Znanstveno-struc¢ni skupovi

Osvrt na medunarodni znanstveni skup o
endemskoj nefropatiji, 20-22. listopada 2006.,
Zagreb.

Prije 10 godina odrzan je slican medunarodni skup o
endemskoj nefropatiji (EN) takoder u Zagrebu. Namjera
je tada bila prikazati sve do tada uocene spoznaje o naravi
ove jo$ uvijek misteriozne bolesti, a istovremeno potak-
nuti znanstvenu javnost, kako domacu tako i inozemnu, na
daljnje istrazivanje. No, vrijeme je prolazilo bez veéeg in-
teresa domacih stru¢njaka za ovu nerijeSenu specificnu
problematiku. Istovremeno je uocena slicna bolest u Bel-
giji kod Zena, koje su u Zelji smanjenja prekomjerne tje-
lesne teZine, pile ¢aj kineskog porijekla i pri tom dospjele
u terminalnu bubreznu insuficijenciju [1]. Iz ¢aja u kojem
je identificirana biljka Aristolochia fangchi ekstrahirana
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je aristolohicna kiselina (AA), od ranije poznata kao ne-
frotoksi¢na i kancerogena tvar [2, 3]. Kod belgijskih
bolesnica klinicki tijek bolesti bio je ubrzan u odnosu na
endemske nefropate. Imale su ekstremno smanjene
bubrege, tubularne lezije s hipocelularnom intersticij-
skom fibrozom i popratnim neoplastiénim promjenama na
epitelu gornjih dijelova urotrakta. Takva obiljezja aris-
tolohi¢ne nefropatije (AAN), nametnula su pitanje, nije i
to sli¢na ili identi¢na bolest s endemskom nefropatijom u
zemljama jugoistocne Europe, pa tako i u zapadnoj Brod-
skoj Posavini u Hrvatskoj [4].

Namjera nedavno odrzanog medunarodnog skupa u
Zagrebu upravo je bila pokazati novije rezultate toksi¢ne i
kancerogene uc¢inke AA s posebnim osvrtom na njezinu
prisutnost u biljci Aristolochia clematitis, prisutne u en-
demskom podru¢ju i njezine mogucée uloge u nastanku

m endemsko podrucje
endemic area

Slika 1. Endemsko podrucje sa selima pokraj Slavonskog Broda
Figure 1. Endemic area with villages near Slavonski Brod, Croatia
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1. Slav. Kobas 6. Dubocac 11. Slobodnica

2.Kaniza 7. Sumeée 12. Luzani

3. Bebrina 8. Zbjeg 13. Malino

4. St. Kuti 9. Pricac 14. Brod. Varo$

5. Banovici 10. Zivike 15. Klakar (kontrolno selo)
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EN. Isto je tako bio cilj i prikazati gotovo identi¢ne tok-
si¢ne efekte okratoksina A (OTA) na bubreg. OTA je pori-
jeklom iz nekoliko vrsta plijesni, za koju se takoder pret-
postavlja kao moguci uzrok bolesti. Trebalo je pokusati
usporediti ove dvije hipoteze i pri tome procijeniti koja bi
mogla biti u prednosti.

