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Sazetak

Prekomjerno aktivni mokra¢ni mjehur (OAB, engl. overactive bladder) je najeSci
poremecaj funkcije mokra¢nog mjehura kod djece i vodeci uzrok dnevne intermitentne
inkontinencije urina. Dosada$nja istrazivanja neinvazivnih biljega OAB-a bila su
usmjerena prema neurotrofinima Cije su koncentracije bile zna¢ajno vise kod oboljelih,
te su korelirale s tezinom KkliniCke slike. Zbog pretpostavljene uloge upale u
patofiziologiji OAB-a, kao mogudi biljezi istraZuju se i citokini. Cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi mogu li se omjeri koncentracija neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu
koristiti kao neinvazivni dijagnostiCki biljezi i kao biljezi pracenja uspjesnosti terapije
prekomjerno aktivnog mokracnog mjehura u djece.

U istraZivanje je bilo uklju¢eno 48 ispitanika s dijagnosticiranim OAB-om i 48 kontrolnih
ispitanika lije€enih u Klinici za pedijatriju Klinike za djecje bolesti Zagreb. Kontrolni
pregledi ispitanika su se provodili 3 i 6 mjeseci po pocetku terapije antikolinergicima.
Uzorci urina uzimali su se pri subjektivnom osjeéaju punog mjehura i potrebe za
mokrenjem. Osim uobi¢ajene analize uzoraka urina, u uzorcima urina se analizirala i
koncentracija neurotrofina i citokina Luminex imunokemijskom metodom.
Koncentracije neurotrofina su se odredivale i ELISA metodom.

Nadene su statistiCki znacajno viSi omjeri koncentracija IL-1RA, CCL2 i CCL13 i
kreatinina u urinu ispitanika s OAB-om prije poCetka terapije antikolinergikom naspram
kontrolnih ispitanika. StatistiCki je bila znacajno nizi omjer koncentracije CXCL10 i
kreatinina u urinu ispitanika s OAB-om prije zapocinjanja terapije nego nakon uspjesne
terapije antikolinergicima.

Ovi rezultati upuéuju na mogucnost KkoriStenja navedenih parametara kao
dijagnostickih biliega, odnosno biljega pracenja uspjesnosti terapije OAB-a kod djece.
Kljuéne rije¢i: Mokra¢ni mjehur, prekomjerno aktivan; Dijete; Biomarkeri; Urin;

Cimbenici rasta Zivaca; Citokini.



Summary

Introduction

Overactive bladder (OAB) is the most common lower urinary tract disorder in children
and the leading cause of intermittent urinary incontinence. The obligatory symptom is
urgency, which may be accompanied by frequent urination during the day, daytime
intermittent urinary incontinence, enuresis, and nocturia in the absence of a urinary
tract infection. Detrusor overactivity in urodynamic studies is common, but not always
present. Specific questionnaires such as DVSS (Dysfunctional voiding symptom score)
and PIN-Q (Pediatric urinary incontinence quality of life score) are used for
standardized data collection. Validated scales such as OABSS and Ol are also utilized.
When managing patients with OAB, it is important to rule out anatomical or infectious
pathology. Diagnosis is often based solely on clinical symptoms, as invasive tests such
as urodynamics are challenging to perform in children. The prevalence of OAB is high
and negatively impacts the quality of life of the child and their family. The lack of
complete understanding of the pathogenesis makes researching this disorder
challenging. Normal bladder function depends on complex neural control, including the
role of neurotrophins and the potential role of chronic inflammation in the pathogenesis
of OAB.

Previous research into non-invasive markers of OAB was focused on neurotrophins.
Neurotrophins are crucial trophic factors for neurons, and their influence on bladder
cells is mediated by Trk receptors and p75 neurotrophic receptors. Nerve growth factor
(NGF) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF) are the most researched
neurotrophins in the lower urinary tract. They cause detrusor hyperactivity through
peripheral and central sensitization, resulting in increased activity of ion channels and
neurotransmitter synthesis. Their concentrations were significantly higher in patients
and correlated with the severity of the clinical picture.

Due to the presumed role of inflammation in the pathophysiology of OAB, cytokines
are also being investigated as possible markers. Some of these cytokines include IL-
1q, IL-1RA, IL-6, CCL2, CCL7, CCL8, CCL13, CXCL1, CXCL8, and CXCL10. Studies
have shown increased levels of these cytokines in adults with OAB, proposing them
as potential biological markers for diagnosis and monitoring therapy. Further research
is needed to understand the role of neurotrophins and cytokines in pediatric OAB and

their application as diagnostic and prognostic markers.



The goals of this research were to establish whether the concentrations of
neurotrophins and cytokines in urine normalized to creatinine in urine can be used as
non-invasive diagnostic markers and as markers for monitoring the success of
overactive bladder therapy in children.

Materials and methods

The study included 48 subjects diagnosed with OAB and 48 control subjects recruited
at the Pediatric Clinic of the Zagreb Children's Clinic. Urgency was defined as sudden
and unexpected experience of an immediate and compelling need to urinate after
achieving bladder control and had to be noted more than once per week for at least 3
months. The control subjects had normal micturition behavior and clinical examination
with no symptoms or confirmed lower urinary tract disease, no history of urinary tract
infection, chronic disease, or urinary tract or genital abnormalities. Informed consent
was obtained from the participants and their legal guardians before study procedures.
Upon recruitment of participants with OAB and initiation of anticholinergic therapy, all
planned medical histories were obtained using a standardized form, clinical status was
determined, and symptoms of the disease were examined. Imaging studies (urological
ultrasound), functional studies (uroflowmetry), and urodynamic evaluations were
performed. The efficacy of the therapy was assessed at 3 months and 6 months post-
treatment initiation. Symptom evaluation was conducted during follow-up
assessments. Urine laboratory analysis was conducted at three time points: before the
start of therapy, at 3 months post-treatment initiation, and at 6 months post-treatment
initiation. Urine samples of the subjects and the control subjects were taken at the
subjective sensation of a full bladder and the urge to void. In addition to the usual
analysis of urine samples, the concentration of neurotrophins and cytokines was also
analyzed in the urine samples using the Luminex immunochemical method.
Neurotrophin concentrations were also determined by the ELISA method.

Results

Of the 48 recruited patients, 18 had complete success at at least one of the follow-up
assessments. The proportion of measurable results of all analytes except IL-1RA,
CCL2, CCL13, and CXCL10 was insufficient to carry out statistical analyses of the
results. There were statistically significantly higher concentrations of IL-1RA, CCL2
and CCL13 normalized to creatinine in the urine of subjects with OAB before the start

of anticholinergic therapy and control subjects. Statistically, there was a significantly



lower concentration of CXCL10 normalized to creatinine in the urine of subjects with
OAB before starting therapy than after successful anticholinergic therapy.

Discussion and conclusion

In this research, for part of the analytes, the proportion of samples below the limit of
analyte quantification was greater than 30 %, which was not the case in previously
published research. When comparing the results, differences in the methodologies
used for the analyzes should be taken into account, as well as pre-analytical factors
(eg. centrifugation temperature or time from sampling to sample freezing).

In the last few decades, a lot of time and effort has been devoted to researching the
role of neurotrophins in the pathophysiology, diagnosis and monitoring of OAB therapy,
however, they have not yet been included in the algorithms for the diagnosis or
monitoring of OAB therapy. Due to the emergence of a new theory about the role of
inflammation in the pathogenesis of OAB, it is to be expected that the scientific
community will turn to cytokines as new non-invasive markers of OAB. Because of the
suspicion of a different pathogenesis of OAB in children and adults, it is necessary to
conduct additional studies of new markers in the pediatric population, as well as

longitudinal studies in patients after successful anticholinergic therapy.

Key words: Urinary Bladder, Overactive; Child; Biomarkers; Urine; Nerve Growth

Factors; Cytokines.
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1. Uvod

1.1 Mokracni mjehur

se skuplja mokraca i vrata, ljevkastog produzetka trupa koji prelazi u uretru. Glatki
miSic mokracnog mjehura naziva se detruzor. Prilikom njegove kontrakcije tlak na
mjehuru povecava se na 5,3 - 8,0 kPa. Kontrakcija detruzora je klju¢an korak u
praznjenju mjehura. MiSi¢ u vratu mjehura naziva se unutrasnji sfinkter. On sprjecava
punjenje vrata i straznjeg dijela uretre mokracom i tako onemogucuje praznjenje
mjehura prije nego $to tlak u trupu ne dostigne kritiCni prag. Iza svog straznjeg dijela,
uretra prolazi kroz urogenitalnu dijafragmu u kojoj se nalazi miSi¢ni sloj nazvan vanjski
sfinkter mjehura. Taj skeletni misi¢ je voljno kontroliran te moze sprijeCiti mokrenje ¢ak
i kod postojanja signala za praznjenje mjehura. Mokrenje je proces u kojem se puni
mokracni mjehur prazni. Mjehur se postepeno puni dok napetost njegove stijenke ne
postane veca od kriti€cnog praga. U tom se trenutku javlja ziv€ani refleks - refleks
mokrenja. Taj refleks izaziva mokrenje odnosno uzrokuje svjesnu potrebu za

mokrenjem (1).

1.2 Prekomjerno aktivni mokracni mjehur

Prekomjerno aktivni mokraéni mjehur (OAB, engl. overactive bladder) definira se kao
hitno mokrenje, koje Cesto prati ucCestalo dnevno mokrenje, te dnevna i nocna
intermitentna inkontinencija urina i nokturija (2). OAB je najCeS¢i poremecaj funkcije
mokraénog mjehura i vodeci je uzrok dnevne intermitentne inkontinencije urina, s
prevalencijom od 9.18 % za djevojCice i 8.86 % za djeCake u dobi od 5 do 14 godina
(3). Hiperaktivnost detruzora, pojava povisenih tlakova na stijenci mokracnog mjehura,
je patognomonicni nalaz na urodinamici, ali koji se nalazi samo u 50-70 % ispitanika
(4, 5). Nadalje, do 50 % pacijenata s dokazanom hiperaktivnhoS¢u detruzora nece
pokazivati kliniCke simptome (6). Urodinamika je invazivna pretraga koja moze izazvati
nelagodu i bol kod djeteta Sto oteZava suradnju i njeno izvodenje. Samim time, u vecini
sluCajeva dijagnoza prekomjerno aktivnog mokra¢nog mjehura se temelji iskljucivo na
klinickim simptomima i znakovima, $to je i aktualna smjernica Medunarodnog drustva

za djecju kontinenciju (ICCS, engl. International Children’s Continence Society) (7).


http://paperpile.com/b/uvELuc/AbRHv

Kako bi se prikupljanje podataka o simptomima standardiziralo, koriste se specificni i
validirani upitnici poput Upitnika o simptomima disfunkcijskog mokrenja (DVSS, engl|.
Dysfunctional voiding symptom score) i Upitnika o kvaliteti zivota djece s
inkontinencijom urina (PIN-Q, engl. Pediatric urinary incontinence quality of life score)
(8, 9). Osim njih, koriste se i validirane skale i matematicki indeksi razvijeni s ciljem
objektivizacije procjene tezine simptoma poput Ocjene simptoma prekomjerno
aktivnog mokracnog mjehura (OABSS, engl. Overactive bladder symptom score) i
Indeksa hiperaktivnosti (Ol, engl. Overactivity index) (10, 11).

OABSS upitnik prikazan u tablici 1 se sastoji od Cetiri pitanja za evaluaciju simptoma
OAB-a u - frekvenciju mokrenja, hitnost, nokturiju i dnevnu inkontinenciju. Ukupni

rezultat kre¢e se od 0 do 15 bodova, pri Cemu zbroj ukazuje na tezinu simptoma (10).



Tablica 1. Upitnik za raCunanje OABSS indeksa.

Pitanje UcCestalost Bod
Koji je Vas prosjeCan broj mokrenja u danu? | <7 0
8-14 1
=215 2
Koliko ¢esto se noc¢u budite radi mokrenja? | Nijednom 0
1 1
2 2
23 3
Koliko ¢esto se javlja hitnost? Nema hitnosti 0
<1 tjedno 1
Jednom tjedno ili CeSce 2
Jednom dnevno 3
2 - 4 puta dnevno 4
= 5 puta dnevno 5
Koliko Cesto se javlja inkontinencija? Nema inkontinencije 0
<1 tjedno 1
Jednom tjedno ili CeSce 2
Jednom dnevno 3
2 - 4 puta dnevno 4
2 5 puta dnevno 5




Ol je razvijen s ciliem izjednaCavanja mokrenja i boljeg prikaza volumena mokrenja.
On je medijan izmjerenih volumena normaliziranih na 65 % ocekivanog kapaciteta
mokracnog mjehura za dob pacijenta. Vrijednosti iznad nule pokazuju da je medijan
volumena mokrenja manji od onoga $to ICCS definira kao mali mjehur za dob (11).
Pri obradi pacijenta sa simptomima OAB-a potrebno je provjeriti prisutnosti anomalija
lumbosakralne regije te iskljuCiti akutnu infekciju urotrakta (12). Provjeravaju se
ponasanja koja ukazuju na hitnost poput krizanja nogu, sjedenja na petama, pritiskanja
genitalija, Cu€anja ili tréanja u kupaonicu (13). Za procjenu poremecaja rada crijeva se
koriste kriteriji Rim IV, Bristolska skala stolice i ultrazvu¢no transabdominalno mjerenje
promjera rektuma (14 - 16).

Zbog visoke stope prevalencije, znacajan negativni utjecaj na kvalitetu Zivota djeteta i
obitelji, veliko godiSnje ekonomsko opterecenje i Cinjenicu da je prekomjerno aktivni
mokracni mjehur u djeteta snazan predisponirajuci €¢imbenik za razvoj urinarnih bolesti
u odrasloj dobi, od izrazite je vaznosti unapredenje dijagnosti¢kog pristupa i pracenja

uCinkovitosti lijeCenja kod djece (17 - 19).

1.3 Patogeneza prekomjerno aktivnog mokracnog mjehura

Patogeneza prekomjerno aktivnhog mokra¢nog mjehura nije u potpunosti razjasnjena.
U djecCjoj populaciji, smatra se kako disfunkcije donjeg urinarnog trakta primarno
nastaju zbog odgodenog ili nepotpunog razvoja kompleksa donjeg urinarnog trakta,
koji uklju€uje miSi¢e mokracnog mjehura i sfinktera. Koordinaciju izmedu ovih miSi¢a
kontrolira pons, dok korteks regulira inhibiciju refleksa mokrenja i zapocinjanje voljnog
mokrenja (20). Posljedi¢no, nedostatno sazrijevanje korteksa predlaze se kao primarni
uzrok pedijatrijskog OAB-a, medutim, ove hipoteze jo$ nisu dokazane (21).

Kontrakcije se obi¢no javljaju kad je mjehur djelomi¢no ispunjen, a nestaju nakon
nekoliko sekundi. Kako se mjehur nastavlja puniti, frekvencija refleksa mokrenja
postupno raste, a kontrakcija detruzora se pojacava. Pacijenti s OAB-om odstupaju od

ove norme i percipiraju te kontrakcije intenzivnijima od normalnih (slika 1) (22).
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Slika 1. U bolesnika s prekomjerno aktivnim mokra¢nim mjehurom, patoloski nagon za
mokrenjem javlja se u po€etnoj fazi punjenja mokraénog mjehura zbog snizenog praga
osjeta puno¢e mjehura (modificirano prema: Shim J, Oh MM. Updates of overactive
bladder in pediatrics. Int Neurourol J. 2023 Mar;27(1):3-14.)

Normalna funkcija mokraénog mjehura ovisi o sloZenoj koordinaciji izmedu razli€itih
neuralnih putanja, ukljuCuju¢i one koje se odnose na senzorne signale i miSi¢ne
kontrakcije (23). Ziv&éani sustav, ukljuduju¢i simpaticke, parasimpaticke i somatske
neurone, ima klju¢nu ulogu u kontroli funkcije mokracnog mjehura (24). Aferentni
signali iz donjeg urinarnog trakta obavjestavaju mozak o punjenju mokrac¢nog mjehura,
Sto onda rezultira kontrakcijama mokracnog mjehura (25). Muskarinski receptori,
posebno podtip M3, i neurotransmiter acetilkolin klju€ni su za kontrahiranje mokra¢nog
mjehura (26, 27).

Istrazivanja u posljednjem desetljeCu ukazuju na znacajnu ulogu neurotrofina u
mehanizmima ispoljenja OAB-a (28). Osim toga, novije studije ukazuju na potencijalnu
ulogu kroni¢ne upale u patogenezi OAB-a, Cime se otvaraju nova podrucja istrazivanja.

Kao potencijalni urinarni biokemijski biljezi istrazuju se brojni citokini.



1.4 Neurotrofini

Neurotrofini pripadaju velikoj obitelji trofickih Cimbenika kljuénih za prezivljenje
neurona, i uspostavljanje, odrzavanje i regulaciju sinapsi. UCinci neurotrofina na
stanice su posredovani receptorima iz dvije klase: Trk receptorima i p75
neurotrofinskim receptorima. Oba tipa receptora su transmembranski glikoproteini te
se nalaze u visokim koncentracijama na stanicama mokra¢nog mjehura. Djelovanje
putem Trk receptora je obic¢no poticajno za prezivljavanje i rast stanica, dok djelovanje
putem p75 receptora mozZe inducirati apoptozu (29). Najistrazivaniji predstavnici
neurotrofina u poremecajima donjeg urotrakta su ziv€ani ¢imbenik rasta (NGF, engl.
nerve growth factor) i mozdani neurotrofni ¢imbenik (BDNF, engl. brain-derived
neurotrophic factor). Neurotrofini se oslobadaju u velikim koncentracijama iz urotela,
mastocita i glatkih miSicnih stanica mjehura kao reakcija na rastezanje ili upalu
mjehura. Oslobodeni NGF se veze na aferentna C-vlakna i senzitizira aferentne putove
mokrenja u mjehuru (30). Kod zdravih osoba, urinarni NGF fizioloSki raste kod poriva
za mokrenjem, medutim, u pacijenata s prekomjerno aktivnim mokracnim mjehurom je
patolo$ki poviSen vec pri malim volumenima punjenja mjehura Sto rezultira hitnoScu i
ucestalim dnevnim mokrenjem (31).

U eksperimentalnim animalnim modelima, hiperaktivhost detruzora postignuta je
aplikacijom NGF-a u mokra¢ni mjehur (32). To je posredovano perifernom i centralnom
preosjetljivoS¢u koja je obiljezena poja¢anom aktivnoScu ionskih kanala i poviSsenom
sintezom ekscitatornih neuromedijatora (29, 30, 33). Hiperaktivhost detruzora je isto
dobivena tijekom kontinuirane aplikacije NGF-a u intratekalni prostor na
lumbosakralnoj razini (34). Povecana ekspresija NGF-a u “NGF-overexpressing”
transgenicnog misa rezultirala je smanjenim kapacitetom mokraénog mjehura,
porastom broja i amplitude nevoljnih kontrakcija mjehura te somatskom
hipersenzitivno$éu zdjelicnih snopova Ziv€anih vlakana koja je obiljezena njihovom
hiperplazijom (35).

Na modelu Stakora, istrazivaci su otkrili kako je nakon injekcije ciklofosfamida urotel
mokracnog mijehura podrucje primarne prekomjerne ekspresije BDNF-a (36).
Prekomjerna ekspresija takoder je primije¢ena u urotelu bolesnika s rakom mjehura
(37). Smatra se da povecCana ekspresija izravno uzrokuje poviSene razine BDNF-a u
urinu pacijenata s OAB-om (38, 39). Mjesto djelovanja BDNF-a nije ograni¢eno na

mjesto ekspresije zbog njegove parakrine prirode i sposobnosti neurotrofina da



difundiraju u vezivno tkivo na udaljenosti do otprilike 3 mm (24, 40). Osim toga, BDNF
iz dubljih slojeva tkiva takoder mozZe dospjeti u urin putem intersticijske difuzije (41)
preko tankog tkiva stijenke mjehura (42). Na animalnom modelu je pokazano kako
prekomjerna ekspresija BDNF-a moze uzrokovati genomske promjene u aferentnim i
eferentnim neuronima mokraénog mjehura, koji su kriti€ni u ispoljavanju simptoma
OAB (43).

Nekoliko klinickih istrazivanja na odraslim ispitanicima s prekomjerno aktivnim
mokraénim mjehurom zabiljezile su statistiCki znacajno poviSenu koncentraciju
urinarnog NGF-a i BDNF-a u usporedbi sa zdravim ispitanicima (29). Koncentracija
NGF-a u urinu proporcionalno je korelirala s tezinom klinicke slike (44, 45). Nakon
uspjednog lijeCenja antikolinergicima, koncentracija NGF-a bila je zna¢ajno sniZzena
kod odraslih (4, 44, 46, 47). Do sada je provedeno i nekoliko istrazivanja o
koncentracijama neurotrofina u urinu u pedijatrijskoj populaciji, a ta su istrazivanja
pokazala sli¢ne rezultate kao na odraslima (48 - 52). Medutim, visoka koncentracija
urinarnog NGF-a ostala je poviSena kod pacijenata koji su nisu reagirali na terapiju
antikolinergikom, vjerojatno zbog prisutnosti kroni¢ne upale stijenke mjehura (53).
Navedena istrazivanja su koristila ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
kao metodu detekcije neurotrofina. Opre¢no navedenim istrazivanjima, Lin i suradnici,
2020. nisu detektirali mjerljivu koncentraciju NGF-a ELISA metodom u urinu pacijenata
s OAB-om (54). Ta studija ukazuje na to kako je potrebno ispitati viSe metoda kako bi
se uspostavila najbolja praksa za detekciju biokemijskih biljega u urinu.

Metaanaliza o istrazivanju koristenja koncentracije urinarnog NGF-a kao biokemijskog
billega prekomjerno aktivhog detruzora iz 2019. navodi kako on jest potencijalni
neinvazivni biljeg, no istiCe kako su potrebna dodatna klinicka istrazivanja kako bi se

ta pretpostavka potvrdila (55).

1.5 Uloga upale

Do sada je provedeno nekoliko istrazivanja u kojima se ispitivala moguca uloga upale
u patogenezi OAB-a. Simptomi upale mokracnog mjehura poput hithog mokrenja,
uCestalog dnevnog mokrenja i nokturije posljedica su mehanizama borbe protiv
patogena gdje domacin jednosmjernim protokom urina, te Cestim i potpunim
praznjenjem mokra¢nog mjehura postize sterilnost mokracnih puteva (56). Medutim, ti

se simptomi preklapaju s onima OAB-a, te je pitanje je lii u tom slu¢aju prisutna sterilna



upala. U istrazivanju u kojem su pacijentima s OAB-om izvodene biopsije mokraénog
mjehura, utvrdena je prisutnost kroni¢ne upale (57).

Citokini, proteini s raznim protuupalnim i proupalnim ucincima, biljezi su od interesa
upalnih promjena u organizmu (58).

Interleukin 1a (IL-1a) je proupalni citokin koji vezanjem na receptor interleukina-1 (IL-
1R, engl. interleukin-1 receptor) aktivira kljuéne transkripcijske faktore povezane s
upalnim i imunosnim odgovorom. Posljedi¢na signalna kaskada vodi do ekspresije
brojnih medijatora koji zajedno uzrokuju upalni odgovor kroz sintezu citokina,
kemokina, interferona i prostaglandina, vazodilataciju, ekspresiju adhezijskih molekula
na endotelnim stanicama, aktivaciju T-pomagackih limfocita te sazrijevanje i klonalnu
ekspanziju B limfocita (59). Prekursor IL-1a je prisutan u svim zdravim tkivima
mezenhimskog podrijetla, posebno stanicama tkiva s funkcijom barijere poput epitelnih
stanice tipa 2 u pluc¢ima, epitela gastrointestinalnog trakta, endotelnih stanica u krvnim
Zilama i astrocita u mozgu. Proizvodnja prekursora IL-1a je za vrijeme upale inducirana
i u mijeloidnim stanicama (60).

Antagonist na receptor interleukina 1 (IL-1RA, engl. interleukin-1 receptor antagonist)
je citokin koji se veze na IL-1R, no ne uzrokuje upalni odgovor. Na taj nacin sprjeCava
proupalno djelovanje IL-1a i interleukina 13 (IL-1B) (61).

Interleukin 6 (IL-6) citokin je viSestrukih uloga u upali i imunosnom odgovoru. Potice
sintezu proteina akutne faze poput C-reaktivnog proteina (CRP), serum amiloida A,
alfa 1-antitripsina, fibrinogena i hepcidina, te stimulira stvaranje antitijela i razvoj
efektornih T-stanica (62). Kao odgovor na razne podrazaje, IuCe ga
monociti/makrofagi, T-stanice, B-stanice, endotelne stanice, glatke miSicne stanice,
fibroblasti i drugi tipovi stanica (63).

CC kemokin ligand 2 (CCL2), poznat i kao monocitni kemotakti¢ni protein 1 (MCP-1,
engl. monocyte chemoattractant protein-1), jedan je od najvaznijih kemokina u
regulaciji migracije i infiltracije monocita. Proizvode ga mnoge vrste stanica, uklju€ujuci
endotelne, fibroblasti¢ne, epitelne, glatke miSicne stanice, mezangijske, astrocitne,
monocitne i mikroglijalne stanice (64).

CC kemokin ligand 7 (CCL7), prethodno znan kao monocitni kemotakti¢ni protein 3
(MCP-3, engl. monocyte chemoattractant protein-3), je kemotaktiCki faktor za
neutrofilne granulocite i monocite. Izlu€uje se iz endotelnih stanica, vaskularnih glatkih

miSi¢nih stanica i mijelomonocitnih stanica. Novije studije ispituju ulogu CCL7 u



razliitim bolestima bubrega, uklju€ujuéi glomerulonefritis, bubrezne kamence, ozljedu
bubrega i zavrsni stadij bolesti bubrega (65).

CC kemokin ligand 8 (CCL8), znan i kao monocitni kemotakti¢ni protein 2 (MCP-2,
engl. monocyte chemoattractant protein-2), kemokin je koji aktivira monocite, T-
limfocite, NK-stanice, eozinofile, bazofile i mast stanice. Njegovo izluCivanje iz
mononuklearnih stanica i fibroblasta je inducirano djelovanjem proupalnih proteina IL-
1B, interferona-y (IFN-y), faktora nekroze tumora-a (TNF-a, engl. tumor necrosis
factor-a) i drugih ¢imbenika (66).

CC kemokin ligand 13 (CCL13), odnosno monocitni kemotakti¢ni protein 4 (MCP-4,
engl. monocyte chemoattractant protein-4), svoj kemotakticki ucinak vrsi nad
monocitima, T-stanicama, eozinofilima i nezrelim dendriticnim stanicama. Osim toga,
uzrokuje luenje proupalnih citokina iz endotelnih, epitelnih i misiénih stanica (67). Cini
se da bi CCL13 mogao igrati kljuénu ulogu u dovodenju i zadrZzavanju makrofaga u
upali bubrega (68).

CXC kemokin ligand 1 (CXCL1), poznat i kao onkogen-alfa reguliran rastom (GRO-q,
engl. growth regulated oncogene-a), kemoatraktant je prvenstveno neutrofilnih
granulocita (69). Njegova ekspresija povecava se djelovanjem nuklearnog faktora kB
(NF-kB) kojeg aktiviraju proupalni citokini IL-1B i TNF-a (70). CXCL1 ispituje se kao
potencijalni biljeg raka mokracnog mjehura (71).

