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1. UVOD

Smrtnost bolesnikana hemodijalizi je izuzetno visoka, 10-20 puta veca nego u ostaloj
populaciji iste starosti. Danas se smatra da je smrtnost bolesnika na hemodijalizi koji su
neuhranjeni, imaju ubrzani proces ateroskleroze i hroni¢nu inflamaciju, jednaka smrtnosti
bolesnika sa karcinomom koji je matastazirao(1).Kardiovaskularne bolesti ¢ine ¢ak 50% svih
uzroka smrti ovih bolesnika (2). Stoga je procena rizika smrtnosti kod ovih bolesnika izuzetno
vazna. Povecan rizik za nastanak oboljenja srca i ateroskleroze kod bolesnika sa uremijom je

rezultat slozenih uzajamnih dejstava bubreznih i nebubreznih ¢inilaca, kao i komorbiditeta (3).

Kod ovih bolesnika, tradicionalni faktori rizika za razvitak kardiovaskularnih bolesti su
pridodati specifi¢cnim faktorima rizika vezanim za uremiju i dijalizu. Tri grupe faktora su vrlo
vazne za vaskularna oSteCenja u hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji (HBI): klasi¢ni
(Framingamovi) faktori (hipertenzija, dislipidemija, pusSenje i diajbetes), faktori iskljucivo
vezani za HBI (anemija, sekundarni hiperparatiroidizam, direktna izlozenost
bioinkompatibilnim membranama i kontaminiranim dijaliznim te¢nostima) i novootkriveni i
promovisani faktori (hiperhomocistinemija, povecana simpaticka aktivnost i akumulacija

asimetri¢nog dimetilarginina - ADMA).

ADMA je kompetitivni inhibitor azot-oksid sinteze (NOS) i modulator bioloskih efekata azot-
oksida (NO). ADMA nije samo uremijski toksin, ve¢ i zna¢ajan marker endotelne disfunkcije i
ateroskleroze, kao i nezavisni prediktor mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti kod bolesnika
sa HBI. Simetri¢ni dimetilarginin (SDMA), koji takode pripada grupi metilarginina, primenjuje
se u proceni glomerularne filtracije(4). Rutinska primena ADMA kao markera endotelne
disfunkcije joS uvek nije postignuta. Poteskoce su vezane za odredivanje referentnih vrednosti
zbog velikog preklapanja vrednosti kod bolesnika na dijalizi i zdravih ispitanika. Osim toga,

jo$ uvek nije data preporuka kojom metodom bi trebalo rutinski odredivati ovaj marker.

Inflamacija je joS jedan od najvaznijih uzroka morbiditeta i mortalitetakod ovih bolesnika.
Najcées¢i uzroci koji dovode do razvoja inflamacije su smanjenje bubrezne funkcije, povecana
osetljivost na infekcije i poremecaj imunog Sistema. Pri stalnom izlaganju dijaliznim
tretmanima dolazi do aktivacije leukocita, produkcije inflamatornih citokina koji dovode do
produkcije proteina akutne faze kao Sto su C-reaktivni protein (CRP) i serumski amiloid
(SAA)(5). O prisustvu inflamacije zakljuCuje se na osnovu porasta nivoa reaktanata akutne

faze, ili jednog ili viSe citokina, ili njihovih receptoragonista u serumu. Ovi inflamatorni
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parametri predstavljaju indirektne odnosno direktne markere aktivacije monocita, koji se

medusobno razlikuju po prediktivnoj vrednosti, senzitivnosti i ceni primene.

C-reaktivni protein je najvazniji pozitivni protein akutne faze i nespecificni marker
sistemskeinflamacije niskog stepena. U ovom trenutku, on je znacajan, mada grub istraZivacki
alat zarazumevanje zanimljive povezanosti izmedu inflamacije, malnutricije, anemije i

kardiovaskularnogmorbiditeta kod bolesnika na dijalizi(6).

Hipoalbuminemija je marker malnutricije koja se kod bolesnika na hemodijalizi javlja zbog
nedovoljnog energetskog i proteinskog unosa, kataboli¢kih procesa usled acidoze, gubitka

proteina tokom dijalize, infekcije/inflamacije, fizicke neaktivnosti.

Pri validaciji i1 evaluaciji novog markera ili kombinacije markera potrebno je sprovesti vise
razli¢itih statistiCkih testova. Na osnovu informacija dobijenih iz ovih statistickih testova
utvrduje se da li neki novi marker ili kombinacija markera doprinosi boljoj stratifikaciji
bolesnika u odnosu na model tradicionalnih faktora rizika. Preporuka je da se u okviru
validacije i evaluacije koriste Cox-ova regresiona analiza, ROC (Receiver Operating
Characteristics) analiza, Hosmer-Lemeshow test i tabele reklasifikacije(7, 8).



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Sta je biomarker? Definicija i tipovi

Termin biomarker je upotrebljen 1989. godine kao Medical Subject Heading (MeSH) termin
koji oznaCava bioloski parametar koji se moze meriti i kvantifikovati (npr. koncentracija
enzima, koncentracija hormona, fenotipska distribucija odredenog gena, prisustvo neke
bioloSke supstance)i koji sluzi u proceni bolesti ili stanja. Ameri¢ki Nacionalni zdravstveni
institut je definisao biomarker kao karakteristiku koja se objektivno moZe meriti i koja
predstavlja indikator fizioloSkog, patofizioloSkog stanja ili farmakoloSkog odgovora na neku
terapijsku intervenciju(9). Biomarker bi trebalo da se idealno i stalno menja sa nivoom
aktivnosti bolesti ili stepenom progresije bolesti (10). Biomarker bi trebalo da je neinvazivan,

viSe puta merljiv, jednostavan (11).

Postoje razliciti tipovi biomarkera u odnosu na primenu: 1) antecedentni biomarkeri, koji
ukazuju na rizik nastanka bolesti, 2) “screening”biomarkeri, kojima se utvrduje subklinicka
forma bolesti, 3) dijagnosticki biomarkeri, koji otkrivaju postoje¢u bolest, 4) “staging”
biomarkeri, koji definiSu stadijum i teZinu bolesti, 5) prognosti¢ki biomarkeri, koji potvrduju
tok bolesti, ukljucujuci i odgovor na terapiju (12). Faktor rizika je definisan kao biomarker koji
je povezan sa bolesti, jer je njegova promena uzrocno povezana sa progresijom bolesti. Rizik
marker moze biti statisticki znaCajno povezan sa bolesti, ali ne mora postojati uzro¢no-

posledi¢no povezan.

Bez obzira na primenu, biomarker ¢e biti klinicki znacajan jedino ako u vise merenja pokaze
tacnost, ako je prihvatljiv za bolesnika, lekarima jednostavan za tumacenje, ima visoku
specificnost 1 senzitivnost za ishod koji se prati, u brojnim studijama pokaze da znacajno utice
na ishod, i postoje podaci da popravlja nacin leCenja. Osim toga, zavisno od primene,
biomarker bi trebalo da ima odredene karakteristike. Za skrining markere je potrebno da imaju
visoku specifi€nost i senzitivnost i da ne zahtevaju visoke finansijske troSkove. Za
dijagnosticke markere pored gore navedenog je bitno da ih karakteriSe brzo povecanje, visoka
tkivna specifi¢nost, da nivo biomarkera reflektuje stadijum bolesti. Za biomarkere Kkoji se
koriste za pracenje progresije bolesti ili odgovara na terapijski pristup specifi¢nost i
senzitivnost su manje bitne, jer oboleli sluze kao sopstvena kontrolna grupa sa pocetnim
vrednostima biomarkera. Za ovaj tip biomarkera je vazna uska intraindividulana varijacija u
odnosu na ishod ili terapiju. Finansijski aspekt je manje bitan, jer se ovakvi biomarkeri koriste

samo kod onih pacijenata kod kojih je postavljena dijagnoza odredene bolesti. Za prognosti¢ke

3



Pregled literature

markere je potrebna velika populacija i prospektivni dizajn kako bi se testirala njihova

primena.

Postoji pet faza u procesu od otkrica do klinicke i rutinske primene odredenog biomarkera

(from discovery to delivery) koje su prikazane na Slici 1.

 Fara N N N N N\
/. V. V. V. v

Cilj Identifikacija Test studije kod Anamnesticke Longitudinalne Klinic¢ka
biomarkera, ispitanika sa i studija sa studije za primena
izvodljivost bez bolesti skladiStenjem predikciju

uzoraka bolesti

Mesto Razvojne Biohemijska Klini¢ko Kohortna Zajednica

izvodenja laboratorije laboratorija epidemioloski studija

centri

Dizajn Studije preseka Studija preseka Anamnesticka Prospektivan ~ Randomizirane

studija studije

Veli¢ina uzorka Mala Mala Skromna Srednja Velika

Rezultati Preciznost i Referentne Skrining ROC analiza  Broj ispitanika

pouzdanost testa  vrednosti, intra-  karakteristike,lazno kojima je
individulana pozitivni i lazno potrebno

varijacija negativni sluéajevi pracenje ili
lecenje

Slika 1. Faze od otkri¢a do primene biomarkera®

U prvoj fazi pretklinickih ispitivanja vrsi se identifikacija i sprovode se studije izvodljivosti,
uglavnom na manjim uzorcima. NajceS¢e se radi o studijama preseka sa ciljem odredivanja
preciznosti metode, pouzdanosti i senzitivnosti. U drugoj fazi klinicke karakterizacije cilj je da
se ispitaju vrednosti biomarkera kod osoba sa i bez bolesti. | u ovoj fazi se radi o studijama na
manjim uzorcima. Studije preseka u ovoj fazi sprovode se radi odredivanja referetnih vrednosti
i intraindividualne varijacije vrednosti biomarkera koji se ispituje. Sledeca faza je utvrdivanje
klini¢ke povezanosti biomarkera u anamnestickim studijama, koje moraju da obuhvate vecu
populaciju u odnosu na studije koje su sprovodene u prethodnim fazama ovog procesa.
Odreduje se prediktivna validnost, a rezultat su skrining karakteristike i odnos lazno pozitivnih
1 lazno negativnih slucajeva. U cCetvrtoj fazi klinicke povezanosti sprovode se longitudinalne
studije sa ciljem da se utvrdi kako biomarker predvida bolest ili neki dogadaj. U ovoj fazi se
dizajniraju kohortne studije sa ve¢im brojem ispitanika u odnosu na prethodnu fazu. U cilju

ispitivanja  efikasnosti  sprovodi se ROC analiza. U poslednjoj fazi, u

! Slika preuzeta iz Vasan RS (9)
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randomiziranimkontrolisanim studijama ispituje se efikasnost iodreduje broj ispitanika koji

treba da se prati ili leci. Radi se o klini¢koj fazi koja zahteva veliki broj ispitanika.

Termin faktor rizika je prvi put uveden u kardiologiji pre 50 godina(13). U periodu od 20
godina je pronadeno oko 200 varijabli koje su povezane sa koronarnom bolesti, a taj broj raste
do danas(14). Sli¢na situacija je i u ostalim oblastima medicine. Faktori rizika su markeri koji
su statisticki, aline i nuzno uzro¢no povezani sa pojavom bolesti. Identifikacija faktora rizika
koji su uzro¢no povezani jako je vazna, jer dozvoljava delovanje u smislu uklanjana faktora
rizika (npr. prestanak puSenja). S druge strane, postoje i faktori rizika koji nisu uzro¢no-
posledi¢no povezani sa bole$¢u i njihov znacaj je u prac¢enju progresije i prognozi bolesti (npr.
kreatinin)(15). Vreme pracenja je osnovno za pravilno tumacenje povezanosti faktora rizika i
nastanka bolesti ili nekog dogadaja. Zato su prospektivne (kohortne) studije pouzdanije u

odnosu na studije preseka.

2.2. Multimarker pristup

Cilj svih dijagnostickih i terapijskih procedura je sprecavanje i modifikovanje progresije
bolesti. Zato su istrazivanja koja se bave prognozom bolesti vrlo vazno podrucje u
biomedicinskim istraZzivanjima. Prognoza bolesti se obi¢no zasniva na karakteristikama
pacijenta, njegovim navikama, ponaSanjima ili na osnovu vrednosti biomarkera (npr.
koncentracija kreatinina, vrednosti arterijskog pritiska), koji odslikavaju patoloSke procese.
Biomarkeri se mogu svrstati u razli¢ite kategorije. ldealan marker bi trebalo da se rano
identifikuje, tj. u Sto ranijim fazama bolesti, da je lako merljiv i da nije skup za primenu. Pre
nego Sto bude primenjivan u klini¢koj praksi biomarker bi trebalo da bude pravilno procenjen.
Multivarijanti modeli predstavljaju kombinacije biomarkera i/ili razli¢itih indikatora koji
omogucavaju procenu rizika za razvoj nekog nezeljenog dogadaja. lako se ¢ini da je ovakav
pristup relativno nov u medicinskim istrazivanjima, najpoznatiji multimarker skor je
Framingamov skor rizika, koji obuhvata demografske podatke (starost, pol), navike (pusenje) i
tri biomarkera (sistolni pritisak, ukupni holesterol i HDL holesterol)(7). Framingamov skor

procenjuje rizik pojednica za razvoj infarkta miokarda u toku 10 godina.

Multimarker pristup predstavlja statisticki model u kome se dobija zajednicka prediktivna
vrednost viSe razli¢itih markera. To je niz matematickih jednac¢ina koje dovodi u vezu vise
prognosti¢kih biomarkera i odredeni dogadaj. Obi¢no se radi o nekom nezeljenom dogadaju
(infarkt miokarda) ili ishodu (smrtni ishod). Bitne osobine svakog multimarker modela su
tacnost i moguénost primene kod svih ispitanika (generalizacija). Ta¢nost se ogleda u slaganju

prediktivne vrednosti biomarkera i stvarnog broja dogadaja. A primenjivost kod svih ispitanika
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se ogleda u mogucnosti §to tacnijeg predvidanja i u populacijama u kojima biomarker nije
procenjivan.

Najcescée statistiCke metode koje se koriste u ovom pristupu su Cox-ova logisti¢ka regresija i
izraCunavanje C-indeksa uz pomo¢ ROC krive. Rizik koli¢nik koji se dobija uz pomo¢ Cox-
ove regresione analize odreduje znacajne efekte u istraZzivanjima etilogije neke bolesti, dakle,
sluzi da se proceni i objasni jacina povezanosti biomarkera sa odredenim ishodom. Ipak, o0
primeni nekog biomarkera ne moze se suditi na osnovu relativnog rizika. lako se kroz Cox-ovu
regresionu analizu moZe utvrditipostojanje statisti¢ki znacajne i visoke povezanosti izmedu
markera i ishoda, to nije garancija da je taj marker dobar prediktor smrtnosti u populaciji.
Model za procenu rizika je statisticki model koji kombinuje informacije dobijene na osnovu
viSe statistickih testova.

Procena njegove primene mora vise da se bazira na ¢injenicama koje se dobijaju dodavanjem
novog biomarkera ili viSe biomarkera u model ve¢ postoje¢ih faktora rizika. U te svrhe je
razvijen Citav set statisti¢kih testova. Jedan od njih je ROC analiza, odnosno C-indeks.
C-indeks se primenjuje u prognostickim istrazivanjima, odnosno koristi se za odredivanje
prediktivne sposobnosti odredenog markera ili vise markera bez razmatranja etiologije (16).
Cesto se deSava da neki faktor rizika ima veliki relativni rizik, ali da se ne moze pokazati kao
dobar skrining marker, jer postoji izrazito preklapanje vrednosti izmedu populacija sa i bez
bolesti (17).

otkrivanja i primene novih biomarkera. U tom smislu se javljaju dva fundamentalna problema
prilikom ukljuéivanja biomarkera u statisticki model: greska diskriminacije i greSka u
kalibraciji (7). Diskriminacija predstavlja sposobnost da se razdvoje ispitanici koji imaju bolest
od onih koji nemaju bolest, ili da se razdvoje razli¢iti stadijumi bolesti. Osnovni cilj
dijagnostickih modela je da klasifikuju ispitanike u odredene kategorije.

Kako bi se procenila diskriminacija nekog modela potrebno je odraditi ROC (Receiver
Operating Characteristics) analizu, tj. izracunati C-indeks. Nedostaci ROC analize, zbog kojih
nije moguce njeno samostalno kori$¢enje, su slede¢i: ne daje informacije o realnom riziku u
modelu, ne daje informacije o proporciji bolesnika sa visokim i niskim rizikom. Prilikom
uporedivanja ROC kriva dva razli¢ita modela krive se poravnavaju prema broju lazno-
negativnih ispitanika, sto nije pravilno, jer se koriste razli¢ite grani¢ne vrednosti (cut-off) za te
modele.

Kalibracija je, sa druge strane, moguc¢nost da se precizno proceni rizik ili da se odredi
verovatnoc¢a dogadaja u buducnosti (18). Za ovu vrstu statistiCke analize koristi se Hosmer-

Lemeshow test (HL test)(8). Hosemer-Lemeshow test sumira kvadrate razlika dobijenih i
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oc¢ekivanih frekvencija po kolonama i redovima i rac¢una srednji rizik u svakoj kategoriji. Pri
tumacenju rezultata ovog testa - manja verovatnoca testa, tj. manja p-vrednost ukazuje na
slabiju kalibraciju modela.

lako se postigne dobra diskriminacija i kalibracija, to jo$ uvek ne znaci da je model koristan u
donoSenju odluke prilikom postavljanja dijagnoze. MoZe se dogoditi da je model dobro
kalibrisan, ali da biomarker ili visSe biomarkera imaju slabu prediktivnu snagu. U tom slucaju
model nije klinicki znacajan,jer procenjuje rizik negde oko proseka. Za to je potrebno izvrsti
pravilnu stratifikaciju rizika, odnosno odrediti njegov kapacitet. Uporedujuci razliCite modele,
bolji je onaj model koji veci broj ispitanika smeSta u ekstremne kategorije rizika. Ako se dobije
veéi broj ispitanika za koje se zna da li imaju visok ili nizak rizik, dobija se i jasna slika koji su
naredni koraci u leCenju. SavrSen model deli ispitivanu populaciju na dve kategorije - sa
visokim i sa niskim rizikom, bez takozvane kategorije srednjeg rizika. Na ovaj nacin je
potpuno jasno kako ¢e biti leCeni ispitanici sa visokim, a kako ispitanici sa niskim rizikom za
razvoj bolesti ili nekog dogadaja(19). Statisticka metodologija kojom se postize reklasifikacija
ispitanika, a time i pravilna procena rizika u nekoj populaciji, je indeks reklasifikacije mreze
(engl. Net Reclassicifation Index — NRI). Ovaj indeks je jedinstvena mera tabela
reklasifikacije. U prvom koraku ispitanici se dele u odnosu na ishod pracenja (npr.
preminuli/preziveli). Zatim se odreduje proporcija ispitanika koji su promenili kategoriju rizika
u odnosu na ishod, tj. da li su reklasifikovani u visi ili nizi rizik u obe grupe (sa ishodom i bez
ishoda). Na osnovu dobijenih proporcija se raGuna vrednost NRI (20).

Kako pacijenti sa HBI imaju veliku smrtnost primena multimarker pristupa je dobila na
znacaju. Osim toga pokazano je da Framingamov skor rizika nema primenu u ovoj populaciji.
Danas se intenzivno traga za panelom biomarkera koji najbolje predvidaju nove dogadaje.
Vecina sprovedenih studija na ovom polju bila je fokusirana samo na utvrdivanje povezanosti
nekog markera i1 odredenog dogadaja (ishoda). Dosadasnja istraZzivanja su evaluirala
multimarker modele sa ciljem proceneincidence HBI (21), zatim u klasifikaciji HBI i proceni
rizika za smrtni ishod, zainsuficijenciju srca, kardiovaskularne bolesti i razvoj terminalne
bubrezne insuficijencije (22). Kod bolesnika na peritonealnoj dijalizi vrSena je dugoro¢na
procena rizika smrtnosti 1 rizika za razvoj kardiovaskularnog dogadaja na osnovu markera
inflamacije 1 kalcifikacije (23). Kod bolesnika na dijalizi odredivana je vrednost markera
inflamacije, endotelne disfunkcije i miokardiopatije primenom ovog pristupa (24). Smatra se
da je prednost primene multimarker pristupa u proceni rizika u tome Sto se panelom
biomarkera obuhvata viSe patofizioloskih procesa koji se odvijaju paralelno kod bolesnika na

dijalizi.Sematski su prikazani koraci pri realizaciji multimarker pristupa (Slika 2).
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Cox-ova regresiona analiza

Test kalibracije - HL test

Test diskriminacije - ROC kriva

Tabela reklasifikacije

Slika 2. Koraci u multimarker pristupu

2.3. Faktori rizika

Hemodijaliza je najc¢e$¢i oblik aktivnog leCenja terminalne bubrezne insuficijencije u celom
svetu. Ona predstavlja tehnoloSko-tehnicku imitaciju rada zdravih bubrega. Savremena
tehnologija nije u mogucénosti da u celosti zameni funkcije Zivog organa. Stoga je dijaliznim
postupkom moguée manje ili vise zameniti ekskretornu (eliminacija krajnjih produkata
metabolizma belancevina, lekova) i1 delimi¢no regulatornu funkciju bubrega (sastav i1
zapreminu ekstracelijske tecnosti), dok se endokrina i metabolicka funkcija moduliraju i

zamenjuju medikamentima (eritropoetin, supstitucija vitamina D3).

U svetu je prema procenama u 2011. godini bilo skoro 3 miliona bolesnika sa terminalnom
bubreznom insuficijencijom. Preko dva miliona bolesnika leceno je hemodijalizom, ostatak je
le¢en peritonealnom dijalizom ili transplantacijom bubrega. Godisnji porast bolesnika koji se
dijaliziraju je oko 6-7% (25). Ukupni godisnji troskovi lecenja na dijalizi u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama u 2009. godini iznosili su oko 40 milijardi dolara. TroSkovi leCenja po

jednom bolesniku na hemodijalizi godiSnjeiznose oko 80.000 dolara (26).

Uprkos sofisticiranim tehnikama koje se primenjuju tokom terapije zamene bubrezne funkcije,
oc¢ekivani zivotni vek kod ovih bolesnika je neprihvatljivo kratak, a petogodisSnje prezivljavanje
je oko 34%. Vecina smrtnih ishoda posledica je kardiovaskularnih dogadaja. Stopa
kardiovaskularne smrtnosti je 10-20 puta veca u ovoj u odnosu na op$tu populaciju (27, 28).
Lindner (29) je joS davne 1974. uvideo da hemodijaliza moZe biti uspeSna jedino ako se

kontroliSu etioloski faktori koji dovode do procesa ubrzane ateroskleroze.
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“... there is every indication that hemodialysis can support life for an indefinite number of
years if the etiologic factors involved in accelerated vascular disease can be properly

controlled as a result of future investigation.”

Zakljucak rada “ Accelerated Atherosclerosis in Prolonged Maintenance Hemodialysis”

[Lindner, et al. 1974] (29).

Buduca istrazivanja, kako se Lindner nadao 1974.godine, nisu bila potpuno uspesna. Prognoza
kod bolesnika na dijalizi je i dalje loSa. Oc¢ekivana duzina zivota na pocetku dijalize moze se
uporediti sa ofekivanom duzinom zivota kod nekih kancera (30),jer se profil faktora rizika

znacajno razlikuje u odnosu na opstu populaciju.

Kardiovaskularne komplikacije su glavni uzrok smrti kod pacijenata sa hroni¢nom bubreznom
insuficijencijom. Ove komplikacije su uzrok viSe od polovine smrtnih ishoda kod pacijenata sa
HBI i smatra se da je rizik za razvoj kardiovaskularnih komplikacija skoro 100 puta veéi u ovoj
u odnosu na opStu populacijuiste starosne dobi (31). Osim toga, povecan kardiovaskularni rizik
kod ovih pacijenata se javlja veoma rano u razvoju hroni¢ne bubrezne bolesti (kad je klirens
kreatinina manji od 75 ml/min) i konstantno raste sa progresijom bolesti (32). Takode,
utvrdeno je da proces ateroskleroze pocinje pre nego $to ovi bolesnici dostignu terminalnu
bubreznu insuficijenciju. Arterijske lezije kod bolesnika sa terminalnom bubreznom
insuficijencijom se razlikuju od lezija kod ostalih bolesnika koji imaju formirane
aterosklerotske plakove. Tipican aterosklerotksi plak ima izgled ateromatoznog ili
fibroateromatoznog plaka sa prominentnom lipidnom akumulacijom. Nasuprot tome, bolesnici
sa terminalnom bubreZznom insuficijencijom imaju kalcifikovan plak. U sastavu ovog plaka
dominira fibrozno tkivo i kacijumski depoziti. Zadebljanje intime i medije zida krvnog suda je
mnogo izrazenije kod dijaliznih bolesnika(33). Kod ovih bolesnika se Cesto razvija srcana
insuficijencija 1 sklonost ka fatalnim poremecajima ritma. Ova stanja se razvijaju kao posledica
povecane sklonosti ka razvoju hipetrofije leve komore zbog hipertenzije i anemije. S druge
strane, tkivna kalcifikacija i hipertrofija leve komore dovode do fibroze miokarda, dijastolne
disfunkcije 1 poremecaja sprovodljivosti. Ipak, mali broj bolesnika sa terminalnom bubreznom
insuficijencijom umire od tipi¢nih posledica ubrzanog procesa ateroskleroze (infarkt
miokardaili cerebrovaskularni inzult). Vec¢ina ovih bolesnika umire od iznenadne sréane smrti.
Prema Americkom registru za bubrezne bolesti iz 2005.godine, 7,2% pacijenata na dijalizi
umrlo je od iznenadne sr¢ane smrti ili aritmija, a svega 2,9% od infarkta miokarda. lako je
kardiovaskularni rizik kod ovih pacijenata prepoznat kao jedan od najvecih zadataka u

nefrologiji, ovi pacijenti jos uvek nisu dobili pravilan tretman(34).
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Mnogi faktori rizika i brojni metaboli¢ki poremecaji ucestvuju u porastu rizika za razvoj nekog
kardiovaskularnog dogadaja u stanju uremije, koji formiraju komplikovanu slagalicu koju ¢ine
brojni delovi razlicitih patofiziloskih procesa (Slika 3). Tri grupe faktora su se izdvojile kao
vrlo vazne za vaskularna oSteCenja u hronicnoj bubreznoj insuficijenciji (HBI):
klasi¢ni(Framingham) faktori (hipertenzija, dislipidemija, puSenje i dijabetes); faktori
iskljuivo vezani za HBI (anemija, sekundarni hiperparatireoidizam, direktna izlozenost
bioinkompatibilnim membranama i kontaminiranim dijaliznim te¢nostima) i novootkriveni i
promovisani faktori (hiperhomocistinemija, povecana simpaticka aktivnost i akumulacija
asimetricnog dimetilarginina-ADMA). Ove razli¢ite grupe faktora rizika ne deluju u potpuno

rigidnim uslovima, ve¢ postoji preklapanje u okolnostima u kojima deluju ovi faktori.

Hipertenzija je nezavisni faktor rizika za razvoj ishemijske bolesti srca, a povecanje sistolnog
arterijskog krvnog pritiska za 10 mmHg povecava rizik za 20-25%(35). Kod bolesnika koji se
le¢e hemodijalizom hipertenzija nastaje zbog preoptereCenja volumenom i povecanja krutosti
arterija. Lecenje hipertenzije kod ovih bolesnika treba da ukljuci odredivanje odgovarajuce
“suve telesne tezine” bolesnika, adektvatno trajanje dijalize, kontrolu unosa soli i vode, kao i
primenu blokatora konvertaze angiotenzina I (ACE 1) i/ili blokatora za angiotenzin Il (ARA),
blokatora (36). Hiperlipidemija je, takode, nazavisni faktor rizika za razvoj ateroskleroze kod
pacijenata na hemodijalizi, a 30-50% dijaliziranih pacijenata ima poviSene vrednosti LDL,
snizene vrednosti HDL i poviSene vrednosti triglicerida (37).

Dijabetes melitus je jedan od naj¢es¢ih uzrocnika bubreznog ostecenja. Ova bolest nezavisno
povecava rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti. Dijabetes melitus je znacajan faktor
rizika zaporemecaje funkcije endotela, razvoja ateroskleroze i ishemijske bolesti srca u
populaciji bolesnika sa terminalnim stadijumom hroni¢ne slabosti bubrega. Kontrola glikemije
(glikolizirani hemoglobin — HbA;; <8%) znacajno doprinosi smanjenju o$te¢enja sréanih
struktura i poboljSanju funkcije miokarda bolesnika koji se le¢e hemodijalizom. Nivo HbA.
kod bolesnika sa HBI treba da bude <7%, a kod bolesnika koji boluju od dijabetes melitusa i

lece se redovnim hemodijalizama HbA.<8% (38, 39).