A. P. Grollman is State University of New York at
Stony Brook — USA [5], otkriva na temelju epidemioloske
imolekularne studije DNA adduct aristolohi¢ne kiseline u
bubreznom tkivu nekoliko bolesnika od EN kao i u epitel-
nim tumorima gornjih dijelova urotrakta takoder stanov-
nika iz endemskog kraja Hrvatske. U nizu nalaza pronala-
zi mutacije p53 gena, §to rijetko uocava inace u urotelijal-
nim tumorima. Predoc¢ava hipotezu o toksi¢nom djelova-
nju AA iz sjemena 4. clematitis, koje se prigodom Zetve
mijesa s pSeni¢nim zrnjem i preko brasna i kruha unosi u
ljudski organizam [6]. J. P. Cosyns iz Universite
Catholique de Louvain — Brussels, Belgija [7] opisuje pa-
tolosku sliku bubrega uzrokovanu aristolohi¢énom kiseli-
nom kod belgijanki (AAN) kao hipocelularnu kortiko-
intersticijsku fibrozu, udruzenu s tubularnom atrofijom i
globalnom sklerozom glomerula, opadajuéi od vanjskog
prema unutarnjem korteksu. Morfometrijskom analizom
istice identicnost nalaza AAN i EN. Upozorava na uocene
patomorfoloske razlike prema promjenama izazvane dru-
gim nefrotoksiénim noksama (kadmij, olovo i fosamid),
gdje uz intersticijsku fibrozu nema urotelijalnih karcino-
ma ili opadajucéeg kortikomedularnog gradijenta (izuzev
kadmija). Razlikuje i analgezijsku intersticijsku fibrozu,
koja je hipercelularna i bez uocenog gradijenta. Isto tako
razlikuje 1 intersticijsku fibrozu uzrokovanu okratoksi-
nom A obzirom na celularitet i mogu¢i kortikomedularni
gradijent. Iako pridodaje da morfoloska slika intersticij-
ske fibroze nije patognomoni¢na za AAN i EN, ipak se pa-
tohistoloskim nalazom suprostavio drugoj etiopatogenet-
skoj hipotezi o mogucoj ulozi OTA u nastanku EN.

Naime, OTA [8, 9, 10, 11, 12] je poznata nefrotoksic-
na, genotoksi¢na, mutagena i karcinogena supstanca ku-
mulativnog djelovanja, koju producira nekoliko vrsta pli-
jesni iz roda Aspergillius-a i Penicillium-a. Sva obiljezja
predstavljena su od niza istrazivaca, koji su obavljali de-
tekciju OTA u prehrambenim namirnicama i sto¢noj hrani
kroz nekoliko proteklih desetljeca, ne samo u endemskim,
nego i u kontrolnim §iroko rasprostranjenim podrucjima.
OTA je pronadena u krvi i mokra¢i ljudi i maj¢inom mli-
jeku. Osim nefrotoksi¢nosti, OTA izaziva i bubrezne tu-
more u miSeva i Stakora, kao i oStec¢enja DNA te promjene
na kromosomima stanica sisavaca in vitro i mi§eva in vivo
[12]. Kod bolesnika s tumorima urinarnog trakta, koji su
imali visoki unos OTA, visoku koncentraciju u plazmi i
tkivu, uoceni su biomarkeri bioloskog efekta kao $to su
DNA adduct [13]. Odredena dilema pojavljuje se §to se
OTA nalazi u prehrambenim namirnicama kao i u biolos-
kom materijalu ne samo u endemskim podruc¢jima, nego i
izvan njih. Ipak, najvece dobivene koncentracije su uvijek
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bile samo u ZariStima bolesti. Namece se zato misao na
sinergisticko djelovanje i drugih nefrotoksina (npr. fu-
mozin FB,) [10]. Iako sva ta opaZanja upucuju na mogucu
implikaciju OTA na nastanak EN, kona¢nog zakljucka jos$
nema.

U rjesavanju krucijalnog pitanja etiopatogeneze EN i
rasvjetljavanja ovih dviju za sada ne samo najaktualnijih,
nego i najizazovnijih hipoteza, nedvojbeno je da sui OTA
i AA nefrotoksic¢ne, kancerogene, genotoksi¢ne i muta-
gene supstance. To zorno potvrduje obolijevanje belgij-
skih Zena, koje su intezivno unosile AA putem caja [4],
kao i na danskim farmama uoc¢ena nefropatija svinja hra-
njenih zagadenom hranom OTA [14]. Vazna karika za pri-
hvacanje bilo koje hipoteze je identifikacija moguceg pu-
ta i nacina unosa nokse u izlozenoj populaciji endemskog
kraja.

