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1. UVOD

1.1.  Srcéano-zilne bolesti i hemodijaliza

Prevalencija sr€ano-zilnih bolesti u bolesnika na programu kroni¢ne
hemodijalize znagajno je visa u odnosu na opéu populaciju.'? Prvotna istraZivanja
Lindnera i suradnika koji datiraju iz 1974.godine, a isto je potvrdeno i u novijim
publikacijama, identificiraju sr¢ano-zilne bolesti kao glavni uzrok hospitalizacija i
smrti u bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi.”® Spektar sréano-zilnih bolesti
ukljucuje koronarnu bolest srca, naglu sr¢anu smrt, kongestivno zatajivanje srca,
mozdani udar i perifernu aterosklerotsku bolest.” Bolesnici s terminalnom
bubreznom boles¢u a priori se smatraju skupinom visokog rizika za neZzeljene
sr¢ano-zilne dogadaje. Navedeno je dokazano u skupini bolesnika s terminalnim
bubreznim zatajenjem koji se lijeCe bubreznom nadomjesnom terapijom
(hemodijaliza i peritonejska dijaliza), a nakon toga i u pojedina¢nim skupinama
bolesnika u citavom spektru od pocetnog do uznapredovalog stupnja bubreznog
zatajenja.” Konkretno, u usporedbi s opéom populacijom, a nakon stratifikacije po
dobi, spolu, rasi i1 Se€ernoj bolesti, sr¢ano-zilni mortalitet je 10 do 20 puta veci u
bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi." Uzrok tako visokoj prevalenciji sréano-
zilnih bolesti primarno lezi u proSirenoj, generaliziranoj aterosklerozi koja je
nazoc¢na u skupini dijaliziranih bolesnika, a patogenetski se objasnjava hipotezom
,,akcelerirane ateroskleroze®.> Patogeneza ateroskleroze u uremicnih bolesnika
drugacija je u odnosu na opéu populaciju. Primaran dogadaj u razvoju
akcelerirane ateroskleroze je vrlo rana pojava vaskularne disfunkcije koja se u
svom spektru sastoji od izraZenije ateroskleroze odnosno jaceg zadebljanja

intima-medie arterijske stijenke, arterioskleroze koja se manifestira pojaanom



tvrdo¢om arterijske stijenke (eng. arterial stiffness), obilnim arterijskim
kalcifikacijama i u kona&nici poremecajem vaskularnog cijeljenja.* Cimbenici
koji dovode do razvoja ateroskleroze djeluju vrlo rano, ve¢ u prvim fazama
bubreznog zatajenja. Istrazivanja su jasno pokazala da je ucestalost
uznapredovalih arterosklerotskih lezija proporcionalna stupnju bubreznog
zatajenja.” Konkretno, bolesnici koji se lije¢e procesom kroni¢ne hemodijalize
imaju, izmedu ostaloga, znacajno deblju intimu-mediu karotidne arterije Sto se
moze vidjeti ve¢ u mladoj zivotnoj dobi u bolesnika koji su na nadomjesnom
bubreznom lijeéenju od ranog dijetinjstva.’

Etiologija akcelerirane ateroskleroze u bolesnika na dijalizi pripisuje se
uremi¢nim toksinima i posljedi¢noj endotelnoj, odnosno vaskularnoj disfunkeiji.’
Inicijalna teorija nastanka ateroskleroze kao procesa odgovora na ozljedu
endotela,® danas je nadopunjena teorijom endotelne disfunkcije i kroni¢ne upalne
reakcije, a pokriva proces od masnih pruga do razvoja kompleksnih, nestabilnih
plakova i vaskularnih kalcifikacija. To¢nije, obuhvaca sve stadije aterosklerotske
bolesti i konstantno se nadopunjuje.*’ Dakle, ateroskleroza je kroni¢na upalna
bolest koju karakterizira upalni odgovor arterijske stijenke koji nastaje kao
posljedica endotelne ozljede.’

Prvi korak u patogenetskom procesu ateroskleroze je stanicna endotelna
disfunkcija koja se manifestira pojaCanom ekspresijom selektivnih adhezijskih
molekula VCAM-1 (vaskularna stani¢na adhezijska molekula - 1) 1 ICAM-1
(interstani¢na adhezijska molekula - 1).* ICAM-1 je endotelna adhezijska
molekula koja pripada superfamiliji imunoglobulina, a sluzi kao ligand za
leukocitne integrine te tako omogucava adheziju i migraciju leukocita kroz
stani¢ni zid. VCAM-1 je takoder adhezijska molekula koja pripada superfamiliji

imunoglobulina i facilitira adheziju limfocita, monocita i eozinofila.® U stanju



uremije upravo je pojacana ekspresija adhezijskih endotelnih molekula.
Posljedicno pojacanoj membranskoj ekspresiji adhezijskih molekula dolazi do
povecanog prijanjanja leukocita i njihove aktivacije na oSte¢enom endotelu §to za
posljedicu ima pojacanu lokalnu upalnu reakciju koja stimulira migraciju upalnih
stanica.® Leukocitnu aktivaciju u uremiji stimulira nekoliko gvanidinskih
meduprodukata, uznapredovalih meduprodukata glikacije (AGE) i p-cresil-
sulfat.”'? Sukladno trenutno prihvaéenoj hipotezi kljuénu ulogu u regulaciji
upalnog procesa od strane upalnih stanica imaju monociti, odnosno transformirani
makrofazi. Oni fagocitiraju velike koli¢ine lipoproteina, posebice oksidiranog
lipoproteina male gusto¢e (oxLDL) Sto za posljedicu ima nastanak pjenusavih
stanica. PjenuSave stanice postaju bogati izvor citokina (IL-6, TNF-a) koji dalje
reguliraju aterosklerotski upalni proces te stimuliraju proliferaciju glatkomisi¢nih
stanica.*®”  Produkcija reaktivnih kisikovih radikala (ROS) u endotelnim
stanicama takoder pridonosi navedenoj upalnoj reakciji.”” IstraZivanja na modelu
uremicnog misa pokazala su da aterosklerotske lezije imaju visok udio ROS-a i
znacajno viSu ekspresiju AGE §to za posljedicu ima pojacani upalni odgovor 1
dodatno stvaranje ROS-a. To u konacnici dovodi do ubrzanja procesa
ateroskleroze.'* Osim §to se ateroskleroza kod uremi¢nog bolesnika manifestira
izrazenijim aterosklerotskim plakovima i debljom intimom-mediom magistralnih
arterija, takoder su Cesti klinicki korelati koji nastaju kao posljedica rupture
aterosklerotskog plaka i tromboti¢nog dogadaja. To se ¢esto dogada obzirom na
¢injenicu da je kod uremi¢nog bolesnika nedostatan endotelni antitrombotski
potencijal, poviSene su serumske koncentracije von Wilebrandovog faktora,
trombomedulina i inhibitora aktivatora plazminogena.'® Istom znacajno pridonosi
intrizni¢na aktivnost matriks metaloproteinaza koja je visoka u serumu uremi¢nog

bolesnika, a klju¢na u procesu rupture aterosklerotskog plaka.'® Sve to dovodi do



poviSenoga trombotskog potencijala i visokoga rizika potencijalno katastrofi¢nih
sr¢ano-zilnih sekvela.

Osim navedenoga, kljuan indikator endotelne disfunkcije u patogenezi
uremicne ateroskleoze je poremecaj u stvaranju endotelnog duSi¢nog oksida
(NO)."” NO ima vaznu ulogu u vaskularnoj protekciji jer inhibira proliferaciju i
migraciju glatkomiSi¢nih stanica, ekspresiju adhezijskih molekula i agregaciju
trombocita.!” Uremi¢no okruzje na dva nadina sniZava razinu endotelnog NO.
Prvo, aktivnost NO sintetaze u endotelu je inhibirana od strane ROS-a, AGE i1
asimetri¢nog dimetilarginina koji su poviseni u stanju uremije.'” Drugo, uremija je
asocirana s povisenim koncentracijama cirkuliraju¢ih endotelnih mikrocestica koji
su mali fragmenti endotelne stanicne membrane, a specificno inhibiraju
metabolicki put nastanka NO.'® Navedeni ¢imbenici predstavljaju kljuéne dijelove
patogenetskog lanca aterogeneze.

Akcelerirana ateroskleroza kod uremi¢nih bolesnika ima identificirane
¢imbenike rizika koji su povezani s razvojem i napredovanjem bolesti. Osim
tradicionalnih rizi¢nih ¢imbenika kao S§to su arterijska hipertenzija, dijabetes,
dislipidemija, pusenje, prekomjerna tjelesna tezina i hiperhomocisteinemija za
koje, temeljem mnogobrojnih studija nedvojbeno znamo da sudjeluju u patogenezi
ateroskleroze, kod uremi¢nih bolesnika mogu se identificirati 1 specifi¢ni

&imbenici rizika za kroni¢no bubrezno zatajenje i proces dijalize (Tablica 1.)."



Tablica 1. Rizi¢ni ¢imbenici tipi¢ni za populaciju uremi¢nih bolesnika

Rizi¢ni ¢imbenici specifi¢ni za kroni¢no Rizi¢ni ¢imbenici specifi¢ni za
bubreZno zatajenje proces dijalize
Hemodinamsko opterecenje Intra- i inter-dijalizne promjene u
(hipervolemija) sréanom punjenju
Anemija Fluktuacije krvnog tlaka
Poremecaji metabolizma kalcija i fosfata Fluktuacije serumskih elektrolita

. . Bioinkompatibilnost membrana za
Poremecayji elektrolita o
dijalizu

Kroni¢na upala

Oksidativni stres Nedistoca dijalizata

Uremic¢no stanje

»  Preuzeto iz Locatelli F i sur. Epidemiology of cardiovascular risk in patients with chronic
kidney disease; Nephrol Dial Transplant.2003; 18 (7): VII2-VII9.

Hipertenzija kao posljedica hipervolemije osobito je Cesta i klju¢na za razvoj

aterosklerotskih komplikacija u ovoj specifi¢noj skupini bolesnika.'**° Uvijerljivi
rezultati HDFP (Hypertension Detection and Follow-up Program) i1 HOT
(Hypertension Optimal Treatment) studija pokazali su znacajno visi mortalitet kod
hipertonicara s bubreznom insuficijencijom u odnosu na hipertonicare s urednom

2021 Ispitanici u HDFP studiji koji su imali serumske

bubreznom funkcijom.
koncentracije kreatinina ve¢e od 1,7 mg/dL imali su 2,22 puta veci 8-godisnji

mortalitet u odnosu na ostale ispitanike.”’ HOT studija u kojoj je uklju¢eno 18 597

bolesnika, pokazala je da ispitanici s klirens kreatininom nizim od 60 ml/min




imaju znacajno veci sréano-zilni morbiditet 1 mortalitet u odnosu na ispitanike s
urednom bubreznom funkcijom (P<0,001).*!

Anemija, Cesta pojava u bolesnika na hemodijalizi, ima klju€an utjecaj na
funkciju srca. Dokazano je da je stupanj tezine anemije proporcionalan stupnju
hipertrofije stijenke lijeve klijetke srca (HLV).”** Sukladno navedenome,
razumljiva je i visoka prevalencija dijastolicke disfunkcije 1 HLV-a u bolesnika
na dijalizi koja je identificirana kao nezavisan ¢imbenik rizika nastupa smrti, kako
u opéoj populaciji tako i u skupini uremiénih bolesnika.?

Dislipidemije su c¢esto nazo¢ne u bolesnika s kroni¢nim bubreznim
zatajenjem.'” PreteZito nalazimo povecane serumske koncentracije triglicerida,
snizene serumske koncentracije HDL-a, povecane serumske koncentracije malih
LDL molekula, povecane serumske koncentracije lipoproteina (a), ali sniZene
serumske koncentracije ukupnog kolesterola i LDL-a.** Analizirajuéi odnos
izmedu ukupnog kolesterola i rizika sr€ane smrti nalazimo tzv. ,,dijalizni
paradoks®. Naime, serumska koncentracija ukupnog kolesterola niza je u odnosu
na opc¢u populaciju obzirom da je definirana stanjem malnutricije, tako da je niski
ukupni kolesterol u kombinaciji s niskim indeksom tjelesne mase snazan prediktor
ukupnog mortaliteta.”> Navedena &injenica znaajno ograniava korisnost
lipidograma u procjeni rizika kod dijaliziranih bolesnika. No, o tome nesto vise u
kasnijem dijelu uvoda (v. Predikcija rizika u bolesnika na hemodijalizi). U prilog
tome govore 1 rezultati German Diabetes and Dialysis Study Investigators studije
koji su ispitivali uporabu statina u skupini bolesnika sa Se¢ernom boles¢u tip 2
koji se lije¢e metodom kroni¢ne hemodijalize.® Zaklju¢ak navedene studije je da
uporaba statina u navedenoj skupini bolesnika ne smanjuje sr¢ano-zilni mortalitet
Sto josS viSe stavlja naglasak na ¢injenicu da je ateroskleroza u uremicnih bolesnika

ipak drugaciji proces u odnosu na opéu populaciju.



