabolita za razlikovanje skupina veéi. Znafajnima se smatraju metaboliti s

vrijednos¢u VIP >1, dok su metaboliti VIP >2 visoko znacajni.

Od statistickih metoda primijenjena je analiza grupiranja (engl. cluster). Hijerarhijsko
grupiranje pomocu tzv. toplinske karte (engl. heatmap) je omogucilo bolju vizualizaciju grupa
podataka i brze identificiranje uzoraka ili pikova ¢iji su intenziteti neuobi¢ajeno visoki ili niski.
U hijerarhijskom grupiranju je primijenjena euklidska udaljenost kao mjera sli¢nosti i Wardovo

povezivanje kao algoritam grupiranja.

Analize metabolickih puteva (engl. pathway analysis) i metode obogacivanja (engl. enrichment
analysis) provedene su na temelju identificiranih, statisticki znacajno promijenjenih metabolita.
U metodi obogacivanja je koriSten hipergeometrijski test, za analizu topologije relativna
centralnost i baza podataka o metabolickim putevima specificnim za psa (lat. Canis lupus
familiaris). StatistiCki znacajno promijenjenim metabolickim putevima su ocijenjeni oni s

vrijednos¢u p <0,05 i utjecajem na put >0,1 (engl. pathway impact).
Dijagnosticka ucinkovitost statisticki znacajno promijenjenih metabolita procijenjena je uz

pomo¢ tzv. krivulja odnosa specificnosti i osjetljivosti klasifikatora (engl. Receiver Operating

Characteristic Curve, ROC curve). Dijagnosti¢ka tocnost je izvedena na temelju povrsine ispod
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krivulje (engl. Area Under Curve; AUC) pri ¢emu je test osjetljiviji i specificniji Sto je

vrijednost AUC bliza 1,0.
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5. REZULTATI

5.1. ISTRAZIVANE SKUPINE KUJA

5.1.1. KONTROLNA SKUPINA KUJA

U metabolomsko istrazivanje ukljucena je kontrolna skupina sastavljena od klinicki zdravih
kuja (N=18) koje su zaprimljene radi postupka kastracije na Klinici za porodniStvo i
reprodukciju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. Pasminski sastav kontrolne skupine kuja je
sljedeci: lagotto romagnolo (N=3), argentinski pas (N=1), maltezer (N=1), shi-tzu (N=1), shiba-
inu (N=1), madarska vizla (N=1), labrador retriver (N=1), tornjak (N=1), krizanac (N=4),
mjeSanac (N=4). Prosje¢na dob kontrolne skupine kuja je 1,0 godina, a prosjecna tjelesna masa
14,0 kg (Tablica I, Dodatak). Sve kuje iz kontrolne skupine su u trenutku uzimanja uzoraka za
istrazivanje bile uredno uhranjene 1 hidrirane. Op¢i mikrobioloski nalaz mokraée (urinokultura)
svake pojedine kuje iz kontrolne skupine je negativan na prisustvo bakterija. Kontrolnoj skupini
kuja su ucinjene pretrage kompletne krvne slike (Tablica II, Dodatak), biokemijske pretrage
seruma (Tablica III, Dodatak) i mokrac¢e (Tablica IV, Dodatak), fizikalno-kemijske pretrage

mokraée 1 pretrage sedimenta mokrace (Tablica V, Dodatak).

Referentni intervali obuhvacaju vrijednosti 95 % zdrave populacije jedinki $to znaci da oko 5
% zdravih zivotinja moze imati vrijednosti analita koje su blago sniZene ili poviSene u odnosu
na referentni interval (GEFFRE 1 sur., 2009). Zbog toga su u kontrolnu skupinu uvrstene kuje
kojima su izmjerene koncentracije pojedinih biokemijskih, hematoloskih ili mokraénih
pokazatelja izvan granica referentnog raspona. Budu¢i da navedene vrijednosti nisu bile
pracene klinickim znakovima koji bi u kuja ukazivali na prisutan patoloski proces, nije bilo
dokaza bolesti koji bi bio razlog za iskljucivanjem iz kontrolne skupine. Istrazivanja o utjecaju
anestezijskog protokola takoder navode mogucée promjene vrijednosti hematoloskih i
biokemijskih pokazatelja, npr. povisenu koncentraciju glukoze u serumu kuja za vrijeme

ovariohisterektomije (MOLDAL i sur., 2018; RUBIO i sur., 2022; PUSP i sur., 2023).
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5.1.2. SKUPINA KUJA OBOLJELIH OD PIOMETRE

U metabolomsko istrazivanje uvrStene su kuje spontano oboljele od piometre (N=19) koje su
zaprimljene na Kliniku za porodnistvo i1 reprodukciju radi lije¢enja, odnosno operacije
ovariohisterektomije. Kriteriji za ulazak u istraZzivanu skupinu kuja s piometrom su potvrdena
bolest piometre te izostanak komorbiditeta akutnog ili kroni¢nog, upalnog ili neoplasti¢nog
tipa. Pasminski sastav skupine kuja s piometrom je sljedec¢i: maltezer (N=2), njemacki ov¢ar
(N=1), americki staford (N=2), francuski buldog (N=2), americki buldog (N=1), zlatni retriver
(N=2), irski seter (N=1), Sarplaninac (N=1), bobtail (N=1), planinski krvosljednik (N=1),
njemacka doga (N=1), krizanac (N=2), mjeSanac (N=2). Prosjecna dob skupine kuja s
piometrom je 8,7 godina, a prosjecna tjelesna masa 25,8 kg (Tablica VI, Dodatak). Prema
anamnezama je vec¢i broj kuja s piometrom (N=15) prethodnih 2-5 dana imao slab ili gotovo
nikakav apetit uz pojac¢anu zed, dok je manji broj kuja s piometrom (N=4) imao uredan apetit.
Neke kuje s piometrom su imale simptome probavnih smetnji (povracanje, proljev). Veéina
kuja s piometrom je imala otvoreni tip piometre (N=17), dok su ostale kuje imale zatvoreni tip
piometre (N=2). Jedna kuja s piometrom nije prezivjela operaciju ovariohisterektomije, dok su

preostale kuje (N=18) imale uredan tijek oporavka nakon operacije.

Jednom dijelu kuja s piometrom (N=14) je ucinjen patohistoloSki nalaz maternice te im je
dijagnosticiran endometritis, gnojni, kroni¢ni, difuzni, u rasponu od slabijeg do tezeg stupnja.
U nekoliko kuja s piometrom (N=4) je dodatno dijagnosticirana i cisticna hiperplazija
endometrija. Prema mikrobioloskim nalazima obriska maternice kuja s piometrom
najzastupljeniji (N=10) je pozitivan nalaz bakterije Escherichia coli. U obriscima maternice
ostalih kuja potvrdeni su pojedinacni pozitivni nalazi hemolitiéne Escherichia coli (N=2), -
hemoliti¢nog Streptococcus sp. (N=1), Staphylococcus sp. (N=1), Pseudomonas sp. (N=1),
Klebsiella sp. (N=1), Pasteurella sp. (N=1) i Citrobacter koseri (N=1) te istovremeni pozitivni
nalaz B-hemoliti¢nog Streptococcus sp. 1 Escherichia coli (N=1) (Tablica VII, Dodatak). U
skupini kuja s piometrom vecina kuja (N=12) ima negativan nalaz urinokulture. Preostale kuje
s piometrom u urinokulturi imaju pojedinacne pozitivne nalaze Escherichia coli (N=4),
hemoliti¢ne Escherichia coli (N=1), Enterococcus sp. (N=1) i Citrobacter koseri (N=1)
(Tablica VII, Dodatak). Skupini kuja s piometrom su ucinjene pretrage kompletne krvne slike
(Tablica VIII, Dodatak), biokemijske pretrage seruma (Tablica IX, Dodatak) i mokrace
(Tablica X, Dodatak), fizikalno-kemijske pretrage mokrace i pretrage sedimenta mokrace

(Tablica XI, Dodatak).
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5.2. ISTRAZIVANJE PIOMETRE KUJA

5.2.1. ANALIZA PUNE KRVI

U istrazivanju piometre kuja usporedene su kompletne krvne slike kuja s piometrom (N=19) i
kontrolne skupine kuja (N=18) (Tablica 1). Znacajne razlike (p <0,05) u vrijednostima
pokazatelja kompletne krvne slike izmedu kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja su
utvrdene za ukupni broj leukocita i eritrocita, hematokrit, hemoglobin i prosje¢ni volumen
trombocita (engl. Mean Platelet Volume, MPV) te apsolutni broj segmentiranih i
nesegmentiranih neutrofila, monocita i eozinofila. Pritom su u kuja s piometrom ukupan broj
leukocita, MPV 1 apsolutni udjeli monocita, nesegmentiranih i segmentiranih neutrofila
poviseni, a broj eritrocita, hemoglobin, hematokrit i apsolutni broj eozinofila sniZeni u odnosu
na kontrolnu skupinu kuja. Znacajno poviseni ukupni broj leukocita i broj nesegmentiranih
neutrofila u kuja s piometrom specificni su za upalne bolesti, posebno one uzrokovane

bakterijama kao $to je piometra.

Tablica 1.
Tabli¢ni prikaz usporedbe pokazatelja kompletne krvne slike kuja s piometrom i kontrolne

skupine kuja.

Pokazatelj Mjerna Kontrola Piometra Vrijednost
jedinica (N=18) (N=19) p
Nesegmentirani Apsolutni 0,0 2,42 <0,0001
neutrofili broj (0,00-0,11) (0,06-27,46)
Leukociti x 10°/L 7,80 20,0 <0,0001
(5,4-10,6) (6,2-60,8)
Monociti Apsolutni 0,22 1,58 <0,0001
broj (0,07-0,67) (0,43-10,29)
Segmentirani Apsolutni 4,94 9,98 0,0003
neutrofili broj (2,75-7,43) (2,82-38,3)
Hematokrit % 44,5 36,0 0,0030
(37-54) (11-56)
Hemoglobin g/L 153,5 124,0 0,0030
(127-186) (41-205)
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MPV fL 9,0 11,0 0,0045
(8-12) (8-12)
Eritrociti x 10'2/L 6,65 5,40 0,0047
(5,3-7,8) (1,7-8,1)
Eozinofili Apsolutni 0,36 0,06 0,0185
broj (0-1,27) (0-2,49)
Bazofili Apsolutni 0,0 0,0 0,3042
broj (0-0,11) (0-0)
Trombociti x 10°/L 266,0 201,0 0,3427
(124-422) (119-698)
MCV fL 69,0 67,0 0,3895
(62-75) (63-73)
Limfociti Apsolutni 2,02 1,80 0,9391
broj (0,99-3,27) (0,57-5,57)

(Hematoloski pokazatelji su prikazani medijanom te najnizom i najviSom vrijednosti u skupini;
Vrijednosti p statisticki znacajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom.) MPV,
Mean Platelet Volume — prosjean volumen trombocita; MCV, Mean Corpuscular Volume —

prosjec¢an volumen eritrocita.

5.2.2. ANALIZE SERUMA

5.2.2.1. Biokemijska analiza seruma

U istrazivanju piometre kuja su analizirani biokemijski pokazatelji kuja s piometrom (N=19) i
kontrolne skupine kuja (N=18) (Tablica 2). Znacajne razlike (p <0,05) u vrijednostima
biokemijskih pokazatelja izmedu kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja su utvrdene za
koncentracije CRP-a, albumina, triglicerida, glukoze i ureje te kataliticke koncentracije ALP,
lipaze DGGR, ALT, LDH i y-GT. Niske aktivnosti ALT i1 y-GT nemaju dijagnosticki znacaj,
ali mogu ukazivati na malnutriciju. Pritom su u kuja s piometrom koncentracije CRP-a,
triglicerida, ALP, lipaze DGGR 1 LDH poviSene, a koncentracije albumina, glukoze, ureje,
ALT 1 y-GT sniZene u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Aktivnost ALP i LDH je u kuja s
piometrom takoder povisena, no u okviru referentnog raspona. S obzirom da su u kuja s

piometrom aktivnosti y-GT i ALT znacajno sniZene, porast ALP vjerojatno nije posljedica
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porasta jetrenog izoenzima ALP. PoviSene koncentracije triglicerida i ukupnog kolesterola

(unutar referentnog raspona) vjerojatno nisu posljedica poveéanog unosa prehranom, vec

pojacane endogene proizvodnje ili mobilizacija lipida (lipoproteina).

Tablica 2.

Tabli¢ni prikaz usporedbe biokemijskih pokazatelja u kuja s piometrom i kontrolne skupine

kuja.
Pokazatelj Mjerna Kontrola Piometra Vrijednost
jedinica (N=18) (N=19) p
CRP mg/L 1,00 126,20 <0,0001
(1,0-4,3) (3,4-355,2)
Albumin g/L 30,0 24,0 <0,0001
(25-31) (11-31)
Trigliceridi mmol/L 0,50 0,80 0,0003
(0,3-1,3) (0,5-1,6)
Glukoza mmol/L 6,45 4,90 0,0003
(4,6-9,6) (2,9-6,3)
ALP U/L 34,0 81,0 0,0006
(10-68) (20-282)
Lipaza U/L 36,0 68,0 0,0019
DGGR (21-125) (28-498)
ALT U/L 34,5 20,0 0,0020
(16-58) (9-60)
Ureja mmol/L 6,05 3,70 0,0037
(3,5-8,7) (2,2-19,6)
LDH U/L 62,5 120,0 0,0132
(24-231) (41-467)
v-GT U/L 5,0 3,0 0,0287
(2-8) (1-18)
Zeljezo umol/L 30,2 19,90 0,0536
(13,9-50,7) (9,8-57,6)
Kolesterol mmol/L 4,90 6,00 0,0824
ukupni (3,3-8,1) (2,5-11,4)
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Magnezij mmol/L 0,75 0,80 0,0853
ukupni (0,6-1,0) (0,5-1,2)

Bilirubin umol/L 1,85 1,40 0,1201
ukupni (1,1-2,9) (0,9-13,7)

Proteini g/L 60,5 68,0 0,1664

ukupni (50-68) (40-85)

Kalcij mmol/L 2,50 2,40 0,2119
ukupni (2,0-2,8) (1,8-2,8)

AST U/L 26,5 34,0 0,2803
(18-58) (14-180)

Fosfat mmol/L 1,60 1,30 0,2849
anorganski (1,0-2,3) (1,0-4,1)

Klorid mmol/L 116,0 117,0 0,3844
(110-124) (98-122)

Kreatinin pmol/L 73,5 70,0 0,5531
(44-109) (49-292)

Kalij mmol/L 4,45 4,40 0,6126
(3,5-5,0) (3,5-5,0)

CK U/L 110,5 136,0 0,6267
(62-233) (23-3351)

Natrij mmol/L 146,0 147,0 0,8186
(143-149) (126-158)

(Biokemijski pokazatelji su prikazani medijanom te najniZom i najviSom vrijednosti u skupini.
Vrijednosti p statisticki znacajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom.) CRP, C-
reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; LDH, laktat-
dehidrogenaza; y-GT, y-glutamil-transferaza; AST, aspartat-aminotransferaza; CK, kreatin-

kinaza

5.2.2.2. Neciljana metabolomska analiza seruma

Radi uvida u metabolom seruma kuja s piometrom, neciljanom LC-MS metodom su analizirani

uzorci seruma skupine kuja s piometrom (N=19) i kontrolne skupine kuja (N=18). U svim

uzorcima seruma (N=37) su detektirani relativni intenziteti (mz/rf) 1358 pikova koji se odnose
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na 2968 mogucih metabolita. Provjerom cjelovitosti podataka utvrden je izostanak 504 (1 %)
vrijednosti. Od 1358 pikova su identificirani sljede¢i metaboliti (N=35): L-karnitin, kreatinin,
L-prolin, L-glutamin, L-valin, L-leucin, B-alanin, L-alanin, L-fenilalanin, L-citrulin, kolin, L-
arginin, L-metionin, L-glutamat, L-serin, L-asparagin, citozin, citidin, L-kinurenin, glicin,
trans-4-hidroksi-L-prolin, pantotenat, N-acetil-neuraminat, taurin, (S)-malat, L-triptofan, cis-
akonitat, betain, inozin, metil-malonat, sukcinat, malonat, N-acetil-L-glutamat te L-homoserin

1/ili L-treonin.

a) Fold change analiza

Fold change analizom su utvrdeni omjeri izvornih vrijednosti intenziteta pikova detektiranih u
serumu izmedu kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja. Znacajno (FC >2,0) su poviSeni
intenziteti 28 pikova, a sniZeni intenziteti 64 pika, dok intenziteti preostalih 1265 pikova nisu

znac¢ajno promijenjeni.

b) Studentov ¢-test

Prema Studentovom #-testu su u serumu kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja
znacajno (p <0,05) promijenjeni intenziteti 580 pikova (Tablica XII, Dodatak), dok intenziteti
preostalih 778 pikova nisu znacajno promijenjeni. Pritom su u serumu kuja s piometrom
intenziteti pantotenata, L-glutamina, L-prolina, L-arginina, L-citrulina, L-triptofana, glicina,
citozina, trans-4-hidroksi-L-prolina, citidina i L-serina sniZeni, dok je intenzitet L-karnitina

povisen u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (Tablica 3, Slika 1).

Tablica 3.
Tabli¢ni prikaz metabolita (N=12) identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti prema ¢-testu

znacajno promijenjeni (p <0,05) u kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja.

Metabolit Molekulska Vrijeme Log> | Vrijednost FDR
masa zadrzavanja/s | (FC) p
pantotenat 220,118 444,38 -1,45 | 2,23E-08 | 1,38E-06
L-glutamin 147,0763 679,88 -0,62 | 2,12E-07 | 7,39E-06
L-prolin 116,0706 601,02 -0,77 | 2,12E-06 | 3,79E-05
L-arginin 175,1189 1201,58 -0,66 | 3,35E-05 | 3,42E-04

53




L- citrulin 176,1029 706,05 -0,83 | 7,96E-05 | 6,84E-04
L-triptofan 203,0831 595,34 -0,54 | 3,11E-04 | 1,90E-03
glicin 76,0393 713,37 -0,59 | 3,65E-04 | 2,09E-03
L-karnitin 162,1125 599,58 1,33 | 7,77E-04 | 3,81E-03
citozin 112,0505 586,79 -0,80 | 8,19E-04 | 3,99E-03
trans-4-hidroksi-L-prolin | 132,0655 691,74 -0,85 | 9,78E-04 | 4,52E-03
citidin 244,0928 587,35 -0,60 | 5,83E-03 | 1,80E-02
L-serin 106,0499 718,06 -0,43 | 2,08E-02 | 4,88E-02
FDR, False Discovery Rate — mjera lazno otkrivenih rezultata
pantotenat L-glutamin L-prolin

kontrola piometra

L-arginin

kontrola piometra

glicin

.
-
.

kontrola

piometra

kontrola piometra

L-citrulin

piometra

kontrola

citozin

kontrola piometra

kontrola

piometra

L-triptofan

.

kontrola

piometra

L-karnitin

kontrola

piometra
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citidin trans-4-hidroksi-L-prolin L-serin

kontrola piometra kontrola piometra kontrola piometra

Slika 1.

Graficki box and whisker prikaz metabolita (N=12) identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti
prema Studentovom ¢-testu znacajno promijenjeni (p <0,05) u kuja s piometrom (crveni
pravokutnik) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (zeleni pravokutnik). Prikazani su relativni
intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna standardnoj

devijaciji. Crna vodoravna linija predstavlja medijan, a Zuta tocka aritmeticku sredinu.)
¢) Volcano analiza
Volcano analizom su u serumu kuja s piometrom utvrdeni znacajno (FC >2,0; t-test <0,05)

poviSeni intenziteti 22 pika i znacajno snizeni intenziteti 63 pika u odnosu na kontrolnu skupinu

kuja. Intenziteti preostala 1273 pika nisu statisticki znac¢ajno promijenjeni (Slika 2).
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Slika 2.

Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova detektiranih u serumu kuja s piometrom
u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenzitet pika je statisticki znacajnije promijenjen, §to je
udaljeniji od sjecista (0,0). Najznacajnije promijenjeni intenziteti pikova (N=15) su obiljezeni

brojem pika iz kromatograma (Tablica XIII, Dodatak).

d) Analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis; PCA)

PCA analizom intenziteta pikova u serumu ispitane su unutarnje varijacije u skupini kuja s

piometrom i u kontrolnoj skupini kuja (Slika 3).

R
® kontrola
A piometra

20
1

Glavna komponenta 2 (17,1 %)

T T T T T T
-40 -20 0 20 40 60

Glavna komponenta 1 (27,5 %)

Slika 3.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u serumu skupine kuja s piometrom (crveni

trokuti¢i) 1 kontrolne skupine kuja (zeleni kruZziéi).

e) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Discriminant Analysis; PLS-DA)

PLS-DA analiza seruma pokazuje vrlo dobro razdvajanje skupine kuja s piometrom i kontrolne
skupine kuja (Slika 4).
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Slika 4.
Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova detektiranih u serumu skupine kuja s

piometrom (crveni trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

Rezultati VIP (engl. Variable Importance in Projection — projekcija vaznosti varijable) analize
upucuju na pikove C¢iji znacajno (p <0,05) promijenjeni intenziteti najviSe doprinose
razlikovanju metaboloma seruma kuja s piometrom od metaboloma seruma kontrolne skupine

kuja (Slika 5).
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Slika 5.
Graficki prikaz VIP analize intenziteta pikova seruma kuja s piometrom i kontrolne skupine

kuja. Prikazani su pikovi (N=15) ¢iji intenziteti najviSe doprinose razlikovanju navedenih
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skupina (Tablica XIV, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni bojom kvadrati¢a u

priloZenom kazalu.)

f) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi izmedu intenziteta pikova detektiranih u
serumu kuja s piometrom i serumu kontrolne skupine kuja (Slika 6). Analiza hijerarhijskog
grupiranja pokazuje vrlo dobru razliku izmedu skupine kuja s piometrom i kontrolne skupine

kuja.
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Slika 6.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja prema Studentovom #-testu izmedu

najznacajnije promijenjenih intenziteta pikova (N=100) u serumu kuja s piometrom (crveni

panel) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (zeleni panel). (Prema prilozenom kazalu su

poviseni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a sniZeni intenziteti tonovima plave

boje.)

g) Analiza biomarkera

Graficki prikaz pojedinacnih ROC krivulja s 95 % intervalima pouzdanosti (engl. Confidence

Interval, CI) 1 AUC za identificirane i znacajno (p <0,05) promijenjene metabolite (Slika 7).

L-Arginin, L-citrulin, L-triptofan, glicin, L-karnitin i citozin pokazuju osobine vrlo dobrog

biomarkera s AUC >0,8, dok pantotenat, L-glutamin i L-prolin pokazuju osobine odlicnog

biomarkera s AUC >0,9.
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Slika 7.

Graficki prikaz ROC krivulja metabolita identificiranih u serumu kuja s piometrom ¢iji su
intenziteti znacajno promijenjeni (p <0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. (Os apscisa
predstavlja lazno pozitivne vrijednosti, tj. specificnost, a os ordinata prave pozitivne

vrijednosti, tj. osjetljivost.)

h) Analiza bioloskih puteva

U otkrivanje statisticki znacajno promijenjenih metabolickih puteva u piometri kuja su
ukljuc¢eni metaboliti identificirani u serumu kuja s piometrom c¢iji su intenziteti znacajno
promijenjeni (p <0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Najznacajnije promijenjeni
metaboli¢ki putevi u piometri kuja su biosinteza arginina, metabolizam glioksilata i
dikarboksilata, metabolizam arginina i prolina te metabolizam glicina, serina i treonina

(Tablica 4, Slika 8).

Tablica 4.
Tabli¢ni prikaz zna€ajno promijenjenih (p <0,05) metabolickih puteva u piometri kuja koji su
utvrdeni prema znacajno promijenjenim intenzitetima metabolita identificiranih u serumu kuja

s piometrom. Istaknuti su metabolicki putevi s utjecajem na put >0,1.

Metabolicki put Metabolit Vrijednost p Utjecaj na metabolicki put
Biosinteza L-arginin 9,73E-05 0,32
arginina L-citrulin
L-glutamin
Metabolizam glioksilata L-serin 1,12E-03 0,12
1 dikarboksilata glicin
L-glutamin
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Metabolizam L-arginin 1,75E-03 0,13
arginina i prolina hidroksi-prolin
L-prolin
Metabolizam glicina, L-serin 2,34E-02 0,48
serina i treonina glicin
q‘ x
BIOSINTEZA
METABOLIZAM ARGININA
GLIOKSILATA |

DIKARBOKSILATA

J
%)
S METABOLIZAM
= ARGININA | PROLINA
—
o
o)
- (qV
METABOLIZAM GLICINA,
® SERINA | TREONINA
o
- Q
e) O %
O
|
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Utjecaj na metabolicki put
Slika 8.

Graficki prikaz statisticki znacajno promijenjenih metabolickih puteva u serumu kuja s
piometrom. (Promjer kruga je proporcionalan broju metabolita identificiranih u metaboli¢kom
putu. Tonovima od bijele do crvene boje je predo¢ena kumulativna statisticka znacajnost puta

1 utjecaj na metabolicki put.)
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5.2.3. ANALIZE MOKRACE

5.2.3.1. Fizikalna i biokemijska analiza mokrace

U istrazivanju piometre kuja su analizirani fizikalni i biokemijski pokazatelji mokracée skupine
kuja s piometrom (N=19) i kontrolne skupine kuja (N=18) (Tablica 5). U mokra¢i kuja s
piometrom su znacajno promijenjene (p <0,05) koncentracija ukupnih proteina, UPCR i
osmolalnost u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Pritom su koncentracija ukupnih proteina i

UPCR znacajno poviseni, a osmolalnost zna¢ajno snizena.

Tablica 5.

Tabli¢ni prikaz usporedbe fizikalnih i biokemijskih pokazatelja mokraée kuja s piometrom i

kontrolne skupine kuja.

Pokazatelj Mjerna Kontrola Piometra Vrijednost
jedinica (N=18) (N=19) p
Proteini mg/L 0,153 0,710 <0,0001
ukupni (0,039-0,918) (1,11-1,76)
UPCR / 0,060 0,460 <0,0001
(0,04-0,20) (0,07-4,12)
Natrij mmol/L 104,1 23,9 0,0082
(30,2-311,2) (14,1-320,5)
Osmolalnost mOsmol/kg 1,359 0,8250 0,0227
(0,484-2,455) (0,246-1,886)
Ureja mmol/L 800,85 497,00 0,0982
(242,8-1598,1) (56,2-1416,9)
USG / 1,034 1,023 0,1247
(1,013-1,064) (1,009-1,052)
Kreatinin mmol/L 23,175 13,700 0,2709
(5,32-39,83) (2,20-37,90)
Glukoza mmol/L 0,469 0,5030 0,8434
(0,110-1,367) (0,018-1,211)

(Fizikalni 1 biokemijski pokazatelji mokrace su prikazani medijanom te najniZom i najviSom

vrijednosti u skupini. Vrijednosti p statisti¢ki znac¢ajno promijenjenih pokazatelja su istaknute
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kurzivom.) UPCR, engl. Urine Protein to Creatinine Ratio, omjer proteina i kreatinina u

mokraéi; USG, engl. Urine Specific Gravity, specificna tezina mokrace

5.2.3.2. Neciljana metabolomska analiza mokrace

Radi uvida u metabolom mokra¢e kuja s piometrom, neciljanom LC-MS metodom su
analizirani uzorci mokrace skupine kuja s piometrom (N=19) i kontrolne skupine kuja (N=18).
U svim uzorcima mokra¢e (N=37) su detektirani relativni intenziteti ukupno 1088 pikova
(mz/rt) koji se odnose na 1838 mogucih metabolita. Od 1088 pikova su identificirani sljedeci
metaboliti (N=12): kreatinin, betain, N(pi)-metil-L-histidin, N-acetil-glutamin, L-glutamat, D-
glukonska kiselina, alantoin, D-galaktarat, L-glutamin, L-fenilalanin te L-homoserin i/ili L-

treonin.

Bioinformatickom obradom podataka vidljivo se izdvajao uzorak mokrace jedne kuje (engl.
outlier) koji je iskljucen iz daljnje analize radi dobivanja to¢nih rezultata. Prvotnom provjerom
cjelovitosti podataka (N=37) je utvrden izostanak 380 (0,9 %) vrijednosti, a nakon isklju¢ivanja
outliera (N=36) utvrden je izostanak 192 (0,5 %) vrijednosti. (Tabli¢ni i graficki prikazi

bioinformaticke obrade podataka mokraée kuja s outlierom (N=37) su prikazani u Prilogu.)

a) Fold change analiza

Fold change analizom su utvrdeni omjeri intenziteta pikova u mokraci izmedu skupine kuja s
piometrom i kontrolne skupine kuja. Znacajno (p <0,05) su poviseni intenziteti 163 pika, a

sniZeni intenziteti 4 pika. Intenziteti preostala 922 pika nisu zna¢ajno promijenjeni.

b) Studentov ¢-test

Studentovim #-testom je u mokraéi kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja
utvrdena znacajna promjena (t-test <0,05) intenziteta 304 pika (Tablica XV, Dodatak). Pritom
su poviseni intenziteti L-glutamata, L-fenilalanina, D-glukonske kiseline, alantoina, betaina te
L-homoserina i/ili L-treonina (Tablica 6, Slika 9). Intenziteti preostalih 785 pikova nisu

znacajno promijenjeni.
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Tablica 6.
Tabli¢ni prikaz metabolita identificiranih u mokra¢i (N=6) koji su prema ¢-testu znacajno (t-

test <0,05) promijenjeni u kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja.

Metabolit Molekulska Vrijeme log> Vrijednost FDR
masa zadrzavanja/s | (FC) p
L-glutamat 148,0604 660,68 2,20 1,39E-05 2,78E-04
L-fenilalanin 164,0719 515,77 1,19 1,69E-05 3,29E-04
D-glukonska 195,0513 648,4 2,28 3,09E-04 2,90E-03
kiselina
alantoin 157,037 732,05 0,54 2,19E-03 1,36E-02
betain 118,0862 555,05 0,74 2,75E-03 1,66E-02
L-homoserin / 118,0513 675,9 0,58 7,67E-03 3,49E-02
L-treonin

(FDR, False Discovery Rate — mjera lazno otkrivenih rezultata)

L-glutamat L-fenilalanin D-glukonska kiselina

- - 1* ®
. . . .
kontrola piometra kontrola piometra kontrola piometra

L-homoserin / L-treonin alantoin betain

. iometra f
kontrola piometra kontrola p kontrola piometra
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Slika 9.

Graficki box and whisker prikaz metabolita identificiranih u mokraci €iji su intenziteti prema
t-testu znacajno (p <0,05) promijenjeni u kuja s piometrom (ljubicasti pravokutnik) u odnosu
na kontrolnu skupinu kuja (zeleni pravokutnik). Prikazani su relativni intenziteti podataka
nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna standardnoj devijaciji. Crna

vodoravna linija predstavlja medijan, a zZuta tocka aritmeticku sredinu.)
¢) Volcano analiza
Volcano analizom su u mokraci kuja s piometrom utvrdeni znacajno (FC >2,0; #-test <0,05)

snizeni intenziteti 4 pika i znaCajno poviseni intenziteti 155 pikova u odnosu na kontrolnu

skupinu kuja. Intenziteti preostalih 930 pikova nisu statisticki znacajno promijenjeni (Slika 10).
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Slika 10.

Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova detektiranih u mokraéi kuja s
piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenzitet pika je statisticki znacajnije
promijenjen, Sto je udaljeniji od sjecista (0,0). Najznacajnije promijenjeni intenziteti pikova

(N=15) su obiljezeni brojem pika iz kromatograma (Tablica X VI, Dodatak).

65



d) Analiza glavnih komponenti (engl. Principal component analysis; PCA)

PCA analizom intenziteta pikova u mokraci ispitane su unutarnje varijacije u skupini kuja s

piometrom i u kontrolnoj skupini kuja (Slika 11).
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Slika 11.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u mokraéi skupine s kuja s piometrom

(ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

e) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Discriminant Analysis;, PLS-DA)

PLS-DA analiza mokraée pokazuje vrlo dobro odvajanje skupine kuja s piometrom od

kontrolne skupine kuja.
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Slika 12.

Komponenta 2 (11,8 %)
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Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova detektiranih u mokraci skupine kuja s

piometrom (ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

Rezultati VIP (engl. Variable Importance in Projection, projekcija vaznosti varijable) analize

upucuju na znacajno (p <0,05) promijenjene intenzitete pikova koji najvise doprinose

razlikovanju metaboloma mokrace skupine kuja s piometrom od metaboloma mokrace

kontrolne skupine kuja (Slika 13).

Slika 13.

Graficki prikaz VIP analize intenziteta pikova detektiranih u mokra¢i kuja s piometrom i

kontrolne skupine kuja. Prikazani su pikovi (N=15) C¢iji intenziteti najviSe doprinose
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razlikovanju skupina (Tablica XVII, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni bojom

kvadrati¢a u prilozenom kazalu.)

/) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi izmedu intenziteta najznacajnijih pikova
detektiranih u mokraé¢i kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja (Slika 14). Analiza
hijerarhijskog grupiranja pokazuje vrlo dobro razlikovanje skupine kuja s piometrom i

kontrolne skupine kuja.
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Slika 14.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja prema Studentovom #-testu izmedu
najznacajnije promijenjenih intenziteta pikova (N=100) u mokraci kuja s piometrom (ljubicasti
panel) i kontrolne skupine kuja (zeleni panel). (Prema prilozenom kazalu su poviseni intenziteti

prikazane tonovima crvene i1 Zute boje, a snizeni intenziteti tonovima plave boje.)
g) Analiza biomarkera

Analiza biomarkera je ukljucila analizu pojedina¢nih ROC krivulja za identificirane i znacajno
promijenjene (p <0,05) metabolite (Slika 15). D-Glukonska kiselina i betain s ostvarenim AUC
>0,8 pokazuju osobine vrlo dobrih biomarkera, dok L-fenilalanin i L-glutamat pokazuju

osobine odli¢nih biomarkera s AUC >0,9.
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Slika 15.

Graficki prikaz ROC krivulja metabolita ¢iji su intenziteti statisticki znacajno promijenjeni u
mokraci kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Prikazani su AUC i 95 % CI.
(Os apscisa predstavlja lazno pozitivne vrijednosti, tj. specifinost, a os ordinata prave

pozitivne vrijednosti, tj. osjetljivost.)
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h) Analiza bioloskih puteva

Za otkrivanje statisticki znacajno promijenjenih metaboli¢kih puteva u piometri posluzili su
statistiCki znaCajno promijenjeni metaboliti identificirani u mokra¢i kuja s piometrom.
Najznacajnije promijenjeni metaboli¢ki putevi u piometri kuja su biosinteza fenilalanina,

tirozina 1 triptofana te metabolizam fenilalanina (Tablica 7, Slika 16).

Tablica 7.
Tabli¢ni prikaz znac¢ajno promijenjenih metaboli¢kih puteva kuja s piometrom s pripadaju¢im
identificiranim, statisticki znacajno promijenjenim metabolitom u mokraéi. Istaknuti su

metabolicki putevi sa statistickom znacajnosc¢u p <0,05 i utjecajem na put >0,1.

Metabolicki put Metabolit Vrijednost p | Utjecaj na metabolicki put

Biosinteza fenilalanina, L-fenilalanin 1,57E-02 0,50
tirozina 1 triptofana

Metabolizam fenilalanina L-fenilalanin 3,87E-2 0,36
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Slika 16.

Graficki prikaz znacajno promijenjenih metaboli¢kih puteva u kuja s piometrom koji su
odredeni prema identificiranim i statisti¢ki znacajno promijenjenim metabolitima u mokraci
kuja s piometrom. (Promjer kruga je proporcionalan broju metabolita identificiranih u
metaboli¢kom putu. Tonovima bijele, Zute i1 crvene boje je predocena kumulativna statistiCka

znacajnost puta i utjecaj na metabolicki put.)
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5.3. ISTRAZIVANJE POCETKA RAZVOJA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA U
PIOMETRI KUJA

Radi uvida u metabolicke promjene povezane s po¢etkom razvoja AKI u piometri kuja skupina
kuja s piometrom i sa serumskom koncentracijom kreatinina <140 pumol/L (N=18) je
usporedena s kontrolnom skupinom kuja (N=18). Prema IRIS-ovoj klasifikaciji koncentracija

kreatinina u serumu <140 pmol/L odgovara I stupnju AKI-a.

5.3.1. ANALIZA PUNE KRVI

Znacajne razlike (p <0,05) u vrijednostima pokazatelja kompletne krvne slike izmedu kuja s
piometrom i kontrolne skupine kuja su utvrdene za ukupni broj leukocita i eritrocita,
hematokrit, hemoglobin i MPV te apsolutni broj segmentiranih i nesegmentiranih neutrofila,
monocita i eozinofila. Pritom su u kuja s piometrom ukupni broj leukocita, MPV 1 apsolutni
broj monocita, nesegmentiranih i segmentiranih neutrofila poviSeni, a ukupni broj eritrocita,
hemoglobin, hematokrit i apsolutni broj eozinofila snizeni u odnosu na kontrolnu skupinu kuja

(Tablica 8).

Tablica 8.
Tabli¢ni prikaz usporedbe pokazatelja kompletne krvne slike kontrolne skupine kuja i1 kuja s

piometrom na pocetku I stupnja AKI-a.

Pokazatelj Mjerna Kontrola | Piometra pocetak AKI I Vrijednost
jedinica (N=18) (N=18) p

Nesegmentirani Apsolutni 0,0 2,38 <0,0001
neutrofili broj (0,00-0,11) (0,06-27,46)

Leukociti x 10°/L 7,80 20,0 <0,0001

(5,4-10,6) (6,2-60,8)

Monociti Apsolutni 0,22 1,53 <0,0001
broj (0,07-0,67) (0,43-3,87)

Segmentirani Apsolutni 4,94 9,61 0,0004
neutrofili broj (2,75-7,43) (2,82-38,3)

Hematokrit % 44,5 36,0 0,0050

(37-54) (11-56)




Hemoglobin g/L 153,5 124,0 0,0056
(127-186) (41-205)
MPV fL 9,0 11,0 0,0072
(8-12) (8-12)
Eritrociti x 1012/L 6,65 5,40 0,0078
(5,3-7,8) (1,7-8,1)
Eozinofili Apsolutni 0,36 0,08 0,0284
broj (0,00-1,27) (0,00-2,49)
Bazofili Apsolutni 0,0 0,0 0,3173
broj (0-0,11) (0-0)
Limfociti Apsolutni 2,02 1,72 0,3842
broj (0,99-3,27) (0,57-5,57)
Trombociti x 10°/L 266,0 201,0 0,4245
(124-422) (119-698)
MCV fL 69,0 67,5 0,4736
(62-75) (63-73)

(Hematoloski pokazatelji su prikazani medijanom te najniZom i najviSom vrijednosti u skupini.
Vrijednosti p statisticki znacajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom.) MPV,
Mean Platelet Volume — prosjean volumen trombocita; MCV, Mean Corpuscular Volume —

prosjec¢an volumen eritrocita.

5.3.2. ANALIZE SERUMA

5.3.2.1. Biokemijska analiza seruma

U istrazivanju pocetka I stupnja AKI-a u piometri kuja znacajne razlike (p <0,05) u
vrijednostima biokemijskih pokazatelja su utvrdene za koncentracije CRP, albumina,
triglicerida, glukoze, ureje i ukupnog kolesterola te katalitiCke koncentracije ALP, lipaze
DGGR, ALT, LDH i y-GT. Pritom su u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
koncentracije CRP, triglicerida, ukupnog kolesterola, ALP, lipaze DGGR i LDH povisene, a
koncentracije albumina, glukoze, ALT, ureje i y-GT sniZene u odnosu na kontrolnu skupinu

kuja (Tablica 9).
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Tablica 9.

Tabli¢ni prikaz usporedbe biokemijskih pokazatelja u serumu kuja s piometrom na pocetku I

stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja.

Pokazatelj Mjerna Kontrola Piometra pocetak AKI I Vrijednost
jedinica (N=18) (N=18) p
CRP mg/L 1,00 129,3 <0,0001
(1,0-4,3) (3,4-355.2)
Albumin g/L 30,0 24,5 <0,0001
(25-31) (15-31)
Trigliceridi mmol/L 0,50 0,80 0,0003
(0,3-1,3) (0,5-1,6)
Glukoza mmol/L 6,45 5,05 0,0005
(4,6-9,6) (2,9-6,3)
ALP U/L 34,0 79,5 0,0009
(10-68) (20-234)
Ureja mmol/L 6,05 3,70 0,0009
(3,5-8,7) (2,2-7,0)
ALT U/L 34,5 19,5 0,0029
(16-58) (9-60)
Lipaza U/L 36,0 62,5 0,0032
DGGR (21-125) (28-402)
LDH U/L 62,5 116,0 0,0218
(24-231) (41-375)
v-GT U/L 5,0 3,0 0,0432
(2-8) (1-18)
Kolesterol mmol/L 4,90 6,00 0,0484
ukupni (3,3-8,1) (2,5-11,4)
Bilirubin umol/L 1,85 1,35 0,0569
ukupni (1,1-2,9) (0,9-5,5)
Proteini g/L 60,5 69,0 0,0720
ukupni (50-68) (40-85)
Zeljezo umol/L 30,20 20,55 0,0846
(13,9-50,7) (11,3-57,6)
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Magnezij mmol/L 0,75 0,80 0,1333
ukupni (0,6-1,0) (0,5-1,0)

Fosfat mmol/L 1,60 1,25 0,1614
anorganski (1,0-2,3) (1,0-2,2)

Kalcij mmol/L 2,50 2,40 0,3039
ukupni (2,0-2,8) (1,8-2,8)

AST U/L 26,5 34,0 0,4014

(18-58) (14-66)

Kreatinin umol/L 73,5 70,0 0,4229
(44-109) (49-109)

Klorid mmol/L 116,0 117,0 0,5354
(110-124) (98-122)

Kalij mmol/L 4,45 4,40 0,6032
(3,5-5,0) (3,5-5,0)

Natrij mmol/L 146,0 147,0 0,6442
(143-149) (126-158)

CK U/L 110,5 132,5 0,8247
(62-233) (23-685)

(Biokemijski pokazatelji su prikazani medijanom te najnizom i najviSom vrijednosti u skupini.
Vrijednosti p statisticki znacajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom.) CRP, C-
reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; LDH, laktat-
dehidrogenaza; y-GT, y-glutamil-transferaza; AST, aspartat-aminotransferaza; CK, kreatin-

kinaza

5.3.2.2. Neciljana metabolomska analiza seruma

Neciljanom LC-MS metabolomskom metodom su analizirani uzorci seruma kuja s piometrom
na pocetku I stupnja AKI-a (N=18) i kontrolne skupine kuja (N=18). U uzorcima seruma
(N=36) detektirani su intenziteti 1604 pika (mz/rt) koji se odnose na 3545 mogucih metabolita.
Provjerom cjelovitosti podataka utvrden je izostanak 774 (1,3 %) vrijednosti. Od 1604 pika
identificiran je 41 sljede¢i metabolit: betain, L-karnitin, kreatinin, L-prolin, L-glutamin, N(pi)-
metil-L-histidin, L-valin, L-leucin, B-alanin, L-alanin, L-fenilalanin, L-citrulin, kolin, L-

arginin, L-metionin, 4-trimetil-amonij-butanoat, L-glutamat, L-serin, L-asparagin, N-acetil-
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glutamin, citozin, citidin, L-kinurenin, glicin, pantotenat, trans-4-hidroksi-L-prolin, 5-
oksoprolin, taurin, (S)-malat, (R)-2-hidroksi-glutarat, L-triptofan, cis-akonitat, inozin, metil-
malonat, sukcinat, malonat, N-acetil-neuraminat, orotat, N-acetil-L-glutamat te L-homoserin

1/ili L-treonin.

a) Fold change analiza

Fold change analizom su utvrdeni omjeri intenziteta pikova u serumu izmedu kuja s piometrom
na pocetku I stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja. Znacajno (FC >2,0) je povisen intenzitet
30 pikova, a sniZen intenzitet 75 pikova. Intenziteti preostalih 1499 pikova nisu znacajno

promijenjeni.

b) Studentov ¢-test

Studentovim #-testom je u serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a u odnosu na
kontrolnu skupinu kuja utvrdena znacajna (t-test <0,05) promjena intenziteta 645 pikova
(Tablica XVIII, Dodatak), dok intenziteti preostalih 959 pikova nisu znacajno promijenjeni. U
serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a su intenziteti metabolita L-karnitina,
malonata, N-acetil-glutamina i orotata poviseni, a pantotenata, L-glutamina, L-prolina, L-
citrulina, L-arginina, glicina, L-triptofana, citozina, frans-4-hidroksi-prolina, cis-akonitata,

citidina, kreatinina, L-serina sniZeni u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (Tablica 10, Slika 17).

Tablica 10.
Tabli¢ni prikaz metabolita (N=17) identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti prema ¢-testu
znacajno promijenjeni u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a u odnosu na kontrolnu

skupinu kuja.

Metabolit Molekulska Vrijeme Log> | Vrijednost FDR
masa zadrzavanja/s | (FC) p
pantotenat 220,118 454,35 -1,41 5,50E-08 | 4,42E-06
L-glutamin 147,0763 689,94 -0,63 3,29E-07 | 1,38E-05
L-prolin 116,0706 611,66 -0,75 | 4,75E-06 | 8,66E-05
L-citrulin 176,1029 720,74 -0,85 7,96E-05 | 7,34E-04
L-arginin 175,119 1216,69 -0,51 2,10E-04 | 1,53E-03
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glicin 76,0393 730,1 -0,61 | 2,85E-04 | 1,95E-03
L-karnitin 162,1125 610,4 0,80 3,50E-04 | 2,31E-03
L-triptofan 203,0831 595,13 -0,52 | 6,06E-04 | 3,55E-03
citozin 112,0505 598,36 -0,79 1,14E-03 | 5,50E-03
trans-4-hidroksi-L-prolin | 132,0655 704,73 -0,76 1,19E-03 | 5,66E-03
malonat 103,0039 721,24 0,71 2,96E-03 | 1,14E-02
cis-akonitat 173,0095 786,76 -0,44 | 4,66E-03 | 1,61E-02
citidin 244,0928 598,88 -0,59 | 7,05E-03 | 2,23E-02
N-acetil-glutamin 189,087 529,14 0,47 8,32E-03 | 2,53E-02
kreatinin 14,0662 510,38 -0,30 1,01E-02 | 2,93E-02
L-serin 106,0499 736,18 -0,46 1,59E-02 | 4,14E-02
orotat 155,0101 548,57 0,56 1,75E-02 | 4,44E-02
(FDR, False Discovery Rate — mjera lazno otkrivenih rezultata)
pantotenat L-glutamin L-prolin
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Slika 17.

Graficki box and whisker prikaz metabolita identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti prema z-
testu statisticki znacajno promijenjeni u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a (crveni
pravokutnik) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (zeleni pravokutnik). Prikazani su relativni
intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna standardnoj

devijaciji. Crna vodoravna linija predstavlja medijan, a Zuta tocka aritmeticku sredinu.)

¢) Volcano analiza

Volcano analizom su u serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a utvrdeni znac¢ajno
(FC 22,0; t-test <0,05) poviSeni intenziteti 29 pikova i znacajno sniZeni intenziteti 71 pika u
odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenziteti preostala 1504 pika nisu statisticki znacajno

promijenjeni (Slika 18).
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Slika 18.

Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova detektiranih u serumu kuja s piometrom
na pocetku I stupnja AKI-a u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenzitet pika je statisticki
znacajnije promijenjen, $to je udaljeniji od sjecista (0,0). Najznacajnije promijenjeni intenziteti

pikova (N=15) su obiljeZeni brojem pika iz kromatograma (Tablica XIX, Dodatak).
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d) Analiza glavnih komponenti

(engl. Principal component analysis; PCA)

PCA analizom intenziteta pikova u serumu ispitane su unutarnje varijacije u skupini kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i u kontrolnoj skupini kuja (Slika 19). Prisutno je

djelomic¢no preklapanje dviju skupina kuja.

= ® kontrola
A piometra AKI |

Glavna komponenta 2 (18,3 %)

Glavna komponenta 1 (26,6 %)

Slika 19.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u serumu skupine kuja s piometrom na pocetku

I stupnja AKI-a (crveni trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

e) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Discriminant Analysis; PLS-DA)

PLS-DA analiza seruma pokazuje vrlo dobro razdvajanje skupine kuja s piometrom na pocetku

I stupnja AKI-a od kontrolne skupine kuja.
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Slika 20.
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40
1

20
1

® kontrola
A piometra AKI |

Komponenta 1 (23,3 %)

T
0

T
20

40

Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova detektiranih u serumu kuja s piometrom na

pocetku I stupnja AKI-a (crveni trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

Rezultati VIP (Variable Importance in Projection — projekcija vaznosti varijable) analize

upucuju na statisti¢ki znacajno promijenjene intenzitete pikova u serumu koji najvise doprinose

razlikovanju skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a od kontrolne skupine kuja

(Slika 21).

Slika 21.

Graficki prikaz VIP analize intenziteta pikova u serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja
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AKI-a i kontrolne skupine kuja. Prikazani su pikovi (N=15) ¢iji intenziteti najviSe doprinose
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razlikovanju navedenih skupina (Tablica XX, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni

bojom kvadrati¢a u prilozenom kazalu.)
/) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi izmedu intenziteta najznacajnijih pikova
detektiranih u serumu kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s
UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (Slika 22). Analiza
hijerarhijskog grupiranja pokazuje dobru razliku izmedu skupine kuja s piometrom na pocetku

I stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja.
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Slika 22.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja prema Studentovom #-testu izmedu

najznacajnije promijenjenih intenziteta pikova (N=100) u serumu kuja s piometrom na pocetku

I stupnja AKI-a (crveni panel) i kontrolne skupine kuja (zeleni panel). (Prema prilozenom

kazalu su poviseni intenziteti prikazane tonovima crvene i zute boje, a snizeni intenziteti

tonovima plave boje.)

g) Analiza biomarkera

Analiza biomarkera je ukljucila analizu pojedina¢nih ROC krivulja za identificirane i znacajno

promijenjene (p <0,05) metabolite (Slika 23). L-Citrulin, L-arginin, glicin, L-karnitin, L-

triptofan, citozin, trans-4-hidroksi-L-prolin i malonat ostvaruju AUC >0,8. Pantotenat, L-

glutamin i L-prolin pokazuju osobine odli¢nih biomarkera s AUC >0,9.
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Slika 23.

Graficki prikaz ROC krivulja znacajno promijenjenih (p <0,05) metabolita u serumu kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a. Prikazani su AUC i 95 % CI. (Os apscisa predstavlja
lazno pozitivne vrijednosti, tj. specificnost, a os ordinata prave pozitivne vrijednosti, tj.

osjetljivost.)

h) Analiza bioloskih puteva

Za otkrivanje statisticki znacajno promijenjenih metabolickih puteva u piometri na pocetku I
stupnja AKI-a posluzili su znacajno promijenjeni (p <0,05) metaboliti identificirani u mokraci
kuja s piometrom. Statisticki najznacajnije promijenjeni metabolic¢ki putevi su metabolizam
biosinteze arginina, metabolizam glioksilata i dikarboksilata, metabolizam glicina, serina i

treonina te metabolizam arginina i prolina (Tablica 11, Slika 24).

Tablica 11.
Tablicni prikaz statisticki znaCajno promijenjenih metabolickih puteva 1 pripadajucih
metabolita identificiranih u serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a. Istaknuti su

metabolicki putevi sa statistickom znacajnoscéu p <0,05 i utjecajem na put >0,1.

Metabolicki put Metabolit Vrijednost p | Utjecaj na metabolicki put
Metabolizam cis-akonitat 1,21E-04 0,15
glioksilata 1 L-serin
dikarboksilata glicin
L-glutamin
Biosinteza L-arginin 2,11E-04 0,32
arginina L-citrulin
L-glutamin
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Metabolizam L-arginin 3,67E-03 0,13
arginina i prolina hidroksi-prolin
L-prolin
Metabolizam glicina, L-serin 3,71E-02 0,48
serina i treonina glicin

<
4‘ L BIOSINTEZA
ARGININA
METABOLIZAM
GLIOKSILATA |
DIKARBOKSILATA
™
METABOLIZAM
ARGININA | PROLINA
= @
N
o
—
g «
-
METABOLIZAM GLICINA,
SERINA | TREONINA
©)
—
|
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Utjecaj na metabolicki put
Slika 24.

Graficki prikaz statisticki znaCajno promijenjenih metaboli¢kih puteva odredenih prema
statistiCki znacajno promijenjenim metabolitima identificiranim u serumu kuja s piometrom na
pocetku I stupnja AKI-a. (Promjer kruga je proporcionalan broju metabolita identificiranih u
metabolickom putu. Tonovima od bijele do crvene boje je predocena kumulativna statisticka

znacajnost puta i utjecaj na metabolicki put.)
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5.3.3. ANALIZE MOKRACE

5.3.3.1. Fizikalna i biokemijska analiza mokrace

U istrazivanju piometre kuja na pocetku I stupnja AKI-a analizirani su fizikalni i biokemijski
pokazatelji mokrace kuja s piometrom (N=18) 1 kontrolne skupine kuja (N=18) (Tablica 12).
U mokrac¢i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a je znacajno promijenjena (p <0,05)
koncentracija ukupnih proteina i natrija te UPCR-a i osmolalnosti u odnosu na kontrolnu
skupinu kuja. Pritom su koncentracije ukupnih proteina te UPCR-a znacajno povisene, a

koncentracija natrija i osmolalnost znacajno sniZene.

Tablica 12.
Tabli¢ni prikaz usporedbe fizikalnih i biokemijskih pokazatelja mokrace kuja s piometrom na

pocetku I stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja.

Pokazatelj Mjerna Kontrola Piometra pocetak AKII | Vrijednost
jedinica (N=18) (N=18) p
Proteini mg/L 0,153 0,6650 <0,0001
ukupni (0,039-0,918) (0,106-1,760)
UPCR / 0,060 0,395 <0,0001
(0,04-0,20) (0,07-1,36)
Natrij mmol/L 129,6 23,2 0,0099
(30,2-311,2) (14,1-320,5)
Osmolalnost | mOsmol/kg 1,359 0,8620 0,0378
(0,484-2,455) (0,269-1,886)
Ureja mmol/L 800,85 533,10 0,1489
(242,8-1598,1) (129,5-1416,9)
USG / 1,034 1,023 0,1589
(1,013-1,064) (1,009-1,052)
Kreatinin mmol/L 23,175 14,155 0,3888
(5,32-39,83) (2,90-37,90)
Glukoza mmol/L 0,469 0,484 0,9118
(0,110-1,367) (0,018-1,211)
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(Fizikalni 1 biokemijski pokazatelji mokrace su prikazani medijanom te najnizom i najviSom
vrijednosti u skupini. Vrijednosti p statisti¢ki znac¢ajno promijenjenih pokazatelja su istaknute
kurzivom) UPCR, engl. Urine Protein to Creatinine Ratio, omjer proteina i kreatinina u

mokraéi; USG, engl. Urine Specific Gravity, specifi¢na tezina mokrace.

5.3.3.2. Neciljana metabolomska analiza mokrace

Neciljanom metabolomskom LC-MS metodom je analizirana mokra¢a skupine kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a (N=18) i mokrac¢a kontrolne skupine kuja (N=18). U
svim uzorcima mokraée (N=36) su detektirani relativni intenziteti (mz/rt) ukupno 1149 pikova
koji se odnose na 1954 moguc¢ih metabolita. Od 1149 pikova su identificirani sljedeci
metaboliti (N=12): kreatinin, betain, N(pi)-metil-L-histidin, N-acetil-glutamin, L-glutamat, D-
glukonska kiselina, cis-akonitat, alantoin, D-galaktarat, L-glutamin te L-homoserin i/ili L-

treonin.

Bioinformatickom obradom podataka vidljivo se izdvajao uzorak mokrace jedne kuje (engl.
outlier) koji je iskljucen iz daljnje analize radi dobivanja to¢nih rezultata. Prvotnom provjerom
cjelovitosti podataka (N=36) je utvrden izostanak 403 (1 %) vrijednosti, a nakon isklju¢ivanja
outliera (N=35) utvrden je izostanak 173 (0,4 %) vrijednosti. (Tabli¢ni i graficki prikazi

bioinformaticke obrade podataka mokracée kuja s outlierom (N=36) su prikazani u Prilogu.)

a) Fold change analiza
Fold change analizom su utvrdeni omjeri intenziteta pikova u mokra¢i izmedu kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja. Znacajno (FC >2,0) je povisen
intenzitet 132 pika, a sniZzen intenzitet 5 pikova. Intenziteti preostalih 1013 pikova nisu
znac¢ajno promijenjeni.

b) Studentov z-test
Studentovim #-testom je utvrden statisticki znacajno promijenjen intenzitet 261 pika (Tablica

XXI, Dodatak), dok intenziteti preostalih 898 pikova nisu statisticki znacajno promijenjeni. U

mokraci kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a su poviseni intenziteti L-glutamata, cis-
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akonitata, D-glukonske kiseline, betaina, alantoina i L-homoserina i/ili L-treonina u odnosu na

kontrolnu skupinu kuja (Tablica 13, Slika 25).

Tablica 13.
Tabli¢ni prikaz metabolita identificiranih u mokra¢i (N=7) ¢iji su intenziteti prema ¢-testu

znacajno promijenjeni u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a u odnosu na kontrolnu

skupinu kuja.

Metabolit Molekulska Vrijeme Log> | Vrijednost FDR
masa zadrzavanja/s | (FC) p
L-glutamat 148,0604 660,74 1,83 1,03E-05 | 2,53E-04
cis-akonitat 173,0094 772,58 0,88 6,53E-05 | 9,87E-04
D-glukonska kiselina | 195,0513 648,16 2,07 5,00E-04 | 4,57E-03
betain 118,0862 555,09 0,54 3,99E-03 | 2,20E-02
alantoin 157,037 732,09 0,49 4,04E-03 | 2,22E-02
L-homoserin / 118,0513 675,89 0,60 8,18E-03 | 3,93E-02
L-treonin

(FDR, False Discovery Rate — mjera lazno otkrivenih rezultata)

L-glutamat

cis-akonitat

D-glukonska kiselina

kontrola piometra kontrola piometra kontrola piometra
pocetak AKI | pocetak AKI | pocetak AKI |
betain alantoin L-homoserin / L-treonin

kontrola

piometra
pocetak AKI |

kontrola

piometra

pocetak AKI |

kontrola

piometra
pocetak AKI |




Slika 25.

......

t-testu statistiCki znacajno promijenjeni u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
(Ijubicasti pravokutnik) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja (zeleni pravokutnik). Prikazani
su relativni intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna
standardnoj devijaciji. Vodoravna crna linija predstavlja medijan, a zuta toc¢ka aritmeticku

sredinu.)
c) Volcano analiza

Volcano analizom su u mokraci kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a utvrdeni znac¢ajno
(FC 22,0; t-test <0,05) poviSeni intenziteti 123 pika i1 zna€ajno sniZeni intenziteti 5 pikova u
odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenziteti preostala 1022 pika nisu statisticki znacajno

promijenjeni (Slika 26).
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Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova detektiranih u mokraéi kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Intenzitet pika je
statistiCki znaCajnije promijenjen, $to je udaljeniji od sjecista (0,0). Statisti¢ki najznacajnije
promijenjeni intenziteti pikova (N=15) su obiljeZeni brojem pika iz kromatograma (Tablica

XXII, Dodatak).
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d) Analiza osnovnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA)

PCA analizom intenziteta pikova u mokraci ispitane su unutarnje varijacije u skupini kuja s

piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i u kontrolnoj skupini kuja (Slika 27).
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Slika 27.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u mokra¢i kuja s piometrom na pocetku I

stupnja AKI-a (ljubicasti trokuti¢i) i mokraci kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi).

e) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Discriminant Analysis; PLS-DA)

PLS-DA analiza mokrace pokazuje odlicno razdvajanje skupine kuja s piometrom na pocetku

I stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja.
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Slika 28.

Komponenta 2 (15,1 %)
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Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova u mokraéi kuja na pocetku I stupnja AKI-a

(ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja (zeleni kruZzici).

Rezultati VIP (Variable Importance in Projection — projekcija vaznosti varijable) analize

upucuju na statisticki znacajno promijenjene pikove (N=15) ¢iji su intenziteti najvise doprinjeli

razlikovanju metaboloma mokraée kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a od kontrolne

skupine kuja (Slika 29).
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Graficki prikaz VIP analize mokrace kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i kontrolne

skupine kuja. Prikazani su pikovi (N=15) ¢iji intenziteti najviSe doprinose razlikovanju
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navedenih skupina (Tablica XXIII, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni bojom

kvadrati¢a u prilozenom kazalu.)
f) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi izmedu intenziteta najznacajnijih pikova
detektiranih u mokraci kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i mokra¢i kontrolne
skupine kuja. Analiza pokazuje relativno jasnu razliku izmedu kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a i kontrolne skupine kuja (Slika 30). Analiza hijerarhijskog grupiranja pokazuje
dobru razliku izmedu skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i kontrolne skupine

kuja.
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Slika 30.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja prema Studentovom #-testu izmedu
najznacajnije promijenjenih intenziteta pikova (N=100) u mokra¢i izmedu kuja s piometrom
na pocetku I stupnja AKI-a (ljubicasti panel) i kontrolne skupine kuja (zeleni panel). (Prema
priloZenom kazalu su poviSeni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a snizeni

intenziteti tonovima plave boje.)

g) Analiza biomarkera
Analiza biomarkera je ukljucila analizu pojedina¢nih ROC krivulja za identificirane i znacajno
promijenjene (p <0,05) metabolite (Slika 31). Cis-akonitat, D-glukonska kiselina i betain

ostvaruju AUC >0,8, dok L-glutamat pokazuje osobine odlicnog biomarkera s AUC >0,9.
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Slika 31.