Toksi¢nost 4. clematitis nam je odavno u paznji iz
publikacija Martin¢i¢a (1957) [2], pa zatim Kazantzisa
(1967) [15] i Ivica (1969) [3]. 4. clematitis je ubikvitarni
korov u endemskom podrucju, najéesée nadena u meda-
ma, uz obale, kanale i zapustene oranice, a rjede u obrade-
nim povrsinama, npr. u pSenici, vrtnim kulturama ili
uredenim pasnjacima i livadama [16]. Biljka je rasprostra-
njena u endemskim podruc¢jima Brodske Posavine i u brd-
skim dijelovima Zupanije, kao i uopée $irom jugoistone
Europe, paidalje gdje nema EN. Naraste 60—70 cm, cvate
ponajvise u svibnju i lipnju, a zrelo sjemenje se moze naci
tek pri kraju ljeta ili u jesen. Ostaje vazno pitanje je li mo-
guci unos sjemena ili njegovih razlomljenih dijelova pu-
tem brasna u ljudski organizam, kako to iznose pred-
stavnici AA hipoteze [5, 6].

Ako presko¢imo vrsidbu pSenice na guvnu, uz pomo¢
konjskih kopita prije 100 godina i posjedovanje malih obi-
teljskih vodenica, gdje se obavljala meljava vlastitog zr-
nja i prisjetimo se pocetka XX. stoljec¢a, onda se slika bit-
no mijenja. Nakon obavljene Zetve, uobicajene u prvoj
polovici srpnja, slijedila je strojna vrsidba vrsalicama. Pri
tadasnjoj vrsidbi vjetrenjem i prosijavanjem odvajao bi se
kukolj od pSeni¢nog zrnja. Taj otpad, gdje su se mogle
naci i eventualno nezrele sjemenke A. clematitis ili njezini
dijelovi, sigurno nije koristen za ljudsku prehranu. Mogu-
¢e je ipak da je bacen kao hrana pred perad ili svinje i tako
posredno dospjevao preko jaja ili mesa u ¢ovjeka. Poslije
vrsidbe pSenicu se vozilo u ve¢im koli¢inama na meljavu
prema 5—-6 modernijih ve¢ih mlinova na rijeci Orljavi,
razmjes$tenih od Slavonskog Kobasa preko Luzana sve do
Brodskog Drenovca. Tu su pristizali ratari na svojim koli-
ma s konjskim zapregama ne samo iz endemskih sela nego
iiz drugih smjestenih ispod obronaka Dilj gore, kao i onih
iz brdskih dijelova gdje nema Zarista bolesti. PSenica se
dovozila rano ujutro, izvagala i stresala u veliki ko$ mlin-
skog kola, a u toku dana se istim redom dobivala odredena
koli¢ina brasna. Znaci da je porijeklo dobivenog brasna
moglo biti od bilo kojeg vlasnika koji je tog jutra punio
kos. Usprkos tom mijeSanju pSenice iz Sirokog podrucja
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zapadnog kraja Brodske Posavine, EN je kroz cijelo 50-
-godisnje razdoblje ostala samo u 10-tak nizinskih sela
grupiranih u juznom dijelu tog bazena. Unaprijedenjem
tehnike, vrsalice uzmicu pred zitnim kombajnima 70-ih
godina proslog stoljeca. Istovremeno se pSenica odmah
odvozi u velika mlinska skladista, a svaki vlasnik bi podi-
zao brasno tijekom godine prema potrebi. Postoji mogué-
nost da se dio pSenice ¢uvao i u vlastitim spremistima, ali
u postoje¢im mlinovima se obavljala opet zamjena za
brasno ve¢ samljeveno od pSenice ubrane na bilo kojem
mjestu gravitirajuceg podrucja. U suvremenijim mlinovi-
ma, a to znaci i onim na rijeci Orljavi, kao i danasnjim,
obavljalo se ponovno prosijavanje i ¢iS§¢enje zrna radi
uklanjanja sitnih dijelova slame, pljeve i korova, dakle
ponovno barijera za bilo koji kukolj ili dijelove raznog bi-
lja dovezenog u vreéi s pSenicom. Zbog svega toga vazno
bi bilo saznati kakvi su nalazi AA ne samo u brasnu uzor-
kovanog u domacinstvu s EN, nego i u susjedstvu gdje ni-
jebilo bolesti, kao iz Sirokog kruga naselja bez EN. Takvih
podataka, po moguénosti iz viSe izvora, za brodsko-po-
savsko zariste sada nema. Osim toga, posljednjih 10-15
godina u nekim seoskim ku¢ama kruh se vise ne pece re-
dovito, nego se povremeno ili stalno kupuje u trgovini.
Ako izuzmemo sjemenke Aristolochiae clematitis, viero-
jatnost unosa AA nekim drugim putem, npr. razmrvljenim
suhim lis¢em prigodom vrsidbe zanemariva je zbog dvo-
strukog prosijavanja i vjetrenja u daljnjem postupku. Da li
je unos mogu¢ putem ¢aja, kao sto su Cinile adipozne Bel-
gijanke, pitao sam kroz niz godina ne samo bolesnike ne-
fropate, nego i ostale. Odgovor je bio uvijek nije¢an. Ob-
zirom na jaki i relativno dugi korijen A. clematitis, kojeg
je tesko u cijelosti iséupati, moZe se razmisljati o potenci-
jalnom zagadenju tla, a tako i podzemnih voda s AA. No i
taj put je presijecen izgradnjom najprije seoskih dubokih
arteskih bunara po endemskim selima 60-ih i 70-ih godina
XX. stoljeca, a iza 80-ih izgradnjom vodovodne mreze do
crpili$ta u Slavonskom Brodu.