Razmatraju¢i aterosklerotski proces u bolesnika koji se lije¢e postupkom
kroni¢ne dijalize klju¢no je naglasiti izraZzenu nazoc¢nost vaskularne kalcifikacije
koja tipi¢no nastaje na dva mjesta, u intimi odnosno u mediji stijenke arterije.
Intimalne kalcifikacije su sastavni dio aterosklerotskog procesa kojega nalazimo i
u op¢oj populaciji, ali u usporedbi s njom, znacajno je izrazeniji u uremicnih
bolesnika.”” No, kalcifikacije medije nalaze se u podru&ju elasti¢nih vlakana koji
okruzuju glatkomiSi¢éne stanice u bolesnika sa Secernom boles¢u i uremijom, a
gotovo nikada u opéoj populaciji.’’” Mogu nastati u bilo kojoj vrsti arterija, a
uzrokuju ocvrsnuce stijenke aorte (eng. arterial stiffness). Hipoteza nastanka ovih
kalcifikacija temelji se na aktivnosti osteoblastima - sli¢nih stanica koje stvaraju
proteine koStanog matriksa. Pretpostavlja se da su podrijetla transformiranih
glatkomisi¢nih stanica.®® Signal koji uzrokuje transformaciju i posljedi¢nu
kalcifikaciju primarno je hiperfosfatemija, ali su ukljueni i1 ostali uremicni
toksini.”’ Veza izmedu kalcifikacija i posljediéne endotelne disfunkcije odnosno

povecanoga sréano-Zilnog mortaliteta jasno je dokazana.™



1.2. Eozinofilni kationski protein (ECP)

Novija istrazivanja ateroskleroze naglaSavaju ulogu kroni¢ne upale koja
perzistira u stijenci arterije potenciraju¢i disfunkciju endotela 1 porast
koncentracije upalnih biomarkera. Njihova medusobna interakcija sugerira ulogu
upalnih biomarkera kao promotora u procesu aterogeneze.”> Na pocetku
lijeCenja hemodijalizom u vecine bolesnika odreduju se tradicionalni ¢imbenici
rizika, kao Sto su: dob, arterijska hipertenzija, dislipidemija, pusenje i Secerna
bolest. Medutim, navedeni ¢imbenici ne mogu u potpunosti objasniti povec¢anu
incidenciju sréano-Zilnih dogadaja i ubrzanu aterosklerozu u tih bolesnika.*™
Smatra se, da bi se ubrzana ateroskleroza u bolesnika na programu hemodijalize
bar djelomi¢no mogla objasniti tzv. ,,novim* ¢imbenicima rizika odnosno
biomarkerima kao $to su hsCRP, homocistein, lipoprotein (a), upala 1 oksidacijski
stres opéenito.”>** Mnogi bolesnici s terminalnim bubreZnim zatajenjem koji se
lije¢e hemodijalizom u permanentnom su stanju kroni¢nog upalnog procesa koji je
induciran hemodijalizom, a koji jasno povecava stupanj oksidativnog stresa. To je
stanje povezano s dugoro¢nim komplikacijama kao Sto su sr¢ano-zilne bolesti,
malnutricija, ve¢i udio nestabilnih ateromatoznih lezija i posljedi¢no lo§ ishod
odnosno kraée prezivljenje.”> Upravo navedene nestabilne ateromatozne lezije
imaju obilni upalni infiltrat koji se patohistoloski sastoji od makrofaga, limfocita
T i mastocita, no nalazimo i eozinofile.***” Medijatori producirani od strane
leukocita kljuéni su u definiciji stabilnosti plaka.*® Aktivirani leukociti luce
¢imbenike koji djeluju na nacin da promoviraju degradaciju matriksa od strane

3840 Humane

efektorskih stanica 1 sekreciju matriks metaloproteinaza.
aterosklerotske lezije takoder imaju pojacanu eksprijesiju TNF- a.*' Jedna od

uloga TNF- a je regrutacija i aktiviranje upalnih stanica i adherencija monocita na



endotelne stanice §to posljediéno uzrokuje infiltraciju stijenke krvne Zile.* Proces
adhezije, vezanja 1 migracije reguliran je kemotakticnim signalima koji su
posredovani kemokinima.*” Kemokini su mali proteini koji privlade upalne
stanice, poglavito leukocite, na na¢in da uzrokuju njihovo nakupljanje i aktivaciju.
Eotaxin je C-C kemokin koji je potentan kemokin specifican za privlacenje
eozinofila.”* Eotaxin i njegov receptor, CCR3 su veoma izraZeni u humanoj
aterosklerozi, sugeriraju¢i da eotaksin participira u vaskularnoj inflamaciji 1
stani¢noj regrutaciji u ateromu.* Novije studije takoder potvrduju zna¢ajnu ulogu
eozinofila u aterosklerozi kao i dokazanu povezanost izmedu broja eozinofila i
rizika za buduéa sréano-zilna dogadanja.*

Eozinofilni kationski protein (ECP) je cink-kationski upalni protein tezine
16-22 kDa, koji se normalno nalazi uskladisSten u granulama eozinofila, luc¢i se na
razliGite poticaje, osobito imunoglobuline i komponente komplementa.***” Gen za
ECP je lociran na kromosomu 14 (q24-q31) (Slika 1.) a sastoji se od dva eksona.*®
Produkcija ECP-a vizualizirana je tri dana nakon stimulacije CD34+ stanica sa
IL3, GM-CSF 1 IL-5 nakon cega slijedi diferencijacija u eozinofilnima-sli¢ne

stanice, odnosno eozinofile.*®*



Slika 1.

Prikaz strukture gena za eozinofilni kationski protein (ECP)
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»  (Reproducirano uz dopustenje Venge P i sur.)

Funkcionalne karakteristike ECP-a ukljucuju citotoksi¢ni i necitotoksi¢ni
ucinak (Tablica 2.). ECP je potentna citotoksicna molekula sa sposobnostima
uni§tavanja stanica, bakterija, virusa i parazita.’® Temelj citotoksi¢nog mehanizma
je stvaranje pora u strukturi membrane stanice.”® Osim citotoksi¢nog uginka
znacajne su i ostale funkcije koje mu se pripisuju. /n vitro inhibira proliferativni
odgovor limfocita T, stimulira otpustanje histamina iz mastocita podrijetla sr€anog
miiéa odnosno bazofila.”' Takoder su znalajne interakcije sa sustavom
koagulacije 1 fibrinolize. ECP skracuje vrijeme koagulacije plazme na nacin da

interferira s faktorom XII, a istodobno uzrokuje aktivaciju plazminogena.”'



Tablica 2. Osnovne karakteristike eozinofilnog kationskog proteina (ECP)

Citotoksi¢ni ué¢inak ECP-a Necitotoksi¢ni u¢inak ECP-a
UniStavanje parazita Inhibira proliferaciju T-limfocita
UniStavanje tumorskih stanica Aktivira mastocite

. Stimulira secerniranje sekreta u
Neurotoksi¢nost .
bronhima

; ; Stupa u interakciju s komponentama
Sréano-Zilno oStecenje
komplementa

; - ; Povecava ekspresiju adhezijskih
Ostecenje respiracijskog epitela
molekula

Uzrokuje oslobadanje histamina iz
Anti-bakterijska aktivnost
bazofila

Anti-virusna aktivnost Modificira aktivnost fibroblasta

Siroki spektar stimulansa identificiran je kao pokreta& sekrecije granula iz
citoplazme eozinofila.*® Primarno su identificirani imunoglobulini (IgE, IgA i
IgG) i solubilni stimulansi, kao §to su IL-3, IL-5, GM-CSF i komponente
komplementa C5a, C3a kao kljuéni pokretadi sekrecije ECP-a.”! Poznata je uloga
IL-3 u patogenezi ateroskleroze.”® IL-3, izraZen od strane aktiviranih limfocita T
koji infiltriraju aterosklerotske plakove, podrzavaju aterosklerotski proces te ili
direktno aktiviraju migraciju glatkomisi¢nih stanica i njihovu proliferaciju ili
indirektno preko indukcije vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta i njegove
produkcije na membrani endotelnih stanica.’> Navedeni mehanizam jedan je od
kljuénih koji povezuje eozinofile i proces ateroskleroze.

Drugi mehanizam koji jasno povezuje ECP i aterogenezu je Cinjenica da
ECP uzrokuje porast endotelnih ICAM-1 molekula koje su kljuéne u nastanku

aterosklerotskog plaka.”® U uvodu je ranije obrazlozena uloga ICAM-1 molekula




u patogenetskom procesu ateroskleroze (vidi. 1.1 Srcano-zZilne bolesti i
hemodijaliza).

Poluvrijeme raspada ECP-a (T;5) u cirkulaciji je relativno brzo i iznosi
oko 45 minuta.”* Obzirom na navedeno, mjerenje koncentracije ECP-a u serumu
koristi se kao marker eozinofilne aktivnosti u upali, a poviSene koncentracije se
pripisuju aktivnosti i tezini astme, atopi¢nom dermatitisu, te imunim bolestima
kao $to su reumatoidni artritis, psorijaza i celijatna bolest.”” Kod uremi¢nih
bolesnika jasno je dokazana povisena razina ECP-a koja je u prosjeku do tri puta
visa u usporedbi s normalnom populacijom.’® Stovise, tijekom procesa
hemodijalize na celofanskim dijalizatorima dolazi do porasta serumske
koncentracije ECP-a §to se pripisuje lokalnoj degranulaciji u dijalizatoru.’’
Temeljem istrazivanja profesora Niccolija i1 suradnika koncentracija ECP-a
proporcionalna je proSirenoscu aterosklerotske bolesti na koronarnim arterijama u
op¢oj populaciji, te ga smatraju novim biomarkerom koronarne ateroskleroze.’®
ECP je povezan s tezinom koronarne ateroskleroze kao 1 njegov tkivni surogat
kemokin — eotaksin.” Emanuelle i suradnici dokazali su povezanost eotaksina i
broja bolesnih koronarnih krvnih zila i tako ukazali na ulogu eozinofila u

patogenezi ateroskleroze.” Navedeno navodi na zakljuak o mogucoj ulozi ECP-a

u patogenezi ateroskleoze, posebice koronarne.



1.3.  Predikcija rizika u bolesnika na hemodijalizi

Predikcija sréano-zilnog 1 ukupnog mortaliteta, odnosno stratifikacija
rizika temeljni je pristup lijeCenju sréano-zilnih bolesnika. Prediktivni potencijal
klasi¢nih srcano-zilnih Cimbenika rizika kao S§to su hipertenzija, adipozitet ili
hiperlipidemija relativno je nepouzdan kod bolesnika na hemodijalizi, Sto Cini

 Nakon jasno potvrdene hipoteze da

stratifikaciju rizika izrazito teskom.°
bolesnici na kroni¢noj hemodijalizi imaju povecani src¢ano-zilni morbiditet i
mortalitet, Citav niz istrazivanja fokusirao se na identifikaciju biomarkera
temeljem kojega ¢e se jasno identificirati bolesnici koji pripadaju najugrozenijoj
skupini s ciljem optimizacije dijagnostike 1 lijeCenja. Osobita pozornost stavlja se
na prognosticku znacajnost serumskih koncentracija visoko osjetljivog proteina C
(hsCRP) i serumskih koncentracija probanda mozdanog natrijuretskog peptida (N-
terminalni kraj) (NT-pro-BNP).®! Noviji radovi identificiraju ¢&imbenik stimulacije
kolonija makrofaga (M-CSF), interleukina-6 (IL-6) i TNF-o kao znacajnih i
nezavisnih biokemijskih markera temeljem kojih se moze uciniti stratifikacija
rizika. Obzirom da se radi o sporadi¢nim studijama s malim brojem ispitanika, isti
jos$ uvijek nisu prihvaéeni kao etablirani standard.®

Poznata je vrijednost hsCRP-a u procjeni sréano-zilnog rizika opce
populacije koja je tijekom godina dokazana u primarnoj i1 sekundarnoj
prevenciji.®> Navedene opservacije su takoder primjenjive i na populaciju
uremi¢nih bolesnika i smatraju se korisnima u svakodnevnoj klini¢koj praksi.®®
Temeljem rezultata meta-analize, poviSene vrijednosti hsCRP-a za sveukupni

mortalitet na dijalizi nose izracunati omjer rizika (HR) od 1,142 (95% CI: 1.118-

1.166).%



NT-pro-BNP je dobro poznati biomarker sr¢anog popustanja koji je uz
navedeno 1 nezavisni Cimbenik rizika sréano-Zilnog mortaliteta u opcoj
populaciji.** Recentne studije su identificirale porast NT-pro-BNP-a kao
nezavisan prognosticki parametar u bolesnika na hemodijalizi.* Konkretno,
porast serumske koncentracije od 40% jasno je identificirao sveukupni i sr¢ano-
7ilni mortalitet u sljede¢oj godini (P= 0.004, P= 0.002).%

Glede ECP-a, dokazana je prognosticka znacajnost serumske
koncentracije ECP-a u predikciji mortaliteta u bolesnika s koronarnom bolesc¢u i
implantacijom koronarne potpornice koja otpusta lijek (eng. drug-eluting stent).*®
Etiologija navedene veze nije objasnjena, te nije jasno je li isto posljedica uloge
ECP-a u progresiji ateroskleroze ili posljedica alergijske reakcije na strano
tijelo.®® Za bolesnike s uremijom u dostupnoj literaturi ne nalazi se podataka o
prognostickoj znacajnosti ECP-a.