CXC kemokin ligand 8 (CXCL8), poznatiji pod imenom interleukin 8 (IL-8), najpotentniji
je kemoatraktant neutrofilnih granulocita. Lu¢e ga monociti, makrofagi, T-limfociti,
endotelne stanice, epitelne stanice, fibroblasti i drugi tipovi stanica (72). Uloga koju
CXCLS8 igra u upalnim procesima povezuje se s mnogim bolestima, ukljuujuci
infektivne bolesti crijeva poput ulceroznog kolitisa, i brojne bolestima bubrega poput
glomerulonefritisa, nefrotskog sindroma, nefropatije i raka bubrega (72, 73).

CXC kemokin ligand 10 (CXCL10), prije znan kao protein 10 inducibilan interferonom-
y (IP-10, engl. interferon-y-inducible protein 10), kemokin je s utjecajem na migraciju
Th1 limfocita, a osim njih kemoatraktant je i za monocite, T limfocite i NK stanice. Luce
ga monociti, aktivirani neutrofilni granulociti, epitelne stanice, endotelne stanice i drugi
tipovi stanica pod utjecajem IFN-y (74).

Do sada je provedeno nekoliko istrazivanja s fokusom na citokine, odnosno kemokine
kao potencijalne billege OAB-a. Ispitivane su serumske koncentracije upalnih
parametara odraslih s OAB-om i pokazano je kako su CRP, NGF, IL-1, IL-6, CXCLS,
CCL2 i TNF-a bili visih koncentracija u ispitanika s OAB-om u odnosu na kontrolne



ispitanike (75). Istrazivanje iz 2019. pokazalo je kako je CCL2 viSi u urinu odraslih Zena
s OAB-om u odnosu na kontrolnu skupinu (76). U pilot studiji u kojoj je ispitana
koncentracija 120 proteina u uzorcima urina odraslih zena s OAB-om, odraslih Zena s
urinarnom infekcijom te kontrolnoj skupini, CCL2 imao je statistiCki znacajno viSu
koncentraciju u skupini OAB u odnosu na druge dvije, a medu proteinima viSih u
odnosu na kontrolnu skupinu bili sui CCL7 i CCL8 (77). Takoder je zanimljiva i razliCita
razina ekspresije proupalnih kemokina CXCL1, CXCL8 i CXCL10 izmedu ispitanika s
urinarnom infekcijom i OAB-om $to ukazuju na postojanje razli€itih puteva upale medu
njima. Ulogu upale potvrduje i razli€ita koncentracija IL-1RA izmedu ispitanika s OAB-
om i kontrolne skupine (78).

Kao i za neurotrofine, istrazivanja o citokinima i kemokinima navode potrebu za
dodatnim istrazivanjima na ve¢im kohortama, kao i istrazivanjima u kojima Ce se pratiti
promjene u koncentracijama proteina prema uspjesnosti terapije.

Bitno je naglasiti kako do svibnja 2025. nisu objavljena istrazivanja o koncentraciji
citokina u populaciji djece s OAB-om.

Potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se:

1. utvrdila koncentracija urinarnih neurotrofina i citokina kod zdrave djece;

2. utvrdila zna€ajnost neurotrofina i citokina kao ucinkovitih i neinvazivnih urinarnih
biokemijskih biliega u dijagnostici prekomjerno aktivnog mokra¢nog mjehura
kod djece;

3. utvrdila znagajnost neurotrofina i citokina u pra¢enju ucinkovitosti lijeCenja djece
s prekomjerno aktivnim mokraénim mjehurom antikolinergicnom terapijom;

4. utvrdila povezanost izmedu koncentracija neurotrofina i citokina kod akutne
bolesti s nalazom urodinamike i klinickim mjerama ishoda.

U ovom istrazivanju, analizirat ¢e se koncentracije neurotrofina NGF i BDNF, te
citokina IL-1qa, IL-1RA i IL-6, CCL2, CCL7, CCL8, CCL13, CXCL1, CXCL8 i CXCL10.
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2. Hipoteza i cilj istrazivanja

Cilievi ovog istrazivanja su ustvrditi mogu li se omjeri koncentracija neurotrofina i

citokina i kreatinina u urinu koristiti kao neinvazivni dijagnosticki biljezi i kao biljezi

pracenja uspjesnosti terapije prekomjerno aktivnog mokra¢nog mjehura u djece.

Specifi¢ni ciljevi su:

1.

Imunokemijskom metodom odrediti koncentraciju neurotrofina i citokina
u urinu pacijenata s dijagnosticiranim OAB-om prije pocCetka terapije
antikolinergicima

Imunokemijskom metodom odrediti koncentraciju neurotrofina i citokina
u urinu pacijenata s dijagnosticiranim OAB-om 3 i 6 mjeseci po pocetku
terapije antikolinergicima

Imunokemijskom metodom odrediti koncentraciju neurotrofina i citokina
u urinu kontrolnih ispitanika

Analizirati razliku u omjeru koncentracija neurotrofina i citokina i
kreatinina u urinu izmedu ispitanika s dijagnosticiranim OAB-om prije
pocCetka terapije i kontrolne skupine

Analizirati razliku u omjeru koncentracija neurotrofina i citokina i
kreatinina u urinu izmedu ispitanika s dijagnosticiranim OAB-om prije
pocCetka i nakon uspjeSne terapije antikolinergicima

Utvrditi povezanost omjera koncentracija neurotrofina i citokina i
kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i drugih varijabli znacajnih u
dijagnostici i pracenju uspjesSnosti terapije prekomjerno aktivhog

mokracnog mjehura kod djece

. Utvrditi dijagnosticku toCnost za OAB: specifiCnost, osjetljivost, te

negativne i pozitivne prediktivne vrijednosti omjera koncentracija

neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu

Istrazivanje ima dvije hipoteze:

Omijer koncentracija neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu je statisti¢ki znac¢ajno

viSi u urinu djece s prekomjerno aktivnim mokraénim mjehurom u usporedbi s djecom

bez prekomjerno aktivnog mokracnog mjehura.

Omijer koncentracije neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu je statistiCki znacajno

nizi u urinu djece s prekomjerno aktivnim mokraénim mjehurom nakon uspjeSno
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provedene terapije antikolinergicima u usporedbi s poCetnim koncentracijama tijekom

akutne faze bolesti.
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3. Materijali, ispitanici, metodologija i plan istrazivanja

3.1 Ispitanici s prekomjerno aktivnim mokracnim mjehurom

Prijasnje istrazivanje (50) je prijavilo veliCinu u€inka od male do srednje veliCine
(Cohen’s d) za longitudinalna mjerenja biliega OAB-a tijekom 3 i 6 mjeseci. Na temelju
srednje vrijednosti njihovih veli€ina efekta, moze se oCekivati d=0,48 (srednja veli€ina
efekta) za drugu hipotezu (longitudinalni dio istrazivanja). Za alpha=0,05, beta=0,80,
dvostranu usporedbu i d=0,48 potrebno je 37 ispitanika u slu¢aju normalne distribucije
varijable i 38 ispitanika u slu¢aju nenormalne distribucije varijable.

Analiza stope osipanja u pedijatrijskim istrazivanjima pokazuje kako se ona kre¢e od
20 % za prvu i 32 % za sljedecu kontrolnu to¢ku (79). Uzevsi to u obzir, izabrana je
konzervativna procjena o stopi od 25 % osipa ispitanika te se time kao broj ispitanika
u pocetnoj tocci dobije 48. S N=48, alpha=0,05 i beta=0,8, mozZe se detektirati d> 0,57
za normalnu i > 0,59 za nenormalnu distribuciju sto oznaCava srednju do veliku veli€inu
efekta koji je u skladu s dosadasnjom literaturom. Istrazivanije je za hipotezu 1 ukljucilo
jednak broj kontrolnih ispitanika.

Skupini ispitanika i kontrolnih ispitanika ovog prospektivnog intervencijskog
istrazivanja pripadaju pacijenti Klinike za djecje bolesti Zagreb.

Ispitanici su lije¢eni u ambulanti Odsjeka za nefrologiju Klinike za pedijatriju u periodu
od veljace 2020. do studenog 2021. godine. Ispitanici su bila djeca u dobi od 3 do 17
godina sa simptomima poremecaja pohrane urina: obavezni simptom je hitnost, dok
su dodatni moguci simptomi u€estalo dnevno mokrenje, intermitentna inkontinencija i
nokturija. Hitnost je definirana kao nagli i neocekivani osjet trenutatnog i
nezaustavljivog nagona za mokrenjem koji je nastao nakon postizanja kontrole nad
mokrenjem, tj. odvikavanja od pelena, a koji se primijetio viSe od jednom tjedno kroz
prethodna 3 mjeseca. Isklju€ujudi kriteriji su bili akutna infekcija urotrakta, viSe od tri
potvrdene uroinfekcije u periodu od 3 mjeseca prije regrutacije, bolesti srediSnjeg ili
perifernog ziv€anog sustava, anomalije lumbosakralne regije, infravezikalna
opstrukcija, prethodni operativni zahvati i anomalije donjeg urotrakta ili spolnog
sustava, hiperkalciurija, dijabetes mellitus, dijabetes insipidus, primarna
monosimptomatska enureza, neurogeni mjehur i terapija antikolinergicima u periodu

od 6 mjeseci prije ispitivanja.
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Pocetna procjena ispitanika ukljucivala je uzimanje anamneze, utvrdivanje klinickog
statusa, ispunjavanje 48-satnog dnevnika pijenja i mokrenja, ultrazvuk urotrakta,
mikciometriju s utvrdivanjem rezidualnog volumena urina, kompletan urin i
urinokulturu. Prije po€etka istrazivanja, ispitanici s konstipacijom su tretirani osmotskim
laksativima, bihevioralnim modifikacijama i promjenama prehrane. Svi ispitanici su
zapoceli standardnu uroterapiju koja je ukljucivala informacije o OAB-u i bihevioralne
modifikacije (redovito mokrenje, optimalan polozaj pri mokrenju, primjeren dnevni unos
tekucine koji je ravnomjerno rasporeden i izbjegavanje pica koji poticu mokrenje).

Urodinamika je preporuCena svim pacijentima koji su prije pocCetka terapije
antikolinergicima, a nakon minimalno mjesec dana standardne uroterapije, i dalje imali
hitnost. Urodinamika je provedena prema smjernicama ICCS i pravilima dobre prakse.
Kontrolni pregledi su se provodili 3 i 6 mjeseci po pocetku terapije, a na njima se
odgovor na terapiju procjenjivao prema ICCS klasifikaciji (2). Pacijenti Ciji su se
simptomi smanijili za 100 % su definirani kao kompletan uspjeh, pacijenti s redukcijom
simptoma 50-99 % su definirani kao parcijalni uspjeh, a pacijenti sa smanjenjem

simptoma manjim od 50 % su definirani kao nereagirajuci.

3.2 Kontrolni ispitanici

Skupinu kontrolnih ispitanika Cinili su pacijenti Klinike za pedijatriju Klinike za djecje
bolesti Zagreb. Te ispitanike Cinila su djeca u dobi od 6 do 17 godina s normalnim
obrascem mokrenja i urednim klini¢kim statusom bez simptoma ili potvrdenih bolesti
donjeg urotrakta, bez povijesti infekcije urotrakta, kroni¢ne bolesti ili anomalija
mokracnog ili spolnog sustava. Osim navedenih uvjeta, iskljuCujuci kriterij bili su bolesti
sredidnjeg ili perifernog Ziv€anog sustava, koristenje antikolinergika u prethodnih 6
mjeseci, te funkcionalne bolesti crijeva. Ispitanicima su se uzeli podatci o prisutnosti
nokturije, volumenu tekucine koji prosje¢no unose po danu i o trenutacno koristenoj

terapiji.

3.3 Terapija antikolinergicima

Po postavljanju dijagnoze idiopatskog prekomjerno aktivhog mokracnog mjehura, a na
temelju postoje¢ih smijernica, zapoCela je terapija antikolinergikom. Standardna

uroterapija je nastavljena u svih pacijenata za vrijeme terapije antikolinergicima.
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3.4 Protokol istraZivanja

Pri uklju€enju ispitanika s OAB-om i prije poCetka terapije antikolinergikom, uzeli su se
svi planirani anamnestiCki podatci uporabom standardiziranog formulara te utvrdio
klini¢ki status i ispitali simptomi bolesti. Napravile su se slikovne pretrage (ultrazvuk
urotrakta), funkcijske pretrage (mikciometrija) i urodinamika. Procjena ucinkovitosti
terapije provodila se 3 mjeseca po pocetku terapije i 6 mjeseci po pocCetku terapije. Na
kontrolnim procjenama ispitali su se simptomi bolesti. Laboratorijska analiza urina
provodila se u 3 navrata: prije poCetka terapije, 3 mjeseca po pocetku terapije i 6

mjeseci po pocetku terapije.

3.5 Protokol prikupljanja i obrade uzoraka urina

Uzorci urina ispitanika (tri tocke prikupljanja uzorka) i kontrolnih ispitanika (jedna tocka
prikupljanja uzorka) uzimali su se pri subjektivnom osjeéaju punog mjehura i potrebe
za mokrenjem. U slu€aju provodenja postupka urodinamike, uzorak urina se uzeo
nakon postavljanja katetera prije faze punjenja mokraénog mjehura. Uzorci urina
prikupljali su se na sobnoj temperaturi. Alikvot od 10 ml urina je unutar 30 min od
prikupljanja centrifugiran 10 min na 3000 g pri sobnoj temperaturi. Pet alikvota
supernatanta volumena 1,5 ml zamrznuti su i pohranjeni na -80 °C do analize
koncentracije neurotrofina i citokina. U ostatku uzorka urina ucinjene su preostale
standardne laboratorijske pretrage.

Koncentracije kreatinina, ukupnih proteina, kalcija, natrija, kalija i klorida u urinu
izmjerene su na automatskom analizatoru Olympus AU680 (Beckman Coulter, Brea,
SAD). Kvalitativna analiza urina i sedimenta urina se napravila na automatskom
sustavu IRICELL (Beckman Coulter, Brea, SAD). Urinokultura se odradila na CPSE
podlozi (bioMérieux SA, Francuska). Odredivanje koncentracija BDNF i NGF provela
se ELISA metodom (Merck, Darmstadt, Germany) i Luminex metodom (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) prema uputama proizvodaca.

ELISA je imunokemijska metoda na plocici za kvantitativho odredivanije ciljnih proteina
u bioloskim uzorcima. ELISA testovi koriSteni u ovom istrazivanju su tzv. sendvi¢
testovi u kojima su plocice s 96 jazica oblozene specificnim antitijelom za analit od
interesa. Prema protokolu proizvodaca, za vrijeme inkubacije standarda poznate
koncentracije i uzoraka, ciljni proteini vezao se na mobilizirana antitijela. U jaZice se

nakon ispiranja potom dodalo biotinilirano antitijelo specifi€no za ciljni protein. Nakon
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ispiranja nevezanog biotiniliranog antitijela, dodao se streptavidin konjugiran s
peroksidazom iz hrena. JaZice su se ponovno isprale, a potom se dodala otopina
supstrata tetrametil benzidina Cija se boja zbog djelovanja peroksidaze razvila
proporcionalno koli€ini vezanog ciljnog proteina. Stop otopina promijenila je boju iz
plave u Zutu, a intenzitet boje se izmjerio spektrofotometrijski na valnoj duljini A=450
nm. Koncentracija ciljnog proteina u uzorcima izraCunava se iz standardne krivulje
dobivene iz poznatih koncentracija i apsorbancije dobivene iz koristenih standardnih
otopina.
Detekcijski raspon za odredivanje koncentracije BDNF-a je bio 0,07 - 16 ng/mL, a za
NGF-a 6,86 - 5000 pg/mL. Kontrola kvalitete nije provedena tijekom ispitivanja analita.
Analize su obavljene unutar dvije godine od prikupljanja uzorka. Stabilnost proteina
nije ispitana prije analize. Koncentracije BDNF i NGF analizirane su ELISA metodama
istovremeno iz istog alikvota.
Luminex metoda je imunokemijska metoda koja kombinira ELISA metodu s protoénom
citometrijom. Omogucéava istovremenu kvantitativhu analizu viSe analita u malom
volumenu bioloskog uzorka. U analizi se koriste magnetizirane kuglice koje su obojane
graduiranom mjeSavinom fluorescentnih boja. Varijacije sastojaka mjeSavina
unutarnjeg obojenja kuglica proizvode stotine razliCitih profila fluorescencije koji
omoguéuju pojedinacno ispitivanje i klasificiranje u jednom uzorku. Mikrokuglice
jednog identiteta konjugirane su na povrSini specificnim antitijelom za vezanje
pojedinog proteina od interesa. Prema protokolu proizvodacCa, mjeSavina kuglica
pipetirana je u ploCicu s 96 jazica. Nakon inkubacije standardinih otopina i uzoraka,
jazice su isprane i dodan koktel biotiniliranih antitijela specifiénih za ciljne proteine.
Nakon ispiranja nevezanih biotiniliranih protutijela, u jazice je dodan streptavidin
konjugiran s fikoeritrinom. Nakon jos jednog ispiranja, kompleks mikrokuglica i proteina
od interesa analiziran je prolaskom kroz protoc¢nu komoru opremljenu ekscitacijskim
laserima i elektroni¢kim uredajem za mjerenje intenziteta fluorescencije kompleksa
kuglice i ciljnog proteina. Proteini su se medusobno razlikovali po boji samih kuglica, a
kvantificirani su mjerenjem intenziteta fluorescencije antitijela za otkrivanje
konjugiranog na reportersku boju. Analize su obavljene unutar dvije godine od
prikupljanja uzorka. Koncentracije svih proteina od interesa analizirane su istovremeno
iz istog alikvota.
Detekcijski rasponi za pojedine analite Luminex metodom bili su:

BDNF 1,33 - 5450 pg/mL
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NGF 7,35 - 30100 pg/mL
IL-1a 0,79 - 3250 pg/mL
IL-1RA 160,25 - 164100 pg/mL
IL-6 12,89 - 52800 pg/mL
CCL2 4,22 - 17300 pg/mL
CCL7 3,39 - 13900 pg/mL
CCL8 0,43 - 1750 pg/mL
CCL13 0,85 - 3500 pg/mL
CXCL1 2,22 - 9100 pg/mL
CXCL8 2,54 - 10400 pg/mL
CXCL10 2,08 - 8500 pg/mL

3.6 Statisticka analiza

Kolmogorov-Smirnov testom testirala se hipoteza normalne distribucije kvantitativnih
varijabli. Ukoliko je p vrijednost > 0,05, pretpostavilo se kako podatci imaju normalnu
razdiobu, a ako je p < 0,05, pretpostavilo se kako razdioba nije normalna. Buduci da
nisu sve varijable pokazale normalnu distribuciju, rezultati svih su se prikazale kao
medijan (interkvartilni raspon).

Omijeri koncentracije analita i kreatinina u uzorcima mokrace ispitanika i kontrolnih
ispitanika prikazane su u grafikonu okvira s ru¢icama (engl. box plot). Vrijednosti koje
odstupaju uklonjene su iz grafickog prikaza prema Tukeyu.

U slu€aju nemogucénosti kvantifikacije koncentracija, rezultati su pretvoreni u
kategorijske varijable koje su bile ispod ili iznad limita kvantifikacije pojedinog analita.
Razlike izmedu kategorijskih varijabli su odredene koristeéi Fisherov test u usporedbi
udjela kvantificiranih rezultata izmedu ispitanika i kontrolnih ispitanika, te
McNemarovim testom izmedu ispitanika prije pocCetka terapije i nakon uspjeSne
terapije.

Ukoliko nije bilo statisti¢ki znaCajne razlike u udjelu kvantificiranih analita izmedu
skupine ispitanika s dijagnosticiranim OAB-om prije poCetka terapije i kontrolne
skupine, Mann-Whitney U testom analizirala se razlika u omjerima koncentracija
neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu izmedu tih skupina u svrhu utvrdivanja

neurotrofina i citokina kao dijagnostickih biljega.
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Ukoliko nije bilo statistiCki znacajne razlike u udjelu kvantificiranih analita izmedu
ispitanika prije i nakon uspjeSne terapije antikolinergicima, Wilcoxonov test se
upotrijebio u analizi razlika omjera koncentracija neurotrofina i citokina i kreatinina u
urinu izmedu tih skupina u svrhu utvrdivanja neurotrofina i citokina kao biljega pracenja
terapije.

U slu€aju da je udio rezultata ispod granice kvantifikacije analita bio veci od 30 %
Mann-Whitney U test i Wilcoxonov test nisu se koristili.

Spearmanov korelacijski koeficijent se izraCunao u analizi povezanosti omjera
koncentracija neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma kod djece
s prekomjerno aktivnim mokraénim mjehurom. Statisti¢ki zna¢ajne povezanosti (uz p<
0,05) procijenjene su prema Coltonovom kriteriju, te se p od 0 do 0,25 ili od 0 do -0,25
smatrao kao nepostojanje povezanosti, p od 0,26 do 0,50 ili -0,26 do -0,50 kao slaba
povezanost, p od 0,51 do 0,75 ili -0,51 do -0,75 kao umjerena do dobra povezanost,
te pod 0,76 do 1 ili -0,76 do -1 kao vrlo dobra do izvrsna povezanost.

ROC (engl. receiver operating characteristic) krivulja se analizirala radi utvrdivanja
specifiCnosti, osjetljivosti, negativnih i pozitivnih prediktivnih vrijednosti omjera
koncentracija neurotrofina i citokina i kreatinina u urinu.

Vrijednost alpha < 0,05 je smatrana statisti¢ki znacajna za sve postupke. StatistiCka

analiza se provela programom Medcalc (Belgija, verzija 18.9).

3.7 Eticka nacela

Prilikom uklju€ivanja ispitanika i kontrolnih ispitanika u istrazivanje, roditelji ili skrbnici
djeteta dali su privolu za uklju€ivanje potpisivanjem informiranog pristanka. Ukoliko je
dijete bilo starije od 12 godina i ono je potpisalo pristanak. Identitet ispitanika i
kontrolnih ispitanika bio je zasticen jedinstvenim identifikacijskim brojem u svim
obrascima koji su se koristili tijekom istrazivanja. IstraZivanje je provedeno u skladu s
nacelima Helsinske deklaracije (80). EtiCko povjerenstvo Klinike za dje€je bolesti
Zagreb dalo je pozitivno miSljenje za provedbu istraZivanja na sjednici odrzanoj 13.
svibnja 2015. godine (Ur. broj: 02-26/10-8-15). Povjerenstvo za eti¢nost
eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta je na 3. redovitoj sjednici
odrzanoj online, 7. prosinca 2021. godine donijelo odluku o odobrenju provodenja
istraZivanja (Klasa: 643-02/21-03/01, Ur. broj: 251-62-03-21-52).
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4. Rezultati

Dijagram toka pristupanja ispitanika pregledima po zapocCinjanju terapije
antikolinergikom prikazan je na slici 2.

A 4
’ !
Pocetak terapije Kontrola 1 Kontrola 2
antikolinergikom 3 mjeseca 6 mjeseci
S
N=48 N=35 N=33
N (kompletan uspjeh)=7 N (kompletan uspjeh)=14
N (nereagirajuci ili N (nereagirajudi ili
parcijalni uspjeh)=28 parcijalni uspjeh)=19

Slika 2. Dijagram toka pristupanja ispitanika kontrolnim pregledima.
N, broj

U tablici 2 prikazani su demografski podatci ispitanika, te podatci o pristupanju
kontrolnim pregledima i uspjehu terapije. Podatci su prikazani kao medijan (IQR) za
kontinuirane podatke te apsolutni broj (udio) za kategorijske varijable. Dob je prikazana

kao medijan (raspon).
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Tablica 2. Demografski podatci o ispitanicima i kontrolnim ispitanicima, te podatci o

kontrolnim pregledima

Ispitanici (N=48)

Kontrolni ispitanici

(N=48)

Dob, godine 7(3-17) 13 (6-17)
Zenski spol 43 (0,90) 19 (0,40)
Trajanje simptoma, godine 1(0,6-3) NA
Pristup kontrolnom pregledu

3 mjeseca 35 (0,73) NA

6 mjeseci 33 (0,69)
Uspjeh na kontrolnom pregledu

Nereagirajuci ili parcijalni uspjeh 30 (0,62) NA

Kompletan uspjeh 18 (0,38)
Provedena urodinamika

Ukljucenje 39 (0,81) NA

Kontrolni pregled 3 mjeseca 5(0,14)

Kontrolni pregled 6 mjeseci 6 (0,18)
Lije€enje konstipacije 5(0,10) 0 (0)

N, broj; NA, nije primjenjivo

Udio pacijenata s potpunim uspjehom na kontrolnim procjenama u skladu je s

prethodno objavljenim podatcima o uspjehu antikolinergiCke terapije u lijeCenju djece

s OAB-om (79).

Tablica 3 prikazuje kliniCke simptome i druge varijable znaCajne u dijagnostici i

pra¢enju OAB-a kod djece prije zapocinjanja terapije, te nakon procjene uspjeSnosti

terapije na kontrolnim pregledima. Podatci su prikazani kao medijan (IQR) za

kontinuirane podatke te apsolutni broj (udio) za kategorijske varijable.
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Tablica 3. Klini¢ki simptomi i varijable ispitanika s OAB-om

Kontrolna
onvana Prooenes
Varijable Ukljuéenje (N=48) prOCJgna - potpuni i parcijaini
uspjeh (N=21) :
uspjeh
(N=47)
Dnevnik kontinencije
Maksimalno vrijeme
izmedu mokrenja, sati 3(3-9) 3(3-4) 3(3-4)
Hitnost, N u 2 tjedna 36 (18 - 49) 0(0-0 12 (4 - 33)
Dnevna inkontinencija, N
u 2 tiedna 6(1-22) 0(0-0) 3(0-9)
Nokturija, N u 2 tjedna 0(0-4) 0(0-0) 0(0-0)
Enureza, N u 2 tjedna 0(0-6) 0(0-0) 0(0-2)
48-satni dnevnik pijenja
i mokrenja
Prosjeéni broj mokrenja u 8
danu 10 (7 - 11) 6(5-8) (7 - 10)
Maksimalni volumen 210
mokrenja, mL 200 (134 - 243) 210 (190 - 300) (180 - 270)
Prosjecni volumen 94 (65 - 124) 152 (142 - 182) 113 (92 - 135)
mokrenja, mL
200 (126 - 253) 195 (153 - 233) 230
Noéna diureza, mL (150 - 317)
Dnevni unos tekucine, 1300
mL 1125 (800 - 1500) 1150 (1000 - 1400) (800 - 1500)
Dnevni unos tekucine po 37 (31 - 59) 52 (38 - 61) 29 (18 - 57)
kg, mL
Indeks hiperaktivnosti 40 (19 - 61) 8 (-10-19) 49 (29 - 66)
OABSS 7(5-8) 0(0-1) 5(3-6)
Mikciometrija
Maksimalna brzina
protoka, mL/s 17 (13 - 20) 19 (14 - 23) 18 (11 - 22)
Vrijeme do maksimalne
brzine protoka, s 5(4-9) 5(3-11) 5(4-8)
Ispraznjeni volumen, mL 149 (114 - 217) 200 (115 - 248) 185
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(109 - 258)

Vrijeme protoka, s 17 (12 - 23) 16 (13 - 23) 13 (11 -19)

Vrijeme praznjenja, s 18 (12 - 31) 20 (13- 23) 14 (11 - 19)

ProsjeCna brzina protoka, 9(6-12) 11 (8 - 12) 12 (7 - 16)

mL/s

Rezidualni volumen, mL 0(0-5) 0(0-1) 0(0-7)
0,79

Indeks protoka 0.75(063-1) 0.75 (0,67 -1) (0,62 -1)

Ultrazvuk mokraénog

mjehura

Debljina stijenke 27(2-3) 2,5(2,1-3) 2.4 (2-3)

mjehura, mm

Promijer transverzalnog 22(2-3) 2(1.8-29 2(1.9-3)

rektuma, cm

Urodinamsko

ispitivanje

Broj neinhibiranih

kontrakcija 2(0-5) 3(0-8) 4(0-13)

Volumen punjenja 1.

kontrakcije, mL 80 (48 - 105) 96 (66 - 127) 73 (54 - 92)

Bazalni tlak na detruzoru,

cmH20 13 (10 - 20) 21 (13- 27) 25 (9 - 28)

Maksimalni tlak na

detruzoru, cmH20 24 (14 - 47) 28 (23 - 51) 35 (17 - 58)

Rastezljivost, mL/cmH20 10 (4 - 16) 6(4-7) 6(4-11)

Maksimalni cistometrijski 164

kapacitet mjehura, mL 149 (108 - 194) 201 (170 - 219) (143 - 203)

Maksimalni cistometrijski

kapacitet

mjehura/procijenjeni 60(39 - 72) 109 (99 - 1169) 86 (74 - 105)

kapacitet mokra¢nog
mjehura za dob, %
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4.1 BDNF

Koncentracija BDNF u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 0,07 ng/mL u 150
(91 %) uzoraka analiziranih ELISA metodom, a < 1,33 pg/mL u 121 (74 %) uzorku

analizom Luminex metodom.