Moguci unos mikotoksina putem pljesnive hrane lakse
je razumljiv, pogotovo uzimajudi stanje sela izmedu dva
Svjetska rata i neposredo poslije. Kukuruz je tada u Posa-
vini bio glavna Zivezna namirnica za stoku i ljude. Skla-
distio se u jesen na tavane seoskih kuéa, gdje je zbog ne-
dovoljnog prozracivanja i susenja Cesto pljesnivio. Zad-
njih 30-ak godina takva praksa je postupno i$¢ezla, jer su
se gradili kukuruzni koSevi izloZeni suncu i vjetru, u koji-
ma je mogucénost kvarenja znatno smanjena. Druga naj-
¢eSc¢a namirnica izloZena pljesnivosti je suho svinjsko
meso. Od pocetka zime do pocetka proljeca bilo je objese-
no na tavanu stambenih kuca radi dimljenja, a onda kad
sunce ugrije krovove, prenosilo bi se u nedovoljno suhe i
prozra¢ne smocnice. Pljesnivost je bila Cesta pojava s
dokazanom prisutnosé¢u OTA. I ova praksa suSenja i Cuva-
nja suhomesnatih proizvoda napustena je ve¢ vise deset-
ljeca izgradnjom »pusnica« u kojima je, uz dimljenje, osi-
gurano i provjetravanje i gdje bi meso ostajalo do konaéne
upotrebe. Treba spomenuti takoder hladnjake i zamrzi-
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vace, kao i njihovu ulogu u ¢uvanju svjezih namirnica i
onih suhomesnatih. Prisutnost rashladnih uredaja u seo-
skim domacéinstvima broji ve¢ drugo ili trece desetljece, a
kod nekih i dulje. Ovim zivotnim promjenama ili uvjetima
treba nadodati napustanje vodoopskrbe iz vlastitih bunara
i koriStenje iz javnog vodovoda, uz porast opéeg i osob-
nog higijenskog standarda. Smanjen je rizik izlaganja glo-
davcima u kuéi (na tavanu nema skladista hrane), kaoiu
polju, gdje nema vise kopaca, zetelaca i kosaca, nego se
radi traktorom i strojevima. Na paSnjacima i ritovima ne-
ma ni stoke niti njihovih ¢uvara. Shvacajuéi nastanak EN
kao posljedicu ekolosko ambijetalnih okolnosti, namece
se pitanje, ima li koja navedena promjena odraza na inci-
denciju bolesti.