Interesantni su radovi koji naglasak stavljaju na identifikaciju biomarkera
koji bi bio jeftin, Siroko dostupan i jednostavan za koristenje. Nekoliko recentnih
studija identificirali su volumen distribucije eritrocita (eng. red blood cell
distribution width) (RDW) kao jak i nezavisan prediktor mortaliteta i morbiditeta
u opéoj populaciji,’”®® kao i u specifi¢nim skupinama bolesnika s kroni¢nim
sr€anim zatajenjem, sréanim arestom, pluénom embolijom, akutnim koronarnim
sindromom, pa &ak i upalom pluéa.®*™ Stovise, RDW je identificiran kao
kratkoroc¢ni 1 dugorocni prognosticki ¢imbenik u jedinicama intenzivne skrbi koji
znacajno poboljSava stratifikaciju rizika ucinjenu uz pomo¢ prognostickog alata
SAPS-a (eng. Simplified Acute Physiology Score).”” RDW se definira kao mjera
varijabilnosti veliCine cirkuliraju¢ih eritrocita 1 tradicionalno se Kkoristi u
diferencijalnoj dijagnostici anemije.”” U svakodnevnoj klini¢koj praksi to je

automatski mjereni indeks koji se racuna na nacin da se standardna devijacija



veliine eritrocita podjeli sa srednjim volumenom eritrocita (MCV) 1 pomnoZi sa

100 da bi se izrazio rezultat kao postotak.’®"

Nedavno je pokazano da RDW
moze biti aditivni prognosticki parametar za sveukupnu smrtnost u bolesnika s
akutnim bubreznim zatajenjem koji se lijeCe kontinuiranom nadomjesnom
bubreznom terapijom.”® Za bolesnike na kroni¢noj hemodijalizi nema podataka u
dostupnoj literaturi.

Osim navedenih biokemijskih markera stratifikacije rizika u bolesnika na
hemodijalizi nekoliko neinvazivnih markera proSirenosti ateroskleroze ima svoje
mjesto u svakodnevnoj klinickoj uporabi. Najces¢i su debljina intima-medie
karotidne arterije (IMT) 1 dilatacija brahijalne arterije izazvane protokom krvi
(FMD).*® Koriste se kao surogati proirenosti i teZine ateroskleroze zajedno s
ukupnom tezinom aterosklerotskog plaka u ekstrakranijalnom dijelu karotidne
arterije.’*® IMT je strukturalni marker koji predstavlja kroni¢no vaskularno
zadebljanje 1 aterosklerozu, dok FMD predstavlja funkcionalnu sposobnost
endotela.’” Bitno je naglasiti da je prognosticka vrijednost svih navedenih
biomarkera nezavisna 1 aditivna na osnovni rizik definiran ¢imbenicima
identificiranim u poznatoj Framingham studiji.**

Temeljem izloZzenoga, predloZzena je hipoteza ,multimarker pristupa
obzirom na osnovni rizik koji je definiran tradicionalnim ¢imbenicima rizika na
koji se nadopunjuju nezavisni ¢imbenici rizika iz biokemijske skupine (CRP, NT-
proBNP), odnosno neinvazivni markeri sréano-Zilnih bolesti kao §to je IMT.*
Vjeruje se da ¢e konacni sustav biti superiorniji tradicionalnoj procjeni rizika.

No za definitivne zakljucke bit ¢e potrebno sacekati rezultate
multicentri¢nih randomiziranih studija koje ¢e definitivno validirati ili odbaciti

predlozene biomarkere. Za sada isti nisu dostupni $iroj javnosti.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA HIPOTEZA

HIPOTEZA:

Koncentracija eozinofilnog kationskog proteina povezana je sa debljinom intima-

medie karotidne arterije 1 ukupnom tezinom arterosklerotskog plaka.

Koncentracija eozinofilnog kationskog proteina povezana je sa sveukupnim

godis$njim prezivljenjem bolesnika na programu kroni¢ne hemodijalize.



OPCI CILJ:

Istraziti odnos izmedu tezine ateroskleroze karotidne arterije i razli¢itih ¢cimbenika
sr¢ano-zilnog rizika, koncentracije eozinofilnog kationskog proteina i upalnih

markera u bolesnika na hemodijalizi.

SPECIFICNI CILJEVI ISTRAZIVANIJA:

1. Istraziti povezanost eozinofilnog kationskog proteina sa debljinom intima
medije 1 ukupnom tezinom aterosklerotskog plaka karotidne arterije kao

surogatima uznapredovalosti i proSirenosti ateroskleroze.

2. Ispitati eozinofilni kationski protein kao biomarker karotidne ateroskleroze.

3. Ispitati eozinofilni kationski protein kao nezavisan prognosticki ¢imbenik u

bolesnika na programu kroni¢ne hemodijalize 1 istraziti odnos s drugim

upalnim parametrima, poglavito C-reaktivnim proteinom.

4. Ispitati povezanost raspodjele eritrocita po volumenu (RDW) sa sveukupnim

prezivljenjem u bolesnika na programu kroni¢ne hemodijalize.



3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni bolesnici s programa kroni¢ne hemodijalize
koji se lijece na Odjelu hemodijalize Klinicke bolnice Dubrava. Studijsko mjesto
je tercijarna zdravstvena ustanova ¢iji Odjel hemodijalize prosjecno ima oko 115
bolesnika na programu kroni¢ne hemodijalize. Svi bolesnici koji su bili lijeceni u
razdoblju od 1.12.2010. do 1.1.2011. god. na Odjelu hemodijalize KB Dubrava

razmatrani su za ukljucenje u studiju.

Kriteriji uklju¢ivanja u studiju su podrazumijevali:
a) dob stariju od 18 godina
b) najmanje godinu dana na programu kroni¢ne hemodijalize
¢) uvjet da je bolesnik ili skrbnik bolesnika informiran o prirodi klinicke
studije te da je potpisao informirani pristanak odobren od strane nadleznog

Etickog povjerenstva

Kriteriji isklju¢ivanja su podrazumijevali:

a) bolesnik s poznatom malignom bole$¢u od ranije

b) bolesnici s akutnim i kroni¢nim upalnim bolestima

c) bolesnici s autoimunim bolestima 1 imunoloskim poremecajima u
anamnezi

d) bolesnici koji kontinuirano koriste protuupalne ili imunosupresivne
lijekove

e) bolesnici s anamnezom nedavne (<3 myjeseca) traume ili kirurSke

procedure



Redoslijed uklju¢ivanja u studiju bio je kontinuiran od pocetka trajanja studije
do ispunjenja broja. Ukljueno je ukupno 100 bolesnika koji ¢ine glavnu,
dijaliziranu skupinu. U kontrolnu skupinu ukljueno je ukupno 30 zdravih
dragovoljaca, koju su odabrani po dobi i spolu, a na na¢in da odgovaraju ispitnoj,
dijaliziranoj skupini. Nakon S§to se bolesnicima na hemodijalizi 1 zdravim
ispitanicima detaljno 1 u potpunosti objasnio cilj 1 detalji studije, isti su potpisali
pristanak prije uklju¢ivanja u studiju. Nakon toga su pregledani od strane
glavnoga istrazivaca, te je na temelju anamnestickih podataka i klinickog pregleda
ispunjen upitnik koji se sastojao od osnovnih demografskih podataka i temeljnih
klinickih podataka ispitanika ukljucujuci sréano-zilne ¢imbenike rizika za razvoj
ateroskleroze. U klinickom pregledu naglasak se stavio na sréano-zilni sustav.
Izmjerena je tjelesna visina i tezina te je izracunat indeks tjelesne mase (ITM).
ITM se definira kao tezina u kilogramima (kg) izrazena na metar kvadratni
povriine tijela (m”). Svakom bolesniku snimljen je elektrokardiogram (EKG)
kojim se definirao status sr€anog ritma u trenutku ukljucenja u studiju u smislu
sinus srcane akcije ili fibrilacije atrija. Anamnesticki podaci ukljucivali su 1 vrstu
kroni¢ne medikamentozne terapije, a specificno uporabu blokatora angiotenzin
konvertiraju¢eg enzima (ACE-blokatori), blokatora angiotenzinskih receptora
klase II (AT II receptora), acetilsalicilne kiseline, beta-blokatora, blokatora utoka
kalcija, statina i inhibitora protonske pumpe. Utjecaj lijeCenja dijalizom se
izrazio kroz njegovu duljinu trajanja u mjesecima, te izracunom indeksa Kt/V
metodom po Dugiradasu koji se temelji na smanjenju ureje tijekom procesa
dijalize.”’

Na temelju svakodnevnih aktivnosti 1 sposobnosti ispitanici su klasificirani

sukladno ECOG Kklasifikaciji koja se rutinski primjenjuje godinama u procjeni



opéeg stanja onkoloskih bolesnika, ali se moze primijeniti 1 u procjeni

funkcionalnog stanja bilo kojega bolesnika s kroni¢nom boleséu.”

Tablica 3. ECOG Klasifikacije op¢e sposobnosti bolesnika

Ocjena ECOG funkcionalno stanje
Potpuno aktivan, sposoban za svekupnu fizicku aktivnost u omjeru
’ kakva je bila prije nastupa bolesti
Ogranicen u fizicki zahtjevnijim aktivnostima, ambulatoran, sposoban
1 izvrSavati posao sedentarne prirode, npr. rad u uredu
Ambulantni bolesnik koji je sposoban za skrb o sebi, ali nije u
2 mogucénosti provoditi radne aktivnosti. Vise od 50% vremena tijekom
budnog stanja provodi izvan kreveta ili stolice.
Sposoban samo za ogranicenu skrb o sebi. Vise od 50% vremena
’ tijekom budnog stanja provodi u krevetu ili stolici.
Potpuno nesposoban. Nije u moguénosti za bilo kakvu skrb o sebi. Ne
! moze napustiti krevet ili stolicu
5 Smrt




3.2. Biokemijsko-imunoloSke metode

Svi su uzorci krvi uzeti tijekom rutinskog, mjesecnog ispitivanja kvalitete
lijeCenja dijalizom, a neposredno prije procesa dijalize. U izabranim slucajevima
krv je izuzeta i nakon procesa dijalize s ciljem ispitivanja utjecaja procesa
dijalize na serumsku koncentraciju ECP-a. Nakon §to je izuzet uzorak krvi isti je
odmah odnesen u Klinicki zavod za laboratorijsku medicinu 1 dijagnostiku.
Kompletna krvna slika s diferencijalnom krvnom slikom odredena je iz pune krvi
s K2EDTA kao antikoagulansom na Advia 2110i analizatoru (Siemens Healthcare
Diagnostics, Tarrytown, NY, SAD). Krv predvidena za biokemijske analize
centrifugirana je na 1370 x g 15 minuta na 35 R Rotina Hettich centrifugi
(Tuttlingen, Njemacka). Iz tako dobivenoga seruma odredena je koncentracija
glukoze u krvi, visoko osjetljivog C — reaktivnog proteina, ureje, kreatinina,
uricne kiseline, albumina, ukupnih proteina, triglicerida, ukupnog kolesterola,
lipoproteina  visoke gustoce (HDL), wukupnog bilirubina, aspartat-
aminotransferaze, alanin-aminotrasferaze, gama-glutamiltransferaze, zeljeza i
nesaturiranog kapaciteta nosaca zeljeza (UIBC), te feritina. Ostatak seruma je
pohranjen na -80 C° za naknadne analize tijekom kojih je odreden ECP i NT-pro-
BNP.

Eozinofilni kationski protein je odreden pomocu flouroimunoesej metode na
analizatoru Phadia 100 (Phadia AB, Uppsala, Svedska). Princip metode ukljuduje
reakciju izmedu anti-ECP kovalentno vezanog protutijela na ImmunoCAP s
eozinofilnim kationskim proteinom iz seruma ispitanika. Nakon ispiranja,
enzimom oznacena protutijela vezana na ECP se dodaju s ciljem formiranja

kompleksa koji se nakon inkubacije mijeSa s razvojnim spojem sa svojstvom



flourescencije. Izmjerena flourescencije eluata proporcionalna je koncentraciji
ECP-a u uzorku.”

Koncentracija NT-pro-BNP-a odredena je metodom elektokemiluminiscencije
na analizatoru Cobas e411 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka) na
nadin kako je opisano u literaturi.*® Temelji se na principu ,,sandwich“ koji
ukljucuje reakciju izmedu antigena iz uzorka, biotiniliranog monoklonalnog anti-
NT-proBNP-a specificnog protutijela i monoklonalnog NT-pro-BNP protutijela
obiljeZzenoga rutenijem. Navedeni elementi stupaju u reakciju na nacdin da
formiraju ,,sandwich* kompleks. Nakon toga se novonastali kompleks mijesa sa
streptavidinom vezanim na mikrocestice koje su magnetski povezane s povrSinom
elektrode. Primjena napona na elektrodu inducira kemoluminiscenciju koja se
myjeri 1 proporcionalna je koncentraciji NT-pro-BNP-a u uzorku.

Koncentracija visoko osljetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP) odredena je
metodom imunoturbidimetrije na AU 2700 plus analizatoru (Beckman-Coulter,
Tokyo, Japan). Ukratko, C-reaktivni protein (CRP) reagira s antitijelima protiv
humanog CRP-a koji su vezani na latex Cestice te formiraju netopive agregate.
Apsorpcija generiranih agregata je proporcionalna koncentraciji CRP-a u uzorku.
Metoda je kalibrirana primjenom Latex CRP Calibrator Set High Sensitive
(ODCO27) s pet razlicitih kalibracijskih koncentracija za visoko osjetljivo
podrugje.’!

