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РЕЗЮМЕ
Железният свръхтовар и развиващата се вторична хемосидероза при болните с β-таласемия майор (β-ТМ) 

още от ранна детска възраст водят до органни увреждания, сред които са и бъбречните нарушения. Съвремен-
ните уринни маркери – неутрофил гелатиназа-асоцииран липокалин, N-ацетил-β-D-глюкозаминидаза и β2-ми-
кроглобулин, могат да бъдат полезен инструмент за клиницистите в диагностиката на тубулните лезии. В 
проучването са включени 44 пациенти с β-ТМ и 30 контроли. На всички участници са изследвани маркерите за ту-
булна дисфункция – NGAL, β2-MG and NAG в първа сутрешна урина чрез ELISA метод. Резултатите показват ста-
тистически значима разлика при уринния NGAL (p-0,028) между изследваните групи. Този биомаркер доказва мно-
го ранни увреждания в проксималния тубул преди да е настъпила клетъчната смърт. 

Ключови думи: β-таласемия майор (β-ТМ), неутрофил гелатиназа-асоцииран липокалин (NGAL), 
N-ацетил -β-D-глюкозаминидаза (NAG), β2-микроглобулин(β2-MG)

ABSTRACT
The iron overload and the development of secondary hemosiderosis in patients with β-thalassemia major lead to organ 

damages, including kidney disorders from an early childhood. Contemporary urinary markers such as neutrophil gelatinase-as-
sociation lipocalin, β2-microglobulin, and N-acetyl-β-D-glucosaminidase could be a useful tool for clinicians in diagnosing ear-
ly tubular lesions. The current study was performed in 44 patients with β-thalassemia major and 30 controls. All participants 
were tested for NGAL, β2-MG, and NAG in the first sample morning urine using the ELISA method. The results showed statisti-
cally significant difference in urinary NGAL between the two examined groups. This marker indicates very early damage to the 
proximal tubule before cell death occurs. 

Keywords: β-thalassemia major, β2-microglobulin (β2-MG), neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), 
N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG)

ВЪВЕДЕНИЕ 

Пациентите с β2-MG се характеризират с ко-
морбидност и влошено качество на живот. Же-
лезният свръхтовар и развиващата се вторич-
на хемосидероза още от ранна детска възраст 
водят до органни увреждания, сред които са и 
бъбречните нарушения. Някои от болните раз-
виват гломерулна дисфункция с лека до уме-

рена протеинурия и албуминурия, при други 
се наблюдават тубулни нарушения като хипер-
калциурия, хиперфосфатемия, хиперурикозу-
рия, аминоацидурия, глюкозурия (1,2,3). Зави-
шени нива на уропротеините неутрофил гела-
тиназа-асоцииран липокалин (NGAL), β2-ми-
кроглобулин (β2-MG), N-ацетил-β-D-глюко-
заминидаза(NAG) са документирани в много 
проучвания (1,2).
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до нарушения в бъбречната функция от тран-
зиторно леко повишаване на серумния креа-
тинин до остро бъбречно увреждане (9,10). Хе-
латорите влияят върху каскадата на арахидо-
новата киселина и продукцията на простаглан-
дините с последващ дисбаланс между вазо-
дилататори и вазоконстриктори. Настъпва ак-
тивация на тубулогломерулната обратна връз-
ка и вазоконстрикция на аферентните прегло-
мерулни артериоли с последваща редукция на 
гломерулната филтрация (3). 

ХБЗ много често не се диагностицира преди 
настъпване на терминална ХБН поради липса 
на съществени оплаквания от страна на паци-
ентите. При напреднало бъбречно заболяване 
терапевтичните възможности са ограничени. 
Това обяснява нарастващия интерес на клини-
цистите да търсят нови, неинвазивни и сензи-
тивни маркери за ренална дисфункция. 

Неутрофилен гелатиназа-асоцииран липо-
калин е протеин с молекулна маса 25 kDa, оп-
исан за първи път през 1993 г. (12,13). В със-
тояние на стрес (инфекции, възпаления, исхе-
мия, неопластична пролиферация) се наблю-
дава подчертана експресия на NGAL в увреде-
ните епителни клетки както в бъбрека, така и в 

Фиг. 1. Механизми на тубулна и гломерулна дисфункция при пациентите с таласемии (12)