Tablica 4 predstavlja pregled omjera kvantificiranih koncentracija BDNF-a i kreatinina

u mokraci u grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za

provjeru normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 4. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija BDNF-a i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
. .. ... Kolmogorov-Smirnov .
Parametar Skupina kvantificiranih g test Medijan (IQR)
rezultata
Ispitanici prije 1(0,02) NA NA
terapije
Ispitanici kontrolna
BDNF/kreatinin, procjena - potpuni 4/21 NA NA
ng/mL/mmol/L uspjeh
ELISA metoda Ispitanici kontrolna
(0,07 - 16 ng/mL*) procjena - 8 (0.17) D=0,2589 0,09
nereagirajudi i ' (p> 0,10) (0,05-0,14)
parcijalni uspjeh
Kontrolni ispitanici 1(0,02) NA NA
Ispitanici prije D=0,4311 0,27
terapije 5(0,10) (p=0,003) (0,22 - 1,87)
Ispltgnlm kontrolng D=0,2994 0.44
pg/mL/mmol/L uspjeh ’ ’ ’
Luminex metoda  |spitanici kontrolna
(1,33 - 5450 procjena - D=0,2766 0,32
/mL*) o 21 (0,45) )
P9 nereagirajuci i (p<0,001) (0,14 - 0,99)
parcijalni uspjeh
e D=0,4112 0,16
Kontrolni ispitanici 11 (0,23) (p<0,001) (0,08 - 0.23)
*detekcijski raspon
NA, nije primjenjivo

StatistiCki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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Grafikon s omjerima koncentracija BDNF-a dobivenih Luminex metodom i kreatinina u

mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 3.

14
1.2 ——
=1
° 1
=
£
3
E 08
N
(=N
£
=
c 06
o
=
o
& 04
o
02
0
Ispitanici prije Ispitanici Ispitanici Kontrolni
terapije kontrolna kontrolna ispitanici
procjena - procjena -
potpuni uspjeh nereagirajudi i
parcijalni
uspjeh

Slika 3. Omjeri koncentracija BDNF-a dobivenih Luminex metodom i kreatinina u

mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije BDNF-a i kreatinina u urinu izmedu ispitanika
prije zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika dobivenih ELISA metodom (p=1,000),
kao niti onih dobivenih Luminex metodom (p=0,111).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
udjela omjera kvantificiranih rezultata BDNF-a i kreatinina izmedu ispitanika prije
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zapocinjanja terapije i nakon uspjeSno provedene terapije antikolinergicima ELISA
metodom (p=0,063), kao niti Luminex metodom (p=0,125).

S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice kvantifikacije (granica kvantifikacije
ELISA metodom 0,07 ng/mL; granica kvantifikacije Luminex metodom 1,33 pg/mL) nije
provedena analiza kvantitativnim statisti¢kim testovima, uklju¢ujué¢i ROC analizu.
Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija BDNF-a i kreatinina u urinu i klinickih simptoma i rezultata
slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokracnim mjehurom prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija BDNF-a i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

BDNF/kreatinin BDNF/kreatinin
ng/mL/mmol/L pg/mL/mmol/L

Varijable (ELISA metoda)  (Luminex metoda)

Dnevnik kontinencije

N=5 N=22
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, p=0,00 p=0,40
sati p=NA p=0,067
N=12 N=31
p=0,17 p=-0,16
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,589 p=0,388
N=12 N=31
p=-0,10 p=0,00
Dnevna inkontinencija, N u 2 tiedna  p=0,754 p=0,999
N=12 N=29
p=0,22 p=0,17
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,491 p=0,383
N=12 N=29
p=-0,13 p=-0,16
Enureza, N u 2 tjedna p=0,685 p=0,414
48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
Prosjecni broj mokrenja u danu N=11 N=27
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p=0,12 p=0,07
p=0,733 p=0,741
N=10 N=27
p=0,45 p=0,20
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,197 p=0,323
N=8 N=20
p=0,67 p=0,08
Prosjec€ni volumen mokrenja, mL p=0,071 p=0,736
N=10 N=27
p=0,47 p=0,31
Nocna diureza, mL p=0,173 p=0,122
N=11 N=27
p=0,49 p=0,21
Dnevni unos tekuc¢ine, mL p=0,123 p=0,285
N=11 N=25
p=-0,23 p=0,40
Dnevni unos tekucine po kg, mL p=0,500 p=0,050
N=8 N=23
p=0,19 p=-0,23
Indeks hiperaktivnosti p=0,651 p=0,297
N=11 N=25
p=0,29 p=-0,07
OABSS p=0,394 p=0,742
Mikciometrija
N=6 N=24
p=0,41 p=-0,25
Maksimalna brzina protoka, mL/s p=0,425 p=0,244
N=4 N=19
Vrijeme do maksimalne brzine p=0,40 p=0,08
protoka, s p=0,600 p=0,756
N=6 N=24
p=0,54 p=-0,14
Ispraznjeni volumen, mL p=0,266 p=0,511
N=4 N=19
p=-0,21 p=0,15
Vrijeme protoka, s p=0,789 p=0,554
N=4 N=19
p=-0,20 p=0,16
Vrijeme praznjenja, s p=0,800 p=0,508
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ProsjeCna brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=19
p=-0,38
p=0,107
N=25
p=-0,22
p=0,301
N=24
p=-0,25
p=0,240

Ultrazvuk mokraénog mjehura

Debljina stijenke mjehura, mm

Promjer transverzalnog rektuma, cm

N=23
p=-0,05
p=0,825
N=18
p=-0,22
p=0,384

Urodinamsko ispitivanje

Broj neinhibiranih kontrakcija

Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL

Bazalni tlak na detruzoru, cmH20

Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20

Rastezljivost, mL/cmH20

Maksimalni cistometrijski kapacitet
mjehura, mL

Maksimalni cistometrijski kapacitet
mjehura/procijenjeni kapacitet
mokraénog mjehura za dob, %




N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; NA, nije primjenjivo; OABSS (engl.
overactive bladder symptom score).

Statisticki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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4.2 NGF

Koncentracija NGF u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 6,86 pg/mL u 158
(96 %) uzoraka analiziranih ELISA metodom, a < 7,35 pg/mL u svih 164 (100 %)

uzoraka analizom Luminex metodom.

Zbog niskog udjela kvantificiranih koncentracija NGF-a, nije bilo mogucée provesti

Kolmogorov-Smirnov test.

Tablica 6. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija NGF-a i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
. PN Kolmogorov- .
Parametar Skupina kvantificiranih . g Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije 1(0,02) NA NA
terapije
Ispitanici kontrolna
procjena - potpuni 1/21 NA NA
NGF/kreatinin, uspjeh
pg/mL/mmol/L oitaricl K I
ELISA metoda Splt?.nICI ontrolna
progena - 4 (0,09) NA NA
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni ispitanici 0 (0,00) NA NA
Ispltarum prie 0 (0,00) NA NA
terapije
Ispitanici kontrolna
o procjena - potpuni 0/21 NA NA
NGF/kreatinin, uspjeh
pg/mL/mmol/L ——
. Ispitanici kontrolna
Luminex metoda rociena -
procjena - - 0 (0,00) NA NA
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni ispitanici 0 (0,00) NA NA

NA, nije primjenjivo.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statistiCki znaCajne razlike u udjelu omjera

kvantificiranih rezultata koncentracije NGF-a i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije

zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika dobivenih ELISA metodom (p=1,000), kao

niti onih dobivenih Luminex metodom (p=1.000).
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McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu
udjela omjera kvantificiranih rezultata BDNF-a i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspjesSno provedene terapije antikolinergicima ELISA
metodom (p=1,000), a za rezultate dobivene Luminex metodom bilo je nemoguce
odrediti razliku (p=NA).

S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice kvantifikacije (granica kvantifikacije
ELISA metodom 6,86 pg/mL ng/mL; granica kvantifikacije Luminex metodom 7,35
pg/mL) nije provedena analiza kvantitativnim statistiCckim testovima, ukljucuju¢i ROC
analizu.

Odredivanje Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti omjera
koncentracija NGF-a odredenih Luminex metodom i kreatinina u urinu i Klini¢kih
simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s
prekomjerno aktivnim mokra¢nim mjehurom nije provedeno.

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija NGF-a odredenih ELISA metodom i kreatinina u urinu i klini¢kih
simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s
prekomjerno aktivnim mokrac¢nim mjehurom prikazani su u Tablici 7. Prikazani su
podatci samo za parove rezultata gdje je bilo moguce odrediti Spearmanov korelacijski

koeficijent.

Tablica 7. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija NGF-a i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

NGF/kreatinin

Varijable pg/mL/mmol/L
Dnevnik kontinencije
N=3
p=0,00
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=1,000
N=6
p=-0,24
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,648
N=6
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,49
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p=0,321

N=5

=-0,16

Nokturija, N u 2 tjedna p=0,792
N=6

p=-0,14

Enureza, N u 2 tjedna p=0,798

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja

Prosje¢ni broj mokrenja u danu p=0,800

Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,667

Dnevni unos tekucine, mL p=0,624

Dnevni unos tekucine po kg, mL p=NA

OABSS p=0,200

Ultrazvuk mokraénog mjehura
Y
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,219

Promjer transverzalnog rektuma, cm p< 0,001

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; NA, nije primjenjivo; OABSS (engl.
overactive bladder symptom score).

Statisticki iznaajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna€ene podebljanim brojevima.
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4.3 IL-1a

Koncentracija IL-1a u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 0,79 pg/mL u 59
(53 %) uzoraka analiziranih Luminex metodom.

Tablica 8 predstavlja pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-1a i kreatinina u
mokraci u grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za
provjeru normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 8. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-1a i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih Kolmogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije 7121 D=0,2859 0,94
terapije (p=0,087) (0,18 - 2,26)
Ispitanici
kontrolna 10/18 D=0,2340 0,63
procjena - potpuni (p> 0,10) (0,24 - 1,02)
uspjeh
IL-1 a/ kreatinin, —
pg/mL/mmol/L LSplttaHIICI
ontrolna
. D=0,301 0,28
prociena - 23(0:50) (p< 0,001) (0,17 - 0,74)
nereagirajuci i
parcijalni uspjeh
e D=0,4227 0,06
Kontrolni ispitanici 13/27 (p< 0,001) (0,05 - 0.22)

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija IL-1 a i kreatinina u mokradi

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 4.
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Slika 4. Omjeri koncentracija IL-1a i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno kako nema statistiCki znacajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije IL-1a i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,382).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
udjelu omjera kvantificiranih rezultata IL-1a i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspjesno provedene terapije (p=1,000).

Bududi da je udio mijerljivih rezultata IL-1a iznosio 47 %, nije provedena analiza

kvantitativnim statistickim testovima, uklju¢uju¢i ROC analizu.
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Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija IL-1a i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata slikovnih
i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim mokracnim

mjehurom prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija IL-1a i kreatinina u urinu
i klinickih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece
s OAB-om

IL-1a/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=28
p=-0,08
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,671
N=38
p=-0,25
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,124
N=38
p=-0,22
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,180
N=35
p=-0,21
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,238
N=35
p=-0,03
Enureza, N u 2 tjedna p=0,881

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=33
p=0,21
Prosjecni broj mokrenja u danu p=0,245
N=31
p=0,11
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,556
N=23
p=-0,32
Prosjecni volumen mokrenja, mL p=0,143
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Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=31
p=-0,13
p=0,474

N=34
p=-0,14
p=0,416
N=34
=-0,06
p=0,752

N=40
p=0,01
p=0,978
N=29
p=-0,12
p=0,542

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

Vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje¢na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=26
p=-0,02
p=0,925

N=23
p=0,02
p=0,927

N=27
p=-0,06
p=0,781
N=23
p=0,20
p=0,353

N=23
p=0,12
p=0,603

N=23
p=-0,15
p=0,492
N=28
p=0,31
p=0,113
N=25
p=0,01
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p=0,961

Ultrazvuk mokraé¢nog mjehura

Debljina stijenke mjehura, mm

Promjer transverzalnog rektuma, cm

N=30
p=0,05
p=0,813
N=26
p=0,12
p=0,557

Urodinamsko ispitivanje

Broj neinhibiranih kontrakcija

Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL

Bazalni tlak na detruzoru, cmH20

Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20

Rastezljivost, mL/cmH20

Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura, mL

Maksimalni cistometrijski kapacitet
mjehura/procijenjeni kapacitet mokra¢nog mjehura za
dob, %

N=6
p=-0,03
p=0,957

N=4
p=-0,40
p=0,600

N=6
p=-0,35
p=0,499
N=6
p=-0,29
p=0,957
N=5
p=0,60
p=0,285
N=5
p=-0,60
p=0,285
N=5
p=-0,10
p=0,873

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; NA, nije primjenjivo ; OABSS (engl.

overactive bladder symptom score).

StatistiCki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna¢ene podebljanim brojevima.
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4.4 1L-1 RA

Koncentracija IL-1 RA u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila kvantificirana

(odnosno u mjernom rasponu 160,25 - 164100 pg/mL) u 162 (99 %) uzorka analiziranih

Luminex metodom.

Tablica 10 predstavlja pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-1 RA i kreatinina

u mokrac¢i u grupama ispitanika, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 10. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-1 RA i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih Kolmogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
o a 803
:ngair.‘e'c' prije 47 (0,98) ?‘_%10%61(; (382,77 -
Py =L, 1983,68)
Ispitanici
3 394,83
rociena -popuni 2421 peboony (22528
IL-1 RA/ kreatinin, | ’ 1177,92)
pjeh
pg/mL/mmol/L —
Luminex metoda LSplttanIICI 464.83
ontrolna 3 :
procjena - 47 (1,00) D=0,3842 (247,10 -
. (p< 0,001)
nereagirajuci i 1099,58)
parcijalni uspjeh
e D=0,349 193
Kontrolni ispitanici 47 (0,98) (p< 0,001) (101,43 - 399,56)

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Grafikon okvira s ru€icama s mjerima koncentracija IL-1 RA i kreatinina u mokradi

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 5.
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Slika 5. Omijeri koncentracija IL-1 RA i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih
ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije IL-1 RA i kreatinina u urinu izmedu ispitanika
prije zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=1,000).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
udjela omjera kvantificiranih rezultata IL-1 RA i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspje$no provedene terapije (p=1,000).

Mann-Whitney U testom analizirala se razlika u omjerina koncentracija IL-1 RA i
kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije zapoc€injanja terapije i kontrolnih ispitanika.
Testom je utvrdeno postojanje statistiCki znaCajne razlike izmedu tih dviju skupina (p<
0,001).

Wilcoxonov test se upotrijebio u analizi razlika omjera koncentracija IL-1 RA i kreatinina

u urinu izmedu ispitanika prije zapocCinjanja terapije i nakon uspjeSne terapije
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antikolinergicima. Testom je utvrdeno kako nije bilo razlike izmedu testiranih skupina
(p=0,765).

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija IL-1 RA i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata
slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokracnim mjehurom prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija IL-1 RA i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

IL-1 RA/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=78
p=-0,02
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,872
N=111
p=0,12
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,210
N=111
p=0,10
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,293
N=108
p=0,04
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,651
N=109
p=0,13
Enureza, N u 2 tjedna p=0,164

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=100
p=0,09
Prosjeéni broj mokrenja u danu p=0,370
N=49
p=0,07
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,624

Prosjecni volumen mokrenja, mL N=100
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Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

0=0,09
p=0,370

N=95
p=0,24
p=0,018

N=98
p=0,07
p=0,500

N=91
p=-0,20
p=0,055

N=67
p=0,05
p=0,703
N=96
p=0,18
p=0,076

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

Vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje¢na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

N=89
p=-0,03
p=0,795
N=70
p=0,27
p=0,025

N=86
p=0,21
p=0,048

N=70
p=0,33
p=0,006

N=70
p=0,27
p=0,026

N=70
p=-0,02
p=0,864
N=83
p=-0,08
p=0,490
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N=88

p=-0,13
Indeks protoka p=0,232
Ultrazvuk mokraénog mjehura
N=81
p=0,11
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,326
N=68
p=0,11
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,391
Urodinamsko ispitivanje
N=49
p=-0,06
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,682
N=30
p=0,17
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,374
N=48
p=0,02
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,872
N=49
p=0,07
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,624
N=48
p=0,23
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,110
N=48
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura, p=0,12
mL p=0,436
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=48
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,06
mjehura za dob, % p=0,667

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder
symptom score).

Statisticki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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Tablica 12 prikazuje rezultate analize ROC krivulje radi utvrdivanja specifi¢nosti,

osjetljivosti, negativnih i pozitivnih prediktivnih vrijednosti omjera koncentracije IL-1 RA

i kreatinina u urinu.

Tablica 12. Analiza ROC krivulje (ispitanici prije terapije vs. kontrolni ispitanici)

IL-1 RA/kreatinin pg/mL/mmol/L

Ispitanici N=47
Kontrolni ispitanici N=47
Granica > 367,11
Osijetljivost (%) 78,72 %
Specifiénost (%) 74,47 %
Pozitivha prediktivha vrijednost (%) 25,50 %
Negativna prediktivna vrijednost (%) 96,90 %
Youdenov indeks 0,5319
Povrsina ispod krivulje 0,819

p vrijednost p< 0,001
N, broj

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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4.5 IL-6

Koncentracija IL-6 u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 12,89 pg/mL u 107
(96 %) uzoraka analiziranih Luminex metodom.

Tablica 13 predstavlja pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-6 i kreatinina u
mokraci u grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za

provjeru normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 13. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija IL-6 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih  o/mogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije 0/21 NA NA
terapije
Ispitanici
kontrolna . 2/18 NA NA
procjena - potpuni
o uspjeh

IL-6/ kreatinin, —

pg/mL/mmol/L Ispitanici
kontrolna
procjena - 1 (0,02) NA NA
nereagirajuci i
parcijalni uspjeh
Kontrolni 2127 NA NA
ispitanici

NA, nije primjenjivo

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije IL-6 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,497).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata IL-6 i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspje$no provedene terapije (p=0,500).

S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice kvantifikacije (granica kvantifikacije
Luminex metodom 12,89 pg/mL), nije provedena analiza kvantitativnim statistiCkim

testovima, ukljuujuéi ROC analizu.
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Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija IL-6 i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata slikovnih i
funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim mokraénim
mjehurom prikazani su u Tablici 14. Prikazani su podatci samo za parove rezultata

gdje je bilo moguce odrediti Spearmanov korelacijski koeficijent.

Tablica 14. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija IL-6 i kreatinina u urinu
i klinickih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece
s OAB-om

Varijable IL-6/kreatinin pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije

N=3
p=0,00
Hitnost, N u 2 tjedna p=NA
N=3
p=0,00
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=NA
N=3
p=0,00
Nokturija, N u 2 tjedna p=NA
N=3
p=0,87
Enureza, N u 2 tjedna p=0,333
Ultrazvuk mokraénog mjehura
N=3
p=0,50
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,667

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; NA, nije primjenjivo.

StatistiCki iznac¢ajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna¢ene podebljanim brojevima.
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4.6 CCL2

Koncentracija CCL2 u mokradi ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila kvantificirana

(odnosno u mjernom rasponu 4,22 - 17300 pg/mL) u 164 (100 %) uzorka analiziranih

Luminex metodom.

Tablica 15 predstavlja pregled omjera koncentracija CCL2 i kreatinina u mokraéi u

grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 15. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CCL2 i kreatinina u mokradi

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih Kolmogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,2714 28,49
terapije 48 (1,00) (p< 0,001) (15,50 - 47,95)
Ispitanici
kontrolna 2121 D=0,4176 42,71
procjena - potpuni (p< 0,001) (29,82 - 47,06)
_ uspjeh
CCL2/ kreatinin, ——
pg/mL/mmol/L LSp"f[anl'C'
ontrolna
: D=0,1156 46,39
procjena - 47(1,00) (p>0,10) (29,36 - 70,37)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,3712 19,08
ispitanici 48 (1,00) (p< 0,001) (20,77 - 25,70)

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CCL2 i kreatinina u mokradi

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 6.
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Slika 6. Omijeri koncentracija CCL2 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Mann-Whitney U testom analizirala se razlika u omjerima koncentracija CCL2 i
kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije zapoc€injanja terapije i kontrolnih ispitanika.
Testom je potvrdeno postojanje statistiCki znaCajne razlike izmedu tih dviju skupina
(p=0,011).

Wilcoxonov test se upotrijebio u analizi razlika omjera koncentracija CCL2 i kreatinina
u urinu izmedu ispitanika prije zapocinjanja terapije i nakon uspjeSne terapije
antikolinergicima. Testom je utvrdeno da nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu
skupina (p=0,079).

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CCL2 i kreatinina u urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih
i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim mokracnim

mjehurom prikazani su u Tablici 16.
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Tablica 16. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CCL i kreatinina u urinu
i klinickih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece
s OAB-om

CCL2/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=79
p=-0,09
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,420
N=112
p=-0,22
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,022

N=113
p=-0,07
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,453

N=109
p=-0,13
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,192
N=110
p=0,00
Enureza, N u 2 tjedna p=0,976

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=101
p=0,09
Prosjecni broj mokrenja u danu p=0,392
N=99
p=0,01
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,943
N=71
p=-0,10
Prosje€ni volumen mokrenja, mL p=0,432
N=96
p=0,05
Noéna diureza, mL p=0,606
N=99
Dnevni unos tekuéine, mL p=-0,04
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Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

p=0,668

N=92
p=0,14
p=0,190
N=68
p=-0,07
p=0,593
N=97
p=-0,09
p=0,364

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje¢na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=90
p=0,14
p=0,204

N=70
p=-0,18
p=0,144

N=87
p=-0,10
p=0,371

N=70
p=-0,20
p=0,106
N=70
p=-0,20
p=0,095
N=70
p=0,18
p=0,140

N=84
p=0,07
p=0,541
N=89
p=0,17
p=0,121

Ultrazvuk mokraénog mjehura

Debljina stijenke mjehura, mm

N=81
p=-0,05
p=0,645
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N=68

=-0,25
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,041
Urodinamsko ispitivanje
N=50
p=0,25
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,077
N=30
p=0,09
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,656
N=49
p=0,10
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,503
N=50
p=0,25
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,084
N=49
p=-0,15
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,298
N=49
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=-0,04
mL p=0,808
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=49
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,34
mjehura za dob, % p=0,017

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder
symptom score).

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
Tablica 17 prikazuje rezultate analize ROC krivulje radi utvrdivanja specifi¢nosti,

osjetljivosti, negativnih i pozitivnih prediktivnih vrijednosti omjera koncentracije CCL2 i

kreatinina u urinu.
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Tablica 17. Analiza ROC krivulje (ispitanici prije terapije vs. kontrolni ispitanici)

CCL2/kreatinin pg/mL/mmol/L

Ispitanici N=48
Kontrolni ispitanici N=48
Granica > 26,15
Osijetljivost (%) 54,17 %
Specifiénost (%) 77,08 %
Pozitivha prediktivha vrijednost (%) 20,80 %
Negativna prediktivna vrijednost (%) 93,80 %
Youdenov indeks 0,3125
Povrsina ispod krivulje 0,651

p vrijednost 0,0074
N, broj

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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4.7 CCL7

Koncentracija CCL7 u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 3.39 pg/ml u
81 (49 %) uzorku analiziranom Luminex metodom.

Tablica 18 predstavlja pregled omjera koncentracija CCL7 i kreatinina u mokraéi u
grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 18. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CCL7 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih  o/mogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,3353 1,76
terapije 18 (0,38) (p< 0,001) (0,98 - 3,44)
Ispitanici
kontrolna 12/21 D=0,3537 3,79
procjena - potpuni (p< 0,001) (1,18 - 7,58)
. uspjeh
CCL7/ kreatinin, —
pg/mL/mmol/L LSp"f[anl'C'
ontrolna
: D=0,2813 1,89
progjena - - 34 (0.72) (p< 0,001) (1,06 - 4,69)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,4129 1,16
ispitanici 19 (0,40) (p< 0,001) (0,66 - 1,87)

Statisticki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CCL7 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 7.
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Slika 7. Omijeri koncentracija CCL7 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih
ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statistiCki znaCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CCL7 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=1,000).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CCL7 i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspje$no provedene terapije (p=1,000).

Bududi da je udio mijerljivih rezultata IL-1a iznosio 51 %, nije provedena analiza

kvantitativnim statistickim testovima, uklju¢uju¢i ROC analizu.
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Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CCL7 i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata slikovnih
i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim mokracnim

mjehurom prikazani su u Tablici 19.