Kreatinin je odreden kinetickim kolorimetrijskim testom (Jafféova metoda).
Metoda se temelji na reakciji kreatinina i pikrinske kiseline u alkalnom mediju pri
¢emu nastaje zuto-narancasto obojani kompleks. Brzina promjene apsorbancije
proporcionalna je koncentraciji kreatinina u uzorku.*

Albumin, zeljezo 1 UIBC su takoder odredeni na AU 2700 plus analizatoru

(Beckman-Coulter, Tokyo, Japan). Ukupni kolesterol je odreden pomocu



enzimatskih metoda, dok su albumin, Zeljezo 1 UIBC odredeni pomocu

fotometrijskih testova koji su u standardnoj uporabi.

Sveukupni laboratorijski posao proveden je sukladno trenutno vazecim

standardima kvalitete 1 vaze¢im certifikatima.



3.3. Slikovno-dijagnosticke metode

Debljina intima-medie na arteriji karotis (IMT) rutinski se koristi kao
surogat progirenosti ateroskleroze na krvozilnom sustavu.*> IMT i ukupna teZina
aterosklerotskog plaka ekstrakranijalnog dijela karotidne arterije u ovome se
istrazivanju odreduje sukladno ,,Mannheim Carotid Intima-Media Thickness*
konsenzusu.® Tijekom mjerenja kljuéno je razlikovanje ranog aterosklerotskog
plaka od zadebljanja IMT-a. Temeljem navedenoga konsenzusa aterosklerotski
plak se definira kao fokalna struktura koja str$i u lumen arterije vise od 50%
debljine okolnog IMT-a, odnosno zadebljanje koje iznosi vise od >1,5 mm
mjereno od granice medija-adventicija do granice intima-lumena krvne zile.
Ultrazvu¢na mjerenja u ovome istrazivanju obavljaju se ultrazvu¢nim aparatom
modela Aloka 5500 Prosound koji je opremljen 7,5MHz linearnom ultrazvu¢nom
sondom uz pomo¢ sustava za detekciju rubova koji je propisno kalibriran.
Ultrazvucno se IMT definira kao struktura vidljiva na ultrazvu¢nom prikazu
zajednicke karotidne arterije a omedena je dvjema linijjama koje predstavljaju
dvije anatomske granice: granicu izmedu lumena i intime, te granicu izmedu
medije 1 adventicije. Mjerenje IMT-a se obavlja u podrucju zajednicke karotidne
arterije, neposredno prije bulbusa ili unutar 10mm proksimalno bulbusu karotidne
arterije na podrucju koje je slobodno od aterosklerotskih plakova uz uvjet da je
dvostruka linija IMT-a jasno vidljiva. Za analizu se uzimaju vrijednosti srednjeg 1
maksimalnog IMT-a. Ukupna tezina aterosklerotskog plaka (PS) definira se kao
zbroj maksimalnih visina svakog pojedinacnog aterosklerotskog plaka koji su
smjeSteni u  ekstrakranijalnom dijelu obje karotidne arterije sukladno ranije

publiciranoj metodologiji.****



3.4. Pracenje bolesnika

Bolesnici su kontaktirani osobno od strane istrazivaca tijekom redovitog
ciklusa dijalize u nasem Centru.

Ispitanici su praceni tijekom 12 mjeseci nakon ukljucenja u studiju, a
tijekom kojih se zabiljezio smrtni ishod i uzrok smrtni, ako je bio jasno dostupan.
Bitno je naglasiti da bolesnici ukljuceni u studiju nisu bili drugacije lijeceni ili
tretirani izvan opce prihvacenih smjernica dobre klinicke prakse odnosno okvira

svakodnevnog klinickog rada i nacela etickog rada lijec¢nika.

3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci su priredeni, kodirani i uneseni u racunalo uz strogo postivanje
tajnosti podataka bolesnika sukladno trenutno vaze¢im kodeksima i
deklaracijama. Mjerene varijable su prikazane tekstualno, tabli¢no 1 graficki. Sve
varijable su testirane na normalnu distribuciju Kolmogorov-Smirnovim testom.
Ovisno o razdiobi podataka, vrijednosti su izrazene kao aritmeticka sredina =+
standardna devijacija, odnosno kao medijan s rasponom. Usporedbe izmedu dvije
skupine testirane su Mann-Withney U testom. Kategoricki podaci su izraZzeni kao
broj (N), a usporedbe izmedu skupina s kategorickim podacima testirane su Chi-
square testom. Korelacije izmedu testiranih varijabli studirane su Pearsonovim
testom ili Spearmanovom korelacijom, ovisno o distribuciji podataka.
Prognosticka znacCajnost ispitivanog biomarkera prikazana je Kaplan-Meierovim
krivuljama prezivljenja i izraCunom vrijednosti Log-rank za statisticku znacajnost.
Prognosticka znacajnost pojedinih varijabili u odnosu na op¢i mortalitet testirana

je primjenom univarijatnog Cox proporcijskog hazard modela, te multivarijatnog



Cox proporcijskog hazard modela i to na nacin da su sve varijable s P-vrijednos¢u
<0,1 koriStene u multivarijantnoj Cox proporcijskoj hazard analizi (,,stepwise®).
Rezultati univarijatne 1 multivarijatne Cox regresijske analize prikazani su kao
omyjer rizika (,,hazard ratio*) (HRs) 1 95%-tnim intervalom pouzdanosti (95% CI).

P vrijednost manja od 0,05 smatra se statisticki zna¢ajnom.

Izracun veli¢ine uzorka — snaga studije

Za primarnu hipotezu istrazivanja uzeto je testiranje povezanosti izmedu
dva numericka obiljezja, koncentracije ECP-a i debljine intima-medie (IMT)
odnosno tezine aterosklerotskog plaka. Snaga studije izraCunava se uz uvjet
vrijednosti Pearsonovog koeficijenta korelacije od r >= 0,5, razinu znacajnosti od
5% 1 snagu testa od najmanje 90%. Sukladno navedenom, najmanji potreban
uzorak iznosi N = 37 jedinki. Za specifi¢an izracun veli¢ine uzorka potrebnog za
dokazivanje utjecaja procesa hemodijalize na serumsku koncentraciju ECP-a uz
koristenje usporedbe dva parna uzorka, koristit ¢e se ista procedura kao za izracun
jedne aritmeticke sredine. Uz hipotezu aritmeticke sredine ECP-a od 18,93, sa
standardnom devijacijom od 17,2 uz nul-hipotezu vrijednosti 0, tip I greske (alfa)
0,05; tip II greske (beta) 0,1 minimalni potrebiti uzorak iznosi 9 (podaci derivirani

iz glavne skupine dijaliziranih bolesnika).

Programska rjeSenja MedCalc v.11.4.2.0 1 JMP v. 9.0.2, licencirana na

Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu koristeni su za statisticke izraune.



4. REZULTATI

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 100 bolesnika u glavnoj, dijaliziranoj
skupini, dok je u kontrolnu skupinu uklju¢eno ukupno 30 zdravih dragovoljaca

odgovarajuce dobi i spola. Obje skupine bolesnika pracene su tijekom jedne

godine. Iz kontrolne i ispitne skupine nije bilo iskljucenja tijekom pracenja.

4.1 Osnovne karakteristike ispitne i kontrolne skupine

Tablica 4. Raspodjela osnovnih demografskih karakteristika dijalizirane 1

kontrolne zdrave skupine

D1]§11Z}rana Kontrolna skupina
Varijabla skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Dob (godine,
71,5 (28-93) 68,5 (46-87) P=0,6033
medijan (raspon))
Spol (muskarci, N) 52 (52%) 15 (50%) P=0,4612
Indeks tjelesne tezine
25,745,1 25,6+3,05 P=0,6287

(kg/mz)

§ P<0,05 se smatra statisticki znacajnim

U osnovnim demografskim karakteristikama kao $to su dob, spol i indeks tjelesne

tezine (BMI) nema statisticki znacajne razlike izmedu dijalizirane i kontrolne




skupine zdravih ispitanika. Medijan duZine trajanja dijaliziranog lijeenja je

iznosio 36 mjeseci (raspon 6-360 mjeseci) za dijaliziranu skupinu.

Tablica 5. Raspodjela laboratorijskih nalaza (kompletna krvna slika) dijalizirane i

kontrolne skupine

Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Leukociti (x10°/L) 7,05+1,98 6,3+1,17 P=0,0663
Eritrociti (x10'%/L) 3,59+0,49 4,51+£0,34 P<0,0001
Hemoglobin (g/L) 111,9+16,4 139,5+12,3 P<0,0001
Hematokrit
0,34+0,05 0,41+0,03 P<0,0001
(L/L)
MCV
96+5 92+4 P=0,0013
(fL)
RDW (Raspodjela
eritrocita po 15,9+1,4 13,6+0,7 P<0,0001
volumenu, %)
Eozinofili (N) 0,31+0,53 0,16+0,12 P=0,0194
Eozinofili (%) 3,6+2,7 2,3+1,6 P=0,0110

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




U nalazima kompletne krvne slike nalaze se statisti¢ki znacajne razlike u crvenoj
krvnoj slici (apsolutnom broju eritrocita, hemoglobinu i hematokritu), te u nalazu
eozinofila (apsolutnom i relativnom). Ostali parametri diferencijalne krvne slike

su bez statisticki znacajne razlike izmedu dijalizirane i kontrolne skupine.

Tablica 6a. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane i kontrolne

skupine
Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Glukoza u krvi 6,3£2,6 5,8+1,3 P=0,8541
(mmol/L)
Ureja (mmol/L) 25,6+6,6 6,3+1,7 P<0,0001
Kreatinin (umol/L) 817+£226 96+15 P<0,0001
Uri¢na kiselina
392+69 314+101 P=0,0082
(umol/L)
Albumini
3744 4342 P<0,0001
(g/L)
Ukupni protein
66+£5 7543 P<0,0001
(g/L)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim



Tablica 6b. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane i kontrolne

skupine
Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Trigliceridi
2,20+2,26 1,48+0,8 P=0,0205
(mmol/L)
Ukupni kolesterol
4,39+1,18 5,99+0,75 P<0,0001
(mmol/L)
HDL
1,13+0,33 1,64+0,32 P<0,0001
(mmol/L)
Bilirubin - ukupni
8,443,2 14,34£5,6 P<0,0001
(umol/L)
Aspartat- 14 2
aminotransferaza P<0,0001
(U/L) (4 -60) (14 - 46)
Alanin-
. 13 19
aminotransferaza P=0,0030
(U/L) (2-118) (5-48)
Gama-
. 23 23
glutamiltransferaza P=0,3010
(U/L) (8 - 245) (13 -65)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 6¢. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane i kontrolne

skupine
Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Zeljezo
12,1+4,8 18,249,2 P=0,0002
(umol/L)
UIBC
22,847,5 38,9+9,2 P<0,0001
(umol/L)
TIBC
34,9+6,6 56,248 P<0,0001
(umol/L)
Feritin
1105+666 229+236 P<0,0001
(g/L)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim



Tablica 6d. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane i kontrolne

skupine
Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Visoko osjetljivi
Cereaktivni protein |14 1493 8,5+23,6 P=0,0016
(mg/L)
NT-pro-BNP
1056010921 193+138 P<0,0001
(pg/ml)
Eozinofilni
kationski protein | 17 01,14 12 10,7849,38 P=0,0012
(ng/L)

¥ P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim



Tablica 7. Raspodjela ultrazvucnih parametara ateroskleroze karotidne arterije

dijalizirane i kontrolne skupine

Dijalizirana Kontrolna
Varijabla skupina skupina P-vrijednost
(N=100) (N=30)
Srednja debljina
intima- medie 0,68+0,19 0,50+0,12 P<0,0001
(mm)
Maksimalna
debljina intima-
medie 0,75+0,2 0,57+0,13 P<0,0001
(mm)
Tezina
aterosklerotskog
plaka 14,75+14,85 6,57£3,75 P<0,0001
(mm)

¥ P<0,05 se smatra statistic¢ki zna¢ajnim



4.2. Osnovne karakteristike dijalizirane skupine ovisno o medijanu ECP-a

Studijska populacija dijalizirane skupine podijeljena je u dvije skupine u ovisnosti
o medijanu ECP-a. Vrijednost medijana ECP-a dijalizirane skupine iznosi 13,00

ng/L, uz 95% interval pouzdanosti (11,00 — 14,12) pg/L za medijan.