Няколко фактора са отговорни за наруше-
нията в бъбречната функция при пациенти-
те с β-ТМ – скъсеният живот на еритроцити-
те, депозитите от желязо в тъканите и терапи-
ята с железни хелатори (3,4) (фиг. 1). Усилени-
ят еритроцитен търновър и нуждата от чести 
хемотрансфузии водят до отлагане на хемоси-
дерин в гломерулите, проксималните тубули 
и интерстициума с последваща бъбречна ув-
реда (5). Реналната хемосидероза превалира 
при болните с β-ТМ. Желязното натрупване в 
бъбреците положително корелира със сигни-
фикантно завишените стойности на цистатин 
С, β2-микроглобулин, отношенията албумин/
креатинин и β2-микроглобулин/креатинин в 
сутрешна урина (6). Железният свръхтовар, 
хроничната анемия и хипоксия водят до окси-
дативен стрес. Намалява периферното съдово 
съпротивление, повишава се бъбречният плаз-
моток, настъпва хиперфилтрация с трансуда-
ция на макромолекули и поява на нискосте-
пенна протеинурия (7,8). Механизмите на бъб-
речното увреждане в резултат на използване 
на хелаторна терапия не са напълно изяснени. 
Счита се, че приложението им може да доведе 
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дебелото черво, черния дроб, белите дробове 
(14). NGAL свободно се филтрира през гломе-
рула и в голяма степен се реабсорбира в прок-
сималния тубул. Екскрецията на NGAL вероят-
но се дължи на бъбречна увреда със засягане 
на реабсорбцията в проксималния тубул и/или 
индуциране на синтеза de novo на NGAL в дис-
талния тубул.

N-ацетил-β-D-глюкозаминидаза е лизозо-
мален ензим в проксималните тубулни клет-
ки на бъбрека и може да служи за маркер за 
проксимална тубулна увреда и нефротоксич-
ност. Има високо молекулно тегло около 130 
000–140 000 Da, поради което не се филтрира 
през гломерулната базална мембрана, а се ме-
таболизира в черния дроб. Високото ниво на 
уринния NAG е индикатор за тубулно уврежда-
не в резултат на исхемия, възпаление, токсич-
ност (15).

Бета-2-микроглобулинът е белтък с моле-
кулна маса 11,58 кD, който се съдържа в кле-
тъчната мембрана на всички еукариотни клет-
ки. Той изцяло се филтрира, а във 99,9% се ре-
абсорбира в проксималния тубул. При нали-
чие на тубулни лезии неговите стойности в 
урината се увеличават, а откриването му в нея 
е маркер за нарушена тубулна реабсорбция – 
тубулопатия (16).

ЦЕЛ

Да се направи оценка на съвременните 
уринни маркери NGAL, NAG, β2-MG в диагно-
стиката на ранна бъбречна увреда при паци-
енти с β-ТМ. 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

Пациентите, участници в проучването, 
са 44 на брой, от 7 г. до 57 г., на средна въз-
раст 24,3 ±12.71 г., от които 18 деца (6 моми-
чета и 12 момчета) и 26 възрастни (14 жени и 
12 мъже). Изследването е извършено през пе-
риода: септември 2018 г. – август 2019 г. Диа-
гнозата β-ТМ е доказана чрез електрофореза 
на хемоглобина.

Включващи критерии: болни с β-ТМ, по-
дписали информирано съгласие.

Изключващи критерии: болни с β-ТМ и за-
харен диабет, хронични гломерулонефрити, 
неконтролирана артериална хипертония, ак-
тивни инфекции на пикочните пътища, сепсис, 

онкологично заболяване, бременност, при-
ем на нефротоксични лекарства, провеждане 
на йод-контрастни изследвания през послед-
ния месец, лица, неподписали информирано 
съгласие.

В контролната група са включени 30 здра-
ви лица на възраст от 7 г. до 45 г., от които 13 
деца (9 момичета и 4 момчета) и 17 възраст-
ни (12 жени и 5 мъже), на средна възраст 23.63 
±12.84 г.

Изследването на уропротеините NGAL, 
NAG, β2-MG е извършено от първа урина за 
деня, средна фракция, в стерилен контейнер. 
Урината е центрофугирана при 3000 оборо-
та в минута за 20 минути и надстоящата теч-
ност е отделена, замразена и съхранявана при 
-20°C до провеждането на анализа. Определя-
нето на β-2-микроглобулин в урина е извърше-
но чрез ELISA с готов тестов набор Human β2-
Microglobulin Assay, каталожен номер KGE019 
на фирмата R&D Systems, Великобритания, 
според протокола на производителя при раз-
реждане на урината 2 пъти. Концентрацията 
е изразена в мерна единица µg/mL. Опреде-
лянето на липокалин-2/NGAL в урина е извър-
шено чрез ELISA с готов тестов набор Human 
Lipocalin-2/NGAL Immunoassay, каталожен но-
мер DLCN20 на фирмата R&D Systems, Велико-
британия, според протокола на производите-
ля при разреждане на урината 10 пъти. Кон-
центрацията е изразена в мерна единица ng/
mL. Определянето на N-ацетил-β-D-глюко-
заминидаза в урина е извършено чрез ELISA 
с готов тестов набор Human N-acetyl-beta-D-
glucosaminidase (NAG) ELISA Kit, каталожен но-
мерHUEB0419 на фирмата ELISAGenie, Велико-
британия, според протокола на производите-
ля без разреждане на урината. Концентрация-
та е изразена в мерна единица U/L. 