Graficki prikaz ROC krivulja znacajno promijenjenih (p <0,05) metabolita u mokraci kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a. Prikazani su AUC 1 95 % CI. Os apscisa predstavlja
lazno pozitivne vrijednosti, tj. specificnost, a os ordinata prave pozitivne vrijednosti, tj.

osjetljivost.
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h) Analiza bioloskih puteva

Identificirani i statisticki znacajno promijenjeni metaboliti u mokraci kuja s piometrom na
pocCetku I stupnja AKI-a su posluzili za otkrivanje statistiCki znacajno promijenjenih
metaboli¢kih puteva ranih metabolickih promjena u piometri (Tablica 14, Slika 32). U
metabolomu mokrace kuja s piometrom prema kriteriju p <0,05 i utjecaja na put >0,1 nije
znacajno promijenjen niti jedan metabolicki put. Uz primjenu kriterija p <0,06 i utjecaja na put
>0,7, najznacajnije su promijenjeni metabolizam glicina, serina i treonina te biosinteza

arginina.

Tablica 14.
Tabli¢ni prikaz statistiCki najznacajnije promijenjenih metabolickih puteva s pripadaju¢im
identificiranim, statisticki znac¢ajno promijenjenim metabolitima u mokrac¢i kuja s piometrom

na pocetku I stupnja AKI-a.

Metabolicki put Metabolit Vrijednost p | Utjecaj na metabolicki put
Metabolizam glicina, betain 6,84E-03 0,08
serina i treonina L-treonin
Biosinteza arginina L-glutamat 5,39E-02 0,12
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Graficki prikaz statisticki znacajno promijenjenih metabolickih puteva u mokraéi kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a odredenih prema identificiranim i statisti¢ki znacajno
promijenjenim metabolitima u mokraéi. (Promjer kruga je proporcionalan broju metabolita
identificiranih u metabolickom putu. Tonovima od bijele do crvene boje je predocena

kumulativna statisticka znacajnost puta i utjecaj na metabolicki put.)
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5.4. ISTRAZIVANJE POVEZANOSTI PROTEINURIJE I POCETKA RAZVOJA
AKUTNE OZLJEDE BUBREGA U PIOMETRI KUJA

Radi uvida u metabolicke promjene kuja s piometrom koje su na pocetku razvoja AKl-a,
neciljanom metabolomskom LC-MS metodom su usporedeni uzorci seruma kontrolne skupine
kuja (N=18) i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a koje su podijeljene na skupinu kuja
s UPCR <0,5 (N=11) i skupinu kuja s UPCR >0,5 (N=7). Svakoj skupini kuja su zasebno
statistiCki obradene vrijednosti pokazatelja kompletne krvne slike (Tablica 15), biokemijskih

pokazatelja seruma (Tablica 16) i mokrace te fizikalnih pokazatelja mokrace (Tablica 19).

5.4.1. ANALIZA PUNE KRVI

Znacajne razlike (p <0,05) pokazatelja hemograma izmedu kuja s piometrom s AKI I i UPCR
<0,5, kuja s piometrom s AKI I i UPCR >0,5 i kontrolne skupine kuja su utvrdene za ukupni
broj leukocita i eritrocita, apsolutni broj nesegmentiranih neutrofila, monocita, limfocita i

eozinofila te hematokrit, hemoglobin i MPV (Tablica 15).

Tablica 15.

Tabli¢ni prikaz usporedbe pokazatelja kompletne krvne slike kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a s vrijednostima UPCR >0,5, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s
vrijednostima UPCR <0,5 i kontrolne skupine kuja.

Piometra pocetak AKI I
Pokazatelj Mjerna Kontrola UPCR <0.5 UPCR >0.5 Vrijednost
jedinica (N=18) (N=11) (N=7) p
Nesegmentirani | Apsolutni 0,002b 1,602 3,70 <0,0001
neutrofili broj (0-0,11) (0,10-18,90) | (1,80-27,50)
Leukociti x 10°/L 7,800 17,202 20,40° 0,0001
(5,4-10,6) (6,2-60,8) (9,4-35,2)
Monociti Apsolutni 0,22ab 1,402 1,60° <0,0010
broj (0,07-0,67) | (0,40-3,70) (0,90-3,90)
Segmentirani Apsolutni 4,942 9,242 11,40 0,0050
neutrofili broj (2,75-7,43) | (3,84-38,30) | (2,82-14,42)
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Hematokrit % 44,50 36,0° 37,00 0,0190
(37-54) (19-56) (11-47)
Hemoglobin g/L 153,5%b 128,02 124,0° 0,0205
(127-186) (68-205) (41-162)
MPV fL 9,0%b 11,0° 11,0° 0,0268
(8-12) (8-12) (8-12)
Eritrociti x 10'2/L 6,65° 5,40° 5,50P 0,0289
(5,3-7,8) (2,9-8,1) (1,7-6,9)
Eozinofili Apsolutni 0,36 0,10 0,10 0,0847
broj (0,00-1,27) | (0,00-2,50) (0,40)
MCV fL 69,0 69,0 66,0 0,2513
(62-75) (65-73) (63-70)
Trombociti x 10°/L 266,0 301,0 197,0 0,3236
(124-422) (119-698) (163-499)
Bazofili Apsolutni 0,00 0,00 0,00 0,3575
broj (0,00-0,11) | (0,00-0,00) (0,00-0,00)
Limfociti Apsolutni 2,02 1,80 1,60 0,9830
broj (0,99-3,27) | (0,60-4,50) (1,00-5,60)

(Hematoloski pokazatelji su prikazani medijanom te najnizom i najviSom vrijednosti u skupini.
Vrijednosti p statisticki znacajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom. MPV,
Mean Platelet Volume — prosje¢an volumen trombocita; MCV, Mean Corpuscular Volume —

prosjec¢an volumen eritrocita.)

5.4.1. ANALIZE SERUMA

5.4.1.1. Biokemijska analiza seruma

U istrazivanju povezanosti proteinurije i pocetka I stupnja AKI-a u piometri kuja usporedeni
su biokemijski pokazatelji kontrolne skupine kuja (N=18), kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a i UPCR <0,5 (N=11) te kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR
>0,5 (N=7). Znacajne razlike (p <0,05) u vrijednostima biokemijskih pokazatelja su utvrdene
za koncentracije CRP-a, albumina, triglicerida, ureje, glukoze i ukupnih proteina te kataliticke

koncentracije ALP, lipaze DGGR i ALT (Tablica 16).
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Tablica 16.

Tabli¢ni prikaz usporedbe biokemijskih pokazatelja kuja s piometrom na pocetku I stupnja

AKlI-a 1 UPCR <0,5, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 te kontrolne

skupine kuja.

Piometra pocetak AKI I
Pokazatelj Mjerna Kontrola UPCR <0,5 UPCR >0,5 | Vrijednost
jedinica (N=18) (N=11) (N =7) p
CRP mg/L 1,00%° 153,50° 109,30° <0,0001
(1,0-4,3) (3,4-355,2) | (75,0-263,0)
Albumin g/L 30,020 25,0° 24,0° 0,0004
(25-31) (17-31) (15-26)
Trigliceridi mmol/L 0,500 0,80? 0,80° 0,0013
(0,3-1,3) (0,5-1,3) (0,5-1,6)
ALP U/L 34,020 78,0° 113,0° 0,0041
(10-68) (22-225) (20-234)
Ureja mmol/L 6,050 3,70° 3,70° 0,0041
(3,5-8,7) (2,2-7,0) (2,7-7,0)
Glukoza mmol/L 6,45%b 5,302 4,50° 0,0047
(4,6-9,6) (2,9-6,3) (3,4-6,1)
Lipaza U/L 36,020 68,0° 49,0° 0,0080
DGGR (21-125) (43-301) (28-227)
ALT U/L 34,530 20,0 18,0° 0,0119
(16-58) (9-60) (10-46)
Proteini g/L 60,5? 65,0 72,0° 0,0156
ukupni (50-68) (40-73) (50-85)
LDH U/L 62,5 106,0 214,0 0,0580
(24-231) (61-347) (41-375)
Bilirubin umol/L 1,85 1,20 1,40 0,0697
ukupni (1,1-2,9) (0,9-3,1) (1,0-5,5)
AST U/L 26,5 31,0 46,0 0,0855
(18-58) (14-45) (18-66)
Kolesterol mmol/L 4,90 6,90 5,70 0,1082
ukupni (3,3-8,1) (4,1-11,4) (2,5-9,9)
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v-GT U/L 5,0 3,0 3,0 0,1273
(2-8) (1-18) (2-6)
Fosfat mmol/L 1,60 1,20 1,60 0,1713
anorganski (1,0-2,3) (1,0-2,2) (1,1-1,9)
Zeljezo umol/L 30,2 21,20 19,90 0,2250
(13,9-50,7) (11,3-57,6) (11,7-46,7)
Magnezij mmol/L 0,75 0,80 0,80 0,2873
ukupni (0,6-1,0) (0,5-1,0) (0,5-0,9)
Kalcij mmol/L 2,50 2,40 2,40 0,5734
ukupni (2,0-2,8) (1,8-2,8) (2,0-2,6)
Kreatinin umol/L 73,5 73,0 70,0 0,6119
(44-109) (49-109) (54-86)
CK U/L 110,5 129,0 137,0 0,7301
(62-233) (26-586) (23-685)
Natrij mmol/L 146,0 145,0 147,0 0,7430
(143-149) (126-158) (128-156)
Kalij mmol/L 4,45 4,40 4,30 0,7980
(3,5-5,0) (3,5-5,0) (3,8-4,9)
Klorid mmol/L 116,0 117,0 117,0 0,8151
(110-124) (98-122) (105-120)

(Biokemijski pokazatelji su prikazani medijanom te najniZom i najviSom vrijednosti u skupini.
Vrijednosti p statisti¢ki znac¢ajno promijenjenih pokazatelja su istaknute kurzivom.) CRP, C-
reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; LDH, laktat-
dehidrogenaza; y-GT, y-glutamil-transferaza; AST, aspartat-aminotransferaza; CK, kreatin-

kinaza

5.4.1.2. Neciljana metabolomska analiza seruma

U uzorcima seruma (N=36) detektirani su relativni intenziteti (mz/rt) 1604 pika koji se odnose
na mogucih 3545 metabolita. Provjerom cjelovitosti podataka utvrden je izostanak 774 (1,3 %)
vrijednosti. Od 1604 pika je identificiran sljedec¢i 41 metabolit: L-karnitin, kreatinin, L-prolin,
L-glutamin, L-valin, L-leucin, $-alanin, L-alanin, L-fenilalanin, L-citrulin, kolin, L-arginin, L-

metionin, 4-trimetil-amonij-butanoat, L-glutamat, L-serin, L-asparagin, N-acetil-glutamin,
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citozin, citidin, L-kinurenin, glicin, pantotenat, trans-4-hidroksi-L-prolin, taurin, 5-oksoprolin,
(S)-malat, (R)-2-hidroksi-glutarat, L-triptofan, cis-akonitat, betain, inozin, metil-malonat,
sukcinat, malonat, N-acetil-neuraminat, orotat, N-acetil-L-glutamat te L-homoserin 1/ili L-

treonin.

a) One-way ANOVA & post-hoc analiza

One-way ANOVA i post-hoc analizom su utvrdeni statisti¢ki znacajno promijenjeni intenziteti
504 pika (Tablica XXIV, Dodatak), dok intenziteti preostalih 1100 pikova nisu statisticki
znacajno promijenjeni. U serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5
te serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 su intenziteti metabolita
pantotenata, L-glutamina, L-prolina, L-citrulina, glicina, L-triptofana, L-arginina, citozina i
trans-4-hidroksi-L-prolina znacajno sniZeni, a L-karnitina i malonata znacajno poviseni u
odnosu na kontrolnu skupinu kuja (Tablica 17, Slika 33). Post hoc analiza nije detektirala
statistiCki znacajan rastudi ili padajuci trend izmedu intenziteta metabolita i vrijednosti UPCR-
a tri skupine kuja. Blagi padaju¢i trend je uocljiv kod glicina, L-triptofana, kao i blagi rastuci

trend kod L-karnitina.

Tablica 17.
Tabli¢ni prikaz metabolita (N=11) identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti prema ANOVA i
post-hoc analizi statistiCki znaCajno promijenjeni izmedu kontrolne skupine kuja, kuja s

piometrom, poc¢etkom AKI i UPCR <0,5 te kuja s piometrom, poc¢etkom AKI i UPCR >0,5.

Metabolit Molekulska Vrijeme Vrijednost Fischerov
masa zadrzavanja / s p LSD
pantotenat 220,118 454,35 4,58E-07 a,b
L-glutamin 147,0763 689,94 2,43E-06 a,b
L-prolin 116,0706 611,66 1,87E-05 a,b
L-citrulin 176,1029 720,74 4,58E-04 a,b
glicin 76,0393 730,1 5,39E-04 a,b
L-triptofan 203,0831 595,13 1,04E-03 a,b
L-arginin 175,119 1216,69 1,10E-03 a,b
L-karnitin 162,1125 610,4 1,41E-03 c,d

citozin 112,0505 598,36 3,53E-03 a
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trans-4-hidroksi-L-prolin 132,0655 704,73 5,66E-03 a, b
malonat 103,0039 721,24 9,92E-03 a
a - kontrola—pio UPCR <0,5; b - kontrola—pio UPCR >0,5;
¢ - pio UPCR <0,5—kontrola; d - pio UPCR >0,5-kontrola
pantotenat L-glutamin L-prolin
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trans-4-hidroksi-L-prolin malonat

- =

kontrola piometra kontrola piometra
pocetak AKI | pocetak AKI |
UPCR>0,5
Slika 33 UPCR>05 ’

Graficki box and whisker prikaz metabolita identificiranih u serumu ¢iji su intenziteti prema
rezultatima ANOVA 1 post-hoc analize statisticki znac¢ajno promijenjeni izmedu kontrolne
skupine kuja (zeleni pravokutnik), kuja s piometrom, pocetkom AKI i UPCR <0,5 (zuti
pravokutnik) te kuja s piometrom, po¢etkom AKI i UPCR >0,5 (crveni pravokutnik). Prikazani
su relativni intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna
standardnoj devijaciji. Vodoravna crna linija predstavlja medijan, a Zzuta tocka aritmeticku
sredinu.) Post hoc analiza nije detektirala statisticki znacajan rastuci ili padajuéi trend izmedu
intenziteta metabolita i vrijednosti UPCR-a tri skupine kuja. Blagi padaju¢i trend je uocljiv kod

glicina, L-triptofana, kao 1 blagi rastu¢i trend kod L-karnitina.

b) Analiza glavnih komponenti

(engl. Principal Component Analysis; PCA analiza)
PCA analizom intenziteta pikova u serumu ispitane su unutarnje varijacije kontrolne skupine

kuja, skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 te skupine kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (Slika 34).
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Glavna komponenta 1 (26,6 %)

Slika 34.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u serumu kontrolne skupine kuja (zeleni
kruzi¢i), kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 (zuti kvadrati¢i) i kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (crveni trokutiéi).

¢) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Diskriminant Analysis; PLS-DA)

PLS-DA analiza seruma pokazuje vrlo dobro razdvajanje kontrolne skupine kuja od obje
skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a. Medutim, prisutno je medusobno
preklapanje skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i skupine kuja
s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5.

kontrola
pio UPCR < 0,§
4 pio UPCR >0.£

Komponenta 2 (17 %)

T T T T T
-40 -20 (4] 20 40

Komponenta 1 (22,3 %)
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Slika 35.
Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova detektiranih u serumu kontrolne skupine
kuja (zeleni kruzi¢i), kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 (zuti

kvadrati¢i) i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (crveni trokutici).

Rezultati VIP (Variable Importance in Projection — projekcija vaznosti varijable) analize
upucuju na znacajno promijenjene (p <0,05) pikove C¢iji intenziteti najvisSe doprinose
razlikovanju metaboloma seruma kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (Slika

36).
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Slika 36.

Graficki prikaz VIP analize seruma kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5.
Prikazani su pikovi (N=15) koji najviSe doprinose razlikovanju navedenih skupina (Tablica

XXV, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni bojom kvadrati¢a u prilozenom kazalu.)

d) Analiza korelacije

Analizom korelacije je ispitana povezanost prosjecne vrijednosti UPCR-a s intenzitetima
pikova u serumu kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR
<0,5 1 kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (Tablica 18, Slika 37).

Vrijednost korelacije izmedu UPCR-a skupina i intenziteta metabolita je umjerena i negativna
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((-0,75) - (-0,50)) za L-prolin, pantotenat, L-glutamin, glicin, L-triptofan, L-citrulin i L-arginin,

a umjerena i pozitivna (0,50 - 0,75) za L-karnitin.

Tablica 18.

Tabli¢ni prikaz povezanosti vrijednosti UPCR-a i intenziteta metabolita identificiranih u
serumu (N=8) kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR

<0,5 te kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5.

Metabolit Koeficijent korelacije Vrijednost p
L-prolin -0,671 7,49E-06
pantotenat -0,667 8,99E-06
L-glutamin -0,635 3,18E-05
glicin -0,601 1,06E-04
L-triptofan -0,581 2,02E-04
L-citrulin -0,560 3,85E-04
L-karnitin 0,552 4,89E-04
L-arginin -0,540 6,73E-04

T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Koeficijent korelacije

Slika 37.

Graficki prikaz analize korelacije intenziteta pikova (mz/rt) u serumu (N=25) s vrijednosti
UPCR-a kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 i
kuja s piometrom, poc¢etkom I stupnja AKI i UPCR >0,5 (Tablica XX VI, Dodatak).
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e) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi intenziteta najznacajnijih pikova detektiranih
u serumu izmedu skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5, skupine
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 i kontrolne skupine kuja. Analiza

prikazuje dobru razliku izmedu obje skupine kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja.
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Slika 38.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja statisticki najznacajnije promijenjenih pikova
(N=100) u serumu prema rezultatima ANOVA i post hoc analize izmedu kuja s piometrom na
pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (crveni panel), kuja s piometrom na pocetku I stupnja
AKI-a i UPCR <0,5 (zuti panel) i kontrolne skupine kuja (zeleni panel). (Prema priloZenom
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kazalu su poviSeni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a sniZeni intenziteti

tonovima plave boje.)

5.4.2. ANALIZE MOKRACE

5.4.2.1. Fizikalna i biokemijska analiza mokrace

U istrazivanju piometre kuja na pocetku I stupnja AKI-a koje su u riziku od razvoja akutne

ozljede bubrega usporedeni su fizikalno-kemijski i biokemijski pokazatelji mokrace skupine

18 kuja s piometrom i kontrolne skupine 18 kuja (Tablica 19). U mokraci kuja s piometrom na

pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR

>0,5 je u odnosu na kontrolnu skupinu kuja statisticki znacajno promijenjena (p <0,05)

koncentracija ukupnih proteina.

Tablica 19.

Tabli¢ni prikaz usporedbe fizikalnih i biokemijskih pokazatelja mokrace izmedu kuja s

piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5, kuja s piometrom na pocetku I stupnja

AKI-a s UPCR <0,5 i kontrolne skupine kuja.

Piometra pocetak AKI I
Pokazatelj Mjerna Kontrola UPCR <0,5 UPCR >0,5 | Vrijednost
jedinica (N=18) (N=11) (N=7) p

Proteini mg/L 0,1532b 0,456* 0,886° 0,0001
ukupni (0,039-0,918) | (0,106-1,760) | (0,180-1,691)

Natrij mmol/L 104,1 28,9 22,4 0,0012

(30,2-311,2) (14,1-320,5) (17,5-196,7)

Osmolalnost | mOsmol 1,359 1,073 0,764 0,1054
(0,484-2,455) | (0,526-1,773) | (0,269-1,886)

Kreatinin mmol/L 23,2 16,3 10,3 0,1189

(5,3-39,8) (9,7-37,9) (2,9-22,4)

Ureja mmol/L 800,9 602,9 345,0 0,2238
(242,8-1598,1) | (229,2-1327,4) | (129,5-1416,9)

USG / 1,034 1,024 1,023 0,2615
(1,013-1,064) | (1,017-1,045) | (1,009-1,052)
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Glukoza | mmol/L 0,469 0,503 0,764 0,6833
(0,110-1,367) | (0,260-1,211) | (0,269-1,886)

(Fizikalni 1 biokemijski pokazatelji mokrace su prikazani medijanom te najniZom i najviSom
vrijednosti u skupini. Vrijednosti p statisti¢ki znac¢ajno promijenjenih pokazatelja su istaknute

kurzivom.) USG, engl. Urine Specific Gravity, specifi¢na tezina mokrace

5.4.2.2. Neciljana metabolomska analiza mokrace

Radi uvida u povezanost proteinurije i po€etka I stupnja AKI-a u piometri kuja neciljanom LC-
MS metabolomskom metodom su usporedeni uzorci mokrace kontrolne skupine kuja (N=18) i
skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a koja je podijeljena na skupinu s UPCR
<0,5 (N=11) 1 skupinu s UPCR >0,5 (N=7). U svim uzorcima mokraée (N=36) je detektiran
relativni intenzitet (mz/rt) ukupno 1149 pikova koji se odnose na 1954 mogucih metabolita. Od
1149 pikova su identificirani sljede¢i metabolit (N=12): kreatinin, betain, N(pi)-metil-L-
histidin, N-acetil-glutamin, L-glutamat, D-glukonska kiselina, cis-akonitat, alantoin, D-

galaktarat, L-glutamin te L-homoserin i/ili L-treonin.

Bioinformatickom obradom podataka vidljivo se izdvajao uzorak mokraée jedne kuje iz
kontrolne skupine (engl. outlier) koji je iskljuCen iz daljnje analize radi dobivanja to¢nih
rezultata. Prvotnom provjerom cjelovitosti podataka (N=36) je utvrden izostanak 403 (1,0 %)
vrijednosti, a nakon isklju¢ivanja outliera (N=35) utvrden je izostanak 173 (0,4 %) vrijednosti.
(Tabli¢ni 1 graficki prikazi bioinformati¢ke obrade podataka uzoraka mokrace kuja s outlierom

(N=36) su prikazani u Prilogu.)

a) One-way ANOVA & post-hoc analiza

One-way ANOVA i post-hoc analizom su utvrdeni statisti¢ki znacajno promijenjeni intenziteti
223 pika, dok intenziteti preostalih 927 pikova nisu znacajno promijenjeni (Tablica XXVII,
Dodatak). U mokraci kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i mokraci
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 su intenziteti metabolita L-
glutamata, cis-akonitata i D-glukonske kiseline znac¢ajno poviSeni u odnosu na kontrolnu

skupinu kuja.
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Tablica 20.

Tabli¢ni prikaz metabolita identificiranih u mokraéi (N=3) ¢iji su intenziteti prema rezultatima
ANOVA i post-hoc analize statisticki znacajno promijenjeni izmedu kontrolne skupine kuja,
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I

stupnja AKI-a s UPCR >0,5.

Metabolit Molekulska Vrijeme Vrijednost Fischerov
masa zadrZavanja /s p LSD
L-glutamat 148,0604 660,74 2,73E-05 a,b
cis-akonitat 173,0094 772,58 3,71E-04 a,b
D-glukonska kiselina 195,0513 648,16 1,02E-03 a,b

(LSD, Fisher's Least Significant Difference Method — Fischerova metoda najmanje znacajne
razlike)

a —pio UPCR <0,5 — kontrola; b — pio UPCR >0,5 — kontrola

L-glutamat cis-akonitat D-glukonska kiselina

.
. .
. .
14 : . .
. .
4 . 14 ..
kontrola piometra piometra

pocetak AKI | pocetak AKI |
UPCR<0,5 UPCR>0,5

kontrola piometra piometra
pocetak AKI | pocetak AKI |
UPCR<0,5 UPCR>0,5

kontrola piometra piometra
pocetak AKI | pocetak AKI |
UPCR<0.5 UPCR>0.5

Slika 39.

......

rezultatima ANOVA 1 post-hoc analize statisticki znacajno promijenjeni izmedu kontrolne
skupine kuja (zeleni pravokutnik), kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5
(plavi pravokutnik) i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (ljubicasti
pravokutnik). Prikazani su relativni intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina
pravokutnika je proporcionalna standardnoj devijaciji. Crna vodoravna linija predstavlja

medijan, a zuta tocka aritmeti¢ku sredinu.)
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b) Analiza glavnih komponenti

(engl. Principal component analysis; PCA analiza)

PCA analizom intenziteta pikova u mokra¢i ispitane su unutarnje varijacije za kontrolnu
skupinu kuja, skupinu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 te za skupinu
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (Slika 40).
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Slika 40.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u mokra¢i kontrolne skupine kuja (zeleni
kruzi¢i), kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 (plavi rombi¢i) i kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (ljubicasti trokutiéi).

¢) Djelomicna diferencijalna analiza najmanjih kvadrata

(engl. Partial Least Squares — Discriminant Analysis; PLS-DA)

PLS-DA analiza pikova mokrace pokazuje vrlo dobro odvajanje izmedu kontrolne skupine kuja
i obje kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a. Prisutno je, medutim, medusobno
preklapanje skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i skupine kuja
s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5.
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Slika 41.
Graficki prikaz PLS-DA analize mokraca kontrolne skupine kuja (zeleni kruziéi), kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 (plavi rombi¢i) i kuja s piometrom na

pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (ljubicasti trokutiéi).

Rezultati VIP (Variable Importance in Projection — projekcija vaznosti varijable) analize
upucuju na statisticki znacajno promijenjene pikove €iji su intenziteti najviSe doprinjeli
razlikovanju metaboloma mokrace kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I
stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (Slika
42).
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Slika 42.

Graficki prikaz VIP analize mokra¢a izmedu kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na
pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR
>0,5. Prikazani su pikovi (N=15) ¢iji intenziteti najviSe doprinose razlikovanju navedenih
skupina (Tablica XXVIII, Dodatak). (Relativni intenziteti su naznaceni bojom kvadratic¢a u

priloZenom kazalu.)

d) Analiza korelacije

Analizom korelacije je ispitana povezanost prosjecne vrijednosti parametra UPCR s relativnim
intenzitetima pikova u mokra¢i kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja
AKlI-a s UPCR <0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (Tablica 21,
Slika 43). Korelacija izmedu prosjecne vrijednosti UPCR-a skupina i relativnih intenziteta L-

glutamata, D-glukonske kiseline i cis-akonitata je umjerena i pozitivna (0,50 - 0,75).

Tablica 21.

Tabli¢ni prikaz povezanosti parametra UPCR 1 metabolita identificiranih u mokrac¢i (N=3)
kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5.

Metabolit Koeficijent korelacije Vrijednost p
L-glutamat 0,679 7,33E-06
D-glukonska kiselina 0,587 2,13E-04
cis-akonitat 0,577 2,86E-04
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Slika 43.

Graficki prikaz analize korelacije intenziteta (mz/rt) pikova (N=25) u mokraéi s vrijednostima
UPCR-a kontrolne skupine kuja, kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a i UPCR >0,5 (Tablica XXIX, Dodatak).

e) Analiza hijerarhijskog grupiranja

Hijerarhijskim grupiranjem su analizirani odnosi intenziteta najznacajnijih pikova detektiranih
u mokraci izmedu kontrolne skupine kuja, skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-
a s UPCR <0,5 i skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5. Analiza
hijerarhijskog grupiranja pokazuje slabu razliku izmedu skupine kuja s piometrom na pocetku
I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 i skupine kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR
>0,5.
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Slika 44.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja pikova u mokra¢i (N=100) ¢iji su intenziteti
prema rezultatima ANOVA i post hoc analize najznacajnije promijenjeni izmedu kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR >0,5 (ljubicasti panel), kuja s piometrom na
pocetku I stupnja AKI-a s UPCR <0,5 (plavi panel) i kontrolne skupine kuja (zeleni panel).
(Prema prilozenom kazalu su poviSeni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a

sniZeni intenziteti tonovima plave boje.)
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6. RASPRAVA

Profil metabolita i povezanih metabolickih puteva u serumu i mokra¢i kuja s piometrom i
razvojem akutne ozljede bubrega dobiven je primjenom spregnutog sustava tekuéinske

kromatografije i spektrometrije masa upotrebom neciljanog metabolomskog pristupa.

Piometra je Cesto dijagnosticirana bakterijska upala u intaktnih, spolno zrelih kuja u kojoj dolazi
do nakupljanja gnojnog sadrzaja u lumenu maternice (FUKUDA, 2001; MADDENS 1 sur.,
2010). Dobna struktura skupine kuja u metabolomskom istrazivanju piometre potvrduje
rezultate drugih istrazivanja prema kojima se bolest ¢es¢e javlja u kuja starijih od Cetiri godine

(PRETZER, 2008).

Akutna ozljeda bubrega obuhvaca kontinuum promjena u funkciji bubrega, od najblazih,
subklinickih promjena koje se odvijaju unutar I stupnja AKI-a do promjena karakteristicnih za
V stupanj AKI (www.iris-kidney.com). Drugim rije¢ima, koncentracija kretinina (i ureje) u
serumu Zivotinje moZze biti unutar fizioloskih granica usprkos prisutnoj ozljedi bubrega
(HARLEY i LANGSTON, 2012). Metabolomskim istrazivanjem seruma i mokrace kuja s
piometrom detektirane su znafajne promjene metabolickih profila iako su koncentracije
kreatinina bile unutar fizioloskog raspona. Pritom je u serumu kuja s piometrom statisticki
znacajno promijenjeno 645 pikova, odnosno u mokra¢i 261 pik. U analizi rezultata
metabolomskog istrazivanja piometre je kao ¢imbenik rizika za razvoj AKI-a primijenjen

konvencionalni parametar, omjer ukupnih proteina i kreatinina u mokra¢i (UPCR).

U veterinarskoj i humanoj medicini bakterijske infekcije su od velike vaznosti jer mogu dovesti
do poremecaja funkcije bubrega (GRAUER, 2005; RODRIGUEZ-ITURBE i MUSSER, 2008).
Piometra je Cesta upalna bolest maternice koja moze imati za posljedicu poremecenu funkciju
nefrona na glomerularnom i tubularnom (proksimalnom) nivou (Maddens i sur., 2010). Kao
posljedica piometre, odnosno bakterijske infekcije, moze do¢i do osStec¢enja glomerularnog i
tubularnog dijela nefrona s talozenjem imunokompleksa u glomerulima, odnosno do oSte¢enja
svih segmenata nefrona (HEIENE i sur., 2007; HAGMAN, 2014; DA SILVA FIGUEIREDO i
sur., 2017). Vazna posljedica piometre i posljedi¢ne nefropatije je proteinurija koja moze
ukazivati na tubulointersticijski nefritis i UPCR >0,5, odnosno na glomerulosklerozu i UPCR

>1,0 (MADDENS i sur., 2011). Prema IRIS protokolu proteinurija je prisutna uz UPCR >0,5.
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U kuja s piometrom UPCR moze biti blago povisen, ali moZe biti manji od 0,5 (POLZIN, 2010).
U metabolomskom istrazivanju piometre je 11 kuja s piometrom imalo UPCR <0,5 $to bi moglo
ukazivati na grani¢nu ozljedu bubrega, dok je 7 kuja imalo UPCR >0,5. Uzrok povisenom
UPCR-u moze biti i upala mokraénog trakta Sto je ¢esto prisutno u kuja s piometrom. U 7 kuja
s piometrom je nalaz urinokulture pozitivan i ne moze se iskljuciti kao razlog povisenog UPCR-
a (BAGLEY i sur., 1991; VADEN i sur., 2004). Naj¢es¢e izolirana bakterija u piometri je
Escherichia coli $to je u skladu s metabolomskim istrazivanjem piometre gdje je u oko 70 %
kuja s piometrom izolirana E. coli u urinokulturi, odnosno u obrisku maternice. Vise vrijednosti
UPCR-a ukazuju na teze histopatoloske promjene u bubrezima Sto je moguce bio razlog

uginuca jedne kuje s piometrom koja je, osim znacajne azotemije, imala UPCR 4,12.