Tablica 19. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CCL7 i kreatinina u
urinu i klini€kih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CCL7/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=44
p=-0,09
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,581
N=61
p=-0,21
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,108
N=61
p=-0,01
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,919
N=58
p=-0,11
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,397
N=59
p=0,17
Enureza, N u 2 tjedna p=0,212

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=54
p=0,07
Prosjecni broj mokrenja u danu p=0,657
N=53
p=0,30
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,030
N=33
p=0,00
Prosje€ni volumen mokrenja, mL p=0,998
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Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=51
p=0,31
p=0,025

N=55
p=0,29
p=0,035

N=52
p=0,25
p=0,071

N=33
p=0,04
p=0,848
N=51
p=-0,13
p=0,357

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

Vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje¢na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=44
p=0,12
p=0,459

N=37
p=-0,02
p=0,919

N=44
p=0,01
p=0,928

N=37
p=0,04
p=0,823

N=37
p=0,05
p=0,760

N=37
p=-0,09
p=0,617
N=44
p=-0,21
p=0,178
N=44
p=0,15
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p=0,348

Ultrazvuk mokraé¢nog mjehura

N=47
p=0,12
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,433
N=39
p=-0,10
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,548
Urodinamsko ispitivanje
N=16
p=0,40
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,128
N=11
p=0,30
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,370
N=16
p=-0,13
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,623
N=16
p=0,23
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,392
N=15
p=-0,34
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,216
N=15
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=0,35
mL p=0,196
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=15
mjehura/procijenjeni kapacitet mokra¢nog p=0,57
mjehura za dob, % p=0,026

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder
symptom score).

StatistiCki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna¢ene podebljanim brojevima.
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4.8 CCL8

Koncentracija CCL8 u mokraci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 0,43 pg/mL u 59
(36 %) uzoraka analiziranih Luminex metodom.

Tablica 20 predstavlja pregled omjera koncentracija CCL8 i kreatinina u mokraéi u
grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 20. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CCL8 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih  o/mogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,2553 0,13
terapije 29 (0,60) (p< 0,001) (0,20 -0,19)
Ispitanici
kontrolna 12/21 D=0,2473 0,12
procjena - potpuni (p=0,041) (0,10 - 0,22)
. uspjeh
CCLS8/ kreatinin, —_—
pg/mL/mmol/L LSp"f[anl'C'
ontrolna
: D=0,2399 (p< 0,115
procjena - 26(0.59) 0,001) (0,07 - 0,23)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,1886 0,08
ispitanici 38 (0.79) (p=0,002) (0,04 -0,11)

Statisti¢ki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CCL8 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 8.
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Slika 8. Omijeri koncentracija CCL8 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statistiCki znaCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CCL8 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,074).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CCL8 i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspje$no provedene terapije (p=0,267).

S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice kvantifikacije (granica detekcije
Luminex metodom 0,43 pg/mL) nije provedena analiza kvantitativnim statistiCkim

testovima, uklju€ujué¢i ROC analizu.
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Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CCL8 i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata slikovnih
i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim mokracnim

mjehurom prikazani su u Tablici 21.

Tablica 21. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CCL8 i kreatinina u
urinu i klini€kih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CCL8/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=45
p=0,28
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,059
N=63
p=-0,01
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,926
N=64
p=0,17
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,190
N=62
p=0,05
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,707
N=62
p=-0,03
Enureza, N u 2 tjedna p=0,836

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=57
p=0,04
Prosjecni broj mokrenja u danu p=0,797
N=55
p=-0,06
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,686
N=45
p=-0,03
Prosje€ni volumen mokrenja, mL p=0,871

58



Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=55
p=0,11
p=0,430

N=57
p=-0,12
p=0,374

N=54
p=0,21
p=0,133

N=44
p=-0,19
p=0,218
N=54
p=0,24
p=0,076

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje¢na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=51
p=-0,11
p=0,431

N=41
p=0,13
p=0,431

N=48
p=-0,10
p=0,507
N=41
p=0,09
p=0,579

N=41
p=0,07
p=0,647
N=41
p=-0,06
p=0,701
N=44
p=0,03
p=0,826
N=50
p=-0,21
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p=0,140

Ultrazvuk mokraé¢nog mjehura

N=46
p=-0,24
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,112
N=42
p=-0,13
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,406
Urodinamsko ispitivanje
N=31
p=0,27
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,149
N=19
p=-0,28
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,249
N=30
p=0,04
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,838
N=31
p=0,15
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,432
N=31
p=-0,16
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,397
N=31
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=-0,30
mL p=0,105
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=31
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,10
mjehura za dob, % p=0,607

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder

symptom score).

StatistiCki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna¢ene podebljanim brojevima.
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4.9 CCL13

Koncentracija CCL13 u mokradéi ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila kvantificirana
(odnosno u mjernom rasponu 0,85 - 3500 pg/mL) u 141 (86 %) uzorku analiziranih
Luminex metodom.

Tablica 22 predstavlja pregled omjera koncentracija CCL13 i kreatinina u mokraci u
grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 22. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CCL13 i kreatinina u mokradi

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih Kolmogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,2829 0,61
terapije 37(0,77) (p< 0,001) (0,29 - 1,03)
Ispitanici
kontrolna 18/21 D=0,2483 1,79
procjena - potpuni (p=0,005) (0,63 - 4,10)
_uspjeh
CCL13/ kreatinin, ——
pg/mL/mmol/L LSp"f[anl'C'
ontrolna
: D=0,1491 1,80
procjena - 43(0.81) (p=0,017) (0,99 - 3,76)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,3356 0,32
ispitanici 43 (0,90) (p< 0,001) (0,21 - 0,59)

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CCL13 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 9.
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Slika 9. Omjeri koncentracija CCL13 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CCL13 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,170).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CCL13 i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspjesno provedene terapije (p=0,508).

Mann-Whitney U testom analizirala se razlika u omjerima koncentracija CCL13 i

kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije zapoc€injanja terapije i kontrolnih ispitanika.
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Testom je utvrdeno postojanje statistiCki znaCajne razlike izmedu tih dviju skupina
(p=0,014).

Wilcoxonov test se upotrijebio u analizi razlika omjera koncentracija CCL13 i kreatinina
u urinu izmedu ispitanika prije zapocCinjanja terapije i nakon uspjeSne terapije
antikolinergicima. Testom je potvrdeno da ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
tih skupina (p=0,272).

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CCL13 i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata
slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokracnim mjehurom prikazani su u Tablici 23.

Tablica 23. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CCL13 i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CCL13/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=64
p=0,07
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,566
N=94
p=-0,37
Hitnost, N u 2 tjedna p< 0,001
N=95
p=-0,10
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,351
N=91
p=-0,08
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,466
N=92
p=-0,07
Enureza, N u 2 tjedna p=0,539

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=83
p=-0,05
Prosjeéni broj mokrenja u danu p=0,680
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Maksimalni volumen mokrenja, mL

Prosjecni volumen mokrenja, mL

Noéna diureza, mL

Dnevni unos tekucéine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=81
p=0,24
p=0,030
N=60
p=0,12
p=0,373

N=79
p=0,25
p=0,026

N=84
p=0,14
p=0,205

N=78
p=0,34
p=0,002

N=57
p=-0,17
p=0,210
N=79
=-0,22
p=0,048

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje€na brzina protoka, mL/s

N=74
p=0,21
p=0,076

N=59
p=-0,32
p=0,015

N=71
p=-0,08
p=0,537
N=59
p=-0,27
p=0,041
N=59
p=-0,29
p=0,026
N=59
p=0,17

64



p=0,213

N=68
p=-0,08
Rezidualni volumen, mL p=0,509
N=73
p=0,21
Indeks protoka p=0,079
Ultrazvuk mokraénog mjehura
N=68
p=-0,08
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,499
N=59
p=-0,26
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,048
Urodinamsko ispitivanje
N=39
p=0,15
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,371
N=23
p=0,42
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,048
N=38
p=-0,05
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,764
N=39
p=0,19
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,254
N=39
p=-0,00
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,986
N=39
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=0,11
mL p=0,524
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=39
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,26
mjehura za dob, % p=0,104

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder

symptom score).
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Statisti¢ki izna€ajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Tablica 24. prikazuje rezultate analize ROC krivulje radi utvrdivanja specifiCnosti,

osjetljivosti, negativnih i pozitivnih prediktivnih vrijednosti omjera koncentracija CCL13

i kreatinina u urinu.

Tablica 24. Analiza ROC krivulje (ispitanici prije terapije vs. kontrolni ispitanici)

CCL13/kreatinin pg/mL/mmol/L

Ispitanici N=37
Kontrolni ispitanici N=43
Granica > 0,39
Osijetljivost (%) 67,57 %
Specifinost (%) 67,44 %
Pozitivna prediktivha vrijednost (%) 18,70 %
Negativna prediktivna vrijednost (%) 94,90 %
Youdenov indeks 0,3501
Povrsina ispod krivulje 0,66

p vrijednost p=0,011
N, broj

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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4.10 CXCL1

Koncentracija CXCL1 u mokradéi ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 2.22 pg/mL u

114 (70 %) uzoraka analiziranih Luminex metodom.

Tablica 25 predstavlja pregled omjera koncentracija CXCL1 i kreatinina u mokraci u

grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 25. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CXCL1 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih  oImogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,3634 0,39
terapije 20 (0,42) (p< 0,001) (0,21 - 0,77)
Ispitanici
kontrolna . 421 NA NA
procjena - potpuni
__ uspjeh
CXCL1/ kreatinin, —
pg/mL/mmol/L :(splttanllm
ontrolna
. D=0,1404
proc;enla-_ 10 (0,21) (p> 0,10) NA
nereagirajuci i
parcijalni uspjeh
e D=0,2371 0,23
Kontrolni ispitanici 16 (0,33) (p=0,017) (0,15 - 0.31)
NA, nije primjenjivo.

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CXCL1 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 10.
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Slika 10. Omjeri koncentracija CXCL1 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih
ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CXCL1 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,527).

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CXCL1 i kreatinina izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i nakon uspje$no provedene terapije (p=0,219).

S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice detekcije (granica detekcije Luminex
metodom 2,22 pg/mL) nije provedena analiza kvantitativnim statistiCckim testovima,
uklju€ujuc¢i ROC analizu.

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti

omjera koncentracija CXCL1 i kreatinina u urinu i klinickih simptoma i rezultata
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slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokrac¢nim mjehurom prikazani su u Tablici 26.

Tablica 26. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CXCLL1 i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CXCL1/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=24
p=0,45
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,027
N=33
=-0,41
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,018
N=33
p=0,08
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,653
N=31
p=-0,02
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,897
N=31
p=-0,03
Enureza, N u 2 tjedna p=0,860

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=31
p=-0,28
Prosjeéni broj mokrenja u danu p=0,133
N=31
p=0,25
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,167
N=24
p=0,55
Prosjeéni volumen mokrenja, mL p=0,006
N=31
p=0,42
Nocna diureza, mL p=0,019
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Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=31
p=-0,04
p=0,835

N=30
p=0,12
p=0,522

N=27
p=-0,26
p=0,194

N=29
p=-0,16
p=0,396

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

Vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosjeéna brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

Indeks protoka

N=30
p=0,11
p=0,560

N=21
p=-0,14
p=0,541

N=28
p=-0,12
p=0,550

N=21
p=0,04
p=0,849

N=21
p=0,06
p=0,806

N=21
p=0,08
p=0,748

N=28
p=0,09
p=0,658
N=29
p=0,13
p=0,499

Ultrazvuk mokraénog mjehura
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N=24

p=-0,16
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,450
N=22
p=-0,39
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,077
Urodinamsko ispitivanje
N=20
p=0,40
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,078
N=10
p=-0,03
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,934
N=20
p=0,18
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,460
N=20
p=0,27
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,257
N=20
p=-0,26
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,278
N=20
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=-0,26
mL p=0,261
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=20
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,07
mjehura za dob, % p=0,774

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder

symptom score).

Statisticki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su nazna¢ene podebljanim brojevima.
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4.11 CXCL8

Koncentracija CXCL8 u mokradci ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila < 2.54 pg/mL u

u 53 (32 %) uzoraka analiziranih Luminex metodom.

Tablica 27 predstavlja pregled omjera koncentracija CXCL8 i kreatinina u mokraci u

grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 27. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CXCL8 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih  o/mogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata
Ispitanici prije D=0,2006 3,14
terapije 22 (0,46) (p=0,022) (1,09 - 5,89)
Ispitanici
kontrolna 16/21 D=0,2965 3,87
procjena - potpuni (p< 0,001) (3,05 -11,95)
__ uspjeh
CXCLS8/ kreatinin, —
pg/mL/mmol/L LSp"f[anl'C'
ontrolna
: D=0,2787 3,68
procjena - 43(0.9) (p< 0,001) (1,99 - 7,76)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,4394 0,57
ispitanici 30(0,63) (p< 0,001) (0,33 - 1,49)

Statisticki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.

Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CXCLS8 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 11.
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Slika 11. Omjeri koncentracija CXCL8 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da nema statisticki znacCajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CXCL8 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije
zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,151).

McNemarovim testom utvrdeno je kako postoji statisticki znaCajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CXCL8 i kreatinina izmedu ispitanika prije

zapocinjanja terapije i nakon uspjesno provedene terapije (p=0,022).
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S obzirom na visoki udio rezultata ispod granice detekcije (granica detekcije Luminex
metodom 2,54 pg/mL) nije provedena analiza kvantitativnim statistickim testovima,
uklju€ujuc¢i ROC analizu.

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CXCL8 i kreatinina u urinu i klinickih simptoma i rezultata
slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokra¢nim mjehurom prikazani su u Tablici 28.

Tablica 28. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CXCL8 i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CXCL8/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=54
p=0,03
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,833
N=77
p=-0,10
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,413
N=78
p=-0,18
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,122
N=74
p=-0,22
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,055
N=75
p=0,01
Enureza, N u 2 tjedna p=0,957

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=69
p=-0,03
Prosjeéni broj mokrenja u danu p=0,818
N=67
p=0,15
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,218
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Prosjecni volumen mokrenja, mL

Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekucine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

N=52
p=0,09
p=0,524

N=67
p=0,33
p=0,007

N=69
p=0,13
p=0,272

N=65
p=-0,04
p=0,736

N=51
p=0,02
p=0,901
N=65
p=-0,17
p=0,179

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

Vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosje€na brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

N=57
p=0,29
p=0,029

N=43
=-0,34
p=0,025

N=54
0=0,03
p=0,825

N=43
p=-0,29
p=0,055
N=43
p=-0,34
p=0,026
N=43
p=0,32
p=0,039
N=55
p=0,02
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p=0,909

N=56
p=0,27
Indeks protoka p=0,047
Ultrazvuk mokraénog mjehura
N=56
p=0,04
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,796
N=46
p=-0,02
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,912
Urodinamsko ispitivanje
N=26
p=0,27
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,191
N=15
p=0,06
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,830
N=25
p=0,15
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,475
N=26
p=0,07
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,731
N=25
p=-0,03
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,887
N=25
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=0,29
mL p=0,165
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=25
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,28
mjehura za dob, % p=0,172

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder
symptom score).

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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4.12 CXCL10

Koncentracija CXCL10 u mokradi ispitanika i kontrolnih ispitanika je bila kvantificirana
(odnosno u mjernom rasponu 2,08 - 8500 pg/mL) u 143 (87 %) uzorka analiziranih
Luminex metodom.

Tablica 29 predstavlja pregled omjera koncentracija CXCL10 i kreatinina u mokraci u
grupama ispitanika prema metodi, rezultate Kolmogorov-Smirnov testa za provjeru

normalnosti distribucije kvantificiranih rezultata i prikaz rezultata.

Tablica 29. Pregled omjera kvantificiranih koncentracija CXCL10 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika

Udio
Parametar Skupina kvantificiranih Kolmogorov- Medijan (IQR)
Smirnov test
rezultata

Ispitanici prije D=0,2382 1,26
terapije 34(0,71) (p< 0,001) (0,68 - 2,93)
Ispitanici
kontrolna 19/21 D=0,2419 1,83
procjena - potpuni (p=0,005) (1,01 -4,73)

CXCL10/ uspjeh

kreatinin, |Spitanici

/mL/mmol/L

" k?:érglnn; - 45 (0,98) D=0,2526 1,99
procjena - ! (p< 0,001) (1,27 - 3,10)
nereagirajudi i
parcijalni uspjeh
Kontrolni D=0,3522 0,71
ispitanici 45(0,94) (p< 0,001) (0,41 - 2,14)

Statisti¢ki iznacajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
Grafikon okvira s ru€icama s omjerima koncentracija CXCL10 i kreatinina u mokraci

ispitanika i kontrolnih ispitanika prikazan je na slici 12.
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Slika 12. Omjer koncentracija CXCL10 i kreatinina u mokraci ispitanika i kontrolnih

ispitanika.

Fisherovim testom je utvrdeno da postoji statistiCki znacajne razlike u udjelu omjera
kvantificiranih rezultata koncentracije CXCL10 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika
prije zapocinjanja terapije i kontrolnih ispitanika (p=0,006). Radi navedenog, analiza
Mann-Whitney U testom i analiza ROC krivulje nisu provedene.

McNemarovim testom utvrdeno je kako ne postoji statistiCki znacajna razlika izmedu
omjera udjela kvantificiranih rezultata CXCL10 i kreatinina izmedu ispitanika prije

zapocinjanja terapije i nakon uspjesno provedene terapije (p=0,070).
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Wilcoxonov test se upotrijebio u analizi razlika koncentracija u omjerima koncentracija
CXCL10 i kreatinina u urinu izmedu ispitanika prije zapoc€injanja terapije i nakon
uspjesSne terapije antikolinergicima. Testom je utvrdeno postojanje statistiCki znacajne
razlike izmedu skupina (p=0,028).

Rezultati odredivanja Spearmanovog korelacijskog koeficijenta u analizi povezanosti
omjera koncentracija CXCL10 i kreatinina u urinu i klini¢kih simptoma i rezultata
slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod djece s prekomjerno aktivnim

mokra¢nim mjehurom prikazani su u Tablici 30.

Tablica 30. Rezultati analize povezanosti omjera koncentracija CXCL10 i kreatinina u
urinu i kliniCkih simptoma i rezultata slikovnih i funkcijskih testova, te urodinamike kod

djece s OAB-om

CXCL10/kreatinin
Varijable pg/mL/mmol/L

Dnevnik kontinencije
N=64
p=0,09
Maksimalno vrijeme izmedu mokrenja, sati p=0,482
N=94
p=-0,26
Hitnost, N u 2 tjedna p=0,011
N=95
p=-0,04
Dnevna inkontinencija, N u 2 tjedna p=0,693
N=91
p=-0,02
Nokturija, N u 2 tjedna p=0,845
N=92
p=-0,05
Enureza, N u 2 tjedna p=0,639

48-satni dnevnik pijenja i mokrenja
N=84
p=-0,00
Prosje¢ni broj mokrenja u danu p=0,969
N=83
Maksimalni volumen mokrenja, mL p=0,09
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Prosjecni volumen mokrenja, mL

Noc¢na diureza, mL

Dnevni unos tekuéine, mL

Dnevni unos tekucine po kg, mL

Indeks hiperaktivnosti

OABSS

p=0,397

N=60
p=0,05
p=0,725

N=81
p=0,06
p=0,626

N=84
p=0,01
p=0,913

N=78
p=0,17
p=0,143

N=60
p=-0,23
p=0,081
N=80
p=-0,13
p=0,256

Mikciometrija

Maksimalna brzina protoka, mL/s

Vrijeme do maksimalne brzine protoka, s

Ispraznjeni volumen, mL

vrijeme protoka, s

Vrijeme praznjenja, s

Prosjeéna brzina protoka, mL/s

Rezidualni volumen, mL

N=73
p=-0,06
p=0,628
N=56
p=0,02
p=0,903

N=70
p=-0,14
p=0,266
N=56
p=-0,10
p=0,451
N=56
p=-0,13
p=0,351

N=56
p=-0,05
p=0,715

N=67
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p=-0,02

p=0,851
N=72
p=0,02
Indeks protoka p=0,892
Ultrazvuk mokraénog mjehura
N=68
p=-0,06
Debljina stijenke mjehura, mm p=0,620
N=57
=-0,33
Promjer transverzalnog rektuma, cm p=0,012
Urodinamsko ispitivanje
N=38
p=0,23
Broj neinhibiranih kontrakcija p=0,159
N=21
p=0,02
Volumen punjenja 1. kontrakcije, mL p=0,924
N=37
p=0,39
Bazalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,017
N=38
p=0,34
Maksimalni tlak na detruzoru, cmH20 p=0,038
N=37
p=-0,15
Rastezljivost, mL/cmH20 p=0,366
N=37
Maksimalni cistometrijski kapacitet mjehura,  p=-0,18
mL p=0,289
Maksimalni cistometrijski kapacitet N=37
mjehura/procijenjeni kapacitet mokraénog p=0,13
mjehura za dob, % p=0,454

N, broj; p, Spearmanov koeficijent korelacije; OABSS (engl. overactive bladder

symptom score).

Statisticki iznaCajne p vrijednosti (p< 0,05) su naznacene podebljanim brojevima.
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5. Rasprava

Hitnost, neodgodivi poriv za mokrenjem, nuzan je simptom za uspostavljanje dijagnoze
OAB-a, no podlozna je subjektivnoj interpretaciji ispitanika (81). Roditeljima je najteze
prijaviti prisustvo hitnosti, za razliku od objektivnih tegoba poput bijega mokrace,
nokturije ili uCestalog mokrenja. LijeCnici stoga Cesto ne mogu samo na temelju
anamneze i 48-satnog dnevnika pijenja i mokrenja (koji je temelj dijagnostike
funkcionalnih poremecéaja mokraénog mjehura), pouzdano i objektivho procijeniti
prisustvo i opseg hitnosti. Prema Medunarodnom drustvu za djecju kontinenciju,
dijagnoza prekomjerno aktivnog mokracnog mjehura se postavlja u djeteta i
adolescenta koji ima simptome hitnosti minimalno jedanput tiedno u zadnja tri mjeseca,
s ili bez inkontinencije, u€estalog mokrenja ili nokturije, u izostanku infekcije mokraénih
putova (7). Radi bolje objektivizacije tegoba, lijeCnici i uroterapeuti redovito
upotrebljavaju standardizirane i validirane skale, poput OABSS upitnika, ili
matemati¢ke indekse poput Ol (10, 11).

lako neka istrazivanja istiCu kako urodinamska ispitivanja imaju nisku osjetljivost i kako
se kod nekih pacijenata uoCavaju nepredvidivi obrasci, druga istraZzivanja u
pedijatrijskoj populaciji su pokazala kako ona mogu predvidjeti kad ¢e standardne
mjere uroterapije biti nedovoljne te da je nuzno uvodenije terapije antikolinergicima (82
- 84). Prema trenutacnim smjernicama, urodinamsko ispitivanje nije nuzno za
postavljanje dijagnoze i uvodenje farmakoterapije u pacijenata s OAB-om te smjernice
Europskog drustva za pedijatrijsku urologiju (ESPU, engl. European Society for
Paediatric Urology) preporucuju urodinamska ispitivanja ispitanicima koji nisu reagirali
na terapiju antikolinergicima (20). Pronalazak objektivhog, neinvazivnog biljega za
dijagnozu i pra¢enje uspjesnosti terapije OAB-a bio bi od velikog znacaja, posebice za
dje€ju populaciju (85).

U ovom istraZivanju, analizirane su razlike u omjeru koncentracija dvanaest analita i
kreatinina u urinu ispitanika prije zapocCinjanja terapije antikolinergikom i kontrolnih
ispitanika, te razlike izmedu ispitanika prije zapocinjanja i nakon provedene terapije
antikolinergicima s potvrdenim klini¢kim uspjehom. Za osam analita (BDNF, NGF, IL-
1a, IL-6, CCL7, CCL8, CXCL1 i CXCL8), izmjerene koncentracije bile su ispod
detekcijskog raspona u = 70 % analiziranih uzoraka, stoga ovo istrazivanje ne
podrzava njihovo rutinsko koristenje u smislu dijagnostickih biljega ili billega pracenja

uspjesnosti terapije kod djece s OAB-om.
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5.1 DijagnostiCki biljezi

Kao potencijalni dijagnosticki biljezi OAB-a u ovom se istrazivanju istiCu tri citokina -
IL-1RA, CCL2i CCL13.

IL-1RA analit je koji je bio kvantificiran u 99 % uzoraka analiziranih Luminex metodom.
Rezultat Mann-Whitney U testa je pokazao kako je omjer koncentracija IL-1RA i
kreatinina u urinu ispitanika s OAB-om prije poCetka terapije statistiCki znac¢ajno visa u
odnosu na one u urinu kontrolnih ispitanika (803 (382,77 - 1983,68) pg/mL/mmol/L vs.
193 (101,43 - 399,56) pg/mL/mmol/L, p< 0,001).

ROC analiza definirala je optimalnu grani¢nu vrijednost za dijagnozu OAB-a kao IL-
1RA/kreatinin > 367,11 pg/mL/mmol/L kreatinina, uz osjetljivost 78,72 % i specifi¢nost
74,47 %, Sto doprinosi potencijalu ovog analita kao dijagnostiCkog biomarkera. Treba
naglasiti i izvrsnu sposobnost isklju€ivanja bolesti (NPV=96,9 %), prema kojoj bi samo
3,1 % pacijenata imalo OAB unato¢ negativhom rezultatu.

CCL2 je bilo moguce kvantificirati u 100 % uzoraka analiziranih Luminex metodom.
Rezultat Mann-Whitney U testa je pokazao kako je omjer koncentracija urinarnog
CCL2 i kreatinina u urinu ispitanika s OAB-om prije poCetka terapije statisticki znacajno
vi§a u odnosu na onu u urinu kontrolnih ispitanika (28,49 (15,50 - 47,95) pg/mL/mmol/L
vs. 19,08 (10,77 - 25,70) pg/mL/mmol/L, p=0,011).

ROC analiza definirala je optimalnu grani¢nu vrijednost za dijagnozu OAB-a kao
CCL2/kreatinin > 26,15 pg/mL/mmol/L, uz osjetljivost 54,17 % i specificnost 77,08 %
te NPV=93,8 %. CCL2 stoga moze imati vrijednost za iskljuCivanje bolesti, ali niza
osjetljivost sugerira da bi mogao biti korisniji u kombinaciji s drugim markerima nego
kao samostalni dijagnosticki biljeg.

CCL13 analit je koji je bio kvantificiran u 86 % uzoraka analiziranih Luminex metodom.
Rezultat Mann-Whitney U testa je pokazao kako je omjer koncentracija urinarnog
CCL13 i kreatinina u urinu ispitanika s OAB-om prije poCetka terapije statisticki
znacajno viSa u odnosu na one u urinu kontrolnih ispitanika (0,61 (0,29 - 1,03)
pg/mL/mmol/L vs. 0,32 (0,21 - 0,59) pg/mL/mmol/L, p=0,014).

ROC analiza definirala je optimalnu grani¢nu vrijednost za dijagnozu OAB-a kao
CCL13/kreatinin > 0,39 pg/mL/mmol/L, uz osjetljivost 67,57 % i specificnost 67,44 %.
Uravnotezene osjetljivost i specificnost te izvrsna negativna prediktivha vrijednost
(NPV=94,90 %), Sto sugerira da bi mogao biti koristan za isklju€ivanje bolesti, posebice

uz druge markere.
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Kao sto je prethodno navedeno, malen je broj istrazivanja koja su ispitivala potencijalnu
ulogu citokina u dijagnostici OAB-a, a sva su provedena medu odraslom populacijom.
Rezultati ovog rada vec¢inom su u skladu s objavljenima, uz odredene razlike.

U slu€aju CCL2, rezultati se slazu s onima Farhana i sur. u kojem su takoder prijavljene
viSi omjeri tog analita i kreatinina u urinu u ispitanika s OAB-om u odnosu na zdrave
kontrole (76). Slicno su objavili i drugi istrazivacki timovi, $to poveéava vjerojatnost
povezanosti CCL2 i OAB-a, nevezano uz metodu, Cak i kad nije provedena
normalizacija kreatininom (77, 86, 87).