Anemiju ima viSe od 90% bolesnika na dijalizi. Ova bolest pokre¢e nekoliko mehanizama koji
povecavaju kardiovaskularni rizik: zbog smanjene oksigenacije povecava se aktivnost
simpatikusa, ¢ime se povecava rad miokarda, a zbog smanjene viskoznosti dolazi do
povecanog venskog priliva krvi u srce i posledi¢ne hipertrofije leve komore. Anemija zajedno

sa arterijskom hipertenzijom dovodi do hipertrofije leve komore(40).

Framingamovi faktori (starost, Zivotni stil, hipetrofija leve komore, dislipidemija, hipertenzija i
dijabetes melitus) su faktori rizika kod pacijenata sa srednjom, do srednje teSkom hroni¢énom
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bubreznom insuficijencijom (41). Tradicionalni faktori su dominantni kod pacijenata u ranoj
fazi bubrezne insuficijencije, jer su obi¢no ovi pacijenti sa dugom istorijom hipertenzije,
dijabetesa, dislipidemije i puSenja ili imaju kombinaciju ovih faktora rizika. Medutim,
zapazeno je da kod pacijenata sa poremecajem bubrezne funkcije, a posebno kod pacijenata na
dijalizi dobro poznati tradicionalni faktori rizika nisu i faktori rizika u ovoj populaciji. Ovo
paradoksalno zapazanje je nazvano ,,inverzna epidemiologija“ (engl. reverse epidemiology) ili
»paradoks faktora rizika“(42). Prema ovoj teoriji pacijenti na dijalizi imaju veci rizik za razvoj
kardiovaskularnog dogadaja ili smrtni ishod ako su smanjene vrednosti holesterola, kreatinina,
BMI i arterijske tenzije. U svetlu tih saznanja sve veéi akcenat se daje proucavanju

novootkrivenih faktora rizika.

Novootkriveni faktori rizika kod pacijenata na dijalizi su markeri inflamacije, endotelne
disfunkcije, prekomerne aktivacije simpatikusa, oksidativnog stresa, kalcifikacije endotela.
Nabrojani faktori rizika imaju veci znacaj kod uremijskih pacijenata nego u opstoj populaciji.
Kao znacajni delovi ove slozene slagalice izdvajaju se markeri endotelne disfunkcije,

inflamacije i malnutricije.

2.4. Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) kao marker endotelne disfunkcije

Vaskularni endotel je dinamican celijski medijum koji je interponiran izmedu zida i lumena
krvnog suda, a njegove osnovne funkcije su odrzavanje vaskularnog tonusa i protoka krvi,
onemogucavanje vaskularne inflamacije 1 proliferacije glatkomiSiénih ¢elija, delujuéi
fibrinoliticki, antiaterogeno, antiinflamatorno, antikoagulantno i antitrombocitno. Medutim,
izmenjeni hemodinamski uslovi, nastali arteriovenskom anastomozom, mehanizmom
vaskularnog remodeliranja, doprinose nastanku endotelne disfunkcije koja je, sa povecanim
oksidativnim stresom, vazan promoter inflamacijskih procesa. Endotelna aktivnost
vazodilatatora (azot-oksid, prostaciklin, bradikinin) znacajno se redukuje, a sinteza mocnih
vazokonstriktora (endotelin, angiotenzin II, slobodni kiseoni¢ni radikali) znacajno povecava.
Disfunkcija endotela koja se manifestuje pogorSanom endotel-zavisnom vazodilatacijom i
povecanom adhezijom trombocita i leukocita, predstavlja centralni dogadaj u patogenezi rane
faze ateroskleroze (43). Smanjena endotelna funkcija je posledica smanjene bioraspolozivosti
NO. PogorSana endotel-zavisna vazodilatacija je zabelezena kod pacijenata sa umerenim
stepenom HBI, a takode 1 kod pacijenata u terminalnoj fazi HBI i na dijaliznom tretmanu.
Kako se endotelna disfunkcija kod pacijenata sa HBI nije mogla objasniti samo redukovanom
renalnom funkcijom 1 prisustvom tradicionalnih faktora rizika, paznja je usmerena na
istrazivanje uloge netradicionalnih faktora rizika (asimetri¢nog dimetilarginina, homocisteina,

oksidativnog stresa, inflamacije)(44).
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2.4.1. Metabolizam asimetri¢nog dimetilarginina

24.1.1. Sinteza asimetri¢nog dimetilarginina
Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA\) je jedan od najznacajnijih markera endotelne disfunkcije i
novootkirveni faktor rizika. Metilacija proteina, kao mehanizam posttranslacione modifikacije
proteina otkriven je prvo na reziduama arginina. Familija enzima koja vrsi ovu metilaciju
nazvana je protein-arginin-metiltransferaze (PRMT). Kao rezultat metilacije L-arginina
sintetiSu se tri razli¢ita derivata ove aminokiseline: asimetri¢ni izomer monometil L-arginina
(L-NMMA), asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) i simetri¢ni dimetilarginin (SDMA) (Slika 3).
Sva tri derivata arginina su prisutna u cirkulaciji. Kako se L-NMMA nalazi u veoma niskim
koncentracijama u cirkulaciji pretpostavlja se da ne deluje na regulaciju sinteze azot-
oksida(45).

?Hz CH, CH, CH, CH,
N |
NH NH, NH NH NH N NH NH
A %/ N/ NS
‘T T’ i C
e i e v
(-l"]le ‘|3H3 ?Hz t'.|‘,H2
|
CH, CH, CH, CH,
CH CH CH (_L,H
a 7N Ny N
NH, COOH NH, COOH NH, COOH NH, COOH
Monometil Asimetric¢ni Simetric¢ni
Arginin arginin dimetilarginin dimetilarginin
L-NMMA (ADMA) (SDMA)

Slika 3. Struktura endogenih metilarginina

Enzim koji sintetiSe ADMA je protein-arginin metiltransferaza tip 1 (PRMT1), a enzim Koji
vrsi sintezu SDMA je protein-arginin metiltransferaza tip 2 (PRMT2). U Tabeli 1 su prikazane

izoforme ovog enzima i lokalizacija njihovih gena na hromozomima.
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Tabela 1. Izoforme PRMT enzima i lokalizacija njihovih gena na hromozomima?®

Tip Klasa Hromozom Metilacija arginina Lokalizacija

PRMT

Tip 1 PRMT1 19913 MMA, ADMA Jedro
PRMT3 11g15.1 MMA, ADMA Citoplazma
CARM1/PRMT4 12p13,32 MMA, ADMA Jedro
PRMT6 1p13.3 MMA, ADMA Jedro
PRMTS8 12p13.3 MMA, ADMA Vezan za

membranu

PRMT2 21922.3 nije utvrdeno Jedro

Tip 2 PRMTS 14q11.2 MMA, SDMA Citoplazma
PRMT7 16¢22.1 MMA, SDMA, neki Jedroi citosol

ADMA

PRMT9/FBOX11 2p21 MMA, SDMA, neki Jedroi citosol

ADMA

| L-metionin —\‘

S-adenosilmetionin

L-metmransferaza i
-CH3 7\

S-adenosilhomocistein

o)+

L-citrulin

L proteoliza

urinarna
ekskrecija

(i)t o>
l

|

endotelna disfunkcija

l

vaskularna bolest

Slika4. Sinteza ADMA

Na slici 4 Sematski je prikazana sinteza asimetricnog dimetilarginina. Metilacija rezidua

arginina u proteinima i polipeptidima vr$i se uz pomo¢ N-metiltransferaze, koja Koristi S-

adenozilmetionin kao donora metal grupa. Nakon proteoliticke razgradnje proteina, ADMA je

osloboden u citoplazmu. Do sada su sprovedene brojne studije koje su pokazale da postoji

povecana serumska koncentracija ADMA usled povecane metilacije argininskih rezidua.

2 Tabela preuzeta iz Smith CL (46)
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Metilacija argininskih rezidua na proteinima je visoko regulisan proces i metilisani proteini

imaju brojne funkcije.

ADMA je inhibitor NO sintaze tako Sto se kompetitivno vezuje na mesto supstrata, tj. arginina
(47). NO sintaza je dimer koji ima svoj oksigenazni i reduktazni domen. U idealnim
katalitickim uslovima (optimalna koncentracija substrata L-arginina i kofaktora, kao $to su
tetrahidrobioptrerin (BH,4), kalmodulin, NADPH, FMN i FAD) dolazi to transfera elektrona sa
molekularnog kiseonika preko kaskade kofaktora do arginina pri ¢emu nastaju NO i citrulin. U
suboptimalnim uslovima (npr. relativna deficijencija arginina, prisustvo LDL holesterola ili L-
NMMA) ovaj katabolicki put je zatvoren. Transfer elektrona je okrenut, te sada molekularni
kiseonik postaje primalac elektrona i nastaje superoksidni anjon (O;) (Slika 5). Relativna

deficijencija arginina moze biti posledica povecane koncentracije ADMA.

A oksigen azniIred ukrazni ] B L[}Ll: sy
damen demen .
L-arginin L-arginin ADMA 7
Oy O
'.."-'-"-\‘\
FMN
s d ‘\ NADPH B
L-citrullin EAD o 0; L-cipullin
Hi0 BH,
F
3
Qs ¥
NADP* 2 NADP+
H,0

Slikab. Struktura i mehanizam aktivacije NOS

Za sada nije poznato da li je sinteza ADMA konstantna ili aktivnost ovih enzima raste sa
povecanjem unosa proteina. U trenutku kada se doSlo do ovih saznanja jo§ uvek nije bilo
poznato da arginin uestvuje u jednom jako znacajnom enzimskom putu sinteze azot-oksida.
Kasnije je utvrdeno da arginin predstavlja prekursor sinteze azot-oksida, a 1992. godine je
otkriveno da je ADMA kompetitivni inhibitor azot-oksid sintaze (48).

24.1.2. Razgradnja asimetri¢nog dimetilarginina
Prisustvo ADMA je utvrdenou plazmi i urinu. Povecana koncentracijaADMAdokazana je kod
bolesnika sa HBI. Prvobitno se smatralo da je glavni put ekskrecije i eliminacije ADMA putem
bubrega. Medutim, utvrdeno je da bubrezi imaju dvojaku funkciju. Manji deo,svega 50 umol
dnevno izlucujese putem bubrega, a 250 umol dnevno razgraduje Se uz pomo¢ enzima
dimetilarginin dimetilhidrolaze (DDAH), koji je eksprimiran u bubrezima. Ovaj enzim, koji je

prvi put izolovan iz bubrega pacova, razlaze ADMA do citrulina i dimetilamina(49).

14



Pregled literature

Poznate su dve izoforme ovog enzima: DDAH |, koji se nalazi u tkivima koja ispoljavaju
nNOS,ali i u bubrezima iDDAH I, koji se nalazi u tkivima koja ispoljavaju eNOS (u
miokardu, placenti i bubrezima). Generalno, ovaj tip enzima je naviSe zastupljen u
vaskularizovanim i tkivima imunog sistema. Gen za sintezu DDAH | se nalazi na hromozomu
1 (1p22), a gen za sintezu DDAH 1l se nalazi na hromozomu 6 (6p21.3)(50).U bubrezima,
distribucija ove dve izoforme enzima je sledeca: kodDDAH 1 je ispoljena u endotelu i
proksimalnim tubulima, dok je kodDDAH Il ispoljena u macula densa i distalnim nefronima
(51). Primena inhibitora DDAH je pokazala da ovaj enzim ima glavnu ulogu u uklanjanju
ADMA. Na smanjenje aktivnosti ovog enzima uticu oxLDL, hiperholesterolemija, citokini,
hiperglikemija, infektivni agensi i visoke doze eritropoetina, Sto dovodi do povecanja
koncentracije ADMA i smanjene sinteze NO (52).

2.4.1.3. Metabolizam ADMA kod pacijenata na hemodijalizi
Sinteza ADMA se odvija intracelularno. Njegova koncentracija unutar ¢eija nije precizno
odredena.U poslednje dve decenije sprovedene su brojne studije sa ciljem da se utvrdi u kojim
stanjima je koncenetracija ADMA povecana. U tabeli2 su prikazane bolesti i stanja koja su

pracena povecanjem ADMA.

Tabela2. Bolesti i stanja koje su pra¢ene promenjenom koncentracijom ADMA?

Kardiovaskularna bolest ~ Promene koncentracije ADMA Referenca
Hroni¢na bubrezna bolest (48, 53-55)

udruZena sa hipertenzijom f

Infarkt miokarda 1 (56, 57)
Plu¢na hipertenzija 0 (58-60)
Hipertrofija leve komore 1 (61, 62)
Dijabetes tipa Il 0 (63-65)
Preeklampsija 1 (66, 67)
Sr¢ana insuficijencija 0 (68)
Ishemija 1 (69, 70)
Hipeholesterolemija 0 (71, 72)
Ateroskleroza 1 (73, 74)

Intenzivna istrazivanja su sprovedena sa ciljem utvrdivanja uloge ADMA kod pacijenata sa
razli¢itim stepenom osSte¢enja bubrega, kod pacijenata na hemodijalizi, peritonealnoj dijalizi ili
pacijenata sa uradenom transplantacijom bubreg. Sve studije su pokazale povecane
koncentracije ADMA kod pacijenata sa ostecenjem funkcije bubrega. Vrednosti ADMA su
varirale i do 10 puta. Ipak, vrednosti ADMA kod pacijenata sa oste¢enjem bubrega i zdravih
ispitanika su se medusobno preklapale iako su koris¢ene slicne metode za odredivanje ovog
markera. Takode je i SDMA/ADMA odnos pokazao znacajne varijacije. Varijabilnost uloge

hemodijalize u smanjenju ADMA se pokazala znacajnom, klirens se kretao od 0-80% (75).

*Tabela preuzeta iz Smith CL, (46)
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Nekoliko studija je pokazalo da vrsta dijalize uti¢e na koncentraciju ADMA. Kielstein i sar.
(76)su pokazali da je koncentracija ADMA statisticki znacajno veca kod pacijenata na
hemodijalizi u odnosu na pacijente na peritonealnoj dijalizi. Ova razlika u koncentraciji
ADMA u odnosu na metod dijalize je verovatno posledica nacina na koji se vrsi klirens
materija zavisno od primenjivane metode. Studija u kojoj je merena koncentracija ADMA kod
20 pacijenata na hemodijalizi i 19 pacijenata na peritonealnojdijalizi je pokazala da je
koncentracija ADMA nesto viSa kod pacijenata na dijalizi, ali da ne postoji statisticki znacajna
razlika (77). Nedavno je pokazano da su peritonealna dijaliaza i hemodijafiltracija efikasnije u
smanjenju koncentracije ovog markera. Ovi tretmani su efikasniji jer bolje uklanjaju uremijske
toksine srednje veli¢ine kojima ADMA pripada. Efikasnije uklanjanje ovog molekula putem
dijalize ometa dobro vezivanje ADMA za protein plazme (78).

Efekti hemodijalize na koncentraciju ADMA jo$ uvek nisu jasno definisani. Koncentracija
ADMA i SDMA neznatno raste u prvih sat vremena nakon dijalize. Ukoliko se taj porast
koncentracije ovih dimetiliarginina gleda u odnosu na koncentarciju kreatinina, moze se re¢i da
se radi o statisticki zna¢ajnom povecanju koncentracije neposredno nakon hemodijalize. Osim
toga, kroz odnos kreatinina i ADMA i SDMA moze se zakljuciti da je klirens kreatinina bolji
od klirensa ovih materija tokom hemodijalize. Deo porasta koncentracije dimetilarginina
verovatno je posledica njihove tkivne redistribucije. Smanjenje koncentracije ADMA se krece
od 20-65% nakon 4-5 sati dijalize(76, 79, 80). Stoga je za odredivanje koncentracije ADMA

kod pacijenata na dijalizi vrlovazno vreme uzimanja Krvi.

Zoccali i sar. (81)su pretpostavili da postoje 4 glavna mehanizma koja dovode do poveéane
koncentracije ADMA kod pacijenata na dijalizi: povecana metilacija i metabolizam proteina,
smanjena aktivnost DDAH i ostecena bubrezna ekskrecija.Kasnijim istrazivanjima je utvrdeno
da koncentracija ADMA ne zavisi od bubrezne funkcije, jer je pokazano da je u pocetnom
stadijumu renalne bolesti, kada je bubrezna funkcija jo§ uvek ocuvana, koncentracija ovog
dimetilarginina poveéana. Kod subtotalne nefrektomije kod pacova pokazano je da dolazi do
smanjenja ekspresije proteina za enzime DDAH 1 i DDAH II, $to sugeriSe da je poveéana
koncentracija ADMA posledica smanjenje sinteze i aktivnosti DDAH (82, 83). Kod pacova sa
subtotalnom nefrektomijom takode je pokazano da postoji povecana ekspresija proteina PRMT
(83), sto ukazuje da povecana sinteza ADMA dovodi do povecanja koncentracije ovog
dimetilarginina kod pacijenata sa HBI. lako molekularni mehanizam ushodne i nishodne
regulacije PRMT i DDAH jo$ uvek nije potpuno razjasnjen smatra se da oksidativni stres
znacajno utice na aktivnost ova dva enzima. Za oksidativni stres smatra se da utice na sledeci

nacin: (i) oksidisane LDL partikule dovode do povecane ekspresije gena za PRMTL1 u kulturi
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endotelnih ceilija (84, 85); (ii) u uslovima povecane glikemije u vaskularnim ¢elijama dolazi
do smanjenja aktivnosti DDAH, Sto je prevenirano dodavanjem glikol-konjugovane
superoksid-dismutaze kao antioksidansa(85); (iii) dobro je poznato da je izrazen oksidativni
stres prisutan kod pacijenata sa HBI (86, 87). Oksidativni stres u uremiji, kao i uremijski
toksini, kao Sto su homocistein izavrsni produkt glikozilacije proteina (AGE), smanjujuci

aktivnost DDAH dovode do disregulacije ovih enzima (88).

2.4.1.4. PatofizioloSki znacaj ADMA
Endotelna disfunkcija je multifaktorska bolest i zavisi od prirode vaskularnog oSteéenja.
Nastaje kao posledica povecane aktivnosti vazokonstiktora i/ili smanjene aktivnosti
vazodilatatora. Smanjeni vazodilatatorni odgovor najvise je proucavan sa aspekta poremecaja
sinteze azot-oksida. Najcesc¢e promene koje se javljaju u sintezi azot-oksida sistematizovane su
u sledec¢e: 1) smanjeni poluzivot azot-oksida (NO), 2) smanjena osetljivost NO, 3)smanjena

ekspresija NO sintaze i 4) smanjena aktivnost NO sintaze.

U fizioloskim uslovima endotel krvnih sudova konstantno sintetiSe NO koji odrzava
cirkulatorni sistem u stanju aktivne vazodilatacije. Protektivna uloga NO u kardiovaskularnom
sistemu ogleda se ne samo u odrZavanju arterijske komplijanse, periferne vaskularne
rezistenicije, ve¢ i u inhibiciji proliferacije vaskularnih misi¢nih Celija, agregacije trombocita i
spre¢avanju adhezije monocita za endotel krvnih sudova. Ukoliko je smanjena koncentracija

NO, dolazi do razvoja ateroskleroze.

Medu brojnim faktorima, nagomilavanje asimetri¢nog dimetilarginina se smatra primarnim za
nastanak endotelne disfunkcije, jer je ADMA kompetitivni inhibitor NO sintaze. Prisustvo
endotelne disfunkcije je pokazano kod pacijenata sa HBI kada je dobijen neadekvatan
vaskularni odgovor na acetilholin kod pacijenatana sa HBIkoji su imali esencijalnu
hipertenziju. Endotelna disfunkcija perzistira u hroni¢noj bubreznoj insuficijenciji. Zbog
brojnih studija kod pacijenata sa HBI, koje su pruZile uverljive dokaze, ADMA se viSe smatra
uremijskim toksinom nego markerom koji ima znaaja sa kardioloSkog aspekta u opstoj
populaciji (89).Prema najnovijem preglednom ¢lanku ADMA i SDMA su uvrStene u grupu
malih hidrosolubilnih molekula (<500D) (90).

Obzirom da je oksidativni stres jedan od glavnih razloga smanjenja aktivnosti DDAH, enzima
odgovornog za razgradnju ADMA, spekuliSe se da je visoka koncentracija ADMA samo
intermedijarni mehanizam u kome oksidativni stres dovodi do endotelne disfunkcije (91).
Razli¢ita stanja kao Sto su hipertenzija, hiperhomocistinemija, pusenje, dijabetes, anemija i
infekcija izazivaju oksidativni stres. U tom smislu ADMA se moZe posmatrati kao prenosilac
efekta razli¢itih agensa na endotelijum.
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2.5. Simetri¢ni dimetilarginin (SDMA)

Simetri¢ni dimetilarginin je strukturalni izomer ADMA. SDMA pripada uremijskim toksinima
grupa malih hidrosolubilnih molekula (90). Oba derivata arginina nastaju intracelularnom
metilacijom argininskih rezidua, nakon ¢ega se ovi derivati oslobadaju u citoplazmu. Sinteza
derivata arginina se odvija pod dejstvom razli¢itih enzima. Sinteza SDMA se odvija preko
enzima protein-arginin metiltransferaze 5 i 7 (Slika 6). Oba enzima pripadaju
metiltransferazama tipa II. Za razliku od ADMA, SDMA se kompletno izlu¢uje putem bubrega
(92). Nedavno je pokazano da postoji veoma dobra korelacija izmedu vrednosti kreatinina,
glomerularne filtracije i SDMA (93). Spekulisalo se da SDMA mozZe da se koristi kao kreatinin
u proceni bubrezne funkcije, ali se danas smatra da je SDMA viSe nego jednostavan indikator
ove funkcije. Kod zivotinja kojesu na ishrani bogatoj mastima i holesterolom pokazano je da
dolazi do povecéanja koncentracije SDMA bez promene bubrezne funkcije. Ovo nam ukazuje
na Cinjenicu da faktori rizika za kardiovaskularne bolesti imaju neki novi put kojim povecavaju

koncentraciju SDMA, bez efekta na bubreznu funkciju(94).
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Slika6. Poreklo i metabolizam SDMA

Koncentracija ovog derivata arginina je povecana kod obolelih od hroni¢ne bubrezne
insuficijencije. Porast nivoa SDMA kod obolelih od HBI u odnosu na zdravu populaciju je
statisti¢ki znacajno vec¢i u odnosu na porast ADMA (4). Zato se SDMA smatra senzitivnijim
markerom redukovane renalne funkcije.SDMA nema direktan uticaj na aktivnost NOS kao
ADMA. SDMA uti¢e na transport arginina, tj. inhibira y+ transportere koji vrSe intracerularno
preuzimanje arginina. Osim toga, remeti regularno preuzimanje arginina na nivou Henleove
petlje. Na ovaj nacin vrsi se indirektan uticaj na aktivnost NOS, jer smanjuje dostupnost

arginina ovom enzimu(95). Koncentracija SDMA je za 80% veca kod obolelih od koronarne
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bolesti u odnosu na obolele od bubreznih bolesti koji nemaju kardiovaskularne bolesti. Jedno
od mogucih objasnjenja je smanjenji vaskularni tonus krvnih sudova i povecano snabdevanje
krvlju miokarda (96). S druge strane, matabolizam SDMA je povezan i sa inflamatornim
procesom, jer je pokazano da PRMT5 reguliSe ekspresiju gena za interleukin 2 i aktivira NF-
kB koji dovodi do produkcije citokina. Takode je utvrdeno da koncentracija SDMA korelira sa
TNF-a 1 IL-6. Nedavno je dokumentovano da SDMA stumuliSe produkciju slobodnih radikala
u monocitima preko Ca++kanala(97, 98). Smatra se da proinflamatorni efakat i indirektni
uticaj na NOS i povezanost sa bubreznom funkcijom predstavlja potencijalni mehanizam kojim

su SDMA i kardiovaskularne bolesti povezane.

2.6. Inflamacija i malnutricija kod pacijenata na hemodijalizi

Pacijente na dijalizi karakteriSe hroni¢ni inflamatorni proces. Kako se radi o aktiviranoj
akutnoj fazi imunog odgovora koji je odreden trajanjem, intenzitetom i odsustvom specifi¢nog
stimulusa, kao sinonimi za ovo stanje koriste se “mikroinflamatorno stanje” ili “hroni¢na upala
niskog stepena”. Postoje razliCiti izvori infekcije 1 inflamacije (Tabela 3). Promenjen imuni
odgovor u uremiji kao i poremecena funkcija neutrofila i T limfocita stvara pogodnu sredinu za
razvoj infekcije. Pored oSte¢enog imunog odgovora, imuni sistem je kod pacijenata na dijalizi
usled ponovljenih dijaliznih tretmana konstantno stimulisan. Jedan od prvih izvora infekcije i
inflamacije je vaskularni pristup (AV fistule, AV graft, privremeni ili stalni kateteri). Drugi
potencijalni izvor infekcije jedinstven za pacijente na dijalizi je kontakt cirkuliSu¢ih monocita
sa bioinkompatibilnom dijaliznom membranom, bakterijskim produktima lipopolisaharidima i
bakterijskom DNK koja moZe biti prisutna u nesterilnom dijalizatu. Interakcija Kkrvi i
dijalizatora u toku hemodijalize ima potencijal da aktivira mononuklearne ¢elije, $to je praceno
produkcijom proinflamatornih citokina. Stepen aktivacije zavisi od materijala koji je
upotrebljen u dijalizatoru i smatra se indeksom biokompatibilnosti. Polisaharidna struktura
celulozne membrane je, zahvaljujuéi prisustvu hidroksilnih grupa, slicha lipopolisaharidnoj

strukturi bakterijskog zida i uzrok je snazne aktivacije komplementa alternativnim putem(44).

Mikrobioloska kontaminacija dijalizne tecnosti je jedan od glavnih stimulatora produkcije
inflamatornih medijatora tokom hemodijalize. Rutinska bikarbonatna dijaliza je kontaminirana
predominantno gram-negativnim mikroorganizmima. Ove bakterije oslobadaju pirogene
supstance kao Sto su endotoksini, peptidoglikani, egzotoksini i njihovi fragmenti. Ovi molekuli
sami ili u kostimulaciji sa aktiviranim komponentama komplementa su najvazniji aktivatori
cirkuliSu¢ih mononuklearnih ¢elija. Zbog Siroko rasprostranjene kontaminacije i zbog velikih
volumena te¢nosti koji se koriste kod pacijenata na hemodjalizi, ove citokin-indukujuce

supstance su potencijalni izvor perzistentne monocitne aktivacije (99).
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Tabela 3. Potencijalni uzroci inflamacije kod pacijenata na hemodijalizi*

Uzroci
Interkurentni dogadaji(101-104)
Infekcije (Chamydia pneumonia, dentalne/gingivalne infekcije)
Hiruske intervencije
Maligniteti
Vaskularne bolesti
Sréana insuficijencija
Artritis
Komorbiditeti(105-107)
Ateroskleroza
Diabetes mellitus Il
Gojaznost
Vezani za dijalizu(108, 109)
Bioinkompatibilne membrane
High flux dijaliza
Ponovljenje dijalize
Nesterilna dijalizna te¢nost
Vrsta venskog pristupa (centralni venski kateter, AV-fistula ili graft)
Vezani za bubreZnu funkciju
Niska rezudualna funkcija bubrega
Neuspela transplantacija
Ostali
Depresija
Genetsko naslede

Sva ova stanja dovode do povecanja koncentracije reaktanata akutne faze kao S§to su C-
reaktivni protein (CRP) i serumski amiloid (SAA), kao i brojnih citokina. Proteini akutne faze
su indirektni marker bioloSke aktivnosti monocita, jer se njihova sinteza i serumska

koncentracija menjaju kao odgovor na produkciju proinflamatornih citokina.

2.6.1. C-reaktivni protein (CRP)
C-reaktivni protein je najces¢e koris¢en marker u stanjima inflamacije. U epidemioloSkim
studijama na ispitanicima koji nemaju hroni¢nu bubreZnu insuficijenciju je pokazano da su

vrednosti CRP>3mg/L povezane sa povecanim kardiovaskularnim rizikom.

CRP je neglikozilisani protein koji produkuju hepatociti kao odgovor na infekciju, inflamaciju
ili osteCenje tkiva. Po strukturi sastoji se od pet identi¢nih nekovalentno vezanih subjedinica
koje formiraju simetri¢nu pentagonalnu strukturu molekularne tezine 105kDa. Dobio je ime
zbog svoje sposobnosti da precipitira somatske C-polisaharide pneumokoka. Prisutan je u
veoma niskim koncentracijama u fizioloSkim uslovima. Tokom akutnog imunog odgovora
tumor nekrozis faktor o (TNF-a) ili interleukin 1 (IL-1) stimuliSu ekspresiju interleukina 6 (IL-
6), koji povecava ekspresiju gena za CRP u jetri. Nakon toga dolazi do brze sinteze CRP u

hepatocitima i oslobadanja CRP iz endoplazmatskog retikuluma. Obim i prisustvo inflamacije

*Tabela preuzeta iz Kaysen GA (100)
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se moze pratiti na osnovu vrednosti CRP. Poluzivot ovog markera je kratak, tako da njegove

vrednosti dobro prate promene vezane za inflamaciju.