Na temelju blago poviSenog UPCR-a i/ili omjera albumina i kreatinina u mokraci kuja s
piometrom moze se govoriti samo o blago poremecenoj funkciji glomerula bubrega
(MADDENS i sur., 2010). Metabolomsko istrazivanje piometre kuja potvrduje da u slucaju
pocetnog razvoja akutne ozljede bubrega dolazi do znacajnih metabolomskih promjena.
Tekucinska kromatografija visoke razlucivosti spregnuta sa spektrometrom masa pokazala je,
primjenom neciljanog metabolomskog pristupa, da u serumu kuja s piometrom i pocetnim
razvojem akutne ozljede bubrega, dolazi do aktivacije nekoliko bioloskih puteva, biosinteze
arginina, metabolizma glioksilata i dikarboksilata, metabolizma arginin i prolina te
metabolizma glicina, serina i treonina. Bioinformatickom obradom seruma kuja s piometrom 1
pocetnim razvojem akutne ozljede bubrega ustanovljene su poviSene razine L-karnitina,
malonata, N-acetil-glutamina i orotata, dok su razine pantotenata, L-glutamina, L-prolina, L-
arginina, L-citrulina, L-triptofana, glicina, citozina, trans-4-hidroksi-L-prolina, citidina, L-
serina, cis-akonitata i kreatinina bile snizene. Uzrok sniZzenim vrijednostima aminokiselina L-
glutamina, L-prolina, L-arginina, L-citrulina, L-triptofana, glicina i L-serina bi mogao biti
ucinak endotoksina (lipopolisaharid) gram-negativnih bakterija (E. coli) koji utjeCe na
propusnost glomerula i/ili reapsorpciju aminokiselina u tubulima. Piometra kuja uzrokovana E.

coli moze potaknuti prolaznu disfunkciju glomerula i tubula (MADDENS i sur., 2010).

6.1. OPCE LABORATORIJSKE PRETRAGE PUNE KRVI, SERUMA I
MOKRACE KUJA S PIOMETROM
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Rutinskim laboratorijskim pretragama pune krvi kuja s piometrom evidentirani su snizeni broj
eritrocita, hemoglobin 1 hematokrit te poviSeni broj ukupnih leukocita, monocita,
nesegmentiranih i segmentiranih neutrofila $to je u skladu s rezultatima drugih istraZivanja
piometre (HAGMAN, 2022). Evidentiran je takoder i snizen broj eozinofila u kuja s piometrom,
Sto se razlikuje od rezultata drugih istraZivanja piometre koja uglavnom navode eozinofiliju, tj.
poviseni broj eozinofila (PAUDEL i sur., 2023). Uzrok snizenom broju eozinofila u kuja s
piometrom bi mogao biti povezan s po¢etnom fazom upale. Naime, prema nekim istrazivanjima

eozinopenija moze biti signal prisutne akutne infekcije (LIN i sur., 2021).

U serumu kuja s piometrom su izmjerene snizene koncentracije albumina i ureje. SniZeni
albumini su uobicajen nalaz u kuja s piometrom, dok su snizenu ureju naveli samo Kaymaz i
suradnici u istrazivanju piometre kuja 1999. godine. Razlog sniZzene koncentracije ureje bi
mogao biti smanjen unos proteina kao posljedica slabog apetita tijekom nekoliko dana ili
promjene u funkciji jetre. Znacajno povisena koncentracija CRP-a u serumu kuja s piometrom
je rezultat naveden i u drugim istrazivanjima piometre. Uzrok poviSenoj koncentraciji CRP-a
je vjerojatno upalna bolest, posebno uzrokovana bakterijama, Sto potvrduje i povisSeni broj
ukupnih leukocita i nesegmentiranih neutrofila u istrazivanju piometre. S druge strane, znacajno
poviSena aktivnost DGGR-lipaze u kuja s piometrom (unutar referentnog raspona) nije
navedena u sklopu drugih istrazivanja piometre. lako je sintetic¢ki supstrat DGGR specifican za
DGGR-lipazu, moguce je da na analizu aktivnosti DGGR-lipaze utjeCu ekstrapankreasne

lipaze, kao npr. Zelucane lipaze i lipoprotein-lipaze (LIM i sur., 2022).

Koncentracija kreatinina u serumu, kao jedan od pokazatelja poremecéene funkcije bubrega, je
u osamnaest kuja unutar fizioloSkih granica, dok je u jedne kuje odgovarala III stupnju akutne

ozljede bubrega prema klasifikaciji IRIS.

6.2. NECILJANA METABOLOMSKA ANALIZA SERUMA I MOKRACE KUJA
S PIOMETROM

U metabolomu seruma kuja s piometrom detektirane su snizene razine pantotenata. Pantotenat
je sastavni dio molekule CoA koja je kofaktor u proizvodnji stani¢ne energije, sintezi i
razgradnji proteina, ugljikohidrata i masti te u ciklusu trikarboksilnih kiselina. SniZene razine

pantotenata, kao 1 metabolita povezanih s metabolizmom triptofana, ugljikohidrata i lipida,
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zabiljezene su u polimikrobnoj sepsi nakon CLP-a u metabolomu seruma miseva s delecijom
gena za PPARa (IWAKI i sur., 2019). CLP na miSevima moze dovesti do snizenja metabolita
povezanih s metabolizmom CoA u mokra¢i (STANDAGE i sur., 2021). Visoka doza LPS-a
dovodi do promjena u metabolizmu pantotenske kiseline i biosinteze CoA, kao i u metabolizmu
fenilalanina u kori bubrega, pri ¢emu se porast pantotenata u serumu moze povezati s

mehanizmom zastite stani¢ne membrane i uklanjanjem ROS-a (PING i sur., 2019).

Kod poremecaja funkcije bubrega povecavaju se potrebe organizma za sintezom proteina $to
moze dovesti do snizenih razina aminokiselina u tkivu bubrega i povisenih razina aminokiselina
u serumu (IZQUIERDO-GARCIA i sur., 2019; HU i sur., 2023). U serumu pasa s CKD-om se
moze detektirati nedostatak vecine i esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina dok je profil
aminokiselina u serumu ljudi karakteriziran uglavnom sniZenjem esencijalnih i porastom
neesencijalnih aminokiselina (LIPPI i sur., 2022). Istrazivanje metaboloma seruma kuja s
piometrom je detektiralo sniZzene razine veéine identificiranih aminokiselina. U fizioloSkim
uvjetima bubrezi sudjeluju u metabolizmu aminokiselina, npr. fenilalanin prelazi u tirozin, a
glicin se pretvara u serin. Istrazivanja metabolizma aminokiselina u pacijenata s CKD-om
sugeriraju da su smanjenje slobodnog tirozina i serina u plazmi uz povecanje omjera

fenilalanin/tirozin i glicin/serin povezana s tezinom oste¢enja bubreznog tkiva.

Metabolomskim istrazivanjem je u serumu kuja s piometrom utvrdena sniZena razina
glutamina. U tankom crijevu zdravog psa je veca ekstrakcija glutamina (oko 30 %) nego drugih
aminokiselina, §to se tijekom gladovanja (do 4 dana) progresivno povecava putem nepoznatih
biokemijskih mehanizama. U metaboli¢koj acidozi znaajno raste apsorpcija glutamina u
bubrezima psa radi odvijanja bubrezne amonijageneze. Sepsa i teSke infekcije uzrokuju
znacajne promjene u prometu glutamina izmedu organa (KARINCH i sur., 2001) pri ¢emu jetra
postaje glavni ,,potrosac® glutamina (AUSTGEN i sur., 1991). Tijekom sepse glutamin iz
plazme prelazi u stanicu $to moze utjecati na metabolizam glutamina, odnosno nastajanje
glutamata u mitohondrijima. Glutamin sudjeluje u sintezi antioksidansa glutationa, smanjuje
nastajanje upalnih citokina te ublazava disfunkciju bubrega (ZHANG i sur., 2009; ZHAN i sur.,
2021). SniZzen glutamin u metabolomu seruma kuja s piometrom bi se mogao povezati s

pocetkom teske infekcije.

U metabolomu mokrace kuja s piometrom su detektirane poviSene razine glutamata.

Metabolizam L-glutamina i L-glutamata su povezani s rastom stanica, peroksidacijom lipida,
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antioksidativnom obranom i protuupalnim mehanizmima (MINJIANG i sur., 2019; QU i sur.,
2020). Glutamat sluzi kao signalni faktor izmedu imunosnog i ziv€anog sustava, a potreban je
takoder za regulaciju glutationa u zastiti od oksidativnog stresa (YANG i sur., 2019). Snizen
serumski glutamat moZze ukazivati na ozljede uzrokovane upalnim citokinima i ROS-om §to je
vjerojatno povezano s oksidativnim stresom (TURNER i sur., 2011). Endotoksemija u Stakora
je povezana sa smanjenim razinama glutamina i glutamata (BOUTRY 1 sur., 2012). U plazmi
ljudi koji nisu prezivjeli septicki Sok detektirane su niske razine glutamata, kao i nizak omjer
glutamata/glutamina (POEZE i sur., 2008), $to bi moglo biti posljedica poveéane potrosnje ili
proizvodnje glutamata i glutamina u organima (DEUTZ, 2008). U kuja s piometrom bi sniZeni
glutamin u serumu i poviSeni glutamat u mokra¢i mogao viSe ukazivati na metabolicki
poremecaj nego na oksidativni stres. Naime, moguce je da u kuja s piometrom nije doslo do
oksidativne deaminacije glutamata pri ¢emu nastaje ureja, za S$to je odgovoran enzim glutamat-
dehidrogenaza u mitohondrijima jetre. Visoka doza LPS-a u Stakora je dovela do sistemske
upale i ozljeda bubrega i jetre pri cemu je u serumu doslo do porasta glutamina bez usporednog
porasta glutamata i glutationa (GAO 1 sur., 2021). Autori su pretpostavili da je organizam

tijekom ozljede organa pokusao uskladiti protuupalni odgovor.

L-Citrulin uglavnom nastaje iz glutamina u enterocitima pa je koncentracija citrulina u plazmi
odraz metabolicke funkcije crijeva, tj. potencijalni marker funkcionalne mase enterocita.
Povezanost snizenih razina L-citrulina i akutne disfunkcije crijeva je zabiljezena u pasa s
parvovirusnim enteritisom (DOSSIN i sur.,, 2011). Snizeni L-citrulin u serumu kuja s
piometrom bi mogao biti posljedica poremecaja u probavnom sustavu koji su veoma cesto dio
klini¢ke slike piometre. Kod akutnog zatajenja bubrega moZe do¢i do smanjene bubrezne
sinteze arginina iz citrulina, odnosno do porasta citrulina u serumu (PITON i sur., 2011), §to
nije evidentirano u metabolomu seruma kuja s piometrom. Razli€ita istraZivanja sepse navode

i povisene i sniZzene razine citrulina u serumu (KAO 1 sur., 2009).

L-arginin se smatra potencijalnim biomarkerom ozljeda bubrega jer su bubrezi jedini organ koji
doprinosi ukupnoj koli¢ini slobodnog L-arginina u organizmu (SAITOH i sur., 2014; GAO i
sur., 2021). Sinteza arginina u bubrezima je smanjena u pacijenata sa zatajenjem bubrega, ali 1
u katabolickom stanju, kao $to je sepsa. Shodno tome bi snizeni L-arginin u serumu kuja s
piometrom mogao biti povezan sa smanjenom sintezom L-arginina u bubrezima uzrokovanom
jakom upalom. U ljudi je septi¢ki Sok u odnosu na SIRS obiljeZzen snizenim argininom i

treoninom te povisenim fenilalaninom u serumu (MONTAGUE i sur., 2022). Medutim, buduci
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da je prekursor za BUN i kreatinin, arginin bi takoder mogao biti pokazatelj i ozljeda jetre (EU
1 sur., 2009). Tretiranje eksperimentalnih Zivotinja LPS-om moze dovesti do poremecaja
metabolizma L-arginina, tj. porasta ureje, kreatinina i metabolita povezanih s argininom (PING
isur., 2019). S druge strane, sniZzene razine L-arginina u serumu kuja s piometrom bi mogle biti
posljedica aktivacije mehanizama koji regeneriraju tkivo endometrija. Naime, in vitro dodatak
L-arginina humanim stanicama endometrija potice proliferaciju endometrijskih stanica,

regeneraciju epitela endometrija i smanjenje apoptoze (GREEN i sur., 2013).

Ping i suradnici su 2021. godine objavili rezultate metabolomskog istrazivanja ozljeda bubrega
i jetre Stakora koji su Zrtvovani dva sata te Sest sati nakon jednokratne primjene visoke doze
LPS-a. Nakon dva sata je u serumu najznacajnije promijenjen metabolizam arginina i prolina
uz snizeni L-citrulin, L-arginin i L-prolin §to je u skladu s istrazivanjem metaboloma seruma
kuja s piometrom. Pritom nije doslo do porasta ureje i kreatinina u serumu, $to je sukladno
nalazu u serumu kuja s piometrom, ali je u¢inak LPS-a bio vidljiv patohistologki. Sest sati nakon
aplikacije LPS-a u serumu je zabiljeZen porast pantotenske kiseline, citidina, ali i ureje,
kreatinina i kolesterola, dok je u kori bubrega doslo i do promjena u metabolizmu fenilalanina.
Rezultati navedenog istrazivanja sugeriraju da promjene metabolickih profila ovise o trajanju
izlozenosti LPS-u, odnosno da su metabolomskim istrazivanjem piometre uglavnom
obuhvacene kuje s ranim metaboli¢kim promjenama. Prema nekim autorima metabolizam
arginina i prolina bi mogao biti usmjeren protiv Stetnih u¢inaka LPS-a (HUAN i sur., 2022), §to

bi moglo objasniti njegovu aktivaciju u ranoj fazi djelovanja LPS-a.

Metabolizam arginina i prolina je takoder znac¢ajno promijenjen u istrazivanju mikrobioma u
kroni¢nom endometritisu Zena (CHEN i sur., 2023). L-prolin se takoder pokazao potencijalnim
biomarkerom u stratifikaciji raka endometrija (IHATA i sur., 2014; KNIFIC i sur., 2018) pa bi
snizeni L-prolin u serumu kuja s piometrom mogao biti povezan s patoloskim promjenama
endometrija. U metabolomskom istrazivanju piometre je zabiljezena vrlo visoka mo¢ L-prolina

u razlikovanja kuja s piometrom od zdravih kuja.

L-Prolin i 4-hidroksi-L-prolin su esencijalne komponente kolagena ¢iju razgradnju mogu
ubrzati ROS. Sadrzaj hidroksi-prolina u bioloskim teku¢inama je pokazatelj katabolizma
kolagena, posebno degradacije tkiva. PoviSene razine hidroksi-prolina u mokraci ukazuju na
oSte¢enje misi¢a, medutim hidroksi-prolin u mokra¢i kuja s piometrom nije identificiran. S

druge strane, trans-4-hidroksi-L-prolin je biomarker za procjenu unosa preradenog mesa pa bi
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njegove snizene razine u serumu kuja s piometrom mogle biti posljedica slabijeg apetita tijekom

razvoja piometre.

Geng i suradnici su 2020. godine objavili rezultate metabolomskog istrazivanja viSednevnog
utjecaja niske doze LPS-a na Stakore. Svakodnevne aplikacije su nakon dva tjedna, izmedu
ostalih metabolickih puteva, znacajno utjecale na metabolizam glioksilata i dikarboksilata,
metabolizam glicina, serina i treonina te biosintezu arginina. Pritom su u serumu promijenjeni
glicin, D-glukoza, L-glutamat, L-prolin, L-serin, L-treonin, L-triptofan i ureja. Isti metabolicki
putevi su promijenjeni i u metabolomu seruma kuja s piometrom i s promjenama u funkciji
bubrega povezanim s I stupnjem AKI. Prema autorima bi snizeni glicin u serumu i tkivu

bubrega mogao biti posljedica teskog sistemskog poremecaja.

U neciljanom metabolomskom istrazivanju analiziran je serum krava koje su oboljele od
bakterijskog endometritisa u cetvrtom tjednu nakon teljenja. Izmedu ostalog je otkriven
promijenjeni metabolizam glicina, serina i treonina, koji je takoder promijenjen i u metabolomu
seruma kuja s piometrom. Glicin je osnovna hranjiva tvar za bakterije, dok su serin i treonin
prekursori ostalih hranjivih tvari potrebnih bakterijama u proizvodnji nukleotida (GUOSHANG
isur., 2024).

L-Serin u organizmu potjece iz hrane, 3-fosfoglicerata, glicina ili iz razgradnje proteina i
fosfolipida. Do snizenog L-serina u metabolomu seruma kuja s piometrom je mogla dovesti
proliferacija stanica, ukljucivanje u proces glukoneogeneze, ali i malnutricija. L-serin je, kao
prekursor pirimidina i purina, ukljucen u stani¢nu proliferaciju. Takoder je i prekursor u
glukoneogenezi, ali od manje vaznosti nego glutamin i alanin (VAN DER POLL i sur., 2005).
L-Homoserin je reaktivniji oblik L-serina i mikrobni metabolit pa bi se njegov porast u mokraci

mogao povezati s aktivnom bakterijskom upalom u organizmu.

Glicin se sintetizira iz serina, ali moze nastati i iz treonina te kolina i hidroksi-prolina
metaboli¢kim putevima koji se odvijaju izmedu jetre i bubrega. Sastavni je dio glutationa i
neurotransmiter u srediSnjem zivcanom sustavu (VAN DER POLL i sur., 2005). Snizeni glicin
u serumu kuja s piometrom bi mogao biti povezan s nastajanjem glutationa, ali i s prisutnom
bakterijskom infekcijom. SniZene razine glicina u serumu i tkivu bubrega mogu znaciti da je
doslo do teskog sistemskog poremecaja (GENG i sur., 2020). Glicin je povezan sa smanjenjem

smrtnosti i ozljeda bubrega 1 jetre nastalih djelovanjem LPS-a (HUANG i sur., 2019).
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L-Treonin je esencijalna aminokiselina, vazna u sintezi proteina. U pasa se ne razgraduje u
mukozi crijeva ve¢ u jetri gdje se pretvara u glicin i potom u L-serin. Mikroorganizmi (E. coli)
sintetiziraju L-treonin iz aspartata. U mokraci kuja s piometrom je L-treonin povisen $to bi

moglo biti povezano s aktivnom bakterijskom upalom u organizmu.

Nastajanje L-karnitina je povezano s razgradnjom esencijalne aminokiseline lizina u ¢emu
bubreg ima glavnu ulogu. L-Karnitin sudjeluje u metabolizmu lipida, B-oksidaciji masnih
kiselina, ali 1 metabolizmu razgranatih aminokiselina (L-valin, L-leucin, L-izoleucin). U
serumu kuja s piometrom je poviSen L-karnitin Sto je sukladno rezultatima neciljanog
metabolomskog istrazivanju AKI i CKD u ljudi gdje su zabiljeZeni poviseni serumski L-
karnitin, acetil-karnitin i drugi kratkolancani acil-karnitini (HU 1 sur., 2023). Pritom se tezi
poremecaj metabolizma masnih kiselina oc¢itovao u grupi ispitanika s AKI, a L-karnitin (i L-
fenilalanin) je pokazao dobre predispozicije (AUC>0,8) za razlikovanje AKI od CKD. L-
Karnitin se unosi i hranom pa je kod malnutricije potaknuta endogena sinteza L-karnitina.
PoviSeni L-karnitin u serumu kuja s piometrom bi mogao biti rezultat endogene sinteze, tj.
razgradnje lizina, a ne unosa prehranom. Medutim, porast L-karnitina bi takoder mogao
ukazivati na zaStitni odgovor tkiva koji se ne odnosi isklju¢ivo na bubrege. Neki istrazivaci
smatraju da porast L-karnitina i ostalih oblika karnitina nije povezan iskljucivo s bolestima
bubrega, ve¢ je dio zastitnog odgovora tkiva na ozljede (HU i sur., 2023). Tijekom AKI je
smanjena oksidacija masnih kiselina jer se znacajno smanjuju aktivnosti enzima koji sudjeluju
u oksidaciji masnih kiselina u mitohondrijima i peroksisomima (SUN i sur., 2012; XU i sur.,
2023). U miSeva s delecijom gena za PPARa je CLP pogorSao funkciju bubrega, smanjio
oksidaciju masnih kiselina i snizio razinu L-karnitina (IWAKI 1 sur., 2019). Ekstrakt biljke
Rhizoma coptidis moze potaknuti oksidaciju masnih kiselina posredovanjem PPARa 1 usporiti

razvoj fibroze bubrega (ZHENG i sur., 2021).

U serumu kuja s piometrom su sniZeni citozin i citidin, meduprodukti metabolizma pirimidina
koji imaju vaznu ulogu u proliferaciji, sintezi i razgradnji nukleotida. Citozin je sastavni dio
citidina. Serumski citidin i citozin su poviSeni u istrazivanju AKI Stakora inducirane visokom
dozom LPS-a (GAO i sur., 2021). Visoke razine citozina su prisutne u mokraci ljudi oboljelih

od sindroma imunoinsuficijencije. Citidin je bio takoder bio snizen u metabolomskom

121



istrazivanju utjecaja hidrolizata bjelanjka jajeta na ozljede bubrega i jetre Stakora izazvane LPS-

om (HUAN i sur., 2022).

Orotat, prekursor uracila, je poviSen u serumu kuja s piometrom i s promjenama u funkciji
bubrega povezanim s I stupnjem AKI-a. Izrazito poviSena oroti¢na kiselina u serumu i mokraci
je posljedica poremecaja ciklusa ureje (nasljednog nedostatka ornitin-transkarbamoilaze) $to
moze dovesti do metabolicke acidoze. Prisutna hiperamonijemija smanjuje o-ketoglutarat Sto
inhibira ciklus trikarboksilnih kiselina. U serumu kuja s piometrom i s promjenama u funkciji
bubrega povezanim s I stupnjem AKI-a bi poviSen orotat te snizeni citozin i citidin mogli znaciti
da je postignuta ravnoteza izmedu de novo sinteze pirimidinskih baza i ponovnog koriStenja
slobodnih nukleozida dobivenih razgradnjom nukleotida. Taj metaboli¢ki put ne iziskuje
mnogo energije pa je posebno vazan u tkivima s niskom proliferacijskom aktivnosti gdje de

novo sinteza nije aktivna.

U mokraci kuja s piometrom je poviSena D-glukonska kiselina. Glukonska kiselina nastaje
oksidacijom glukoze u metabolickom putu pentoza-fosfata koji je povezan s lipogenezom te s
mobilizacijom i katabolizmom masti. PoviSena je u serumu pasa s hipotireoidizmom (MUNOZ-
PRIETO A. i sur., 2021) kao jedan od metabolita povezanih s dislipidemijom. U neciljanom
metabolomskom istrazivanju mokrac¢e glukonska kiselina je bila jedan od metabolita koji
najviSe doprinosi razlikovanju kroni¢nog hepatitisa, urodenog portosistemskog Santa i
hepatocelularnog karcinoma u pasa (LAWRENCE i sur., 2019). Povi§ena D-glukonska kiselina
u mokraci kuja s piometrom ukazuje na aktivaciju puta pentoza-fosfata Sto bi mogao biti jedan
od znakova promjena u funkciji bubrega. Medutim, glukonska kiselina moZe nastati i kada je

glukoza u doticaju s blagim oksidansima.

U mokra¢i kuja s piometrom su poviSene razine betaina. Betain ima klju¢nu ulogu u stani¢noj
osmoregulaciji u Sirokom uzlaznom kraku Henleove petlje (KITAMURA i sur., 1998). Odrzava
strukturni i funkcionalni integritet membrane (LI i sur., 2016) i sudjeluje u zastiti bubrega od
rasta bakterija (CHAMBERS, 1995). Stiti stanice od oksidativnog stresa tako §to smanjuje
peroksidaciju lipida (LIAO i sur., 2016). Betain je pokazao sposobnost suprimiranja NF-kB i
upalnih medijatora, kao Sto su TNF-a i iNOS (LI i sur., 2016). Izrazit pad razina betaina u
serumu, bubrezima i jetri miSeva u sepsi izazvanoj LPS-om se moze povezati s aktivacijom

mehanizma koji ublazava oksidativno oStecenje uzrokovano ROS-om (LIAO i sur., 2016). U
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metabolomskom istrazivanju sepse miSeva je osam sati nakon CLP-a takoder bilo izmjereno
sniZzenje razina betaina (WALTZ 1 sur., 2015). Hasson i suradnici su 2022. godine objavili
rezultate metabolomskog istrazivanja u djece sa sepsom bez AKI i djece sa SI-AKI.
Najznacajnije promijenjen je bio metabolizam kolina pri ¢emu su serumske razine betaina bile
snizene §to sugerira da bi betain mogao biti vazan ¢imbenik u razlikovanju AKI od sepse. Pad
razine betaina u serumu moze biti povezan sa slabljenjem obrambenog mehanizma stanice i
tubularnom disfunkcijom koja je povezana sa sepsom (IZQUIERDO-GARCIA i sur., 2018).
PoviSen betain u metabolomu mokrace kuja s piometrom bi mogao biti povezan s oksidacijom
kolina koji je nastao razgradnjom fosfolipida. Takoder je moguce da se radi o promjenama u

funkciji tubula u sklopu razvoja piometre.

Alantoin je kod vecine sisavaca meduprodukt metabolizma purina i kona¢ni produkt enzimske
oksidacije mokraéne kiseline pa je prisutan u njihovoj mokraci. PoviSeni alantoin u mokraci
ljudi moze ukazivati na prisustvo mikroorganizama. Budu¢i da alantoin nastaje i neenzimski uz
visoke razine ROS-a, moZe biti pokazatelj oksidativnog stresa. U metabolomskom istrazivanju
AKI-a i sepse (fekalni peritonitis) u Stakora gingeroli su poboljsali funkciju bubrega utjecuci
na smanjenje oksidativnog/nitrozativnog stresa i proupalne citokine. Pritom su snizili alantoin
u mokraci, §to je vjerojatno znak normalizacije stani¢ne funkcije, tj. smanjenja oksidativnog
stresa (ADELVANE i sur., 2018). PoviSeni alantoin u metabolomu mokrace kuja s piometrom
bi mogao biti povezan s oksidativnim stresom koji je u odredenoj mjeri prisutan u svakom
upalnom procesu. Takoder se ne moze iskljuciti da je poviSeni alantoin posljedica prisustva

mikroorganizama u mokra¢i kuja s piometrom.

Prema neciljanom metabolomskom istraZzivanju Zhenga i suradnika iz 2022. godine
najznacajniji metabolit u tkivu endometrija kuja s piometrom je kinureninska kiselina, glavni
metabolit u metabolickom putu kinurenina, odnosno L-triptofana. L-Triptofan je vazan
prekursor u sintezi neurotransmitera, serotonina i melatonina koji sudjeluje u razvoju bolesti
zivéanog sustava, mentalnih 1 neurodegenerativnih bolesti, raka te upalnih bolesti
(WIRTHGEN i sur., 2017). U serumu kuja s piometrom je sniZzen L-triptofan §to je vjerojatno
povezano s razvojem upale. Naime, upalni procesi poti¢u aktivnost indolamin-2,3-dioksigenaze
koja L-triptofan pretvara u kinurenin (FATOKUN 1 sur., 2013) pa tijekom upalnih procesa,
sepse 1 traumatskih ozljeda u serumu opada triptofan, a raste kinurenin i ostali metaboliti
triptofana, kao npr. kinolinska kiselina (DABROWSKI i sur., 2014). Prema nekim
istrazivanjima triptofan moze ublaziti oksidativni stres (NAYAK i BUTTAR, 2016) i povecati
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imunost organizma (EMADI, 2011). L-triptofan je pokazao protuupalni u¢inak tako §to je u
intestinalnim stanicama sprijecio provodenje upalnog signala blokiranjem NF-kB signalnog
puta (LIU, 2018). Mnoga istrazivanja navode da su razine triptofana usko povezane s tezinom
AKI. Produkti kinurenina, kao npr. kinolinska kiselina, su takoder povezani s rizikom od AKI
u eksperimentalnih Zivotinja i u pacijenata s teSkim simptomima (ANDRIANOVA i sur., 2020;
BAJAIJ i sur., 2021). U ciljanom metabolomskom istrazivanju AKI izazvanoj cisplatinom
metabolizam triptofana je bio promijenjen u kori i posebno u srzi bubrega (TAN i sur., 2021).
U pacijenata sa cirozom jetre u kojih se razvija AKI takoder se aktivira triptofan-kinureninski
metabolicki put (BAJAJ i sur., 2021). Oleinska kiselina izolirana iz biljke Rehmanniae
Glutinosae Libosch. je dovela do porasta L-triptofana i L-fenilalanina, odnosno do ublazavanja
upale i oksidativnog stresa kod AKI miseva inducirane LPS-om (ZHANG i sur., 2022). Budu¢i
da ¢ak 95 % esencijalne aminokiseline L-triptofana iz hrane ulazi u metabolicki put kinurenina
(HOFFMAN 1 sur., 2019), mogu¢i razlog snizenom serumskom L-triptofanu u kuja s

piometrom je takoder malnutricija.