Tablica 8. Raspodjela osnovnih demografskih karakteristika dijalizirane skupine u

ovisnosti 0 medijanu ECP-a

ECP <13,00 | ECP>13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)
Dob (godine, 72 71
P=0,6071
medijan (raspon)) (39-90) (28 -93)
Spol (muskarci, N) 26 26 P=0,5458
Indeks tjelesne tezine
25,84+5,75 | 25,71+4,34 | P=0,7510
(kg/m?)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 9. Raspodjela osnovnih anamnestickih podataka dijalizirane skupine u

ovisnosti o medijanu ECP-a

ECP<13,00 | ECP>13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)

Anamneza arterijske
hipertenzije 43 42 P=0,5582

(N)

Anamneza Secerne

bolesti 21 14 P=0,2478

(N)

Anamneza koronarne
bolesti 17 7 P=0,0382
(N)

Anamneza mozdanog
udara/TTA 8 0 P=0,0076

(N)

¥P<0,05 se smatra statisti¢ki znadajnim



Tablica 10. Raspodjela osnovnih mjerila kvalitete 1 kvantitete dijaliziranog

lijecenja u ovisnosti o medijanu ECP-a

ECP <13,00 | ECP>13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)

Terapija eritropoetinom

45 45 P=0,2524
N)
Ukupno trajanje 36 33
dijaliziranog P=0 5343

lijeenja (mjeseci) (6 -360) (6-252)

Kt/V 1,37+0,20 1,30+0,26 P=0,0751

¥ P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim



Tablica 11. Raspodjela medikamentne terapije dijalizirane skupine u ovisnosti o

medijanu ECP-a u trenutku ukljucenja u studiju

ECP ECP
Varijabla =13,00 >13,00 P-vrijednost
(n=52) (n=48)
ACE/AT II blokatori
19 19 P=0,9900
(N)
Beta-blokatori
22 14 P=0,1785
(N)
Blokatori utoka
kalcija 29 26 P=0,8740
(N)
Statini
16 13 P=0,6905
(N)
Inhibitori protonske
pumpe 15 16 P=0,6340
(N)

Y P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim



Tablica 12. Mjerila fizikalne sposobnosti ispitanika dijalizirane skupine u

ovisnosti o medijanu ECP-a u trenutku ukljuc¢enja u studiju

ECP <13,00 | ECP >13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)
ECOG status 2,5 2,0
P=0,2570
(1-4) (1-4)
Fibrilacija
atrija 13 8 P=0,3186
(N)

¥ P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim




Tablica 13. Raspodjela laboratorijskih nalaza (kompletna krvna slika) dijalizirane

skupine u ovisnosti o medijanu ECP-a

ECP ECP
Varijabla <13,00 >13.00 1 p_yrijednost
(n=52) (n=48)
Leukociti (x10°/L) 6,63£2,01 | 7,50+1,85 P=0,0319
Hemoglobin (g/L) 108+18 116+13 P=0,0297
MCV
95,6+5,4 96,6+5,1 P=0,2507
(fL)
RDW (Raspodjela eor1tr001ta po 15,0414 15,8413 P=0.8360
volumenu, %)
0,2 0,3
Eozinofili (N) P=0,0025
(O’O - 2:8) (0,0 - 476)
Eozinofili (%) 2,98+1,96 | 4,29+3,20 P=0,0119

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 14. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane skupine u

ovisnosti o medijanu ECP-a

ECP <13,00 | ECP>13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)

Kreatinin
776+241 861+202 P=0,2210

(mmol/L)

Visoko osjetljivi
5,5 6,4
C-reaktivni protein P=0,6538
(0,7—-154,2) | (0,4-86,9)
(mg/L)
NT-pro-BNP 6829 5783
P=0,3220
(pg/ml) (413 -35000) | (466 - 35000)

Albumini

37,5+4,2 38,1+4,3 P=0,3192
(g'L)

Ukupni kolesterol 430£122 | 449+1,14 | P=0,3481

(mmol/L)
Zeljezo (umol/L) 11,94+5,02 12,38+4,65 P=0,4295
TIBC (umol/L) 35,10+6,18 34,83+7,13 P=0,6941

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 15. Raspodjela ultrazvucnih parametara ateroskleroze karotidne arterije

dijalizirane skupine u ovisnosti o medijanu ECP-a

ECP <13,00 | ECP >13,00
Varijabla P-vrijednost
(n=52) (n=48)
Srednja debljina
0,66+0,17 0,70+0,20 P=0,2833
intima - medie (mm)
Maksimalna debljina
intima-medie 0,73+0,18 0,77+0,21 P=0,2630
(mm)
Tezina aterosklerotskog
plaka 12,68+7,82 | 17,00£19,70 | P=0,1841
(mm)

¥ P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim




4.3. Utjecaj procesa hemodijalize na serumsku koncentraciju ECP-a

U ispitivanje utjecaja procesa hemodijalize ukljuceno je ukupno 15
ispitanika iz glavne dijalizirane skupine (sukladno preporukama Povjerenstva na
obrani teme doktorske disertacije). Ispitanici su izabrani metodom slucajnog
odabira uz preselekciju istog dijalizatora (FX 60). Medijan serumske
koncentracije ECP-a prije dijalize je iznosila 14,2 pg/L uz 95% interval
pouzdanosti (8,76 - 18,72), a medijan ECP-a nakon dijalize je iznosio 13,9 pg/L

uz 95% interval pouzdanosti (9,72 - 21,14).

Slika 2. Serumske koncentracije ECP-a prije 1 nakon hemodijalize (Wilcoxon test:

total of ranks = 55,00; P=0,8040).
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4.4. Osnovne karakteristike dijalizirane skupine ovisno o0 medijanu RDW-a

Studijska populacija dijalizirane skupine podijeljena je u dvije skupine u ovisnosti
medijana RDW-a. Vrijednost medijana RDW-a dijalizirane skupine iznosi 15,75

ng/L, uz 95% interval pouzdanosti (15,47 — 16,00) ng/L za medijan.

Tablica 16. Raspodjela osnovnih demografskih karakteristika dijalizirane skupine

u ovisnosti o medijanu RDW-a

RDW <15,75 | RDW >15,75
Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)

Dob (godine,

66,4+14,2 67,714 P=0,4840
medijan (raspon))
23 29
Spol (muskarci, N) P=0,9267
Indeks tjelesne tezine
25,9+4.8 25,545,3 P=0,5395

(kg/m’)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim



Tablica 17. Raspodjela osnovnih anamnestickih podataka dijalizirane skupine u

ovisnosti 0 medijanu RDW-a

RDW RDW

<15,75 >15,75

Varijabla P-vrijednost

(n=50) (n=50)

Anamneza arterijske
41 44
hipertenzije P=0,4163

(N)

Anamneza Secerne

21
bolesti 14 P=0,1489

(N)

Anamneza koronarne

10
bolesti 14 P=0,3595

(N)

Anamneza
mozdanog

udara/TIA P=0,0371

(N)

Y P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim



Tablica 18. Raspodjela osnovnih mjerila kvalitete i kvantitete lijecenja dijalizom

u ovisnosti o medijanu RDW-a

RDW <15,75 | RDW >15,75

Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
Terapija eritropoetinom 46 44
P=0,5252
(N)
Ukupno trajanje 16 29
lijedenja dijalizom (6-180) (6-360) P=0,3904
(mjeseci)
KT/V 1,37+0,21 1,3+0,24 P=0,0682

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim



Tablica 19. Raspodjela medikamentne terapije dijalizirane skupine u ovisnosti o

medijanu RDW-a u trenutku ukljucenja u studiju

RDW <15,75 | RDW >15,75

Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
ACE/AT 11 blokatori 18 20
P=0,6851
(N)
Beta-blokatori 17 19
P=0,6819
(N)
Blokatori utoka
kalcija 23 32
) P=0,0747
(N)
Statini 17
12 P=0,2796
(N)
Inhibitori protonske
12 19
pumpe P=0,1371

(N)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim



Tablica 20. Mjerila fizikalne sposobnosti dijalizirane skupine u ovisnosti o

medijanu RDW-a u trenutku ukljucenja u studiju

RDW <15,75 | RDW >15,75
Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
2 2,5
ECOG status P=0,1051
(1-4) (1-4)
Fibrilacija
trija 7 14
atry P=0,0935
(N)

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 21. Raspodjela laboratorijskih nalaza (kompletna krvna slika) dijalizirane

skupine u ovisnosti o medijanu RDW-a

RDW <15,75 | RDW >15,75
Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
Leukociti .
(x10°/L) 7,02+2,04 7,08+1,93 P=0,7960
Hemoglobin (g/L) 114£15 109+17 P=0,1961
MCV
96+4 96+6 P=0,8903
(fL)
0,2 0,2
Eozinofili (N) P=0,6071
(050 - 298) (O’O - 4:6)
Eozinofili (%) 3,86+3,25 3,37+2,00 P=0,8281

¥ P<0,05 se smatra statisticki zna¢ajnim




Tablica 22. Raspodjela laboratorijskih nalaza (biokemijski) dijalizirane skupine u

ovisnosti o medijanu RDW-a

RDW <15,75 | RDW >15,75
Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
Kreatinin
825+196 809+254 P=0,5908
(mmol/L)
Visoko osjetljivi
5,725 7,850
C-reaktivni protein P=0,1251
(0,6-929) | (0,4-154,2)
(mg/L)
NT-pro-BNP 4671 6633
P=0,1310
(pg/ml) (413-35000) | (466-35000)
Albumini
38 £3 3644 P=0,1476
(g/L)
Ukupni kolesterol (mmol/L) | 4,33 1,01 4,45 +1,34 P=0,9204
Zeljezo (umol/L) 12,6+4,5 11,6+5,1 P=0,3592
TIBC (umol/L) 35,1+5,6 34,8+7.9 P=0,7933
Eozinofilni kationski
protein 15,69+10,06 | 18,33+17,26 | P=0,9122
(ng/L)

¥P<0,05 se smatra statisticki znadajnim




Tablica 23. Raspodjela ultrazvu¢nih parametara ateroskleroze karotidne arterije u

ovisnosti 0 medijanu RDW-a

RDW <15,75 | RDW >15,75
Varijabla P-vrijednost
(n=50) (n=50)
Srednja debljina
0,65+0,17 0,71+£0,20 P=0,1486
intima- medie (mm)
Maksimalna debljina
intima- medie 0,72+0,17 0,78+0,22 P=0,2244
(mm)
Tezina aterosklerotskog
plaka 13,22+7,86 | 16,29+19,47 | P=0,7459
(mm)

¥ P<0,05 se smatra statisti¢ki zna¢ajnim




4.5. Korelacije ECP-a s biokemijskim i ultrazvu¢nim parametrima kod
bolesnika na hemodijalizi

Analizom distribucije podataka u dijaliziranoj skupini identificiran je jedan
»outlayer — kod kojega se mjeri serumska koncentraciju ECP-a 102 pg/L
(aritmetiCka sredina dijalizirane skupine iznosi 17,01£14,12 pg/L) uz visoke
vrijednosti srednje debljine intima-medie 1,55mm (aritmeti¢ka sredina dijalizirane
skupine iznosi 0,68+0,19mm) i maksimalne debljine intima-medie 1,63mm
(aritmetiCka sredina dijalizirane skupine iznosi 0,75+0,2mm), te ukupne teZzine
aterosklerotskog plaka od 136,45mm (aritmeticka sredina dijalizirane skupine
iznosi 14,75+14,85mm), te je zbog reprezentativnosti uzorka iskljucen iz daljnje
analize Pearsonove korelacije 1 regresije. Iz Spearmanove rank korelacije isti nije
isklju¢en obzirom na cinjenicu da isto nije metodoloski potrebno. U analizi
Pearsonove korelacije izmedu serumske koncentracije ECP-a i srednje debljine
intima-medie izracunati koeficijent korelacije iznosi r=0,155, P=0,1249; analizom

Spearman korelacije izracunati tho=0,160, P=0,1124 (SI. 3.).



Slika 3. Korelacija ECP-a 1 srednje debljine intima-medie — Spearman rank

korelacija
120 |=
100 |- o
=
‘gj =
o
a 80 =
Q
L
« i
S
E 60f=
o
@
o o
[0+
%5 401 0@ o ©
5 o - o o
[r] B [on3
7] o ODQ @ o o
20 = oG % o
B g Cem %O %OO C%b b “ I
s} {QO o Qog(gj ¢ ©
0 o = o o
m| . 1 . ] . I . 1 . L . L . ]
0,2 0,4 0,6 038 1,0 1,2 14 1,6

Srednja debljina intima medija (mm)

U analizi Pearsonove korelacije izmedu serumske koncentracije ECP-a i
maksimalne debljine intima-medie izracunati koeficijent korelacije iznosi
r=0,174, P=0,0843; analizom Spearman korelacije izra¢unati rho=0,168,

P=0,0938 (slika 4.)



Slika 4. Korelacija ECP-a 1 maksimalne debljine intima-medie - Spearman rank

korelacija
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U analizi Pearsonove korelacije izmedu serumske koncentracije ECP-a 1 ukupne
tezine aterosklerotskog plaka izracunati koeficijent korelacije iznosi 1=0,234,

P=0,0193 (Slika 5.). Spearman rank korelacija je statisticCki neznacajna

(Rho=0,148, P=0,1418).

Slika 5. Korelacija ECP-a i ukupne tezine aterosklerotskog plaka — Pearsonova

korelacija
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Ucinjena je regresijska analiza serumske koncentracije ECP-a 1 ukupne teZine

aterosklerotskog plaka uz sljedece rezultate. a (Intercept) = 5,6325; P<0,0001,

A

)8 (Slope) =2,3803; p<0,0193, te analiza varijance uz F-vrijednost = 5,6660;

P=0,019 (Slika 6.).

Slika 6. Regresijska analiza serumske koncentracije ECP-a i ukupne teZine

aterosklerotskog plaka (pravac regresije uz 95% CI)
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Tablica 24. Korelacija izmedu ECP-a i klju¢nih biokemijskih parametara (P<0,05

se smatra statisti¢ki znacajnim)

ECP

hs
Parametar NE‘I\I;O‘ C- kUlku‘f)m ) KT/V EOZ:);IOﬁh
reaktivnj | <O'StCro (%)
protein
Koeficijent
korelacije
(®) 0030 | 0102 | 0176 | -0.132 | 0,160
.. P- 0,7684 0,3142 0,0803 0,1913 0,1112
vrijednost
100 100 100 100 100

n




4.6. Analiza rizika za sveukupno preZivljenje bolesnika na programu

kroni¢ne hemodijalize u ovisnosti od ispitivanih biomarkera

Bolesnici iz dijalizirane skupine su praceni kroz razdoblje od godinu dana.
Sukladno tome, pra¢eno je prezivljenje ispitanika u tom razdoblju. Ukupno je

umrlo 25 ispitanika.