Статистически методи
Използвани са дескриптивни, графични и 

аналитични методи. 
T-test е прилаган за сравняване на средни-

те величини на показателите между контроли 
и болни. Статистически значими са разликите 
между групите при р ≤0.05.

Корелационен анализ е използван за из-
следване на зависимостите между клинични-
те показатели. Оценката на силата на зависи-
мостта между променливите се базира на ре-
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зултатите от коефициента на Пирсън (r). Сте-
пента на асоциация между променливите е 
определяна като значителна при r >0.5<r=0.7; 
голяма при r>0.7<r=0.9 и изключително голяма 
при r>0.9 при р≤0.05.

РЕЗУЛТАТИ

Подбрана е референтна група според из-
искванията на IFCC (International Federation of 
Clinical Chemistry) и са изработени референт-
ни граници на изследваните лабораторни па-
раметри, представени в посочените димен-
сии: β2-микроглобулин/креатинин mg/mol, 
NGAL/креатинин ng/mol., NAG/креатинин U/
mol. (табл. 1).

На табл. 2 са представени корелации меж-
ду параметрите B2-МГ/креатинин, NGAL/креа-
тинин, NAG/креатинин при болни и контроли 
чрез Mann-WhitneyUTest. 

Установява се статистически значима раз-
лика при показателя NGAL/креатинин (p-0,028) 
между изследваните групи. Разликите на по-
сочените показатели са представени графично 
(фиг. 2, фиг. 3, фиг. 4).

От корелационния анализ се установява по-
ложителна корелативна връзка между β2-МГ/

Биомаркер Минимална 
стойност

Максимална 
стойност Средна стойност Стандартно 

отклонение
β2-MG/креатинин 0 8,3650 2,531000 ± 2,1676115 
NGAL/креатинин 0 0,0190 0,002233 ± 0,0037268 
NAG/креатинин 0,0002 0,1800 0,018363 ± 0,0353029 

Табл. 1. Граници на стойностите за изследваните биохимични биомаркери при контролната група 

Биомаркер Контроли Пациенти U test/ Z P
β2-MG/creatininе 2,5310 ± 2,1676 3,393 ± 2,7238 -1,59 0,116
NGAL/creatininе 0,0022 ± 0,0037 0,0106 ± 0,040 2,25 0,028
NAG/creatininе 0,0183 ± 0,0353 0,0283 ± 0,0706 -0,89 0,375

Табл. 2. Mann-Whitney U-Test

Фиг. 2. Разлика в β2-МГ/креатинин при пациенти и 
здрави контроли

Фиг. 3. Разлика в NGAL/креатинин при пациенти и 
здрави контроли

Фиг. 4. Разлика в NAG/креатинин отношение при 
пациенти и здрави контроли

Фиг. 5. Корелация между нивата на β2-МГ и NGAL при 
пациентите с β-ТМ
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креатинин и NGAL/креатинин отношения (p-
0.050, r-0.297) (табл. 3).

Корелационните зависимости между β2-
МГ и NGAL са представени графично (фиг. 5).

ОБСЪЖДАНЕ

За първи път в България се провежда проуч-
ване върху тубулните нарушения при болните 
с β-ТМ. Уропротеините NGAL, NAG, β2-МГ да-
ват допълнителна информация за тубулопа-
тиите при таласемичните пациенти. Установя-
ва се статистически значима разлика при урин-
ния NGAL между изследваните групи. Нашите 
резултати потвърждават тези от световната 
литература за завишени нива на NGAL/креати-
нин отношение при пациентите с β-ТМ. 

NGAL и β2-MG се откриват в нищожни ко-
личества в урината на здрави индивиди. Тях-
ната детекция свидетелства за нарушения на 
тубулната резорбция на разтворимите веще-
ства. NAG се явява малко по-късен показател в 
диагностиката на тубулопатиите. Откриването 
му в урината е доказателство за лизис на клет-
ката. В този смисъл нашето проучване доказва 
много ранни нарушения в тубулната функция 
при болните с β-ТМ, още преди да е настъпила 
клетъчната смърт. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Уропротеините NGAL, NAG и β2-MG могат 
да бъдат полезен инструмент за клиницистите 
при установяване на тубулни нарушения при 
пациентите с β-ТМ.
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