Fenilalanin je esencijalna aminokiselina koja se prevodi u tirozin uz fenilalanin-hidroksilazu
(FERNANDEZ-CANON 1 sur., 2002), enzim koji ima iskljuciv afinitet za fenilalanin i u
sisavaca je najaktivnija u jetri i manje u bubrezima. Kod ozljede bubrega inducirane LPS-om
moze do¢i do poviSenja fenilalanina i sniZenja tirozina u bubrezima tretiranih miseva, $to je
bilo zabiljezeno u istrazivanju CKD-a (HUANG i sur., 2015). Bajkalin, flavonoid iz
Scutellariae radix, je snizio L-fenilalanin, odnosno ublazio ozljede bubrega misa izazvane LPS-
om (LIAO 1 sur., 2016). U metabolomskom istrazivanju piometre kuja L-fenilalanin nije
promijenjen u serumu, ali su razine L-fenilalanina u mokra¢i bile znacajno poviSene $to bi
moglo upucivati na promjene u funkciji bubrega u sklopu piometre. Integrativna neciljana
metabolomska i proteomska analiza je, istrazuju¢i sepsu u ljudi, izdvojila metabolizam
fenilalanina 1 biosintezu fenilalanina, tirozina i triptofana kao najizraZeniju promjenu u sepsi
(CHEN i sur., 2022). GC-MS istrazivanje metaboli¢kih promjena u sepsi ljudi je zabiljezilo da
poviSene razine fenilalanina kod AKI mogu predvidjeti rizik od disfunkcije bubrega tijekom
sepse (LIN 1 sur., 2020). Zanimljivo je Sto su se u metabolomskom istrazivanju piometre kuja
znaajne promjene metabolizma fenilalanina i biosinteze fenilalanina, tirozina i triptofana
oCitovale u metabolomu mokrace, a ne u metabolomu seruma. To dodatno upucuje na vaznost
metabolomskih istrazivanja u mokraci, ne samo kao nalaz komplementaran metabolomu

seruma, ve¢ 1 kao uvid u promjene u funkciji bubrega.
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Cis-akonitat je jedan od meduprodukata metabolizma glioksilata i dikarboksilata, ali i ciklusa
trikarboksilnih kiselina, koji ukazuje na promjene u proizvodnji stani¢ne energije. Ukljucen je
u metabolicki poremecaj glutaminolizu i neoplasticni metabolicki put. PoviSene razine
serumskog cis-akonitata u metabolomskom istrazivanju AKI inducirane LPS-om u Stakora su
snizene primjenom ekstrakta bjelanjka jajeta ¢ime je ublazena klini¢ka slika (HUAN 1 sur.,
2022). Uzrok sniZzenom cis-akonitatu u serumu kuja s piometrom i s promjenama u funkciji
bubrega povezanim s I stupnjem AKI mozZe biti previse ili premalo piruvata, ali i manjak acetil-
CoA iz oksidacije masnih kiselina. PoviSeni cis-akonitat u mokracéi pasa je naveden kao
potencijalni marker CKD-a (FERLIZZA 1 sur., 2020). Takoder je i pokazatelj oStec¢enja tubula
koje ima za posljedicu neucinkovitu reapsorpciju koja uzrokuje povisenu koncentraciju cis-
akonitata (FERLIZZA i sur., 2020). PoviSeni cis-akonitat u mokraéi kuja s piometrom moguce
takoder upucuje na promjene u funkciji bubrega tijekom piometre. U metabolomskom
istrazivanju seruma kuja s piometrom cis-akonitat pokazuje osobine vrlo dobrog biomarkera

(AUC >0,8) promjena u funkciji bubrega koje su povezane s I stupnjem AKI.

U metabolomskom istraZivanju piometre prije razvoja azotemije su povisene serumske razine
malonata. Malonat je meduprodukt biosinteze masnih kiselina pa njegove promjene ukazuju na
poremecaj sinteze masnih kiselina. Sinteza masnih kiselina se odvija u mitohondriju gdje iz
malonske kiseline nastaje malonil-CoA. Osim u mitohondriju, sinteza masnih kiselina se odvija
1 u citoplazmi iz acetil-CoA koji je nastao glikolizom iz piruvata u mitohondrijima. Glikolizom
ugljikohidrata nastaje i1 glicerol koji s tri masne kiseline stvara trigliceride. Sukladno
metabolomskom istrazivanju piometre malonat je bio poviSen u istrazivanju AKI Stakora
inducirane visokom dozom LPS-a (GAO i sur., 2021). Razine serumskog malonata su takoder
bile poviSene u istrazivanju AKI izazvane LPS-om S§to je normalizirano nakon primjene

ekstrakta bjelanjka jajeta (HUAN i sur., 2022).

Kreatinin nastaje biosintezom iz glicina, arginina i metionina, a djelomi¢no potjece i iz hrane.
Psi hranjeni mesnom prehranom (31,4 % proteina) eliminiraju vise kreatinina nego psi hranjeni
kazeinom (10,4 % proteina) (BRAUN 1 sur., 2003). U istrazivanju metaboloma kuja s
piometrom detektirane su sniZzene razine serumskog kreatinina u fazi promjena u funkciji
bubrega povezanim s I stupnjem AKI-a. Vecina istrazivanja navodi povisene razine kreatinina
u serumu koja se odnose na kasnije stadije bubreznih bolesti. Na dnevnu proizvodnju kreatinina
utjecu promjene u misi¢noj masi, starenje, ali i CKD i sepsa pa bi razlog snizenom kreatininu

u serumu kuja s piometrom mogao biti povezan s jakom upalom, ali i s razlikom u dobnoj
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strukturi istrazivanih skupina kuja. U ljudi s CKD-om dio kreatinina difundira u crijevo gdje se
hidrolizira u kreatin, koji se djelomicno reapsorbira, a djelomic¢no razgraduje i izlucuje fecesom,

Sto se ne moze iskljuciti i u pasa s uznapredovalim zatajenjem bubrega (BRAUN i sur., 2003).

U metabolomskom istrazivanju piometre kuja u serumu je povisen N-acetil-glutamin u pocetku
I stupnja AKI-a. Nastaje enzimski iz L-glutamina i acetil-CoA, ali je moguca i N-acetilacija
slobodnog glutamina. Produkti razgradnje N-acetil-glutamina su N-acetil-L-glutaminska
kiselina, glutaminska kiselina i glutamin. N-acetil-glutamin je prisutan u mokraci Zivotinja pa
se njegov porast u serumu, kao i drugih N-acetil-aminokiselina, moze povezati s poremecajem
ekskretorne funkcije bubrega, ali i s upalnim procesom. U istrazivanju na pacijentima tretiranim
aminoglikozidima ili glikopeptidima je porast N-acetil-glutamina u mokrac¢i ukazao na ozljedu
bubreznih tubula (RACINE 1 sur., 2004; IZQUIERDO-GARCIA i sur.,, 2018). U
metabolomskom istrazivanju SA-AKI u svinja su se nakon i.v. aplikacije zive E. coli u serumu

povisili glutamin i glukoza, a u mokra¢i N-acetil-glutamin.

U istrazivanju promjena metaboloma seruma kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
rastuca proteinurija, odnosno UPCR, je povezana s padaju¢im glicinom, L-triptofanom, L-
prolinom te rastu¢im L-karnitinom. Ta povezanost ipak nije statisticki znac¢ajna izmedu dviju
skupina kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a, tj. izmedu skupine s UPCR <0,5 i
skupine s UPCR >0,5. Razlog bi mogao biti poremecaj reapsorpcije aminokiselina u tubulima.
U istrazivanju babezioze pasa neciljanim i ciljanim metabolomskim pristupom je u mokraci
zabiljezen rastu¢i trend prolina, triptofana i glicina povezan s rastu¢om vrijednosti UPCR-a
(KULES i sur., 2021). Medutim, u metabolomu mokra¢e kuja s piometrom nije detektiran
porast, odnosno aminokiseline nisu identificirane, $to kao mogu¢i razlog nudi malnutriciju u
sklopu razvoja piometre. Porast L-karnitina detektiran u serumu kuja s piometrom povezan s

rastu¢im UPCR-om naglaSava poremecaj u metabolizmu lipida.

U metabolomu mokrac¢e kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a je rastu¢i trend L-
glutamata, D-glukonske kiseline i cis-akonitata povezan s rastu¢éim UPCR-om. lako je
korelacija izmedu UPCR-a i cis-akonitata u mokrac¢i umjerena, u metabolomskom istrazivanju
piometre kuja daje potpuniju informaciju o razvoju pocetka AKI u piometri jer opada u serumu,
a postepeno raste u mokraéi s obzirom na rastu¢i UPCR. Cis-akonitat u mokra¢i pritom

pokazuje osobine vrlo dobrog biomarkera pocetka AKI I u piometri kuja (AUC>0,8).
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7. ZAKLJUCCI

1. Neciljanom LC-MS metabolomskom analizom je utvrdeno da se metabolom kuja s
piometrom na pocetku I stupnja AKI-a zna€ajno razlikuje od metaboloma zdravih kuja.
Promjene obuhvacaju bioloske puteve koji su povezane s metabolizmom
aminokiselina, lipida, ugljikohidrata, nukleinskih kiselina i metabolizmom stani¢ne

energije.

2. Prema neciljanoj LC-MS metabolomskoj analizi u kuja s piometrom je u serumu
najznacajnije promijenjen bioloski put biosinteze arginina, a u mokraci put biosinteze
fenilalanina, tirozina i triptofana. Na pocetku I stupnja AKI-a u serumu kuja s
piometrom je najznacajnije promijenjen bioloSki put metabolizma glioksilata i

dikarboksilata.

3. Istrazivanjem metaboloma seruma kuja s piometrom identificirani su vrlo znacajno
snizeni metaboliti pantotenat, L-glutamin, L-prolin, L-arginin i L-citrulin. Prema ROC
analizi potencijal izvrsnog biomarkera piometre u serumu kuja imaju pantotenat, L-

glutamin i L-prolin medu kojima najveéu mo¢ u razlikovanju skupina ima L-prolin.

4. Analiza metaboloma mokra¢e kuja s piometrom je utvrdila da su vrlo znacajno
poviSene aminokiseline L-glutamat i L-fenilalanin i da imaju potencijal izvrsnih

biomarkera. Vecu sposobnost razlikovanja skupina ima L-glutamat.

5. Istrazivanjem metaboloma seruma kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
identificiran je 41 metabolit. Pritom su znacajno poviseni malonat, N-acetil-glutamin i
orotat te znacajno snizeni cis-akonitat i kreatinin, a potencijal vrlo dobrog biomarkera

1ima malonat.

6. Analizom metaboloma mokra¢e kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
identificirano je 12 metabolita. Medu njima je vrlo znacajno poviSen cis-akonitat koji
takoder ima potencijal vrlo dobrog biomarkera te najbolju sposobnost razlikovanja

skupina.
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7. Istrazivanje korelacija UPCR-a s metabolitima kod piometre kuja na pocetku I stupnja
AKl-a je otkrilo da prilikom porasta vrijednosti UPCR-a u serumu opadaju razine
pantotenata i aminokiselina L-prolina, L-glutamina i glicina, a u mokra¢i rastu razine

L-glutamata, D-glukonske kiseline i cis-akonitata.
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9. POPIS KRATICA

ADH - antidiuretski hormon

AKI — akutna ozljeda bubrega (engl. Acute Kidney Injury)

AKIN — Mreza akutne ozljede bubrega (engl. The Acute Kidney Injury Network)

ANOVA - analiza varijance (engl. Analysis of Variance)

ARF — akutno zatajenje bubrega (engl. Acute Renal Failure)

ATP - adenozin-trifosfat

CD 36 — klaster diferencijacije 36 (engl. Cluster of Differentiation 36)

CE - kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis)

CI - interval pouzdanosti (engl. Confidence Interval)

CLP — podvezivanje i punkcija cekuma (engl. Cecal Ligation and Puncture)

CEH - cisti¢na hiperplazija endometrija (engl. Cystic Endometrial Hyperplasia)

CoA — koenzim A

DAMP — molekularne Cestice povezane s oSte¢enjem (engl. Pathogen Associated Molecular
Patterns)

FABP — protein koji vezuje masne kiseline (engl. Fatty Acid Binding Protein)

Fischer's LSD — Fischerova metoda najmanje znacajne razlike (engl. Fisher's Least
Significant Difference Method)

FDR — mjera lazno otkrivenih rezultata (engl. False Discovery Rate)

GC — plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

GC-MS — plinska kromatografija i spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography—Mass
Spectrometry)

GFR — stupanj glomerularne filtracije (engl. Glomerular Filtration Rate)

HILIC — teku¢inska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. Hydophilic
Interaction Liquid Chromatography)

IRIS — Medunarodno udruZenje za pitanja bubrega (engl. The International Renal Interest
Society)

KDIGO - udruzenje Bolest bubrega/Poboljsanje globalnih ishoda (engl. The Kidney Disease
/ Improving Global Outcomes)

LC — teku¢inska kromatografija (engl. Liquid Chromatography)

LC-MS - tekuéinska kromatografija i spektrometrija masa (engl. Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry)

LDH - laktat-dehidrogenaza
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MODS - sindrom viSestrukog zatajenja organa (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome)
MS — spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry)

m/z — omjer mase i naboja (engl. mass-to-charge ratio)

NADPH - reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NLR — receptori sli¢ni oligomerizacijskoj domeni koja vezuje nukleotide (engl. Nucleotide-
binding Oligomerization Domain-like Receptors)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

NF-kB — nuklearni faktor kapa B (engl. Nuclear Factor kappa B)

PAMP — molekularne Cestice povezane s patogenim uzrocnikom (engl. Pathogen Associated
Molecular Patterns)

OAT - prijenosnik organskih aniona (engl. Organic Anion Transporter)

OCT — prijenosnik organskih kationa (engl. Organic Cation Transporter)

PCA - analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis)

PLS-DA — djelomic¢na diskriminantna analiza najmanjih kvadrata (engl. Partial Least
Squares - Discriminant Analysis)

RIFLE — (engl. Risk-Injury-Failure-Loss-End stage kidney disease)

ROS - reaktivne vrste kisika (engl. Reactive Oxygen Species)

SIRS — sindrom sistemskog upalnog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response
Syndrome)

SDMA - simetri¢ni dimetil-arginin (engl. Symmetric Dimethylarginine)

SOD - superoksid-dismutaza

SOFA — procjena sekvencijalnog zatajenja organa (engl. Sequential Organ Failure
Assesment)

TLR - receptor sli¢an Toll-u (engl. Toll-like receptor)

TNF-a - ¢cimbenik tumorske nekroze o (engl. Tumor Necrosis Factor alpha)

UHPLC — teku¢inska kromatografija ultra visoke uc¢inkovitosti (engl. Ultra-High
Performance Liquid Chromatography)

UPLC - ultra u¢inkovita tekucinska kromatografija (engl. Ultra Performance Liquid
Chromatography)

UPCR — omjer ukupnih proteina i kreatinina u mokraci (engl. Urine Protein to Creatinine
Ratio)

USG - specifi¢na tezina mokrace (engl. Urine Specific Gravity)

VIP — projekcija vaznosti varijable (engl. Variable Importance in Projection)
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10. ZIVOTOPIS AUTORA S POPISOM OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH
RADOVA

10.1. ZIVOTOPIS

Dora Iv§i¢ Skoda je rodena 7. ozujka 1972. godine u Zagrebu. Nakon zavr$ene osnovne $kole
1986. godine odlucuje se za srednjoskolsko obrazovanje u Obrazovnom centru za jezike u
Zagrebu. Godine 1990. upisala je Farmaceutsko-biokemijski fakultet u Zagrebu na kojem je
1999. godine diplomirala smjer Medicinske biokemije. Stazirala je u Op¢oj bolnici ,,Dr. Ivo
Pedisi¢* u Sisku i polozivsi Drzavni ispit godine 2003. stekla Licencu za samostalan rad.
Godine 2004. zaposljava se na odredeno vrijeme u Specijalnoj bolnici za kroni¢ne bolesti
dje¢je dobi u Gornjoj Bistri kao zamjena voditeljice Opcéeg laboratorija. Na Veterinarskom
fakultetu u Zagrebu radi od 2007. godine u laboratoriju Klinike za unutarnje bolesti kao
tehnicki suradnik na radnom mjestu voditelja laboratorija. Poslijediplomski Doktorski studij iz
veterinarskih znanosti je upisala 2012. godine.

Udana je i majka petero djece.

10.2. POPIS RADOVA

a) Radovi u Casopisima / Znanstveni i pregledni radovi

GRDEN, D., J. GOTIC, 1. SMIT, M. CRNOGAJ, N. BRKLJACA BOTTEGARO, K.
SIMONII, D. IVSIC SKODA, B. BEER LJUBIC, N. KUCER (2020): EKG u hrvatskog

posavca i lipicanca — frekvencija i ritam // Veterinarska stanica, 51 (2020), 1;33-45

GREGURIC GRACNER, G., Z. PAVICIC, J. GRIZELJ, D. IVSIC SKODA, A. DOVGC, S.
ZUZUL, M. BENIC, T. MASEK, K. STARCEVIC (2019): Corticosterone values and blood
biochemistry in a model of streptozotocin-induced diabetes: the influence of dietary n6/n3 ratio

// Veterinarski arhiv, 89 (2019), 6, 885-894. doi: 10.24099/vet.arhiv.0364

MESARIC, I, I. KIS. L. ARACIC, D. IVSIC SKODA, J. FORSEK, V. MATIJATKO, M.
TORTI, M. BRKLJACIC, V. MRLJAK (2013): Zuéne kiseline u pasa i macaka, osnove
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fiziologije i1 laboratorijskih metoda za odredivanje Zu¢nih kiselina u bioloSkim uzorcima //

Veterinarska stanica, 44 (2013), 6;469-474

b) Radovi u zbornicima skupova / Znanstveni radovi u zbornicima skupova

KUCER, N., H. TKALCEVIC, 1. JOVIC, M. BRKLJACIC, M. CRNOGAJ, I. GOTIC, G.
JURKIC KRSTESKA, I. SMIT, I. MAYER, D. GRDEN, K. SIMONIJI, N. LEMO, 1. KIS, V.
MATIJATKO, D. POTOCNJAK, J. FORSEK, B. BEER LJUBIC, D. IVSIC SKODA, V.
BENKO, F. PEK, R. BARIC RAFAJ (2016): Lijegenje pasa oboljelih od malignog limfoma -
iskustvo klinike. Zbornik radova, 6. Hrvatski veterinarski kongres s medunarodnim

sudjelovanjem, 26.-29. listopada, Opatija, Hrvatska, str. 495-506.

ZIVICNJAK, T., F. MARTINKOVIC, LJ. PINTER, D. IVSIC SKODA (2014): Canine
leishmanisis in Croatia — an update // Infectious and parasitis diseases of animals 5th
International Scientific Proceedings of scientific contributions and abstracts. 2014. Str. 448-

450

c) Sazeci sa skupova / SaZeci u zbornicima i ¢asopisima

EFENDIC, M., B. BEER LJUBIC, D. IVSIC SKODA, V. BURIC, E. PONGRAC, G.
JURKIC, V. MATIJATKO, M. BRKLJACIC, N. KUCER, M. TORTI et al. (2023): A
challenging case of canine Angiostrongylosis — a case report / Book of Abstracts of 10th

International Congress Veterinary Science and Profession /Zagreb: Veterinarski fakultet

Sveucilista u Zagrebu, 2023. Str. 98-98

BEER LJUBIC, B., M. CRNOGAJ, V. BPURIC, D. GRDEN, L. ECIMOVIC, G. JURKIC, D.
IVSIC SKODA, M. TORTI, J. ALADROVIC (2021): Is it possible to use EDTA plasma as a
sample for biochemical analyses in veterinary laboratory diagnostics? // Book of Abstracts of

the 9th International Congress Veterinary Science and Profession. Zagreb: Veterinarski

fakultet SveuciliSta u Zagrebu, 2021. Str. 86-86

DURIC, V., N. KUCER, M. BRKLJACIC, D. IVSIC SKODA, 1. KIS, T. DODIG, L.
ECIMOVIC, N. SUBASIC, B. BEER LJUBIC (2021): What hematological parameters in dogs

are affected when the blood is lipemic? // Book of Abstracts of the 9th International Congress
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Veterinary Science and Profession. Zagreb: Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2021.

Str. 87-87

ECIMOVIC, L., I. SMIT, V. BURIC, J. GOTIC, D. IVSIC SKODA, I. FILIPCIC, K.
SIMONII, B. BEER LJUBIC (2021): Does storage of blood in EDTA tube affect hematologic
parameters or not? // Book of Abstracts of the 9th International Congress Veterinary Science

and Profession. Zagreb: Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2021. Str. 85-85

IVSIC SKODA D., V. BURIC, L. ECIMOVIC, D. GRACNER, 1. JOVIC, M. EFENDIC, E.
MADUNA, B. BEER LJUBIC (2021): Reliability of analysis of canine urine preserved with
boric acid // Book of Abstracts of the 9th International Congress Veterinary Science and

Profession. Zagreb: Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, 2021. Str. 100-100

BENKO, V., D. IVSIC SKODA, G. JURKIC, N. KUCER, A. PETAK, F. KAJIN, M. TORTI
(2019): Review of clinical cases of body cavity effusions (2015-2019)- overview of clinical
cytology findings and associated etiologic factors. Zbornik sazetaka, 8. medunarodni kongres

, Veterinarska znanost i struka®, 10.-12. Listopada 2019., Zagreb, Hrvatska, str. 141.

IVSIC SKODA, D., V. BENKO, LJ. DUKARIC (2019): Comparison of standard clotting tests
in dogs between QuickVet and ACL analyzers // Book of Abstracts of the 8th International

Congress Veterinary Science and Profession. Zagreb: Veterinarski fakultet Sveucilista u

Zagrebu, 2019. Str. 142-142

d) Druga sudjelovanja na skupovima

BARIC RAFAJ, R, J. KULES, L. RUBIC, D. IVSIC SKODA, N., KUCER, V. MRLJAK
(2022): Proteomic characterisation of feline obesity // 4th International Symposium on
Frontiers in Molecular Science: Biochemistry, Molecular Biology and ¢Druggability of

Proteins Firenca, Italija, 06.09.2022-09.09. 2022.

e) Sudjelovanje na radionicama:

Post-genomic era of Molecular -Biology: Proteomics ERA II, Veterinarski fakultet u Zagrebu,

14.-16. studenog, 2017.
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11. PRILOG

NECILJANA METABOLOMSKA ANALIZA MOKRACE S OUTLIEROM

a) ISTRAZIVANJE PIOMETRE KUJA

Tablica 1.

......

znacajno (p <0,05) promijenjeni u skupini kuja s piometrom (N=19) u odnosu na kontrolnu

skupinu kuja s outlierom (N=19).

Metabolit Molekulska Vrijeme Log> Vrijednost
masa zadrzavanja /s (FC) p

L-glutamat 148,0604 660,68 2,28 1,33E-04

D-glukonska kiselina 195,0513 648.4 2,37 5,84E-04

L-fenilalanin 164,0719 515,77 1,27 8,47E-04

L-homoserin / 118,0513 675,9 0,66 1,38E-02
L-treonin

L-glutamat D-glukonska kiselina

kontrola piometra
L-fenilalanin
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Slika 1.

Graficki box and whisker prikaz metabolita (N=4) identificiranih u mokra¢i ¢iji su intenziteti
prema f-testu statisticki znacajno promijenjeni u kuja s piometrom (ljubicasti pravokutnik) u
odnosu na kontrolnu skupinu kuja s outlierom (zeleni pravokutnik). Prikazani su relativni
intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna standardnoj

devijaciji. Crna vodoravna linija predstavlja medijan, a Zuta tocka aritmeticku sredinu.)
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Slika 2.

Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova detektiranih u mokraéi kuja s
piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja s outlierom. Pik je znacajnije promijenjen (FC
>2,0; t-test <0,05), Sto je udaljeniji od sjecista (0,0). Najznacajnije promijenjeni pikovi (N=15)

su obiljezeni brojem pika iz kromatograma.
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Slika 3.

Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u mokra¢i kuja s piometrom (ljubicasti

trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruziéi).
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Slika 4.

Graficki prikaz PLS-DA analize intenziteta pikova detektiranih u mokraci skupine kuja s

piometrom (ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruziéi).
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Slika 5.
Graficki prikaz VIP analize mokrace kuja s piometrom i kontrolne skupine kuja. Prikazani su
pikovi (N=15) ¢iji intenziteti najviSe doprinose razlikovanju navedenih skupina. (Relativni

intenziteti su naznaceni bojom kvadratica u prilozenom kazalu.)
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Slika 6.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja statisticki najznacajnije promijenjenih pikova
(N=100) u mokra¢i prema rezultatima ¢-testa izmedu kuja s piometrom (ljubicasti panel) i
kontrolne skupine kuja (zeleni panel). (Prema priloZzenom kazalu su poviseni intenziteti

prikazani tonovima crvene i zute boje, a snizeni intenziteti tonovima plave boje.)
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Slika 7.
znacajno promijenjeni u kuja s piometrom u odnosu na kontrolnu skupinu kuja. Prikazani su
AUC 195 % CI. L-Glutamat i L-fenilalanin ostvaruju AUC >0,8. (Os apscisa predstavlja lazno

pozitivne vrijednosti, tj. specifi¢nost, a os ordinata prave pozitivne vrijednosti, tj. osjetljivost.)

b) ISTRAZIVANJE POCETKA RAZVOJA AKUTNE OZLJEDE BUBREGA U
PIOMETRI KUJA

Tablica 2.
Tabli¢ni prikaz metabolita identificiranih u mokraéi (N=2) €iji su intenzitei prema f-testu
statistiCki znacajno promijenjeni u skupini kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a u

odnosu na kontrolnu skupinu kuja s outlierom.

Metabolit Molekulska Vrijeme Log> Vrijednost
masa zadrzavanja / s (FC) p
L-glutamat 148,0604 660,74 1,91 2,41E-04
D-glukonska kiselina 195,0513 648,16 2,15 1,13E-03
L-glutamat D-glukonska kiselina

kontrola piometra kontrola piometra
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Slika 8.

Graficki box and whisker prikaz metabolita identificiranih u mokraéi koji su prema #-testu
statistiCki znaCajno promijenjeni u kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI (ljubicasti
pravokutnik) u odnosu na kontrolnu skupinu kuja s outlierom (zeleni pravokutnik). Prikazani
su relativni intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina pravokutnika je proporcionalna

standardnoj devijaciji. Vodoravna crna linija predstavlja medijan, a Zzuta tocka aritmeticku

sredinu.)
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Slika 9.

Graficki prikaz Volcano analize intenziteta svih pikova u mokracéi kuja s piometrom na pocetku
I stupnja AKI u odnosu na kontrolnu skupinu kuja s outlierom. Pik je statisticki znacajnije
promijenjen (FC >2,0; #test <0,05), Sto je udaljeniji od 0,0. Statisticki najznacajnije

promijenjeni pikovi su obiljezeni brojem pika iz kromatograma.
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Slika 10.

Glavna komponenta 2 (13,8 %)
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Graficki prikaz PCA analize intenziteta pikova u mokraéi kuja s piometrom na pocetku I

stupnja AKI-a (ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruziéi).

Slika 11.

Komponenta 2 (12,3 %)
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Graficki prikaz PLS-DA analize mokra¢e kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI

(ljubicasti trokuti¢i) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruzici).
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Slika 12.

Graficki prikaz VIP analize mokrace kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI i kontrolne
skupine kuja s outlierom. Prikazani su statisticki najznacajniji pikovi (N=15) koji najvise
doprinose razlikovanju navedenih skupina. (Relativni intenziteti su naznaceni bojom

kvadrati¢a u prilozenom kazalu.)
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Slika 13.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja statisticki najznacajnije promijenjenih pikova
u mokraci (N=100) prema rezultatima ¢-testa izmedu kuja s piometrom na pocetku I stupnja
AKI-a (ljubicasti panel) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni panel). (Prema priloZzenom
kazalu su poviSeni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a snizeni intenziteti

tonovima plave boje.)
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Slika 14.
Prikazani su statisti¢ki znacajno promijenjeni (p <0,05) metaboliti u mokraci kuja s piometrom

na pocetku I stupnja AKI-a koji ostvaruju AUC >0,8; L-glutamat, D-glukonska kiselina.

¢) ISTRAZIVANJE POVEZANOSTI PROTEINURIJE I POCETKA RAZVOJA
AKUTNE OZLJEDE BUBREGA U PIOMETRI KUJA

Tablica 3.

Tabli¢ni prikaz metabolita identificiranih (N=2) u mokracéi koji su prema rezultatima ANOVA
1 post-hoc analize znacajno promijenjeni (p <0,05) izmedu kontrolne skupine kuja s outlierom,
kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI-a i UPCR <0,5 i kuja s piometrom, pocetkom I

stupnja AKI-a i UPCR >0,5.

Metabolit Molekulska Vrijeme Vrijednost Fischerov
masa zadrZavanja /s p LSD
L-glutamat 148,0604 660,74 9,10E-04 a,b
D-glukonska kiselina 195,0513 648,16 3,31E-03 a,b

(LSD, Fisher's Least Significant Difference Method — Fischerova metoda najmanje znacajne
razlike)

a - pio UPCR <0,5 — kontrola; b - pio UPCR >0,5 — kontrola
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L-glutamat D-glukonska kiselina

-

kontrola piometra piometra kontrola piometra piometra
pocetak AKI | pocetak AKI | pocetak AKI I pocetak AKI |
. UPCR<0,5 UPCRO,5 UPCR<0,5 UPCR<0,5
Slika 15.

Graficki box and whisker prikaz metabolita identificiranih u mokraci €iji su intenziteti prema
ANOVA 1 post-hoc analizi statisticki znac¢ajno promijenjeni izmedu kontrolne skupine kuja s
outlierom (zeleni pravokutnik), kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 (plavi
pravokutnik) i kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i UPCR >0,5 (ljubicasti
pravokutnik). Prikazani su relativni intenziteti podataka nakon normalizacije. (Duljina
pravokutnika je proporcionalna standardnoj devijaciji. Crna vodoravna linija predstavlja

medijan, a zuta tocka aritmeti¢ku sredinu.)
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Slika 16.

Graficki prikaz PCA analize mokraée kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruziéi), kuja
s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 (plavi rombiéi) i kuja s piometrom,
pocetkom I stupnja AKI i UPCR >0,5 (ljubicasti trokutici).
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Slika 17.

Graficki prikaz PLS-DA analize mokraéa kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni kruzici),

kuja s piometrom, poc¢etkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 (plavi rombi¢i) i kuja s piometrom,

Komponenta 1 (61,3 %)

pocetkom I stupnja AKI i UPCR >0,5 (ljubicasti trokutici).

Slika 18.
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Graficki prikaz VIP analize intenziteta pikova detektiranih u mokraci kontrolne skupine kuja s
outlierom, kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 i kuja s piometrom,
pocetkom I stupnja AKI i UPCR >0,5. Prikazani su pikovi (N=15) koji najviSe doprinose
razlikovanju navedenih skupina. (Relativni intenziteti su naznaceni bojom kvadratica u

priloZenom kazalu.)
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Slika 19.
Graficki prikaz analize korelacije intenziteta (mz/rt) pikova (N=25) u mokraéi s vrijednostima
UPCR-a kontrolne skupine kuja s outlierom, kuja s piometrom, pocetkom I stupnja AKI i

UPCR <0,5 i kuja s piometrom, poc¢etkom I stupnja AKI i UPCR >0,5.
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Slika 20.

Graficki prikaz analize hijerarhijskog grupiranja najznacajnije promijenjenih pikova u mokraci
(N=100) prema ANOVA i post hoc analizi izmedu kuja s piometrom, poc¢etkom I stupnja AKI
1 UPCR >0,5 (ljubicasti panel), kuja s piometrom, poc¢etkom I stupnja AKI i UPCR <0,5 (plavi
panel) i kontrolne skupine kuja s outlierom (zeleni panel). (Prema prilozenom kazalu su
poviseni intenziteti prikazani tonovima crvene i Zute boje, a sniZeni intenziteti tonovima plave

boje.
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12. DODATAK
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Tablica I. Karakteristike kuja iz kontrolne skupine.