CCL13 je ispitan u istrazivanju Ghoniema i sur. koristeci proteomiku na Cipu, a rezultati
su u skladu s rezultatima ovog istrazivanja (77).

Nasuprot tome, rezultati za IL-1RA su bili varijabilniji. Dok je u ovom istrazivanju
primijeCeno znacajno povecanje IL-1RA kod pacijenata s OAB-om, vecina drugih
studija nije prijavila razliku, a Tyagi i sur. su 2010. Cak otkrili nize koncentracije kod
pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike (77, 78, 86, 87). Treba naglasiti kako se
nije u svim istrazivanjima provela normalizacija koncentracija analita po kreatininu u
urinu, $to sugerira da bi normalizacija mogla biti bitna za otkrivanje suptilnih promjena
u markerima (77, 78, 86). Ovi rezultati stoga mogu odrazavati fizioloSke razlike koje
bi inaCe bile prikrivene promjenjivom koncentracijom urina. Normalizacija koncentracija
analita u urinu prema koncentraciji kreatinina u urinu pomaze u sprjeCavanju lazno
poviSenih ili lazno sniZenih vrijednosti, u ovisnosti o ukoncentriranosti mokrace.
Jedan od Cimbenika koji doprinosi varijabilnosti izmedu studija jest izbor testa, koji
moze uvelike utjecati na kvantifikaciju biomarkera. lako su i ELISA i Luminex i
proteomika na Cipu sve imunokemijske metode, razlikuju se u nekoliko aspekata,
ukljuCujuci osjetljivost, specificnost, raspon detekcije i kinetiku vezanja antitijela i
antigena.

Luminex testovi, poput onog koriStenog u ovom istrazivanju, koriste multipleks
tehnologiju temeljenu na kuglicama, S§to omogucuje istovremeno mjerenje
koncentracija viSe analita u jednom uzorku. lako je ovaj pristup ucinkovit i prikladan za
detekciju citokina, osjetljivost metode moZze varirati izmedu analita, kao i proizvodaca.
ELISA je, s druge strane, metoda koja nudi visoke analitiCke osjetljivosti i specifiCnosti
za pojedinacne biomarkere, ali nema sposobnost Luminexa za visoku propusnost.
Nadalje, proteomika temeljena na Cipu (kao $to su Koristili Ghoniem i sur.) Cesto se

oslanja na polukvantitativhu detekciju viSestrukih proteina, $to mozda nije izravno
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usporedivo s Luminexom ili ELISA-om zbog razlika u gustoéi antitijela, dostupnosti
epitopa i pragovima detekcije (77).

Ove metodoloske razlike mogu dovesti do kvantitativnih odstupanja, posebno kada se
procjenjuju proteini niskih koncentracija poput citokina. Na primjer, analit koji se €ini
nepromijenjen koristenjem jedne platforme mozZe pokazati znacajne varijacije na
drugoj, ne zbog bioloskih razlika, ve¢ zbog granica detekcije specifiCnih za analizu ili
razlika u kalibraciji. Primjerice, u usporedbi dviju Luminex platformi Khan i sur. su
pokazali kako Cak i kad analiti pokazuju slicne obrasce u usporedbama razli€itih
proizvodaca, njihove apsolutne koncentracije mogu biti razlicite (88). Stoga se svaka
usporedba koncentracija biomarkera izmedu studija mora tumaciti oprezno, osobito
kada se koriste razliCite imunokemijske metode.

Osim tehniCke varijabilnosti, nacin statistiCcke obrade i izvjeStavanja o njoj takoder su
izvor razlika izmedu istrazivanja. U ovom je istraZivanju testirana normalnost
distribucije podataka, u skupinama gdje distribucija nije bila normalna podatci su
prikazani kao medijan (interkvartilni raspon), a shodno tome su Koristeni
neparametrijski statistiCki testovi. Ovaj pristup to¢nije odraZzava srediSnju tendenciju i
disperziju iskrivljenih podataka. Nasuprot tome, u vecini ovih €lanaka podatci su
prikazani kao srednja vrijednost * srednja vrijednost standardne pogreske (SEM, engl.
standard error mean) ili kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD), unatoC
tome Sto nisu testirane niti prijavljene normalnosti distribucije podataka (76, 77, 86,
87). To moze podcijeniti varijabilnost i pogreSno predstaviti stvarni raspon podataka,
osobito kada su vrijednosti iskrivljene ili sadrze odstupanja. Nadalje, koriStenje SEM
umjesto SD moze stvoriti pogreSan dojam preciznosti, osobito u malim uzorcima. Ove
razlike u rukovanju podatcima mogu pridonijeti opisanim nedosljednostima medu
studijama, €ak i kada bioloSki trendovi u pozadini mogu biti sli¢ni.

Jedno vazno metodolosko pitanje javlja se u istraZivanju Jianga i sur. koje prikazuje
koncentracije biomarkera kao srednju vrijednost + SD, ¢ak i kad su srednje vrijednosti
za odredene analite ispod granice detekcije (LOD, engl. limit of detection) koju je
odredio proizvoda¢ (86). lako su autori naveli kako ti analiti nisu dalje statisticki
obradivani, javlja se pitanje koji je udio nemijerljivih rezultata bio prisutan za druge
analite. Ovaj pristup izaziva zabrinutost u pogledu interpretabilnosti i pouzdanosti
podataka, buduci da se vrijednosti ispod LOD-a po definiciji ne mogu kvantificirati s
prihvatljivom to¢noS¢u. Prikaz takvih rezultata kao broj¢anih vrijednosti umjesto <LOD

ne samo da unosi nesigurnost, vec¢ takoder riskira napuhavanje prividne preciznosti
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rezultata, posebno kada se standardna odstupanja izraCunavaju na procjenama s
velikom varijabilnoScu.

U takvim bi sluCajevima bilo prikladnije ili iskljuciti vrijednosti ispod LOD-a iz
deskriptivne statistike ili koristiti tehnike rukovanja cenzuriranim podacima, kao Sto je
izvjeScivanje o postotku uzoraka ispod LOD-a i pravilan prikaz podataka. Autori bi
trebali izvijestiti o udjelu nemijerljivih vrijednosti, razjasniti svoje postupanje s tim
mjerenjima i razmotriti kako bi ona mogla utjecati na promatrane trendove. Ukoliko se
to ne provede pravilno, moze doci do pogresnih zakljuCaka, posebno kad se
usporeduju skupine s znacajnim udjelom biljega koji nisu mijerljivi. Ovo je osobito vazno
u istrazivanju biomarkera, gdje zakljuci mogu ovisiti o suptilnim razlikama u
koncentracijama analita medu skupinama.

Usporedbe s objavljenim studijama naglasavaju vaznost tehnicke i statisticke strogosti
u istrazivanjima urinarnih biokemijskih billega. Normalizacija koncentracija analita
kreatininom u urinu i odgovarajuca prikaz podataka i izbor statistiCkih testova kriticni
su za to€nu interpretaciju, posebno kada se radi o citokinima koji su prisutni u niskim
koncentracijama ili su skloni interindividualnim varijabilnostima.

Ovo istrazivanje sugerira kako bi IL-1RA mogao imati znacajniju ulogu u patofiziologiji
bolesti nego sto se dosad priznavalo i naglasavaju potrebu za standardiziranim
metodama u istrazivanju biomarkera.

Uoceno povisenje CCL2, CCL13 i IL-1RA u bolesnika s OAB-om ukazuje na aktivnu
ulogu imunoloskog signaliziranja i upale u patofiziologiji ovog stanja. Dok se OAB
tradicionalno smatra funkcionalnim poremeéajem mokracnog mjehura kojeg
karakterizira hitnost, u€estalost i inkontinencija, sve vise dokaza podupire uklju¢enost
kroni¢ne nebakterijske upale, osobito u urotelu i suburotelnom prostoru.

CCL2 je kemokin poznat po svojoj ulozi u regrutiranju monocita, memorijskih T stanica
i dendriti¢nih stanica na mjesta ozljede tkiva ili upale (64). Njegova pojacana regulacija
u pacijenata s OAB-om moze odrazavati kontinuirano regrutiranje mononuklearnih
stanica u stijenku mokraénog mjehura, potencijalno pridonoseéi neuroimunim
interakcijama koje senzibiliziraju aferentne Zivce i pogorSavaju simptome hitnosti.
Dodatno, CCL2 je uklju€en u regulaciju funkcije urotelne barijere koja moze biti vazna
u patofiziologiji OAB-a (89) .

Signalizacija CCL2 putem C-C kemokin receptor tipa 2 (CCR2, engl. C-C chemokine
receptor 2) igra aktivnu, funkcionalnu ulogu u modulaciji senzornih putova mokraénog

mjehura tijekom disfunkcije mokracnog mjehura izazvane upalom. Eksperimentalno
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istraZivanje na S&takorima pokazalo je kako Ilokalna upala (cistitis izazvan
ciklofosfamidom) dovodi do poja¢ane regulacije CCR2 u urotelu i neuronima dorzalnog
korijenskog ganglija povezanih s mjehurom, kako povecana aktivhost CCL2 doprinosi
povecanoj ucCestalosti mokrenja i povecanoj somatskoj osjetljivosti, a kako se
antagonistima CCR2 simptomi ublazavaju (smanjena hitnost, pove¢an kapacitet
mokracnog mjehura) (90).

Ovi nalazi sugeriraju da CCL2 nije samo marker upale, vec i aktivni medijator senzorne
hiperekscitabilnosti u aferentnom dijelu refleksa mokrenja. Ovo podupire hipotezu da
poviseni urinarni CCL2 u bolesnika s OAB odrazava viSe od samo pasivne imunolo$ke
aktivacije — moze ukazivati na funkcionalno relevantnu neuroimunu interakciju koja
pokrece hitnost i pretjeranu aktivhost mokracnog mjehura.

lako se CCL13 rjede prou€ava u kontekstu disfunkcije mokracnog mjehura, takoder
igra ulogu u regrutiranju monocita, eozinofila i limfocita kroz njegovu interakciju s
viSestrukim kemokinskim receptorima, ukljuuju¢i CCR2 i C-C kemokin receptor tipa
5 (CCR5, engl. C-C chemokine receptor 5). Povisenje CCL13 moZe predstavljati Siru
imunolo$ku aktivaciju koja uklju€uje ne samo monocite, vec¢ i eozinofilne odgovore ili
odgovore tipa Th2, koji su povezani s odredenim upalnim stanjima mjehura (91, 92). S
druge strane, monociti sudjeluju u cijeljenju tkiva, odstranjivanju patogena i mrtvih
stanica i pokretanju steCenog imuniteta. Medutim, regrutirani monociti takoder mogu
pridonijeti patogenezi infekcije i kroni¢ne upalne bolesti (93).

U ovom istrazivanju, porast i CCL2 i CCL13 u urinu pacijenata s OAB-om moze
odrazavati tu istu aktivaciju signalnih putova posredovanih kemokinom u mokraénom
mjehuru. CCL13, koji se takoder veze na CCR2 [kao i C-C kemokin receptor tipa 3
(CCR3, engl. C-C chemokine receptor 3) i CCR5], mozZe djelovati sinergisticki ili
redundantno s CCL2, potencijalno pojacavajuci regrutaciju imunoloskih stanica i
pridonoseci senzibilizaciji aferentnog Zivca.

Zajedno, ovi nalazi podrzavaju koncept neuroupalne komponente u OAB, gdje
kemokini kao $to su CCL2 i CCL13 moduliraju ekscitabilnost senzornih Zivaca,
potencijalno kroz njihove interakcije s urotelnim stanicama mokracnog mjehura,
lokalnim imunoloSkim stanicama i senzornim neuronima Kkoji inerviraju mokracni
mjehur. Stoga, povisSeni urinarni CCL2 i CCL13 u bolesnika s OAB-om ne mogu sluziti
samo kao biomarkeri upale, ve¢ i kao neizravni pokazatelji patoloSkog aferentnog
signaliziranja, pridonoseci simptomima kao $to su hitnost, u€estalost i nelagoda u

zdjelici. Ova otkrica jaCaju obrazloZenje za ciljanje putova kemokina kao Sto je
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CCL2/CCR2 u buduéim terapijskim pristupima usmjerenim na modulaciju senzornog
unosa u OAB.

IL-1RA se izluCuje u brojnim upalnim bolestima, a ravnoteza izmedu koncentracije
proupalnog citokina IL-1 i njegovog protuupalnog receptorskog antagonista IL-1RA
moze biti klju€na u razvoju bolesti. Pretpostavlja se kako IL-1RA doprinosi ograniCenju
teZine bolesti, no kako moze biti nedovoljan za zaustavljanje snazne akutne upale (94).
Njegov porast u bolesnika s OAB-om mogao bi predstavljati kompenzacijski odgovor
na tekucu upalu, s ciliem ublazavanja oStecenja tkiva i kontrole upalne kaskade.
Povecane razine IL-1RA mogu sugerirati prisutnost imunoloskih homeostatskih
mehanizama koji pokusavaju uravnoteziti upalnu signalizaciju potaknutu citokinima
obitelji IL-1, za koje se zna da sudjeluju u ozljedi urotela i senzibilizaciji aferentnog
Zivca.

Istodobni porast CCL2, CCL13 i IL-1RA podupire hipotezu da je u patofiziologiji OAB
ukljuena slozena interakcija proupalnih i protuupalnih imunoloskih mehanizama. Ovi
rezultati su u skladu s kroni¢nim, neinfektivnim upalnim stanjem, koje moze pridonijeti
i strukturnim i senzornim promjenama u mjehuru. To naglasava potencijalnu korisnost
urinarnih upalnih markera u daljnjem razumijevanju patofiziologije OAB te bi moglo
poduprijeti buduc¢e napore prema dijagnostici ili stratifikaciji lije¢enja vodenoj
biomarkerima.

Identificirane slabe statistiCki znacajne povezanosti izmedu omjera koncentracija
IL1RA, CCL2 i CCL13 i kreatinina u urinu i razli€itih klinickih i funkcionalnih parametara
korisne su za bolje razumijevanje patofiziologije OAB-a kod djece. lako same po sebi
nisu dovoljne za postavljanje dijagnoze na temelju ovih biomarkera, ove povezanosti
imaju vazne implikacije. Slaba, ali statistiCki znaCajna povezanost izmedu omjera
koncentracija CCL13 i kliniCkih parametara, poput u€estalosti hitnosti i no¢ne diureze,
te povezanost CCL2 s cistometrijskim kapacitetom, podrzavaju njihovu koristnost u
dijagnostici OAB-a. Pozitivne i negativhe povezanosti izmedu biomarkera i mjera
kapaciteta mokraénog mjehura, mikcijskih parametara te simptoma ukazuju na to da
upalni procesi mogu biti povezani s funkcionalnim promjenama u donjem urinarnom
traktu kod djece s OAB-om. To podupire hipotezu da imunoloski mehanizmi igraju

ulogu u nastanku i razvoju simptoma OAB-a.
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5.2 Biljezi pracenja uspjesSnosti terapije

Kao bilieg pracenja uspjeSnosti terapije OAB-a pokazao se CXCL10 koji je bio
kvantificiran u 87 % uzoraka analiziranih Luminex metodom. Wilcoxonov test je
pokazao statistiCki znaCajno nizu razinu omjera koncentracija CXCL10 i kreatinina u
urinu ispitanika prije zapoc€injanja terapije nego nakon uspjeSne terapije
antikolinergicima (1,26 (0,68 - 2,93) pg/mL/mmol/L vs. 1,83 (1,01 - 4,73)
pg/mL/mmol/L, p=0,028).

PoviSenje omjera koncentracija CXCL10 i kreatinina u mokraci kod pacijenata nakon
uspjeSne terapije za OAB, u usporedbi s razinama izmjerenim prije lijecenja
neocekivan je, ali zanimljiv rezultat ovog istrazivanja. Na prvi pogled, ovo se moze Ciniti
kontraintuitivnim, buduci da je CXCL10 kemokin koji se obi¢no povezuje s upalnim
procesima i inducira ga interferon-y tijekom imunoloske aktivacije (74). Medutim, ovo
opazanje moze ukazati na slozeniju ulogu CXCL10 u rjeSavanju i regulaciji upale
mjehura. Prvo, vazno je uzeti u obzir da CXCL10, iako se obi¢no povezuje s upalom,
takoder moze sudjelovati u imunoloskoj rezoluciji i oporavku tkiva. Nakon suzbijanja
oCite upale i simptomatskog olak$anja terapijom, mokracni mjehur moze uci u fazu
imunoloSke modulacije, u kojoj odredeni kemokini ostaju poviseni ili im se izluCivanje
povecava za vrijeme procesa popravka tkiva iliimunoloskog nadzora. CXCL10 privladi
T stanice pozitivne na kemokinski receptor CXC motiva 3 (CXCR3, engl. C-X-C motif
chemokine receptor 3) i NK stanice, koje mogu pridonijeti ne samo uklanjanju patogena
vec i sprijeCavanju povratka infekcije (95). Povecanje CXCL10 nakon terapije moglo bi
odrazavati kompenzacijski ili regulatorni imunoloski odgovor. Moduliranje jedne
komponente imunoloSkog sustava - poput antikolinergicke terapije ili bihevioralnih
intervencija - mozZe pomaknuti ravnotezu ekspresije citokina dok tijelo ponovno
prilagodava imunoloski status. U tom kontekstu, CXCL10 moze djelovati kao
homeostatski signal, ukljuen u prijelaz iz proupalnog u regulirano ili protuupalno
stanje. Ova opazanja sugeriraju kako povecani CXCL10 nakon terapije ne odrazava
nuzno trajnu upalu, ve¢ umjesto toga mozZe predstavljati prolazan, fizioloSki odgovor
povezan s imunoloSskom regulacijom i oporavkom tkiva. Potrebne su daljnje
longitudinalne studije s produljenim pra¢enjem kako bi se razjasnilo je li ovo povecanje
trajno i je li u korelaciji s dugoro€nim terapijskim ishodima.
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Rezultati analize povezanosti koji sugeriraju da viSe razine CXCL10 u urinu mogu biti
povezane s manje epizoda hitnosti i smanjenom distenzijom rektuma potencijalno
odrazavaju poboljSanje funkcije mjehura i crijeva. To je u skladu s uoenim porastom
omjerom koncentracije CXCL10 i kreatinina u urinu nakon uspjeSne terapije, $to
implicira da CXCL10 ne mora biti samo marker upale, ve¢ takoder moze odrazavati

pomak u imunoloSkom statusu ili prilagodbi tkiva nakon lijeCenja.

Wilcoxonovim testom nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u rezultatima izmedu
uzoraka ispitanika prije i po uspjesSno provedenoj terapiji antikolinergicima za IL1RA
(p=0,765), CCL2 (p=0,079) niti CCL13 (p=0,272), stoga se ne podrzava njihovo
koriStenje kao biljega uspjesnosti pracenja terapije.

U objasnjavanju nepostojanja statisticki znacCajne razlike u koncentracijama ovih
analita prije i nakon uspjesnog lijeCenja antikolinergikom svakako treba u obzir uzeti
kratak period pracenja ispitanika (3 odnosno 6 mjeseci). Moze se pretpostaviti kako je
period od 6 mjeseci prekratak za potpuno smirenje kroni¢ne upale stijenke mokracnog
mjehura, za koju pretpostavljamo da je prisutna obzirom na poviSene proupalne
citokine, a $to je hipoteza i ranijih istrazivanjima (57). Buduce studije bi trebale pratiti
koncentracije tih analita kod pacijenata koji su ostali u potpunoj remisiji nakon godinu
dana od uvodenja terapije i/ili godinu dana od postizanja potpune remisije. Takoder,
kliniCki bi vjerojatno trebalo razmotriti primjenu kontinuirane antibakterijske profilakse
kao terapijske opcije u smislu protuupalnog ucinka. Provjeru ove hipoteze moguce je

provesti jedino putem odgovarajuéi dizajnirane kliniCke studije.

5.3 Nemjerljivi analiti

U ovom istrazivanju nije pronadena statistiCki znaCajna razlika izmedu omijera
koncentracija BDNF-a i NGF-a i kreatinina u urinu ispitanika prije zapoc€injanja terapije
antikolinergikom i kontrolnih ispitanika, kao niti ispitanika prije zapoc€injanja i nakon
uspjedno provedene terapije antikolinergicima. Stovi$e, izmjerene koncentracije ovih
analita su bile ispod detekcijskog raspona u 91 % i 74 % uzoraka za BDNF te 96 % i
100 % za NGF, ovisno koja analiticka metoda je upotrebljena (ELISA ili Luminex).

Ti rezultati nisu u skladu s ve¢inom dosad provedenih istrazivanja (4, 31, 39, 44-53,
96, 97). Medutim, iako su viSestruka istraZzivanja pokazala kako pacijenti s OAB imaju

znacajno vise koncentracije BDNF i NGF u urinu, nekoliko skorasnjih istrazivanja
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objavljenih u periodu 2017. - 2020. je pokazalo oprec¢ne rezultate. S jedne strane, neke
nisu pronasle statistiCki znacajne razlike u omjerima koncentracija urinarnog NGF i
kreatinina izmedu skupine pacijenata s OAB i kontrolne skupine (96, 98). Druga
istrazivanja su pokazala nemjerljivo niske koncentracije NGF u urinu koristeci razne
komercijalno dostupne ELISA testove (54, 99, 100). Ovakve razlike u rezultatima
ukazale su na vaznost koristenja razliCitih metoda kako bi se utvrdili optimalni postupci
za detekciju biokemijskih billega u urinu. Metaanaliza o istrazivanju koriStenja
koncentracije urinarnog NGF-a kao biokemijskog billega prekomjerno aktivnog
detruzora iz 2019. navodi kako on jest potencijalni neinvazivni biljeg, no istiCe kako su
potrebna dodatna kliniCka istrazivanja kako bi se ta pretpostavka potvrdila (55).
Postoji nekoliko Cimbenika koji se moraju uzeti u obzir za pravilnu interpretaciju
navedenih rezultata. Jedan od najvaznijih je ograni€ena osjetljivost trenutano
komercijalno dostupnih ELISA testova za odredivanje koncentracija BDNF-a i NGF-a.
U svom pismu uredniku u vezi metaanalize o korisnosti urinarnog NGF-a kao
biomarkera OAB-a, Gamper i Viereck naglasavaju kako su mnoga istraZivanja koristila
ELISA testove tvrtke Promega (Promega, Madison, SAD) za koje se naknadno
pokazalo kako kvantificiraju komponente urina koje nisu NGF (odnosno daju lazno
pozitivhe rezultate) te su stoga povuceni s trzista (101). U svom pismu su se takoder
referirali i na dva prethodno spomenuta istrazivanja u kojima su koncentracije NGF-a
u urinu bile ispod granice osjetljivosti metode (99, 100).

Buduéi da koristeni Luminex i ELISA testovi za NGF imaju sli¢ne detekcijske raspone,
ne iznenaduje Sto su poludili slicne rezultate. Kako je kvantifikacijski limit za
koncentraciju BDNF-a nizi, postojala je mogucnost kvantifikacije proteina u veéem
broju uzoraka. Medutim, u ovom istraZivanju samo 43 (26 %) uzorka su imala
koncentraciju viSu od analitiCke osjetljivosti metode stoga je jasno kako niti Luminex
testovi nisu dovoljno osjetljivi za mjerenje BDNF-a kao urinarnog biokemijskog biljega
OAB-a u djece.

U posljednjih nekoliko desetljeca, istrazivanju uloge neurotrofina u patofiziologiju,
dijagnosticiranju i pracenju terapije OAB-a posveéeno je mnogo vremena i truda,
medutim oni joS nisu ukljueni u algoritme dijagnoze niti pra¢enja terapije OAB-a.
Jedna od moguénosti kako to postiéi je razviti imunokemijske testove s nizim limitom
detekcije koji ¢e biti primjereniji za koriStenje za analizu proteina u uzorcima urina.

Primjer takve metode je prethodno spomenuta metoda koju su koristili Ghoniem et al.
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koji su razvili protokol prema kojem se prije analize urina proteini iz alikvota uzorka
precipitiraju i potom otope u puferu nakon ¢ega im se odreduje koncentracija analizom
na specificnim membranama imunokemiluminiscentnom metodom (77). Druga
mogucnost je koriStenje osjetljivije metode poput tandem masene spektrometrije.
Medutim, buduci da je krajnji cilj odredivanja novih biljega da se mogu jednostavno i
povoljno odrediti, metode koje su skupe i zahtjevne za koriStenje nisu od interesa.
Uzevsi u obzir lazno pozitivne rezultate u nekim studijama, kao i istrazivanja u kojima
se, poput u ovom radu, neurotrofini nisu mogli kvantificirati, postoji moguénost kako
neurotrofini zapravo nisu pouzdani biliezi OAB-a. Stoga, znanstvena bi se zajednica
trebala okrenuti ka istrazivanju novih ciljnih proteina, poput citokina i kemokina.

U ovom istraZivanju, viSe citokina nije bilo moguée kvantificirati u znacajnom udjelu
uzoraka s pomocu Luminex metode, unato€ poznatoj ulozi u upalnim procesima.
Koncentracije IL-1a, IL-6, CCL7, CCL8, CXCL1 i CXCL8 bile su ispod granice
kvantifikacije metode u > 70 % uzoraka (kvantifikacija uspjeSna u 47 % za IL-1a, 4 %
za IL-6, 51 % za CCL7, 64 % za CCL8, 30 % za CXCL1 i 68 % za CXCLS8). Stoga
rezultati ovog istrazivanja ne podrzavaju koriStenje navedenih analita kao pouzdanih
dijagnostickih bilijega niti biliega pracenja terapije kod djece s OAB-om.

Navedeni rezultati djelomicno se razlikuju od prethodnih istraZivanja, posebice studije
Ghoniema i sur., koji nisu izvijestili o problemima kvantifikacije navedenih citokina.
Razlike se mogu objasniti metodoloSkim razlikama — primjerice, koriStenje
membranskih protein Cipova s kemiluminiscentnim ocitavanjem u spomenutom radu u
odnosu na Luminex tehnologiju koriStenu u ovom istrazivanju, te neprijavljivanje
granica detekcije i kvantifikacije u prethodnim studijama (77, 78, 86, 97, 94).
Usporedbom s literaturom, koncentracije IL-6 prijavljene u drugim radovima (npr. Yu i
sur., Jiang i sur.) bile su ispod granice kvantifikacije nase metode (12,86 pg/mL), Sto
dodatno potvrduje vaznost osjetljivosti koriStene analiticke platforme i nuznost opreza
pri interpretaciji podataka bez jasno navedenih detekcijskih granica (86, 97).