- Y
Vezivanje hromatina/LDL

agregacija f vezivanje proteina

Aktivacija komplemnta

\_ Y, | }

OPSONIZACLA

N\

Fagocitoza bakterija  Skupljanje oStecenih celija

Slika7. Sinteza C-reaktivnog proteina i mehanizam delovanja

Referentne vrednosti ovog markera su <5mg/dl, a vrednosti od 5-10 mg/dl smatraju se
umereno povecanim.Vrednosti preko 10 mg/dl smatraju se znacajno poveéanim. NajceSce
kvantitativne metode za odredivanje CRP su: imunonefelometrijska i imunoturbidimetrijska
metoda(110, 111).

Oko 35% do 65% hemodijaliznih pacijenata ima poviSene vrednosti CRP: distribucija
vrednosti CRP kod ovih pacijenata je izrazito zakrivljena, jer postoji izuzetno velika
individualna varijabilnost izmedu pacijenata. Osim toga i kod samih pacijenata postoji velika
individualna varijabilnost u vrednostima. Neki pacijenti usled akutne infekcije imaju
povremeno povisene vrednosti CRP, a kod drugih je usled hroni¢ne sistemske bolesti prisutno
perzistentno povecanje koncentracije CRP. Vecina studija je pokazala da pacijenti na dijalizi
imaju Cesto povecane vrednosti CRP i da je koncentracija ovog markera u korelaciji sa tezinom
bolesti(112). Bikarbonatna hemodijaliza sa polisulfonskom biokompatibilnom membranom uz

primenu ultracistog rastvora za hemodijalizu znac¢ajno doprinose smanjenju koncentracije CRP.

CRP je dugo smatran samo markerom inflamacije. Ali njegova uloga kao medijatora
kardiovaskularnih bolesti postaje znacajnija sa saznanjem da je ateroskleroza inflamatorna
bolest(113, 114). Pojednostavljeno, proces ateroskleroze pocinje sa 1) razvojem endotelne
disfunkcije koja je prac¢ena 2) aktiviranjem imunih cCeija, $to dovodi do 3) oksidacije lipida i
formiranja penaste strukture, 4) proliferacije glatko-misi¢nih ¢elija i kona¢nog 5) formiranja
fibroznog plaka sa nekrozom i potencijalnom rupturom i trombozom krvnog suda. U cilju
utvrdivanja uloge CRP u ovom procesu, istrazivanje je pokazalo da je ovaj marker prisutan u
vecini aterosklerotskih plakova, vezuje se za LDL partikule i pokrece klasi¢ni put aktivacije

komplementa. Takode, CRP smanjuje aktivnost enzima endotelne NO sintaze(115).0vaj
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marker je prvi put prepoznat kao faktor rizika za razvoj kardiovaskulrnih bolesti kada je
utvrdeno da koncentracija CRP raste nakon infarkta miokarda. CRP je indirektno povezan sa
mnogim faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti, kao Sto su rezistencija na insulin,

oksidativni stres, endotelna disfunkcija i vaskularna kalcifikacija (116).

Inflamacija potencira nastanak ateroskleroze i u interakciji sa mnogim patofizioloskim
mehanizmima dovodi do ostecenja krvnih sudova. Inflamatorne celije (monociti-makrofagi)
uin vitro uslovima potenciraju aktivnost alkalne fosfataze celija sli¢nihosteoklastima koje se
fiziloski nalaze u krvnim sudovima. Na taj na¢in inflamacija moZe uticati na stvaranje
kalcifikacija. U skladu sa ovom hipotezom pokazano je da su kalcifikacije sr¢anih valvula
¢es¢e kod bolesnika na dijalizi sa pove¢anom koncentracijom CRP. Ovo je jako znacajno jer
kalcifikacije Sest puta povecavaju rizik od kardiovaskualrne smrti kod pacijenata na
peritonealnoj dijalizi (117). Inflamacija deluje preko nekoliko patoaterogenih mehanizama.
Interleukin 6, kao glavni inflamatorni molekul, stimuliSe sintezu fibrinogena preko specifi¢nih
sekvenci osetljivin na IL-6 u genu fibrinogena, Sto dovodi do tromboze. Utvrdena
jepovezanostkoncentracije fibrinogena i svih uzroka smrti i incidentalnih kardiovaskularnih
dogadaja (hipertrofija leve komeore, ukupne smrtnosti i kardiovaskularne smrtnosti) kod
pacijenata na hemodijalizi (118). U stanjima hipervolemije je povecana sinteza fibrinogena Sto

se uocava kod pacijenata koji su dugo na dijalizi i nemaju rezidualnu diurezu (119).

2.6.2. Serumski amiloid A (SAA)
Serumski amiloid A je familija homolognih proteina koju ¢ine SAA1 i SAA 2, kao glavni
reaktanti akutne faze i SAA4, koji je konstitutivna forma eskprimirana u humanoj populaciji.
Molekulska tezina SAA je 11,4-12,5kDA i ovaj protein ima od 104 do 112 aminokiselina.U
puta kao odgovor na akutni inflamatorni stimulus. Ve¢i deo SAA u plazmi je povezan sa

lipoproteinima, pre svega sa HDL, ali i sa VLDL.

SAA koji je povezan sa HDL premeSta apo A-l i ponasa se kao signal koji usmerava HDL iz
jetre u makrofage kako bi se koristio u reparaciji oSteCenog tkiva. Serumski amiloid
premestanjem apo A-l1 moze konvertovati HDL u nefunkcionalnu ili proinflamatornu partikulu,
tako da povecana koncentracija ovog molekula moze biti znacajan faktor u ubrzanom procesu
ateroskleroze kod pacijenata na dijalizi (120). Interleukin-1, interleukin-6 i TNF-a stimuliSu
sintezu SAA u hepatocitima. SAA se koristi u dijagnozi i prac¢enju razli¢itih bolesti, kao §to su

infarkt miokarda, bakterijske i virusne infekcije, artritis i maligne bolesti.

SAA i CRP pripadaju grupi 3 proteina akutne faze, Sto zna¢i da se njihova koncentracija
dramati¢no povecava kao odgovor na akutnu inflamaciju. U brojnim studijama je pokazano da
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koncentracija ova dva markera paralelno raste, mada se SAA smatra senzitivnijim markerom
(121). U nefroloskim studijama mnogo manje je ispitivan SAA kao marker inflamacije u
odnosu na CRP, verovatno usledslabijeg koris¢enja metoda kojima se ovaj marker meri.
Nedavno je objavljena studija koja je uporedivala ova dva markera kao prediktore smrtnosti
kod pacijenata na hemodijalizi i pokazala da je SAA bolji marker od CRP (122). Pacijenati sa
pove¢anom koncentracijom SAA imaju povecanu koncentraciju fibrinogena, $to delimi¢no
objaSnjava hipotezu da uslovi inflamcije delom uticu i na koncentraciju fibrinogena kod
pacijenata na hemodijalizi (123). JoS uvek nije potpuno jasno Sta aktivira akutni imuni
odgovor. Pretpostavlja se da su to endotoksini poreklom iz dijalizne te¢nosti, venski graft ili

bioinkompatibilnost dijaliznih membrana.

2.6.3. Albumin
Albimun je protein, negativni reaktant akutne faze. Albumin je negativno naelektrisan
hidrosolubilan molekul koji se sintetiSe u jetri. Njegovna osnovna funkcija je odrZavanje
osmotskog pritiska i transport velikog broja cirkuliSu¢ih molekula. Koncentracija albumina
zavisi od sinteze i sekrecije u jetri, od nivoa razmene izmedu intra- i ekstravaskularnog
prostora, promene u volumenu tecnosti, degradacije proteina i gubitka telesne tezine. Dugo
godina je smatran jednim od osnovnih indikatora malnutricije kod pacijenata na dijalizi. Radi
se o markeru koji se najvisSe koristi u klinickoj praksi u proceni nutritivnog Statusa.
Malnutricija kod bolesnika na dijalizi predstavlja jedan od vrlo vaznih faktora rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti. Malnutricija je definisana kao nepravilna ishrana usled nedovoljnog
unosa ili neuravnotezenog unosa hranljivin materija ili loSeg varenja i iskori§¢avanja hranljivih
materija. Osnovni indikatori malnutricije su smanjena koncentracija albumina, prealbumina,

retinol vezujuéeg proteina i gubitak miSi¢ne mase.

Na osnovu bliske povezanosti malnutricije i inflamacije, postavljena je hipoteza da kod
bolesnika na hemodijalizi postoje najmanje dva tipa malnutricije. Prvi tip je udruZen sa
uremi¢nim sindromom ili faktorima koji su povezani sa uremijom (fizicka neaktivnost,
subdijaliziranost, restriktivna dijeta i psihosocijalni faktori). KarakteriSe ga umerena redukcija
nivoa serumskih albumina izazvana smanjenim proteinskim i energetskim unosom usled
uremijske toksi¢nosti. Drugi tip malnutricije je udruzen sa inflamatornim odgovorom (koji se
dokazuje povisenim nivoima CRP i proinflamatornih citokina), a Cesto i sa pridruZzenim
bolestima, kao §to je hroni¢na sr¢ana insuficijencija. KarakteriSe ga izrazena hipoalbuminemija
usled povecane potros$nje energije u mirovanju, znacajno povecanog oksidativnog stresa i
povecanog katabolizma proteina. Vecina pacijenata na dijalizi ima kombinovani tip

malnutricije, koji je rezultat preklapanja ova dva tipa (124).

23



Pregled literature

Smanjeni proteinski ili energetski unos smanjuje sintezu i tako na direktan nacin uti¢e na
serumski nivo albumina. Mada je nutritivni status vazan regulator sinteze albumina, treba imati
na umu da i drugi faktori mogu uticati na sintezu albumina, naro¢ito kod pacijenata na dijalizi.
Kao vazni nenutritivni faktori navode se inflamacija, akutni i hroni¢ni stres, anemija i starost.
Koncentracija albumina je povezana sa stepenom inflamacije, odnosno sa vrednostima
CRP(125) i sa nivoom proinflamatornih citokina (126). Sinteza ovog proteina se smanjuje u
inflamaciji potpuno nezavisno od proteinskog i kalorijskog unosa. IL-6inhibira sekreciju
albumina u kulturi hepatocita. Inflamacija dovodi i do transfera albumina iz vaskularnog u

ekstravaskularni prostor.

Hipoalbuminemija se smatra nezavisnim prediktorim nepovoljnog ishoda kod pacijenata na
dijalizi. Kako je albumin jedan od glavnih antioksidanasa u plazmi, nizak nivo albumina u
serumu povezan sa ostalim parametrima malnutricije ili inflamacije ubrzava aterogenezu preko
povecanog oksidativnog stresa (127). Ipak, rezultati jedne studije su pokazali da su markeri
inflamacije (IL-6, hsCRP) bolji markeri malnutricije u odnosu na albumin (128). Jedno od
mogucih objasnjenja je i dug poluzivot albumina od 21 dana, Sto ¢ini ovaj marker manje
senzitivnim na akutne promene unosa proteina i kalorija. Pretpostavlja se da aloumin dobija na
znacaju u proceni klini¢kog stanja u kombinaciji sa nekim komorbiditetima. Bez obzira na
svoje nedostatke i oprecna misljenja o njegovom znacaju u klinickoj praksi, albumin se i dalje
smatranaboljim prediktorom smrtnosti medu markerima malnutricije, inflamacije i

ateroskleroze (tzv. MIA sindrom)(129).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA | HIPOTEZE

3.1. Ciljevi istrazivanja

Bolesnike na hemodijalizi karakteriSe visoka ukupna i kardiovaskularna smrtnost. Kao

dominantni patofizioloski mehanizmi koji se javljaju kod ovih bolesnika se izdvajaju endotelna

disfunkcija, inflamacija i malnutricija. Pravilan izbor markera za procenu rizika kod ovih

pacijenata predstavlja veliki izazov. DosadaSnja istraZzivanja su pokazala da su postojeci

markeri nezavisni prediktori smrtnosti kod bolesnika na hemodijalizi, ali joS uvek nisu

uporedivane njihove prediktivne vrednosti i aditivno dejstvo u odnosu na tradicionalne faktore

rizika.

Ciljevi ovog istrazivanja su slede¢i:

Uporediti koncentracije ADMA, SDMA, CRP, serumskog amiloida i albumina kod
pacijenata na dijalizi i zdrave populacije.

Pratiti smrtnost i uzroke smrtnosti kod ispitanika u trogodisnjem periodu.

Uporediti individualne prediktivne vrednosti ADMA, SDMA, CRP, serumskog
amiloida i albumina kod pacijenata na dijalizi.

Proceniti zajednicku prediktivnu vrednost svih markera u odnosu na prediktivnu
vrednost tradicionalnih faktora rizika.

Na osnovu seta statistickih testova utvrditi kombinaciju markera kojom se postize
najbolja procena rizika kod pacijenata na dijalizi.

Upotrebom razlicitih statistickih modela redefinisati stepen rizika u odnosu na
fatalni ishod.

3.2. Hipoteze istrazivanja

Bolesnici na hemodijalizi imaju povecane koncentracije ADMA, SDMA, CRP,
SAA i smanjenju koncentraciju albumina.

Bolesnike na hemodijalizi karakteriSe visoka smrtnost.
Glavni uzrok smrtnosti kod bolesnika na hemodijalizi su kardiovaskularne bolesti.

ADMA, CRP, SAA i albumin su nezavisni prediktori ukupne i kardiovaskularne
smrtnosti.

SDMA nije prediktor smrtnosti kod bolesnika na hemodijalizi.
ADMA ima najvecu prediktivnu vrednost medu ispitivanim markerima.

Kombinacijom sva ¢etiri markera dobija se najvec¢a prediktivna vrednost.
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4. ISPITANICII METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je obavljeno na Klinici za nefrologiju Klinickog centra u NiSu, Centru za
biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta u NiSu i Centru za medicinsku biohemiju
Klinickog centra u Nisu. IstraZivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u NiSu (broj 01-890-5). Studija je dizajnirana kao prospektivna studija prezivljavanja.
U studiju su uklju¢ena 153 stabilna bolesnika starija od 18 godina sa terminalnom bubreznom
insuficijencijom, koji se le¢e ponovljenim hemodijalizama na Klinici za nefrologiju u Nisu i 30
zdravih ispitanika, koji ¢ine kontrolnu grupu. Iskljucujuéi kriterijumi su bili pacijenti sa
karcinomom 1 duzinom dijalize kraCom od Sest meseci. U kontrolnu grupu su ukljuceni zdravi
ispitanici oba pola I istih godina kao ispitivani bolesnici na hemodijalizi.
Svi ispitanici su bili na programu bikarbonatne hemodijalize tri puta nedeljno, na aparatima sa
kontrolisanom ultrafiltracijom Fresenius 4008S i 5008S. Minimalni Kt/V, kao merilo
adekvatnosti hemodijalize kod ispitivanih bolesnika je bio iznad 1,2 - S$to odgovara
standardima dijalize.
Koris¢eni su polisulfonski high i low-flux dijalizatori razli¢itih povrsina. Rastvor za dijalizu je
bio standardan: Na® 138mmol/L, Ca™ 1,50mmol/L, CI" 109,5mmol/L, K* 2mmol/L, Mg™*
Immol/L, CH3;COO™ 6mmol/L i glukoza 55mmol/L. Protok dijalizata je bio konstantno
500ml/min, a protok krvi 250-350 ml/min. Voda kori§¢ena za pripremu dijalizne te¢nosti
prethodno je bila tretirana omekSavanjem Stilmasovim aparatom. Krvni pristupi su bili arterio-
venska fistula kod 98% ispitanika i vaskularna proteza — graft (Goretex) kod 2% ispitanika.
Adekvatnost dijalize je procenjivana na osnovu K¢/Vs, indeksa izraunatog prema sledecoj
formuli:

Ca

K; C;
= —ln(C——O,OOS *T) + (4— 3,5 *—)

UF
_ ) —
Vsp 1 Cl

w

gde je:

C, — predijalizna vrednost uree [mmol/L],
C, — postdijalizna vrednost uree [mmol/L],
T — trajanje hemodijalize [h],

UF — interdijalizni prinos [L],

W —telesna masa nakon hemodijalize [kg].
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Ispitanici i metode istraZivanja

Prema K/DPQI uputstvima, hemodijaliza je adekvatna ako je Ki/Vg>1,2 (izracunat po

Daugridas formuli druge generacije).

Krvni pritisak je meren zivinim manometrom ¢ija je manzetna pokrivala 2/3 duzine nadlaktice
1 obuhvatala najmanje 80% njenog obima. Merenje je vrSeno tri puta na obe ruke u sedecem,
leze¢em 1 stojeCem polozaju, sa pauzom od jednog minuta, a zatim je izraCunavana srednja

vrednost.

Antropometrijskim merenjem je odredena telesna tezina i telesna visina, a zatim je izracunat
indeks telesne mase (engl. body mass index - BMI), kao koli¢nik telesne tezine (kg) i kvadrata

telesne visine (m).

Ispitivanje je obuhvatilo slede¢e parametre: polnu i starosnu strukturu, duzinu dijaliziranja,

antropometrijske mere (telesna tezina i telesna visina) i biohemijske analize.

4.2. Metode

Osnovni opSti podaci o ispitanicima su prikupljeni na osnovu anamneze. Rutinske
laboratorijske analize su sprovedene u laboratoriji Klinike za nefrologiju Klinickog Centra Nis.
C-reaktivni protein i serumski amiloid su odredivani u Centru za medicinsku biohemiju
Klinickog Centra NiS. Koncentracija ADMA i SDMA je odredena u Centru za biomedicinska

istrazivanja Medicinskog fakulteta u Nisu.

4.2.1. HematoloSko-biohemijska ispitivanja
Kod bolesnika na hemodijalizi uzorci krvi za laboratorijske analize su uzimani sredinom
nedelje pre zapocinjanja dijalize i pre davanja heparina. U okviru hematoloskih analiza svim
ispitanicima je odredivan broj leukocita, eritrocita, trombocita, koncentracija hemoglobina

(hematoloski analajzer Nihon Koden).

Biohemijski paramteri koji su bili odredivani u ovom istrazivanju su: urea, kreatinin, ukupni
proteini, albumini, gvozde, TIBS, UIBS, saturacija transferina, ukupni holesterol, HDL, LDL,
trigliceridi, glukoza na analajzeru Bio Systems A25 — rutinskim biohemijskim testovima.

4.2.1.1. Odredivanje koncentracije CRP
CRP je odredivan imunoturbidimetrijskim testom, gde CRP reaguje specifi¢no sa antihumanim
CRP-antitelima  obeleZzenim  lateks partikulama pri  ¢emu nastaju nerastvoreni
precipitati.Nastala apsorbanca od ovih precipitata proporcionalna je koncentraciji CRP u
uzorku. Koncentracija CRP je odredivana na Olimpusu AU400 (Beckman Coulter) i izrazava

se u mg/L. Referentne vrednosti su u granicama 0-5 mg/L.
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4.2.1.2. Odredivanje koncentracije serumskog amiloida
Serumski amiloid je odredivan imunonefelometrijskom metodom gde su polistirenske partikule
obeleZzene antitelima na SAA odreagovale sa proteinima i dale odredenu apsorbancu koja je
proporcionalna koncentraciji uzorka. Odredivanje koncentracije SAA je vrseno na nefelometru
BN Il (Dade Behring) i koncentracija je izrazena u mg/L. Referentne vrednosti su u granicama
0-6,8mg/L.

4.2.1.3. Odredivanje koncentracije ADMA i SDMA
Asimetri¢ni dimetilarginin i simetri¢ni dimetilarginin su odredivani hromatografski po metodi
Paroni i sar. (130) uz izvesne modifikacije. Interni standard (monometilarginin, 50uL, 10uM)
se dodaje uzorku plazme (0,2mL) koji se zatim podvrgava “solid phase” ekstrakciji koristec¢i
katjono-izmenjivacke kolone(SPE cartridge, Supelco Discovery® DSC-MCAX, 100 mg/mL).
Kolone se najpre aktiviraju metanolom (1 mL) i 2% trihlor-sir¢etnom kiselinom (TCA, 2
mL).Nakon ispiranja (TCA 2%, 150mmol/L fosfatni pufer pH 8.0, metanol), aminokiseline su
eluirane sa 1,2 mL 2% rastvora trietilamina (TEA) u metanolu i vodi (70:30, v:v). Eluat se
uparava do suvog gasnim azotom, a suvi ostatak se zatim rastvara u 0,4 mL pufera (mobilna
faza A) i na kraju se vrSi derivatizacija orto-ftaldialdehidom (OPA) pre nego Sto je 20 uL

injektovano u te¢ni hromatograf.

Teéna hromatografija visokih perfomansi (HPLC - High Performance Liquid Chromatography)
je vrsena na instrumentu “Agilent 1200 Series” koji je opremljen autosemplerom, binarnom
pumpom i fluorescentnim detektorom. Hromatografsko odvajanje je postignuto uz upotrebu
kolone Zorbax SB-C18 (150 x 4,6 mm, 3,5um) i odgovarajuceg gradijenta dve mobilne faze: A
— (fosfatni pufer, 40mmol/L, pH 6,2) i B - (acetonitril:methanol (50:50, v:v). Odvajanje
metilarginina je postignuto gradijentom dve mobilne faze A i B pri protoku od 1,5mL/min.
Analiza je pocela pri gradijentu od 15% faze B, u narednih 10 min gradijent je porastao na 25%
mobilne faze B. Zatim je rastao linearno do 80% tokom 3 minuta odrzavajuéi taj nivo naredna
3 minuta, nakon ¢ega je vraten na pocetni nivo, $to ujedno predstavlja i kraj separacije. Sa
vremenom uravnotezavanja od 2 minuta, ceo postupak traje 20 minuta. Retenciono vreme
metalarginina bilo je: za interni standard 8,20 minuta, ADMA 9,25 minuta i SDMA 9,63

minuta.

4.3. Statisticka obrada podataka

Dobijeni podaci su uneseni u bazu podataka, sredeni tabelarno i prikazani graficki. U sklopu
deskriptivne statistike podaci su predstavljeni u vidu aritmeticke sredine i standardne

devijacije, medijane i interkvartilne razlike, ili u vidu apsolutnih ili relativnih brojeva.
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Testiranje normalnosti podataka je vreSeno Kolmogorov-Smirnov testom. Za uporedivanje dve
grupe podataka, ukoliko je zadovoljena normalna distribucija koriséen je t-test, ukoliko
distribucija podataka nije normalna korisé¢en je Mann-Whitney-jev U test. Za poredenje tri ili
vise grupa podataka, ukoliko je zadovoljena normalna distribucija koris¢ena je ANOVA, a kao
post hoc analiza koriS¢en je Tukey-ev test. Ukoliko nije zadovoljena normalna distribucija pri
poredenju tri i viSe grupa podataka koris¢en je Kruskal-Wallis-ov test, u tom slucaju kao post
hoc analiza kori$¢en je Mann-Whitney-jev U test. Radi utvrdivanja medupovezanosti izmedu
ispitivanih varijabli odredivan je Pirsonov koeficijent proste linearne korelacije, odnosno

Spirmanov koeficijent rang korelacije u zavisnosti od distribucije podataka.

Analiza prezivljavanja (engl. survival analysis) je analiza odredenog dogadaja (npr. smrti)
tokom vremena uz evidenciju trenutka kada je doslo do odredenog dogadaja, a da je pri tome
dobro definisano pocetno vreme prac¢enja. Da bi se analiza preZivljavanja mogla primeniti,
podaci moraju sadrzati vreme nekog dogadaja koji se prati. Svrha analize prezivljavanja sastoji
se u moguénosti predvidanja, tj. uspostavljanja prediktivnog modela u kojem rizik
posmatranog dogadaja zavisi od ispitivanih varijabli. Za ovu vrstu analiza je potrebno da se
evidentira tatan datum kada su pojedinci usli u studiju 1 tatan datum kada je doSlo do
odredenog dogadaja. Za preminule ispitanike pored tacnog datuma smrti zabelezen je i tacan
uzrok smrti na osnovu Desete (X) Medunarodne klasifikacije bolesti, povreda i uzroka
smrti(131). Na osnovu uzroka smrti definisano je koji su ispitanici umrli od kardiovaskularnih

bolesti.

U analizi prezivljavanja primenjivane su zivotne tablice kako bi se izracunalo trogodis$nje
prezivljavanje kako u odnosu na opStu smrtnost, tako i u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost.
Nakon toga je formirana Kaplan-Mejerova kriva prezivljavanja u odnosu na ispitivane
varijable. Log rank testom je uporedivano prose¢no prezivljavanje u odnosu na ispitivane
parametre. Cox-ova regresiona analiza je koriS¢ena radi odredivanja rizik koli¢nika (engl.
Hazard Ratio — HR) za svaki od ispitivanih biohemijskih parametara. Zatim su ispitanici na
osnovu poviSenih vrednosti koncentracije ADMA, CRP, SAA i smanjene koncentracije
albumina podeljeni u grupe sa jednim, dva, i tri i viSe faktora rizika. Grupa sa tri i ¢etiri faktora
rizika je spojena u jednu — tri i viSe zbog malog broja dogadaja. Na osnovu ove podele

odredivano je prosecno prezivljavanje i rizik koli¢nik.

Radi procene kalibracije modela koris¢en je Hosmer-Lemeshow test. Radi procene
diskriminacije modela koris¢ena je ROC analiza. Za konstruisanje ROC krive za viSe varijabli
logisticCkom regresionom analizom je formirana jednistvena varijabla na osnovu verovatnoca

viSe pojedinacnih varijabli. Statisticka obrada podataka koja obuhvata metode deskriptivne
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statistike, Kaplan-Mejerove krive, Koksovu regresionu analizu i ROC analizu je sprovedena u
programskom paketu SPSS 16.0 (SPSS Inc, Chicago I, USA). Za tabele reklasifikacije napisan
je programski kod u programskom paketu R. U okviru ovog programskog paketa koriscen je
paket za tabele reklasifikacije PredictABEL (132).Statisticka znacajnost je utvrdena za p

vrednost manju od 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Demografske karakteristike ispitanika

Istrazivanje je obuhvatilo 153 pacijenta na dijalizi i 30 zdravih ispitanika koji su formirali
kontrolnu grupu. Prosecna starost svih ispitanika bila je 58,43+11,13 godina. Pacijenti na
dijalizi bili su prose¢ne starosti 58,08+11,64 godina, a zdravi ispitanici 59,71+9,19 godina.
Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosti izmedu pacijenata na dijalizi i kontrolne grupe

(t=0,681, p=0,500).

Struktura ispitanika prema polu bila je slede¢a: u grupi pacijenata na dijalizi bilo je 106
ispitanika muskog pola (68,8%) i 48 ispitanika Zenskog pola (31,2%)(Grafikon 1). Postoji
statistiCki znaCajna razlika u distibuciji ispitanika prema polu u grupi pacijenata na dijalizi
(x°=10,92, p<0,001). U kontrolnoj grupi bilo je 17 ispitanika muskog pola (56,7%) i 13
ispitanika zenskog pola (43,3%). Nije bilo statisticki znacajne razlike u kontrolnoj grupi u
strukturi ispitanika prema polu (x*=0,360, p=0,549). Uporedujuéi strukturu ispitanika prema
polu u obe grupe utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika (x2=1,17, p=0,279)

(grafikonl).