Pasmina Zivotna dob (godine) Tjelesna masa (kg)
K1 mjeSanac 1,0 13,0
K2 argentinski pas 1,0 30,4
K3 maltezer 2,5 5,7
K4 krizanac 3,5 6,1
K5 shiba inu 0,5 7,2
K6 krizanac 2,5 13,6
K7 lagotto romagnolo 1,5 13,0
K9 kriZanac 0,5 16,6
K10 lagotto romagnolo 0,5 16,0
K11 lagotto romagnolo 0,5 11,9
K12 madarska vizla 1,5 19,7
K14 krizanac 1,5 10,0
K15 labrador retriver 1,0 24.0
K17 tornjak 1,0 35,0
K18 shi-tzu 1,0 7,2
K25 mjeSanac 1,0 10,0
K31 mjeSanac 1,0 7,0
K32 mjeSanac 1,5 6,0
Aritmeticka sredina 1,0 14,0
Medijan 1,0 28,0
NajniZa vrijednost 0,5 5,7
Najvisa vrijednost 3,5 35,0
Standardna devijacija 0,5 8,5
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Tablica II. Vrijednosti pokazatelja kompletne krvne slike izmjerene u punoj krvi kontrolne skupine kuja.

N E g Ew s 2 25 £ s £S. e Sei e Z8.3 BZ
X g g & 3 cE = = & =z = 22 = "
= = = 2 he = = = 4 = =
K1 7,0 173 50 72 25 344 15 259 9 7,7 57 (4,39 38(2,93) 2(0,15) 3(0,23) 0(0) 0 (0)
K2 7,5 171 50 67 23 341 14 304 10 9,9 75 (7,43) 15 (1,49) 6 (0,59) 4 (0,40) 0(0) 0 (0)
K3 5,5 140 40 72 25 351 16 182 10 7,9 55 (4,35 22 (1,74) 4(0,32) 9 (0,71) 0(0) 0 (0)
K4 6,5 137 40 62 21 341 16 311 9 6,5 76 (4,94) 18 (1,17) 2(0,13) 3(0,20) 1 (0,07) 0 (0)
K5 6,7 143 42 62 21 344 16 261 10 8,0 63 (5,04) 30 (2,40) 2(0,16) 5(0,40) 0(0) 0 (0)
K6 7,5 179 52 69 24 345 15 188 8 5,5 71 (3,91) 18 (0,99) 5(0,28) 6(0,33) 0(0) 0 (0)
K7 7,1 174 51 72 25 341 15 361 9 8,7 54 (4,70) 36 (3,13) 6 (0,52) 4(0,35) 0(0) 0 (0)
K9 6,6 158 45 68 24 352 14 258 8 6,1 59 (3,60) 32 (1,95) 3(0,18) 6 (0,37) 0(0) 0 (0)
K10 5,4 127 37 70 24 340 16 270 10 7,3 78 (5,69) 18 (1,31) 1(0,07) 3(0,22) 0(0) 0 (0)
K11 5,4 139 40 75 26 347 15 282 9 6,8 75 (5,10) 16 (1,09) 3(0,20) 1(0,07) 0(0) 0 (0)
K12 7,8 186 54 69 24 344 15 251 9 8,1 61 (4,94) 30 (2,43) 3(0,24) 6 (0,49) 0(0) 0 (0)
K14 6,5 150 44 67 23 342 15 280 11 7,9 66 (5,21) 32 (2,53) 1(0,08) 0(0) 0(0) 1 (0,08)
K15 6,6 155 46 69 24 340 16 210 8 5,4 512,75 39 (2,10) 4(0,22) 6(0,32) 0(0) 0 (0)
K17 6,8 168 48 71 25 347 15 307 8 7,9 66 (5,21) 21 (1,66) 2(0,16) 11(0,87) 0(0) 0 (0)
K18 5,3 130 37 69 25 354 15 373 9 5,5 57 (3,14 38 (2,09) 4(0,22) 0(0) 1 (0,06) 0 (0)
K25 6,3 152 44 69 24 349 16 422 9 10,6 59 (6,25) 24 (2,54) 3(0,32) 12 (1,27) 1(0,11) 1(0,11)
K31 7,5 169 49 66 23 341 17 262 10 9,9 51 (5,05 33 (3,27) 4 (0,40) 12 (1,19) 0(0) 0 (0)
K32 6,9 146 43 63 21 340 17 124 12 7,4 62 (4,59) 22 (1,63) 9 (0,67) 7(0,52) 0(0) 0 (0)
Najmanja 53 127 37 62 21 340 14 124 8 5,4 51 15 1 0 0 0
vrijednost (2,8) (1,0) (0,1) (0) (0) (0)
Najvisa 7,8 186 54 75 26 354 17 422 12 10,6 78 39 9 12 1 1
vrijednost (7,4 3,3 0,7 (1,3) (0,1) 0,1)
Aritmetic¢ka 6,6 155 45 68 24 345 15 273 9 7,6 63 27 4 5 0 0
sredina (4.8) (2,0) (0,3) 0,5) (0,0) 0,0
Medijan 67 154 45 ) 2 344 15 266 9 78 62(4.9) 27 2.0) 3(0.2) 6(0.4) 0(0,0) 0(0,0)
Standardna 0,8 14 5 4 2 5 1 71 1 1,5 9 8 2 4 0 0
devijacija (LD 0,7 0,2) 04 (0,0 (0.0
Kolmogorov- 0,17 0,15 0,11 0,17 0,24 0,18 0,25 0,16 0,23 0,15 0,13 0,16 0,19 0,16 0,50 0,54
Smirnov test (0,18) (0,10) (0,19) 0,21) (0,49) (0.54)

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu. Vrijednosti pokazatelja koje su izvan referentnog raspona su u kurzivu.)
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Tablica III. Vrijednosti biokemijskih pokazatelj izmjerene u serumu kontrolne skupine kuja.

£ |z 18 |£ |z e E |3 =

k=i g S [ — - Q 2 . =] v N

S5 | & | 2% |0 < 2 |2 =< |3 AER |2 | S8 E_ |2 2 g | & - S 4 S

g % S 2 4 ) ) ) S

5 g 25182 |w |« g %S | 5 5 2 2 5 > € =3 | o5 o | = |22 | =22 |3 S5 | 2

< & Te|l ozt N © N o o > = 2 S S TE | Qg JOR Y- CE|ZE o B E| ¢

~ g &8 | & “w| S® oo o & 0 % © S n n - iE | oE S s S E " E | KE 2 SE | &
K1 55 69 64 32 1,1 6,1 24 53 5 33 98 43 1,6 2,6 1,5 0,4 6,9 146 ,0 116 54 ,8 26,4
K2 39 75 68 32 1,7 49 31 36 4 57 109 40 1,0 2,6 1,8 0,4 4,7 149 42 119 108 0,8 22,6
K3 7,0 72 68 25 1,7 49 24 30 6 10 65 26 3.4 2,1 1,3 0,4 4,0 147 3,5 124 57 0,7 50,7
K4 8,0 77 63 33 1,7 6,7 25 41 8 20 100 21 1,0 2,5 1,0 0,3 39 145 4,0 113 61 0,7 33,8
K5 5,0 95 54 29 2,0 52 33 58 5 53 143 29 1,0 2,0 1,7 0,5 4.2 146 42 121 24 0,7 29,6
K6 6,8 87 66 34 2,6 6,1 23 33 5 16 62 43 1,7 2,5 1,0 0,6 6,0 145 4,7 116 63 0,8 32,7
K7 49 70 62 32 2,1 9.4 24 40 8 18 112 24 1,0 2,5 1,3 0,5 6,9 148 4,7 116 140 0,9 30,8
K9 6,4 105 56 30 1,8 4.8 30 47 4 32 170 91 1,0 2,5 1,3 0,4 4.5 145 43 114 105 0,7 40,3
K10 4,7 53 50 26 1,1 7,0 18 30 5 15 107 36 2,5 23 1,6 0,6 3,7 149 39 120 59 0,7 23,7
K11 6,1 65 53 29 1,3 7,9 20 28 4 45 92 34 1,0 2,5 1,4 0,7 58 146 4.4 116 72 0,7 32,2
K12 5.4 90 54 28 1,9 7,6 30 21 4 23 77 25 1,0 24 1,6 0,3 4.2 146 4.9 115 46 0,8 245
K14 8,0 44 66 37 1,9 7,3 21 30 5 68 137 26 1,6 2,8 2,3 0,6 8,0 148 4.5 115 62 0,8 31,9
K15 4.8 86 59 32 2,9 6,6 58 48 6 48 137 125 1,0 24 1,7 0,5 8,1 146 4.8 117 24 0,7 45,7
K17 6,0 88 65 30 1,3 6,3 28 33 2 35 153 23 1,0 2,6 1,6 0,5 5,1 148 4.5 118 46 0,8 259
K18 7,5 55 53 26 2,0 4.6 19 16 4 44 115 60 3,2 24 2,1 1,3 7,3 144 3,7 114 83 0,7 28,8
K25 8,7 69 62 27 2,1 9.6 32 43 6 30 101 80 43 23 1,7 0,4 3,3 143 43 118 76 0,7 21,8
K31 3,5 60 55 31 1,9 5,0 39 52 4 35 144 36 1,0 2,6 2,0 0,5 4.2 145 4.9 113 231 0,8 31,7
K32 6,9 109 59 26 1,3 8,5 41 25 5 42 233 59 24 2,5 1,5 0,7 7.4 144 4,7 110 143 1,0 13,9
I"n‘]):[;f]:ﬁ 3,5 44 50 25 1,1 4.6 18 16 2 10 62 21 1,0 2,0 1,0 0,3 33 143 3,5 110 24 0,6 13,9
\Em:o‘ﬂ 8,7 109 68 31 2,9 9,6 58 58 8 68 233 125 43 2,8 23 1,3 8,1 149 5,0 124 231 1,0 50,7
A':;‘;;:;k‘ 6,1 76 60 29,9 1,8 6,6 29 37 5 35 120 46 1,7 2,5 1,6 0,5 55 146 4.4 116 81 0,8 30,4
Medijan 6,1 74 61 30,0 1,9 6,5 27 35 5 34 111 36 1,0 2.5 1,6 0,5 4.9 146 4.5 116 63 0,8 30,2
S;;‘V‘S;Z‘:]“; 1,5 18 6 3,2 0,5 1,6 10 12 2 16 41 28 1,0 0,2 0,3 0,2 1,6 2 0,4 3 50 0,1 8,7
gﬂ:ﬁfgfig:( 0,10 0,10 0,15 0,13 0,15 0,14 0,17 0,13 0,22 0,10 0,16 0,26 0,31 0,22 0,14 0,23 0,18 0,19 0,15 0,16 0,20 0,25 0,18

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu. Vrijednosti pokazatelja koje su izvan referentnog raspona su u kurzivu.)
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Tablica IV. Biokemijski i fizikalni pokazatelji izmjereni u mokraci kontrolne skupine kuja.

Proteini
ukupni Kreatinin UPCR Glukoza Ureja Natrij Osmolalnost UsSG
mg/L mmol/L / mmol/L mmol/L mmol/L mOsmol/kg /
Kl 0,054 7,61 0,06 0,185 415,2 34,1 0,700 1,018
K2 0,274 38,74 0,06 0,886 1298,8 34,6 1,904 1,049
K3 0,221 23,20 0,08 0,422 919,7 103,1 1,361 1,035
K4 0,175 35,63 0,04 0,727 1371,5 301,5 2,217 1,052
K5 0,084 9,70 0,08 0,143 259,1 62,7 0,484 1,013
K6 0,152 27,57 0,05 0,536 795,5 206,4 1,514 1,037
K7 0,178 31,90 0,05 0,883 957,3 70,2 1,703 1,045
K9 0,140 27,49 0,05 0,419 895,0 50,3 1,270 1,034
K10 0,039 5,32 0,06 0,110 242.8 105,0 0,561 1,014
K11 0,188 26,78 0,06 0,516 10554 92,5 1,638 1,042
K12 0,231 28,64 0,07 0,675 804,5 30,2 1,187 1,033
K14 0,918 39,83 0,20 1,367 1489,1 105,0 2,419 1,064
K15 0,101 9,75 0,09 0,114 255,3 117,0 0,595 1,015
K17 0,045 6,00 0,06 0,169 3614 311,2 1,078 1,022
K18 0,070 7,73 0,08 0,260 598,6 72,7 0,969 1,024
K25 0,154 23,15 0,06 0,688 1598,1 193,7 2,455 1,056
K31 0,167 20,23 0,07 0,555 797,2 241,1 1,463 1,036
K32 0,149 18,29 0,07 0,354 581,3 201,2 1,357 1,034
Najniza 0,039 5,32 0,04 0,110 242.8 30,2 0,484 1,013
vrijednost
Najvisa 0,918 39,83 0,20 1,367 1598,1 311,2 2,455 1,064
vrijednost
Aritmeticka 0,186 21,53 0,07 0,501 816,4 129,6 1,382 1,035
sredina
Medijan 0,153 23,18 0,06 0,469 800,9 104,1 1,359 1,034
Standardna 0,195 11,56 0,04 0,334 428,7 90,5 0,607 0,015
devijacija
Kolmogorov- 0,30 0,18 0,29 0,12 0,10 0,22 0,09 0,12
Smirnov test

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu.)
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Tablica V. Vrijednosti pokazatelja rutinske analize mokrace (test-traka, sediment) izmjerene u kontrolnoj skupini kuja.

b= b= © 238 =2 | B | .Y = = N | 5
: |2 | |=: |Z|E|E |2 |*® |7|E
E 5 |5 |E |z 3% |3|3|3 |*%
2 g £ |~ ° g | 2 E|E|”°
S = | B 2 |5 2 g S |2 S| g
s | 2 g | B 5| 8 2 | 3B 2 |25 &~ = | E
2| Z |2 5|8 |z |2 g |£|B% 9
© - ) o i’ < [SF S” =] = — o
K1 | zuta bistar neg neg neg | neg 7,0 neg | norm | neg | neg | rijetki rijetke
K2 Int. | Vrloblago | neg Blago | neg | neg 6,0 0,3 norm | neg | neg | pokoji 0-1 rijetke 1+
zuta | zamuden povisen
K3 Int. mutan neg | poviSen | neg | trag | 7,0 0,3 norm | neg | neg 1-3 2-4 0-2 nesto 2+
Zuta
K4 Int. | Vrloblago | neg Blago | neg | neg 7,0 0,3 norm | neg | neg | pokoji pokoja nesto 1+ 1+ | nesto
zuta | zamucen povisen
K5 | zuta bistar neg neg neg | neg 8,5 neg | norm | neg | neg 0-1 nesto
K6 | zuta mutan neg Blago | neg | neg 7,5 1,0 norm | neg | neg 0-1 Struvit 2+
povisen 1+
K7 Int. zamuéen neg Blago neg | neg 6,0 0,3 norm neg | neg | pokoji 0-1 pokoja 2+
Zuta povisen
K9 | Zzuta | Vrloblago | neg neg neg | trag | 7,0 0,3 norm | neg | neg 0-1 2-4 Pokoja 1+
zamudéen prijelazna
K10 | zuta Blago neg neg neg | neg | 7,0 | neg | norm | neg | neg | pokoji pokoja rijetke 1+ 1+
zamucen
K11 | Zuta mutan neg Blago | neg | neg 8,5 1,0 norm | neg | neg 0-2 1+ 2+
povisen
K12 | Int. mutan neg | poviSen | neg | neg 7,0 1,0 norm | neg | neg 1-2 1-2 0-1 nesto Struvit 3+
Zuta 2+
K14 | Int. | Vrloblago | neg neg neg | neg 6,0 1,0 norm | neg | neg | pokoji Pokoja 1+
zuta | zamucéen prijelazna
K15 | zuta bistar neg neg neg | neg | 7,5 neg | norm | neg | neg | pokoji Pokoja nesto
prijelazna
K17 | zuta bistar neg neg neg | neg 6,0 neg | norm | neg | neg | pokoji Pokoja nesto
prijelazna
K18 | zuta bistar neg neg neg | neg 5,5 neg norm neg | neg | pokoji nesto
K25 | zuta bistar neg neg neg | neg 6,5 trag | norm | neg | neg 0-1 pokoji Pokoja rijetke
prijelazna
K31 | zuta | Vrloblago | neg neg neg | trag | 7,0 | trag | norm | neg | neg 0-1 2-4 0-2 rijetke
Zamucen prijelazne
K32 | zuta | Vrloblago | neg neg neg | neg 8,5 1,0 norm | neg | neg | pokoji | rijetki Pokoja rijetke | Pokoji nesto nesto
zamudéen prijelazna struvit
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Tablica VI. Karakteristike kuja iz skupine oboljelih od piometre.

Zivotna Tjelesna Temperatura | Src¢ani | Frekvencija
Pasmina dob masa (°0) otkucaji disanja Piometra
(godine) (kg) / min / min
P8 mjeSanac 6,5 17,5 36,4 132 48 otvorena
P9 maltezer 13,5 4,5 38,5 124 20 otvorena
P10 njemacki ovéar 8,5 34,7 38,9 100 32 otvorena
P11 americCki staford 5,5 21,7 39,1 100 / otvorena
P16 francuski buldog 3,5 9,7 38,5 / / otvorena
P18 bobtail 9,5 43,2 394 100 / otvorena
P19 americki buldog 10,5 38,0 39,2 128 32 otvorena
P24 maltezer 8,5 5,4 38,5 132 28 otvorena
P25 zlatni retriver 10,5 26,6 38,7 120 24 otvorena
P27 krizanac 5,5 16,1 38,3 120 / otvorena
P28 zlatni retriver 10,5 27,8 39,1 / / otvorena
P31 krizanac 8,5 24.5 39,4 124 22 otvorena
P43 krvosljednik 7,0 20,0 / / / zatvorena
P44 americCki staford 11,0 26,2 37,5 80 / otvorena
P46 irski seter 9,0 264 38,2 112 / zatvorena
P53 mjeSanac 9,0 27,1 38,9 116 / otvorena
P56 francuski buldog 10,0 10,3 40,0 112 24 otvorena
P58 njemacka doga 6,0 58,0 40,7 160 16 otvorena
P59 Sarplaninac 7.5 53,0 39,0 / / otvorena
Najniza vrijednost 3,5 4,5
Najvisa vrijednost 13,5 58,0
Aritmeticka sredina 8,7 25,8
Medijan 9,0 26,2
Standardna devijacija 4,3 14,7
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Tablica VII. Mikrobioloski nalazi mokrace i obrisaka maternice te patohistoloski nalazi maternice skupine kuja oboljelih od piometre.

Urinokultura

Obrisak
maternice

Patohistoloska
dijagnoza maternice

P8 Escherichia coli Escherichia coli /
P9 negativna Pasteurella species /
P10 negativna B-hemoliti¢ni Streptococcus, Escherichia coli /
P11 Escherichia coli Escherichia coli /
P16 negativna Escherichia coli /
P18 negativna Escherichia coli +
P19 Escherichia coli B-hemoliti¢ni Streptococcus species +
P24 hemoliti¢na Escherichia coli hemoliti¢na Escherichia coli +
P25 negativna Escherichia coli cisticna hiperplazija endometrija, gnojna upala
P27 negativna Escherichia coli +
P28 negativna hemoliti¢na Escherichia coli +
P31 negativna Escherichia coli cisti¢na hiperplazija endometrija,

jaki difuzni kroni¢ni gnojni endometritis - piometra
P43 Enterococcus species Escherichia coli kroni¢ni gnojni difuzni endometritis — piometra,

cisticna hiperplazija endometrija jaeg stupnja
P44 negativna Klebsiella species kroni¢ni gnojni difuzni endometritis teZzeg stupnja - piometra
P46 negativna Pseudomonas species kroni¢ni gnojni difuzni endometritis — piometra,
cisti¢na hiperplazija slabijeg stupnja

P53 Escherichia coli Escherichia coli gnojni difuzni endometritis tezeg stupnja - piometra
P56 negativna Staphylococcus species gnojni difuzni endometritis tezeg stupnja - piometra
P58 negativna Escherichia coli gnojni diguzni endometritis teZeg stupnja - piometra
P59 Citrobacter koseri Citrobacter koseri gnojni difuzni endometritis tezeg stupnja - piometra
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Tablica VIII. Vrijednosti pokazatelja kompletne krvne slike izmjerene u punoj krvi skupine kuja oboljelih od piometre.

~ z =) = Z~ =2 = =~ - 2 % - 2 2

Ea z g o 5 E =g £ E £ E Z = £ £E £ =F

21 32 S g Sg g1 2 25 g gs ZSsi S E Sk Ssi GE=E 52

= = = = 24 = = ) 2R <

4

Referentni o 2 wv ~ P 2 = - - ~ 22 o 4o e be e 4o é‘ é‘
P8 26 62 17 65 24 364 17 191 12 60,5 40 (24,2) 4(2,42) 17(10,3) 0(0) 39(23,6) 0 (0)
P9 5.0 115 33 66 23 350 16 698 10 6,2 62 (3,84) 29 (1,8) 7(0,4) 1(0,]) 1(0,1) 0 (0)
P10 44 106 30 67 24 361 17 356 11 22,6 64 (14,46) 9(2,0) 7(L6) | 1125 9(2,0) 0 (0)
Pl 2,9 68 19 65 23 356 17 131 12 19,9 30 (5,97) 7 (14) 13026 | 1(02) 49 (9,8) 0 (0)
P16 8,1 205 56 69 25 365 16 170 11 13,0 63 (8,19) 3 (1,0) 11(1,4) 0(0) 18(2,3) 0 (0)
P18 6,7 162 47 70 24 348 15 163 12 242 56 (13,55) 23 (5,6) 112,7) 0(0) 10 2,4) 0 (0)
P19 3,6 96 26 73 27 363 16 589 11 31,0 76 (23,56) 3(2,5) 12(3,7) 0(0) 4(1,2) 0 (0)
P24 5,5 128 36 65 23 357 16 155 11 21,1 60 (12,66) 12 (2,5) 8(L7) 3(0,6) 17 (3,6) 0(0)
P25 6,6 146 43 66 22 337 16 359 9 9.7 80 (7,76) 10 (1,0) 5(0,5) 2(0,2) 3(0,3) 0 (0)
P27 3.6 86 25 69 24 346 16 119 12 60,8 63 (38,30) 2(1,2) 4(2,4) 0(0) 31(18,9) 0 (0)
P28 5,5 124 37 66 23 339 17 196 11 20,0 57(114) 9(1,8) 8 (1,6) 2(04) 24 (4,8) 0(0)
P31 1,7 41 11 68 25 363 16 197 9 94 39 (3,67) 11 (1,0) 9(0,9) 1(0,]) 40 (3,8) 0 (0)
P43 5,1 119 33 65 23 359 15 499 8 21,2 68 (14,42) 7 (1,5) 7(1L5) 2(04) 16 (3,4) 0(0)
P44 5,1 115 33 65 23 346 19 243 12 12,6 64 (8,06 13 (1,6) 8(1,0) 1(0,1) 14 (1,9) 0 (0)
P46 7,3 173 50 69 24 347 14 252 10 8,2 74 (6,07) 7(0,6) 14(12) 0(0) 5(0.4) 0 (0)
P53 6,1 142 41 68 23 343 16 168 11 204 61 (12,44) 10 (2,0) 11(2,2) 0(0) 18 (3,7) 0 (0)
P56 54 139 40 73 26 349 14 374 8 14,9 62 (9,24) 23 (3,4) 4(0,6) 0(0) 11 (1,6) 0 (0)
P58 6,9 146 43 63 21 337 13 201 11 35,2 8(2.82) 3(L1) 11(3,9) 0(0) 78 (27.5) 0 (0)
P59 6,2 152 44 71 25 347 15 301 10 17,2 58 (9,98) 26 (4,5) 8(1,4) 6 (1,0) 2(0.3) 0 (0)

Najniza 1,7 41 11 63 21 337 14 119 8 6,2 8 2 4 0 1 0
vrijednost (2,8) (0,6) 0,49 (0) (0,1)

Najvisa 8,1 205 56 73 27 365 19 698 12 60,8 80 (38,3) 29 (5,6) 17 (10,3) 11(2,5) 78 (27,5) 0
vrijednost

Aritmeticka 5,2 122 35 68 24 351 16 282 11 22,5 57 12 9 2 21 0

sredina (12,2) 1) 2,2) (0,3) (5.9)

Medijan 54 124 36 67 24 349 16 201 11 20,0 62 (10,0) 9 (1,8) 8 (1,6) 1(0,1) 16 (2,4) 0
Standardna 1,7 40 12 3 1 9 1 162 1 15,4 17 8 3 3 20 0
devijacija (8,6) 1.3) (2,2 (0,6) (8.2)

Kolmogorov- 0,14 0,11 0,12 0,18 0,19 0,14 0,22 0,22 0,26 0,25 0,26 0,22 0,16 0,28 0,23 0
Smirnov test (0,23) (0,19) (0,26) 0.31) (0.34)

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu. Vrijednosti pokazatelja koje su izvan referentnog raspona su u kurzivu.)
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Tablica IX. Vrijednosti biokemijskih pokazatelja izmjerenih u serumu skupine kuja oboljelih od piometre.

g = g g < A = S g o

sl E |z |E |28 |elgle | |w |88 |2 8848 |2,/F |= |8 |z |2, 5

2 S |8 |2 E¥Z |2 2|2 |2 |0 |248 |E 225 |93 |3 & |8 |BY3

=) Q E = = 5 A= o ::2 (ST E .Q Z M < N

Referentni | 2= | 22 | - 2| wd | 2 S ) © = = ~2 | =2 |« - a2 | ed | o2 | @ -2 | g

mpon | GE | 3E|ED|En | FE| 222 |2 |2 |E5|2 |2 |S% |fE|dE|as|us|2E|9E|2E|9s|38 ¢
“g | FE|w a 'S Ag | % & 2 5 = = g NE|SE | S - S| eag | &g | @ S E g

P8 196292 | 43 | 11 [137] 3,7 | 180 | 21 3 | 2823351498 | 68,1 | 20 | 41 | 06 | 3,6 | 144 | 44 | 105 | 467 | 12 | 98
P9 70 1 59 | 60 | 28 | 1,1 [ 56 | 17 | 23 6 | 22 | 129 ] 48 | 34 [ 24| 1706 |59 |145] 45 | 112 ] 120 | 1,0 | 34,0
P10 26 | 59 | 68 | 22 [ 1,0 29| 34 | 11 1 56 | 153 | 54 | 60,0 | 23 | 1,307 | 41 | 145] 44 | 114 | 347 | 0,7 | 183
P11 50 | 8 | 59 | 21 | 1463 ] 14 ] 9 2 | 78 | 26 | 402 191523 |22 ] 06|69 | 14150 ]107] 70 | 09 | 21,9
P16 301 52 ] 40 | 18 | 1,1 ] 45 ] 18] 14 1 44 | 37 | 57 |1645] 18 | 1,0 | 05| 44 | 126 | 35 ] 98 | 61 | 0.7 | 163
P18 32 1 8 | 67 | 26 |13 ]61 ] 66| 18| 6 |166] 685 | 49 [263,1] 26 | 13 ] 1,6 |99 | 149 | 48 | 117 | 291 | 0,8 | 30,7
P19 45 | 86 | 70 | 25 [ 1,6 | 52 | 45 | 60 | 18 | 220 | 586 | 157 [ 2482 | 25 | 12 ] 09 | 86 | 145 | 45 | 118 | 128 | 1,0 | 113
P24 37149 [ 70 | 25 [ 1213931 20| 4 | 8 | 94 | 50 153524 |12 ] 1,1 |56]150] 41 |117]112] 09 |301
P25 59 1109 ] 65 | 29 | 12 |57 ] 16 | 28 | 3 | 152 43 | 68 |2077] 27| 1,0 | 08 [ 11,4] 149 ] 44 | 117 | 69 | 0,8 | 16,6
P27 221 68 | 41 | 17 0953 37| 14 1 33 | 136 | 43 [ 132321 | 12109 |80 ] 147 |38 |122] 70 | 05 |212
P28 36 | 72 | 8 | 18 [ 21 42 ] 48 | 17 | 5 113 ] 191 | 227 ] 750 | 23|19 | 14|57 15243 | 120]214] 09 |373
P31 701 70 | 50 | 15 [ 20492710 3 [ 20 ] 92 | 28 109320 | 1,7 105 ] 2512838 ]105] 51 ] 05117
P43 38 1 61 | 78 | 22 1241 ] 18] 12| 2 | 75 ] 23 | 41 126223 | 1,1 ] 05|49 |137] 42 ]110] 41 | 08 | 13,9
P44 2715479 | 24 [ 103439 46| 3 | 39 ] 137 ] 8 [1058] 25 ] 19]07 ] 60147 ] 49 | 114]190 ] 07 |175
P46 341 713 72|31 [ 31573547 5 [130] 210 |160] 494 | 27 | 1.8 ] 09 [108] 158 | 44 | 122 ] 67 | 09 | 57,6
P53 371690 | 72|26 | 55]55] 50|38 | 4 [23a]242 |37 | 78725 12]08]82]156]39 117 ][22 09 |467
P56 56 | 75 1 63 23 | 16|43 ] 23 | 23 3 | 225 41 | 1223552231207 |93 |138] 45105185 ] 0,8 |169
P58 46 | 70 | 71 | 25 | 14|45 | 46 | 24 | 3 [ 134 ] 105 | 84 [1825] 24 | 1,6 | 1,0 | 54 | 147 | 43 | 117|375 ]| 08 | 19,9
P59 37191 | 1331 1,763 3419 9 |39 17176 11228 10]13]60]15] 46 ] 118]106] 08 |354
Namar 122 1 49 [ 40 | 11 |09 [ 29| 14 ] 9 1 20 | 23 | 28 | 34 | 1,811,005 |25 12635 98 | 41 | 0,5 ] 98
e 1196292 | 85 | 31 [13,7] 63 | 180 | 60 | 18 | 282 [ 3351 | 498 | 3552 | 2,8 | 41 | 1,6 [ 114|158 | 50 | 122 | 467 | 1,2 | 57,6
admeicka [50 | @3 | 65 | 23 |23 | 49 | 41 | 24 | 4 | 113|340 [ 120 |136,1] 24 | 1,6 | 09 | 6,7 | 145 ] 43 | 113 | 168 | 0,8 | 24,6
M [ 37 1 070 | 68 | 24 | 14 | 49 ] 34 | 20 | 3 81 | 136 | 68 |1262] 24 | 13 |08 | 60 | 147 ] 44 | 117 | 120 | 0,8 | 19,9
Sundrs | 38 | 53 | 13 5 [ 30]10] 3 | 14 ] 4 |8 |75 |122819,7[0307]03]25] 8 |04 7 [124]0,2]129
Kolmogorow- 1) 751 )34 10,16 | 0,12 | 0,37 0,11 | 0,30 | 0230231018 | 0,39 | 029 ] 0,11 0,19 | 022]0,17]0,19 | 0,19 [ 0,15 ] 0,23 ] 0,20 0,19 | 0,21

Smirnov test

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu. Vrijednosti pokazatelja koje su izvan referentnog raspona su u kurzivu.)

