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1. Ciljevi rada:

« Utvrditi plazmatske koncentracije i aktivnost odredenih biomarkera: BNP, troponin I, cTnhsT, cistatin
C, CRP, 1J1-8, PAI-1, AOPP, MDA, HOD, HO, HD u grupi pacijenata sa razli¢itim tipovima
kardiorenalnog sindroma i uporediti ih sa koncentracijama i aktivno$¢éu kod zdravih pojedinaca.

» Uporediti koncentracije i aktivnost ispitivanih biomarkera u odnosu na tipove kardiorenalnog sindroma i
ustanoviti njihov znac¢aj u mogucoj diferencijalnoj dijagnozi klini¢kih modaliteta ovog sindroma.

» Utvrditi meduzavisnost svih ispitivanih parametara i njihovu korelaciju sa osnovnim elementima
funkcije kardiovaskularnog i renalnog sistema, kao i sa osnovnim biohemijskim i hematolo$kim
markerima.

* Analizirati markere strukturnih i funkcionalnih o$te¢enja srca i bubrega (BNP, troponin I, cTnhsT,
cistatin C), markere inflamacije (CRP, 1J1-8, PAI-1) i markere oksidativnog stresa (AOPP, MDA, HOD,
HO, HD) i odrediti njihov znaéaj u pojedinim klini¢kim modalitetima kardiorenalnog sindroma.

+ Na osnovu parametara inflamacije kod pacijenata sa kardiorenalnim sindromom odrediti intenzitet
inflamacije, u odnosu na kontrolu i podgrupe klini¢ke grupe.

+ Kod pacijenata sa kardiorenalnim sindromom odrediti intenzitet oksidativnog stresa u odnosu na
kontrolnu grupu i podgrupe klini¢ke grupe.

» Utvrditi koji se od ispitivanih parametara izdvajaju kao nezavisni diferencijalno dijagnosticki elementi
za razvoj svih tipova kardiorenalnog sindroma. Odrediti znacaj ovih parametara nakon prilagodavanja za
godine i ja¢inu glomerulske filtracije u multivarijantnom modelu logisti¢ke regresije.

+ Ustanoviti koji se od ispitivanih parametara izdvajaju kao nezavisni markeri za razvoj akutnog i
hroni¢nog kardiorenalnog sindroma. Odrediti i njihov diferencijalno dijagnosti¢ki potencijal nakon
prilagodavanja za godine i jacinu glomerulske filtracije u multivarijantnom modelu logisti¢ke regresije.

* Uporediti medusobno promene pojedinih parametara u nastanku pojedinih tipova kardiorenalnog
sindroma i utvrditi koji se parametar izdvaja kao najznacéajniji.

+ lzdvojiti za pojedine tipove kardiorenalnog sindroma markere kojima se postize najbolja procena rizika

kod ovih pacijenata.



« Utvrditi koji od ispitivanih faktora rizika pokazuje povezanost sa poviSenim vrednostima zadatih

markera.

2. Hipoteze istrazivanja

Osnovna hipoteza istrazivanja polazi od pretpostavke da se uz pomo¢ odredenih biomarkera, u
korelaciji sa elementima funkcije kardiovaskularnog i renalnog sistema, moZe postaviti dijagnoza
kardiorenalnog sindroma, izdiferencirati klinicki modalitet i utvrditi Sta se izdvaja kao faktor rizika za
njihov nastanak.

Osnovne hipoteze istrazivanja Su:

* Nemaju svi testirani biomarkeri istu prediktivhu vrednost u odnosu na tipove kardiorenalnog
sindroma.

* He uti¢u sve ispitivane varijable jednako na porast vrednosti testiranih biomarkera.

« Cistatin C je bolji marker bubrezne funkcije u odnosu na Kkreatinin, u svim tipovima
kardiorenalnog sindroma.

« MDRD formula za izraGunavanje jacine glomerulske filtracije je jedan od vaznih prediktora u
odredivanju akutnog i hroni¢nog oblika kardiorenalnog sindroma, nezavisno od prirode primarnog
poremecaja.

» Ispitanici sa kardiorenalnim sindromom imaju visok stepen oksidativnog stresa.

» Ispitanici sa kardiorenalnim sindromom imaju visok stepen inflamacije.

« Ispitanici sa kardiorenalnim sindromom imaju izrazene promene u serumskim koncentracijama
PAI-1, kao markerom ne samo arteriosklerotskih, ve¢ i fibroznih ostefenja u kardiorenalnom
sindromu.

3. Ispitanici i metode istrazivanja

3.1 Ispitanici

Studija je obavljena na Klinici za nefrologiju Klini¢kog centra u Nisu, Klinici za kardiologiju KC
Nis§, Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u Nisu i Centru za medicinsku biohemiju KC Nis, u
periodu od marta do novembra 2013.godine. Istrazivanjem je obuhvaéeno 114 ispitanika, starijih od 18
godina, oba pola, podeljenih na klini¢ku i kontrolnu grupu. Ispitanici su bili upoznati sa predmetom
istrazivanja i potpisali su informativni pristanak.



Istrazivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Nisu (broj 01-6481-9)
i sprovedeno uz postovanje Helsinske deklaracije o medicinskim istrazivanjima i pravilima dobre klini¢ke
prakse. Kontrolnu grupu ¢&inilo je 35 zdravih osoba, muskog i Zenskog pola, koji su bili sli¢nih starosnih i
polnih karakteristika kao i klini¢ka grupa. Kod njih je na osnovu klini¢ko-anamnesti¢kih, laboratorijskih i
funkcionalnih ispitivanja isklju¢eno postojanje bilo kakvog patoloskog procesa, pre ukljuc¢enja u studiju.
Studija je dizajnirana kao uporedna studija preseka. Osnovni kriterijumi za ukljuéenje ispitanika sa
udruzenim o$te¢enjem funkcije srca i bubrega u studiju bili su:

*Postojanje ,,de novo* ili ranije dijagnostikovane, klini¢ki manifestne kardiovaskularne bolesti.

*Postojanje akutnog oStecenja bubrega ili prisustvo hroniéne bolesti bubrega u razli¢itim
stadijumima evolucije.

Svi pacijenti koji su imali malignu bolest, bilo koje etiologije, akutne i hroni¢ne inflamatorne
bolesti drugih organskih sistema, klini¢ki manifestne bolesti §titne Zlezde iskljuceni su iz studije.

Klini¢ku grupu cCinilo je 79 ispitanika, od togaje bilo 40 (50,63%) muskaraca i 39 (49,37%) osoba
zenskog pola, prose¢ne starosti 70,72+9,26 godina. Na osnovu vazeée klasifikacije kardiorenalnog
sindroma, klinicka grupa je bila podeljena u pet podgrupa. U prvoj podgrupi je bilo 20 ispitanika, 12
(60,0%) muskaraca i 8 (40,0%) Zena, prose¢ne starosti 68,40+11,09 godina, sa dijagnozom akutnog
pogorsanja funkcije srca, koje je dovelo do akutne disfunkcije bubrega ili njihovog ostecenja. Drugu
podgrupu ¢&inilo je 22 ispitanika, 12 (54,5%) muskaraca i 10 (45,5,%) Zena, prosecne starosti 74,95+6,09
godina, kod kojih je hroni¢na, progresivna slabost srca uslovila hroni¢no i progresivno pogorSanje
funkcije bubrega. Tre¢a podgrupa imala je 2 ispitanika, i oba su bila zenskog pola, prose¢ne starosti
67,00+4,24, godine. One su le¢ene zbog akutnog pogorsanja funkcije bubrega, koja je dovela do akutne
slabosti srca. Ova podgrupa nije bila detaljnije statisticki obradeni s obzirom na neadekvatan broj
ispitanika. U &etvrtoj podgrupi bilo je 22 ispitanika, 16 (12,1%) muskaraca i 6 (27,3%) Zena, prosecne
starosti 69,27+10,88 godina, sa dijagnozom hroni¢ne bolesti bubrega, koja je dovela do akutne ili
hroniéne disfunkcije srca. Petu podgrupu ¢inila su 13 ispi-tanika, 10 (76,9%) muskaraca i 3 (23,1%) Zzena,
prose¢ne starosti 70,15+6,40 godina, sa akutnom ili hroni¢nom sistemskom bole$¢u, koja je dovela do
sinhrone disfunkcije srca i bubrega.

Kod svih ispitanika odredeni su osnovni klini¢ki, funkcionalni, biohemijski i hematoloski
parametri, koji su ukljuéivali: antropometrijski profil, procenu globalne funkcije bubrega, odredivanje
albuminsko-kreatinskog odnosa iz jutarnjeg urina, odredivanje funkcionalne glomerulske rezerve, kao i
funkcionalnog statusa kardiovaskularnog sistema (merenje krvnog pritiska, elektrokardiografski i

ehokardiografski pregled).



3.2. Metode ispitivanja

3.2.1. Klini¢ki i funkcionalni parametri

Krvni pritisak je meren aneroidnim svingomanometrom, marke «CK 112» proizvodada Spirit
Medikal, prema aktuelnim preporukama za merenje krvnog pritiska. Merenje je ponavljano 3 puta, sa
pauzom od pet minuta, a zatim je na osnovu dobijenih vrednosti za sistolni (SP) i dijastolni krvni pritisak
(DP), ratunata srednja vrednost i izraZzena u milimetrima Zzivinog stuba (mm/Hg). Racunskim putem
odredene su vrednosti srednjeg arterijskog pritiska (SAP) i pulsnog pritiska (PP).