Pacijenti na dijalizi Kontrolna grupa

43% m Muski pol

Zenski pol

Grafikon 1. Struktura ispitanika prema polu
Uzroci nastanka hroni¢ne bubrezne insuficijencije bili su slede¢i: hroni¢ni glomerulonefritis
kod 33 ispitanika (21,6%), tubulointersticijalni nefritis kod 22 ispitanika (14,4%), policisti¢na
bolest bubrega kod 20 ispitanika (13,1%), nefroskleroza kod 24 ispitanika (15,7%), dijabetesna
nefropatija kod 14 ispitanika (9,2%), hipertenzija kod 32 ispitanika (20,9%) i ostali uzroci kod
8 ispitanika (5,2%) (Grafikon 2). Od hepatitisa B obolelo je 18 pacijenata (11,7%), a od
hepatitisa C obolelo je 84 pacijenata (54,5%).
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Hroni¢ni glomerulonefritis
B Tubulointersticijalni nefritis
B Policisti¢na bolest bubrega
® Nefroskleroza
m Dijabetesna nefropatija
® Hipertenzija

Ostali uzroci

Grafikon 2. Osnovna bolest kod ispitivanih pacijenata na dijalizi

5.2. Rezultati pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu

Tabela 4.0snovni klinicki i biohemijski parametri kod pacijenata na dijalizi i u kontrolnoj

grupi
Pacijenti na dijalizi  Kontrolna grupa
n=154 n=30
Starost 58,08+11,64 57,1949,71 0,278
Pol (muski/Zenski) 106/48 17/13 0,279
Pusenje 30 (19,5%) 6 (20,0%) 0,852
Dijabetes mellitus 23 (14,9%) 4 (13,3%) 0,540
Hipertenzija 91 (59,1%) 12 (40,0%) 0,084
Urea(mmol/L) 32,75£26,23 5,14+0,80 <0,001
Kreatinin (umol/L) 911,76+226,55 69,79£15,26  <0,001
Holesterol (mmol/L) 3,72+0,88 5,53+0,71 0,001
Trigliceridi (mmol/L) 2,34+1,51 1,87+0,87 0,101
BMI 24,62+3,41 23,49+3,92 0,105
Glukoza (mmol/L) 6,08+2,32 5,37+0,98 0,571
Proteini(g/l) 66,81+10,41 69,22+0,5 0,207
Broj leukocita 7,22+3,23 7,80£2,78 0,391
Broj eritrocita 4,03+4,34 4,66%0,43 0,220
Broj trombocita 178,05+60,82 235,40+62,57 <0,001
Hemoglobin (g/dl) 111,70+16,23 142,32+16,46  <0,001
Hematokrit 33,7645,175 42,44+3,23 <0,001
Fe(umol/L) 16,02+18,80 14,52+2,35 0,521
TIBC (umol/L) 52,72+11,47 52,05£10,99 0,868
UIBC (umol/L) 38,98+10,44 38,21+12,01 0,859

U tabeli 4 su prikazane vrednosti ispitivanih parametara kod pacijenata na dijalizi i u
kontrolnoj grupi. Pokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika u starosti izmedu
ispitivanih grupa (p=0,278). Takode, ne postoji statisticki znacajna razlika u polu u ispitivanim
grupama (p=0,279).
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Uporedujuci tradicionalne faktore rizika kod pacijenata na dijalizi i kod zdravih ispitanika
dobijeni su slede¢i rezultati. Nije bilo statisticki znacajne razlike u procentu pusaca u
ispitivanim grupama (19,6% vs 20,0%, p=0,949). Dijabetes je bio prisutan kod 15,1%
pacijenata na dijalizi i kod 13,3% ispitanika u kontrolnoj grupi. Nije bilo statisticki zna¢ajne
razlike u prisustvu dijabetesa u ispitivanim grupama (p=0,582). Hipertenzija je procentualno
bila zastupljenija kod pacijenata na dijalizi (59,5%)u odnosu na zdrave ispitanike (40,0%), ali
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u distribuciji hipertenzije u ispitivanim grupama (p=0,077).
Urea je bila statisticki znacajno veca kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu
(z=-7,019, p<0,001). Kreatinin je bio statisticki znacajno veci kod pacijenata na dijalizi u
odnosu na vrednosti kod ispitanika kontrolne grupe (z=-7,297, p<0,001). Koncentracija
holesterola kod pacijenata na dijalizi je bila statisticki znacajno manja u odnosu na kontrolnu
grupu (t=7,680, p<0,001). Koncentracija triglicerida je bila veca kod pacijenata na dijalizi, ali
nije bilo statisticki znacajne razlike (p=0,101). ProseCan BMI je bio veci kod pacijenata na
dijalizi u odnosu na zdrave ispitanike, ali nije bilo statisticki znaCajne razlike
(p=0,105).Koncentracija glukoze je bila veca kod pacijenata na dijalizi, ali nije bilo statisticki
znacajne razlike (p=0,571). Ukupni proteini su bili ve¢i kod zdravih ispitanika, ali nije bilo

statisti¢ki znacCajne razlike (p=0,207).

Broj leukocita je bio veéi u kontrolnoj grupi u odnosu na pacijente na dijalizi, ali nije bilo
statistiCki znacajne razlike (p=0,391). Broj eritrocita je bio ve¢i kod zdravih ispitanika u
odnosu na pacijente na dijalizi, ali nije bilo statisticki znacajne razlike (p=0,220). Broj
trombocita je bio statisticki znacajno manji kod pacijenata na dijalizi u odnosu na zdrave
ispitanike (z=-3,725, p<0,001). Koncentracija hemoglobina je bila statisti¢ki zna¢ajno veca kod
zdravih ispitanika u odnosu na pacijente na dijalizi (t=9,801, p<0,001). Takode, vrednost
hematokrita bila je statisti¢ki znacajno veca kod zdravih ispitanika u odnosu na pacijente na
dijalizi (t=9,835, p<0,001). U koncentraciji gvozda izmedu ispitivanih grupa nije bilo statisticki
znacajne razlike (p=0,521). Vrednosti TIBC i UIBC su bile priblizno jednake u obe ispitivane
grupe, tako da ne postoji statisticki znaCajna razlika u ovim parametrima merenim u

ispitivanim grupama (p=0,868, odnosno p=0,859).

Uporeduju¢i novootkrivene faktore rizika kod pacijenata na dijalizi dobijeni su sledeci
rezultati:koncentracija ADMA je statisti¢ki znacajno veca kod pacijenata na dijalizi u odnosu
na zdrave ispitanike (0,44+0,22 vs 0,26+0,11, z=-4,466, p<0,001)(grafikon 3);koncentracija
SDMA je bila statisticki znacajno veca kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu
(0,941+0,426 vs 0,283+0,138, z=-7,208, p<0,001)(grafikon 4);koncentracija CRP je bila

statisticki znacajno veca kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu (8,60+11,31 vs
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3,92+1,29, z=-2,018, p=0,044) (grafikon 5);koncentracija SAA je bila statisti¢ki znacajno veca
kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu (9,89+15,13 vs 1,43+0,71, z=-6,070,
p<0,001) (grafikon 6), koncentracija albumina bila je statisitcki znacajno manja kod pacijenata
na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu (31,95£3,13 vs 39,86+2,12, t=7,517, p<0,001)
(grafikon 7).
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Kontrolna grupa Pacijenti na dijalizi

Grafikon 3. Koncentracija ADMA kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu
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Grafikon 4. Koncentracija SDMA kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu
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Grafikon 5.Koncentracija CRP kod pacijenata na dijalizi u odnosu na kontrolnu grupu
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Grafikon 6. Koncentracija SAA kod pacijenata na dijalizi u odnosu na zdrave ispitanike
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Grafikon 7. Koncentracija aloumina kod pacijenata na dijalizi u odnosu na zdrave ispitanike
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Tabela 5. Ispitivani parametri kod pacijenata na dijalizi u odnosu na prisustvo inflamcije

Sa inflamacijom Bez inflamacije UKupno

n=57 n=96 P P
0,4420,19 0,4120,14 0,4410,22%

ADMA(mOVL) 4 45(0,25-054)  035(024-046)  036(024-052)° 2988
0,78+0,35 0,9110,52 0,94:0,43

SDMAmOUL) 4 79(050-0,05)  087(0,31-1,03)  077(045-102) o0
16,01+20,79 2224145 8,60+11,31

CRP(MIL) g 10507-1572)  1,80(10-378)  520(280-9.20) 0001
14,68+20,36 4,53+4,48 0,89+15,13

SAMAMIL)  730(4701550)  340(150-478)  4,20(1,60-7,38) 00!

Albumini (g) . 32602465 33,413,77 3L95:313 (o0

32,00(28,95-34,55) 33,10(30,50-35,65) 32,60(30,00-35,15)
* - aritmeti¢ka sredina+standardna devijacija, *- medijana (interkvartilna razlika)

Pacijenti na dijalizi su podeljenji u dve grupe na osnovu vrednosti CRP. Pacijenti sa
vrednostima CRP ve¢im od 5mg/L smatra se da imaju inflamaciju. U tabeli 5 su prikazane
vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo inflamacije. Pokazano je da ne postoji
statisticki znacajna razlika u koncentraciji ADMA (p=0,088) i SDMA (p=0,900), kao 1
koncentraciji albumina (p=0,251) u odnosu na prisustvo inflamacije. Statisticki znacajna
razlika postoji u koncentraciji SAA (z=-4,286, p<0,001), kao i CRP (z=-8,418, p<0,001) u

odnosu na prisustvo inflamacije.

Tabela 6. Korelacioni matriks ispitivanih parametara

SDMA ADMA/SDMA CRP SAA Albimin Urea Kreatinin Holesterol
ADMA 0,499 0,596 0,134 0,246 -0,434 0,095 0,266 -0,217*
<0,001 <0,001 0,181 0,013 <0,001 0,362 0,009 0,045#
SDMA ) -0,425 -0,042 0,089 -0,289 0,176 0,532 -0,386
<0,001 0,679 0,378 0,006 0,090 <0,001 <0,001
0,302 0,275 -0,432 0,024 -0,097 -0,042
ADMA/SDMA ) 0,008 0,016 <0,001 0,840 0,421 0,741
CRP } 0,559 -0,248 0,012 0,149 -0,023
<0,001 0,019 0,912 0,149 0,830
-0,255 0,097 0,300 -0,162
SAA 0,016 0,353 0,003 0,136
: -0,200 -0,523 0,327
Albumin 0,069 <0,001 0,004
0,413 -0,233
Urea <0,001 0,034
.. -0,610
Kreatinin <0,001

*- vrednost koeficijenta proste linearne korelacije, # - p-vrednost.
U tabeli 6 je prikazan korelacioni matriks ispitivanih parametara. Korelaciona analiza je
pokazala da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu ADMA i SDMA (1=0,499,
p<0,001) (grafikon 8).
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Grafikon 8. Korelaciona analiza ADMA i SDMA
Dobijena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu slede¢ih parametara: ADMA i
odnosa ADMA/SDMA (r=0,596, p<0,001),ADMA i SAA (r=0,246, p=0,013),ADMA i
kreatinina (r=0,266, p=0,009),SDMA i kreatinina (r=0,532, p<0,001) (grafikon 9),0dnosa
ADMA/SDMA i CRP (r=0,302, p=0,008),0dnosa ADMA/SDMA i SAA (r=0,275,
p=0,016),CRP i SAA (r=0,559, p<0,001),SAA i kreatinina (r=0,300, p=0,003),albumina i
holesterola (r=0,327, p=0,004),uree i kreatinina (r=0,413, p<0,001),

Statistickiznacajna negativna korelacija je utvrdena izmedu slede¢ih parametara: ADMA i
albumina (r=-0,434,p<0,001), ADMA i holesterola (r=-0,217, p=0,045), SDMA i odnosa
ADMA/SDMA (r=-0,425, p<0,001), SDMA i albumina (r=-0,289, p=0,006), SDMA i
holesterola (r=-0,386, p<0,001), odnosa ADMA/SDMA i albumina (r=-0,432, p<0,001), CRP i
albumina (r=-0,248, p=0,019), SAA i albumina (r=-0,255, p=0,016), albumina i kreatinina (r=-
0,523, p<0,001), uree i holesterola (r=-0,233, p=0,034), kreatinina i holesterola (r=-0,610,
p<0,001).

38



Rezultati

SDMA

3.000

2.5005

2.000

1.500

1.000

0.5007

0.000

R Sg Linear = 0.283
y=0.01x+0.34

500 1000 1500 2000
KREATININ

Grafikon 9. Korelaciona analiza SDMA i kreatinina
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5.3. Rezultati u odnosu na prisustvo hipertenzije kod pacijenata na dijalizi

Tabela 7.0pste klini¢ke i biohemijske karakteristike u odnosu na prisustvo hipertenzije

Bez hipertenzije  Hipertenzija

n=63 n=91
Starost 59,12+13,98 57,60+£10,52 0,361
Pol (muski/zenski) 68/24 37124 0,151
Pusenje 30 (32,6%) 16 (26,2%) 0,592
Hipertenzija 63 (68,5%) 35(57,4%) 0,222
Urea(mmol/L) 40,87+56,90 29,48+7,58 0,738
Kreatinin (umol/L) 942,67+145,38 913,60+240,80 0,431
Holesterol(mmol/L) 3,80+1,05 3,68+0,75 0,849
Trigliceridi (mmol/L) 2,36x1,30 2,23+£1,27 0,591
BMI 24,69+3,51 24,65+4,28 0,783
Glukoza (mmol/L) 5,93+2,08 6,16+2,44 0,712
Proteini(g/l) 66,3314,84 66,54+12,61 0,955
Broj leukocita 7,61+3,88 7,03£2,90 0,506
Broj eritrocita 4,94+7,62 3,59+0,51 0,210
Broj trombocita 202,21+63,59  166,46+56,48 0,039
Hemoglobin (g/dl) 110,04+£18,07  112,74+15,46 0,595
Hematokrit 33,4345,571 33,91+5,01 0,648
Fe (umol/L) 15,556,451 16,24+22,52 0,125
TIBC (umol/L) 53,12+10,42 52,52+12,04 0,636
UIBC (umol/L) 38,81+10,76 39,06+£10,39 0,840
AF (U/L) 148,14+71,488 231,19+214,23 0,078
ALT (/L) 24,14+23,50 25,39+21,33 0,619
AST (1J/L) 23,09+12,06 22,47£12,41 0,960
GGT (1J/L) 50,54+58,16 47,30+63,72 0,761
SAT 18,92+8,89 20,47£5,91 0,639
LDH (U/L) 268,68+47,59  271,52+65,26 0,718
CPK (U/L) 48,27+18,07 77,32463,59 0,042

Analizirajuéi vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na prisustvo hipertenzije utvrdeno je
da statisticki znacajna razlika postoji u broju trombocita(202,21+63,59 vs 166,46+56,48, z=-
2,067, p=0,039) (Tabela 7). Statisticki znacajno vece vrednosti CPK su kod pacijenata koji su
imali hipertenziju (77,32+63,59 vs 48,27+18,07, z=-2,034, p=0,042). Uporedivanjem ostalih
ispitivanih parametara utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u odnosu na

prisustvo hipertenzije.
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Tabela 8. Vrednosti ispitivanih markera kod ispitanika sa hipertenzijom

Bez hipertenzije Hipertenzija

n=63 n=91 P
0,44%0,32 0,44+0,17*

ADMA(umol/L) 4 7' 95.0.47) 0,42 (0.30-0,58)" 307
1,04+0,61 0,89:0,29

SDMAGmOVL) 4 670 63-110) 0,88 (0,60-1,06) 050
5,93+7,03 9,65£18,92

CRP (mg/L) 340 (1,00-828) 380 (160-8,10) 028
10,65+17,64 9,55+14,01

SAAMIL)  565(4.02-11,00) 540 (2,70-10,65) O°7°

Albumini (g/L) 32,43+2,91 3173323 (.,

32,95 (30,00) 31,80 (28,95-34,05)
* - aritmeti¢ka sredina+standardna devijacija, *- medijana (interkvartilna razlika)

U tabeli 8 su prikazane vrednosti ispitivanih markera u odnosu na prisustvo hipertenzije.
Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ispitivanim markerimakod ispitanika sa i

bez arterijske hipertenzije.

5.4. Analiza prezivljavanja

5.4.1. Rezultati u odnosu na ishod praéenja
Pacijenti na dijalizi su praceni 3 godine (36meseci). U tom periodu belezeni su tacan datum
smrti i uzrok smrti na osnovu kojih je izvrSena analiza prezivljavanja. U ispitivanom periodu
umro je61 pacijent (39,8%) na dijalizi. Od kardiovaskularnih bolesti umrlo je 37 pacijenata, Sto
predstavlja 24,2% od ukupnog broja pacijenata koji su ukljuceni u istrazivanje 1 60,6% od
ukupnog broja umrlih pacijenata. U tabeli 9 su prikazani uzroci smrti kod pacijenata na dijalizi

u trogodiSnjem periodu.

Tabela 9. Uzroci smrti kod pacijenata na dijalizi u periodu pracenja od tri godine

N (%)

Kardiovaskularni uzroci smrt 37 (60,6)
Ishemijska bolest srca 8(13,1)
Cerebrovaskularna bolest 15 (24,6)
Srcana insuficijencija 5(8,2)
Iznenadna sréana smrt 6 (9,8)
Aritmija 2 (3,3
Periferna vaskularna bolest 1(1,6)

Nekardiovaskularni uzroci 24 (39,3)
Infekcija 13 (21,3)
Ostali uzroci (pneumonija, gastrointestinalno 11 (18,0)
krvarenje, akutni abdomen)

Ukupno umrlih 61

U tabeli 10.su prikazani ispitivani parametri kod prezivelih i preminulih pacijenata u toku

trogodiSnjeg pracenja.
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Tabela 10.0snovne klinicke i biohemijske karakteristike ispitanika prema ishodu prac¢enja

Preziveli Preminuli p
n=92 n=61
Starost 54,40+9,76 63,53+12,53 0,024
Pol (muski/Zenski) 68/24 37124 0,120
PusSenje 30 (32,6%) 16 (26,2%) 0,507
Dijabetes mellitus 23 (25,0%) 18 (29,5%) 0,667
Hipertenzija 63 (68,5%) 35 (57,4%) 0,219
Urea(mmol/L) 35,39+41,58 28,77+0,75 0,291
Kreatinin (umol/L) 963,22+210,51 864,74+196,54 0,081
Holesterol(mmol/L)  3,76+0,91 3,49+0,73 0,354
Trigliceridi (mmol/L) 2,44+1,27 1,96+1,24 0,081
BMI 24,51+4,31 24,95+3,41 0,714
Glukoza (mmol/L) 5,67+1,82 6,72+2,85 0,182
Proteini(g/l) 66,16+£11,95 66,02+8,07 0,412
Broj leukocita 6,87+2,85 7,73+3,73 0,306
Broj eritrocita 3,55+0,52 4,73+6,79 0,775
Broj trombocita 172,66+60,12  185,97+61,99 0,447
Hemoglobin (g/dl) 112,88+16,24  110,74+18,71 0,847
Hematokrit 34,0245,10 33,3745,33 0,712
Fe(umol/L) 17,61+23,54 13,55+6,37 0,438
TIBC(umol/L) 53,29+12,09 51,83+10,58 0,622
UIBC(umol/L) 39,03£10,87 38,89+9,94 0,934
AF (U/L) 191,36+£127,64 224,18+258,66 0,572
ALT (/L) 26,29+21,35 22,77+22,98 0,367
AST (1J/L) 23,11+12,87 21,88+11,20 0,770
GGT (/L) 51,32+71,68 43,10+39,44 0,481
SAT 21,16+7,06 15,72+4,07 0,167
LDH (U/L) 265,14+58,21  280,86+61,66 0,703
CPK (U/L) 69,39+49,58 63,05+68,66 0,123

Na osnovu analize podataka utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u starosti
pacijenata u odnosu na ishod. Pacijenti koji su preminuli bili su statisti¢ki znacajno stariji u
odnosu na pacijente koji su preziveli (t=2,317, p=0,024). Struktura ispitanika prema polu bila
je sledeca: u grupi prezivelih bilo je 68 ispitanika (73,9%)muskog pola i 24 ispitanika (26,1%),
a u grupi preminulih pacijenata bilo je 37 ispitanika (60,6%) muskog pola i 24 ispitanika
(39,7%) zenskog pola. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu pola i
ishoda pracenja (p=0,120). U grupi ispitanika koji su preziveli 32,6% su bili puSaci, a u grupi
pacijenata koji su preminuli 26,2% su bili pusaci. Pokazano je da ne postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu puSenja i ishoda pracenja pacijenata (p=0,507). Prisustvo dijabetesa je
utvrdeno kod 25,0% prezivelih pacijenata i kod 26,2% preminulih pacijenata. Utvrdeno je da
ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu prisustva dijabetesa 1 ishoda pracenja
pacijenata (p=0,667). Hipertenzija je bila prisutna kod 68,5% prezivelih i 57,4% preminulih
pacijenata. Daljom analizom je pokazano da ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu

prisustva hipertenzije i ishoda pracenja pacijenata (p=0,219). Obe grupe pacijenata su imale
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priblizno jednake vrednosti BMI, tj. ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u vrednosti BMI u

odnosu na ishod pracenja pacijenata (p=0,714).

Uporedivanjem ostalih ispitivanih parametara pokazano je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u vrednostima slede¢ih parametara u odnosu na ishod pracenja pacijenata: glukoze
(p=0,182), holesterola (p=0,354), triglicerida (p=0,081), uree (p=0,291), kreatinina (p=0,081),
ukupnih proteina (p=0,412), broja leukocita (p=0,306), broja eritrocita (p=0,775), broja
trombocita (p=0,447), hemoglobina (p=0,847), hematokrita (p=0,712), gvozda (p=0,438),
TIBC (p=0,622), UIBC (p=0,934), AF (p=0,572), ALT (p=0,367), AST (p=0,770), GGT
(p=0,481), SAT (p=0,167), LDH (p=0,703) i CPK (p=0,123).

1.000 z=-5.234 p=0.001

0.300-

0.6007]

0.4007

ADMA (umoliL)

0.2004

0.0005

Preziveli paciert Preminuli pacierti
Grafikon 10. Koncentracija ADMA u odnosu na ishod pracenja pacijenata
Koncentracija ADMA je bila statisticki znacajno veca kod preminulih pacijenata u odnosu na
prezivele pacijente (0,58+0,24 vs 0,36+0,16, z=-5,234, p<0,001)(grafikon 10). Koncentracija
SDMA je bila ve¢a kod preminulih pacijenata u odnosu na prezivele, ali nije bilo statisticki
znaCajne razlike u vrednosti ovog parametra u odnosu na ishod pracenja (0,95+0,56 vs
0,94+0,33, p=0,358). Koncentracija CRP je bila statisti¢ki zna¢ajno vec¢a kod preminulih u
odnosu na prezivele pacijente (15,17+23,78 vs 3,99+4,01, z=-3,008, p=0,003)(grafikon 11).
Koncentracija SAA je bila statisticki znacajno ve¢a kod preminulih u odnosu na prezivele

pacijente (13,99+17,18 vs 7,13%£13,05, z=-2,893, p=0,004)(grafikon 11). Koncentracija
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albumina je bila statisticki zna¢ajno manja kod preminulih u odnosu na prezivele pacijente

(29,99+2,41 vs 33,27+2,88, z=-4,592, p<0,001)(grafikon 12).

ElcrP z=-3.008, p=0.003
B san z=2893 p=0.004
307 T
204
107
K |
D—

T T
Preziveli pacijenti Preminuli pacijenti

Grafikon 11. Koncentracija CRP i SAA u odnosu na ishod pracenja pacijenata
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Grafikon 12. Koncentracija albumina u odnosu na ishod pracenja
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Tabela 11.0snovne klinicke i biohemijske karakteristike kod pacijenata sa razli¢itim

uzrokomsmrti

Kardiovaskularni  Ostali uzroci

uzrok smrti p

n=37 n=24
Starost 62,33+12,38 61,23+£13,77 0,984
Pol (muski/zenski) 68/24 37124 0,151
Pusenje 30 (32,6%) 16 (26,2%) 0,592
Dijabetes mellitus 23 (25,0%) 18 (29,5%) 0,072
Hipertenzija 63 (68,5%) 35 (57,4%) 0,222
Urea(mmol/L) 29,33£7,95 27,84+6,32 0,659
Kreatinin (umol/L) 884,87+241,50 819,91+189,13 0,659
Holesterol(mmol/L)  3,67+0,87 3,51+0,74 0,692
Trigliceridi (mmol/L) 1,74+0,93 2,22+1,55 0,531
BMI 26,51+3,23 23,39£3,13 0,117
Glukoza (mmol/L) 6,50+2,43 6,99+3,38 0,989
Proteini(g/l) 66,05£9,575 66,31+5,27 0,448
Broj leukocita 7,35+4,36 8,22+2,78 0,090
Broj eritrocita 5,58+9,04 3,61+0,48 0,544
Broj trombocita 176,59+55,43 198,23+70,01 0,305
Hemoglobin (g/dl) 108,24+18,73 113,92+15,90 0,476
Hematokrit 32,86+11,61 34,03+4,96 0,544
Fe (umol/L) 14,09+6,37 12,88+6,65 0,569
TIBC 49,86+11,32 54,25+9,458 0,119
UIiBC 36,92+11,61 41,23+7,09 0,136
AF (U/L) 201,58+223,64  251,30+305,75 0,291
ALT (1J/L) 24,14+30,01 21,17+£11,46 0,598
AST (1J/L) 21,93+£12,85 21,83+9,490 0,857
GGT (1J/L) 35,36+35,34 52,13+43,51 0,316
SAT 20,00£5,06 14,30+3,56 0,180
LDH (U/L) 296,17+65,79 262,50+53,81 0,262
CPK (U/L) 73,25+74,31 50,80+62,83 0,262

U tabeli 11 su prikazani i analizirani pacijenti kod kojih je kardiovaskularna bolest bila uzrok
smrti i ostali koji su imali neki drugi uzrok smrti. Analiza podataka predstavljenih u tabeli
11nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u vrednostima ispitivanih parametara u odnosu na

ispitivane grupe.
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Tabela 12. Vrednosti ispitivanih markera kod preminulih sa razlicitim uzrokom smrti

Kardiovaskularni Ostali uzroci

uzrok smrti p
n=37 n=24
0,53%0,11 0,64+0,33*

ADMAQmOVL) g 53" 44°062) 053 (0.44-0.76)" 27
0,7840,22 1,17+0,75

SDMA(umolL) 64" (058-0,88) 0,94 (0,59-1,49) 009
17,40+27,44 12,00+18,08

CRP (mg/L) 795(325-16,75) 38 (0,75-18,50) 2%
15,73+19,55 11,58+13,63

SAAMIL)  1065(4,32-1635) 540 (4,65-15,75) 289

Albumini (6/L) 20,46+2,14 3073265 000

29,80 (27,48-31,12) 30,50 (28,30-32,90)
* _ aritmeti¢ka sredina+standardna devijacija, *- medijana (interkvartilna razlika)

U tabeli 12 su prikazane vrednosti ispitivanih parametara kod pacijenata koji su umrli od
kardiovaskularnih bolesti u odnosu na ostale preminule pacijente. Pokazano je da ne postoji

statisticki znacajna razlika u ispitivanim markerima u odnosu na uzrok smrti.

5.4.2. Rezultati Kaplan-Meier-ove analize
JednogodisSnje prezivljavanje svih pacijenata je bilo 84,0%, dvogodisSnje preZivljavanje
pacijenata je bilo 70,0%, a trogodisnje prezivljavanje je 61,0%. Kad se posmatraju
kardiovaskularni uzroci smrti jednogodisSnje prezivljavanje bilo je 83,0%, dvogodisnje

prezZivljavanje bilo je 75,0% i trogodisnje prezivljavanje 72,0%.

U tabeli 13.je prikazano prose¢no prezivljavanje tokom ispitivanog perioda svih pacijenata i
prema polu. Kaplan-Meierovom krivom je utvrdeno da je prosecno ukupno trogodisSnje
prezivljavanje 28,77+1,41 meseci sa 95%CI (25,99-31,51)(grafikon 13A), a u odnosu na
kardiovaskularne uzroke smrti bilo je 32,38+1,17 meseci sa 95%CI (30,10-34,68)(Grafikon
13B).Ukupno prezZivljavanje se statisticki zna¢ajno ne razlikuje prema polu (log-rank:
v*=1,613, p=0,204). Prezivljavanje u odnosu na kardiovaskularne uzroke smrti se takode

statisticki znacajno ne razlikuje prema polu (logrank:x*=2,411, p=0,120).

Tabela 13. Prezivljavanje pacijenata tokom ispitivanog perioda

X +SD (meseci) 95%CI p
Ukupno 28,77+1,41 25,99-31,51
Pol Muéki_ 30,02+1,57 26,94-33,10 0.204
Zenski 25,97+2,80 20,48-31,46
Kardiovaskularna smrnost 32,38+1,17 30,10-34,68
Pol Muski 33,89+1,13 31,67-36,10 0.120
Zenski 29,16+2,64 23,98-34,34
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Grafikon 13. Kaplan Meier-ova kriva ukupnog prezivljavanja i preZivljavanja u odnosu na
kardiovaskulane uzroke smrti(A — ukupna smrtnost, B — kardiovaskularna smrtnost)
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U cilju ispitivanja povezanosti verovatnoce prezivljavanja i vrednosti ADMA, SDMA, CRP,
SAA i albumina kao faktora rizika prvo je sprovedena ROC analiza za svaki od ovih markera.
Na taj nac¢in su dobijene optimalne grani¢ne vrednosti (cut off) markera koje imaju najbolju

kombinaciju specific¢nosti 1 senzitivnosti metode.

Pri koncentraciji ADMA od 0,38 umol/L dobijena je optimalna grani¢na vrednost na osnovu
kombinacije maksimalnespecificnosti i1 senzitivnosti (C-indeks=0,857, p<0,001).Kako je
pocetna vrednost poslednjeg tercila 0,45 pmol/L priblizna optimalnoj grani¢noj vrednosti,
ispitanici su podeljeni u dve grupe: u prvoj grupi su pacijenti sa niskim vrednostima ADMA
(<0,45 umol/L) i drugu grupu ¢ine pacijenti sa visokim vrednostima ADMA (>0,45 pumol/L).
Po istom principu su podeljeni pacijenti u grupe na osnovu vrednosti SDMA, CRP, SAA i

albumina.

Kako su svi pacijenti za ostale ispitivane markere podeljeni na osnovu pocetne vrednosti
poslednjeg tercila,za analizu ovog markera pacijenti su podeljeni na one sa niskom
vredno§¢uSDMA (<0,90 umol/L) i sa visokom vrednosti SDMA (>0,90 umol/L).Na osnovu
pocetne vrednosti poslednjeg tercila za CRP pacijenti su podeljeni u dve grupe: sa niskim CRP
(<6,0 mg/L) i visokim CRP (>6,0 mg/L).