189




Tablica X. Vrijednosti biokemijskih i fizikalnih pokazatelja izmjerenih u mokraci kuja oboljelih od piometre.

Proteini Kreatinin | UPCR Glukoza Ureja Natrij Osmolalnost UsSG
ukupni
mg/L mmol/L / mmol/L mmol/L mmol/L mOsmol/kg /

P8 1,023 2,20 4,12 0,665 56,2 57,7 0,246 1,016
P9 1,019 34,34 0,26 1,058 696,8 50,2 1,472 1,044
P10 0,294 11,15 0,24 0,279 304,8 320,5 1,073 1,024
P11 0,364 9,71 0,33 0,026 497,0 15,3 0,685 1,019
P16 1,168 34,16 0,30 1,211 940,7 34,5 1,491 1,045
P18 0,886 5,76 1,36 0,399 154,6 19,2 0,356 1,011
P19 1,760 33,29 0,47 1,013 13274 28,7 1,773 1,020
P24 0,602 19,17 0,28 0,578 798,6 16,6 1,204 1,038
P25 0,456 37,90 0,11 0,834 1045,1 18,2 1,372 1,039
P27 0,185 9,99 0,16 0,260 229,2 53,7 0,526 1,017
P28 0,620 10,27 0,53 0,717 345,0 37,1 0,638 1,021
P31 1,691 22,44 0,67 0,795 1416,9 19,8 1,886 1,052
P43 1,192 14,61 0,72 0,018 805,8 17,5 1,147 1,032
P44 1,243 15,23 0,72 0,441 4757 22,4 0,764 1,023
P46 0,237 16,33 0,13 0,464 602,9 14,1 0,825 1,023
P53 0,882 8,31 0,94 0,519 299,3 196,7 0,772 1,023
P56 0,710 13,53 0,46 0,503 569,2 15,8 0,899 1,029
P58 0,180 2,90 0,55 0,048 129,5 23,9 0,269 1,009
P59 0,106 13,70 0,07 0,156 472,8 35,9 0,704 1,021
Najniza 0,106 2,20 0,07 0,018 56,2 14,1 0,246 1,009

vrijednost
Najvisa 1,760 37,90 4,12 1,211 1416,9 320,5 1,886 1,052

vrijednost
Aritmetic¢ka 0,769 16,58 0,65 0,526 587,8 52,5 0,953 1,027

sredina

Medijan 0,710 13,70 0,46 0,503 497,0 23,9 0,825 1,023
Standardna 0,500 10,96 0,90 0,353 390,0 76,7 0,484 0,012

devijacija
Kolmogorov- 0,11 0,19 0,31 0,09 0,12 0,37 0,13 0,22

Smirnov test

(Vrijednosti Kolmogorov-Smirnov testa za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu su u kurzivu.)
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Tablica XI. Vrijednosti pokazatelja rutinske analize mokrace (test-traka, sediment) izm

jerene u skupini kuja oboljelih od piometre.

- 5 g g & 2§ S| 25 5 1 7| B
= & g = = = | &% S| 27 < i
Kal k=) 59 =) = 1) S <
< g = o = 5 el — @ B 5 2| =z <
_— N o o oh R=] = o s N o = =
. 5 S g g 2 2 B B= < £ 2| s A
. = i) g o |3} ~ =
I} R0 = = 15} 5} T 2 2 = Q% T
) - b o ~ < o o = g — o
Pg int. blago neg Blago neg Ca 7,0 1,0 norm neg neg 4-8 0-2 0-1 pokoji 3+ (%), 1+ | 2+ 3+
Zuta zamuéen povisen 200 granulirani rijetke (0)
P9 int. Zuta zamucen neg povisen trag trag >9,0 >3,0 16 neg neg 0-2 3-6 pokoja rijetke (0) 3+
P10 Zuta zamuéen neg neg 1,5 neg 8,5 0,3 norm neg neg 3-6 0-1 0-1 prijel. pokoji rijetke (0) 1+
granulirani
P11 Zuta mutan neg Neg neg trag 6,0 1,0 norm neg Ca 10-15 5-10 3-5 prijel. 3+ (%) 1+
70
P16 zag. blago neg povisen 1,5 trag 8,5 >3,0 16 neg neg 2-4 0-1 0-1 nesto (0) nesto 1+
Zuta zamucéen struvita
P18 Zuta vrlo blago neg neg neg Ca 8,5 1,0 norm neg neg 4-8 5-10 1-3 pokoji nesto (0) 1+
zamucen 200 granulirani
P19 zag. zamucen neg povisen trag Ca 7,5 >3,0 norm neg neg 40-80 30-50 1-3 2+ (o)
Zuta 200
P24 | int. zuta mutan neg povisen 1,5 trag 6,0 1,0 norm neg neg 6-12 pokoji 2-4 pokoji nesto (0) 2+
(+ nakupine) granulirani
P25 int.zag. zamucen neg povisen trag Ca 6,5 1,0 norm neg neg 100- 0-2 1+ (0) nesto
Zuta 200 200 (+nakupine) oksalata
P27 Zuta vrlo blago neg neg neg neg 5,5 trag norm neg Ca 40-60 0-2 1+ (0)
zamucéen 70
P28 Zuta vrlo blago neg Blago neg neg 6,5 1,0 norm neg neg 5-10 pokoji 0-1 pokoji rijetke (0) nesto 1+
zamuéen povisen granulirani bilirubina
P31 naran. blago neg Izrazito trag neg 6,5 >3,0 16 neg neg 3-6 0-1 nesto (0) 2+
zamucéen povisen
P43 | int. Zuta zamucen neg Blago trag neg 7,0 1,0 norm neg neg 3-6 0-1 1-3 3+ (o) 1+
povisen (+ nakupine)
P44 Zuta blago neg Blago neg neg 6,0 1,0 norm neg neg 4-8 0-2 0-1 pokoji rijetke (0) 1+
zamucen povisen granulirani
P46 Zuta zamucen neg neg neg neg 6,5 trag norm neg neg 2-4 rijetki 0-1 nesto (0) 1+
P53 Zuta vrlo blago neg Blago neg trag 8,5 1,0 norm neg neg 10-20 0-1 0-1 rijetke (0) pokoji
zamucen povisen struvit
P56 Zuta bistar neg neg neg neg 6,5 1,0 norm neg neg 2-5 0-1 1-2 pokoji rijetke (0)
(+ nakupine) granulirani
P58 Zuta bistar neg neg neg Ca 6,0 neg norm neg neg 0-1 0-2 pokoja 1+
80
P59 Zuta blago neg neg neg neg 6,5 neg norm poz neg 2-4 pokoji pokoja pokoji 2+ (8) nesto
zamuéen hijalino-
granulirani
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Tablica XII. 7-test za serum kuja s piometrom

t.stat Vrijednost p -log10(p) FDR

565 11.528 1.809E-13 12.743 1.3549E-10
518 11.488 1.9954E-13 12.7 1.3549E-10
1196 -10.056 7.3215E-12 11.135 2.3282E-09
421 10.043 7.5679E-12 11.121 2.3282E-09
1072 -9.9958 8.5721E-12 11.067 2.3282E-09
900 -9.726 1.7449E-11 10.758 3.9492E-09
554 9.36 4.6476E-11 10.333 9.0164E-09
380 9.1398 8.4488E-11 10.073 1.4342E-08
605 9.0916 9.6392E-11 10.016 1.4544E-08
1336 -8.1694 1.2662E-09 8.8975 1.5894E-07
361 8.1636 1.2874E-09 8.8903 1.5894E-07
474 7.9431 2.42E-09 8.6162 2.7387E-07
808 -7.826 3.3917E-09 8.4696 3.5431E-07
951 7.7977 3.681E-09 8.434 3.5706E-07
303 7.7451 4.2869E-09 8.3679 3.8787E-07
pantotenat 7.182 2.2281E-08 7.6521 1.3754E-06
L-glutamin 6.4272 2.1216E-07 6.6733 7.3877E-06
L-prolin 5.667 2.1218E-06 5.6733 3.7912E-05
L-arginin 4.7554 3.3517E-05 4.4747 0.00034222
L-citrulin 4.4658 7.9595E-05 4.0991 0.00068412
L-triptofan 4.0017 0.00031071 3.5077 0.0018963
glicin 3.9459 0.00036504 3.4377 0.0020911
L-karnitin -3.681 0.00077694 3.1096 0.0038089
citozin 3.6622 0.00081928 3.0866 0.0039878
trans-4-hidroksi-L-prolin 3.5991 0.00097807 3.0096 0.0045178

citidin 2.9366 0.0058319 2.2342 0.017999

L-serin 2.4221 0.02075 1.683 0.048751
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Tablica XIII. Volcano plot analiza za serum kuja s piometrom

FC log2(FC) p.ajusted -log10(p)
518 0.21042 -2.2487 1.3549E-10 9.8681
565 0.28475 -1.8122 1.3549E-10 9.8681
421 0.2029 -2.3011 2.3282E-09 8.633
1072 4.2232 2.0783 2.3282E-09 8.633
1196 2.7441 1.4563 2.3282E-09 8.633
900 6.0834 2.6049 3.9492E-09 8.4035
554 0.2309 -2.1147 9.0164E-09 8.045
380 0.37407 -1.4186 1.4342E-08 7.8434
605 0.21669 -2.2063 1.4544E-08 7.8373
361 0.32949 -1.6017 1.5894E-07 6.7988
1336 2.2688 1.182 1.5894E-07 6.7988
474 0.48489 -1.0443 2.7387E-07 6.5625
808 5.3347 24154 3.5431E-07 6.4506
951 0.39076 -1.3556 3.5706E-07 6.4473
303 0.37396 -1.4191 3.8787E-07 6.4113
pantotenat 0.3661 -1.4497 1.3754E-06 5.8616
L-karnitin 2.5108 1.3281 0.0038089 24192
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Tablica XIV. VIP analiza za serum kuja s piometrom
Komp. 1 | Komp.2 | Komp. 3 | Komp.4 | Komp.5 | Komp. 6 | Komp. 7 | Komp. 8

565 2.2272 2.0949 | 2.0189 1.968 1.9541 1.945 1.9426 1.9419
518 2.2255 2.0918 2.0049 1.9444 1.9292 1.9206 1.9181 1.9172
1196 2.1576 | 2.1576 | 2.1591 2.0999 | 2.0849 | 2.0738 2.0708 2.0701
421 2.1569 | 2.0229 1.9479 1.8888 1.8765 1.8692 1.8669 1.8661
1072 2.1543 2.2362 2.2359 | 2.1861 2.1705 2.159 2.156 2.1551
900 2.1387 | 2.1196 | 2.0503 1.9888 1.9735 1.9634 1.9606 1.9598
554 2.1161 1.9778 1.902 1.8476 1.8369 1.8298 1.8275 1.8267
380 2.1015 1.9749 1.9004 1.8428 1.8333 1.8264 1.8243 1.8236
605 2.0982 1.9578 1.8858 1.831 1.8195 1.8123 1.8099 1.8091
1336 2.0275 2.0454 1.9882 1.9454 1.9287 1.9197 1.9173 1.9166
361 2.027 1.9336 1.849 1.792 1.7772 1.7677 1.7653 1.7646
474 2.0077 1.8733 1.7946 1.7431 1.7283 1.7193 1.717 1.7163
808 1.9969 | 2.0113 1.9667 1.9156 1.9017 1.8919 1.8893 1.8887
951 1.9943 1.8596 1.7741 1.7224 1.7169 1.711 1.7087 1.708
303 1.9894 1.8714 1.8603 1.8136 1.7981 1.7885 1.786 1.7853
pantotenat 1.9322 1.808 1.7442 1.6903 1.6768 1.6679 1.6656 1.6649
L-glutamin 1.8418 1.7243 1.7236 1.6711 1.661 1.6522 1.6516 1.651
L-prolin 1.7317 1.6531 1.6532 1.6038 1.5917 1.5853 1.5831 1.5824
L-arginin 1.5683 1.4591 1.3903 1.3593 1.355 1.3479 1.346 1.3455
L-citrulin 1.5082 1.4251 1.393 1.3515 1.3453 1.3388 1.3412 1.3407
L-triptofan 1.4025 1.3081 1.2786 1.2401 1.23 1.2265 1.2253 1.2248
glicin 1.389 1.2918 1.2663 1.2337 1.2233 1.2169 1.2152 1.215
L-karnitin 1.3225 1.2606 1.2319 1.2114 1.203 1.1983 1.1972 1.1972
citozin 1.3176 1.2246 1.1755 1.1578 1.1493 1.1432 1.1424 1.1419
trans-4-hidroksi-L-prolin 1.3011 1.2251 1.1802 1.1438 1.134 1.1343 1.1329 1.1338
citidin 1.113 1.0383 | 0.99048 | 1.0019 1.0028 | 0.99864 | 0.99984 | 0.9994
L-serin 0.94846 | 0.88746 | 0.87596 | 0.88865 | 0.88113 | 0.87653 | 0.87632 | 0.87604
kolin 0.92859 | 1.1171 1.2497 1.3342 1.323 1.3189 1.3217 1.3219
inozin 0.92368 | 0.86687 | 0.83244 | 0.81175 | 0.83038 | 0.82655 | 0.82546 | 0.82537
cis-akonitat 0.89436 | 0.83936 | 0.87304 | 0.84682 | 0.85289 | 0.84957 | 0.84863 | 0.84891
L-fenilalanin 0.83445 | 0.99935 | 0.97368 | 0.98109 | 0.97372 | 0.96853 | 0.96772 | 0.9673
L-kinurenin 0.77945 | 0.90627 | 0.88429 | 0.86756 | 0.86471 | 0.86268 | 0.86493 | 0.86457
L-alanin 0.7685 | 0.76365 | 0.99554 | 1.0568 1.0505 1.0454 1.0448 1.0444
betain 0.74759 | 0.76222 | 0.72641 | 0.74473 | 0.74965 | 0.74736 | 0.75275 | 0.75521
kreatinin 0.72045 | 0.67234 | 0.88033 | 0.96658 | 0.96065 | 0.95556 | 0.95449 | 0.95539
(S)-malat 0.70538 | 0.68489 | 0.75788 | 0.75027 | 0.7441 | 0.74329 | 0.74821 | 0.74793
N-acetil-neuraminat 0.64397 | 0.83987 | 0.82177 | 0.83023 | 0.84314 | 0.83869 | 0.83836 | 0.83878
malonat 0.63998 | 0.6732 | 0.88364 | 1.0113 1.0065 1.0036 1.0077 1.0073
L-metionin 0.53754 | 0.51106 | 0.73399 | 0.8154 | 0.80857 | 0.80445 | 0.81934 | 0.81946
metil-malonat / 0.50478 | 0.99747 | 1.0512 1.0706 1.0677 1.0621 1.0635 1.063
sukcinat
L-asparagin 0.48696 | 0.49039 | 0.58724 | 0.56917 | 0.56445 | 0.56557 | 0.56781 | 0.57045
L-glutamin 0.43367 | 0.60076 | 0.61643 | 0.63232 | 0.62744 | 0.62428 | 0.62537 | 0.62696
taurin 0.30008 | 0.62025 | 0.59564 | 0.58702 | 0.58569 | 0.58263 | 0.58182 | 0.58164
L-valin 0.17312 | 0.17047 | 0.39617 | 0.39222 | 0.40632 | 0.41171 | 0.41114 | 0.41163
N-acetil-L-glutamat 0.16617 0.251 0.26467 | 0.25872 | 0.28144 | 0.28285 | 0.29464 | 0.29454
L-leucin 0.16305 | 0.24895 | 0.51161 | 0.5068 | 0.50672 | 0.50818 | 0.50773 | 0.50841
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Tablica XV. T-test za mokracu kuja s piometrom

t.stat Vrijednostp | -loglO(p) FDR
168 -9.7675 2.1235E-11 10.673 | 2.3125E-08
42 -8.7197 3.4459E-10 9.4627 | 1.8763E-07
932 -8.1494 1.6653E-09 8.7785 | 6.0451E-07
607 -7.8976 3.3819E-09 8.4708 | 9.2072E-07
367 -7.651 6.8138E-09 8.1666 | 1.484E-06
590 -7.5242 9.7954E-09 8.009  1.7779E-06
976 -7.446 1.2264E-08 79114 | 1.9079E-06
545 -7.0493 3.87E-08 7.4123 | 4.8055E-06
371 -7.0405 3.9715E-08 7.401  4.8055E-06
1075 -6.9668 4.9254E-08 7.3076 | 5.3637E-06
98 -6.8115 7.7632E-08 7.11 7.6855E-06
1060 -6.5459 1.6982E-07 6.77 1.5411E-05
1057 -6.2887 3.6422E-07 6.4386 | 2.924E-05
344 -6.2635 3.926E-07 6.406 2.924E-05
659 -6.2549 4.0275E-07 6.395 2.924E-05
L-glutamat -5.0719 1.3861E-05 4.8582 | 0.00027745
L-fenilalanin -5.0048 1.6933E-05 4.7713 | 0.00032929
D-glukonska kiselina -4.0162 0.00030913 3.5099 | 0.0029021
alantoin -3.3151 0.0021857 2.6604 0.013601
betain -3.2301 0.002745 2.5615 0.016601
L-homoserin / -2.8343 0.0076734 2.115 0.034864
L-treonin
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Tablica XVI. Volcano plot analiza za mokracu kuja s piometrom

FC log2(FC) | Korigiranap = -logl0(p)

vrijednost
168 2.4074 1.2675 | 2.3125E-08 7.6359
42 9.8092 3.2941 | 1.8763E-07 6.7267
932 3.6232 1.8573 | 6.0451E-07 6.2186
367 5.0763 2.3438 1.484E-06 5.8286
590 3.6682 1.8751 | 1.7779E-06 5.7501
976 5.3288 24138 | 1.9079E-06 5.7195
371 3.7065 1.89 4.8055E-06 5.3183
545 2.3382 1.2254 | 4.8055E-06 5.3183
1075 5.1609 2.3676 | 5.3637E-06 5.2705
1060 4.9327 2.3024 | 1.5411E-05 4.8122
344 4.192 2.0676 | 2.924E-05 4.534
1057 3.8455 1.9432 2.924E-05 4.534
659 2.5935 1.3749 2.924E-05 4.534
459 3.8157 1.932 3.0148E-05 4.5207
447 3.52 1.8156 | 3.1929E-05 4.4958
L-glutamat 4.6021 2.2023 | 0.00027745 3.5568
L-fenilalanin 2.2876 1.1938 | 0.00032929 3.4824
D-glukonska kiselina 4.8692 2.2837 | 0.0029021 2.5373
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Tablica XVII. VIP analiza za mokracu kuja s piometrom

Komp.1 | Komp.2 | Komp.3  Komp.4  Komp.5 | Komp.6 | Komp.7 | Komp. 8

168 2.3836 2.0585 1.9965 1.9701 1.9651 1.9618 1.9607 1.9605

42 2.3076 1.7821 1.7293 1.7053 1.6995 1.6982 1.6973 1.697

932 2.2577 1.8328 1.773 1.7603 1.7543 1.7546 1.7534 1.7531

607 2.2333 1.8458 1.8016 1.7766 1.7718 1.7688 1.7676 1.7675

367 2.2079 1.682 1.6314 1.6096 1.6041 1.6046 1.6037 1.6034

590 2.1943 1.7458 1.7202 1.7053 1.7034 1.7043 1.7042 1.7039

976 2.1856 1.6801 1.6395 1.6166 1.6112 1.612 1.611 1.6108

545 2.1391 1.6802 1.6798 1.6752 1.6722 1.6698 1.6693 1.669

371 2.138 1.5114 1.461 1.4411 1.4362 1.4358 1.4352 1.4349

1075 2.1288 1.5961 1.5418 1.52 1.5153 1.5163 1.5159 1.5156

98 2.1089 1.6647 1.6228 1.6007 1.5988 1.5962 1.5952 1.5951

1060 2.0729 1.5092 1.5225 1.5084 1.5033 1.5028 1.5018 1.5017
1057 2.0356 1.4752 1.4371 1.4176 1.4138 1.4161 1.4154 1.4151

344 2.0319 1.4744 1.4574 1.4446 1.44 1.4441 1.4432 1.4429

659 2.0306 1.5372 1.4856 1.5066 1.503 1.5018 1.501 1.5007
L-glutamat 1.8219 1.3315 1.2848 1.2749 1.2721 1.2699 1.269 1.2688
L-fenilalanin 1.808 1.3937 1.3475 1.3314 1.3271 1.3252 1.3249 1.3248
D-glukonska kiselina 1.5747 1.0983 1.0598 1.0529 1.0493 1.0475 1.0468 1.0469
alantoin 1.372 0.81403 = 0.83396 | 0.8222 0.82493 0.82352 0.82624 0.82674
betain 1.3452 0.99169 = 0.96722 | 0.98425 | 0.98493 0.99214 0.99333 0.9935
L-homoserin / 1.2136 0.78189 | 0.97215 | 0.96814 | 0.97746 0.97931 0.97918 0.97934

L-treonin

N-acetil-glutamin 0.98663 0.62019 | 0.64562 | 0.65098 @ 0.64946 0.65122 0.65432 0.65421
D-galaktarat 0.86613 1.1215 1.0866 1.1564 1.1624 1.1623 1.1656 1.1654
kreatinin 0.72321 0.88356 = 0.86102 | 0.84903 | 0.84999 0.84862 0.84804 0.8479
L-glutamin 0.56433 0.33031 = 0.37536 = 0.41185 | 0.52049 0.51977 0.52037 0.52031
N(pi)-metil-L- 0.55197 1.5299 1.6119 1.5938 1.5899 1.5874 1.5865 1.5864

histidin
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Tablica XVIII. 7T-test za serum kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a

t-test Vrijednost p -log10(p) FDR
644 11.241 5.3757E-13 12.27 8.6226E-10
1375 -9.7491 2.2271E-11 10.652 1.5429E-08
1200 -9.6495 2.8857E-11 10.54 1.5429E-08
1006 -9.4121 5.3779E-11 10.269 2.1565E-08
444 9.2417 8.4443E-11 10.073 2.6349E-08
872 -9.1837 9.8564E-11 10.006 2.6349E-08
627 8.7673 3.0269E-10 9.519 6.9358E-08
1566 -8.301 1.0913E-09 8.9621 2.188E-07
1067 7.8297 4.0982E-09 8.3874 7.304E-07
166 7.6146 7.5599E-09 8.1215 1.2126E-06
356 7.5215 9.8705E-09 8.0057 1.4393E-06
73 7.3895 1.4432E-08 7.8407 1.929E-06
454 -7.3094 1.8183E-08 7.7403 2.1574E-06
448 7.2973 1.8831E-08 7.7251 2.1574E-06
558 7.1466 2.9154E-08 7.5353 3.0276E-06
pantotenat 6.9287 5.5048E-08 7.2593 4.4148E-06
L-glutamin 6.323 3.2886E-07 6.483 1.3802E-05
L-prolin 5.4297 4.7495E-06 5.3233 8.6571E-05
L-citrulin 4.4827 7.9632E-05 4.0989 0.00073408
L-arginin 4.1496 0.00021048 3.6768 0.0015276
glicin 4.0444 0.00028508 3.545 0.0019542
L-karnitin -3.973 0.00034983 3.4561 0.0023092
L-triptofan 3.7795 0.00060619 3.2174 0.0035513
citozin 3.5525 0.0011429 2.942 0.0054978
trans-4-hidroksi-L-prolin 3.5387 0.0011872 2.9255 0.0056633
malonat -3.2021 0.0029572 2.5291 0.011402
cis-akonitat 3.0293 0.0046572 2.3319 0.016134
citidin 2.8678 0.0070505 2.1518 0.022315
N-acetil-glutamin -2.802 0.0083242 2.0797 0.025288
kreatinin 2.7241 0.010107 1.9954 0.029264
L-serin 2.537 0.015938 1.7976 0.041367
orotat -2.4983 0.017478 1.7575 0.044443
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Tablica XIX. Volcano plot analiza za serum kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a

FC log2(FC) Korigirana -log10(p)
vrijednost p

644 0.28742 -1.7988 8.6226E-10 9.0644
1200 4.1948 2.0686 1.5429E-08 7.8117
1375 2.7372 1.4527 1.5429E-08 7.8117
1006 5.9936 2.5834 2.1565E-08 7.6662
872 8.1318 3.0236 2.6349E-08 7.5792
444 0.38663 -1.371 2.6349E-08 7.5792
627 0.2424 -2.0445 6.9358E-08 7.1589
1566 231 1.2079 2.188E-07 6.6599
1067 0.4048 -1.3047 7.304E-07 6.1364
356 0.37653 -1.4092 1.4393E-06 5.8418
73 0.41258 -1.2773 1.929E-06 5.7147
454 6.134 2.6168 2.1574E-06 5.6661
448 0.44979 -1.1527 2.1574E-06 5.6661
1435 2.657 1.4098 3.0276E-06 5.5189
558 0.41841 -1.257 3.0276E-06 5.5189
pantotenat 0.3759 -1.4116 4.4148E-06 5.3551
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Tablica XX. VIP analiza za serum kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a
Komp.1 | Komp.2 | Komp.3 | Komp.4 | Komp.5 | Komp.6 | Komp.7 | Komp. 8

644 2.2424 2.113 2.028 1.9895 1.9747 1.9691 1.9665 1.9659

1375 2.1679 2.172 2.1345 2.0892 2.0747 2.0673 2.0645 2.0639

1200 2.162 2.2165 2.1601 2.1176 2.1022 2.0955 2.0927 2.0922

1006 2.1474 2.1097 2.0148 1.9722 1.9589 1.9521 1.9496 1.949

444 2.1364 2.0177 1.9389 1.8988 1.889 1.8845 1.8826 1.882

872 2.1326 2.0902 1.9951 1.9544 1.9437 1.9368 1.9343 1.9337

627 2.1034 1.9676 1.8824 1.8453 1.8376 1.8339 1.8315 1.831

1566 2.0671 2.0564 1.969 1.9303 1.9138 1.907 1.9045 1.9041

1067 2.026 1.8951 1.8058 1.7688 1.758 1.7548 1.7527 1.7523

166 2.0056 1.8677 1.7782 1.7401 1.7252 1.7208 1.7186 1.718

356 1.9964 1.8867 1.8626 1.8264 1.8118 1.8054 1.803 1.8028

73 1.9831 1.8671 1.7838 1.7474 1.7344 1.7314 1.73 1.7297

454 1.9747 1.9308 1.8336 1.7943 1.7795 1.774 1.7719 1.7715

448 1.9735 1.8441 1.7798 1.7486 1.7336 1.7275 1.7254 1.7252

558 1.9573 1.824 1.7434 1.7114 1.7011 1.6963 1.6944 1.6939
pantotenat 1.9328 1.812 1.7416 1.7045 1.69 1.6839 1.6817 1.6814
L-glutamin 1.857 1.744 1.7247 1.6877 1.674 1.6683 1.6661 1.6658
L-prolin 1.7215 1.6484 1.638 1.6177 1.6042 1.5993 1.5989 1.5984
L-citrulin 1.5396 1.4501 1.401 1.3758 1.3646 1.3598 1.358 1.3587
L-arginin 1.4647 1.3645 1.3334 1.3049 1.3025 1.2985 1.2969 1.2974
glicin 1.4397 1.3411 1.3004 1.2734 1.2657 1.2624 1.2666 1.2667
L-karnitin 1.4224 1.3709 1.3292 1.3014 1.3047 1.3018 1.3001 1.2997
L-triptofan 1.374 1.289 1.2633 1.2362 1.2277 1.2244 1.2229 1.2227
citozin 1.3143 1.2238 1.174 1.1561 1.1463 1.1422 1.1437 1.1435
trans-4-hidroksi-L-prolin 1.3106 1.2206 1.1589 1.1341 1.1358 1.1319 1.1349 1.1346
malonat 1.216 1.1398 1.0853 1.0694 1.0616 1.0607 1.0598 1.0605
cis-akonitat 1.1646 1.0865 1.0593 1.048 1.0396 1.0371 1.0379 1.0383
citidin 1.1149 1.0407 0.99146 | 0.99524 | 0.98912 | 0.98643 0.9902 0.98991
N-acetil-glutamin 1.0941 1.0715 1.0407 1.0258 1.0196 1.0178 1.0177 1.0176
kreatinin 1.0692 0.99759 1.1137 1.1165 1.1112 1.1086 1.1099 1.1096
L-serin 1.0078 0.94348 | 091806 | 0.91522 | 0.90804 | 0.90632 | 0.91789 | 0.91901
orotat 0.99484 1.1466 1.0891 1.0663 1.0585 1.0563 1.0587 1.0587
kolin 0.90362 0.89938 | 0.85607 | 0.86418 | 0.85985 0.888 0.89457 | 0.89454
[B-alanin, L-alanin 0.9015 0.8774 1.0052 1.0529 1.0556 1.0533 1.0541 1.0541
inozin 0.85374 0.8018 0.76891 0.7666 0.7612 0.76125 | 0.76264 | 0.76246
L-fenilalanin 0.80433 0.94993 | 0.90723 | 0.89328 | 0.89788 | 0.89612 | 0.89655 | 0.89718
L-kinurenin 0.74707 0.88868 | 0.85216 | 0.84357 | 0.85179 | 0.85275 | 0.85322 | 0.85318
(S)-malat 0.73766 0.72085 | 0.75641 | 0.74665 | 0.74139 | 0.74002 | 0.74885 | 0.74874
L-metionin 0.69123 0.65982 | 0.81324 | 0.84053 | 0.84704 | 0.84544 | 0.84505 0.8449
L-asparagin 0.54928 0.52924 | 0.61423 | 0.60134 0.6087 0.60653 | 0.60575 | 0.60679
L-homoserin / 0.54448 0.50728 | 0.56497 | 0.56788 0.5643 0.57128 | 0.58675 | 0.58805