Ehokardiografsko ispitivanje je obavljeno je u Kabinetu za ehokardiografiju Klinike za
kardiovaskularne bolesti, Klini¢kog centra Ni§, uz pridrzavanje svih preporuka dobre klini¢ke prakse,
Referenca na aparatu Tosiba BHCHOH 6000 (Toshiba Co, Tokuo, Japan)® sondom 2,5 MHz,
transtorakalnim pristupom. Ovim pregledom odredivani su slede¢i funkcionalni i strukturni parametri:
ejekciona frakcija srca (EF %), end-dijastolni dijametar leve komore (EDD), end-sistolni dijametar leve
komore (ESD), debljina interventrikularnog septu-ma tokom dijastole (1VS) i debljina zadnjeg zida tokom
dijastole (DZZ). Ejekciona frakcija procenjivana je koris¢enjem Teicholz formule u M modu ili
Simpsonovog pravila u volumetrijskom izradunavanju. Na osnovu Devereuh formule i navedenih
parametara izracunata je masa leve komore (JIBM) u gramima.

Indeks mase leve komore (iLVM) dobijen je kao odnos izmedu mase leve komore i po-vrsine tela
(PT), sa napomenom da je hipertrofija postojala ako je iLVM>131g/m? za muskarce, odnosno, iLVM
>100g/m?® za zene. Debljina zida leve komore (RDZ), dobijena je kao odnos proizvoda dvostruke debljine
zadnjeg zida u dijastoli i vrednosti endijastolnog dijametra leve komore. Geometrija leve komore je
procenjenaje na osnovu dobijenih vrednosti kao ekscentri¢na, ako je debljina zida leve komore manja od
0,45cm i koncentriéna, ukoliko je debljina zida leve komore ve¢a od 0,45 cm.

Globalna funkcija bubrega procenjivana je na osnovu serumskih vrednosti kreatinina i ureje.
Funkcionalna glomerulska rezerva,odnosno jacina glomerulske filtracije izracunata je koriscenjem
sledecih formula: MDRD, CKD-EPI kreatin i CKD-EPI kreatinin-cistatin C, standardizovane prema
serumskom kreatininu, i serumskom cistatinu C, starosti, rasi, polu MDRD formula za izra¢unavanje JGF,
zahtevala je koris¢enje NKDEP kalkulatora, a neophodni parametri za izraGunavanje su, pored serumskih
vrednosti kreatinina bili starost, pol i rasna pripadnost.



3.2.2. Laboratorijske analize

Uzorkovana krv je centrifugirana 15 minuta na 1000/obrtaja nakon ¢ega je izdvojeno 5ml seruma,
koji je zamrznut na -800 C. Hematolo$ki parametri odredivani su na Nihon Kohen Celltac OH ® japanske
prozvodnje standardnom metodom, a osnovni biohemijski parametri na automatskom analizatoru sa
fotometrijskim testom Marke ERBA Mannheim XJI 600® nemacke proizvodnje, sa komercijalno
nabavljenim testovima marke ERBA Diagnostics Mannheim GMBH, Baden-\¥urttemberg Germanu.
Vrednosti elektrolita u serumu Ha, K i Ca, merene su na analajzeru marke Roche 9181®.

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije C-reaktivnog proteina

Serumske  koncentracije  C-reaktivnhog proteina (CRP) odredivane su  kvantitativno
nefelometrijskim testom na analajzeru «Orion Diagnostica»-«Turboh®». Test za merenje CRP-a oznacava
te¢nu fazu imunoprecipitacionog testa sa nefelometrijskim ,,end-point“ odredivanjem. Antiserum CRP je
razblazivan u puferu i dodavan odredenoj koli¢ini seruma pacijenta. Nakon inkubacije, merena je
disperzija svetlosti, uzrokovana kompleksima antigen-antitelo. Nastala disperzija svetlosti bila je direktno
proprcionalna koncentraciji CRP-a u uzorku. Prekalibracija krive definisana je specifiénim parametrima na
magnetnim karticama. Pomoc¢u rastvora kalibratora koji se nalazi u sistemu, izvedena je ,sing point®
kalibracija jedne tacke za proveru krive tokom testa. Rezultati su izrazeni kao u jedinicama koncentracije
mg/l.

3.2.2.2. Odredivanje koncentracija BNP-a, troponina I, hs troponina T i CK MB

Koncentracije BNP, troponina | i CK MB, odredivani su na aparatu Architect Abbott®, a hs
troponin na T Cobas 411 Roche® u Centru za medicinsku biohemiju KC Ni§. U uzorak plazme su
dodavane mikropartikule sa antiserumom-BNP, a reakcija je procenjivana kao odnos koli¢ine BNP i
relativnih lakih jedinica-RLUs ,relative light units“. Jedinice u kojima je izrazena koncentracija su bile
pg/ml, sa referentnim vrednostima ispod 100pg/ml. Za utvrdivanje koncentracije troponina | koris¢ena je
CMIA tehnologija. Pomoc¢u rastvora kalibratora, koji se nalazi u imunoesej kompletu i koncentracije
troponina | izvedena je standardna kriva tokom testa, a rezultati su izrazeni u ng/ml.