Maksimalna specificnost i senzitivnost metode je pri vrednosti SAA od 7,15 mg/L (C-
index=0,695, p=0,004). Pocetna vrednost poslednjeg tercila je 7,6mg/L, tako da su pacijenti
podeljeni na one Kkoji imaju niske vrednosti (SAA<7,6mg/L) i na pacijente sa visokim
vrednostima (SAA >7,6mg/L).

Za vrednosti albumina optimalna grani¢na vrednost bila je 31,05 g/L (C-indeks=0,810,
p<0,001), a grani¢na vrednost najnizeg tercila bila je 30,3 g/L,tako da su pacijenti podeljeni u
dve grupe: nizak albumin - <30,3 g/L i visok albumin - >30,3 g/L. Na osnovu ovako izvrSene

podele pacijenata uradene su Kaplan-Meirove krive.

Tabela 14.Ukupno prezivljavanje pacijenata tokom ispitivanog perioda u odnosu na vrednosti
ADMA, SDMA, CRP, SAA i albumina

X +SG (meseci) 95%Cl p

ADMA  <0,45 pumol/L 32,23+1,44 29,40-35,05 <0.001
>0,45 pmol/L 21,54+2 .59 16,45-26,62 ’

SDMA  <0,90 pmol/L 28,22+1,86 24,58-31,86 0.386
>0,90 umol/L 29,79+2,18 25,51-34,06 :

CRP <6,0 mg/L 30,83+1,62 27,66-33,99 0.006
>6,0 mg/L 24,69+2,52 19,75-29,64 ’

SAA <7,6mg/L 30,98+1,54 27,97-34,00 0.009
>7,6mg/L 24,12+2,69 18,83-29,40 ’

Albumin <30,3 g/L 22,43+2,74 17,07-27,79 0.001
>30,3 g/L 31,79+1,44 28,98-34,61 ’
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U tabeli 14 je prikazano prose¢no ukupno prezivljavanje u odnosu na vrednosti ispitivanih
parametara. Prose¢no ukupno prezivljavanje pacijenata na dijalizi koji su imali ADMA<0,45
umol/L bilo je statisticki znac¢ajno duZe nego kod pacijenata koji su imali ADMA>0,45 umol/L
(logrank test=18,32, p<0,001)(Grafikon 14). Analiza prezivljavanja u odnosu na vrednosti
SDMA je pokazala da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ukupnom prezivljavanju (logrank
test=0,752, p=0,386). Prosec¢no ukupno prezivljavanje pacijenata koji imaju CRP<6,0 mg/L je
bilo statisticki znacajno duze nego kod pacijenata koji su imali vrednosti CRP>6,0 mg/L
(logrank test=7,416, p=0,006) (Grafikon 14). Koncentracija SAA statisti¢ki zna¢ajno uti¢e na
ukupno prezivljavanje pacijenata. Pacijenti koji su imali SAA<7,6mg/L su Ziveli duze u
odnosu na one koji su imali veée vrednosti ovog markera (logrank test=6,748,
p=0,009)(Grafikon 15). Pacijenti koji su imali manje vrednosti albumina (<30,3 g/L) su imali
statisticki znacajno krac¢e ukupno prezZivljavanje (logrank test=13,660, p<0,001)(Grafikon 15).
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Tabela 15.Prezivljavanje u odnosu na kardiovaskularne uzroke smrti tokom ispitivanog
perioda u odnosu na vrednosti ADMA, SDMA, CRP, SAA i albumina

X +SG (meseci) 95%Cl p

ADMA  <0,45 pumol/L 35,19+0,92 33,39-36,98 <0.001
>0,45 pmol/L 26,20+£2,71 20,88-31,52 ’

SDMA  <0,90 pmol/L 30,24+1,77 26,75-33,72 0.024
>0,90 umol/L 36,07+0,89 34,32-37,82 ’

CRP <6,0 mg/L 33,99+1,29 31,46-36,52 0.003
>6,0 mg/L 29,02+2,22 24,65-33,37 ’

SAA <7,6mg/L 34,44+1,16 32,16-36,73 0.001
>7,6mg/L 27,86x2,46 23,04-32,67 ’

Albumin <30,3 g/L 27,66+2,58 22,61-32,72 <0.001
>30,3 g/L 34,35+1,14 32,11-36,59 ’

U tabeli 15. je prikazano prose¢no prezivljavanje u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost u
odnosu na grani¢ne vrednosti ispitivanih markera. Analiza preZivljavanja u odnosu na
kardiovaskularnu smrtnost je pokazala da postoji statistiCki znacajna razlika u odnosu na
vrednosti ADMA (logrank=13,64, p<0,001) (Grafikonl16). Log rank testom je pokazano da
postoji statisticki znacajna razlika u prezivljavanju u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost u
odnosu na vrednosti SDMA (logrank=5,08, p=0,024)(Grafikon 16). Kaplan-Meirova kriva je
pokazala da postoji statisticki znacajna razlike u prezivljavanju u odnosu na vrednosti CRP u
odnosu na kardiovaskularnu smrtnost (logrank=8,91, p=0,003)(Grafikon 17). Vrednost SAA
statisticki znacajno utiCe na prezivljavanje u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost
(logrank=10,54, p=0,001)(Grafikon 17). U odnosu na kardiovaskularnu smrtnost pokazano je
da vrednosti albumina statisticki znacajno Uticu na prezivljavanje. Pacijenti sa nizim

vrednostima albumina imali su kraée prezivljavanje (logrank=12,29, p<0,001)(Grafikon 18).
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5.4.3. Rezultati Coxove regresione analize

Tabela 16. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost— univarijantna logisticka regresiona

analiza
HR  95%CI p
Starost 1,040 1,005-1,075 0,023
Muski pol 1,591 0,772-3,208 0,208
Pusenje 1,192 0,398-3,568 0,753
Prisustvo dijabetes melitusa 2,424 1,081-5,436 0,032
Prisustvo hipertenzije 0,815 0,346-1,920 0,640
BMI 1,024 0,874-1,198 0,771
ADMA 1,770 1,397-2,242 <0,001
SDMA 1,252 0,506-3,098 0,626
CRP 1,026 1,013-1,040 <0,001
SAA 1,014 0,999-1,029 0,065
Albumin 0,737 0,645-0,842 <0,001

U tabeli 16 su prikazane prediktivne vrednosti u odnosu na ukupnu smrtnost pacijenata. Kao
nezavisni prediktori smrtnosti su se izdvojili slede¢i markeri: starost (HR 1,040, 95%CI (1,005-
1,075)), prisustvo dijabetes melitusa (HR 2,424, 95%CI (1,081-5,436)), koncentracija ADMA
(HR 1,770, 95%CI (1,397-2,242)), koncentracija CRP (HR 1,026, 95% (1,013-1,040)) i

56



Rezultati

koncentracija albumina (HR 0,737, 95%CI (0,645-0,842)). Pored ovih parametara, koji su se
izdvojili kao nezavisni prediktori ukupne smrtnosti,u multivarijantnu logisti¢ku regresionu
analizu ulazi i koncentracija SAA, jer je njegova prediktivna vrednost sa statistickom greskom
manjom od 10% (p=0,065).

Tabela 17. Coxova regresiona analiza za ukupnu smrtnost— multivarijanta logisticka
regresiona analiza

HR  95%ClI p
Starost 1,007 0,971-1,043 0,721
Prisustvo dijabetes melitusa 1,912 0,780-4,685 0,156
ADMA 1,482 1,104-1,988 0,009
CRP 1,021 1,004-1,039 0,015
SAA 0,996 0,975-1,017 0,702
Albumin 0,799 0,686-0,931 0,004

U multivarijantnoj Coxovoj regresionoj analizi kao nezavisni prediktori ukupne smrtnosti
izdvojili su se ADMA (HR 1,482, 95%Cl (1,104-1,988), CRP (HR 1,021, 95%CI (1,004-
1,039) i koncentracija albumina (HR 0,799, 95%CI (0,986-0,931) (Tabela 17).

Tabela 18. Coxova regresiona analiza u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost — univarijantna
logisti¢ka regresiona analiza

HR  95%ClI p
Starost 1,046 1,000-1,094 0,052
Muski pol 2,057 0,811-5,217 0,129
Pusenje 0,425 0,055-3,289 0,412
Prisustvo dijabetes melitusa 1,461 0,421-5,069 0,550
Prisustvo hipertenzije 0,752 0,243-2,335 0,623
BMI 1,128 0,910-1,397 0,272
ADMA 1,619 1,114-2,3549 0,011
SDMA 0,232 0,039-1,384 0,109
CRP 1,032 1,015-1,049 <0,001
SAA 1,017 0,999-1,035 0,059
Albumin 0,675 0,561-0,813 <0,001

U tabeli 18 su prikazane prediktivne vrednosti u odnosu na ukupnu smrtnost pacijenata. Kao
nezavisni prediktori smrtnosti su se izdvojili slede¢i markeri: koncentracija ADMA
(HR11,591, 95%CI (2,344-57,309)), koncentracija CRP (HR 1,032, 95% (1,015-1,049)) i
koncentracija albumina (HR 0,675, 95%CI (0,561-0,813)). Pored ovih parametara koji su se
izdvojili kao nezavisni prediktori u odnosu na kardiovaskularne uzroke smrti, u multivarijantnu
logistiCku regresionu analizu ulazi starost i koncentracija SAA, jer je njihova prediktivna

vrednost sa statistickom greSkom manjom od 10% (p=0,052, p=0,059).
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Tabela 19. Coxova regresiona analiza za kardiovaskularnu smrtnost— multivarijantna

logistika regresiona analiza

HR  95%CI p
Starost 1,009 0,961-1,060 0,722
ADMA 1,227 0,716-2,105 0,457
CRP 1,021 0,999-1,043 0,063
SAA 0,998 0,971-1,026 0,908
Albumin 0,713 0,582-0,873 0,001

Iz Tabele 19 se moze zakljuciti da se u multivarijantnoj Coxovoj regresionoj analizi kao

nezavisni prediktorkardiovaskularne smrtnosti izdvojila koncentracija albumina (HR 0,713,

95%CI (0,582-0,873)).
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5.5. Analiza rezultata u odnosu na broj faktora rizika

U tabeli 20 su prikazane vrednosti ispitivanih parametara u odnosu na broj faktora rizika.
Ispitanici su na osnovu poviSenih vrednosti koncentracije ADMA (>0,45 mmol/L), CRP
(>6,0mg/L), SAA (>7,6 mg/L) i smanjene koncentracije albumina (<30,3g/L) podeljeni u
grupe sa jednim, dva, i tri i viSe faktora rizika. Zbog malog broja ispitanika u grupama sa tri

faktora rizika i sa Cetiri faktora rizika formirana je grupa sa tri i viSe faktora rizika.

Tabela 20.0snovne klinicke i biohemijske karakteristike ispitanika u odnosu na broj faktora

rizika
Bez FR SalFR Sa2FR Sa3ivise FR
n=54 n=48 n=30 n=22 P
Starost 53,00£11,51  58,62+10,77  60,73+11,48 65,73+9,38 0,011
Pol (muski/zenski) 38/16 30/18 22/8 16/6 0,706
Pusenje (%) 15(27,8) 13(27,1) 4(13,3) 4(18,2) 0,395
Dijabetes mellitus (%) 10(18,5) 16(33,3) 7(23,3) 8(36,4) 0,300
Hipertenzija (%) 35(64,8) 30(62,5) 17(56,7) 16(72,7) 0,688
Urea(mmol/L) 39,48+50,96 28,07+6,62 28,34+9,37 31,63#8,61 0,472
Kreatinin (umol/L) 899,46+147,89 918,38+222,86 984,00+180,93 910,18+357,57 0,684
Holesterol(mmol/L) 3,79+0,76 3,54+0,88 3,99+1,11 3,48+0,38 0,509
Trigliceridi (mmol/L) 2,33+1,26 2,15+1,31 2,59+1,50 1,83+054 0,654
BMI 22,81+3,63 24,94+3 34 27,22+4,28 27,074517 0,159
Glukoza (mmol/L) 5,61+2,09 6,71+2,82 5,91+1,53 6,14+2,58 0,364
Proteini(g/1) 67,56+6,58 63,99+15,42 69,67+8,78 63,20+6,023 0,359
Broj leukocita 6,58+1,65 6,65+1,63 10,46+5,63 579+1,99 0,011
Broj eritrocita 3,66+0,40 3,46+0,58 6,21+9,91 3,36+0,61 0,459
Broj trombocita 164,35+48,91  166,00+59,37  227,50+66,41  172,73+57,06 0,022
Hemoglobin (g/dI) 117,31+12,89  107,91+16,48  114,07+16,63  104,45+19,51 0,203
Hematokrit 35,34:+4,69 32,66+4,92 34,2245,20 31,74+611 0,227
Fe (umol/L) 14,42+6,04 13,9616,61 23,26+40,18 14,0746,20 0,977
TIBC (umol/L) 52,50+£11,99  52,39+11,06  53,21#12,06  53,30+11,89 0,994
UIBC (umol/L) 38,15+#11,14  38,36x10,48  42,01%10,39 38,01£9,17 0,681
AF (UL) 215,52+126,15 209,39+239,82 183,54+219,83 168,00£58,230 0,057
ALT (L) 28,64+24,61  22,13+1421  27,87+2861  16,50£16,09 0,206
AST (/L) 25,80+14,53  21,39+10,34  22,60+12,92 16,62+4,17 0,263
GGT (/L) 53,60+53,81  4358+#57,50  29,57+20,38  80,49+121,46 0,418
LDH (U/L) 256,36+70,43  365,35+48,51  291,54+4581  301,50+57,18 0,239
CPK (UL) 46,34+9 27 54,05+47,03  88,92+76,71  82,67+69,92 0,332

FR - faktor rizika
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Analazom podataka pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika u starosti u odnosu na
broj faktora rizika (F=4,000, p=0,011). Sa staros¢u se povecava i broj faktora rizika. Post hoc
analizom je pokazano da statisticki znacajna razlika u starosti postoji izmedu grupa bez faktora
rizika i sa 3 ili vise faktora rizika (p=0,010). Zatim je utvrdeno da ne postoji statisticki
znacajna razlika po polu (p=0,706), pusenju (p=0,395), prisustvu dijabetesa (p=0,300),
hipertenzije (p=0,688) i BMI (p=0,159) u odnosu na broj faktora rizika.

Broj leukocita se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na broj faktora rizika (x*=11,063,
p=0,011). Post hoc analizom je pokazano da statisti¢ki znacajna razlika postoji izmedu slede¢ih
grupa: bez faktora rizika i sa 2 faktora rizika (z=-2,824, p=0,005), sa 1 faktorom rizika i sa 2
faktora rizika (z=-2,445, p=0,014), sa 2 faktora rizika i sa 3 ili vise faktora rizika (z=-2,458,
p=0,011).

Broj trombocita se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na broj faktora rizika (x2=9,624,
p=0,022). Daljom analizom je utvrdeno izmedu kojih grupa postoji statisticki zna¢ajna razlika:
bez faktora rizika i sa 2 faktora rizika (z=-2,666, p=008), sa 1 faktorom rizika i sa 2 faktora
rizika (z=-2,647, p=0,008). Analiza ostalih ispitivanih parametara je pokazala da ne postoji

statisticki znacajna razlika u odnosu na broj faktora rizika.

Tabela 21. Ispitivani markeri u odnosu na broj faktora rizika

Bez FR SalFR Sa2FR Sa 3ivide FR
n=54 n=48 n=30 n=22 P
ADMA(umol/L) 0,33+0,08 0,470,32 0,46+0,17 0,63+0,13 0001
0,35(0,26-0,37) 0,39 (0,26-0,60) 0,46 (0,38-0,56) 0,61 (0,52-0,66)"
SDMA (umol/L) 0,97+0,39 0,99+0,52 0,91+0,41 0,82+0,32 0,508
0,94 (0,72-0,12) 0,89 (0,62-1,03) 0,84 (0,56-1,11) 0,79 (0,57-1,02)
2,28+1,68 3,92+4,04 13,98+15,07 26,23+33,01
CRP (mg/L) <0,001
1,70 (0,90-3,70)  2,45(0,85-5,70) 7,70 (4,80-17,60) 9,00 (8,20-36,60)
3,74+1,71 5,31+3,84 19,47421,57 21,93+24,42
SAA (mg/L) <0,001
3,90 (2,20-4,80) 4,85 (1,60-7,28) 11,1 (6,90-22,60) 15,50 (10,60-18,80)
Albumini (g/L) 33,49+3,01 32,412,72 31,24+2,44 28,12+1,32 0001
34,00 (31,50-35,50) 32,55 (30,08) 31,80 (30,00-32,50) 27,80 (27,00-29,00)
FR-faktor rizika, * - aritmeticka sredinatstandardna devijacija, - medijana

(interkvartilna razlika)

Koncentracija ADMA se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na broj faktora rizika
(x*=22,032, p<0,001)(Tabela 21). Sa brojem faktora rizika poveéava se i koncentracija ADMA.
Daljom analizom je pokazano da statisticki znacajna razlika postoji izmedu sledecih grupa:bez
faktora rizika i sa dva faktora rizika (z=-3,018, p=0,003), bez faktora rizika i sa 3 ili vise
faktora rizika (z=4,572, p<0,001), sa 1 faktorom rizika i sa 3 ili vise faktora rizika (z=-2,505,
p=0,012), sa 2 faktora rizika i sa 3 faktora rizika (z=-2,569, p=0,010).
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Koncentracija CRP se statisti¢ki znacajno razlikuje u odnosu na broj faktora rizika (X2=36,836,
p<0,001). Sa brojem faktora rizika povecava se i koncentracija CRP.Post hoc analizom
pokazano je da postoji statisticki znacajna razlika izmedu sledecih grupa: bez faktora rizika i sa
2 faktora rizika (z=-4,490, p<0,001), bez faktora rizika i sa 3 ili viSe faktora rizika (z=-4,782,
p<0,001), sa 1 faktorom rizika i sa 2 faktora rizika (z=-3,234, p=0,001), sa 1 faktorom rizika i
sa 3 ili viSe faktora rizika (z=-4,071, p<0,001).

Koncentracija SAA se statisticki znacajno razlikuje u odnosu na broj faktora rizika (y°=34,217,
p<0,001). Sa povecanjem broja faktora rizika povecava se i koncentracija SAA. Post hoc
analiza je pokazala da statisti¢ki znacajna razlika postoji izmedu slede¢ih grupa: bez faktora
rizika i sa 2 faktora rizika (z=-4,555, p<0,001), bez faktora rizika i sa 3 ili vise faktora rizika
(z=-4,395, p<0,001), sa 1 faktorom rizika i sa 2 faktora rizika (z=-3,407, p=0,001), sa 1
faktorom rizika i sa 3 ili viSe faktora rizika (z=-3,643, p<0,001).

Analiza varijanse je pokazala da postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji albumina u
odnosu na broj faktora rizika (F=11,439, p<0,001). Sa povecanjem broja faktora rizika
smanjuje se i koncentracija albumina. Post hoc analiza je utvrdila da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu slede¢ih grupa: bez faktora rizika i sa 3 ili viSe faktora rizika (p<0,001), sal
faktorom rizika i sa 3 ili viSe faktora rizika (p<0,001), sa 2 faktora rizika i sa 3 ili viSe faktora
rizika (p=0,002).

5.5.1. Rezultati Kaplan-Majerove analize u odnosu na broj faktora rizika

Tabela 22. Ukupno prezivljavanje u odnosu na broj faktora rizika

X +SG (meseci) 95%Cl p
Bez faktora rizika 34,04+1,56 30,97-37,10
Ukupno Sa 1 faktorom rizika 31,55+2,16 27,32-35,78 <0.001
preZivljavanje  Sa 2 faktora rizika 22,63+3,42 15,92-29,34 ’
Sa 3 faktora rizika 18,06+3,94 10,34-25,79
PreZivljavanje u Bez faktora rizika 35,45+1,31 32,89-38,01
odnosu ha Sa 1 faktorom rizika 35,40+1,38 32,70-38,10 <0.001
kardiovaskularne Sa 2 faktora rizika 26,96+3,18 20,73-33,19 ’
uzroke smrti Sa 3 faktora rizika 23,51+4,21 15,26-31,76

U tabeli 22 je prikazano prosecno prezivljavanje u odnosu na ukupnu smrtnost u odnosu na
broj faktora rizika. Analiza Kaplan-Meirove krive je pokazala da postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu broja faktora rizika i duzine prezivljavanja (logrank=25,580, p<0,001)
(Grafikon 19). Na osnovu analize Kaplan-Meriove krive i vrednosti log rank testa utvrdeno je
da postoji statisticki znac¢ajna povezanost izmedu broja faktora rizika i duzine prezivljavanja u
odnosu na kardiovaskularne uzroke smrti (logrank=24,643, p<0,001) (Grafikon 19).

61



Rezultati

1.0 logrank=25 580, p=0,001
0.8
™ 0
S 0.6
=
|
=
w
E
04 Faktori rizika
I 1Bez faktora rizika -
=11 faktor rizika
=12 faktora rizika
=3 i vise faktora rizika
0.2+ Bez faktora rizika-
censored
=1 faltor rizika-censored
2 faktora rizika-censored
3 ili vise faktora rizika-
+censared -
0.0 A
| T T T
0.00 12.00 24,00 36.00
period pracenja (meseci)
1.0 -n—-.—I-I logrank=24 643, p<0,001
I —— | | :
0.8
™ 0e-
Bl L
=
|
=
w
E I
H 0.4 .
ou Faktori rizika
I 1Bez faktora rizika
=11 faktor rizika
12 faktora rizika
=13 ili vise faktora rizika
0.24 Bez faktora rizika-
censored
=1 faktor rizika-censored
2 faktora rizika-censored
3 il vise faktora rizika-
censored B
0.0
I T T T
0.00 12.00 24,00 36.00

period pracenja (meseci)
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broj faktora rizika(A - ukupna smrtnost, B — kardiovaskularna smrtnost)
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5.5.2. Rezultati Coxove regresione analize u odnosu na broj faktora rizika

Tabela 23. Coxova regeresiona analiza u odnosu na broj faktora rizika — ukupna smrtnost i
smrtnost od kardiovaskularnih bolesti

Ukupna smrtnost Smrtnost od KV bolesti
HR*(95%CI) p HR (95%Cl) p
1 FR vs bez FR 2,419 (0,728-8,034) 0,149 1,838 (0,307-11,006) 0,505
2 FR vs bez FR 6,720 (2,100-21,503) 0,001 9,924 (2,052-28,003) 0,004

3ilivise FR vs bez FR  10,455(3,193-24,227) <0,001 14,823 (2,962-34,189) 0,001

Model je korigovan za starost, pol, pusenje, prisustvo dijabetesa i hipertenzije.

U tabeli 23 su prikazane prediktivne vrednosti za ukupnu smrtnost i smrtnost od
kardiovaskularnih bolesti u odnosu na broj faktora rizika. Analiza je pokazala da pacijenti sa
viSe faktora rizika imaju vecéu prediktivnu vrednost. Pacijenti sa 2 faktora rizika u odnosu na
pacijente bez faktora rizika za ukupnu smrtnost imaju prediktivnu vrednost 6,720 (2,100-
21,503), pacijenti sa 3 ili viSe faktora rizika u odnosu na pacijente bez faktora rizika imaju
prediktivnu vrednost 10,445 (3,193-24,227).

U odnosu na KV smrtnost pokazano je da pacijenti sa dva faktora rizika imaju prediktivnu
vrednost 9,924 (2,052-28,003) u odnosu na pacijente bez faktora rizika. Pacijenti sa tri ili vise
faktora rizika imaju prediktivnu vrednost 14,823 (2,962-34,189)u odnosu na pacijente bez
faktora rizika.

5.6. Rezultati Hosmer-Lemeshow testa

Tabela 24. Hosmer-Lemeshow test za ispitivane markere

Ukupna smrtnost Kardiovaskularna smrtnost

X?vrednost P X? vrednost p
ADMA 13,160 0,106 13,085 0,070
SDMA 11,277 0,186 6,320 0,611
CRP 9,502 0,219 14,026 0,055
SAA 8,297 0,258 8,131 0,321
Albumin 5,556 0,592 3,906 0,791

U tabeli 24 su prikazane vrednosti Hosmer-Lemeshow testa u odnosu na ispitivane markere.
Kako su p-vrednosti veée od 0,05 moze se zakljuéiti da je model dobro kalibrisan. Sto znaci da

procenjena verovatnoc¢a nezeljenih dogadaja ne odstupa od stvarnog broja dogadaja.

5.7. Rezultati C-statistike i ROC kriva

Uporedivanje prediktivnih vrednosti pojedina¢nih parametara i zbirno vrSeno je ROC
analizom. U tabeli 25 su prikazane prediktivne vrednosti (C-indeks) u odnosu na ukupnu i

smrtnost od KV bolesti.
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Tabela 25. C-indeks za sve ispitivane parametre i kombinacije parametara u odnosu na ukupnu
i kardiovaskularnu smrtnost

Ukupna smrtnost Smrtnost od KV bolesti
C-indeks 95%ClI p C-indeks 95%Cl p
Tradicionalni FR+ 0,696 0,570-0,823 0,004 0,674  0,516-0,832 0,026
ADMA 0,857  0,769-0,945 <0,001 0,751 0,637-0,865 0,002
CRP 0,709  0,586-0,833 0,002 0,771  0,659-0,884 0,001
SAA 0,712  0,595-0,829 0,002 0,719  0,582-0,856 0,006
Albumin 0,810 0,714-0,906 <0,001 0,815 0,718-0,911 <0,001
ADMA+CRP 0,888 0,811-0,966 <0,001 0,802 0,688-0,915 <0,001
ADMA+SAA 0,875 0,790-0,959 <0,001 0,773 0,658-0,887 0,001
ADMA+AIlbumin 0,868  0,789-0,947 <0,001 0,800 0,702-897 <0,001
CRP+SAA 0,700  0,576-0,823 0,003 0,756  0,641-0,871 0,001
CRP+Albumin 0,840 0,749-0,932 <0,001 0,845 0,750-0,940 <0,001
SAA+Albumin 0,822 0,728-0,916 <0,001 0,822 0,726-0,918 <0,001
ADMA+CRP+Albumin 0,900 0,830-0,970 <0,001 0,843 0,754-0,933 <0,001
ADMA+CRP+SAA 0,885 0,808-0,962 <0,001 0,802 0,705-0,924 <0,001
CRP+SAA+Albumin 0,839 0,747-0,932 <0,001 0,851 0,757-0,946 <0,001

ADMA+CRP+SAA+Albumin 0,905 0,838-0,972 <0,001 0,844 0,753-0,953 <0,001

Tradicionalni faktori rizika su: starost, pol, pusenje, diajbetes i hipertenzija

ROC analiza je pokazala da su svi markeri nezavisni prediktori ukupne smrtnosti i smrtnosti od
KV bolesti. Analiza je sprovedena tako $to su na postojece tradicionalne faktore rizika
uklju¢ivani i novi markeri (ADMA, CRP, SAA i albumin). Najbolji marker za ukupnu
smrtnost kod ispitanika je ADMA (C-indeks=0,857, p<0,001), a najslabiji marker je CRP (C-
indeks=0,709, p=0,002). Najbolji marker za KVsmrtnost je albumin (C-indeks=0,815,
p<0,001), a najslabiji marker je SAA (C-indeks=0,709, p=0,002).

Analiziraju¢i kombinacije dva markera za ukupnu smrtnost utvrdeno je da je najbolja
kombinacija markera ADMA i CRP (C-indeks=0,888, p<0,001), a za smrtnost od KV bolesti
najbolja kombinacija bila je CRP i albumin (C-indeks=0,845, p<0,001).Najbolja kombinacija
tri markera za ukupnu smrtnost bila je ADMA, CRP i albumin (C-indeks=0,900, p<0,001), a za
smrtnost od KV bolesti najbolja kombinacija bila je CRP, SAA i albumin (C-indeks=0,851,
p<0,001). Najve¢i C-indeks je imala kombinacija sva 4 markera kod ukupne smrtnosti (C-
indeks=0,905, p<0,001), a kod smrtnosti od KV bolesti najveéi C-indeks bio je za kombinaciju
tri markera CRP, SAA i albumin. Na grafikonu 20.su prikazane ROC krive markera ili
kombinacije markera koje su imale najve¢i C-indeks u odnosu na ukupnu smrtnost, a na

grafikonu 21 su prikazane najvece vrednosti C-indeksa u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost.
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Grafikon 20. ROC krive za razli¢ite kombinacije markera u odnosu ukupnu smrtnost
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Grafikon 21. ROC krive za razli¢ite kombinacije markera u odnosu na smrtnost od KV bolesti

5.8. Rezultati tabela reklasifikacije

Za sve potencijalne prediktore ukupne i kardiovaskularne smrtnosti formirane su tabele
reklasifikacije dodavanjem na tradicionalne faktore rizika. Na osnovu tabela reklasifikacije
izraCunat je indeks reklasifikacije mreza NRI (engl. Net Reclassification Index), 95% interval
poverenja (95%Cl) i p-vrednost.