Tablica 25. Raspodjela prezivjelih i umrlih osoba po spolu (ukljuceni i

transplantirani bolesnici)

Spol Zivi Mrtvi Ukupno
Zene 37 11 48
Muskarci 38 14 52
Svi 75 (75%) 25 (25%) 100

Statisticki nema znacCajne razlike u mortalitetu u odnosu na spol ispitanika

(Z=0,564, P=0,5727) u obje skupine.

Tablica 26. Cox proporcijski hazardni model za sveukupni mortalitet nakon 12

mjeseci pracenja — univarijatna analiza



Univarijatna analiza

P-
0
HR (95% CT) vrijednost
1,0560 _
Dob (1,0190 to 1,0945) P=0,0011
3,5347
ECOG status P<0,0001
(2,1569 to 5,7927)
0,0454
KT/V P=0,0013
(0,0065 to 0,3177)
0,2640
Atrijska fibriliacija P=0,0018
(0,1201 to 0,5804)
Srednja debljina 21,2398
P=0,0045
intima medija (mm) (2,9253 to 154,2142)
5 2,2056
Secéerna bolest P=0,0490
(1,0100 to 4,8165)
0,9734
Hemoglobin (g/L) P=0,0221
(0,9522 to0 0,9951)
Visoko osjetljivi
1,0177
C-reaktivni protein P=0,0052
(1,0076 to 1,0278)
(mg/L)
NT-pro-BNP 1
P=0,0197
(pg/ml) (1,0000 to 1,0001)
Eozinofilni kationski protein 1,0322
P=0,049
(ng/L) (1,0005 to 1,0648)




RDW (Raspodjela eritrocita po 1,5409 P=0.0007
volumenu, %) (12181 to 1,9493) ’
Duljina trajanja dijalize 0,9943
P=0,2379
(mjeseci) (0,9849 to 1,0038)

¥ p<0,05 se smatra statisticki znacajnim, HR — omjer rizika; 95% CI — interval
pouzdanosti

HR koji su statisticki neznacajni nisu ukljuceni u multivarijatnu analizu te

sukladno tome nisu ni prikazani u tablicama.




Tablica 27. Cox proporcijski hazardni model za sveukupni mortalitet nakon

mjeseci prac¢enja — multivarijatna analiza

Multivarijatna analiza

P-
0
HR (95% CD) vrijednost
Dob NS
3,8624
ECOG status P<0,0001
(2,2769 to 6,5521)
0,0189
KT/V P=0,0003
(0,0023 to 0,1580)
Fibriliacija atrija NS
Srednja debljina
NS
intima- media (mm)
Seéerna bolest NS
Hemoglobin (g/L) NS
Visoko osjetljivi 1,0255
P=0,0002
C-reaktivni protein (mg/L) (1,0119 to 1,0392)
NT-pro-BNP (pg/ml) NS
Eozinofilni kationski
NS
protein (ug/L)
RDW (Raspodjela 1,5346
P=0,0028

eritrocita po volumenu, %)

(1,1607 to 2,0290)

¥ p<0,05 se smatra statisti¢ki znagajnim, HR — omjer rizika; 95% CI — interval

pouzdanosti;

12



Slika 7. Raspodjela eritrocita po volumenu (RDW) kao funkcija mortaliteta nakon
pracenja od jedne godine (aritmeticka sredina RDW sa 95% intervalom

pouzdanosti)
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Statistickom analizom ispitanika koji su umrli i onih koji su Zivi nakon godine
dana nade se statisticki znacajna razlika u odnosu na volumen distribucije

eritrocita (RDW) (Z=3,818; P<0,001).



Slika 8. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja u odnosu na volumen distribucije

eritrocita — RDW medijan (15,75%).
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Analizom Kaplan-Meier krivulja prezivljenja u odnosu na medijan volumena
distribucije eritrocita (RDW) dobije se statisticki znacajna razlika u prezivljenju
uz Logrankov test Chi-square = 12,91, DF 1, P=0,0003, HR 5,0223 uz 95% CI

2,2771 — 11,0330).



Slika 9. Dodatna prognosticka vrijednost volumena distribucije eritrocita (RDW)
u bolesnika na programu kroni¢ne dijalize mjereno usporedbom povrsine ispod

ROC krivulje za: (1) RDW samostalno, (2) ECOG samostalno, i (3) ECOG plus

graduirani RDW.
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Statistickom analizom ROC krivulja za volumen distribucije eritrocita (RDW)
dobije se povrsina ispod krivulje (AUC) 0,745, uz SE 0,0553, sa 95% CI 0,648 —
0,827). Za ECOG skor dobije se povrsSina ispod krivulje (AUC) 0,834, uz SE
0,0429, sa 95% CI 0,746 — 0,901). Za kombinirani parametar koji se sastoji od
ECOG skora i graduiranog RDW dobije se povrsina ispod krivulje (AUC) 0,872,

uz SE 0,0381, sa 95% CI 0,790 — 0,930).

Nakon sto se ucini kombinirani prikaz ROC krivulja za navedene parametre (SI.
7.) statistickom analizom dobije se RDW vs. ECOG skor 95% CI (-0,0496 —
0,228); zatim RDW vs. ECOG skor 1 graduirani RDW 95% CI (0,0176 — 0,237) i
ECOG skor vs ECOG skor i graduirani RDW 95% CI (-0,0060 — 0,0818).
Zamjecuje se statisticki znacajna razlika izmedu samostalne RDW vrijednosti i

kombiniranog parametra ECOG i graduirani RDW (P=0,0229).



5. RASPRAVA

Sukladno rezultatima ovoga istrazivanja, uloga eozinofilnog kationskog
proteina kao biomarkera karotidne ateroskleroze u bolesnika koji se lijece
metodom kroni¢ne hemodijalize marginalna je. Iako rezultati talijanske
istrazivacke skupine na celu s prof. Niccolijem identificiraju ECP kao novi
biomarker koronarne ateroskleroze u opéoj populaciji,”® nasi rezultati takoder ne
potvrduju u skupini uremicnih bolesnika za segment karotidne ateroskleroze.
Naime, analizom korelacije izmedu serumskih koncentracija ECP-a i debljine
intima-medie karotidne arterije ne postize se statisticki znacajna korelacija (SI. 2.),
dok u analizi korelacije izmedu ECP-a i ukupne tezine aterosklerotskog plaka
rezultati su grani¢no znacajni za bioloske sustave u smislu povezanosti dva
parametra, ovisno o metodi koja se koristi pri analizi korelacije, kao i isklju¢enju
identificiranih ,,outlayera®. Kao ilustraciju navodim rezultat korelacije izmedu
ECP-a i surogata ateroskleroze, IMT i PS. Naime, ako bismo u statisticku analizu
uvrstili ,,outlayer kojega smo iskljucili iz analize korelacije izmedu ECP-a i
ultrazvuénih parametara ateroskleroze, dobivena vrijednost Personovog
koeficijenta korelacije znaCajno bi se mijenjala. Konkretno, za korelaciju izmedu
ECP-a i ukupne tezine aterosklerotskog plaka ukljuc¢ivanjem ,outlayera*
koeficijent Pearsonove korelacije iznosi r=0,6077 uz vrijednost P<0,0001 Sto
predstavlja nalaz znacCajan za bioloske sustave. Isklju¢ivanjem ,outlayera® iz
statisticke analize vrijednosti primaju drugaciju vrijednost r= 0,2349; P=0,0193,
doduse jos$ uvijek statisticki znacajnu, ali s manjom r-vrijednoS¢u koja eliminira
navedeni biomarker kao kljucan u bioloSkim sustavima. Obzirom na navedeno, ne
moze se u potpunosti isklju¢iti uloga ECP-a u odredenom segmentu
patogenetskog procesa aterogeneze, no nije vjerojatno je li presudna Sto nasi

rezultati isto pokazuju. Navedeni zakljucak podrzavaju i rezultati linearne



regresije izmedu serumske koncentracije ECP-a 1 ukupne tezine aterosklerotskog
plaka. Naime, ako se tezina aterosklerotskog plaka promijeni za 1 jedinicu,
predvidena promjena u prosjecnoj vrijednosti ECP-a biti ¢e 2,3803. Na tragu
istoga zakljucka su i radovi koji su inicijalno identificirali eozinofile, odnosno
ECP kao element u procesu ateroskleroze i nastanku vaskularnih bolesti.*
Obzirom da ne postoji povezanost ECP-a s IMT-om ve¢ sa PS-om, namece se
ideja da je ECP bitniji u procesu nastanka aterosklerotskog plaka odnosno
njegovoga povecanja nego u inicijalnom zadebljanju IMT karotidne arterije. No,

navedeno ostaje tek na razini hipoteze 1 zahtijeva daljnja istrazivanja.

Nakon detaljne analize rezultata talijanske skupine dolazi se do jasnog
zakljucka - 1ako je dokazana povezanost serumske koncentracije ECP-a s
tezinom ateroskleroze u koronarnim arterijama, njihovi podaci takoder pokazuju
da nema povezanosti izmedu serumskog ECP-a i destabilizacije aterosklerotskog
plaka. Takoder nisu nadene statisticki znacajne razlike izmedu specificne
populacije bolesnika sa stabilnom anginom pektoris i infarktom miokarda bez ST
elevacije.”® Temeljem navedenih rezultata zaklju¢ak talijanske skupine istrazivaca
je bio da ECP nema ulogu u destabilizaciji aterosklerotskog plaka, ve¢ se isto
pripisuje C-reaktivnom proteinu kao mjeri sustavne upalne aktivnosti koja je
glavni pokreta¢ klinicki znacajnih sindroma koji nastaju kao posljedica
destabilizacije aterosklerotskog plaka.”® Isto je klju¢no jer definira prognosticku
znaCajnost CRP-a kao zajedni¢kog nazivnika sveobuhvatnog, ali nespecifi¢nog
procesa upale. Sukladno navedenom, namece se logi¢ni zakljuCak da je
prezivljenje bolesnika definirano stupnjem stabilnosti aterosklerotske bolesti a ne
njezinom proSireno$¢u. Prema naSim rezultatima, ispitna skupina dijaliziranih
bolesnika ima znacajno viSe vrijednosti C-reaktivnog proteina u odnosu na opcéu

populaciju, sto je sukladno trenutno opcoj prihvacenoj teoriji perzistentne upale



koja je nazo¢na u populaciji dijaliziranih bolesnika i publiciranim rezultatima. ***’

U naSoj studiji, u univarijatnoj i multivarijatnoj Cox-proporcijskoj analizi C-
reaktivni protein je potvrden kao statisti¢ki znacajan prognosticki biomarker koji
jasno identificira bolesnike s poviSenim rizikom S$to je takoder sukladno ranije
publiciranim studijama.’*®’" Stanje kroni¢no izraZene upale mjerene serumskom
koncentracijom C-reaktivnog proteina i interleukina 6 indentificirano je u 50%
bolesnika na hemodijalizi, te se pripisuje kroni¢noj bubreznoj insuficijenciji.*®
Istrazivanja su povezala stupanj glomerularne filtracije (GFR) sa stupnjem
upalnog odgovora, sugeriraju¢i da je smanjena bubrezna eliminacija
proinflamacijskih citokina, a zatim njihova povecana produkcija u uremiji klju¢ni
uzrok navedenoga stanja.*” Identificirani su i drugi uzroci poviSenoga upalnog
odgovora u uremi¢nog bolesnika o ¢emu je bilo govora u uvodnom dijelu
disertacije (vidi: Uvod). Glede ECP-a dokazali smo prognosticku znacajnost u
univarijatnoj analizi. No, nakon ucinjene korekcije za poznate ¢imbenike rizika,
isto je postalo statisticki neznacajno. Navedeni rezultati uklapaju se u teoriju

destabilizacije plaka i ranije publicirane studije.’®

Naime, ECP je marker
eozinofilne aktivnosti, odnosno aktivnosti eozinofila u upali.”’ Uzroci kroni¢ne
upale kao markera destabilizacije aterosklerotske bolesti kod bolesnika na
hemodijalizi su brojni i opsezno elaborirani u literaturi.”® Nekoliko studija su

42-44 ali nakon

indentificirali eozinofile i ECP kao element aterosklerotskog plaka,
analize svih rezultata nasega istrazivanja, €ini se da serumska koncentracija ECP-a
ne predstavlja kljuéni biomarker koji bi posluzio kao korelat karotidne

ateroskleroze, pogotovo obzirom na ocitu ¢injenicu da je ukljucen samo u dijelu

upalne reakcije i kaskadne aktivacije aterogeneze.™

Nacelno, proces upale je promoviran od strane nekoliko ¢imbenika koji

mogu, ali 1 ne moraju biti povezani s procesom dijalize. To je svojevrsna



kombinacija poremecenoga imunog odgovora, odnosno odredenoga stupnja
imunodeficijencije karakteristicnoga za uremicne bolesnike i perzistirajucega
upalnog podrazaja (kontakta krvi s membranom, kontinuiranoga vaskularnog
pristupa, kvalitete vode, itd.).***° No, ¢injenica na koju nasi rezultati nedvojbeno
ukazuju je, da u uremic¢nih bolesnika serumska koncentracija ECP-a znacajno visa
u odnosu na op¢u populaciju (Tablica 6d.). Isto je sukladno ranije publiciranim
istrazivanjima>, a pripisuje se abnormalnoj homeostazi eozinofila u uremi¢nih
bolesnika. Naime, poznata je eozinofilna predominacija u kosStanoj srzi uremi¢nih
bolesnika koja je nazo¢na ¢ak i uz normalan broj eozinofila u perifernoj krvi $to
za posljedicu ima poviSene serumske koncentracije ECP-a.”'”* No usprkos
navedenome, ne treba zanemariti Cinjenicu da sam proces hemodijalize i
peritonejske dijalize nema velikoga utjecaja na klirens upalnih medijatora (IL-6,
CRP, TNF-0),” §to ostavlja moguénost perzistirajuéeg podraZaja za sekreciju

ECP-a i njegove konstantno poviSene vrijednosti.