3.2.2.3. Odredivanje koncentracija AOPP, MDA, HOD, HO, HD, PAI-1, IL-8 i Cistatina C

Na Institutu za biohemiju Medicinskog fakulteta u Nisu radene su sledec¢e analize: produkti
oksidativne modifikacije proteina u plazmi (AOPP),malonildialdehid u plazmi (MDA), aktivnost ksantin
oksidoreduktaze,(HOD) ksantin oksidaze (HO) i ksantin dehidrogenaze (HD), interleukin 8 (1J1-
8),inhibitor aktivatora plazminogena (PAI-1 i serumski cistatin C. Oksidacija proteina odredivana je preko
AOPGT u plazmi, pomoc¢u hloramin T rastvora, sa kalijum-jodidom absorbovanim na talasnoj duzini od
340nm i izrazena je u cM.

Malondialdehid (MDA) je, kao krajnji produkt lipidne peroksidacije, odredivan u plazmi
modifikovanom TBA (tiobarbiturna kiselina) metodom (J1ed\\'ozu\¥ i cap., 1986). Koncentracija MDA
izrazena je u cmol/l. Aktivnost ksantin oksidaze (HO) merena je po metodi Kizaki i Sakurade, baziranoj
na oslobadanju mokraéne kiseline, gde je ksantin koris¢en kao substrat. Aktivnost je izrazena u U/l. PAI-1
(DSE 100), 1J1-8 (D8000C) i cistatin C (DSCTCO) su mereni u plazmi, upotrebom komercijalnih EJLISA
kitova, R&D Sustems, S)uantikine, Abingdon, United Kingdom.

3.3 Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka obrada radena je u programskom paketu SPSS 16.0. Dobijeni rezultati su prikazani
tabelarno i graficki, uz tekstualni komentar. Od osnovnih deskriptivnih statisti¢kih parametara kori§éene
su standardne statisticke metode za kvalitativnu i kvantitativhu procenu dobijenih rezultata: apsolutni
brojevi, relativni brojevi (%), aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija (SD). Normalnost distribucije
individualnih vrednosti ispitivana je Kolmogorov-Smirnov testom ili Shapiroilk-ovim testom u zavisnosti
od veli¢ine uzorka. Za ocenu znacajnosti razlike (p) izmedu ispitivanih vrednosti merenih kod dve grupe
ispitanika koris¢en je t-test ili Mann-Vitnijev U test, u zavisnosti od distribucije podataka. Za testiranje
znaéajnosti razlike izmedu viSe grupa koris¢ena je ANOVA ili Kruskal-Ballisov test u zavisnosti od
distribucije podataka. Kao post hoc analiza kod ANOVA-e kori§¢en je Tukuev test, a kod Kruskal-
Ballisovog testa Mann-Bhitnijev U test. Za testiranje statisticke znacajnosti razlika apsolutnih frekvencija
medu uzorcima koris¢en je Fisher-ov test egzaktne verovatnocée, ukoliko je apsolutna frekvencija bila
manja od 5. Za testiranje povezanosti nezavisnih promenljivih, sa kontinuiranom zavisnom promenljivom,
primenjena je visestruka regresiona analiza.Za testiranje potencijalnih faktora sa dihotomnom zavisnom
promenljivom kori$¢ena je univarijanta i multivarijanta logisticka regresija. Za ispitivanje jacine
povezanosti izmedu dve promenljive koris¢ena je korelaciona analiza, tj. koeficijent proste linearne
korelacije za normalnu distribuciju ili Spirmanov koeficijent rang korelacije



za distribuciju, koja nije normalna. Statisticka hipoteza testirana je na nivou znaéajnosti za rizik od
a=0,05, tj. razlika medu uzorcima smatra se znac¢ajnom ako je p=0,05.

4.Rezultati

Nije bilo znac¢ajnih odstupanja u demografskim karakteristikama izmedu posmatranih grupa, a
razlike su postojale u indeksu telesne mase, koji je bio znaéajno visi (p<0,001) kod ispitanika klini¢ke
grupe. Znacajne razlike nadene su i u parametrima krvnog pritiska, sa visim vrednostima sistolnog
(p<0,001), dijastolnog (p=0,031), srednjeg arterijskog (p=0,012) i pulsnog pritiska (p=0,001) u klini¢koj
grupi.

Nakon poredenja osnovnih laboratorijskih parametara ispitanika klini¢ke i kontrolne grupe,
dobijene su znacajne razlike u slede¢im vrednostima: hemoglobina (p=0,048), glikemije (p<0,001),
kreatinina (p<0,001), mokraéne Kkiseline (p=0,002), ureje (p<0,001), albumina (p=0,002), urinarnog
albuminsko-kreatininskog odnosa (UAK) (p=0,030), vrednosti fosfora (p=0,049), fosfokalcemiénog
proizvoda (p=0,035) i koncentracije triglicerida (p=0,001).