Unato¢ ogranicenoj kvantifikaciji, pojedini analiti (posebno CCL7, CXCL1 i CXCL8)
pokazali su statistiCki znaCajne povezanosti s klini¢ki relevantnim parametrima OAB-
a. Primjerice CCL7 je pokazao slabe pozitivhe korelacije s parametrima iz 48-satnog
dnevnika (maksimalni volumen mokrenja, no¢na diureza, dnevni unos tekucine) te
umjerenu do dobru povezanost s omjerom maksimalnog cistometrijskog kapaciteta
mjehura i procijenjenog kapaciteta za dob. CXCL1 je pokazao negativhu povezanost

s brojem hitnosti, te pozitivne povezanosti s maksimalnim vremenom izmedu
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mokrenja, noénom diurezom i prosje¢nim volumenom mokrenja — mjere koje
Europska agencija za lijekove (EMA, engl. European Medicines Agency) preporucuje
kao primarne ishode u evaluaciji terapije OAB-a kod djece (102). CXCLS je korelirao s
parametrima mikciometrije (maksimalna i prosje¢na brzina protoka, indeks protoka),
kao i s noénom diurezom te negativno s vremenom do postizanja maksimalne brzine
protoka i vremenom praznjenja.

Ove povezanosti, iako slabe, upucuju na potencijalnu bioloSku relevantnost pojedinih
citokina u patofiziologiji OAB-a. Medutim, zbog tehnickih ogranicenja u kvantifikaciji s

pomoc¢u Luminex metode, njihova kliniCka korisnost ostaje upitna i zahtijeva daljnju

5.4 Predanaliticki ¢imbenici

U traZenju moguceg uzroka niskih udjela kvantificiranih analita, u obzir treba uzeti i
predanaliticki proces od uzorkovanja urina do analize proteina imunokemijskim
metodama.

Urin je praktiCan uzorak za biokemijske biliege buduci da je njegovo prikupljanje
neinvazivno u odnosu na uzorkovanje krvi, a osim toga moze se prikupljati opetovano
u vecéim koli¢inama bez rizika za pacijenta (103).

Jedan od potencijalnih uzroka niskih koncentracija proteina od interesa je njihova
razgradnja endogenim proteolitickim enzimima prije centrifugiranja i pohrane na -80
°C. Inhibitori proteaze su molekule koje blokiraju funkciju proteolitiCkih enzima za
razgradnju proteina. Dodavanje inhibitora proteaze isprva je preporuc¢eno za
prevenciju takvog nezeljenog bioloSskog fenomena u studijama kemije proteina i
proteomike (104, 105). Medutim, to viSe nije slu€aj buduci da se nisu uocile znacajne
promjena, niti kvantitativne niti kvalitativne, u urinskom proteomu u uzorcima
pohranjenim na -30 °C i -70 °C bez inhibitora proteaze (106). Nadalje, inhibitori
proteaza mogu utjecati na analizu proteina buduéi da mogu stvarati kovalentne veze s
cilinim proteinima ili se izravno natjecati s proteinima od interesa buduci da se u uzorku
mogu nalaziti u viSoj koncentraciji (107). 1z ovih razloga, koriStenje inhibitora proteaza
nije bilo uvrdteno u protokol ovog istrazivanja.

Drugi predanaliticki element koji moze utjecati na detekciju proteina je vrijeme od
uzorkovanja do pohrane, te od pohrane do analize. Prema protokolu ovog istrazivanja,

maksimalno vrijeme od uzorkovanja urina do centrifugiranja i pohrane alikvota na -80
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°C bilo je 30 minuta. lako bi se mogao provijeriti utjecaj skradivanja vremena do
zamrzavanja, primjerice na 15 minuta, takav postupak nije realno ostvariv u rutinskom
laboratorijskom radu ako bi se neurotrofini i citokini uvrstili u rutinski odredivane biljege
OAB-a. Urinarni proteom je nakon centrifugiranja stabilan i u njemu ne dolazi do
znacajnih promjena ako se skladisti na sobnoj temperaturi do 6 h, na temperaturi 4 °C
do 3 dana, a zamrznut na -20 °C i do nekoliko godina (108, 109). Radi toga se vrijeme
od pohrane do analize ne mozZe smatrati uzrokom propadanja proteina.

Na rezultat analize moze utjecati temperatura pri kojoj se uzorci urina centrifugiraju.
Prema protokolu ovog istrazivanja, uzorci su se centrifugirali na sobnoj temperaturi.
Dio prethodnih istrazivanja takoder je naveo centrifugiranje pri sobnoj temperaturi, dok
su druga u protokolima navela centrifugiranje pri temperaturi 4 °C. Buduci da su
istrazivanja s obje verzije protokola navela i kvantificirane i nekvantificirane rezultate,
to ukazuje na to da moguénost kvantificiranja analita nema povezanosti s
temperaturom centrifugiranja uzoraka (4, 44-47, 53, 76, 96, 97, 99, 100).

Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog koristenja IL-1RA, CCL2 i CCL13 kao
dijagnostickih biljega, te CXCL10 kao biljega pracenja uspjesnosti terapije OAB-a. Ti
rezultati podrzavaju teoriju 0 mogucoj ulozi upale u patofiziologiji OAB-a kod djece, no
nuzno je daljnje daljnjeg istraZivanja urinarnih proteina, posebice citokina i kemokina,
kao potencijalnih neinvazivnih biljega. Kljuéno je utvrditi koju ulogu proupalni i
protuupalni proteini imaju u patogenezi OAB-a u djece i odraslih, te analizirati postoje

li razlike u putevima patogeneze medu dobnim skupinama.
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6. Zakljuéci

Provedeno istrazivanje podrzava koriStenje omjera koncentracija IL-1RA, CCL2
i CCL13 i kreatinina u urinu kao dijagnostickih billega OAB-a kod djece.
Provedeno istrazivanje podrzava koriStenje omjera koncentracija CXCL10 i
kreatinina u urinu kao biljega pracenja uspjesSnosti terapije OAB-a kod djece.
Rezultati ovog istrazivanja ne podrzavaju koriStenje omjera koncentracija
BDNF, NGF, IL-1a, IL-6, CCL7, CCL8, CXCL1 i CXCL8 i kreatinina u urinu kao
dijagnostickih biljega niti biljega uspjeSnosti prac¢enja terapije kod djece s OAB-

om.

95



7. Reference

1. Hall J, Hall M. Guyton and Hall textbook of medical physiology. 14th ed. 2020.
325-328 p.

2. Nevéus T, von Gontard A, Hoebeke P, Hjalmas K, Bauer S, Bower W, et al. The
Standardization of Terminology of Lower Urinary Tract Function in Children and
Adolescents: Report from the Standardisation Committee of the International
Children’s Continence Society. J Urol 2006;176:314-24.

3. Xing D, Wang YH, Wen YB, Li Q, Feng JJ, Wu JW, et al. Prevalence and risk
factors of overactive bladder in Chinese children: A population-based study.
Neurourol Urodyn 2020;39:688-94.

4. Antunes-Lopes T, Pinto R, Barros SC, Botelho F, Silva CM, Cruz CD, et al.
Urinary Neurotrophic Factors in Healthy Individuals and Patients with
Overactive Bladder. J Urol 2013;189:359-65.

5. Digesu GA, Khullar V, Cardozo L, Salvatore S. Overactive bladder symptoms:
do we need urodynamics? Neurourol Urodyn 2003;22:105-8.

6. McGuire E. Bladder instability and stress incontinence. Neurourol Urodyn
1988;7:563-7.

7. Austin PF, Bauer SB, Bower W, Chase J, Franco |, Hoebeke P, et al. The
standardization of terminology of lower urinary tract function in children and
adolescents: Update report from the standardization committee of the
International Children’s Continence Society. Neurourol Urodyn 2016;35:471—
81.

8. Farhat W, Bagli DJ, Capolicchio G, O’Reilly S, Merguerian PA, Khoury A, et al.
The Dysfunctional Voiding Scoring System: Quantitative Standardization of
Dysfunctional Voiding Symptoms in Children. J Urol 2000;1011-5.

9. Bower WF, Wong EMC, Yeung CK. Development of a validated quality of life
tool specific to children with bladder dysfunction. Neurourol Urodyn
2006;25:221-227.

10.Homma Y, Yoshida M, Seki N, Yokoyama O, Kakizaki H, Gotoh M, et al.
Symptom assessment tool for overactive bladder syndrome—overactive
bladder symptom score. Urology 2006;68:318-23.

96



11.Abdovic S, Colic M, Stemberger Maric L, Cuk M, Hizar I, Milosevic M.
Overactivity index: A noninvasive and objective outcome measure in overactive
bladder in children. J Pediatr Urol 2022;18:352.e1-352.e7.

12.Dos Santos J, Lopes RI, Koyle MA. Bladder and bowel dysfunction in children:
An update on the diagnosis and treatment of a common, but underdiagnosed
pediatric problem. Can Urol Assoc J 2017;11:S64—72.

13.Hertz D, Weiser A, Collette T, Reda E, Levitt S, Franco |I. Dysfunctional
Elimination Syndrome as an Etiology of Idiopathic Urethritis in Childhood. J Urol
2005;173:2132-7.

14.Drossman DA. Functional Gastrointestinal Disorders: History, Pathophysiology,
Clinical Features, and Rome IV. Gastroenterology 2016;150:1262-1279.e2.

15.Lewis SJ, Heaton KW. Stool Form Scale as a Useful Guide to Intestinal Transit
Time. Scand J Gastroenterol 1997;32:920-4.

16.Berger MY, Tabbers MM, Kurver MJ, Boluyt N, Benninga MA. Value of
Abdominal Radiography, Colonic Transit Time, and Rectal Ultrasound Scanning
in the Diagnosis of Idiopathic Constipation in Children: A Systematic Review. J
Pediatr 2012;161:44-50.e2.

17.Coyne KS, Wein A, Nicholson S, Kvasz M, Chen CI, Milsom I. Comorbidities
and personal burden of urgency urinary incontinence: a systematic review. Int J
Clin Pract 2013;67:1015-33.

18.Milsom |, Coyne KS, Nicholson S, Kvasz M, Chen CIl, Wein AJ. Global
prevalence and economic burden of urgency urinary incontinence: a systematic
review. Eur Urol 2014;65:79-95.

19.Salvatore S, Serati M, Origoni M, Candiani M. Is overactive bladder in children
and adults the same condition? ICI-RS 2011. Neurourol Urodyn 2012;31:349—
51.

20.Tekgul S, Stein R, Bogaert G, Undre S, Nijman RJM, Quaedackers J, et al.
EAU-ESPU guidelines recommendations for daytime lower urinary tract
conditions in children. Eur J Pediatr 2020;179:1069—-77.

21.Franco |. Pediatric Overactive Bladder Syndrome. Paediatr Drugs 2007;9:379—
90.

22.Shim J, Oh MM. Updates of Overactive Bladder in Pediatrics. Int Neurourol J
2023;27:3-14.

97



23.Shefchyk SJ. Sacral spinal interneurones and the control of urinary bladder and
urethral striated sphincter muscle function. J Physiol 2001;533:57-63.

24.Yoshimura N, Chancellor MB. Neurophysiology of lower urinary tract function
and dysfunction. Rev Urol 2003;5 Suppl 8:S3-10.

25.Miller J, Hoffman E. The Causes and Consequences of Overactive Bladder. J
Womens Health (Larchmt) 2006;15:251-60.

26.Fetscher C, Fleichman M, Schmidt M, Krege S, Michel MC. M3 muscarinic
receptors mediate contraction of human urinary bladder. Br J Pharmacol
2002;136:641-4.

27.0uslander JG. Management of overactive bladder. N Engl J Med
2004;350:786-99.

28.Rachaneni S, Arya P, Latthe P. Urinary nerve growth factor: A biomarker of
detrusor overactivity? a systematic review. Int Urogynecol J 2013;24:1603-9.

29.Cruz CD. Neurotrophins in bladder function: what do we know and where do we
go from here? Neurourol Urodyn 2014;33:39-45.

30.de Groat WC, Griffiths D, Yoshimura N. Neural control of the lower urinary tract.
Compr Physiol 2015;5:327-96.

31.Liu HT, Kuo HC. Urinary nerve growth factor levels are elevated in patients with
overactive bladder and do not significantly increase with bladder distention.
Neurourol Urodyn 2009;28:78-81.

32.Chuang YC, Fraser MO, Yu Y, Chancellor MB, de Groat WC, Yoshimura N. The
role of bladder afferent pathways in bladder hyperactivity induced by the
intravesical administration of nerve growth factor. J Urol 2001;165:975-9.

33.Steers WD, Tuttle JB. Mechanisms of Disease: the role of nerve growth factor
in the pathophysiology of bladder disorders. Nat Clin Pract Urol 2006;3:101-10.

34.Yoshimura N, Bennett NE, Hayashi Y, Ogawa T, Nishizawa O, Chancellor MB,
et al. Bladder overactivity and hyperexcitability of bladder afferent neurons after
intrathecal delivery of nerve growth factor in rats. J Neurosci 2006;26:10847—
55.

35.Schnegelsberg B, Sun TT, Cain G, Bhattacharya A, Nunn PA, Ford APDW, et
al. Overexpression of NGF in mouse urothelium leads to neuronal
hyperinnervation, pelvic sensitivity, and changes in urinary bladder function. Am
J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2010;298:534-47.

98



36.Pinto R, Frias B, Allen S, Dawbarn D, McMahon SB, Cruz F, Cruz CD.
Sequestration of brain derived nerve factor by intravenous delivery of TrkB-1g2
reduces bladder overactivity and noxious input in animals with chronic cystitis.
Neuroscience 2010;166:907-16.

37.Lai PC, Chiu TH, Huang YT. Overexpression of BDNF and TrkB in human
bladder cancer specimens. Oncol Rep 2010;24:1265-70.

38.Antunes-Lopes T, Carvalho-Barros S, Cruz CD, Cruz F, Martins-Silva C.
Biomarkers in overactive bladder: a new objective and noninvasive tool? Adv
Urol 2011;2011:382431.

39.Wang LW, Han XM, Chen CH, Ma Y, Hai B. Urinary brain-derived neurotrophic
factor: a potential biomarker for objective diagnosis of overactive bladder. Int
Urol Nephrol 2014;46:341-7.

40. Srinivasan P, Zervantonakis IK, Kothapalli CR. Synergistic effects of 3D ECM
and chemogradients on neurite outgrowth and guidance: a simple modeling and
microfluidic framework. PLoS One 2014;9:€99640.

41.Krewson CE, Klarman ML, Saltzman WM. Distribution of nerve growth factor
following direct delivery to brain interstitium. Brain Res 1995;680:196—206.

42.Fouad K, Pearse DD, Tetzlaff W, Vavrek R. Transplantation and repair:
combined cell implantation and chondroitinase delivery prevents deterioration
of bladder function in rats with complete spinal cord injury. Spinal Cord
2009;47:727-32.

43.Kashyap MP, Pore SK, de Groat WC, Chermansky CJ, Yoshimura N, Tyagi P.
BDNF overexpression in the bladder induces neuronal changes to mediate
bladder overactivity. Am J Physiol Renal Physiol 2018;315:F45-F56.

44.Liu HT, Chancellor MB, Kuo HC. Decrease of urinary nerve growth factor levels
after antimuscarinic therapy in patients with overactive bladder. BJU Int
2009;103:1668-72.

45.Liu HT, Chen CY, Kuo HC. Urinary nerve growth factor in women with overactive
bladder syndrome. BJU Int 201;107:799-803.

46.Cho KJ, Kim HS, Koh JS, Kim JC. Changes in urinary nerve growth factor and
prostaglandin E2 in women with overactive bladder after anticholinergics. Int
Urogynecol J 2013;24:325-30.

99



47.Liu HT, Kuo HC. Urinary nerve growth factor levels are increased in patients
with bladder outlet obstruction with overactive bladder symptoms and reduced
after successful medical treatment. Urology 2008;72:104—-8; discussion 108.

48.0Oktar T, Kocak T, Oner-lyidogan Y, Erdem S, Seyithanoglu M, Ziylan O, et al.
Urinary nerve growth factor in children with overactive bladder: a promising,
noninvasive and objective biomarker. J Pediatr Urol 2013;9:617-21.

49.0zdemir K, Dingel N, Berdeli A, Mir S. Can Urinary Nerve Growth Factor and
Brain-Derived Neurotrophic Factor be used in the Diagnosis and Follow-Up of
Voiding Dysfunction in Children? Urol J 2016;13:2690-6.

50.Baginska J, Sadowska E, Korzeniecka-Kozerska A. An Examination of the
Relationship  between  Urinary  Neurotrophin  Concentrations  and
Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation (TENS) Used in Pediatric
Overactive Bladder Therapy. J Clin Med 2021;10:3156.

51.Huseynov A, Telli O, Haciyev P, Okutucu TM, Akinci A, Ozkidik M, et al. Could
urinary nerve growth factor and bladder wall thickness predict the treatment
outcome of children with overactive bladder? Int Braz J Urol 2022;48:553-60.

52.Fukui S, Aoki K, Morizawa Y, Miyake M, Fujimoto K. Urinary Nerve Growth
Factor Can Predict Therapeutic Efficacy in Children With Overactive Bladder.
Urology 2017;103:214-7.

53.Liu HT, Lin H, Kuo HC. Increased serum nerve growth factor levels in patients
with overactive bladder syndrome refractory to antimuscarinic therapy.
Neurourol Urodyn 2011;30:1525-9.

54.Lin ZX, Chan NHT, Kwan YK, Chan YT, Zhang H, Tam KS, et al. A randomized
controlled trial to assess the effectiveness and safety of acupuncture for
overactive bladder: a study in Hong Kong population. Chin Med 2020;15:108.

55.Deng C, Zhang W, Peng Q, Hu X, Li M, Gao L, et al. Urinary nerve growth factor:
a biomarker for detrusor overactivity in children? A meta-analysis and trail
sequential analysis. Pediatr Surg Int 2019;35:1027-1032.

56.Sheerin, NS. Urinary tract infection. Medicine (Abingdon) 2011;39:384-9.

57.Apostolidis A, Jacques TS, Freeman A, Kalsi V, Popat R, Gonzales G, et al.
Histological changes in the urothelium and suburothelium of human overactive
bladder following intradetrusor injections of botulinum neurotoxin type A for the
treatment of neurogenic or idiopathic detrusor overactivity. Eur Urol
2008;53:1245-53.

100



58.Monastero RN, Pentyala S. Cytokines as Biomarkers and Their Respective
Clinical Cutoff Levels. Int J Inflam 2017;2017:4309485.

59.Dinarello CA. Immunological and inflammatory functions of the interleukin-1
family. Annu Rev Immunol 2009;27:519-50.

60.Cavalli G, Colafrancesco S, Emmi G, Imazio M, Lopalco G, Maggio MC, et al.
Interleukin 1a: a comprehensive review on the role of IL-1a in the pathogenesis
and treatment of autoimmune and inflammatory diseases. Autoimmun Rev
2021;20:102763.

61.Arend WP, Malyak M, Guthridge CJ, Gabay C. Interleukin-1 receptor
antagonist: role in biology. Annu Rev Immunol 1998;16:27-55.

62.Tanaka T, Narazaki M, Kishimoto T. IL-6 in inflammation, immunity, and
disease. Cold Spring Harb Perspect Biol 2014;6:a016295.

63.Akira S, Taga T, Kishimoto T. Interleukin-6 in biology and medicine. Adv
Immunol 1993;54:1-78.

64.Deshmane SL, Kremlev S, Amini S, Sawaya BE. Monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1): an overview. J Interferon Cytokine Res 2009;29:313-26.

65.Chang TT, Chen C, Chen JW. CCL7 as a novel inflammatory mediator in
cardiovascular disease, diabetes mellitus, and kidney disease. Cardiovasc
Diabetol 2022;21:185.

66.Proost P, Wuyts A, Van Damme J. Human monocyte chemotactic proteins-2
and -3: structural and functional comparison with MCP-1. J Leukoc Biol
1996;59:67-74.

67.Mendez-Enriquez E, Garcia-Zepeda EA. The multiple faces of CCL13 in
immunity and inflammation. Inflammopharmacology 2013;21:397-406.

68. Chakravorty SJ, Howie AJ, Girdlestone J, Gentle D, Savage CO. Potential role
for monocyte chemotactic protein-4 (MCP-4) in monocyte/macrophage
recruitment in acute renal inflammation. J Pathol 2001;194:239-46.

69.Schumacher C, Clark-Lewis |, Baggiolini M, Moser B. High- and low-affinity
binding of GRO alpha and neutrophil-activating peptide 2 to interleukin 8
receptors on human neutrophils. Proc Natl Acad Sci U S A 1992;89:10542-6.

70.Anisowicz A, Messineo M, Lee SW, Sager R. An NF-kappa B-like transcription
factor mediates IL-1/TNF-alpha induction of gro in human fibroblasts. J Immunol
1991;147:520-7.

101



71.Burnier A, Shimizu Y, Dai Y, Nakashima M, Matsui Y, Ogawa O, et al. CXCL1
is elevated in the urine of bladder cancer patients. Springerplus 2015;4:610.

72.Russo RC, Garcia CC, Teixeira MM, Amaral FA. The CXCL8/IL-8 chemokine
family and its receptors in inflammatory diseases. Expert Rev Clin Immunol
2014;10:593-6109.

73.Zhu Y, Yang S, Zhao N, Liu C, Zhang F, Guo Y, et al. CXCL8 chemokine in
ulcerative colitis. Biomed Pharmacother 2021;138:111427.

74.Luster AD, Ravetch JV. Biochemical characterization of a gamma interferon-
inducible cytokine (IP-10). J Exp Med 1987;166:1084-97.

75.Liu HT, Jiang YH, Kuo HC. Increased serum adipokines implicate chronic
inflammation in the pathogenesis of overactive bladder syndrome refractory to
antimuscarinic therapy. PLoS One 2013;8:e76706.

76.Farhan B, Chang H, Ahmed A, Zaldivair F, Ghoniem G. Characterisation of
urinary monocyte chemoattractant protein 1: Potential biomarker for patients
with overactive bladder. Arab J Urol 2019;17:58-60.

77.Ghoniem G, Faruqui N, Elmissiry M, Mahdy A, Abdelwahab H, Oommen M, et
al. Differential profile analysis of urinary cytokines in patients with overactive
bladder. Int Urogynecol J 2011;22:953-61.

78.Tyagi P, Tyagi V, Qu X, Chuang YC, Kuo HC, Chancellor M. Elevated CXC
chemokines in urine noninvasively discriminate OAB from UTl. Am J Physiol
Renal Physiol 2016;311:F548-54.

79.Karlson CW, Rapoff MA. Attrition in randomized controlled trials for pediatric
chronic conditions. J Pediatr Psychol 2009;34:782-93.

80. General Assembly of the World Medical Association. World Medical Association
Declaration of Helsinki: ethical principles for medical research involving human
subjects. J Am Coll Dent 2014;81:14-8.

81.Abrams P. Urgency: the key to defining the overactive bladder. BJU Int 2005;96
Suppl 1:1-3.

82.van Gool JD, de Jong TPVM, Winkler-Seinstra P, Tamminen-Mobius T, Lax H,
Hirche H, et al. Multi-center randomized controlled trial of cognitive treatment,
placebo, oxybutynin, bladder training, and pelvic floor training in children with
functional urinary incontinence: European Bladder Dysfunction Study.
Neurourol Urodyn 2014;33:482-7.

102



83.Wei C, Gao J, Kou L, Liu X, Lin T, He D. Can Urodynamic Findings of Overactive
Bladder Determine the Treatment Effect of Urotherapy in Children? J Coll
Physicians Surg Pak 2020;30:41-5.

84.Meijer EFJ, Nieuwhof-Leppink AJ, Dekker-Vasse E, de Joode-Smink GCJ, de
Jong TPVM. Central inhibition of refractory overactive bladder complaints,
results of an inpatient training program. J Pediatr Urol 2015;11:21.e1-5.

85.Fuyama M, lkeda H, Oyake C, Onuki Y, Watanabe T, Isoyama K. Clinical
features of, and association of bladder ultrasound and uroflowmetry with,
overactive bladder recovery period in children. Pediatr Int 2018;60:569-75.

86.Jiang YH, Jhang JF, Hsu YH, Ho HC, Wu YH, Kuo HC. Urine biomarkers in
ESSIC type 2 interstitial cystitis/bladder pain syndrome and overactive bladder
with developing a novel diagnostic algorithm. Sci Rep 2021;11:914.

87.Tyagi P, Barclay D, Zamora R, Yoshimura N, Peters K, Vodovotz Y, et al. Urine
cytokines suggest an inflammatory response in the overactive bladder: a pilot
study. Int Urol Nephrol 2010;42:629-35.

88.Khan SS, Smith MS, Reda D, Suffredini AF, McCoy JP Jr. Multiplex bead array
assays for detection of soluble cytokines: comparisons of sensitivity and
guantitative values among kits from multiple manufacturers. Cytometry B Clin
Cytom 2004,;61:35-9.

89.Salcedo R, Ponce ML, Young HA, Wasserman K, Ward JM, Kleinman HK, et
al. Human endothelial cells express CCR2 and respond to MCP-1: direct role of
MCP-1 in angiogenesis and tumor progression. Blood 2000;96:34-40.

90.Arms L, Girard BM, Malley SE, Vizzard MA. Expression and function of
CCL2/CCR2 in rat micturition reflexes and somatic sensitivity with urinary
bladder inflammation. Am J Physiol Renal Physiol 2013;305:F111-22.

91.Russo RC, Quesniaux VFJ, Ryffel B. Homeostatic chemokines as putative
therapeutic targets in idiopathic pulmonary fibrosis. Trends Immunol
2023;44:1014-30.

92.Wu J, Hayes BW, Phoenix C, Macias GS, Miao Y, Choi HW, et al. A highly
polarized TH2 bladder response to infection promotes epithelial repair at the
expense of preventing new infections. Nat Immunol 2020;21:671-83.

93.Ingersoll MA, Platt AM, Potteaux S, Randolph GJ. Monocyte trafficking in acute

and chronic inflammation. Trends Immunol 2011;32:470-7.

103



94.Dinarello CA, Thompson RC. Blocking IL-1: interleukin 1 receptor antagonist in
vivo and in vitro. Immunol Today 1991;12:404-10.

95.Lande R, Giacomini E, Grassi T, Remoli ME, lona E, Miettinen M, et al. IFN-
alpha beta released by Mycobacterium tuberculosis-infected human dendritic
cells induces the expression of CXCL10: selective recruitment of NK and
activated T cells. J Immunol 2003;170:1174-82.

96.Pennycuff JF, Schutte SC, Hudson CO, Karp DR, Malykhina AP, Northington
GM. Urinary neurotrophic peptides in postmenopausal women with and without
overactive bladder. Neurourol Urodyn 2017;36:740-4.

97.Yu WR, Jiang YH, Jhang JF, Kuo HC. Use of Urinary Biomarkers in
Discriminating Interstitial Cystitis/Bladder Pain Syndrome from Male Lower
Urinary Tract Dysfunctions. Int J Mol Sci 2023;24:12055.

98.Hsiao SM, Chang TC, Chen CH, Wu WY, Lin HH. Frequent nocturia episodes,
a suboptimal response to treatment, and small bladder capacity predict the need
for persistent antimuscarinic therapy or re-treatment after discontinuation of
antimuscarinics in female overactive bladder. Menopause 2017;24:100-4.

99.Regauer S, Gamper M, Fehr MK, Viereck V. Sensory hyperinnervation
distinguishes bladder pain syndrome/interstitial cystitis from overactive bladder
syndrome. J Urol 2017;197:159-66.

100. Krebs J, Pavlicek D, Stoyanov J, Pannek J, Wollner J. Nerve growth
factor does not seem to be a biomarker for neurogenic lower urinary tract
dysfunction after spinal cord injury: Nerve Growth Factor in NLUTD. Neurourol
Urodyn 2017;36:659—62.