Iako su ranije publikacije identificirale sam proces dijalize takoder kao
uzrok povisenja serumske koncentracije ECP-a,”® nasi rezultati to opovrgavaju.
Objasnjenje za navedeno nalazimo u ¢injenici da su ranija istrazivanja provedena
u 80-im godinama prosloga stolje¢a kada su u uporabi bili dijalizatori koji su se
temeljili na celulozi. Danas se u suvremenim centrima za dijalizu kao S$to je nas,
koriste biokompatibilne membrane za dijalizu s visokim protokom koje sa sobom
nose mali broj nuspojava i interakcija s krvlju bolesnika 1 znacajno smanjuju
sréano-zilni mortalitet.”* Svakako su potrebna daljnja istrazivanja koja bi uklju¢ila
viSe centara uz jasno predefinirane dijalizatore 1 viSestruka mjerenja tijekom
procesa dijalize. U ovome istrazivanju to nije bilo mogucée posti¢i obzirom na
osnovni koncept studije 1 realne mogucénosti istrazivatkoga rada u okvirima

doktorskoga studija.



Kada smo za potrebe analize podijelili ispitnu, dijaliziranu skupinu u
ovisnosti o0 medijanu ECP-a znacajna razlika se pojavila u incidenciji mozdanoga
udara/TTA. No, obzirom na mali broj mozdanih udara, na temelju istoga ne bismo

donosili konkretne zakljuCke ve¢ preporucujemo daljnja istrazivanja.

Za ocekivati je da dijalizirana skupina ima znacajno izraZenije procese
ateroskleroze karotidne arterije mjerene surogatima ateroskleroze — IMT i PS a u
odnosu na opcu populaciju. Isto se pripisuje hipotezi akcelerirane ateroskleroze i
detaljno je elaborirano u uvodu ove disertacije (vidi: Uvod) i potvrdeno
mnogobrojnim istraZivanjima.'™®’ Takoder, dijalizirana skupina bolesnika imala
je nize vrijednosti parametara crvene krvne slike u odnosu na op¢u populaciju uz
viSe apsolutne 1 relativne vrijednosti eozinofila u perifernoj krvi. Navedeni
rezultati su sukladni ranije publiciranim istrazivanjima i ne zahtijevaju daljnju
raspravu obzirom da su navedene Cinjenice ve¢ duze vrijeme opcée poznate u
internoj medicini.?** I u na%oj ispitnoj skupini jasno je vidljiva niZa koncentracija
ukupnoga kolesterola uz vise vrijednosti triglicerida u odnosu na op¢u populaciju
To potvrduje postojanje tzv. ,dijaliznog paradoksa* 1 ograni¢ava uporabu
lipidograma kao bitnog c¢imbenika stratifikacije rizika, odnosno iskljucuje
dijalizirane bolesnike iz potencijalne skupine za terapiju statinima. Isto je
dokazano u randomiziranim, kontroliranim istraZivanjima.”?® NiZe vrijednosti
aspartat-aminotransferaze 1 alanin-aminotransferaze objasnjavamo
hipervolemijom koja je nazocna u bolesnika koji se lijeCe hemodijalizom, a
navedeno je potvrdeno u recentnim istraZivanjima vezanim uz problematiku

hipoaminotransferasemije u populaciji dijaliziranih bolesnika.”

Tijekom jednogodiSnjega pracenja ukupno je preminulo 25 bolesnika.

Navedeni rezultati su sukladni rezultatima registara iz zapadno europskih



zemalja,”® no ipak su nesto lo§iji u odnosu na publicirani nacionalni hrvatski
prosjek.”” Navedeno objasnjavamo ¢injenicom da se radi o tercijarnom centru za
dijalizu koji rjeSava najkompleksnije bolesnike iz ¢itave Hrvatske, te uz kljuénu
¢injenicu da je medijan dobi u nasoj skupini bolesnika bio 4,5 godine visi u
odnosu na medijan dobi nacionalnoga registra.”’ Prema publiciranim podacima
Hrvatskog registra nadomjestanja bubrezne funkcije bolesnici koji su zapoceli s
nadomjestanjem bubrezne funkcije tijekom 2010. godine imali su medijan dobi 67

godina s rasponom od 0 do 91 godine.”’

Potvrdeni su ranije identificirani biomarkeri u literaturi kao klinicki
relevantni (dob, ECOG status, Kt/V, IMT, AF, Secerna bolest, stupanj anemije, hs-
CRP, NT-pro-BNP).**** Od analiziranih biomarkera, volumen distribucije
eritrocita (RDW) pokazao se kao najpouzdaniji, poglavito kada se kombinira s
klinickom procjenom bolesnika — ECOG statusom (Tablica 28., SI. 9.). RDW je
nezavisan prediktor sveukupnog prezivljenja u bolesnika na kroni¢noj dijalizi.
Stovise, njegova znadajnost ostaje signifikantna i nakon korekcije za validirane i
poznate biomarkere prezivljenja na hemodijalizi kao $to su NT-pro BNP i visoko
osjetljivi CRP odnosno IMT. Kada smo zbog potrebe analize podijelili bolesnike u
dvije skupine u ovisnosti o0 medijanu RDW-a od 15,75%, stopa preZivljenja je bila
znacajno niza u skupini s vis§im RDW-om. Nije bilo statisticki znacajnih razlika
izmedu navedenih skupina u ostalim testiranim varijablama S§to potvrduje
nezavisnost RDW-a. Nasi podaci po prvi puta pokazuju nezavisan i aditivan
uc¢inak RDW-a na prognozu bolesnika koji se lije¢e kroni¢nom dijalizom.
Prethodne studije u opc¢oj populaciji 1 specificnim populacijama bolesnika
identificirali su znacajnu korelaciju izmedu RDW-a 1 koncentracije hemoglobina,

MCV-a, hs CRP-a i leukocita.”®"'*



U naSoj skupini bolesnika nije bilo korelacije izmedu parametara crvene
krvne slike 1 vrijednosti RDW-a §to govori u prilog da je patogeneza poviSenog
RDW-a u uremiénih bolesnika jo§ kompleksnija u odnosu na onu u opcoj
populaciji. Kod nekih studija provedenih na dijaliziranim bolesnicima, pokazano
je da je RDW udruzen sa stanjem snizene koncentracije zeljeza. No, mi to nismo
potvrdili. Zanimljivi nalaz ¢ini poviSena incidencija mozdanog udara/tranzitorne
ishemijske atake u skupini s viSim RDW-om. Kada to usporedimo s nalazima Ani
i suradnika'®', moZe se zakljugiti da postoji moguca povezanost izmedu RDW-a i

mozdano-Zilne tromboze.

Kada se RDW kombinira s klinickom procjenom bolesnika primarno
temeljenoj na ECOG statusu, znacajno se unaprjeduje prognosticki model RDW-a
(SI. 9.). Navedeni rezultati su na tragu istrazivanja profesora Hunzikera koji je
dokazao da kombiniranje RDW-a 1 SAPS (Simplified Acute Physiology Score)-a u
jedinicama intenzivnog lijeCenja znaCajno unaprjeduje mogucénost SAPS-a da

identificira kriti¢no bolesne osobe.”

Korelacija izmedu RDW-a i albumina, atrijske fibrilacije, anamneze
mozdanog udara, zeljeza 1 uporabe beta-blokatora je bila statisticki znacajna
(marginalna), ali bez stvarne korisnosti u bioloSkim sustavima obzirom da je
vrijednost parametra korelacije r bila manja od 0,5. Isto preporucujemo kao

predmet daljnjih istrazivanja.

Ako se osvrnemo na literaturu koja se bavi mehanizmom temeljem koje se
poviSene vrijednosti RDW-a povezuju s poviSenim mortalitetom, moze se
zakljuciti da se malo toga konkretno zna. Do nedavno, smatralo se da povisene
vrijednosti RDW-a znace da je povecana destrukcija eritrocita, ili Sto je ¢eSce, da

imaju znacenje inefektivne i povecane eritrocitne produkcije koje su izrazene kod



bolesnika na dijalizi.'” RDW moze predstavljati stanje malnutricije, supresije

kostane sri ili kroni¢ne upale.'” Iako je temelj patogeneze ateroskleroze upalno
zbivanje, nije vjerojatno da je jedina relacija RDW-a i ukupnog mortaliteta vezana
uz upalni mehanizam. U prilog tome govore studije temeljem kojih je dokazano
da je rizik udruzen sa RDW-om u op¢oj populaciji nezavisan od vrijednosti CRP-
a."*'% Nagi rezultati to potvrduju i za skupinu uremi¢nih bolesnika. Trenutno

prihvaéena hipoteza temelji se na povezanosti RDW-a i oksidacijskog stresa.’

Oksidacijski stres povecava stupanj anizocitoze na nacin da uzrokuje
disrupciju eritropoeze, poremecaj strukture membrane eritrocita, Sto posljedicno
smanjuje poluvrijeme Zivota cirkuliraju¢ih eritrocita i uzrokuje povisenje RDW-
a.”* PredloZeni mehanizam takoder u obzir uzima ishemiju kao pokretatku snagu
eritrocitopoeze i otpustanja nezrelih oblika eritrocita u perifernu cirkulaciju, $to
indicira suboptimalan odgovor na oksidacijski stres.”* Navedena hipoteza jo§ nije
validirana u istrazivanjima ali predstavlja zanimljiv patofizioloski mehanizam
temeljen na dosadaSnjim spoznajama. Ono S§to ¢ini RDW  zanimljivim
biomarkerom je Cinjenica da je klinicki koristan, reproducibilan i standardiziran u

svim klinickim laboratorijima.

U ovome istrazivanju ima nekoliko ograni¢enja. Prvo, nismo bili u
mogucnosti ispitivati fluktuacije ispitivanih biomarkera tijekom vremena obzirom
na objektivni nedostatak financijskih sredstava za takvo istrazivanje. Takoder, bez
obzira na ¢injenicu da je ovo prospektivno, longitudinalno istrazivanje koje je
dizajnirano sukladno trenutno vaze¢im smjernicama, s dobrim pracenjem i
obuhvatom ispitne populacije koja predstavlja svakodnevne bolesnike u

tercijarnom centru za dijalizu, multicentricna studija s ve¢im uklju¢enjem



bolesnika dala bi dodatne odgovore, pogotovo u podrucju sekundarnih i post hoc

analiza.



6. ZAKLJUCAK

1.

3.

4.

Bolesnici koji se lijeCe metodom kroni¢ne hemodijalize imaju znacajno
izrazenije aterosklerotske promjene na karotidnim arterijama u odnosu na

op¢u populaciju, te se mogu shvatiti kao model ubrzane ateroskleroze.

U skupini bolesnika koji su lijeCeni metodom kroni¢ne hemodijalize
serumska koncentracija eozinofilnog kationskog proteina znacajno je visa
u odnosu na opcéu populaciju, no ne predstavlja kljucan biomarker

karotidne arteroskleroze.

U specificnoj populaciji uremi¢nih bolesnika serumska koncentracija
eozinofilnog kationskog proteina nema prognosticku znacajnost u smislu
biomarkera koji bi znacajno pridonosio identifikaciji bolesnika s

poviSenim sveukupnim rizikom za smrtni ishod.

Potvrdene su uloge C-reaktivnog proteina i NT-pro-BNP-a kao aditivnih 1
nezavisnih prediktora sveukupnog mortaliteta kod bolesnika na

hemodijalizi.



5. Identificiran je volumen distribucije eritrocita (RDW) kao snazan dodatni i
nezavisni prediktor sveukupnog mortaliteta u skupini bolesnika koji se

lijeCe metodom kroni¢ne hemodijalize.

6. Kada se RDW kombinira s kliniCkom procjenom stanja bolesnika znacajno
se bolje identificiraju bolesnici s poviSenim rizikom za smrtni ishod koji se

lije¢e nadomjesnim bubreznim lijeCenjem.



7. SAZETAK

Prevalencija  srcano-zilnih  bolesti u bolesnika s bubreznom
insuficijencijom na programu kroni¢ne hemodijalize je visoka. Smatra se da je
povecana prevalencija sr¢ano-zilnih bolesti u tih bolesnika uzrokovana ubrzanom
aterosklerozom koja se povezuje s tzv. ,,novim* ¢imbenicima rizika kao S§to su
visoko osjetljivi C-reaktivni protein (hsCRP), proband mozdanog natrijuretskog
peptida (NT-pro-BNP), homocistein, lipoprotein (a), upala i oksidacijski stres.
Eozinofilni kationski protein (ECP) je cink-kationski upalni protein koji se u
ljudskom organizmu nalazi uskladiSten u granulama eozinofila. Prema rezultatima
nedavnih studija serumska koncentracija ECP-a proporcionalna je proSirenosti
aterosklerotske bolesti na koronarnim arterijama te se smatra biomarkerom

koronarne ateroskleroze.