Poredenjem parametara funkcionalnog i strukturnog statusa kardiovaskularnog sistema klini¢ke i
kontrolne grupe dobijene su znadajne razlike u vrednostima: EDD (p<0,001), ESD (p<0,001), IVS
(p=0,010), DZZ (p=0,001), LVM (p<0,001), QT (p=0,015) i EF (p<0,001). RDZ i trajanje QPC nisu
pokazali razlike u odnosu na kontrolu. Poredenjem parametara funkcionalnog statusa bubreznog sistema
klini¢ke i kontrolne grupe, dobijene znacajne razlike u svim ispitivanim varijablama. Klirens kreatinina,
ra¢unat MDRD forumulom bio je znacajno nizi u klini¢koj u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001), kao i
radunat preko EPI formule (p<0,001) i preko serumskog cistatina C (p<0,001).

Svi ispitivani biomarkeri pokazali su znacajno viSe vrednosti u klini¢koj u odnosu na kontrolnu
grupu: BNP (p<0,001), ¢Tnl (p=0,001), cTnhsT (p<0,001), cistatin C (p<0,001), AOPP (p<0,001), MDA
(p<0,001), HOD (p<0,001), HO (p<0,001), HD (p<0,001), IL-8 (<0,001), PAI-1 (<0,001) i CRP(<0,001).

Poredenjem osnovnih demografskih i klini¢kih karakteristika ispitivanih podgrupa klini¢ke grupe
nisu nadene razlike ni u jednom parametru: Izmedu osnovnih hematoloskih i bichemijskih parametara, sa
znacajnim razlikama izmedu podgrupa, u vrednostima TIBC (p=0,009), ureje (p=0,030), UAK (p=0,05),
Na (p=0,014), CK (p=0,022) i koncentracije triglicerida (p=0,031). Ostali ispitivani parametri nisu
pokazali zna¢ajnost tokom poredenja.

Razlike izmedu ispitivanih biomarkera, sa statistickom znaéajno$¢u koja je nadena u
koncentracijama c¢Tnhs (p=0,025), AOPP (p=0,009) i PAI-1 (p=0,011).



Vrednosti BNP, c¢Tnl, cistatina C, MDA, HOD, HD, HO, 1J1-8 i C-reaktivnog proteina, nisu
pokazale znacajne razlike medu ispitivanim podrupama.

U podgrupama akutnog i hroniénog kardiorenalnog sindroma analizirani su laboratorijski
parametri. lzdvojile su se znacajne razlike u vrednostima serumskog gvozda (p=0,019), TIBC (p=0,034),
kreatinina (p=0,040) i koncentraciji albumina (p<0,001) u podgrupi sa akutnim oblikom ovog sindroma.

Poredeni su i parametri funkcionalnog statusa kardiovaskularnog sistema (EDD, ESD, IVS, DZZ,
JTBM, RDZ, QPC, QT i EF) u odnosu na oblik kardiorenalnog sindroma, ali bez znacajnih razlika u
njihovim vrednostima. Poredenjem vrednosti ispitivanih biomarkera jedina znacéajnost dobijena je u
vrednostima CRP-a (p<0,001).

Korelaciona analiza parametara anemije sa ejekcionom frakcijom i indeksom mase leve komore i
ispitivanom funkcionalnom glomerulskom rezervom bubrega u klinickoj grupi je dokazala znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu slede¢ih parametara: koncentracije hemoglobina i funkcionalne glomerulske
rezerve, ratunate MDRD formulom (r=0,498, p<0,001), zatim istog parametra ra¢unatog pomocu EPI
cistatin C formule (r=0,361, rF=0,006), kao i EPI kreatinin/cistatin C formule (r=0,439, p<0,001). Ostale
pozitivne korelacije su bile: TSAT% i EPI cistatin C (r=0,314, p=0,036) i serumska koncentracija gvozda
i funkcionalna glomerulska rezerva (MDRD) (r=0,327, p=0,030). Znacdajna negativna korelacija postojala
je izmedu koncentracija hemoglobina i cistatina C (r=-0,403, p<0,001).

Istom statistickom analizom u kardiorenalnom sindromu tip 1 su pronadene znacajne pozitivne
korelacije izmedu slede¢ih parametara: koncentracije hemoglobina i funkcionalne glomerulske rezerve
(MDRD) (r=0,740, p=0,004) i funkcionalne glomerulske rezerve (EPI kreatinin/cistatin C) (r=0,540,
p=0,031), zatim koncentracije serumskog Fe i funkcionalne glomerulske rezerve (EPI cistatin C)
(r=0,685, p=0,042) i TIBC i funkcionalne glomerulske rezerve (MDRD) (r=0,866, p=0,005).
Korelacionom analizom podataka u kardiorenalnom sindromu tip 2 kao pozitivne korelacije izdvojile su
se TSAT% i funkcionalna glomerulska rezerva (MDRD) (r=0,593, p=0,033), kao i serumsko Fe, koje je u
pozitivnoj korelaciji sa istim parametrom bubrezne funkcije (r=0,588, p=0,035). Kod pacijenata sa
kardiorenalnim sindromom tip 4 postojala je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije
hemoglobina i funkcionalne glomerulske rezerve (MDRD) (r=0,797, p=0,010).