L-treonin
N-acetil-neuraminat 0.51255 0.90892 | 0.90029 | 0.94804 | 0.95062 | 0.95136 | 0.96165 | 0.96136
metil-malonat / 0.41804 0.97673 0.9772 0.98691 | 0.98388 | 0.98041 | 0.97912 | 0.97949
sukcinat

taurin 0.40737 0.64886 | 0.62854 | 0.63569 | 0.64644 | 0.64427 | 0.64416 | 0.64398
5-oksoprolin 0.37027 0.50008 | 0.48808 0.4836 0.57294 | 0.57859 | 0.58069 | 0.58186
betain 0.27982 0.39221 0.3724 0.43278 | 0.43249 | 0.46289 | 0.50135 | 0.50137
L-glutamat 0.27437 0.61781 | 0.64959 | 0.67783 | 0.67978 | 0.67936 | 0.69626 | 0.69728
(R)-2-hidroksi-glutarat 0.26945 0.36592 0.3519 0.38449 | 0.39179 | 0.40947 | 0.42372 | 0.42372
4-trimetil-amonij-butanoat 0.26408 0.2459 0.49604 | 0.48565 | 0.54583 | 0.54394 | 0.54358 | 0.54349
L-leucin 0.21002 0.307 0.52647 0.5802 0.58422 | 0.58406 | 0.59042 | 0.59044
L-valin 0.20576 0.19521 | 0.40765 | 0.47682 | 0.47371 | 0.47369 | 0.48512 | 0.48588
N-acetil-L-glutamat 0.11773 0.24389 | 0.27108 0.3396 0.33804 0.3369 0.35977 | 0.36018
N(pi)-metil-L-histidin 0.026148 | 0.36707 | 0.35913 | 0.35959 | 0.39561 | 0.39607 | 0.42423 0.4241
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Tablica XXI. 7-test za mokracu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a

t-test Vrijednost p -log10(p) FDR

196 -10.104 1.249E-11 10.903 1.4363E-08
797 -8.9111 2.6742E-10 9.5728 1.0412E-07
55 -8.9052 2.7163E-10 9.566 1.0412E-07
989 -8.0612 2.6545E-09 8.576 7.6316E-07
644 -7.767 5.9985E-09 8.222 1.3797E-06
387 -7.6471 8.3854E-09 8.0765 1.6072E-06
1036 -7.3918 1.7209E-08 7.7642 2.5935E-06
618 -7.3751 1.8042E-08 7.7437 2.5935E-06
391 -6.9794 5.5773E-08 7.2536 6.2888E-06
640 -6.9766 5.6222E-08 7.2501 6.2888E-06
574 -6.9531 6.0154E-08 7.2207 6.2888E-06
117 -6.8512 8.0647E-08 7.0934 7.7287E-06
402 -6.522 2.0931E-07 6.6792 1.8516E-05
1127 -6.4531 2.5585E-07 6.592 2.1016E-05
774 -6.3897 3.078E-07 6.5117 2.3598E-05
L-glutamat -5.1965 1.0335E-05 4.9857 0.00025287
cis-akonitat -4.5687 6.5347E-05 4.1848 0.00098687
D-glukonska kiselina -3.8596 0.00050026 3.3008 0.0045658

betain -3.0958 0.0039863 2.3994 0.02204

alantoin -3.0909 0.0040373 2.3939 0.022215

L-homoserin / -2.8143 0.0081776 2.0874 0.039348

L-treonin

201



Tablica XXII. Volcano plot analiza za mokracu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a

FC log2(FC) Korigirana -log10(p)
vrijednost p

196 2.2913 1.1962 1.4363E-08 7.8428
55 8.3768 3.0664 1.0412E-07 6.9824
797 2.5772 1.3658 1.0412E-07 6.9824
989 3.4047 1.7675 7.6316E-07 6.1174
387 4.446 2.1525 1.6072E-06 5.7939
1036 4.6165 2.2068 2.5935E-06 5.5861
618 3.4852 1.8012 2.5935E-06 5.5861
391 3.3957 1.7637 6.2888E-06 5.2014
574 2.2184 1.1495 6.2888E-06 5.2014
402 3.8643 1.9502 1.8516E-05 4.7325
1127 4.2187 2.0768 2.1016E-05 4.6774
774 3.8582 1.9479 2.3598E-05 4.6271
67 0.097188 -3.3631 2.3806E-05 4.6233
1028 2.2824 1.1906 2.3806E-05 4.6233
1121 3.4679 1.7941 3.6993E-05 4.4319
L-glutamat 3.5584 1.8312 0.00025287 3.5971
D-glukonska kiselina 4.1903 2.0671 0.0045658 2.3405
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Tablica XXIII. VIP analiza za mokracu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a

Komp. | Komp. = Komp. & Komp. | Komp. | Komp. | Komp. | Komp.
1 2 3 4 5 6 7 8

196 24734 | 2.0111 = 1.9609 @ 19444 | 19299 | 19289 | 1.9277 @ 1.9274

797 23914 | 19493  1.8973 = 1.8826 | 1.8754 = 1.8717 | 1.8708 | 1.8705

55 23909 | 1.7666 = 1.7232  1.6994 | 1.6898 | 1.6869 | 1.6861 & 1.6859

989 23171 | 1.7706 1.735 1.7104 = 1.7105 = 1.7078 | 1.7068 | 1.7066

644 22875 | 1.7803 = 1.7401 = 1.7198 | 1.7114 = 1.7122 | 1.7119 @ 1.7118

387 22749 | 1.6705 @ 1.6254  1.6186 | 1.6105 | 1.6084 | 1.6078 @ 1.6076

1036 22466 | 1.6605 | 1.6181 = 1.6193 1.608 1.6063 | 1.6057 | 1.6055

618 22447 | 1.6957 @ 1.6714 @ 1.6491 | 1.6585 @ 1.6574 | 1.6575 | 1.6573

391 2.1968 | 1.5196 @ 1.4874 1.473 1.4633 1.461 1.4602 | 1.4601

640 2.1965 | 1.7216 1.675 1.6802 1.674 1.6708 | 1.6701 = 1.6699

574 2.1935 | 1.6443 | 1.6303 = 1.6447 @ 1.6312 @ 1.6281 @ 1.6271 1.627

117 2.1802 | 1.6525 @ 1.6163 = 1.6068 | 1.5964 | 1.6007 1.6 1.5998

402 2.1351 | 1.6033 = 1.5618 @ 1.5742 | 1.5619 @ 1.5613 | 1.5603 = 1.5601

1127 2.1252 | 1.5024 | 1.4914 | 1.4977 | 1.4855 | 1.4829 | 1.4823 | 1.4821

774 2.1159 | 14998 | 1.4642 @ 1.4574 | 1.4486 @ 1.4483 | 1.4483 | 1.4482
L-glutamat 1.9087 | 1.3972 = 1.3705 | 13513 | 13413 | 1.3401 @ 1.3402 @ 1.3401
cis-akonitat 1.771 1.2149 | 1.1999 | 1.1849 | 1.1754 @ 1.1826 @ 1.1821 1.182
D-glukonska kiselina 1.5868 | 1.1104 = 1.0861 = 1.0722 | 1.0651 = 1.0632 | 1.0634 | 1.0635
betain 1.3498 | 1.0319 = 1.0069 | 0.99685 1.0075 | 1.0331 | 1.0362  1.0386
alantoin 1.3481 | 0.84114 0.88843 | 0.88122 | 0.87438 | 0.87767 @ 0.87717 = 0.8771
L-homoserin / 1.2518 | 0.79571  0.83224  0.85021 | 0.84602 @ 0.84854 | 0.84874 | 0.85091

L-treonin

N-acetil-glutamin 0.96967 | 0.69177 @ 0.67963 @ 0.67807 @ 0.67712 | 0.68363 | 0.68873 = 0.68866
D-galaktarat 0.89264 | 1.034 1.0237 | 1.0165 = 1.0715 & 1.0698 @ 1.0708 | 1.0712
L-glutamin 0.75119 | 0.51009 ' 0.55736 @ 0.64107 | 0.63635 0.63518 | 0.63539 = 0.63533
N(pi)-metil-L-histidin 0.68418 | 1.4315 = 1.4794  1.4597 | 1.4587 @ 1.4566 | 1.4573 @ 1.4572
kreatinin 0.65809 | 0.92904 ' 0.92164 0.90906 | 0.90364 0.90191 | 0.90142 0.90133
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Tablica XXIV. One-way ANOVA i post-hoc analiza
za serum kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR<0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR>0,5

Vrijednost F Vrijednost p -log10(p) FDR Fischerov LSD
644 63.817 4.5619E-12 11.341 7.3173E-09 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1375 47.09 2.1508E-10 9.6674 1.1387E-07 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1006 46.62 2.431E-10 9.6142 1.1387E-07 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
444 45.241 3.4994E-10 9.456 1.1387E-07 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1200 45.188 3.5496E-10 9.4498 1.1387E-07 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
872 42.529 7.3437E-10 9.1341 1.9632E-07 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
627 38.035 2.7121E-09 8.5667 6.2147E-07 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
166 36.35 4.5528E-09 8.3417 9.1284E-07 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2-PYO 1
1566 33.881 1.0025E-08 7.9989 1.7866E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
448 33.428 1.1637E-08 7.9342 1.8666E-06 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2 -PYO 1
1067 30.024 3.7311E-08 7.4282 5.4406E-06 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1435 28.406 6.6899E-08 7.1746 8.9422E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
312 27.56 9.1581E-08 7.0382 1.0779E-05 PYO 1-CNTRL; PYO 2 -CNTRL; PYO2-PYO'1
356 27.477 9.447E-08 7.0247 1.0779E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1504 27.16 1.0644E-07 6.9729 1.0779E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2-PYO 1
454 27.133 1.0752E-07 6.9685 1.0779E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
73 26.699 1.2681E-07 6.8968 1.1149E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
77 26.636 1.2993E-07 6.8863 1.1149E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
558 26.593 1.3206E-07 6.8792 1.1149E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
957 25.421 2.0811E-07 6.6817 1.669E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
80 24.854 2.6055E-07 6.5841 1.9901E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1043 24.623 2.8586E-07 6.5438 2.0842E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
57 24.5 3.0026E-07 6.5225 2.094E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1245 24.254 3.317E-07 6.4793 2.2169E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
154 24.014 3.6562E-07 6.437 2.3458E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
74 23.596 4.3375E-07 6.3628 2.5326E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
357 23.596 4.3383E-07 6.3627 2.5326E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
pantotenat 23.466 4.5777E-07 6.3394 2.5326E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
L-glutamin 19.621 2.4294E-06 5.6145 8.1182E-05 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1498 18.822 3.5135E-06 5.4543 0.00010633 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
481 18.476 4.1322E-06 5.3838 0.00012026 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
1054 17.256 7.426E-06 5.1292 0.00017263 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
453 16.942 8.6646E-06 5.0622 0.00018782 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2-PYO 1
L-prolin 15.416 1.8723E-05 4.7276 0.00031979 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
1459 15.206 2.088E-05 4.6803 0.0003383 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2-PYO 1
827 14.822 2.552E-05 4.5931 0.00038617 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2-PYO 1
650 13.866 4.2557E-05 4371 0.00059879 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2; PYO 2 -PYO 1
L-citrulin 9.7926 0.00045838 3.3388 0.0035179 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
glicin 9.5371 0.00053853 3.2688 0.0039806 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
L-triptofan 8.5166 0.0010417 2.9823 0.0067371 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
L-arginin 8.4385 0.0010968 2.9599 0.0069811 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
L-karnitin 8.0655 0.0014064 2.8519 0.0084176 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
citozin 6.7325 0.0035311 2.4521 0.017009 CNTRL - PYO 1
trans-4-hidroksi-L-prolin 6.078 0.005658 2.2473 0.023573 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
malonat 5.3229 0.0099181 2.0036 0.035742 PYO 1 -CNTRL

204



Tablica XXV.
VIP analiza za serum kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR<O0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR>0,5

Komp. 1 Komp. 2 Komp. 3 Komp. 4 Komp. 5 Komp. 6 Komp. 7 Komp. 8
1006 2.3951 2.2639 2.1034 2.0207 1.9971 1.9809 1.9737 1.9709
444 2.3915 2.1999 2.093 2.0115 1.9813 1.9671 1.9597 1.9568
872 2.3302 2.1846 2.0265 1.9468 1.9331 1.9166 1.9092 1.9064
312 2.2908 2.3086 2.1732 2.0883 2.0609 2.0437 2.0363 2.0335
1435 2.2685 2.2474 2.1133 2.0305 2.0121 2.0013 1.9961 1.9931
1200 2.2488 2.177 2.0335 1.9535 1.9323 1.9195 1.912 1.9104
644 2.2235 1.9948 1.8622 1.7903 1.7611 1.7464 1.7397 1.7378
57 2.1878 1.9864 1.8714 1.798 1.7697 1.7546 1.748 1.7455
454 2.1863 2.0452 1.8935 1.819 1.7904 1.7752 1.7685 1.7659
1375 2.1696 2.0482 1.9239 1.856 1.8471 1.8353 1.8285 1.8259
1498 2.1385 2.3533 2.2376 2.1635 2.1306 2.1124 2.1053 2.1022
481 2.1223 2.2027 2.0642 1.9855 1.9604 1.9438 1.9373 1.9354
627 2.1013 1.8785 1.754 1.6865 1.6682 1.6576 1.6519 1.6498
356 2.0917 1.9072 1.8612 1.791 1.7617 1.7468 1.7403 1.7383
1054 2.083 2.144 2.0058 1.9279 1.8984 1.8824 1.8757 1.8734
L-prolin 1.9659 1.8574 1.8416 1.7968 1.7673 1.7528 1.7557 1.7535
pantotenat 1.9533 1.7511 1.6446 1.5801 1.5557 1.5424 1.5369 1.5347
L-glutamin 1.8604 1.6744 1.6317 1.569 1.5444 1.5313 1.5253 1.5251
glicin 1.7608 1.62 1.6257 1.5775 1.581 1.5675 1.5686 1.5665
L-triptofan 1.7023 1.6003 1.6032 1.5473 1.5272 1.5221 1.5164 1.5147
L-citrulin 1.6401 1.4901 1.4235 1.3811 1.3596 1.3519 1.3507 1.35
L-karnitin 1.6158 1.4857 1.407 1.3519 1.3446 1.3346 1.3295 1.3275
L-arginin 1.5824 1.4224 1.3985 1.3436 1.3241 1.32 1.3149 1.3163
trans-4-hidroksi-L-prolin 1.3684 1.2222 1.1368 1.1094 1.1585 1.1491 1.1586 1.1573
orotat 1.245 1.3306 1.2449 1.1985 1.1958 1.1902 1.1983 1.1972
L-serin 1.2024 1.0816 1.0919 1.0559 1.0454 1.0368 1.0469 1.0463
B-alanin, L-alanin 1.1881 1.212 1.3675 1.3689 1.348 1.3379 1.3424 1.3419
citozin 1.1853 1.0737 0.99698 1.0109 0.99459 0.98609 0.99158 0.99108
cis-akonitat 1.1337 1.0123 0.95747 0.98596 0.98851 1.0019 1.0215 1.02
N-acetil-glutamin 1.1269 1.0239 1.0222 0.99815 0.98888 0.98095 0.99372 0.99968
malonat 1.1192 1.0044 0.9725 1.012 1.0083 1.0003 0.99654 0.99855
kreatinin 1.0832 0.97903 1.1513 1.1228 1.1105 1.146 1.1557 1.1542
inozin 1.0414 0.93599 0.92802 0.89419 0.87957 0.88158 0.88072 0.88153
(S)-malat 1.0156 1.0428 1.0852 1.045 1.0305 1.0217 1.0289 1.0274
citidin 1.0142 0.9301 0.86133 0.91942 0.91532 0.91124 0.92227 0.92104
kolin 0.99629 0.94147 0.8717 0.86036 0.85243 0.93566 0.93728 0.93683
L-fenilalanin 0.98296 1.1085 1.0329 1.0609 1.0541 1.0495 1.0522 1.0534
L-asparagin 0.908 0.88169 1.142 1.1286 1.1457 1.1413 1.1369 1.1356
L-metionin 0.86342 0.86937 1.1004 1.1415 1.1492 1.1396 1.1367 1.1353
L-kinurenin 0.68379 0.84334 0.78206 0.76538 0.80589 0.81639 0.81885 0.8191
S-oksoprolin 0.67071 0.84428 0.78185 0.78152 0.77101 0.76934 0.77674 0.77817
L-homoserin / 0.63818 0.58438 0.70357 0.6963 0.69201 0.70117 0.71756 0.71654
L-treonin
N-acetil-neuraminat 0.56427 0.85708 0.79351 0.79014 0.77815 0.77156 0.78767 0.78743
betain 0.5226 0.47163 0.62616 0.65242 0.75875 0.75306 0.7715 0.77078
metil-malonat / 0.46753 0.8949 0.83003 0.79904 0.86567 0.85831 0.85799 0.85674
sukcinat
taurin 0.42073 0.54111 0.63994 0.62197 0.64655 0.6411 0.64174 0.64119
L-glutamat 0.4153 0.76141 0.74578 0.77864 0.77995 0.77377 0.79498 0.79429
4-trimetil-amonij-butanoat 0.41057 0.45712 0.81102 0.79974 0.88399 0.87672 0.87345 0.87435
L-leucin 0.30237 0.45449 0.62687 0.62552 0.619 0.6137 0.63104 0.6321
L-valin 0.30111 0.30346 0.59709 0.6367 0.63429 0.62898 0.64805 0.64936
(R)-2-hidroksi-glutarat 0.166 0.16056 0.31224 0.30416 0.30088 0.30934 0.33749 0.34265
N-acetil-L-glutamat 0.059193 0.37017 0.3507 0.33694 0.40355 0.42376 0.50138 0.50183
N(pi)-metil-L-histidin 0.013385 0.26514 0.41056 0.50754 0.65715 0.652 0.67894 0.67916
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Tablica XX VI. Analiza korelacije vrijednosti UPCR-a i metabolita
u serumu kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR<0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI-a s UPCR>0,5

Korelacija t-test Vrijednost p FDR
1006 0.81758 8.2792 1.1594E-09 1.0329E-06
444 -0.81634 -8.2415 1.2879E-09 1.0329E-06
872 0.7954 7.6523 6.7881E-09 3.6294E-06
312 0.78197 7.315 1.7891E-08 7.1744E-06
1435 0.77436 7.136 3.0063E-08 9.6441E-06
1200 0.76763 6.984 4.6831E-08 1.252E-05
644 -0.75899 -6.7972 8.0972E-08 1.8554E-05
57 -0.7468 -6.5477 1.6896E-07 3.1019E-05
454 0.74629 6.5376 1.7405E-07 3.1019E-05
1375 0.7406 6.4267 2.4172E-07 3.8771E-05
1498 0.72996 6.2275 4.3702E-07 6.3725E-05
481 0.72444 6.1278 5.8805E-07 7.8603E-05
627 -0.71728 -6.0024 8.5498E-07 0.00010549
356 -0.71401 -5.9464 1.0108E-06 0.0001158
1054 0.71104 5.8964 1.1737E-06 0.00012551
1566 0.70904 5.863 1.2971E-06 0.00013003
18 -0.7004 -5.7218 1.9796E-06 0.00018678
1067 -0.69803 -5.6841 2.216E-06 0.00018899
38 -0.69782 -5.6807 2.2387E-06 0.00018899
299 -0.69582 -5.6492 2.4606E-06 0.00019362
1016 -0.69519 -5.6393 2.5349E-06 0.00019362
818 0.68741 5.5189 3.6356E-06 0.00026507
73 -0.68442 -5.4738 4.1623E-06 0.00029028
399 0.68305 5.4531 4.4282E-06 0.00029595
967 -0.67421 -5.323 6.5381E-06 0.00040048
L-prolin -0.67105 -5.2776 7.4902E-06 0.00040048
pantotenat -0.66677 -5.2168 8.9863E-06 0.00046497
L-glutamin -0.63504 -4.7935 3.1767E-05 0.00095776
glicin -0.60104 -4.3851 0.00010604 0.0021806
L-triptofan -0.58109 -4.1633 0.00020227 0.0033797
L-citrulin -0.55984 -3.9397 0.0003848 0.0053209
L-karnitin 0.55155 3.8556 0.00048891 0.0062239
L-arginin -0.54015 -3.7425 0.00067282 0.0078751
trans-4-hidroksi-L-prolin -0.46711 -3.0804 0.004077 0.02334
orotat 0.42497 2.7375 0.0097771 0.0425
L-serin -0.41043 -2.6244 0.012908 0.05091
fB-alanin, L-alanin -0.40556 -2.5871 0.014129 0.053449
citozin -0.40462 -2.5799 0.014377 0.053855
cis-akonitat -0.38701 -2.4473 0.019713 0.066848
N-acetil-glutamin 0.38468 243 0.020527 0.068596
malonat 0.38202 2.4104 0.021492 0.071225
kreatinin -0.36976 -2.3205 0.026447 0.081735
inozin -0.35549 -2.2177 0.033362 0.094713
(S)-malat -0.34668 -2.1551 0.038321 0.10409
citidin -0.34619 -2.1517 0.038612 0.10409
kolin 0.34009 2.1087 0.042414 0.11054
L-fenilalanin 0.33553 2.0769 0.045439 0.11606
L-asparagin -0.30995 -1.9009 0.065821 0.14423
L-metionin -0.29473 -1.7984 0.080994 0.16698
L-kinurenin -0.23341 -1.3997 0.17067 0.27513
5-oksoprolin 0.22895 1.3714 0.17923 0.28464
L-homoserin / -0.21784 -1.3015 0.20184 0.3107
L-treonin
N-acetil-neuraminat 0.19261 1.1446 0.26039 0.37358
betain -0.17839 -1.0571 0.2979 0.41157
metil-malonat / 0.15959 0.94264 0.35251 0.46653
sukcinat
taurin -0.14362 -0.84619 0.40336 0.52009
L-glutamat 0.14176 0.83505 0.40952 0.52493
4-trimetil-amonij-butanoat -0.14015 -0.82534 0.41493 0.52798
L-leucin -0.10322 -0.60508 0.54915 0.65247
L-valin -0.10278 -0.60251 0.55083 0.65398
(R)-2-hidroksi-glutarat 0.056664 0.33094 0.74272 0.81319
N(pi)-metil-L-histidin -0.0045691 -0.026642 0.9789 0.98939
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Tablica XX VII. One-way ANOVA i post-hoc analiza mokraca kuja s piometrom, poc¢etkom AKI I, UPCR<0,5 i kuja s piometrom, pocetkom AKI I, UPCR>0,5

Vrijednost F Vrijednost p -log10(p) FDR Fischerov LSD
196 50.726 1.1945E-10 9.9228 9.8885E-08 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
55 49.223 1.7197E-10 9.7645 9.8885E-08 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
797 38.979 2.6469E-09 8.5773 1.0146E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
618 37.855 3.6843E-09 8.4336 1.0592E-06 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
989 35.288 8.0483E-09 8.0943 1.8511E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
387 30.453 3.9239E-08 7.4063 7.5208E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
644 29.442 5.5799E-08 7.2534 9.167E-06 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
391 28.322 8.3171E-08 7.08 1.1956E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1036 27.723 1.0343E-07 6.9854 1.3216E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
574 25.019 2.872E-07 6.5418 3.3028E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
640 23.888 4.4912E-07 6.3476 4.6953E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
117 23.087 6.2135E-07 6.2067 5.9546E-05 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
402 20.98 1.508E-06 5.8216 0.00012895 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1127 20.887 1.5698E-06 5.8041 0.00012895 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1028 20.505 1.8544E-06 5.7318 0.00014217 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1121 20.017 2.3001E-06 5.6382 0.00016127 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
67 19.877 2.4485E-06 5.6111 0.00016127 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
774 19.8 2.5337E-06 5.5962 0.00016127 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
483 19.688 2.6644E-06 5.5744 0.00016127 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
439 19.178 3.3542E-06 5.4744 0.0001739 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1038 19.15 3.3969E-06 5.4689 0.0001739 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
464 19.131 3.4271E-06 5.4651 0.0001739 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1109 19.086 3.4978E-06 5.4562 0.0001739 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
706 19.005 3.6292E-06 5.4402 0.0001739 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
463 18.888 3.829E-06 5.4169 0.00017613 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
445 18.468 4.6478E-06 5.3327 0.00020558 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
465 18.187 5.2977E-06 5.2759 0.00022564 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
484 18.039 5.6805E-06 5.2456 0.00023331 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
467 17.863 6.1696E-06 5.2097 0.00024466 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
388 17.741 6.5379E-06 5.1846 0.00024819 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
687 17.692 6.6904E-06 5.1745 0.00024819 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1065 17.149 8.6765E-06 5.0617 0.00031181 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
466 17.085 8.948E-06 5.0483 0.00031182 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
447 16.752 1.0524E-05 4.9778 0.00035595 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1143 16.587 1.1408E-05 4.9428 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
482 16.481 1.2019E-05 4.9201 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
28 16.468 1.2094E-05 49174 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
1128 16.377 1.2651E-05 4.8979 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
24 16.375 1.2666E-05 4.8974 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
480 16.362 1.2746E-05 4.8946 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
443 16.359 1.2764E-05 4.894 0.00035801 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
705 15.963 1.5544E-05 4.8084 0.00042562 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
69 15.258 2.2205E-05 4.6535 0.00058136 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
835 15.255 2.2243E-05 4.6528 0.00058136 CNTRL - PYO 1; CNTRL - PYO 2
594 14.951 2.6011E-05 4.5848 0.00066473 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
L-glutamat 14.86 2.7264E-05 4.5644 0.00067265 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
742 10.946 0.00023881 3.6219 0.0031567 PYO 1-CNTRL; PYO 2 -CNTRL; PYO2-PYO'1
cis-akonitat 10.214 0.00037111 3.4305 0.0044455 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
743 9.1162 0.00073565 3.1333 0.00705 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
654 8.743 0.00093475 3.0293 0.0084595 PYO 1-CNTRL; PYO2-CNTRL; PYO2-PYO'1
D-glukonska kiselina 8.6046 0.0010225 2.9903 0.009045 PYO 1 - CNTRL; PYO 2 - CNTRL
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Tablica XX VIII. VIP analiza za mokracu
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI s UPCR<0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI s UPCR>0,5

Komp. | Komp. = Komp. & Komp. | Komp. | Komp. | Komp. | Komp.
1 2 3 4 5 6 7 8

55 2.2449 | 1.9659 1.875 1.8249 | 1.7966 = 1.7913 | 1.7896 | 1.7894

618 2.199 2.0228 | 2.0409 = 1.9855 19531 @ 19475 | 1.9458 | 1.9455

196 2.1312 | 2.0619 = 1.9363 = 19011 | 1.8705 | 1.8668 | 1.8648 @ 1.8646

989 2.1091 | 1.9205  1.8039 1.768 1.7407 | 1.7356 = 1.7337 | 1.7335

391 2.0681 | 1.6366 1.547 1.5163 | 1.4937 14904 | 1.4891 | 1.4889

797 2.0435 | 19844  1.8683 = 1.8545 | 1.8268 | 1.8214 | 1.8194 @ 1.8192

387 2.0386 | 1.7274 = 1.6286 @ 1.6112 | 1.5949 | 1.5909 & 1.5898 @ 1.5896

1036 1.9857 | 1.6888 ' 1.6097 = 1.6071 | 1.5863 = 1.5825 | 1.5812 1.581

574 1.9678 | 1.7168 1.637 1.6285 |« 1.6058 = 1.6019 | 1.6002 | 1.6001

644 1.9434 | 1.7503 = 1.6451 @ 1.5984 | 1.5788 ' 1.5775 | 1.5759 1.576

1038 1.9091 | 1.3992 @ 1.3151 | 1.2939 1.276 1.2732 1.272 1.2719

1121 1.8949 | 1.5252 | 1.4417 | 1.4685 | 1.4439 1.44 1.4397 | 1.4396

388 1.8871 1.36 1.2768 | 1.2579 = 1.2385 = 1.2354 @ 1.2341 1.234

640 1.8861 | 1.7329 = 1.6285 @ 1.6699 | 1.6426 | 1.6377 @ 1.6359 @ 1.6358

483 1.8844 | 1.4262 @ 1.3611 1.356 1.334 1.3304 1.329 1.329
L-glutamat 1.794 1.5462 | 1.4765 | 1.4348 | 1.4125 1.4117 | 1.4118 | 1.4116
D-glukonska kiselina 1.5499 | 1.2759 = 1.2348 | 1.1975 | 1.1804 | 1.1776 & 1.1792 @ 1.1791
cis-akonitat 1.5244 | 1.1377 = 1.1769 @ 1.1445 | 1.1254 = 1.1389 | 1.1393 | 1.1393
betain 1.2565 1.148 1.0888 | 1.0553 = 1.0377 = 1.0445 @ 1.0438 | 1.0445
L-homoserin / 1.2484 | 0.87087 = 0.92072  0.94442 | 0.93259 @ 0.93046 | 0.93153 | 0.93289

L-treonin

alantoin 1.1179 | 0.70998 = 1.0748 | 1.0502 | 1.0326 | 1.0301 | 1.0291 @ 1.0297
N-acetil-glutamin 1.0745 | 0.69489 0.69 0.70352 = 0.7218 | 0.71983 | 0.72059 | 0.72069
L-glutamin 0.89648 | 0.56994 @ 0.54916 @ 0.81739 | 0.80407 0.80218 | 0.80726 @ 0.80753
kreatinin 0.77543 | 0.92854 = 0.92404 0.89573 | 0.88127 | 0.87872 | 0.87798 @ 0.87787
D-galaktarat 0.42512 | 0.68857 | 0.89871 = 1.0157 & 1.0362 | 1.0571 | 1.0564 @ 1.0563
N(pi)-metil-L-histidin 0.42107 | 1.4873 = 1.4876 = 1.4455 | 1.4729 14712 | 1.4707 @ 1.4706
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Tablica XXIX. Analiza korelacije vrijednosti UPCR i metabolita u mokraéi
kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI s UPCR<0,5 i kuja s piometrom na pocetku I stupnja AKI s UPCR>0,5

Korelacija t-test Vrijednost p FDR

55 0.84962 9.254 1.0867E-10 1.2497E-07

618 0.83223 8.623 5.7624E-10 3.3134E-07

196 0.80658 7.838 4.918E-09 1.8852E-06

989 0.79821 7.612 9.2473E-09 2.6586E-06

391 0.78271 7.224 2.7681E-08 6.3667E-06

797 0.7734 7.009 5.1284E-08 9.5093E-06

387 0.77152 6.967 5.7882E-08 9.5093E-06

1036 0.75152 6.544 1.9636E-07 2.8227E-05

574 0.74474 6.411 2.8958E-07 3.7002E-05

644 0.7355 6.236 4.8247E-07 5.5484E-05

1038 0.72252 6.004 9.5465E-07 9.8758E-05

1121 0.71715 5911 1.2524E-06 9.8758E-05

388 0.71422 5.862 1.4488E-06 9.8758E-05

640 0.71383 5.855 1.477E-06 9.8758E-05

483 0.71319 5.845 1.5239E-06 9.8758E-05

117 0.7109 5.807 1.7051E-06 9.8758E-05

445 0.71016 5.795 1.7671E-06 9.8758E-05

465 0.71002 5.792 1.7788E-06 9.8758E-05

439 0.70985 5.789 1.794E-06 9.8758E-05

484 0.70868 5.77 1.8987E-06 9.8758E-05

706 0.70823 5.763 1.9396E-06 9.8758E-05

1127 0.70821 5.763 1.9415E-06 9.8758E-05

467 0.70718 5.746 2.0408E-06 9.8758E-05

1109 0.70697 5.742 2.061E-06 9.8758E-05

464 0.70474 5.706 2.2924E-06 0.0001055

L-glutamat 0.67898 5.313 7.3293E-06 0.0002056

D-glukonska kiselina 0.58657 4.161 0.0002129 0.0020569
cis-akonitat 0.57692 4.058 0.0002857 0.0025803
betain 0.47555 3.105 0.0038872 0.019436
L-homoserin / 0.47249 3.08 0.0041567 0.020414

L-treonin

alantoin 0.42307 2.682 0.011336 0.037677
N-acetil-glutamin 0.40668 2.557 0.015334 0.04512
L-glutamin 0.33929 2.072 0.046159 0.095301
kreatinin 0.29347 1.764 0.087069 0.14856
D-galaktarat -0.16089 -0.936 0.35584 0.44547
N(pi)-metil-L-histidin -0.15936 -0.927 0.3605 0.44846