Prateci sustavno bolest u brodsko-posavskom zaristu
kroz minulo 50-godisnje razdoblje, uocava se blagi pad u
vecini ispitivanih sela zadnjih dvadesetak godina. Osobiti
primjer su dva najveca sela Kaniza i Slavonski Kobas.
Uoceni trend pada proizilazi iz terenskih dugogodisnjih
populacijskih ispitivanja s istim dijagnosti¢kim kriteriji-

a [18]. Pad bolesti podupiru i podaci pada bolni¢kog
morbiditeta novooboljelih bolesnika na Odjelu za unutar-
nje bolesti Opce bolnice u Slavoskom Brodu. Procjenu u
kra¢im vremenskim razdobljima, osobito ako se radi o ti-
hoj endemiji kao $to je EN, treba davati s oprezom [19].

Pad incidencije i prevalencije javljaju i bugarski autori
u endemskom podrucju Vratza, jednom od najpoznatijih i
najranije uo¢enom ZariStu bolesti [20, 21]. Pad je prisutan
iu podrucju Juzne Morave u Srbiji [22, 23], anajavljuje se
indirektno prema uces¢u endemskih nefropata na kronic-
noj dijalizi i u sjeveroistonoj Bosni [24]. No i neki drugi
klinicki parametri govore o promjeni prirode bolesti. EN
se javlja u posljednje vrijeme u kasnijoj zivotnoj dobi,
najcesce u 6.1 7. desetljecu zivota, a nema vise primjera
njezine agresivnosti kao kada su 40-godisnjaci i mladi za-
poceli i razvili bolest do terminalne faze za krace od go-
dinu dana [18]. Polazec¢i sa stanovista jedne ili druge naj-
aktualnije etiopatogenetske hipoteze, promjenu naravi
bolesti vezati uz okoli$na zbivanja je kompleksan ali i ri-
jesiv zadatak. Do odgovora treba uloziti puno truda, iden-
tificirati stvarni moguéi put unosa nokse u organizam,
njezinu koli¢inu i dinamiku, kao i uz koju eventualnu asis-
tenciju drugih stimuliraju¢ih ¢cimbenika ukljucujuci i one
genetsko-mutagene naravi, moZze nastupiti bolest endem-
skog obiljezja.

I na kraju moze se zapitati, ako su na Simpoziju spo-
menute i neke druge vizije nastanka EN, npr. hereditarne
naravi ili one o toksi¢nim organskim supstancama iz ug-
ljena, zasto nije bilo ni rijeci o virusnoj hipotezi. A. Hrabar
i B. Aleraj su nastanak EN pretpostavili kao bolest pri-
rodnog zariSta [25]. Prikupljene su tisu¢e miSolikih glo-
davaca po njivama, livadama i Sumarcima endemskih
sela, napravljeni su kartogrami lokacija zemljisnih parce-
la nefropata, no dalje se nije i$lo niti doslo do bilo kojeg
zakljucka. Pitam se §to bi o EN mogli re¢i i infektolozi,
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ako ne vezano uz koju radnu hipotezu, onda vec i zbog to-
ga, Sto je u brodsko-posavskom zariStu prvo masovno
terensko ispitivanje 1957-58. obavila infektologinja dr.
Olga Pichler (uz pomoc¢ tada mladog buduceg infektologa
dr. Emila Bobinca), ostavila vrlo urednu kartoteku svih
ispitanika i time dala temelj daljnjeg pracenja i izucava-
nja [27].
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