Korelacionom analizom parametara metabolizma Ca i P sa ejekcionom frakcijom, indeksom mase
leve komore i ispitivanom funkcionalnom rezervom bubrega u klini¢koj grupi statisticki znacdajna
pozitivna korelacija nadena je izmedu izmedu: fosfora i cistatina C (r=0,353, p=0,008), CahP i ejekcione
frakcije (r=0,280, p=0,045) i CahP i cistatina C (r=0,268, p=0,046), dok je negativna korelacija uo¢ena
izmedu: fosfora i MDRD (r=-0,334, p=0,033), fosfora i EPI cistatina C (r=-0,341, p=0,010) i CahP i EPI
cistatina C (r=-0,277 p=0,039).



Analizom istih podataka u prvoj klini¢koj podrgupi statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija
nadena je izmedu: cistatina C i alkalne fosfataze (r=0,750, p=0,013),a znaéajna negativna korelacija
izmedu: koncentracije fosfora i EPI cistatina C (r=-0,586, p=0,028).

U podgrupi pacijenata sa drugim tipom kardiorenalnog sindroma znacajna pozitivna korelacija
uodena je izmedu: fosfora i cistatina C (r=0,604, p=0,008) i CahP i cistatina C (r=0,579, p=0,012), dok je
negativna korelacija pronadena izmedu: fosfora i MDRD (r=-0,658, p=0,014), fosfora i EPI cistatina C
(r=-0,499, p=0,035) i CahP i MDRD (r=-0>751 p=0,003).

Korelacionom analizom ispitivanih biomarkera kod ispitanika u klini¢koj grupi utvrdene su
pozitivne korelacije izmedu koncentracija BNP-a i 1J1-8 (r=0,387, p=0,006), BNP-a i cTnhsT (r=0,518,
p=0,001), BNP-a i cistatina C (r=0,447, p=0,001) i BNP-a i CRP-a (r=0,306, p=0,046), dok je negativna
korelacija uo¢ena izmedu BNP-a i aktivnosti MDA (r=-383, p=0,007). Negativne korelacije postojale su
izmedu aktivnosti MDA i koncentracija IL-8 (r=-0,237, p=0,038), MDA i cTnhsT (r=-0,321, p=0,009) i
MDA i cistatina C (r=-0,315, p=0,005). Aktivnost HOD stajala je u pozitivnoj korelaciji sa HD (r=0,942,
p<0,001), a aktivnost HO u pozitivnoj vezi sa Tnl (r=0,522, p=0,009) i negativnoj korelaciji sa HD (r=-
0,423, p<0,001). Koncentracija 1JT-8 bila je u pozitivhoj vezi sa koncentracijama cTnhsT (r=0,427,
p<0,001) i sa koncentracijama CRP-a (r=0,411, p=0,001), koncentracija PAI-1 sa koncentracijom cTnhsT
(r=0,558, p<0,001), Tnl sa koncentracijom cTnhsT (r=0,852, p<0,001), a c¢TnhsT sa cistatinom C
(r=0,338, p=0,006) i CRP (r=0,358, p=0,011). Cistatin C stajao je u pozitivnoj vezi sa koncentracijom
CRP-a (r=0,510, p<0,001).

Kod ispitanika sa kardiorenalnim sindromom tip 1 korelaciona analiza je pokazala znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu slede¢ih biomarkera: BNP-a i ¢cThnsT (r=0,829, p=0,042), BNP-a i cistatina
C (r=0,667, p=0,05), BNP i CRP-a (r=0,759, p=0,048), aktivnosti HOD i HD (r=0,924, p<0,001), 1J1-8 i
cTnhsT (r=0,871, p<0,001), 1J1-8 i cistatina C (r=0,741, p<0,001), cThnsT i Cistatina C (r=0,775,
p=0,001) i cistatina C i CRP-a (r=0,768, p=0,004). Znacajna negativna korelacija postojala je izmedu
koncentracija MDA i IL-8 (r=-0,579, p=0,007), MDA i cThnsT (r=-0,564, p=0,028) i MDA i CRP-a (r=-
0,737, p=0,006) Ostali ispitivani parametri nisu pokazali zna¢ajnu korelaciju.

Uocene su pozitivne korelacije kod ispitanika sa kardiorenalnim sindromom tip 2 izmedu sledecih
parametara: aktivnosti HOD i HD (r=0,864, p<0,001), IL-8 i PAI-1 (r=0,522, p=0,015), IL-8 i Tnl
(r=0.982, p=0,018), IL-8 i CRP-a (r=0,587, p=0,013), cThnsT i cistatina C (r=0,480, p=0,044), cThnsT i
CRP-a (r=0,674, p=0,006) i cistatina C i CRP-a (r=0,755, p<0.001). Znacajna negativna korelacija u istoj
grupi pacijenata postojala je izmedu: aktivnosti HO i ¢cTnhsT (r=-0,614, p=0,005), kao i aktivnosti HO i
cistatina C (r=-0,498, p=0,022).