5.8.1. Rezultati tabela reklasifikacije u odnosu na ukupnu smrtnost
U tabelama su prikazani reklasifikovani pacijenti, NRI, kao i p-vrednost. Pacijenti koji su
prikazani po dijagonali tabele reklasifikacije su klasifikovani u grupu sa istim rizikom i na
osnovu tradicionalnih faktora rizika, kao i na osnovu novih faktora rizika. Boldirani pacijenti u

tabelama su reklasifikovani.
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Tabela 26. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA u odnosu na ukupnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 1 2
6-20% 0 4 6
>20% 0 1 47

PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 10 15 2
>20% 0 5 60

Dodavanjem ADMA kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 10 preminulih
pacijenata (16,4%) i 17 prezivelih (25,8%) je reklasifikovano (NRI=1,01 (95%CI 0,680-1,343)
p<0,001). U grupi preminulih pacijenata njih 9 (90,0%) je reklasifikovano u grupu sa visim
rizikom, a 1 pacijent (10,0%) je reklasifikovan u grupu sa nizim rizikom. U grupi prezivelih,
15 pacijenta (88,2%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 2 pacijenta (11,8%) je reklasifikovano u
visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika kod prezivelih je ostalo 15 pacijenata (16,3%)(Tabela
26).

Tabela 27. Tabela reklasifikacije dodavanjem CRP u odnosu na ukupnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + CRP

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 0 8 5
>20% 0 2 46

PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + CRP

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 0 14 4
>20% 0 14 60

Dodavanjem CRP kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 7 preminulih
pacijenata (11,5%) i 18 prezivelih pacijenata (19,5%) je reklasifikovano (NRI=0,57 (95%ClI
0,239-0,901) p<0,001). Od ukupnog broja reklasifikovanih pacijenata 5 preminulih pacijenata
(71,4%) je reklasifikovano u visi rizik, a 2 pacijenta (28,6%) je reklasifikovano u nizi rizik. U
grupi prezivelih pacijenata 14 (77,8 %) je reklasifikovano u nizi rizik, a 4 pacijenta (22,2%) su
reklasifikovani u visi rizik. Medu prezivelim pacijentima 14 pacijenata (15,2%) je i dalje u

kategoriji srednjeg rizika (Tabela 27).
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Tabela 28. Tabela reklasifikacije dodavanjem SAA u odnosu na ukupnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + SAA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 0 8 4
>20% 0 1 48

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + SAA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 0 18 4
>20% 0 7 63

Dodavanjem SAA kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 5 preminulih
pacijenata (8,2%) i 11 prezivelih pacijenata (12,0%) je reklasifikovano (NRI=0,37 (95%ClI
0,041-0,705) p=0,027). Od 5 pacijenta u grupi preminulih 4 (80,0%) su reklasifikovana u visi
rizik, a 1 pacijent (20,0%) je reklasifikovan u niZi rizik. Veéina preZivelih pacijenata (63,6%)
je reklasifikovana u nizi rizik, a 36,4% je reklasifikovano u visi rizik. U kategoriji srednjeg
rizika nakon procene na osnovu tradicionalnih faktora rizika i SAA ostalo je 18 pacijenata
(19,6%)(Tabela 28).

Tabela 29. Tabela reklasifikacije dodavanjem albumina u odnosu na ukupnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 5 0 7
>20% 0 0 49

PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 2 13 3
>20% 6 29 39

Dodavanjem albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika reklasifikovano je
12 preminulih pacijenata (19,7%) i 40 prezivelih (43,5%) (NRI=0,67 (95%CI 0,341-1,011)
p<0,001). U grupi preminulih pacijenata, 7 (58,3%) je reklasifikovano u vizi rizik, a 5 (41,7%)
u nizi rizik. Medu prezivelima, 37 pacijenata (92,5%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 3
pacijenta (7,5%) u visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika je ostalo 13 prezivelih pacijenata
(14,1%)(Tabela 29).
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Tabela30. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA i albumina u odnosu na ukupnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 1
6-20% 0 3 9
>20% 0 0 49

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA+Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 7 8 3
>20% 17 29 28

Dodavanjem ADMA i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 10
preminulih pacijenata (16,4%) i 56 prezivelih pacijenata (60,8%) je reklasifikovano u veéi rizik
(NRI1=0,83 (95%CIl 0,491-1,161) p<0,001). Dodavanjem ova dva markera svi preminuli
pacijenti su reklasifikovani u visi rizik. U grupi prezivelih pacijenata 94,6% je reklasifikovano
u nizi rizik, a 5,4% pacijenata je reklasifikovano u visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika je
ostalo 8 pacijenata (8,7%)(Tabela 30).

Tabela3l. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA, CRP i albumina odnosu na ukupnu

smrtnost
Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 1
6-20% 3 0 8
>20% 0 3 47
Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika+ ADMA + CRP + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 9 8 5
>20% 19 18 33

Dodavanjem ADMA, CRP i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 15
preminulih pacijenata (24,6%) i 51 prezZiveli pacijent (55,4%) su reklasifikovani u veéi rizik
(NRI=1,00 (95%CI 0,769-1,432) p<0,001). Dodavanjem ova tri markera na model
tradicionalnih faktora rizika 9 preminulih pacijenata (60,0%) je reklasifikovano u visi rizik, a 6
preminulih (40,0%) u nizi rizik. U grupi prezivelih, 46 pacijenata (90,2%) je reklasifikovano u
niZi rizik, a 5 pacijenata (9,8%) u visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika ostalo je 8 prezivelih
pacijenata (8,7%)(Tabela 31).

Tabela 32. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA, CRP, SAA i albumina u odnosu na
ukupnu smrtnost
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Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + SAA + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 1
6-20% 3 0 8
>20% 0 3 47

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + SAA + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 0 0
6-20% 9 8 5
>20% 24 14 32

Dodavanjem ADMA, CRP, SAA i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora
rizika 15 preminulih pacijenata (24,6%) i 52 prezivela pacijenta (56,5%) su reklasifikovani u
veéi rizik (NRI=1,17 (95%CI 0,842-1,504), p<0,001). Dodavanjem svih ispitivanih markera na
model tradicionalnih faktora rizika u grupi preminulih, 9 pacijenata (60,0%) je reklasifikovano
u visi rizik, a 40,0% preminulih pacijenata (njih 6) je reklasifikovano u nizi rizik. U grupi
prezivelih, 47 pacijenata (90,4%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 5 pacijenata (9,6%) je
reklasifikovano u visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika je ostalo 8 prezivelih pacijenata
(8,8%)(Tabela 32).

Na osnovu tabela reklasifikacije moZze se zakljuciti da je najve¢i NRI kada su u model
ukljucena sva ¢etiri markera (NRI=1,17), zatim kada je u model uklju¢en ADMA (NRI=1,01),
a gotovo istu vrednosti indeksa dobijen je kada su u model uklju¢eni ADMA, CRP i albumin
(NRI=1,00).
5.8.2. Rezultati tabela reklasifikacije u odnosu na smrtnost od kardiovaskularnih
bolesti

Tabela 33. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 5 0 0
6-20% 0 10 0
>20% 0 0 22

PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 6 1 0
6-20% 6 45 5
>20% 0 5 24

Dodavanjem ADMA kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika u odnosu na
kardiovaskularnu smrtnost nijedan od preminulih pacijenata nije reklasifikovan, a 16 prezivelih
pacijenata (17,4%) je reklasifikovano (NRI=0,64 (95%CI 0,239-1,039) p=0,002). U grupi
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prezivelih, 11 pacijenata (68,8%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 5 pacijenata (31,2%) je
reklasifikovano u visi rizik. U kategoriji srednjeg rizika je ostalo 45 prezivelih pacijenata
(48,9%)(Tabela 33).

Tabela 34. Tabela reklasifikacije dodavanjem CRP u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + CRP

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 2 0 0
6-20% 2 4 5
>20% 0 2 22

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + CRP

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 6 4 0
6-20% 7 39 7
>20% 0 8 21

Dodavanjem CRP kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 9 preminulih
pacijenata (24,3%) i 26 prezivelih pacijenata (28,3%) je reklasifikovano (NRI1=0,40 (95%ClI
0,002-0,802) p=0,048). Dodavanjem ovog markera u grupi preminulih, 5 pacijenata (55,6%) je
reklasifikovano u visi rizik, a 4 pacijenta (44,4%) u nizi rizik. Medu prezivelim, 15 pacijenata
(57,7%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 11 pacijenata (42,3%) u visi rizik. U kategoriji

srednjeq rizika ostalo je 39 prezivelih pacijenata (42,4%)(Tabela 34).

Tabela 35. Tabela reklasifikacije dodavanjem SAA u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + SAA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 3 0 0
6-20% 0 10 0
>20% 0 0 24

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + SAA

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 13 1 0
6-20% 5 40 2
>20% 0 3 28

Dodavanjem SAA kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika nijedan od preminulih
pacijenata nije reklasifikovan, a 10 prezivelih pacijenata (10,9%) je reklasifikovano (NR1=0,52
(95%CI 0,119-0,918) p=0,011). Od ukupnog broja reklasifikovanih, 8 prezivelih pacijenata
(80,0%) je pomereno u kategoriju nizeg rizika, a 2 pacijenta (20,0%) je pomereno u
kategorijuviSeg rizika dodavanjem SAA na model tradicionalnih faktora rizika. U kategoriji

srednjeq rizika ostalo je 40 pacijenata (43,5%) (Tabela 35).
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Tabela 36. Tabela reklasifikacije dodavanjem albumina u odnosu na kardiovaskularnu

smrtnost
Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 3 0
6-20% 0 6 3
>20% 0 5 20
PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 5 0 1
6-20% 35 16 8
>20% 7 8 19

Dodavanjem albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 11 preminulih
pacijenata (29,7%) i 59 prezivelih pacijenata (50,8%) je reklasifikovano (NRI=1,01 (95%ClI
0,704-1,504) p<0,001). Od ukupnog broja reklasifikovanih preminulih pacijenata 6 pacijenata
(54,5%) je pomereno u kategoriju viseg rizika, a 5 pacijenata (45,5%) je pomereno u kategoriju
nizeg rizika. U grupi preminulih, od ukupnog broja reklasifikovanih pacijenata 50 pacijenata
(84,7%) je reklasifikovano u nizi rizik, a 9 pacijenata (15,3%) je reklasifikovano u visi rizik. U

kategoriji srednjeg rizika je ostalo 16 prezivelih pacijenata (17,4%)(Tabela 36).

Tabela 37. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA, albumina odnosu na kardiovaskularnu

smrtnost
Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 4 1
6-20% 0 4 2
>20% 0 4 22
PreZiveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + Albumin
Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 5 0 1
6-20% 35 10 10
>20% 7 8 16

Dodavanjem ADMA i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 11
preminulih pacijenata (29,7%) i 61 preZiveli pacijenat (66,3%) su reklasifikovani (NRI1=1,01
(95%CI1 0,709-1,499) p<0,001). Dodavanjem ova dva markera od ukupnog broja
reklasifikovanih pacijenata u grupi preminulih, 7 pacijenata (63,6%) je pomereno u kategoriju
viseg rizika, a 4 pacijenta (36,4%) je pomereno u kategoriju nizeg rizika. U grupi prezivelih, od
ukupnog broja reklasifikovanih pacijenata njih 50 (81,9%) je pomereno u kategoriju niZeg

rizika, a 11 je reklasifikovano u kategoriju viseg rizika (18,1%). U kategoriji srednjeg rizika
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dodavanjem ova dva merkera na model tradicionalnih faktora rizika je ostalo 10 prezZivelih
pacijenata (10,9%)(Tabela 37).

Tabela 38. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA, CRP i aloumina u odnosu na
kardiovaskularnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 4 1
6-20% 0 4 2
>20% 0 5 21

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 6 2 1
6-20% 38 8 12
>20% 7 14 4

Dodavanjem ADMA, CRP i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora rizika 12
preminulih pacijenata (32,4%) i 74 prezivela pacijenta (63,8%) su reklasifikovani (NRI1=1,12
(95%CI 0,721-1,520) p<0,001). Dodavanjem ova tri markera od ukupnog broja
reklasifikovanih pacijenata u grupi preminulih, 7 pacijenata (58,3%) je pomereno u kategoriju
viseg rizika, a 5 pacijenta (41,7%) u kategoriju nizeg rizika. U grupi prezivelih, od ukupnog
broja reklasifikovanih 60 pacijenata (81,1%) u kategoriju nizeg rizika, a 14 pacijenata
reklasifikovano u kategoriju viseg rizika (18,9%). U kategoriji srednjeg rizika dodavanjem ova
dva merkera na model tradicionalnih faktora rizika je ostalo 8 prezivelih pacijenata
(8,7%)(Tabela 38).

Tabela 39. Tabela reklasifikacije dodavanjem ADMA, CRP, SAA i albumina u odnosu na
kardiovaskularnu smrtnost

Preminuli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + SAA + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 0 4 1
6-20% 0 4 2
>20% 0 5 21

Preziveli ispitanici
Model: tradicionalni faktori rizika + ADMA + CRP + SAA + Albumin

Tradicionalni faktori rizika <0,6% 6-20% >20%
<0,6% 4 0 1
6-20% 40 4 10
>20% 7 16 10

Dodavanjem ADMA, CRP, SAA i albumina kao prediktora na model tradicionalnih faktora
rizika 12 preminulih pacijenata (32,4%) i 74 prezivela pacijenta (63,8%) su reklasifikovani
(NRI=1,13 (95%CI 0,720-1,529) p<0,001). Dodavanjem sva 4 markera od ukupnog broja
reklasifikovanih pacijenata u grupi preminulih, 7 pacijenata (58,3%) je pomereno u kategoriju

viseq rizika, a 5 pacijenata (41,7%) je pomereno u kategoriju niZeg rizika. U grupi prezivelih,
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od ukupnog broja reklasifikovanih pacijenata 63 (85,1%) su pomerena u Kkategoriju niZzeg
rizika, a 11 pacijenata je reklasifikovano u kategoriju viseg rizika (14,9%). U kategoriji
srednjeg rizika dodavanjem ova dva markera na model tradicionalnih faktora rizika su ostala 4
preZivela pacijenta (4,3%)(Tabela 39).

Na osnovu tabela reklasifikacije moze se zakljuciti da je najve¢i NRI za procenu
kardiovaskularne smrtnosti dobijen kada su u model uklju¢eniADMA, CRP i albumin
(NRI1=1,13), a gotovo istu vrednosti indeksa dobili smo kada su u model ukljuéena sva Cetri
markera (NRI=1,12). Posmatrajuci pojedina¢ne karakteristike markera najve¢i NRI je imao

albumin.
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Bolesnici na hemodijalizi predstavljaju veliki medicinskiisocio-ekonomski problem. Prema
proceni, 2010. godine u svetu je bilo oko 2,5 miliona bolesnika na hemodijalizi (133). U
razvijenim zemljama se procenjuje da je godisnji porast bolesnika sa HBI oko 5-8%. lako se
radi o relativno maloj populaciji, troskovi dijalize, posebno takozvani skriveni troskovi dijalize,
koji se odnose pre svega na kardiovaskularne komplikacije, su ogromni. U Evropi je
procenjeno da za manje od 0,1% bolesnika koji su na dijalizi odlazi 2% zdravstvenog
budzeta(134). Istrazivanja koja se bave procenom rizika su trenutno u fokusu jer se radi o
populaciji koju karakteriSe rastu¢a prevalenca i incidenca, veliki troSkovi zamene bubreZzne

funkcije, znac¢ajno smanjenje kvaliteta zivota 1 prevremena smrt.

Ova studijaje dizajnirana sa ciljem procene rizikakod bolesnika na dijalizi. Posmatrajuci opste
karakteristike ispitanika koji su ukljuceni u ovu studiju pokazano je da postoji statisticki
znacCajna razlika u strukturi prema polu. Od ukupnog broja ispitanika bilo je 106 muskaraca 1
48 Zena. Ovakve rezultate su dobile joS neke studije(135, 136). Smatra se da je veca
zastupljenost muskaraca medu bolesnicima na hemodijalizi. Gledano sa epidemioloske strane,
prevalencaHBV kod naSih bolesnika od 11,7% je visoka u odnosu na vrednosti prevalence u
Evropi koji se kre¢u oko 6% (137).Prevalenca HCVu ispitivanoj populaciji je bila vrlo visoka —
54,5%. Prema literaturnim podacima prevalenca hepatitisa C kod ovih ispitanika se krec¢e od 3-

60% (138).

6.1. Koncentracija ADMA kod pacijenata na dijalizi

Nase istrazivanje je pokazalo da pacijenti na dijalizi imaju pove¢anu koncentraciju ADMA u
odnosu na zdravu populaciju. Rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa brojnim studijama
koje su dokazale poviSene vrednosti ADMA kod pacijenata na dijalizi. Vallance isar.(48) su
prvi pokazali da se kod pacijenata sa terminalnom bubreznom insuficijencijom akumulira
ADMA. U ovoj studijije bilo wukljuceno 9 pacijenata na dijalizi 1 6 zdravih
dobrovoljaca;analiti¢ki metod nije dozvoljavao razdvajanje ADMA i SDMA, ali rezultati ove

studije su potvrdeni u kasnijim istrazivanjima.

Brojne studije su pokazale da je koncentracija ADMA povecana kod pacijenata na dijalizi u
odnosu na ispitanike u kontrolnoj grupi. su pokazali da. U studiji Zoccali-ja i
saradnika(53)vrednosti pracenihmarkera su takode bile poviSene kod pacijenata na dijalizi
(ukljuceno 225 pacijenata) i one su iznosile - ADMA 2,52 umol/L i SDMA 3,01 umol/L. Uzun
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i sar. (139) su, takode, pokazali da je kod pacijenata na dijalizi povecana koncentracija ADMA
(1,26 pmol/L). Sli¢ne rezultate su dobili i u studiji koja je nedavno objavljena sa 250 pacijenata
na dijalizi (78). Shi i sar. (140) su pokazali da je koncentracija ADMA povecana kod
pacijenata sa HBI. Koncentracija ADMA se u ispitivanim studijama kretala u opsegu 0,70-
2,52umol/L(53, 76, 79, 80, 141-143). Pokazanje statisti¢Cki znacajan porast ADMA sa

progresijom hroni¢ne bubrezne slabosti.

Koncentracija ADMA kod pacijenata na dijalizi u naSem istrazivanju je dva puta ve¢a u odnosu
na zdrave ispitanike, Sto je u skladu sa dosadasSnjim istrazivanjiama. Odnos ADMA kod

pacijenata sa HBI u odnosu na zdrave dobrovoljce se krec¢e u opsegu od 2-12 puta (47).

Smatra se da DDAH ima centralnu ulogu u povecanju koncentracije ADMA kod pacijenata na
dijalizi. Prvi dokazi da je DDAH klju¢ni regulator puta sinteze NO je istrazivanje u kome je
koris¢en inhibitor ovog enzima, 4124W. Primena 4124W u izolovanom vaskularnom segmentu
dovela je do vazokonstrikcije. Zatim je dodavanjem arginina doSlo do gubitka
vazokonstiktornog efekta (144). Ovo je jedna od prvih studija na osnovu kojih se moglo
zakljuciti da je sinteza ADMA stalan proces koji se odvija paralelno i u skladu sa
metabolizmom proteina. Kod transgenih DDAH miseva je pokazano da povecanje aktivnosti
ovog enzima dovodi do smanjenja koncentracije ADMA za 50%. Smanjenje ADMA je

praceno pove¢anom aktivnoséu NOS (145).

Promena aktivnosti ovog enzima je deo vrlo slozenog regulatornog sistema koji do sada nije
potpuno razjaSnjen. Oksidativni stres je jedan od faktora koji uticu na smanjenje aktivnosti
enzima DDAH, dovodeé¢i do akumulacije ADMA (146). Brojni su patoloski stimulusi koji
dovode do oksidativnog stresa u endotelu: oksidisane LDL partikule, inflamatorni citokini,
hiperhomocistinemija, hiperglikemija i1 razliciti infektivni agensi. Ovi stimulusi dovode do
promene aktivnosti DDAH, kako in vitro, tako i in vivo uslovima. Smatra se da smanjenja
aktivnost ovog enzima predstavlja mehanizam kojim kardiovaskularni faktori rizika uti¢u na

put sinteze NO.

Najve¢im delom ADMA se metaboliSe uz pomo¢ enzima DDAH (oko 85%), samo manjim
delom se izluCuje putem bubrega (0ko 15%). Pri po¢etnom smanjenju funkcije bubrega dolazi
do neznatnog povecanja koncentracije ADMA, jer se ADMA metaboliSe preko svog enzima.
Sa progresijom bolesti, patolosSke promene na bubrezima verovatno ne samo da uti¢u na
ekskreciju ADMA, ve¢ uti¢u i na nivo metabolizma ADMA, odnosno na aktivnost DDAH,koji
je visoko eksprimiran u ovim tkivima. Varijabilnost u porastu koncentracije ADMA zavisi od
varijabilnosti u aktivnosti enzima DDAH. Razli¢ita ekspresija ovog enzima na nivou bubrega

moze biti posledica razli¢ite renalne patologije.
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Izmerena je povecana koncentracija ADMA kod pacijenata 0d2-5. stadijuma HBI (147). Kod
ovih pacijenata koncentracija ADMA obrnuto korelira sa nivoom glomerularne filtracije.
Mogucée je da akumulacija ove supstance potencira mikrovaskularna oSteenja i gubitak
nefrona. Kod mladih ispitanika, sa srednjom do umereno teSkom bubreznom insuficijencijom
koji nisu imali dijabetes, takode je utvrdeno da je ADMA povisen (93). Povecana koncentracija
ADMA koja hroni¢no perzistira dovodi do progresije renovaskularne bolesti pre svega

ostecenjem endotela koje nastaje kao posledica inhibicije sinteze NO.

Nedavne eksperimentalne studije su ukazale na moguénost da NO direktno regulise DDAH
aktivnost S-nitrozilacijom njenog aktivnog mesta. Postoji moguénost da se na ovaj nacin
formira regulatorna feed-back petlja izmedu NO, DDAH, ADMA i NOS (148). U uslovima
inflamacijeinducibilna NOS poveéava sintezu NO, a S-nitrozilacija dovodi do smanjenja
aktivnosti DDAH i akumulacije ADMA koja inhibira NOS. Na ovakvoj pretpostavci se bazira
mehanizamnegativne povratne sprege koji bi mogao delom da objasni povezanost infekcije,
inflamacije 1 ateroskleroze(149). Ova pretpostavka je dodatno potkrepljena ¢injenicom da
ADMA znacajno doprinosi povecanju renovaskularne rezistencije tokom starenja i smanjenju
renalne perfuzije(150). Na osnovu ovih studija moze se zakljuciti da i minorn0 Smanjenje
renalne funkcije vodi ka povecanju koncentracije ADMA. Najjaci dokaz da ADMA znacajno
utice na vaskulaturu je dobijen kod DDAH1 knock-out miSeva. Kod homozigota se nisu
razvili,a kod heterozigota je bila povecana koncentracija ADMA, koja je bila prac¢ena

hipertenzijom (151).

Na osnovu dosadasnjih istraZzivanja nedvosmisleno je pokazano da je koncentracija ADMA
poveéana kod pacijenatana dijalizi, ali je primecena velika varijabilnost u njenoj
koncentraciji.Kao glavni razlozi za veliku varijabilnost u vrednostima ADMA navode se
razlike u interindividualnim i intraindividualnim vrednostima, kao i u izboru metode kojom se
vrsi merenje. Vrednosti ADMA rastu tokom starenja. Teerlink i sar. (152)su pokazali varijacije
u vrednostima ADMA od 12% kod ispitanika starosti 50-75 godina. BioloSka aktivnost NO se
smatra vaznim funkcionalnim i strukturalnim faktorom koji doprinosi promenama u bubregu
tokom starenja. Endotelna disfunkcija, bilo merena hemodinamski kroz odgovor na acetilholin
ili uz pomo¢ biomarkera, progresivno se razvija tokom starenja i zahvata sve viSe i bubrezni
endotel. ADMA verovatno predstavlja uzro¢ni faktor u funkcionalnim i strukturalnim
promenama bubrega. Kod starih pacova je pokazano da je poveéana koncentracija ADMA
povezana ne samo sa smanjenjem sinteze NO (153), ve¢ i sa smanjenjem renalnog protoka krvi

(154) i sa pojavom proteinurije (155).
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Genetske studije su potvrdile da je NO nefroprotektivan faktor. Polimorfizam NOS3 koji
karakteriSe smanjena aktivnost NOS je c¢eS$¢i kod pacijenata sa hroni¢nom bubreznom
insuficijencijom. Smanjena bioloSka raspolozivost NO je bitan faktor u progresiji nefropatija
(81). S druge strane, otkrivanje polimorfizma za promoter DDAH Il moZe biti interesanto, jer
individualne razlike u metabolizmu ADMA teoretski vode ka razli¢itoj individualnoj sklonosti

ka razvoju ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti (156).

Takode je utvrdena razlika u vrednostima kod istih ispitanika merena tokom odredenog
vremenskog perioda. Smatra se da vrednosti ADMA, SDMA i arginina zavise od metabolizma
proteina (157). Osim toga, zna¢ajnu ulogu u varijaciji vrednosti ADMA ima izbor metode. Kao
najcesce dve metode koje se koriste navode se HPLC i ELISA. Pregledom literature moze se
re¢i da je odredivanje ADMA HPLC metodom zastupljenije. Radi se o vrlo senzitivnoj metodi
koja je skuplja i duza za izvodenje u odnosu na ELISA,zahteva rad u specijalizovanim
laboratorijama, ali se dobijaju manje vrednosti. Nedostatak ove metode je Sto i pored brojnih
modifikacija, nije automatizovana, ve¢ dosta zavisi od ljudskog faktora. Prednost ELISA
tehnike je Sto je jeftinija, automatizovana, ali je pokazano da se dobijaju vece vrednosti. Ipak,
bez obzira koja se metoda primenjuje glavni nedostatak za standardizaciju je veliko

preklapanje vrednosti u zdravoj populaciji u odnosu na pacijente sa HBI (157, 158).

Ovim istrazivanjem je potvrdena hipoteza da je koncentracija SDMA povecana kod bolesnika
na hemodijalizi u odnosu na zdrave dobrovoljce. Koncentracija SDMA je nesto viSe od dva
puta veca u odnosu na koncentraciju ADMA. Ovakav odnos je zabeleZen u joS nekoliko studija
sprovedenih kod bolesnika na hemodijalizi (79, 159, 160). Ve¢a akumulacija SDMA ukazuje
na jaku povezanost renalne ekskrecije sa ovim jedinjenjem, Sto je pokazano i kroz korelacionu
analizu. Zbog vece koncentracije SDMA u plazmi i bioloskim tecnostima ovaj dimetilarginin
je vrlo jak kompetitor argininu za ulazak u ¢eliju. Na ovaj na¢in SDMA predstavlja snazan

faktor koji ometa dostupnost ove aminokiseline za sintezu NO.

6.1.1. Koncentracija ADMA kod hipertenzivnih pacijenata na dijalizi
NO je glavni regulator bubrezne funkcije 1 primarni faktor u dugoro¢noj regulaciji arterijske
tenzije. Ovaj koncept je dokazan eksperimentalnim modelom gde je intrarenalna supresija
sinteze NO dovodila do sistemske hipertenzije kod miSeva. Efekti NO na nivou bubrega su
slede¢i: vazodilatacija i aferetnih i eferentnih arteriola, povecani nivo glomerularne filtracije.
NO utice i na reapsorpciju natrijuma na nivou distalnih i sabirnih tubula. Renalni efekti NO su
povezani i sa efektima renin-angiotenzin sistema jer NO uti¢e na sekreciju renina (161). Tri

izoforme NO sintaze su razli¢ito eksprimirane na nivou proksimalnih i distalnih tubula.
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Aktivnost NO sintaze tip 1 i 2 direktno zavisi od intracelularne vrednosti pH. Acidoza dovodi
do inhibicije ovih tipova NO sinteze. Ovaj efekat zavisi od direktnog delovanja protona na
enzim i od sposobnosti NADPH oksidaze, da tokom sinteze NOpreuzme elektrone sa NO
sintaze u uslovima acidoze, Sto vodi ka sintezi superoksidnih radikala, tako da je superoksidni
radikal glavni kontrolni faktor bioraspoloZivosti NO. Ovaj nacin regulacije oteZava ¢injenica
da je optimalna pH vrednost za DDAH koji razgraduje ADMA oko 7,4. Dakle, acidoza dovodi
do povecanja koncentracije ADMA in vivo, Sto inhibira produkciju NO (81).