Cilj ovoga rada je istraziti povezanost eozinofilnog kationskog proteina sa
surogatima prosSirenosti ateroskleroze, ispitati ECP-a kao biomarker karotidne
ateroskleroze te istraziti postoji li prognosticka znacajnost biomarkera kao Sto su
ECP, hsCRP, volumen distribucije eritrocita (RDW)-a u odnosu na sveukupno

prezivljenje bolesnika na programu kroni¢ne hemodijalize.

Rezultati naSega istrazivanja pokazuju da bolesnici na dijalizi imaju
uznapredovale aterosklerotske promjene karotidne arterije (debljina intima-medie
- IMT 0,68+0,19; ukupna tezina aterosklerotskog plaka - PS 14,75+£14,85) 1
znacajno viSe koncentracije serumskog ECP-a (ECP 17,01+14,12) u odnosu na
op¢u populaciju (IMT 0,50+0,12, PS 6,57+3,75, ECP 10,78+9,38) (P<0,0001;
p<0,0001; P=0,0012). Temeljem naSega istraZivanja ne nalaze se statisticki
znaCajne povezanosti izmedu ECP-a i debljine intima-medie karotidne arterije

(rho 0,168, P=0,0938). Izmedu ECP-a 1 ukupne teZine aterosklerotskog plaka



karotidne arterije nalazi se statisticki znacajna, no marginalna povezanost
(r=0,234, P=0,0193). Potvrdena je prognosti¢ka znacajnost ranije validiranih
biomarkera kao $to su hsCRP, NT-pro-BNP. U univarijatnoj analizi ECP je
identificiran kao prognosticki znacajan parametar (HR 1,0322, P=0,049), no
nakon korekcije za ranije poznate ¢imbenike rizika za aterosklerotsku bolest, isti
je postao statisticki nesignifikantan. Identificiran je RDW kao snazan nezavisni i
dodatni prognosticki biomarker ukupnog prezivljenja bolesnika na programu
kroni¢ne dijalize (HR 1,5346; P=0,0028) koji je ostao statisticki znacajan i nakon

korekcije za ranije poznate ¢imbenike rizika.

U populaciji bolesnika koji se lije¢e metodom kroni¢ne hemodijalize ECP
ne predstavlja znacajan biomarker karotidne ateroskleroze, te kao takav nema
klinicki primjenjivu prognosticku znacajnost u navedenoj populaciji bolesnika.
Identificiran je volumen distribucije eritrocita (RDW) kao snazan dodatni i
nezavisni prediktor sveukupnog mortaliteta u skupini bolesnika koji se lijece

metodom kroni¢ne hemodijalize.

Kljuéne rijeci: eozinofilni kationski protein, hemodijaliza, prezivljenje, volumen

distribucije eritrocita



8. SUMMARY

Correlation of eosinophil cationic protein with severity of carotid

atherosclerosis and all-cause mortality in patients on hemodialysis

The prevalence of cardiovascular diseases in patients with renal
insufficiency treated with chronic dialysis is high. It is considered that increased
prevalence of cardiovascular diseases in this population is a result of accelerated
atherosclerosis which is associated with “new” risk factors such as highly
sensitive protein C (hs CRP), proband brain natriuretic peptide (NT-pro-BNP),
homocysteine, lipoproteine (a), inflammation and oxidative stress. Eosinophile
cationic protein (ECP) is zinc cationic protein which is stored in human organism
in the eosinophiles’ granolas. According to the recent studies serum concentration
of ECP in proportional to severity of coronary atherosclerosis, and it is considered

as biomarker of coronary atherosclerosis.

The aim of this study is to investigate the correlation between ECP and
surrogates of atherosclerosis and to investigate whether there is prognostic
significance of biomarkers such as ECP, hsCRP, red cell distribution width

(RDW) in regard to overall survival of patients on chronic hemodialysis.

Results of our research show that patients on chronic dialysis have
advanced atherosclerotic changes on carotid arteries (intima media thickness —
IMT 0,68+0,19; overall severity of plaque burden — PS 14,75+14,85) and
significantly higher serum concentrations of ECP (ECP 17,01+14,12) in regard to

general population (IMT 0,50+0,12, PS 6,57+3,75, ECP 10,78+9,38) (P<0,0001;



p<0,0001; P=0,0012, respectively). According to our results there is no
statistically significant correlation between ECP and IMT (rho 0,168, P=0,0938).
Between ECP and overall severity of plaque burden of carotid arteries there is
statistically significant, but marginal correlation (r=0,234, P=0,0193). We have
validated prognostic significance of previously known important biomarkers such
as hsCRP. In univariate Cox proportional analysis ECP is identified as statistically
significant prognostic marker (HR 1,0322, P=0,049), but after correction for
known risk factors for atherosclerosis, it became insignificant. We have identified
RDW as strong independent and additive prognostic biomarker of overall survival
of patients on chronic dialysis (HR 1,5346; P=0,0028) which remained significant

even after correction for known atherosclerotic risk factors.

In the population of patients treated with chronic dialysis ECP does not
represents significant biomarker of carotid atherosclerosis, and as such it does not
have clinical applicable value. RDW seems as an independent and additive

prognostic biomarker for overall survival of patients on chronic dialysis.

Zagreb, 2013.

Mario Sicaja, MD
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DODATAK A.

INFORMIRANI PRISTANAK

Naziv projekta: Povezanost eozinofilnoga kationskoga proteina s
uznapredovaloscéu ateroskleroze karotidne arterije i sveukupnim
prezivljenjem bolesnika na programu kroniéne hemodijalize

OSOBA ZA KONTAKT:

Glavni istraziva¢: Mario Si¢aja dr.med.
Klinika za unutarnje bolesti

Klini¢ka bolnica Dubrava

Av.Gojka Suska 6

10 000 Zagreb, Hrvatska

Kontakt telefon: 091/40 60 989

Pozivamo Vas da sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u kojem ce se istrazivati
povezanost biokemijskog parametra — eozinofilinog kationskog serumskog proteina sa
parametrima aterosklerotske bolesti kod bolesnika na lije€enju dijalizom. Ova obavijest
sadrzi bitne podatke C¢&ija je svrha pomoéi Vam da odlucite Zelite li sudjelovati u
navedenom istrazivanju. Prije pristanka vazno je pozorno procitati ovaj Informirani
pristanak. Ukoliko imate bilo kakvo pitanje nakon 3to procitate ovaj dokument postavite
pitanja lijeéniku ili osoblju koje sudjeluje u istrazivanju. Nemojte potpisivati Informirani
pristanak dok ne razumijete ovaj dokument u cijelosti.

Dosadasnje spoznaje o ovom problemu: Prevalencija sréano-Zilnih bolesti kod
bolesnika na hemodijalizi je visoka. Smatra se da uzrok akceleriranoj aterosklerozi kod
bolesnika na hemodijalizi lezi u tzv. ,novim“ ¢imbenicima rizika kao Sto su hsCRP,
homocistein, lipoprotein (a), upala i oksidativni stres. Eozinofilni kationski protein (ECP) je
cink-kationski upalni protein koji se normalno nalazi uskladisten u granulama eozinofila.
Po istrazivanju Niccoli i sur. koncentracia ECP-a  je proporcionalna rastu
aterosklerotskog plaka na koronarnim krvnim Zilama, te pokazuje da je ECP biomarker
koronarne ateroskleroze.

Svrha istrazivanja i hipoteza: Cilj ovoga istrazivanja je istraziti povezanost
eozinofiinog kationskog proteina s debljinom intima-medie karotidne arterije kao
surogatima tezine i proSirenosti ateroskleroze, ispitati ulogu ECP-a kao biomarkera
karotidne ateroskleroze, odnosno istraZiti ECP kao nezavisan prognosticki ¢imbenik kod
bolesnika na hemodijalizi.

Vasa uloga kao ispitanika: Sudjelovanje u istrazivanju je dragovoljno i ovisi
isklju¢ivo o Vama. Ovo istrazivanje je popre€no-presjecno istrazivanje s longitudinalnim
prospektivnim dijelom kod bolesnika koji se lije€e na dijalizi, a ukoliko se odludite
sudjelovati u njemu Vas$ tijek hospitalizacije zbog bolesti kao i nacin lije€enja ne¢e ni na
koji nacin biti drugaciji od onoga kojega biste imali da ne sudjelujete u istrazivanju osim
Sto ¢ée po ukljuéenju u istrazivanje biti izuzeta VaSa rutinski vadena krv za dodatne
analize, a lije€nik-istraZivaC ¢e napraviti ultrazvucni pregled karotidnih krvnih Zila. Ukupno
trajanje istraZivanja bit ¢e do godine dana od trenutka uklju€ivanja u studiju. Po isteku
godine dana moguée je da cete biti telefonski kontaktirani glede Vasega zdravstvenog
stanja.
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Moguca korist za Vas kao ispitanika: Vi mozda necete imati izravne koristi od
sudjelovanja u istrazivanju. Medutim, moguce je da ¢e se rezultati koristiti u planiranju
preventivnih mjera koje indirektno mogu biti korisne za bolesnike koji se lije¢e metodom
dijalize, no takoder je moguce da ¢e se ultrazvuénim pregledom karotidnih krvnih zila na
vrijeme prikazati stanje koje zahtjeva daljnje medicinsko lije¢enje od kojega ¢ete imati
koristi.

Moguca Steta za Vas kao ispitanika: O ovome istraZivanju ne postoje dodatni
rizici za ispitanike osim uobiajenih rizika kojima su izloZeni bolesnici tijekom dijalize.
Istrazivanje ne uklju€uje dodatne terapijske intervencije koje bi odudarale od uobi¢ajenih
dijagnostickih i terapijskih postupaka.

Nadoknade: Za sudjelovanje u istraZivanju nemate pravo na nadoknadu.

Tajnost podataka i privatnost: Rezultati svih testova bit ¢e €uvani u tajnosti.
Pristup medicinskoj dokumentaciji imat ¢e samo lije€nici koji sudjeluju u istrazivanju, te
Eticko povjerenstvo KB Dubrava i Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta. Podatci ¢e
bit obradivani elektronski, uz proceduru za zastitu osobnih podataka. Vase ime nikada
nece biti otkriveno. Druge osobe necée imati pristupa podacima osim u slu€aju zakonske
obveze.

Publiciranje rezultata: Rezultati ¢e biti prikazani na javnim skupovima, a mogli bi
biti publicirani u znanstvenim €asopisima. U svakom sluéaju Vas identitet ¢e biti zadrzan
u tajnosti.

Sudjelovanje: Na Vama je odluka Zzelite li sudjelovati ili ne. Ako odludite
sudjelovati dobit cete na potpis ovu obavijest. VaSe sudjelovanje je dragovoljno i mozete
se slobodno i bez ikakvih posljedica povuéi u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga.
Nastavit Cete se dalje lijeciti na nacin koji je uobi¢ajen za Vasu bolest.

Ovo ispitivanje je pregledalo Eticko povjerenstvo KB Dubrava i Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu, koje je nakon uvida u odredenu
dokumentaciju odobrilo istrazivanje. Ispitivanje se provodi sukladno svim primjenjivim
smjernicama, uklju€ujuci Osnove dobre klinicke prakse i HelsinSku deklaraciju. Presliku
dokumenta koji ¢ete potpisati ako Zelite sudjelovati u istraZivanju, dobit ¢ete Vi i Glavni
istrazivac.

Hvala Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom
znanstvenom istrazivanju.

Napomena: ova obavijest je sastavljena sukladno Zakonu o zdravstvenoj zastiti RH (NN
121/03) i Zakonu o pravima pacijenata RH (NN 169/04).
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SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE

ISPITANIK/STARATELJ:
Potpisivanjem ove stranice potvrdujem sljedece:

Potvrdujem da sam na meni razumljiv nacin, dostatno i prikladno informiran/informirana o
prirodi, svrsi, trajanju i rizicima ovoga istrazivanja, zajedno s €injenicom $to se od mene
oCekuje. Imao/imala sam priliku postavljati pitanja, te razumijem da je moje sudjelovanje
dragovoljno, te se mogu povuéi u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga, bez ikakvih
posliedica po zdravstvenom ili pravnom pitanju. Razumijem da mojoj medicinskoj
dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci, tj. glavni istraZivac i njegovi suradnici,
Clanovi EtiCkog povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja, te Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta. Dajem dozvolu tim pojedincima za pristup mojoj
medicinskoj dokumentaciji.

Zelim sudjelovati (suglasan/a sam sudjelovati) u navedenom znanstvenom istraZivanju.

IME | PREZIME ISPITANIKA/STARATELJA:
(velika tiskana slova)

DATUM:

POTPIS:

Osoba koja je vodila postupak obavijesti za ispitanika i suglasnost za
sudjelovanje:

IME | PREZIME (velika tiskana slova):

POTPIS:
DATUM:

GLAVNI ISTRAZIVAC NA PROJEKTU
Mario SiCaja dr.med. v.r.
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