101. Gamper M, Viereck V. Re: Sheng W, Zhang H, Kirschner-Hermanns R.
Could urinary nerve growth factor be a biomarker for overactive bladder? A
meta-analysis. Neurourol Urodyn 2017;36:1703-10.

102. European Medicines Agency. Guideline on the clinical investigation of
medicinal products for the treatment of urinary incontinence 2014.

103. Decramer S, Gonzalez de Peredo A, Breuil B, Mischak H, Monsarrat B,
Bascands JL, et al. Urine in clinical proteomics. Mol Cell Proteomics
2008;7:1850-62.

104. Thongboonkerd V, McLeish KR, Arthur JM, Klein JB. Proteomic analysis
of normal human urinary proteins isolated by acetone precipitation or
ultracentrifugation. Kidney Int 2002;62:1461-9.

104



105. Zhou H, Yuen PS, Pisitkun T, Gonzales PA, Yasuda H, Dear JW, et al.
Collection, storage, preservation, and normalization of human urinary
exosomes for biomarker discovery. Kidney Int 2006;69:1471-6.

106. Havanapan PO, Thongboonkerd V. Are protease inhibitors required for

gel-based proteomics of kidney and urine? J Proteome Res 2009;8:3109-17.

107. Thongboonkerd V. Practical points in urinary proteomics. J Proteome
Res 2007;6:3881-90.
108. Schaub S, Wilkins J, Weiler T, Sangster K, Rush D, Nickerson P. Urine

protein profiling with surface-enhanced laser-desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry. Kidney Int 2004;65:323-32.

1009. Theodorescu D, Wittke S, Ross MM, Walden M, Conaway M, Just I, et
al. Discovery and validation of new protein biomarkers for urothelial cancer: a

prospective analysis. Lancet Oncol 2006;7:230-40.

105



8. Popis kratica

BDNF

CCL2

CCL7

CCLS8

CCL13

CCR2

CCRS5

CRP

CXCL1

CXCLS8

CXCL10

CXCR3

DVSS

ELISA

EMA

ESPU

mozdani neurotrofni imbenik, engl. brain-derived neurotrophic

factor

CC kemokin ligand 2

CC kemokin ligand 7

CC kemokin ligand 8

CC kemokin ligand 13

C-C kemokin receptor tipa 2, engl. C-C chemokine receptor 2

C-C kemokin receptor tipa 5, engl. C-C chemokine receptor 5

C-reaktivni protein

CXC kemokin ligand 1

CXC kemokin ligand 8

CXC kemokin ligand 10

kemokinski receptor CXC motiva 3, engl. C-X-C motif chemokine

receptor 3

upitnik o simptomima disfunkcijskog mokrenja, engl. Dysfunctional

voiding symptom score

engl. enzyme-linked immunosorbent assay

Europska agencija za lijekove, engl. European Medicines Agency

Europsko drustvo za pedijatrijsku urologiju, engl. European Society

for Paediatric Urology
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GRO-a

ICCS

IFN-y

IL-1a

IL-1B

IL-1R

IL-1RA

IL-6

IL-8

IP-10

LOD

MCP-1

MCP-2

MCP-3

MCP-4

NF-kB

onkogen-alfa reguliran rastom, engl. growth regulated oncogene-a

medunarodno drustvo za djecju kontinenciju, engl. International

Children’s Continence Society

interferon-y

interleukin 1a

interleukina 1B

receptor interleukina-1, engl. interleukin-1 receptor

antagonist na receptor interleukina 1, engl. interleukin-1 receptor

antagonist

interleukin 6

interleukin 8

protein 10 inducibilan interferonom-y, engl. interferon-y-inducible

protein 10

granice detekcije, engl. limit of detection

monocitni kemotakti¢ni protein 1, engl. monocyte chemoattractant

protein-1

monocitni kemotaktini protein 2, engl. monocyte chemoattractant

protein-2

monocitni kemotaktini protein 3, engl. monocyte chemoattractant

protein-3

monocitni kemotaktiCni protein 4, engl. monocyte chemoattractant

protein-4

nuklearni faktor kB
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OAB

OABSS

Ol

PIN-Q

SEM

SD

TNF-a

prekomjerno aktivni mokracni mjehur, engl. overactive bladder

ocjena simptoma prekomjerno aktivnog mokracnog mjehura, engl.

Overactive bladder symptom score

indeks hiperaktivnosti, engl. Overactivity index

upitnik o kvaliteti zivota djece s inkontinencijom urina, engl. Pediatric

urinary incontinence quality of life score

standardna pogreska, engl. standard error mean
standardna devijacija

faktor nekroze tumora-a, engl. tumor necrosis factor-a
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9. Zivotopis
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Summary

Introduction

Reports showed that observing detrusor overactivity
(DO) and maximum cystometric capacity (MCC) may
guide rational pharmacotherapy. Since urodynamic
studies (UDS) are challenging for both patients and
the healthcare system, a non-invasive objective
prognostic marker is preferable.

Objectives

To investigate the value of the overactivity index
(Ol), a non-invasive measure calculated from the
frequency-volume chart (FVC), for predicting the
presence of symptoms and abnormal UDS in children
with non-neurogenic OAB.

Study design

This was a prospective interventional study on a
consecutive sample of 92 children with urgency
treated with anticholinergics and standard urother-
apy. Data from history, physical examination,
bladder diaries, kidneys and bladder ultrasonogra-
phy, uroflow, urinalysis, urine culture, and UDS was
collected at baseline, and after 3 and 6 months.
Binary logistic regression was used to evaluate
noninvasive parameters as predictors of Overactive
Bladder Symptom Score (OABSS) total score >2 and
DO and/or small MCC defined as <65% of expected
bladder capacity (EBC) for age. Ol was calculated as
(1 - (median (all voided volumes in FVC in ml))/(0.65
* EBC in ml)) * 100.

https://doi.org/10.1016/j.jpurol.2022.03.012
1477-5131/© 2022 Journal of Pediatric Urology Company. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Results

At baseline, 26 patients (36.1%) had DO and small
MCC, while 21 patients (29.2%) only had DO. In 18
patients (25.0%) only small MCC was found. Seven
patients had normal findings and 20 did not perform
a urodynamic study. Ol > 23 returned as a single
significant predictor of OABSS >2 (OR 7.97, 95%
1.97-32.22, p = 0.004) in multivariate regression
(R? = 30.8%; AUC = 0.86). Ol correlated with "ur-
gency episodes over two weeks” and MCC/EBC with
medium (r = 0.45) and large effect (r = -0.56),
respectively, p = 0.001.

Discussion

A strong correlation of Ol and MCC/EBC ratio is
useful, as rise in MCC is predictive of a positive
outcome. Also, calculating the Ol is more practical
than performing UDS. This could contribute to the
use of Ol as a predictive marker for starting (or
continuing) anticholinergic treatment (when

Ol > 23) or for maintaining urotherapy alone (when
Ol < 23) in children with OAB. The limitations were
lack of external validation of Ol, a 37—49% drop-off
rate for follow-up visits at 3 and 6 months, respec-
tively, and not performing UDS on all participants at
every follow-up visit.

Conclusions

Ol was found to be a significant predictor of the
presence of OAB symptoms and correlated with the
number of urgency episodes. It could estimate how
much MCC differs from EBC.
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Linear regression analysis of overactivity index as a predictor of urgency episodes over two weeks (A) and

maximum cystometric capacity/expected bladder capacity for age (MCC/EBC) ratio (B), with R*? = 20.1%, p < 0.001 and
R? = 31.6%, p < 0.001, respectively. Straight lines display the best-fit model to a series of data points with 95% confidence intervals

represented as red dashed lines.

Introduction

Population-based studies reported that up to 10% of school-
age children have functional lower urinary tract symptoms
(LUTS) with rising prevalence [1], most probably due to
increasing awareness and better access to specialized
health care [2]. Overactive bladder (OAB) is frequently
encountered in children and manifests with urgency, usu-
ally accompanied by frequency and nocturia, with or
without urinary incontinence, in the absence of urinary
tract infection (UTI) [3]. The need to focus on correcting
OAB symptoms, especially incontinence, is repeatedly
emphasized, because of the negative impact on emotional
well-being, friendships, and learning opportunities [4].
Additionally, children with untreated OAB have a very good
chance of becoming adults with OAB [5].

Observing detrusor overactivity (DO), the urodynamic
hallmark of OAB, is challenging for both patients and the
healthcare system. Although DO is limited with low sensi-
tivity, reports in children have shown that the results of
urodynamic studies (UDS) may predict when urotherapy will
be unsuccessful and anticholinergic treatment is necessary
[6,7]. Currently, UDS are not mandatory for the diagnosis or
initial management of OAB and ESPU guidelines recommend
considering urodynamic investigation in non-responders [8].
Therefore, a non-invasive objective prognostic measure for
diagnosis and treatment is desirable, especially in children
[9]1.

The hypothesis of our study was that overactivity index
(Ol), a measure of median voiding volume that we pro-
posed, is a significant predictor of the presence of OAB
symptoms and abnormal urodynamics. Ol is presented for
the first time in our report and it is developed as a non-
invasive marker neutral to the patient’s age and to the
amount of daily drinking. The rationale was to provide a
better representation of voided volumes recorded in
frequency-volume chart (FVC), insensitive to the outliers,
such as first morning or bedtime micturition. The objective
was to investigate if Ol is a valid measure in initiation and
discontinuation of anticholinergics in non-neurogenic OAB
in children. To achieve this, we analyzed its predicting

significance for treatment outcomes and compared it with
standard diagnostic tests.

Materials and methods
Study design

This was a prospective interventional study that included 132
patients with urgency aged 4—17 years who were seen
consecutively in the outpatient clinic between June 2018 and
June 2021. Urgency was defined as a sudden and unexpected
experience of an immediate and compelling need to urinate
after achieving bladder control [3]. Urgency had to be noted
more than once a week for at least 3 months. Exclusion
criteria were acute UTI, central or peripheral nervous system
disorders, lumbosacral region anomalies, surgical procedures
or anomalies of the urinary or genital tract, diabetes mellitus,
diabetes insipidus, polydipsia (>2 L/m?/24 h), and anticho-
linergic treatment during the last 3 months.

Prior to baseline, patients underwent a screening evalua-
tion which included history, physical examination, kidney and
bladder ultrasound scan, urinalysis, and urine culture. A 7-day
continence diary, two-day FVC, and uroflow with post-void
residual (PVR) volume were recommended and presented at
baseline UDS. Patients with a repeat PVR volume of >50 mL
were excluded. Before baseline, participants with con-
stipation were treated with osmotic laxatives, behavioral
modifications, and dietary changes. Those with persisting
LUTS after successful treatment of constipation were included
in the study. All patients received standard urotherapy [3]
which included information about OAB and behavioral modi-
fications (timed urination, optimal voiding posture, adequate
fluid intake, and avoidance of drinks that promote urination).

Procedures and intervention

For the continence diary, parents recorded all micturitions
and incontinence episodes during one week period (Supple-
ment 1). The chart provides information on the daily number
of micturitions, episodes of urgency, urge and non-urge
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incontinence, enuresis, and nocturia. The documented stor-
age and voiding symptoms were interpreted according to ICCS
terminology [3]. Data were upscaled for a two weeks period
(by multiplying the reported number with 2) and Overactive
Bladder Symptom Score (OABSS) [10] was automatically
calculated from the collected data (total score of 0—15).

Parents completed a standardized FVC (Supplement 2)
recording fluid intake and urine output during 48 h. We
introduced the Ol, calculated as the median of all recorded
voiding volumes normalized to 65% of the expected bladder
capacity (EBC) for age (30 x (age in years +1) mL) [3],
rounded to the integer value:

Overactivity index = (1 — (median (all voided volumes in
diary))/(0.65 * EBC)) * 100

For uroflow, patients were instructed to void at normal
desire. Voiding volumes >50 mL were considered reliable.
The flow index was calculated for all uroflow recordings
[11]. PVR volume was determined by ultrasonography.
Bladder wall thickness was measured at full bladder
sensation on the anterior bladder wall outside the thick-
ened portion at the urachus. Diagnosis of constipation was
made by Rome IV criteria, noting stool type 1 and 2 ac-
cording to the Bristol Stool Chart, or measuring transverse
rectal diameter >3 cm during the ultrasound exam [12].

Table 1  Patients’ demographics and the summary of uro
dynamic studies at the baseline.

Participants (N = 92)

Age, years 7.3 (4.6)
Females 71 (78.3%)
Duration of symptoms, years 1.1 (2.3)
Treated for constipation 9 (9.8%)
Duration from screening to 34 (69)

Visit 1 (baseline), days
UDS performed

Visit 1 (baseline) 72 (78.2%)

Visit 2 (3 months) 6 (10.3%)
Visit 3 (6 months) 9 (19.1%)
Additional visit 8 (27.6%)
UDS finding at baseline
DO + small MCC 26 (36.1%)
DO only 21 (29.2%)
Small MCC only 18 (25.0%)
Normal cystometry 7 (9.7%)
Reasons for end of filling
Pain and discomfort 63 (66.3%)
High Pdet (>40 cmH2)? 28 (29.5%)
Leakage” 2 (2.1%)
MCC >135% of EBC 2 (2.1%)

N, number; UDS, urodynamic studies; DO, detrusor overactivity;
MCC, maximum cystometric capacity; Pdet, detrusor pressure;
EBC, expected bladder capacity.
Data were reported as median (interquartile range) for
continuous variables and absolute number (%) for categorical
variables.

2 In spite of temporary pump stop.

b Exceeding the rate of infusion.

UDS were recommended to all patients with persistent
urgency at baseline. UDS were performed without sedation or
anesthesia and according to ICCS guidelines and good practice
[13,14]. The patient was placed in the supine position, and the
bladder was filled with saline at 25—30 °C via a pump at a
filling rate of 10% of the maximum voided volume (MVV) from
the FVC. The patient coughed only at the immediate start of
the filling phase to verify correct recording of vesical and
abdominal pressures. The end of filling was reached when the
rate of leakage exceeded the rate of infusion, 135% of EBC was
reached, the patient experienced pain or discomfort that did
not subdue after a temporary stop of filling, detrusor pressure
exceeded 100 cmH20 or was considered dangerously high by
the investigator.

Oral oxybutynin (0.3—0.5 mg/kg/day bid) or solifenacin
(5 mg orally QD for children aged >6 years) were recom-
mended as initial therapy to all patients with DO, small
bladder capacity (<65% of EBC), or persistent urgency and/
or urge incontinence despite standard urotherapy. Standard
urotherapy was continued in all patients during drug
treatment. Follow-up visits were recommended at month 3
(visit 2), month 6 (visit 3), and thereafter if deemed
necessary by the investigator (“additional” visit).

Outcomes

Variables derived from non-invasive measurements were
analyzed using two outcomes. Outcome 1 was the presence
of OAB symptoms defined by the OABSS cut-off value > 2.
Outcome 2 was DO (overactive detrusor contractions >15
cmH20 or basal detrusor pressure >20 cmH20) and/or
small maximum cystometric capacity (MCC).

Ethical considerations

The protocol for the research project was approved by the
Institutional Ethics Committee (Approval No. 02—26/10-8-1),
and it conforms to the provisions of the Declaration of Hel-
sinki. Informed consent was obtained from the participants
and their legal guardians before study procedures. The study
was registered at ClinicalTrials.gov under NCT02704013 (ID:
pOAB-CHZ-01).

Statistical analysis

The dataset consisted of 226 observations collected from
92 participants: 92 at visit 1, 58 at visit 2, 47 at visit 3 and
29 at additional visit (Supplement 3). Repeated measures
from the same subject were analyzed as separate obser-
vations. Missing data points were handled by pairwise
deletion [15]. The Mann—Whitney U test compared
continuous variables and the Fisher exact test analyzed
differences in categorical variables between different
outcomes. Variables with significant differences were used
in univariate regression. Significant predictors with R%>5%
entered the multivariate regression. For multivariate bi-
nary logistic regression, new binary variables were set
according to the calculated optimal cut-off values deter-
mined by the ROC analysis and the highest Youden’s index
[16]. Pearson’s correlation coefficients were used to
analyze the correlation between variables of interest.
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Significant correlations with large (r > 0.5) and highest
medium effects (r > 0.4) were analyzed with linear
regression to produce a regression formula. P values < 0.05
were considered statistically significant. Statistical anal-
ysis was performed using jamovi (version 1.8.4; the jamovi
Project, Sydney, Australia).

Results
Patient selection and demographics

Of 132 screened children with urgency, 92 were enrolled and
reasons for the exclusions are reported in the patients’ flow-
chart (Supplement 3). Table 1 shows patients’ demographics
and UDS summary. UDS were performed in 72 patients at
baseline (78.2%), 6 patients at 3 months (10.3%), 9 patients at
6 months (19.1%), and 8 patients (27.6%) at additional
assessment. Ten (10.9%) patients did not start anticholinergics
during the study. Of them, two patients failed to follow up
after baseline, and eight received only standard urotherapy
(parents were opposed to pharmacotherapy). Table 2 shows
patients’ initial success and OABSS scores for each visit.

Predictors and regression analysis

Table 3 shows the differences in parameters for outcomes 1
and 2. The OABSS score <2 was the optimal endpoint for
complete absence of OAB symptoms as evaluated by the ex-
perts (SA and MC, pediatric nephrologists) on the basis of
medical history, with sensitivity 87.50%, specificity 87.07%,
PPV 59.57%, and NPV 96.97% (Youden’s 0.746, AUC 0.940).
Table 4 shows the regression analysis for predicting OAB
symptoms (outcome 1). Supplement 4 shows the selected cut-
off values of the predictors. Ol > 23 returned as a single sig-
nificant predictor of OABSS>2 in the multivariate regression.
The positive likelihood ratio was 2.21 (95% Cl 1.35—3.61) with
odds of 88% (~1in 1.1 with Ol > 23 have OAB symptoms). The
negative likelihood ratio was 0.37 (95% Cl 0.24—0.56) with
odds of 55% (~1 in 2.2 with Ol < 23 do not have OAB

Table 2 Patients’ initial success and OABSS scores.
Visit 1 Visit 2 Visit 3
(baseline) (3 months) (6 months)
N = 92 N = 58 N = 47
Initial success® NA
Non-response 9 (15.6%) 3 (6.3%)
Partial 35 (60.3%) 24 (51.1%)
Complete 14 (24.1%) 20 (42.6%)
OABSS, total score 7.0 (4.0) 3.5 (3.0)* 2.0 (4.5)*

N, number; NA, not applicable, OABSS, overactive bladder
symptom score.

Data were reported as median (interquartile range) for
continuous variables and absolute number (%) for categorical
variables.

*p < 0.001.

2 Initial success was assessed according to ICCS [3]: non-
response with <50% reduction, partial response with 50—99%
reduction, complete response with 100% reduction of
symptoms.

symptoms). For outcome 2, the number of daytime inconti-
nence episodes was not a significant predictor in the regres-
sion analysis (p = 0.167). None of the parameters tested were
significant predictors for DO only (data not shown).

Subanalysis of overactivity index

Supplement 5 shows the correlation between the Ol and the
continuous variables used to calculate the OABSS and the
UDS variables. The correlations were significant (p < 0.001)
between Ol and “urgency episodes over two weeks” and the
MCC/EBC ratio with medium (r = 0.45) and large effect
(r = -0.56), respectively. The linear regression models for
these correlations explained 20.1% and 30.6% of the vari-
ance, respectively.

Discussion

Our study showed that Ol, a measure calculated from FVC,
significantly predicts the presence of OAB symptoms, corre-
lates with the number of urgency episodes, and could be used
to predict the deviation of MCC from EBC. Because of the high
incidence, increasing prevalence, and significant negative
impact on a child’s life, there is continued interest in inves-
tigating non-invasive parameters in OAB. The role of UDS,
which serves to define the pathophysiology of LUTS and guide
treatment, is still debated. Can we truly treat patients in the
best manner possible without the additional information from
UDS, orisit difficult to distinguish patients with idiopathic OAB
from those with other causes of LUTS if we use only non-
invasive methods? To observe DO, the urodynamic hallmark of
OAB, an invasive and expensive test is required, and trained
and educated personnel are needed. Moreover, DO as a diag-
nostic and prognostic parameter for OAB has low sensitivity,
present in 41.8% of pediatric patients [6] and 44% and 58% of
adults with dry and wet OAB, respectively [17,18]. We
observed DO in 65% of participants at baseline, similarly to
adults [19]. Also, recent data from adult studies suggest that
the presence or absence of DO is not entirely predictive of a
successful response to therapy, pharmacologic or otherwise
[20]. Only one-third of pediatric DO cases demonstrate ur-
gency, and the correlation between OAB symptoms and DO is
poor [21]. Accordingly, our study showed no significant dif-
ference in the presence of OAB symptoms between patients
with and without DO, 82.7% vs 87.1%, p = 0.76. In general, it is
considered that invasive UDS should be performed in children
only when the outcome affects the choice of treatment [14].

Nevertheless, there are few studies in pediatrics, raising
the question of whether UDS can help select appropriate
therapeutic options? Digesu et al. reported that UDS are
useful in adults to confirm different causes of LUTS and
provide guidance for accurate management, leading to the
selection of patients who will benefit from anticholinergics
[17]. Wei et al. studied 232 children with non-neurogenic
OAB and reported a significantly lower success rate of
standard urotherapy in patients with DO and small MCC
(defined as <60% of EBC). They achieved significant treat-
ment responses in 69% of children with normal UDS, 60% with
DO, 33% with small MCC, and only 14% with DO and small MCC
combined [6]. Correspondingly, another pediatric study [7]
reported that lower bladder volumes observed in UDS may
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Table 3  List of investigated parameters (per diagnostic test) and their differences for selected outcomes in children with non-
neurogenic overactive bladder (baseline and follow-up visits).
Parameters Outcome 1 P Outcome 2 P

OABSS >2  OABSS <2 DO or small MCC Normal UDS

N = 132 N = 47 N = 84 N = 11
Continence diary
Maximum time between voids, hours 3.0 (1.0) 3.0 (1.0) <0.001 3.0 (1.0) 3.0 (0.8) 0.37
Urgency, N over 2 wks® 34 (44) 0 (0) <0.001 34 (49) 21 (37) 0.22
Daytime incontinence, N over 2 wks* 5 (20) 0( <0.001 4 (16) 0 (1) 0.022
Nocturia, N over 2 wks® 0 (4) 0 (0) 0.007 0 (5) 0 (0) 0.17
Enuresis, N over 2 wks 0 (6) 0 (0) 0.026 0 (8) 0 (4) 0.63
Frequency voiding chart
Average number of voidings per day® 9 (4) 6 (3) <0.001 9 (5) 11 (6) 0.70
Maximum voided volume, mL 180 (130) 260 (105) <0.001 200 (170) 225 (115) 0.59
Mean voided volume, mL 83 (63) 147 (80) <0.001 86 (88) 107 (66) 0.18
Night diuresis, mL 190 (150) 245 (205) 0.025 200 (140) 295 (45) 0.11
Fluid intake per day, mL 1175 (650) 1250 (450) 0.15 1200 (580) 1250 (675) 0.89
Fluid intake per kg per day, mL 44 (27) 49 (22) 0.27 45 (25) 32 (21) 0.12
Overactivity index 41 (43) 17 (29) <0.001 38 (47) 32 (39) 0.56
Uroflow
Qmax, mL/s 17 (9) 17 (10) 0.8 15 (9) 16 (12) 0.79
Time to Qmax, s 5 (5) 5 (6) 0.4 5 (7) 11 (10) 0.27
Voided volume, mL 156 (120) 192 (140) 0.19 155 (123) 195 (72) 0.18
Flow time, s 15 (12) 15 (17) 0.54 18 (16) 30 (19) 0.12
Voiding time, s 16 (17) 17 (22) 0.68 22 (21) 35 (38) 0.21
Average Q, mL/s 9 (6) 9 (5) 0.78 8 (5) 9 (6) 0.65
PVR volume, mL 0 (5) 0 (2) 0.69 0 (8) 0(5) 0.83
Flow index 0.81 (0.50) 0.78 (0.40) 0.92 0.75 (0.44) 0.80 (0.38) 0.69
Bladder ultrasound
Bladder thickness, mm 3(1) 2 (1) 0.068 3(1) 2 (1) 0.06
Transverse rectal diameter, mm 20 (8) 20 (3) 0.23 20 (5) 20 (5) 0.81
Symptom score
OABSS, total score® 7 (3) 1(2) <0.001 6 (4) 6 (4) 0.097
Urodynamics®©
Number of overactive detrusor contractions 2 (6) 5 (14) 0.34 3 (7) 0 (0) <0.001
Filling volume of the 1st contraction, mL 70 (70) 80 (39) 0.69 76 (65) NA NA
End basal detrusor pressure, cmH20 13 (14) 15 (9) 0.42 14 (12) 10 (7.5) 0.017
Maximal detrusor pressure, cmH20 23 (36) 37 (59) 0.21 31 (41) 10 (8) <0.001
Compliance, mL/cmH20 12 (16) 7 (19) 0.88 7 (13) 20 (12) 0.002
MCC, mL 144 (104) 214 (44) 0.008 147 (94) 232 (171) 0.001
MCC/EBC, % 51 (38) 87 (32) 0.001 56 (38) 84 (19) <0.001

N, number; wks, weeks; Qmax, peak flow rate; Q, flow rate; PVR, post void residual; OABSS, overactive bladder symptom score; MCC,
maximum cystometric capacity; EBC, expected bladder capacity for age; NA, not applicable.
Data were reported as median (interquartile range).
P values were calculated using Mann—Whitney U test. Significant values are shown in bold.
@ Used for calculation of OABSS and therefore not used in the regression model for outcome 1.
b Omitted in the regression model for outcome 1.
¢ Omitted from regression models for both outcomes.

indicate a more severe clinical substrate and predict poorer
responses to treatment. We achieved complete initial suc-
cess at 6 months in 75%, 30%, 33%, and 38% of patients with
normal UDS, DO, small MCC, and DO and small MCC combined
at baseline, respectively. This suggests that knowing
whether a patient has DO or small MCC may contribute to
rational pharmacotherapy and guide the duration of therapy.

We hypothesized that a non-invasive parameter such as Ol
could facilitate clinical decisions about initiation, continua-
tion, or discontinuation of anticholinergic treatment. We have
shown that the correlation of Ol and MCC, normalized to EBC,

is of large effect and that calculating the Ol is more practical
than performing UDS. The concept of Ol is based on expert
experience that although children with OAB may have age-
appropriate EBC (determined by FVC), most of the voidings
recorded are below the volume defined as small bladder. It
seemed necessary to develop a new measure to accurately
balance the recorded micturitions in the FVC, and provide a
better representation of voided volumes. Because the MVV is
an outlier and the number of voidings per day is affected by
daily drinking, we proposed a new measure. The Ol is the
median of voided volumes normalized to 65% of the EBC for the
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Table 4 Univariate and multivariate binary logistic regression analysis for predicting OABSS >2 (outcome 1).