Acidoza, produkcija superoksidnih radikala 1 inhibicija sinteze NO su najznacajnije
karakteristike koje dovode do natrijum-zavisne hipertenzije kod eksperimentalnih Zivotinja i u
humanoj populaciji(162). Studija na eksperimentalnim zivotinjama je pokazala da postoji
povezanost izmedu koncentracije ADMA i vrednosti krvnog pritiska (82). Davanje infuzije
ADMA kod zdravih ispitanika uzrokuje dozno-zavisino smanjenje renalnog protoka i
povecanje renalne vaskularne rezistencije bez promene u nivou glomerularne filtracije(163).
Vedi broj studija je pokazao povezanost izmedu koncentracije ADMA i hipertenzije. Dva su
osnovna mehanizma kojima ADMA ucestvuje u patogenezi hipertenzije: ADMA potencira
vazokonstriktorni efekat inhibicijom sinteze NO i inhibicijom ekskrecije natrijuma na nivou
bubrega, posredno smanjenjem sinteze NO. S druge strane, krvni pritisak moZe da dovede do
dodatnog povecéanja koncentracije ADMA preko “up-regulation” aktivnosti PRMT enzima. U
kulturi celija je pokazano da stres dovodi do povecanja sinteze mRNK za PRMT enzim
aktivacijom NF-kp (88). Slobodni radikali koji su nastali kao posledica delovanja angiotenzina
IT ucestvuju u povecanju koncentracije ADMA. Zbog smanjene aktivnosti DDAH, stvaranje
slobodnih radikala pod uticajem angiotenzina Il dovodi do aktivacije NF-kp, sto je dokazano
smanjenjem koncentracije ADMA kod hipertenzivnih pacijenata nakon terapije inhibitorima

angiotenzinskih receptora (164).

U naSoj studiji prevalenca hipertenzije je bila 60,0%. Na osnovu vrednosti ADMA utvrdeno je
da ona nije poviSena kod hipertenzivnih pacijenata na dijalizi. Sli¢ni rezultati su dobijeniu
studiji koja je proucavala vrednosti ADMA kod pacijenata sa umerenom do srednje teSkom
HBI (93). Kod 500 zdravih dobrovoljaca je pokazano da ne postoji medusobna povezanost
izmedu koncentracije ADMA i vrednosti sistolnog i dijastolnog pritiska (165). Starost
pacijenata, insulinska rezistencija i dislipidemija, kao i antihipertenzivna terapija su moguci
razlozi koji su uticali na koncentraciju ADMA kod naSih pacijenata i zamaskirali pozitivnu
korelaciju izmedu ADMA 1 vrednosti krvnog pritiska kod pacijenata na dijalizi, kako je

prethodno pretpostavljeno.
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6.1.2. Medusobna povezanost ispitivanih markera
Nase istrazivanje je pokazalo da postoji direktna povezanost izmedu ADMA i SDMA. Razlika
u stepenu povezanosti verovatno je posledica izrazene varijabilnosti u koncentracijama oba
derivata i njihovom medusobnom odnosu. Utvrdena je direktna povezanost ADMA i SAA, kao

i obrnuta povezanost sa nivoom albumina.

ADMA je, prema rezultatima naSe studije, direktno povezana i sa nivoom Kkreatinina, a obrnuto
povezana sa koncentracijom holesterola. Kod bolesnika sa metabolickim sindromom je
pokazano da je koncentracija ADMA poviSena, ali nije uspostavljena korelacija izmedu
holesterola i ADMA (166). U jednoj studiji je utvrdena korelacija izmedu ADMA i holesterola
kod bolesnika sa terminalnom bubreznom insuficijencijom (167). Koncentracija SDMA
direktno korelira sa nivoom Kkreatinina, a obrnuto korelira sa koncentracijom holesterola.

Povezanost SDMA sa holesterolom je jaca u odnosu na povezanost ADMA sa holesterolom.

Koncentracija ADMA je povezana sa markerima inflamacije u brojnim hroni¢nim stanjima,
ukljucujuéi i neleCenu esencijalnu hipertenziju i intoleranciju na glukozu. U in vitro uslovima,
ADMA indukuje sintezu TNF-a preko slobodnih radikala koji aktiviraju NF-xB. S druge
strane, akumulacija slobodnih radikala, kao inicijalni dogadaj u inflamaciji, inhibira sintezu

DDAH i olakSava lokalnu i sistemsku akumulaciju ADMA.

Brojne studije koje su procenjivale vrednosti ADMA merile su i CRP, ali nisu dokazale
medusobnu povezanost izmedu ovih kardiovaskulrnihfaktora rizika. NaSa studija je, u skladu
sa prethodnim istrazivanjima, pokazala da ne postoji povezanost izmedu ADMA i CRP.
Takode je pokazano da ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu koncentracije ADMA
i SDMA i prisustva inflamacije,ali je zato utvrdila povezanost izmedu odnosa ADMA/SDMA i
CRP. Odnos ADMA/SDMA predstavlja grubi indikator DDAH aktivnosti (168). Na aktivnost
DDAH utic¢e inflamatorni proces, te je ocekivano da ovaj odnos korelira sa koncentracijom
CRP. Pretpostavka o povezanosti izmedu ova dva markera postoji na osnovu preklapanja
patofizoloskih delovanja. Stoga su potrebne vece klini¢ke studije kako bi se utvrdilo postojanje

medupovezanostiizmedu koncentracije ADMA i CRP.

6.2. ADMA kao prediktor opste i kardiovaskularne smrtnosti

Za sada nema ubedljivog i klju¢nog dokaza kako ADMA utice na kardiovaskularni sistem, ali
vecina hemodinamskih studija je pokazala da inhibicija NOS dovodi do endotelne disfunkcije
kod pacijenata sa terminalnom bubreznom insuficijencijom. Indirektni dokaz patofizioloSke
uloge ADMA u razvoju razli¢itih kardioloSkih stanja proizilazi iz opservacije da je

koncentracija ADMA povecana kod pacijenata na dijalizi koji imaju kardiovaskularne
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komplikacije u odnosu na pacijente koji nemaju manifestne znake ubrzanog procesa
ateroskleroze (76). Ipak, nase istrazivanje nije pokazalo da se koncentracija ADMA statisticki
znacajno razlikuje izmedu preminulih od nekog kardiovaskularnog dogadaja i preminulih koji

nisu imali kardiovaskularni uzrok smrti.

U nasoj studiji je u trogodi$njem periodu pracenja umrlo skoro 40,0% ispitanika. Od ukupnog
broja umrlih 60,0% je umrlo od nekog kardiovaskularnog uzroka. U prvoj studiji (53) koja je
pokazala da je ADMA prediktor smrtnosti kod pacijenata na dijalizi ukupna smrtnost je bila
37,0%.Smrtnost od kardiovaskularnih bolesti iznosila je 63,8%. Radi se o studiji koja je trajala
par meseci krac¢e od naSe i obuhvatila je 225 pacijenata na dijalizi koji su bili iste starosti kao
pacijenti ukljuceni u naSu studiju. Ista grupa autora je par godina kasnije objavila istrazivanje
na 246 pacijenata na dijalizi u kome je vrSena procena zajednicke prediktivne vrednosti B-tipa
natriuretskog peptida (BNP), ADMA i CRP (24). Ukupna smrtnost bila je 39,4%, a od tog
broja 61,0% smrtnosti je bilo kardiovaskularne prirode. Kod pacijenata na dijalizi u
¢etvorogodiSnjoj studiji pracenja ukupna smrtnost je bila 37,7%, a 63,2% smrtnosti je bilo
kardiovaskularne prirode(23). S druge strane, sli¢na studija radena u naSoj zemlji u drugom
centru je imala manju smrtnost (18,5%); period prac¢enja u ovoj studiji je bio isti i pacijenti su
bili neznatno mladi (122). Studija koja je pratila dugoro¢no smrtnost pacijenata koji su krenuli
na dijalizu u odnosu na vrednosti CRP, albumina i BMI je imala manju smrtnost - 25,2%, a
47,7% smrtnosti je bilo kardiovaskularne prirode (169). Manja smrtnost u ovoj studiji u odnosu
na naSu moze se objasniti manjom duzinom dijalize. Pacijenti u naSoj studiji su bili prose¢no
na dijalizi skoro 8 godina. Dakle, nase istrazivanje potvrdujehipotezu da ovu populaciju
karakteriSe visoka smrtnost i da su glavni uzroci smrtnosti kod pacijenata na dijalizi

kardiovaskularne prirode.

Zoccali i sar.(53)suna 225 pacijenata na dijalizi prvi pokazali da je ADMA prediktor smrtnosti
kod pacijenata na dijalizi. Oni su pokazali da povecanje ADMA za 1umol/L povecava rizik od
smrtnog ishoda za 26%. U ovoj studiji se SDMA, CRP i albumin nisu pokazali kao nezavisni
prediktori smrtnosti. Delimi¢no u suprotnosti sa naSim rezultatima, studija (147) koja je
objavljena 2005.godine je pokazala da je ADMA nezavisni prediktor smrtnosti, ali CRP u ovoj
studiji nije pokazao da ima prediktivnhu vrednost. Prema rezultatima ove studije povecanje
ADMA za 0,1pmol/L dovodi do povecanja rizika za smrtni ishod za 23%. Godinu dana kasnije
objavljena je studija kojaje pokazala da je ADMA bolji prediktor kardiovaskulrne smrtnosti u
odnosu na homocistein kod pacijenata na dijalizi (170). Veza izmedu efeckata ADMA i
homocisteina je vrlo zanimljiva zbog potencijalnih interakcija. Homocistein ima sposobnost da

inhibira aktivnost DDAH interakcijom sa cisteinskim reziduama na aktivhom mestu ovog
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enzima. Osim toga, homocistein je klju¢ni molekul u procesu metilacije. S-adenozilmetionin je
metil-donor koji omoguéava metilaciju arginina i stvaranje S-adenozilhomocisteina koji se
moze konvertovati u homocistein. Dakle, metilacija dovodi do povecanja koncentracije
homocisteina, ali i koncentracije ADMA, Ssto dovodi do endotelne disfunkcije (171). Ipak,
mnoge studije nisu pokazale povecanje ADMA nakon metilacije. Iako su rezultati
kontradiktorni, ovi rezultati ukazuju da je povezanost homocisteina i kardiovaskularnog rizika

u stvari samo odraz povezanosti ADMA i kardiovaskularnog rizika (172).

Aucella i sar. (159) su pokazali da je ADMA nezavisni prediktor i da se povecanjem za
1umol/L rizik za razvoj smrtnog ishoda povecava za dva puta (HR 2,07). Rezultati naSe studije
su, takode, pokazali da je ADMA nezavisni prediktor ukupne i kardiovaskularne smrtnosti.
Povec¢anjem ADMA za 1pumol/L 71% se povecava rizik od ukupne, a 62% od kardiovaskularne
smrtnosti. Jedina studija koja je spekulisala o moguénosti da sa povecanjem koncentracije
ADMA smanjuje rizik od kardiovaskularnog mortaliteta je pokazala da se pove¢anjem ADMA
od 1umol/L rizik smanjuje za 73%. (160). Ovo je jedina studija koja je do sada spekulisala o
ADMA kao faktoru koji deluje po tipu inverzne epidemiologije (engl. reverse epidemilogy).

Varijabilnost koja postoji u prediktivnim vrednostima verovatno je posledica nekoliko faktora.
Pre svega prediktivna vrednost reflektuje varijabilnost u koncentraciji ADMA. Zatim, koris¢eni
su razliCiti statisticki modeli koji nisu obuhvatali iste faktore. Odredivanje rizik koli¢nika je
vrseno za razlicite jedinice (na 1pmol/L, 0,1umol/L ili na vrednost standardne devijacije), Sto
dodatno otezava komparaciju rezultata. Uporedivanje prezivljavanja je vrSeno u odnosu na
razli¢ite grani¢ne vrednosti ADMA, §to je posledica nestandardizovane metode odredivanja
ADMA, odnosno referentnih vrednosti ADMA. Bez obzira na sve nedostatke, vecina studija je
dokumentovala da je ADMA nezavisni prediktor smrtnosti. Ipak,ostaje Kljuéno pitanje da li je
ADMA samo marker ili predstavljamedijator kardiovaskularnih bolesti kod pacijenata na
dijalizi?

Obzirom da ovu populaciju karakterise velika smrtnost od kardiovaskularnih bolesti, nekoliko
studija je utvrdilo da pacijenti sa srednjom do umerenom bubreznom insuficijencijom imaju
poveéanu prevalenciju hipertofije leve komore. Patogeneza hipertrofije leve komore je jedan
multifaktorski problem. Nedavno je pokazano da ADMA predstavlja faktor rizika za razvoj
hipertrofije leve komore i prediktor za razvoj budué¢ih KVS dogadaja kod pacijenata u
predijaliznoj fazi (140). Utvrdeno je da ADMA utic¢e na remodelovanje leve komore, odnosno
da postoji jaka povezanost izmedu vrednosti ADMA i geometrije leve komore (61). Dugoro¢na
inhibicija NOS je povezana sa razvojem koncentri¢ne hipertrofije leve komore (173). Kod

obolelih sa koronarnom boles¢uje ustanovljeno da oni koji imaju povecane koncentracije
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ADMA (tre¢i tercil) imaju 2,62 puta veci rizik za razvoj nekog KVS dogadaja u odnosu na one
koji imaju niske vrednosti ADMA (prvi tercil). Osim toga ova studija je pokazala da je ADMA
bolji prediktor novih KVS dogadaja kako u odnosu na tradicionalne faktore rizika, tako i u
odnosu na CRP i BNP (174).

Najnovija meta-analiza je pokazala da je ADMA pozitivho povezana sa debljinom intime
medije. Ovi rezultati nam ukazuju da je ADMA novi marker subklinickih formi ateroskleroze i
da moze biti prediktor uznapredovalog procesa ateroskleroze. Smatra se da povecana
koncentracija ADMA moze imati klju¢nu ulogu u u razvoju ateroskleroze. Rezulati ove meta-
analize koja je ukljucila 6168 ispitanika je pokazala da postoji bolja povezanost izmedu
ADMA i debljine intime medije kod pacijenata sa HBI u odnosu na ispitanike koji nisu imali
poremecaj bubrezne funkcije. To ukazuje da je ADMA dobar indikator ateroskleroze i
prediktor aterosklerotske bolesti kod ovih pacijenata, kao 1 da je verovatno medijator hroni¢nog
kardiorenalnog sindroma, tj. glavna veza izmedu bubreznih bolesti koje vode ka razvoju
kardiovaskularnih poremecaja (175).Prednost primene ADMA u odnosu na druge markere i
faktore rizika je Sto ona objedinjuje patofizoloSke puteve, kako tradicionalnih, tako i

novootkrivenih faktora rizika.

Proslo je dvadeset godina otkada je ADMA otkrivena i definisana kao inhibitor sinteze azot-
oksida. U meduvremenu je potpuno definisan bioloski put i metabolizam ovog jedinjenja.
Delimi¢no je razjasnjenja njegova patofizioloska uloga. Ovo istraZivanje je deo kojim se
proucava njegova uloga kao faktora rizika. Dalja istrazivanja bi trebalo usmeriti ka
famakoterapijskim istrazivanjima koja bi trebalo da nadu nacin da se smanji njegova
koncentracija, a samim tim i efakat na endotel. Na osnovu ovih studija moze se zakljuciti da je
ADMA prediktor opsSte i kardiovaskularne smrtnosti nezavisan od drugih biomarkera, bez
obzira na relativno mali broj nezeljenih dogadaja i ishoda, malu veli¢inu uzorka i mogucu
pristrasnost prilikom objavljivanja rezultata. Meta analiza dosadasnjih studija bila bi korisna
radi bolje procene rizika, ali otezavajuca okolnost je nedostatak standardizacije tehnika
merenja ADMA Kielstein i sar. (176)su najbolje sumiralli dilemu vezanu za implementaciju
novog markera u klinickoj praksi,zakljucivsi da ne postoji garancija o uspeSnosti primene
markera,Sto se najbolje pokazuje usponom i padom homocisteina kao faktora rizika za razvoj

nekih kardiovaskularnih stanja.

Statistickom analizom je pokazano da SDMA, iako je povecan kod bolesnika na dijalizi, nije
povezan sa opStom i kardiovaskularnom smrtno$¢u. Vecina studija koja je procenjivala
prediktivnu vrednost oba derivata arginina je pokazala da je ADMA povezana sa smrtnoS¢u

pacijenata na hemodijalizi, a SDMA se nije izdvojio kao nezavisni prediktor. Dokumentovano
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je da je SDMA kombinovani marker renalne funkcije i obima koronarne bolesti (95). Jedna
studija je pokazala da je SDMA prediktor smrtnosti kod pacijenata koji su imali akutni infarkt
miokarda (177). Rizik koli¢nik za poslednji kvartil vrednosti SDMA u odnosu na prvi je bio
2,40. Dakle pacijenti sa visokim vrednostima SDMA su imali skoro 2,5 puta veci rizik za
razvoj fatalnoh ishoda u odnosu na one koji su imali niske vrednosti SDMA. SDMA se viSe
proucavala u smislu procene renalne funkcije. Klirens inulina koji je zlatni standard zahteva
glomaznu i skupu proceduru. Klirens kreatinina je pogodan za rutinsku primenu, ali postoji
velika inter-individualna varijabilnost u vrednostima koja je povezana sa miSi¢cnom masom,
koli¢inom proteina u ishrani, staro$¢u i polom. S druge strane, SDMA je mali molekul koji se
potpuno filtrira na nivou bubrega, ne sekretuje se i ne apsorbuje u distalnim tubulimaZbog
svega navedenog SDMA dobija sve veci znacaj u proceni renalne funkcije. Meta-analiza koja
je obuhvatila 2136 ispitanika je pokazala da postoji statisticki znacajna korelacija izmedu
SDMA i inulina (178). Jedna od glavnih prednosti primene SDMA kao markera renalne
funkcije u odnosu na nove potencijalne markere je ta sto se odreduje paralelno sa ADMA u
HPLC metodi.

6.3. Markeri inflamacije i malnutricije kao prediktori smrtnosti kod bolesnika na
hemodijalizi

6.3.1. C-reaktivni protein i serumski amiloid
Za C-reaktivni protein se ve¢ dugo zna da je dobar prediktor kardiovaskularne smrtnosti u
opstoj populaciji. Smatra se da zdravi ispitanici koji imaju vrednosti CRP preko 3,6mg/L imaju
dva puta vec¢i rizik za razvoj kardiovaskularnog dogadaja, kao Sto je infarkt miokarda ili
iznenadna sr¢ana smrt (46). DesetogodiS$nja studija pracenja koja je procenjivala verovatnocu
smrtnog ishoda i nekog kardiovaskularnog dogadaja kod sredoveénih zdravih muskaraca je
pokazala da dodavanjem CRP, kao prediktivnog markera, na Framingamov skor u modelu se
poveéava njegova prediktivna vrednost (179). Par godina kasnije pokazano je da se
dodavanjem CRP vrednosti i podataka iz porodicne anamneze na model tradicionalnih faktora
rizika 20% muskih ispitanika reklasifikuje u visi ili nizi rizik (180). U sklopu ove studije
razvijen je vrlo zanimljiv internet kalkulator za procenu rizika za razvoj kardiovaskularnog
dogadaja u odnosu na pol, starost, pusenje, vrednosti sistolnog pritiska, ukupnog holesterola,

HDL, CRP i porodi¢ne anamneze (www.reynoldsriskscore.org).

Uzevsi u obzir ¢injenicu da medijana koncentracije CRP u opstoj populaciji iznosi 1,5mg/L,
veéina bolesnika na dijalizi imala bi znake hroni¢ne inflamacije, medutim, istraZzivanja na
populaciji sa terminalnom HBI su pokazala da vrednosti iznad referentnih ne moraju biti znak
upalnog procesa (181). Stoga je jako znacajno odrediti grani¢ne (“‘cut-off”) vrednosti iznad
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koje bi poviSene vrednosti CRP bile prediktor nepovoljnog ishoda. Menon i sar. (182)su
pokazali da kardiovaskularni bolesnici sa vrednos¢u CRP>3mg/L imaju vecu smrtnost. Iseki i
sar. (183)su odredili grani¢nu vrednost CRP — 10mg/L. Studija sprovedena u Hrvatskoj je
pokazala da je grani¢na vrednost CRP 6,2 mg/L (184). Istrazivanje u naSoj zemlji je pokazalo
da je grani¢na vrednost CRP kod pacijenata na dijalizi 8,4 mg/L(122). Grani¢na vrednost CRP
od 6 mg/L u naSem istrazivanju je bila najbliza vrednosti dobijenoj kod hrvatskih pacijenata na
dijalizi. U svim navedenim istrazivanjima koncentracije CRP iznad grani¢nih vrednosti su bile
U vezi sa poviSenom smrtno$¢u bolesnika. Pored odredivanja grani¢ne vrednosti jako je
znacajno da se CRP odreduje u ponovljenim merenjima, jer je pokazano da konstatno povecan

nivo ovog proteina akutne faze znacajno povecava stopu smrtnosti.

Na osnovu grani¢nih vrednosti CRP moze se reci da je prevalenca inflamacije u nasoj studiji
33,8%. Ovim radom je potvrdena hipoteza da je koncentracija CRP povecana kod bolesnika na
hemodijalizi i da je kod ovih bolesnika prisutan hroni¢ni inflamatorni proces. Prevalencija
inflamacije kod pacijenata na dijalizi prema literaturnim podacima krece se od 30-75%. U
studiji koja je sprovedena u nasoj zemlji dobijena je neSto niza vrednost prevalencije u odnosu
na naSe podatke — 35,4% (122). Prevalencija inflamacije u ovoj populaciji zavisi od brojnih
faktora, kao Sto su: rezidualna renalna funkcija, geografske i genetske razlike ispitanika, vrste
dijalizne terapije i komorbiditeta (185). Razlozi inflamatornog procesa kod pacijenata na
dijalizi su multifaktorijalni i uglavnom vezani za uremiju, proces dijalize,oksidativni stres,ali i
za naruSeni imuni odgovor (116). Inflamacija i oksidativni stres su usko povezani. Slobodni
radikali nastaju u procesu aktivacije fagocita kao odgovor na inflamatorni stimulus.
Oksidativni stres u uremiji je povezan sa metabolickim abnormalnostima, prisustvom
komorbiditeta, imunom disregulacijom i inflamatornim procesima (186). Stanje hroni¢ne
bubrezne insuficijencije se smatra hronicnim inflamatornim stanjem niskog stepena, zbog
ponovljene interakcije krvi i dijalizatora, a hemodijaliza se moze smatrati humanim modelom
oksidativnog stresa (44). Najvazniji mehanizmi kojima poveéani oksidativni stres ucestvuje u
razvoju ateroskleroze su modifikacija lipoproteina i endotelna disfunkcija (187). Moze se reci
da inflamacija i oksidativni stres u sadejstvu uti¢u na disfunkciju endotela, obzirom da je on i

izvor i target oksidanata i da ucestvuje u inflamatornom odgovoru.

Naseistrazivanjeje pokazalo da je CRP nezavisni prediktor smrtnosti kod pacijenata na dijalizi.
Od prve studije sprovedene 1995. godine kada je utvrdena povezanost CRP sa smrtnoscu
pacijenata u terminalnom stadijumu HBI i na dijalizi, mnoge studije su kasnije potvrdile ove
rezultate(122, 123, 182, 183, 188). Na osnovu vrednosti rizik koli¢nika zakljuCuje se da su
ADMA i albumin bolji prediktori, a da je SAA slabiji prediktor. Sli¢na studija po duzini
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pracenja sprovedena na pacijentima na dijalizi u nasoj zemlji je pokazala da je SAA bolji
prediktor smrtnosti u odnosu na hsCRP (122). Vrednosti rizik koli¢nika u ovoj studiji su
nekoliko puta veée u odnosu na vrednosti u nasoj studiji (za hsCRP HR 4,943, a za SAA HR
6,240).

Bez obzira na brojne studije koje su pokazale da je CRP nezavisni prediktor kardiovaskularne
smrtnosti, kako u opstoj populaciji, tako i kod pacijenata na dijalizi, 0 njegovoj primeni u
proceni rizika treba razmisljati obazrivo. Dugo godina se polemise o moguc¢em ukljucivanju
CRP u tzv. Framingmanov skor. Medutim, za sada je preporuka da se skrining hsCRP radi
jedino kod ispitanika sa intermedijarnim rizikom od 10-20% za razvoj kardiovaskularnog

dogadaja. U tom slucaju, preporuka je da se radi evaluacija i korekcija primenjivane terapije

(189).

6.3.2. Albumin
Hipoalbuminemija je veoma prisutna i povezana je sa povecanom kardiovaskularnom
smrtnos¢u kod pacijenata sa HBI. Ovo istrazivanje je potvrdilo literaturne podatke da je
hipoalbuminemija prisutna kod pacijenata na hemodijalizi (190, 191). Koncentracija aloumina
zavisi od njihove sinteze, katabolizma i distribucije izmedu vaskularnog i ekstravaskularnog
prostora. Nutricija je najvaznija za nivo albumina, ali kako je ovaj marker i reaktant akutne
faze, na njegovu koncetraciju utie i nivo inflamacije. Neki autori smatraju da je albumin bolji
marker inflamacije nego malnutricije (192). Dokumentovano je da hipoalbuminemija reflektuje
prisustvo mikroinflamacija i predstavlja prediktor dugoro¢nog mortaliteta kod bolesnika na
hemodijalizi (193). Nase istraZivanje je pokazalo da je kod pacijenata na dijalizi prisutna
hipoalbuminemija. NiZe vrednosti serumskog albumina kod nasih pacijenata verovatno nisu
posledica samo loSeg nutritivnog statusa. Istovremeni nalaz povecanih vrednosti inflamatornih
parametara upucuje na ulogu albumina kao negativhog reaktanta akutne faze u toku
inflamatorne reakcije. Ne treba zaboraviti ni hiperhidrataciju koja je Cesto prisutna kod
pacijenata na hemodijalizi i uzrokuje diluciju koncentracija albumina u serumu, ali zajedno sa
anemijom uti¢e na nastanak i/ili dalji razvoj sréane insuficijencije, koja moZe biti udruZena sa

malnutricijom (194).

Medusobna povezanost inflamacije, nutritivnog statusa i neZeljenog ishoda kod pacijenata sa
HBI navela je neke autore na spekulaciju o postojanju neuhranjenosti, inflamacije i
ateroskleroze sindroma (tzv. MIA sindrom). Njihova pretpostavka je da proinflamatorni
citokini dovode do supresije apetita i do povecanog katabolizma proteina ina taj nacin dovode

do hipoalbuminemije u ovoj populaciji.Uprkos uvodenju biokompatibilnih dijalizatora i
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poveéanju adekvatnosti i doze dijalize nije se smanjio broj pacijenata sa

hipoalbuminemijom(195).

Druge studije su pretpostavile da hipoalbuminemija predstavlja negativni odgovor protein
akutne faze i da je vrednost albumina bolji pokazatelj inflamatornog procesa nego nutritivnog
statusa, posebno kod pacijenata sa HBI. Studija koja je nedavno sprovedena pokazala je da je
albumin bolji prediktor novog kardiovaskularnog dogadaja od nivoa malnutricije proteina koja
je merena preko azotnog indeksa (182). Zatim je utvrdeno da kada se CRP ukljuéi u prediktivni
model, albumin gubi svoju asocijaciju sa nezeljenim ishodom, odnosno gubi svoju prediktivnu
vrednost (123, 125, 196).Ipak, studija koja je objavljena pre par godina i koja je procenjivala
povezanost koncentracije albumina, CRP i debljinu intime medije u odnosu na desetogodisnji
mortalitet kod bolesnika na hemodijalizi dokazalaje da se albumin izdvojio kao jedini nezavisni
prediktor smrtnosti(129). Zapazeno je da vecina pothranjenih pacijenata na dijalizi ima
biohemijske znake aktiviranog odgovora akutne faze i/ili klinicke znake ateroskleroti¢ne
bolesti, Sto sugerise njihovu blisku povezanost sa malnutricijom. Osim toga, pothranjeni
pacijenti na hemodijalizi su prezentovali ineke klini¢ke karakteristike za koje se smatra da
mogu ubrzati proces ateroskleroze, kao Sto je puSenje i dijabetes mellitus. Ovo je
najverovatnije pojednostavljeni patofizioloski mehanizam kojim inflamacija preko malnutricije
i uz ucesce drugih faktora rizika (tradicionalnih i ne-tradicionalnih) doprinosi brzem razvoju
ateroskleroze kod pacijenata sa HBI u odnosu na opsStu populaciju (196). Grani¢na vrednost

albumina u ovoj studiji ukojoj je procenjivana povezanost sa smrtno$cu bila je 38 g/1.

Grani¢na vrednost za procenu smrtnosti U ovom istraZivanju je bila nesto niza i iznosila je 30,3
g/L. U nasem modelu uklju¢ivanjem CRP albumin nije izgubio prediktivnu sposobnost. Studija
koja je nedavno objavljena u Japanu kod bolesnika koji su krenuli na hemodijalizu u
desetogodiSnjem periodu pokazala je da je CRP bolji prediktor smrtnosti u odnosu na albumin
(169).0sim toga, ovim istraZzivanjem je utvrdeno da se dodavanjem albumina, CRP i BMI
dobija najveca prediktivna vrednost. lako se danas sve viSe razmislja u pravcu da albumin nije
marker inflamacije, ova studija je pokazala da su ovi markeri prediktori smrtnosti, a

istovremeno delimic¢no povezani i sa nutritivnim statusom bolesnika (192, 197, 198).