Kod ispitanika sa kardiorenalnim sindromom tip 4, korelaciona analiza je pokazala znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu slede¢ih biomarkera: BNP-a i ¢cThnsT (r=0,753, p=0,003), BNP-a i cistatina
C (r=0,653, p=0,011), koncentracija AOPP i MDA (r=0,490, p=0,024), aktivnosti HOD i HD (r=0,825,
p<0,001), HO i Tnl (r=0,782, p=0,022), IL-8 i PAI-1 (r=0,561, p=0,007) i koncentracija Tnl i cThnsT
(r=0,984, p<0,001), kao i cThnsT i cistatina C (r=0,591, p=0,006). Znacajna negativna korelacija
postojala je izmedu aktivnosti HO i HD (r=-0,447, p=0,037).

Korelacionom analizom u kardiorenalnim sindromu tip 5 dokazane su znadajne pozitivne
korelacije izmedu: BNP i 1J1-8 (r=0,879, p=0,002), aktivnosti HOD i HD (r=0,841, p<0,001), IL-8 i PAI-
1 (r=0,643, p=0,018), IL-8 i Tnl (r=0,918, p=0,028), IL- 8 i CRP-a (r=0,642, p=0,033), koncentracija Tnl
i cThnsT (r=0,969, p=0,031) i koncentracija cThnsT i cistatina C (r=0,791, p=0,004). Statisti¢ki znaéajna
negativna korelacija postojala je izmedu koncentracije Tnl i plazmatske aktivnosti HOD (r=- 0,975,
p=0,005).

U univarijantnom logistickom modelu, kao nezavisni faktori rizika za nastanak kardiorenalnog
sindroma, kod ispitanika u klini¢koj grupi, izdvojili su se muski pol (p=0,012), prisustvo krvnog pritiska
(p=0,001), smanjenje jacine glomerulske filtracije, racunate MDRD (p=0,009), porast koncentracije
cistatina C (p=0,010), AOPP-a (p=0,006) i MDA (p=0,002), porast aktivnosti HOD (p=0,009) i HD
(p=0,020), kao i koncentracije CRP-a (p=0,037).

U univarijantnom logistickom modelu, kao faktori rizika za nastanak kardiorenalnog sindroma tip
1 izdvojile su se vrednosti ¢cThsT (p=0,05), HOD (p=0,035) i HO (p=0,048).

U univarijantnoj analizi, kao nezavisni faktori rizika za razvoj kardiorenalnog sindroma tip 2,
izdvojili su se: godine zivota (p=0,004), prisustvo poviSenog krvnog pritiska (p=0,025) i plazmatske
koncentracije AOPP (p=0,003) i MDA (p=0,017).

U multivarijantni model su uklju¢ene varijable sa statistiCkom znaéajno$¢u p<0,010, a kao faktori
rizika za nastanak kardiorenalnog sindroma tip 2 izdvojili su se starost (p=0,023) i koncentracija MDA u
plazmi (p=0,036).

Univarijantni model, za razvoj kardiorenalnog sindroma tip 4, pokazao je da je faktor rizika
povisena vrednost PAI-1 u plazmi (p=0,004). Ista statisticka metoda pokazala je da je za nastanak
kardiorenalnog sindroma tip 5 prisustvo Secerne bolesti (p=0,002) bilo faktor rizika, kao i urinarni
albuminsko-kreatinski odnos (p=0,027) i poviSene vrednosti cistatina C u plazmi (p=0,037).

U univarijantom logistickom modelu za razvoj akuthog oblika kardiorenalnog sindroma, kao
faktori rizika izdvojili su se: prisustvo krvnog pritiska (p=0,043), jacina glomerulske filtracije MDRD
(p=0,028), koncentracija cistatina C (p=0,038), aktivhost HOD u plazmi (p=0,037) i koncentrcija CRP-a
(p<0,001). Isti parametri analizirani su i u multivarijantnom logistickom modelu, sa statistiCkom
znadajno§éu p<0,010, kada je dobijeno da se jac¢ina glomerulske filtracije, merena MDRD formulom,
izdvaja kao faktor rizika (p=0,046), kao i koncentracija CRP-a (p=0,003).