Univariate regression

Multivariate regression®

Predictors OR (95% Cl) R? P Cut off OR (95% Cl) P
Maximum time between voids (CD) 0.42 (0.26—0.68) 9.16% < 0,001 <2.5h 0.39 (0.04—4.16) 0.44
Enuresis episodes over two 1.08 (1.10—1.17) 2.64% 0.042

weeks (CD)
Maximum voided volume (FVC) 0.99 (0.99—0.99) 9.14% < 0.001 <175 mL 1.85 (0.32—10.77) 0.5
Mean voided volume (FVC) 0.98 (0.97—0.99) 16.79% < 0.001 <87 mL 0.12 (0.01—1.58) 0.11
Maximum night diuresis (FVC) 0.99 (0.99—1.00) 2.41% 0.047
Overactivity index (FVC) 1.02 (1.01—1.03) 9.34% < 0.001 >23 7.97 (1.97—32.22) 0.004

CD, continence diary; FVC, frequency-volume chart.
Significant P values are shown in bold.

2 Model: hierarchical (highest to lowest R? value from univariate analysis); R? = 30.8%; AUC = 0.858.

patient’s age. Positive values indicate that 50% of reported
voiding volumes are below the value defined by ICCS as a small
bladder for age. The lower the Ol value, the higher the vol-
umes of all voidings relative to EBC.

A strong correlation of Ol and MCC/EBC ratio is useful
overall because MCC is the primary endpoint in most
studies. MCC is the most reproducible of the accepted OAB
treatment endpoints and is recommended by the European
Medicines Agency as the primary endpoint for pediatric OAB
trials [22]. An increase in MCC is predictive of a positive
outcome compared with more variable efficacy measures,
such as frequency and incontinence episodes [23]. In our
sample, there was a significant difference between pa-
tients with (65.7%, N = 46) and without OAB symptoms
(30.8%, N = 4) regarding decreased MCC, p = 0.03.
Furthermore, a sub-analysis of Ol showed that patients with
DO and small MCC combined had a significantly higher Ol
(median 53, IQR 37, N = 24) compared to all others (median
29, IQR 55, N = 45), p = 0.02. With respect to other non-
invasive parameters, MVV and mean voided volume corre-
lated significantly with MCC with large effect, as previously
reported [24,25], but were not significant predictors of the
presence of OAB symptoms. In this matter, Ol proved to be
the only predictor in multivariate regression. In 101 of 137
patients, it successfully discriminated between patients
with and without OAB symptoms and correlated with the
number of urgency episodes from the tedious 7-day voiding
diary. This could contribute to the use of Ol as an objective
marker for starting or continuing anticholinergic treatment
(when Ol > 23) or for maintaining urotherapy alone (when
Ol < 23) in children with OAB. The disadvantage of the
chosen cut-off is low specificity; 35% of patients with
Ol < 23 will have OAB symptoms and could be identified as
false negatives if the diagnosis is based on Ol alone. As a
screening tool, a high Ol could alert clinicians to the pos-
sibility of OAB, especially in cases where parents do not
observe urgency as a predominant symptom, such as in
primary enuresis or in the initial workup of daytime in-
continence. A high Ol could be useful to appropriately guide
urotherapy and drug treatment. The advantage is that Ol is
independent of the number of daily micturitions affected
by fluid intake and is insensitive to outliers, such as large
first-morning or small pre-bedtime voidings, which often
lead to interpretation problems of FVC.

This study has several limitations. First, it lacks external
validation of Ol on different cohorts. However, because of
the routine use of FVC in LUTS and the ease of calculating
the OI, other centers and experts could perform repro-
ducible studies and provide more data on the usefulness of
the Ol. Another obstacle is the accurate recording of the
number of voids and volumes, since the Ol is derived from
the FVC, which is fundamentally prone to human error and
measuring bias. Second, there is a significant drop-off
during the study. Only half of the enrollees completed
visit 3, probably because of fear of repeating invasive or
tedious diagnostic procedures, lack of motivation for
follow-up, or significant clinical improvement. This dropout
rate may substantially contribute to the attrition bias.
Third, UDS were not performed at all visits for all partici-
pants because it was difficult for children to undergo
frequent UDS. At follow-up visits, parents were more likely
to perform UDS if there was no favorable treatment
response. This resulted in fewer participants who
completed all assessments according to the study protocol
and could lead to verification bias.

The advantage of the study was that all children with ur-
gency were screened, which limited selection bias and made
the results more generalizable. We adhered to strict end-of-
filling criteria, which maximized the objectivity of the re-
ported MCC. To objectively calculate the OABSS, we used
data from a 7-day voiding diary instead of parent or patient
recall. Finally, we provided a web tool for others to validate
the Ol on their pediatric cohorts (https://bit.ly/Olndex). For
further validation, it will be of interest to analyze the value
of the Ol in predicting symptom recurrence in children with
OAB after discontinuation of anticholinergics.

Conclusions

Ol was found to be a significant predictor of OAB symptoms and
correlated with the number of urgency episodes. It could also
be used to estimate how much MCC might differ from EBC in
children with non-neurogenic OAB. Ol may contribute to a
noninvasive and objective assessment of the lower urinary
tract function. Its use could increase the likelihood of avoiding
ill-defined treatment strategies, such as the continuation of
non-beneficial treatment or premature discontinuation of
treatment leading to symptom relapse.
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Abstract

Introduction: Overactive bladder (0AB) is the most common urinary disorder and the leading cause of functional daytime intermittent urinary
incontinence in children. The aim of this study was to determine whether urinary brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and nerve growth factor
(NGF) concentrations, normalized to urine creatinine, could be used as biomarkers for diagnosis and treatment monitoring of OAB in children.

Materials and methods: Urine samples of 48 pediatric patients with OAB were collected at the start of anticholinergic therapy (baseline), at
follow-up visits (3 and 6 months), and from 48 healthy controls. Urinary BDNF and NGF concentrations were determined by ELISA method (Merck,
Darmstadt, Germany) and Luminex method (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Differences of frequency between quantifiable analyte con-
centrations between subject groups were determined using Fisher’s exact test.

Results: There was no statistically significant difference between quantifiable analyte concentrations between patients at baseline and the control
group for BDNF and NGF by either the ELISA or Luminex method (P = 1.000, P = 0.170, P = 1.000, and P = N/A, respectively). There was a statistically
significant difference between quantifiable BDNF by the ELISA method between patients at baseline and complete success follow-up (P = 0.027),
while BDNF by Luminex method and NGF by both methods were not statistically significant (P = 0.078, P = 0.519, and P = N/A, respectively).

Condlusions: This study did not demonstrate that urinary BDNF and NGF concentrations, can be used as biomarkers for diagnosis and therapy mo-

nitoring of OAB in children.
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Introduction

Overactive bladder (OAB) is the most common uri-
nary tract disorder and the leading cause of func-
tional daytime intermittent urinary incontinence,
with a prevalence of 9% in children aged 5-14
years (1). The obligatory symptom is urgency,
which may be accompanied by frequent urination
during the day, daytime intermittent urinary in-
continence, enuresis, and nocturia in the absence
of a urinary tract infection (2). In most cases, the
diagnosis of OAB is based solely on clinical symp-
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toms, mainly because of the invasiveness of uro-
dynamic studies which may cause pain, discom-
fort, and lack of cooperation from the child. In ad-
dition, detrusor overactivity (DO) is a pathogno-
monic finding during urodynamics, but it is pre-
sent in only 50-70% of affected individuals (3,4).
Considering the high prevalence, the negative im-
pact on the quality of life of the child and their
family, the economic burden, and the fact that
OAB in childhood is a strong predisposing factor
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for OAB in adulthood, it is important to improve
the objective and noninvasive diagnosis and treat-
ment monitoring of OAB in children (5-7).

The pathogenesis of OAB is not fully understood,
but studies from the last decade have indicated
the role of neurotrophins in the mechanisms of
manifestation of this lower urinary tract dysfunc-
tion (8). Neurotrophins belong to a large family of
trophic factors that are critical for the survival of
neurons and the formation, maintenance, and reg-
ulation of synapses. The most studied representa-
tives of neurotrophins in lower urinary tract disor-
ders are nerve growth factor (NGF) and brain-de-
rived neurotrophic factor (BDNF). In several clinical
studies of adult patients with OAB, a statistically
significant higher concentration of NGF was found
in the urine of patients compared with healthy
controls (9). Urinary NGF concentration correlated
proportionally with symptom severity (10,11). After
successful anticholinergic treatment, urinary NGF
concentrations were significantly lower in both
adults and children (3,10,12-15). Nevertheless, high
concentrations of urinary NGF persisted in pa-
tients with poor response to therapy, probably be-
cause of the presence of chronic inflammation of
the bladder wall (16). In these studies, the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) method was
used to detect neurotrophins.

Despite multiple studies showing that patients
with OAB have significantly higher urinary concen-
trations of NGF and BDNF, several recent studies
have yielded conflicting results. On the one hand,
some studies found no significant difference in the
NGF/creatinine ratio between patients with OAB
and the control group (17,18). On the other hand,
other studies showed unmeasurable NGF concen-
trations using various commercially available ELI-
SA kits (19-21). These studies have drawn attention
to the importance of using multiple methods to
establish optimal procedures for biomarker detec-
tion in urine. A 2019 meta-analysis on the use of
urinary NGF as a biomarker for DO in children
notes that it is a potential noninvasive marker but
highlights the need for further clinical studies to
confirm this hypothesis (22).

Biochem Med (Zagreb) 2022;32(3):030706

The aim of this study was to determine whether
BDNF and NGF concentrations, normalized to
urine creatinine, could be used as diagnostic and
treatment-monitoring biomarkers for OAB in the
pediatric population.

The first hypothesis was that urinary BDNF and
NGF concentrations normalized to urine creatinine
would be higher in children with OAB before an-
ticholinergic therapy than in the control group.
The second hypothesis was that urinary BDNF and
NGF concentrations normalized to urinary creati-
nine would be higher in children with OAB before
anticholinergic treatment than after successful
treatment.

Materials and methods

Subjects

This was a prospective intervention study that in-
cluded 48 outpatients with urgency aged 4-17
years who were consecutively examined between
February 2020 and November 2021. The urgency
was defined as a sudden and unexpected experi-
ence of an immediate and compelling need to uri-
nate after achieving bladder control and had to be
noted more than once per week for at least 3
months. Exclusion criteria were acute urinary tract
infection (UTI), central or peripheral nervous sys-
tem disorders, lumbosacral anomalies, surgical
procedures, or urinary or genital tract anomalies,
diabetes mellitus, diabetes insipidus, polydipsia (>
2 L/m?/24 h), and anticholinergic treatment in the
previous 3 months.

The control group consisted of 48 inpatients re-
cruited from different pediatric departments be-
tween June 2019 and November 2020. They had
normal micturition behavior and clinical examina-
tion with no symptoms or confirmed lower urinary
tract disease, no history of urinary tract infection,
chronic disease, or urinary tract or genital abnor-
malities.

The protocol for the research project was ap-
proved by the Institutional Ethics Committee (Ap-
proval No. 02-26/10-8-1), and it conforms to the
provisions of the Declaration of Helsinki. Informed
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consent was obtained from the participants and
their legal guardians before the study procedures.
The study was registered at ClinicalTrials.gov un-
der NCT02704013 (ID: pOAB-CHZ-01).

Methods

The screening examination for OAB patients in-
cluded a history, physical examination, 2-day fre-
quency-volume chart (FVC), ultrasound examina-
tion of the kidneys and bladder, uroflow examina-
tion with determination of residual urine volume
after urination (post-void residual, PVR), urinalysis,
and urine culture. Prior to the start of the study,
participants with constipation were treated with
osmotic laxatives, behavioral modifications, and
dietary changes. All patients received standard
urotherapy which includes the following compo-
nents:

1. Information about the normal function of the
lower urinary tract (LUT) and how the child in
question deviates from the norm,

2. Behavior modification instructions such as reg-
ular voiding habits, correct voiding posture,
avoidance of holding maneuvers, regular blad-
der and bowel emptying patterns,

3. Lifestyle advice such as balanced fluid intake
and diet, reduced caffeine intake,

4. Recording of symptoms and voiding habits in
bladder diaries or frequency-volume charts,
and

5. Support and encouragement through regular
follow-up with the caregiver (23).

Urodynamics was recommended to all patients
who had persistent urinary urgency at baseline.
Urodynamics was performed according to Interna-
tional Children’s Continence Society (ICCS) guide-
lines and good practice (23). All enrolled patients
received oral oxybutynin (0.3-0.5 mg/kg/day bid)
or solifenacin (5 mg oral once daily for children
aged > 6 years) as initial therapy. Standard uro-
therapy was continued in all patients during drug
treatment. Follow-up examinations were recom-
mended at month 3 and month 6, during which
the treatment outcomes were assessed using the
ICCS classification (23). Patients in whom symp-
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toms remitted 100% were defined as a complete
success, patients in whom symptoms remitted 50-
99% were defined as a partial success, and pa-
tients in whom symptoms remitted less than 50%
were defined as nonresponders.

The urine samples of the subjects and the control
subjects were taken at the subjective sensation of
a full bladder and the urge to void. The samples
were midstream clean catch samples collected in
sterile urine collection cups with screw caps at
room temperature. One millilitre of the sample
was used for the analysis of creatinine concentra-
tion in urine on the Olympus AU680 automated
biochemistry analyser (Beckman Coulter, Brea,
USA) by the enzymatic method within one hour of
collection. Ten millilitres of urine was centrifuged
at 3000xg for 10 minutes at room temperature
within 30 minutes of collection. Five 1.5 mL ali-
quots of the supernatant were frozen and stored
at - 80 °C until analysis of neurotrophin concentra-
tions. The aliquots were thawed only once; there
were no cases of multiple freeze-thaw cycles.

The concentrations of BDNF and NGF were ana-
lysed by the ELISA method (Merck, Darmstadt,
Germany) and Luminex method (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) according to the manu-
facturers’ instructions.

Enzyme-linked immunosorbent assay is an in vitro
enzyme-linked immunoassay for the quantitative
measurement of a target protein in biological
samples. In this study, the ELISA 96 well plate is
coated with specific capture antibodies (against
BDNF or NGF). Standard solutions and samples are
pipetted into the wells and the target protein pre-
sent in a sample is bound to the wells by the im-
mobilized antibody. The wells are washed and a
biotinylated detection antibody specific for the
target protein is added. After washing out the un-
bound biotinylated antibody, horseradish peroxi-
dase (HRP)-conjugated streptavidin is pipetted
into the wells. The wells are washed again, a
3,3',5,5-tetramethylbenzidine (TMB) substrate so-
lution is added to the wells, and the color devel-
ops in proportion to the amount of bound target
protein. The stop solution changes color from blue
to yellow, and the absorbance in each well is meas-
ured by a microplate reader at 450 nm. The con-
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centration of the target protein in the samples is
calculated from the standard curve generated
from the known concentrations and the absorb-
ance obtained from the standard solutions used.
The detection range of the ELISA kits used for this
study was 0.07-16.00 ng/mL for BDNF, while the
detection range for NGF was 6.86-5000.00 pg/mL.
Quality control was not performed during the ana-
lyte investigation. The analyses were performed
within two years of sample collection. Protein sta-
bility was not investigated prior to analysis. BDNF
and NGF concentrations were analysed by the ELI-
SA methods concurrently from the same aliquot.

The Luminex method is a multiplex sandwich
bead-based immunoassay that combines the ELI-
SA method with flow cytometry. It uses magnetic
beads that are internally dyed with a graded mix-
ture of fluorescent dyes. Varying the level of inter-
nal staining of the beads produces hundreds of
different fluorescence profiles that can be individ-
ually interrogated and classified in a single sample.
Microspheres of a single identity are conjugated
on their surface to a specific capture antibody for a
protein of interest. A mixture of beads is pipetted
into a 96-well plate. After incubation of the sample
and beads, the wells are washed and a cocktail of
biotinylated detection antibodies specific for the
target proteins is added. After washing out the un-
bound biotinylated antibodies, phycoerythrin
(PE)-conjugated streptavidin is pipetted into the
wells. After another round of washing, the micro-
sphere-cytokine reporter compound is analysed
as a single sphere suspension through a flow
chamber equipped with excitation lasers and an
electronic detection device that measures the in-
tensity of fluorescence of the microsphere-cy-
tokine reporter compound, similar to a flow cy-
tometer. Proteins are distinguished by the color of
the internally stained beads themselves, and their
relative abundance is quantified by measuring the
fluorescence intensity of the detection antibody
conjugated to the reporter dye. The detection
range of the Luminex kit used for this study was
1.33-5450 pg/mL for BDNF, while the detection
range for NGF was 7.35-30,100 pg/mL. Quality con-
trol was not performed during the analyte investi-
gation. The analyses were performed within two

Biochem Med (Zagreb) 2022;32(3):030706

years of sample collection. Protein stability was
not investigated prior to analysis. BDNF and NGF
concentrations were analysed with the same Lu-
minex assay.

Statistical analysis

Because analyte concentrations were unquantifia-
ble in the majority of samples, the neurotrophin
concentration results were converted to categori-
cal variables. Concentrations of BDNF were deter-
mined by the ELISA method and were converted
into categories of < 0.07 ng/mL and > 0.07 ng/mL.
Also, BDNF concentrations determined by the Lu-
minex method were converted into categories of
< 1.33 pg/mL and > 1.33 pg/mL. Concentrations of
NGF were determined by the ELISA method and
were converted into categories of < 6.86 pg/mL
and > 6.86 pg/mL. Also, NGF concentrations deter-
mined by the Luminex method were converted
into categories of < 7.35 pg/mL and > 7.35 pg/mL.
Descriptive statistics were used to describe the de-
mographic and disease data of the study partici-
pants. The age of the subjects was expressed as
median and range (min-max). Frequencies of sex
in the patient and control group, quantifiable neu-
rotrophin concentration results, and complete
success rate were expressed as percentages for
sample sizes > 100, ratios for sample sizes > 30 and
< 100, and as the number of the observations di-
vided with the total number of subjects within the
group. The differences between the concentra-
tions of BDNF and NGF measured by both meth-
ods were compared between the baseline group
of patients and the control group was determined
to test the first hypothesis. The differences be-
tween the concentrations of BDNF and NGF meas-
ured by both methods between the baseline
group of patients and the follow-up group of pa-
tients with complete success was determined to
test the second hypothesis. Differences of fre-
quency between categorical variables (i.e., analyte
concentrations) between subject groups were de-
termined using Fisher’s exact test. Statistical analy-
sis was performed with the statistical program
MedCalc, version 18.9 (MedCalc Software, Ostend,
Belgium). P values < 0.05 were considered statisti-
cally significant.
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Results

The median age of the patient group was 7 (3-17)
years. The median age of the control group was 13
(6-17) years. The patient group consisted of 43
(0.90) girls and 5 (0.10) boys. The control group
consisted of 19 (0.40) girls and 29 (0.60) boys.

Of the 48 patients recruited, 35 patients complet-
ed their follow-up at month 3 and 33 patients
completed their follow-up at month 6. At follow-
up visits, 18 (0.38) patients had complete initial
success either 3 or 6 months since the start of an-
ticholinergic therapy. This is in accordance with
previously published data on the success of an-
ticholinergic treatment of children with OAB (24).

Of the 164 samples analysed, a majority of sam-
ples had unquantifiable analyte concentrations re-
gardless of a subject group (patients with OAB or
controls) or method used (ELISA or Luminex).
These concentrations are considered to be less
than the lowest analysed concentration standard.
Overall, the concentration of BDNF in urine was
< 0.07 ng/mL in 150 (91%) of the samples analysed
by the ELISA method, while the Luminex method

showed a BDNF concentration of < 1.33 pg/mL in
121 (74%) samples. Urinary NGF concentration was
< 6.86 pg/mL in 158 (96%) samples analysed by
the ELISA method, while all 164 (100%) samples
had a concentration of < 7.35 pg/mL by the Lu-
minex method.

Table 1 shows the overview of the number of
quantifiable BDNF and NGF concentrations across
subject groups using the ELISA and Luminex
methods.

Table 2 shows the results of Fisher’s exact test be-
tween subject groups, analytes, and methods.

The only statistically significant difference in fre-
quency of quantifiable concentrations of BDNF us-
ing the ELISA method was found between the pa-
tient group baseline and patients with complete
success at follow-up (P = 0.027).

An additional analysis of individual patient assess-
ments showed that of the 18 patients with com-
plete success at follow-up, four patients had quan-
tifiable BDNF concentration with at follow-up but
not baseline.

TasLE 1. Overview of the number of quantifiable BDNF and NGF concentrations across healthy controls and patient groups using the

ELISA and Luminex methods

Patients .

Analyte follow-up - Patients
Patients baseline follow-up - Control group
and Category nonresponders and
(N=48) k complete success (N=48)

method partial success (N=21)

(N=47) -
BDNF > 0.07 ng/mL, N 1(0.02) 8(0.17) 4/21 1(0.02)
ELISA <0.07 ng/mL, N 47 (0.98) 39(0.83) 17/21 47 (0.98)
BDNF > 1.33 pg/mL, N 5(0.10) 21 (0.45) 6/21 11(0.23)
Luminex <133 pg/mL,N 43 (0.90) 26 (0.55) 15/21 37(0.77)
NGF >6.86 pg/mL, N 1(0.02) 4(0.09) 1721 0(0.00)
ELISA <6.86 pg/mL, N 47 (0.98) 43(0.91) 20/21 48 (1.00)
NGF >7.35 pg/mL, N 0 0 0/21 0
Luminex <7.35pg/mL,N 48 (1.00) 47 (1.00) 21/21 48 (1.00)

N — number. BDNF - brain-derived neurotrophic factor. NGF - nerve growth factor. ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay.
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TABLE 2. Results of Fisher’s exact test

Patients baseline vs.

Patients baseline vs. patients

Analyte Method control group follow-up - complete success
BDNF ELISA P =1.000 P =0.027

Luminex P=0.170 P =0.078
NGF ELISA P =1.000 P=0.519

Luminex NA NA

P values were calculated using Fisher’s exact test. BDNF — brain-derived neurotrophic factor. NGF — nerve growth factor. ELISA -

enzyme-linked immunosorbent assay. NA — not applicable.

Discussion

In contrast to most previously published studies,
this study did not find a statistically significant dif-
ference between urinary BDNF and NGF concen-
trations in OAB patients before treatment and con-
trol subjects. Consequently, it does not support
their use as noninvasive diagnostic biomarkers for
OAB.

There was no statistically significant difference be-
tween patients’ NGF concentrations before thera-
py and at complete success follow-up, so this
study does not support its use as a biomarker to
monitor therapy in children with OAB.

Because a statistically significant difference in the
frequency of BDNF concentrations quantifiable by
the ELISA method was found between the group
of patients at baseline and those with complete
success at follow-up (P = 0.027), additional analysis
of individual patient assessments was performed.
In contrast to the expected results of a decrease in
BDNF concentration after successful anticholiner-
gic therapy, no patient with complete success
showed a decrease in concentration at follow-up.
As indicated in the results, four patients had quan-
tifiable BDNF concentration at follow-up but not
at baseline. Therefore, this study could not confirm
the usefulness of urinary BDNF as a biomarker for
monitoring therapy in children with OAB because
it was not possible to determine the decline in
concentrations in successfully treated patients.

These results are not consistent with those of most
previously published studies. There are several
factors that should be considered when interpret-
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ing this difference. One of the most important is
the limited sensitivity of current ELISA technology
for determining urinary BDNF and NGF concentra-
tions. In their letter to the editor on a meta-analy-
sis on the usefulness of NGF as a biomarker in
urine OBA, Gamper and Viereck emphasise that
many studies used ELISA kits from Promega (Pro-
mega, Madison, USA) that were later shown to
quantify urine components other than NGF and
were therefore withdrawn from the market (25).
They also refer to two of the above-mentioned
studies in which NGF concentrations were below
the limit of detection, which is consistent with our
study (20,21).

Given that the Luminex technology has similar de-
tection limits for NGF concentrations, it is not sur-
prising that it gives similar results. On the other
hand, the detection limit for BDNF concentrations
is lower, so it was possible to quantify it in more
samples. However, in our study, only 43 (26%) of
the samples had quantifiable BDNF concentra-
tions using this method, so we conclude it is not
yet sensitive enough to use BDNF as a biomarker
for OAB in children.

Another factor to consider is the preanalytical pro-
cess from sample collection to neurotrophin anal-
ysis. One of the possible reasons for low concen-
trations could be that proteins are digested by
proteases before centrifugation and freezing at
- 80°. Previously published studies showing quan-
tifiable concentrations of neurotrophins did not
report the use of protease inhibitors, so we did not
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include their use in our study protocol. Another
preanalytical element that may affect the detec-
tion of proteins is the time from sample collection
to storage and analysis. In our study protocol, the
maximum time from sample collection to centrifu-
gation and storage at - 80 °C was 30 min. Although
shortening the time could be further tested, we
believe that a shorter time, such as 15 minutes, is
not feasible for routine laboratory testing, should
these proteins be used regularly as biomarkers for
OAB. An additional element in the study protocols
that could be considered is the temperature dur-
ing centrifugation. We centrifuged samples at
room temperature, as did some of the cited stud-
ies, whereas other investigators centrifuged them
at 4 °C (3,10-13,16,17,20,21). Since both protocols
yielded both measurable and unquantifiable con-
centrations of neurotrophins, we do not believe
that the temperature of centrifugation affected
the results of the analysis of urinary BDNF and NGF
concentrations (3,10-13,16,17,20,21).

A limitation of this study was that neurotrophin
concentrations were analysed at different time in-
tervals after sample collection. To our knowledge,
there are no studies on the stability of neurotroph-
ins in urine samples stored at - 80 °C. It was
unfeasible to standardise the interval from
collection to analysis because this was a
prospective intervention study in the paediatric
population and the target proteins were analysed
with immunoassays performed on batches of 80
samples. A second limitation was that the patient
and control groups were not matched for age and
sex. The reason for this limitation was that this
study was performed as part of a larger study
funded by the Croatian Science Foundation, in
which one of the objectives was to determine the
age and sex variations of neurotrophins in healthy
children. Therefore, it was not possible to have a
disproportionate number of girls in the control
group as in the patient group.

Taking into consideration the time and resources
that have been devoted to researching the role of
neurotrophins in the pathology of OAB, the ques-
tion is what to do next. One possibility is to devel-
op immunochemical assays with a lower limit of
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detection that are more suitable for urine analy-
ses. Another option is to use more sensitive meth-
ods such as tandem mass spectrometry. However,
since the ultimate goal in determining new urinary
biomarkers for diagnosis and treatment monitor-
ing is that they be widely available and inexpen-
sive, methods that are difficult to use and expen-
sive are not of interest. Alternatively, the research
community may turn its attention to novel target
proteins such as inflammatory cytokines and che-
mokines in urine. Their study could help us deter-
mine the pathophysiology of OAB and the role
that inflammation plays in it. One of the potential
biomarkers studied in recent years is monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), a chemokine
that regulates monocyte/macrophage migration
and infiltration. Some studies showed increased
MCP-1 concentrations in the urine of adult patients
with OAB compared to the control group (26,27).
To our knowledge, there has been no study of in-
flammatory cytokines and chemokines in the
urine of children with OAB.

Our study does not support the hypothesis that
urinary BDNF and NGF concentrations, normalized
to urine creatinine, are higher in children with OAB
before anticholinergic therapy than in the control
group. In addition, the hypothesis that urinary
BDNF and NGF concentrations normalized to urine
creatinine are higher in children with OAB before
anticholinergic treatment than after successful
treatment could not be confirmed.
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