Uporedujuci prediktivne vrednosti ispitivanih markera U univarijantnom modelu je potvrdena
hipoteza da je ADMA najbolji prediktor smrtnosti kod bolesnika na hemodijalizi. Sa
povecanjem ADMA za lumol/L rizik za razvoj opSte smrtnosti se povecava za 77%. Sa
povecanjem CRP za 1 mg/L rizik se povecava za 2,5%, sa povecanjem SAA za 1 mg/L rizik se
povecava za 1,5%. Sa smanjenjem albumina za 1g/L. poveéava se rizik za 36%. U

multivarijantnom modelu za opStu smrtnost kao najbolji prediktor se izdvojio ADMA. Za
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lumol/L ADMA povecava se rizik za 48%. Po prediktivnoj snazi u multivarijantnom modelu
kao sledeci se izdvojio albumin. Sa smanjenjem koncentracije albumina za 1 g/L povecava se
rizik za 25%. Povecanjem CRP za 1 mg/L povecava se rizik za 2%. SAA u multivarijantnom

modelu se nije izdvojio kao statisti¢ki znacajan i nezavisan prediktor opSte smrtnosti.

U univarijantnom modelu za kardiovaskularnu smrtnost kao najbolji prediktor se pokazao
ADMA (povecava rizik za 61%), zatim albumin koji povecava rizik za 48%. i CRP Kkoji
povecava rizik za 3%. U multivarijantnom modelu kao jedini prediktor kardiovaskularne

smrtnosti izdvojila se koncentracija albumina, koja povecava rizik za 40%.

Uporeduju¢i vrednosti ispitivanih markera kod bolesnika na osnovu broja faktora rizika
utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji sva Cetiri parametra. Sa
porastom broja faktora rizika raste i prediktivna vrednost u modelu. Ovakvo stanje je verovatno
posledica Cinjenjice da se sa porastom broja faktora rizika produbljuje i teZzina patofizioloSkih
stanja. Kako su koncentracije ADMA, CRP, SAA i albumina vece sa porastom broja faktora

rizika moze se zakljuciti da su tezina i stepen endotelne disfunkcijei inflamacija veci.

Nase istrazivanje je na osnovu grani¢nih vrednosti testiranih markera pokazalo da u ispitivanoj
populaciji ima 34,6% pacijenata bez faktora rizika, 31,4% pacijenata sa jednim faktorom
rizika, 19,6% pacijenata sa dva faktora rizika i 14,4% pacijenata sa tri i viSe faktora rizika. Sa
poveéanjem broja faktora rizika pokazano je da postoji veca ukupna i kardiovaskularna
smrtnost kod bolesnika na hemodijalizi. Ovim je utvrdeno da ne postoji povezanost izmedu
mortaliteta kod bolesnika koji imaju jedan u odnosu na one koji nemaju nijedan faktor rizika.
Bolesnici koji imaju dva faktora rizika imaju 6,7 puta veci rizik za op$tu smrtnost, odnosno 9,9
puta veci rizik za kardiovaskularnu smrtnost. Bolesnici koji imaju tri i viSe faktora rizika imaju
10,5 puta veéi rizik za opsStu smrtnost, odnosno 15 puta veéi rizik za kardiovaskularnu
smrtnost. Nesto manje vrednosti rizik koli¢nika u odnosu na broj faktora rizika su dobijene u
nedavnoj studiji kod bolesnika na peritonealnoj dijalizi(23). U ovoj studiji ne postoji statisticki
znaCajna povezanost izmedu mortalita kod bolesnika sa dva faktora rizika u odnosu na
ispitanike bez faktora rizika. Rezultati naSe analize u odnosu na broj faktora rizika treba

tumaciti obazrivo zbog malog broja ispitanika po grupama i malog broja smrtnih ishoda.

6.4. Multimarker pristup

Klini¢ki znacaj biomarkera, bez obzira na svrhu,zavisi od njihove osetljivosti, specifi¢nosti,
prediktivne vrednosti, zatim preciznosti, pouzdanosti, reproducibilnosti, kao i mogucnosti
jednostavne 1 Siroke primene. Da bi biomarker bio uspeSan mora pro¢i kroz put validacije,

zavisno od nivoa upotrebe. Veoma je znacajno da svaki predloZzeni biomarker zavisno od
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namene ili njegove prirode ima odgovarajuce Karakteristike i da ispunjava stroge zahteve koji
se odnose na osetljivost, tacnost i preciznost, kako bi se postigao odgovaraju¢i ishod za

procenu stanja za koji je namenjen.

Multimarker pristup je vrsta statisticke metodologije koja ukljucuje procenu zavisne varijable,
odnosno ishoda na osnovu viSe nezavisnih varijabli. O prediktivnoj snazi jednog ili viSe
markera ne treba suditi na osnovu vrednosti relativnog rizika, unakrsnog odnosa ili rizik
koli¢nika, ve¢ na osnovu karakteristika ve¢ pomenutih statistickih testova(189). Do 2008.
godine vedina istrazivanja je procenjivala prediktivnu snagu na osnovu CoOX-0ve regresione
analize i ROC krive, kada je Pencina sa saradnicima(20) publikovao rad u kome se razmatra

novi statisticki metod za validaciju novog markera — tabela reklasifikacije (NRI).

Dakle, pri validaciji nekog biomarkera ili vise markera preporuka je da se primenjuju Cetiri
statistiCke metode ili Cetiri koraka kako bi se procenila njihova prediktivna snaga dodavanjem
na model tradicionalnih faktora rizika. Na osnovu dosadasnjeg proucavanja dostupne literature
moze se zakljuciti da se vecina sprovedenih studija fokusirala samo na utvrdivanje povezanosti
nekog markera sa odredenim ishodom kod pacijenata na dijalizi. Svega nekoliko studija sa
razli¢itim markerima u odnosu na procenjivane u naSoj studiji je sprovelo sve preporucene

statisti¢ke testove.

U ovoj studiji u multimarker pristupu,za razliku od prethodnih, koris¢ena je kombinacije
ADMA, CRP, SAA i albumina za procenu ukupne i kardiovaskularne smrtnosti. Izbor markera
je izvrSen na osnovu znacaja patofizioloskih mehanizama koje predstavljaju. Kaplan-
Majerovom krivom je pokazano da postoji statisticki znaCajna razlika u prezivljavanju u
odnosu na broj faktora rizika, odnosno na povisene koncentracije ADMA, CRP, SAA i
smanjenju koncentracije albumina. U naSem istrazivanju multimarker pristupom je formiran
model koji je pokazao da najveéu prediktivnu vrednost imaju tri i viSe markera, kako za
ukupnu, tako i za kardiovaskularnu smrtnost. Ovakav zakljucak je donet na osnovu Cox-ove
regresione analize. Rizik koli¢nik pokazuje da pacijenti koji imaju tri i vise faktora rizika imaju
10 puta (HR 10,455) veci rizik od ukupne smrnosti i 15 puta veéi rizik (HR 14,823) od

kardiovaskularne smrtnosti.

Na osnovu ROC analize moze se re¢i da je postignuta dobra diskriminacija modela, jer je
najve¢i C-indeks bio kada su bila uklju¢ena sva 4 biomarkera, kako u proceni opste, tako i
kardiovaskularne smrtnosti. Interpretacija C-indeksa se vrsi na osnovu skale koje se krece u
opsegu od 0,5 (nema diskriminacije) do 1 (savrSena diskriminacija). C-indeks izmedu 0,7-0,8
pokazuje prihvatljivu  diskriminaciju, a izmedu 0,8-0,90 ukazuje na odli¢nu

diskriminaciju(189). Dodavanjem ADMA na model tradicionalnih faktora rizika postignuta je
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odli¢na diskriminacija (C-indeks 0,857); takode, dodavanjem albumina(C-indeks 0,810), zatim
ADMA, albumina i CRP(C-indeks0,900)dobijena je odlicna diskriminacija u modelu. A
dodavanjem sva 4 markera vrednost C-indeksa je veéa od 0,9 (0,905) u modelu koji procenjuje

rizik u odnosu na ukupnu smrtnost.

U modelu koji procenjuje rizik u odnosu na smrtnost od nekog kardiovaskularnog dogadaja
dodavanjem albumina na model tradicionalnih faktora rizika(C-indeks 0,815), zatim
dodavanjem albumina, ADMA i CRP (C-indeks 0,843), kao i dodavanjem sva 4 markera je
postignuta odli¢na diskriminacija u modelu (C-indeks 0,844). Interesantno je da je gotovo
identi¢ni C-indeks pri proceni kardiovaskularnog rizika dobijen i za sva 4 biomarkera, kao i za
ADMA, CRP i albumin. Dakle, serumski amiloid nema prediktivnu snagu, odnosno njegovim

ukljucivanjem pri proceni rizika ne bi se dobile dodatne informacije.

Kalibracija modela koje je procenjena na osnovu H-L testa bila je dobra za sve kombinacije
biomarkera u odnosuna ukupnui kardiovaskularnu smrtnost. Klju¢na razlika izmedu kalibracije
I diskriminacije je u tome Sto diskriminacija predstavlja sposobnost nekog markera ili grupe
markera da razdvoje razliCite statuse (preminuli/preziveli, sa dogadajem/bez dogadaja). Sa
druge strane, kalibracija meri koliko se procena prognostickog modela poklapa sa stvarnom

verovatno¢om nekog ishoda.

Zadatak daljih istrazivanja podrazumava pronalazenje panela renalnih markera koji ¢e biti bolji
I efikasniji od kreatinina u proceni bubrezne funkcije i progresiji bolesti (199). lako prema
nekim vodi¢ima klinicke prakse postoji preporuka da su kreatinin i odnos albumina i kreatinina
dobri markeri progresije bubrezne bolesti i prediktori smrtnosti kod pacijenata sa HBI (200),
ipak se tezi ka validaciji novih markera i primeni multimarker pristupa. Zakljucak ove
najnovije studije je da je primena multimarker pristupa pokazala znacajno povecanje
prediktivne vrednosti u odnosu na primenu tradicionalnih nefroloskih markera. Medutim, panel
renalnih markera se razlikuje u zavisnosti od primene, odnosno da li se koristi za procenu
progresije bolesti, za odredivanje rizika od razvoja HBI ili za procenu opste i kardiovaskularne

smrtnosti.

Kod ispitanika sa HBI, radene su studije koje su ukljucivale razliite setove biomarkera u
multivarijantnu analizu. Ovaj rad je potvrdio hipotezuda ADMA ima najvecu prediktivnu
vrednost u odnosu na ostale ispitivane markere. Sli¢ne rezultate je pokazala studija koje je
uporedivala prediktivnu vrednost ADMA i CRP. Rizik koli¢nik za ADMA je u nasoj studiji bio
veéi, a vrednosti rizik koli¢nika za CRP su bile gotovo jednake(201). Kod 231 pacijenta na
peritonealnoj dijalizi u ¢etvorogodis$njoj studiji pokazano je da kombinacija CRP, IL-6, fetuina

A 1 valvularne kalcifikacije ima najveéi rizik, odnosno najvecu prediktivnu vrednost za
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kardiovaskularnu smrtnost u odnosu na ispitanike koji nisu imali poviSene vrednosti ovih
markera (23). U analizi ove kombinacije biomarkera radena je Cox-0va regeresiona analiza i
ROC analiza kao test diskriminacije. Vrednost C-indeksa za CRP je bila nesto niza u odnosu na

nase istrazivanje (0,679 odnosno 0,709).

Jedan od moguc¢ih razloga zasto se dodavanjem novih biomarkera dobija bolja predikcija u
modelu je to Sto se ovim biomarkerima verovatno bolje identifikuju strukturalne i funkcionalne
promene koje jo§ uvek nisu dovele do znacajnih oStecenja pre svega kardiovaskularnog
sistema, a koja vode ka smrtnom ishodu. Osim toga, prednost procene rizika multimarker
pristupom je verovatno posledica slabe povezanosti jednog faktora rizika sa kardiovaskularnim

rizikom zbog slozenosti patofiozioloSkog stanja, kakva je kardiovaskularna smrt.

Studije koje su procenjvale multimarker pristup na sli¢an nain uglavnom su ukljucivale
ispitanike koji boluju od kardiovaskularnih bolesti. Istrazivanje koje je nedavno sprovedeno
kod starijih muSkaraca je pokazalo da kombinacija troponina I, BNP, CRP i cistatina C ima
najveéu prediktivnu vrednost, najbolju diskriminaciju 1 kalibraciju 1 najveéi indeks
reklasifikacije (202). Za sada nema literaturnih podataka da je koriS¢enjem izabranih
statisti¢kih testova sprovedena studija kod pacijenata na dijalizi ili kod pacijenata sa HBI.Ovo
se pre svega odnosi na tabele reklasifikacije. Zato su u ovom istraZzivanju pri reklasifikaciji
ispitanika formirane tri grupe ispitanika: sa rizikom<6%, 6-20% i >20%. Grani¢ne vrednosti
rizika su preuzete iz studija koje se odnose na kardiovaskularne bolesnike, jer je najceséi uzrok
smrti kardiovaskularne prirode(202). Nedavno je radena studija koja procenjivala dodatnu
prediktivnu vrednost homocisteina uz tradicionalne faktore rizika u kojoj su prilikom
reklasifikacije kardiovaskulani bolesnici podeljeni u Cetri grupe rizika: veoma nizak <5%,
nizak 5-10%, srednji 10-20% i visok>20% (203). Ova studija je obuhvatila ispitanike sa niskim
rizikom za razvoj kardiovaskularne smrti i utvrdeno je da dodavanjem homocisteina u model
znaCajan broj ispitanika prelazi u grupu sa srednjim rizikom. Medutim, zbog malog broja

ispitanika u nasoj studiji ispitanici su podeljeni tri grupe.

Tabele reklasifikacije su pokazale da znacajan broj ispitanika prelazi u grupu sa veéim rizikom
dodavanjem razli¢itih kombinacija biomarkera. Iz tabela reklasifikacije se dobijaju dva
znacajna parametra za tumacenje rezultata: vrednost NRI (pokazuje uspeSnost reklasifikacije
dodavanjem markera ili vise markera na model tradicionalnih faktora rizika) i procenat
pacijenata koji ostaju u kategoriji srednjeg rizika (za koje se ne dobija preporuka za adekvatan
tretman). NaSi rezultati pokazuju da, ukoliko se procenjuje opSta smrtnost, dodavanjem sva
cetiri markera dobija se najbolja reklasifikacija pacijenata. Zatim, kada je u model ukljucen
ADMA.Skoro jednaka vrednost NRI dobija se kada se u model ukljuce ADMA, CRP i
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albumin. U grupi prezivelih pacijenata dodavanjem sva 4 markera je reklasifikovano preko
50% populacije. Visoke vrednosti indeksa reklasifikacije se dobijaju kada se na model
tradicionalnih faktora rizika dodaju ADMA, CRP i albumin.

Gledajuci procenat reklasifikovanih pacijenata u odnosu na pojedinacne vrednosti moze se reci
da je najveéi broj pacijenata reklasifikovano dodavanjem albumina (40%), dok je dodavanjem
ADMA reklasifikovano (17,6%). Dodavanjem ADMA i albumina ukupno je reklasifikovano
43% pacijenata. Mnogo znacajnije od ukupnog broja reklasifikovanih pacijenata je da se utvrdi
koliko je pacijenata sa ishodom reklasifikovanih u kategoriju viSeg rizika, a koliko pacijenata
bez ishoda (u ovom slucaju prezivelih) je reklasifikovano u kategoriju nizeg rizika. Preporuka
Pencine i sar. (20) je da se procena uspesnosti klasifikacije pacijenata gleda na sledeci nacin:
ukoliko je u grupi sa ishodom vecina ispitanika reklasifikovana u kategoriju veceg rizika, a u
grupi ispitanika bez ishoda ve¢i broj klasifikovan u kategoriju nizeg rizika, radi se o
poboljsanoj Klasifikaciji ispitanika. Dodavanjem bilo kog od ispitivanih markera ili
kombinacije markera na model tradicionalnih faktora rizika dobijena je poboljSana
reklasifikacija kod nasih pacijenata. Dakle, svi primenjeni markeri dodatno vrse procenu rizika

u odnosu na model tradicionalnih faktora rizika.

Ukoliko bi se posmatrale individualne karakteristike, rezultati naSe studije sugerisu da je
ADMA najbolji prediktor ukupne smrtnosti kod pacijenata na dijalizi, a da se veliki broj
pacijenata reklasifikuje dodavanjem na model tradicionalnih faktora rizika. Ovaj zakljucak je
donet na osnovu vrednosti rizik koli¢nika, C-indeksa i NRI. Ali sli¢ne rezultate dobijamo i
kori$¢enjem albumina kao prediktora ukupne i kardiovaskularne smrtnosti. Medutim, ako bi u
modelu posmatrali broj pacijenata koji ostaju u tzv. kategoriji srednjeg rizika, a to su pacijenti
za koje nemamo adekvatnu preporuku za dalji tretman, onda se kao najbolji prediktor namece
albumin, kako za ukupnu smrtnost, tako i za smrtnost od kardiovaskularnog dogadaja. Procenat
pacijenata koji ostaju u kategoriji srednjeg rizika za opStu smrtnost krece se od 14,1% za
albumin, do 19,6% za SAA. Prema ovim podacima, ADMA je po vrednosti pacijenata koji
ostaju u srednjoj kategoriji rizika na treéem mestu. U odnosu na kardiovaskularnu smrtnost
razlika u broju pacijenata je jo$ izrazenija. Najveci broj pacijenata koji ostaje u srednjem riziku
se dobija dodavanjem ADMA na model tradicionalnih faktora rizika (48,9%), a najmanji
dodavanjem albumina (17,4%). Ove rezultate treba ipak tumaciti sa oprezom, jer se radi 0
malom broju pacijenata. Pretpostavka je da bi razlika u tim vrednostima na veéem broju

smrtnih ishoda bila manja.

Ukoliko se posmatraju rezultati u odnosu na kombinacije markera, moze se zakljuciti da je

najbolja kombinacija za procenu rizika kod pacijenata na dijalizi ADMA i albumin, jer se
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skoro jednake vrednosti dobijaju 1 kada se uklju¢i ADMA, CRP i albumin, kao 1 kada se
ukljuce sva Cetiri markera. Ovaj zaklju¢ak se moze doneti na osnovu vrednosti C-indeksa i
NRI. U odnosu na kardiovaskularnu smrtnost moze se doneti slican zakljucak. Pacijenti sa dva
faktora rizika imali su skoro 10 puta ve¢i rizik od kardiovaskularne smrti. Vrednosti C-indeksa
i NRI indeksa su visoke. U ovom slucaju najmanje pacijenata ostaje u srednjem riziku kada se
dodaju sva 4 markera (4,3%), sa tri markera ostaje 8,7% prezivelih pacijenata, a dodavanjem
ADMA i albumina ostaje 10,9% prezivelih pacijenata. Na osnovu toga se moze reci da je
procenjivanje bez CRP i serumskog amiloida jednako efikasno kao i sa njima. Dakle,
uzimajuci u obzir informacije dobijene na 0snovu Cetiri statisticka testa, preporuka je da se za

procenu rizika kod pacijenata na dijalizi koriste ADMA i albumin.

Nove multicentri¢ne studije sa ve¢im brojem ispitanika i ve¢im brojem nezeljenih ishoda bi
trebalo da uporede pojedinac¢nu prediktivnu snagu, kao i razli¢ite kombinacije ovih markera.
Bez obzira na to koji je marker dodat u prediktivni model, nasi rezultati pokazuju da nije bilo

bolesnika koji su svrstani u grupu sa niskim rizikom za ukupnu i kardiovaskularnu smrtnost.

Ovim radom je pokazano da bolesnici koji imaju vise faktora rizika imaju veéi rizik za razvoj
smrtnog ishoda. Kori$§¢enjem multimarker pristupa, odnosno Citavog statistiCkog seta, 0Sim
prediktivne vrednosti i komparacije razli¢itih prediktivnih vrednosti dobija se informacija o
tatnom broju bolesnika koji se reklasifikuju na osnovu rizika. Pravovremeni pocetak
preventivnin mera kod pacijenata sa visokim rizikom zavisi od njihove rane detekcije 1 Sto
preciznije definisanog profila rizika. Na osnovu ovog profila rizika pracenje, tretman i leCenje
se prilagodavaju svakom pacijentu, ¢ime se postize prevencija kardiovaskularnog morbiditeta 1
mortaliteta 1 poboljSava kvalitet zivota. Zato je jako znacajno naéi markere koji mogu na

najbolji nac¢in da klasifikuju pacijente u razlicite kategorije rizika.

lako je naSe istraZzivanje pokazalo da su ispitivani markeri efikasniji u proceni rizika kod ovih
pacijenata, na putu validacije 1 uvodenja markera u ritinsku klinicku praksu potrebno je
odgovoriti na jo$ neka pitanja: da li mogu da se odrede uniformne vrednosti koncentracije ovih
markera u razli¢itim subpopulacijama, da li smanjenje koncentracije ovih markera samo za
sebe dovodi do smanjenja broja neZeljenih dogadaja i na koji nafin dovesti do smanjenja
koncentracije ADMA, CRP, SAA i povecanja koncentracije albumina.Kako istrazivanja na
ovom polju budu napredovala, kao naredni korak nametnu¢e se potreba za procenom

efikasnosti razli¢itih kombinacija biomarkera i njihove isplativosti.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata u trogodisnjoj studiji pracenja 153 pacijenta na hemodijalizi i 30

ispitanika koji su €inili kontrolnu grupu izvedeni su sledec¢i zakljucci:

1.

Kod bolesnika na hemodijalizi su poveéane koncentracije ADMA, SDMA,CRP, SAA i
smanjena koncentracija albumina, $to ukazuje naizraZzeni procesendotelne disfunkcije,
inflamcije i malnutricije.

Bolesnike na hemodijalizi karakteriSe visoka smrtnost. U trogodiSnjem periodu
pracenja ukupno je umrlo 40% pacijenata, od Cega je kod 60% pacijenata kao
neposredni uzrok smrti bio kardiovaskularni dogadaj.

U analizi prezivljavanja nezavisni prediktori su ADMA, CRP, SAA i albumin.

4. ADMA je najznacajniji prediktor opste smrtnosti u univarijantnom i multivarijantnom

10.

modelu.Ona je najznacajniji prediktor kardiovaskularne smrtnosti u univarijantnom, a
albumin u multivarijantnom modelu.

Multimarker pristupom formiran je statisticki model za procenu ukupne i
kardiovaskularne smrtnostikoji ukazuje dasekoris¢enjem svih ispitivanih markera
dobija najznacajnija prediktivna vrednost.

ROC analizom je pokazano da ispitivani markeri imaju dobru prediktivnu snagu za
ukupnu i kardiovaskularnu smrtnost,osim SDMA.

Primena novih markera u proceni ukupne i kardiovaskularne smrtnosti je efikasnija u
odnosu na tradicionalne faktore rizika. Najbolja reklasifikacija u odnosu na opStui
kardiovaskularnu smrtnost je postignuta uklju¢ivanjem sva Cetiri ispitivana markera.
Tabele reklasifikacije su pokazale da ukljucivanjem albumina u statisticki model
najmanji broj pacijenata ostaje u kategoriji srednjeg rizika. Kombinacija ADMA i
albumina se izdvojila kao najbolja pri reklasifikaciji pacijenata u odnosu na ukupnu
smrtnost.

Reklasifikacija u odnosu na kardiovaskularnu smrtnost je pokazala da se najbolja
reklasifikacija postize koris¢enjem ADMA, CRP, SAA i albumina kao paramatara
procene.

Multimarker pristup se pokazao kao efikasan metod u proceni rizika kod
dijaliznihbolesnika. Kako se ovi statisticki testovi mogu posmatrati kao metod
validacije i evaluacije markera, na osnovu rizik koli¢nika, C-indeksa i paramatara koji
se dobijaju iz tabela reklasifikacije, moze se zakljuciti da je u proceni rizika kod
pacijenata na dijalizi opravdano koristiti kombinaciju ADMA i albumina.

Za procenu rizika kod dijaliznih bolesnika veoma je bitan adekvatan izbor markera.Nase

istraZzivanje je pokazalo da su markeri endotelne disfunkcije, inflamacije i malnutricije

efikasniji u proceni rizika u odnosu na tradicionalne faktore rizika. Na osnovu pojedina¢nih
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Zakljucak

1 zajednicke prediktivne vrednosti moze se zakljuciti da su procesi endotelne disfunkcije 1
malnutricije dominantni patofizioloski mehanizmi. Primenjena statisticka metodologija
omogucava da se pacijenti na osnovu vrednosti ispitivanih markera svrstaju u odredenu
kategoriju rizika. Doprinos ovog istraZzivanja se ogleda u mogucénosti personalizovane
procene profila rizika na osnovu ispitivanih biomarkera.Na osnovu ovog profila, pracenje,
tretman 1 lecenje bi bili prilagodeni riziku sa ciljem prevencije kardiovaskularnog

morbiditeta i mortaliteta i poboljSanja kvaliteta Zivota dijaliznih bolesnika.
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PRIMENA MULTIMARKER PRISTUPA U PROCENI RIZIKA KOD PACIJENATA NA
DUALIZI

Sazetak

Uvod: Pacijente na dijalizi karakteriSe izuzetno visoka smrtnost, uglavnhom kardiovaskularne
etiologije. Patofizioloski mehanizmi koji dominiraju kod ovih pacijenata su endotelna
disfunkcija, inflamacije i malnutricija. Procena rizika kod ovih pacijenata izuzetno vazna. Da
bi jedan marker ili grupa markera bila prihva¢ena kao novi faktor rizika potrebno je sprovesti
nekoliko statistickih testova. Multimarker pristup je set statistickih testova kojima se
procenjuje prediktivna vrednost viSe markera 1 utvrduje da 1i statisticki model sa novim

markerima doprinosi boljoj stratifikaciji rizika u odnosu na tradicionalne faktora rizika.

Cilj:Cilj ovog istrazivanja je odredivanje i uporedivanje individualnih prediktivnih vrednosti
markera endotelne disfunkcije (ADMA), markera inflamacije (CRP i SAA) i malnutricije
(albumin) kod pacijenata na dijalizi. Multimarker pristupom treba odrediti zajedni¢ku
prediktivnu vrednosti i utvrditi kojom kombinacijom markera se postiZze najbolja stratifikacija

rizika.

Metode:U ovoj trogodi$njoj studiji pracenja koncentracija ADMA i SDMA merena je HPLC
metodom. Koncentracija CRP odredivana je imunoturbidimetrijskom metodom, a
koncentracija SAA je odredivana imunonefalometrijskom metodom. Koncentracija albumina je

odredivana rutinskim biohemijskim testovima.

Znacaj: Upotreba multimarker pristupa pri validaciji markera endotelne disfunkcije,
inflamacije i malnutricije donosi nova saznanja vezana za stratifikaciju rizika kod pacijenata na
dijalizi. Ovo istrazivanje pokazuje da su sva Cetiri ispitivana markera nezavisni prediktori
ukupne i kardiovaskularne smrtnosti. ADMA i albumin predstavljaju najbolju kombinaciju
markera pri proceni rizika kod ovih pacijenata. Ispitivanja vezana za validaciju markera ili
grupe markera kod pacijenata na dijalizi doprinosi boljoj Kklasifikaciji pacijenata u grupe sa
razli¢itim rizikom. Samim tim pacijenti dobijaju tretman i leCenje koje je prilagodeno riziku za

razvoj fatalnog ishoda.
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APPLICATION OF MULTIMARKER APPROACH TO RISK STRATIFICATION AMONG
PATIENTS ON DIALYSIS

Summary

Introduction:The mortality rate of hemodialysis patients is very high, 10-20 times higer than
in general population. Cardiovascular disease is reported to be major cause of death. By using
this approach many different pathophysiological components will be covered. For validation
one marker or combination of few markers as risk factors is needed to perform several

statistical tests.

Aim:The main goal of this thesis is to compare predictive values of ADMA as marker of
endothelial dysfunction, CRP and SAA, as markers of inflammation and albumin as marker of
malnutrition among patients on dyalisis,and in addition to create a common predictive value for

patients with several risk factors.

Methods:In this 3-years follow-up stady, plasma concentrations of ADMA and SDMA was
measured by HPLC. CRP was measured using immunoturbidimetricassays; SAA was
measured using immunonephalometric assays. Albumin level was obtained using standard

clinical laboratory methods.

Importance: The use of multimarker approach in evaluating markers of endothelial
dysfunction, inflammation and malnutrion gives a new data related to risk stratification among
patients on dialysis. This research shows that all markers are independent proctors of all-cause
and cardiovascular cause of death. It is demonstrated that combined use of biomarkers
increases the predictive power of prognostic model, whichwould improve risk stratification
among patients on dyalisis.Best combination of markers for risk stratification is ADMA and
albumin. Study of assessment of novel markers as risk factors contributes to better
classification patients on dialysis in groups with different risk level. Therefore, management

and treatment of patients on dialysis is adjusted by risk level.
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