U univarijantnom logistickom modelu, za nastanak hroni¢nog kardiorenalnog sindroma, kao
faktor rizika izdvojili su se starost pacijenata (p=0,002) i poviSena koncentracija CRP-a (p=0,001). U
multivarijantni model su ukljuéene varijable sa statistickom znaéajno$¢u p<0,010. Kao znacajni faktori
rizika, korigovani za ostale varijable u modelu, izdvojili su se starost pacijenata (p=0,002), koncentracija
PAI-1 (p=0,032) i CRP-a (p<0,001). Metodom visestruke regresione analize, porast koncentracije IL-8 u
plazmi, se izdvojio kao statisti¢ki znacajan faktor rizika za porast indeksa mase leve komore, (p=0,029).
Kao faktori rizika za smanjenje vrednosti MDRD izdvojili su se godine zivota (p=0,010) i koncentracija
triglicerida u plazmi (p=0,049).

5. Diskusija

Udruzene bolesti srca i bubrega predstavljaju specifi¢an klini¢ki entitet sa slozenim
patogenetskim mehanizmima nastanka i evolucije. Postojanje disfunkcije ova dva organska sistema stoji u
uzajamnoj vezi sa poremecéajima osnovnih regulatornih mehanizama oc¢uvanja homeostaze organizma i
¢ine “zacarani krug” uzroka i posledica. To je i razlog da mortalitet pacijenata sa razli¢itim tipovima
kardiorenalnog sindroma bude znaéajno visi nego u slucajevima izolovanih o$teé¢enja srca ili bubrega.
Aktuelno je pitanje kako prevenirati nastanak ovih poremecaja, odnosno kako ih otkriti u ranoj fazi i koji
su to faktori rizika koji predisponiraju njihovu pojavu. Odgovor na ova pitanja bi omogucio sprovodenje
odgovaraju¢ih metoda le¢enja, zasnovanih na principima patogenetski uslovljene terapije. Nasi rezultati o
ucestalosti prvog tipa kardiorenalnog sindroma (25,32%) se slazu sa navedenim literaturnim podacima,
sindroma, odnosno najveci broj pacijenata je imao drugi (27,85%), tj ¢etvrti tip ovog sindroma (27,8%).

Pri bilo kojoj vrednosti sistolnog krvnog pritiska, pulsni pritisak visi od 50 mm/Hg korelie sa
porastom rizika za smrtni ishod. Nasi rezultati pokazali su da su pacijenti sa kardiorenalnim sindromom
imali zna¢ajnu razliku u vrednostima sistolnog, dijastolnog i srednjeg arterijskog, kao i pulsnog pritiska u
odnosu na kontrolu, ali nije bilo znaéajnih odstupanja u odnosu na posmatrane parametre krvnog pritiska
u podgrupama pacijenata sa kardiorenalnim sindromom.

Dokazali smo, ono $to tvrdi i ve¢ina drugih autora, da su godine starosti faktor rizika za pojavu i
razvoj kardiorenalih sindroma, bez obzira da li je u pitanju primarna disfunkcija srca ili bubrega.
Ucestalost bolesti srca znacajno raste sa starenjem, $to je nesumnjivo vezano za promenu niza fizioloskih
mehanizama, kao i visok komorbiditet u populaciji starih.



Znacajne razlike su uocene kod pacijenata u klini¢koj grupi u poredenju sa kontrolom u
vrednostima hemoglobina, glikemije, kreatinina, mokra¢ne Kkiseline, ureje, albumina, urinarnog
albuminsko-kreatininskog odnosa, fosfora i fosfo-kalcemiénog proizvoda. Osim toga postojala je i
znacajna razlika izmedu klini¢ke i kontrolne grupe u poredenim parametrima funkcionalnog i strukturnog
oStecenja miokarda, u vrednostima sistolnog, dijastolnog, pulsnog i srednjeg arterijskog krvnog pritiska,
kao i izmedu svih parametara kojima je procenjivana ja¢ina glomerulske filtracije, klirensa kreatinina
merenog MDRD, EPI i EPI cistatina C. Statisti¢ki znacajne razlike su postojale izmedu svih ispitivanih
biomarkera u klini¢koj u odnosu na kontrolnu grupu: koncentracija BNP, c¢Tnl, cTnhsT, cistatina C,
AOPP, MDA, plazmatske aktivnosti HOD, HO, HD, kao i koncentracija 1J1-8, PAI-1 i CRP-a.

Kao nezavisni faktori rizika za razvoj kardiorenalnog sindroma tip 1 izdvojili su se koncentracija
visokosenzitivnog troponina i aktivnosti HOD i HD u plazmi, a za razvoj kardiorenalnog sindroma tip 2
izdvojili su se starost pacijenata, prisustvo visokog krvnog pritiska, koncentracije AOPP i MDA. Nakon
multivarijantog prilagodavanja kao faktori rizika i dal>e su bili starost i koncentracija MDA. Od
ispitivanih biomerkera kao faktor rizika za nastanak kardiorenalnog sindroma tip 4 izdvojila se samo
koncentracija PAI-1 u plazmi. Kao nezavisni faktori rizika za razvoj kardiorenalnog sindroma tip 5
izdvojili su se prisustvo Secerne bolesti, urinarni albuminsko-kreatinski odnos i koncentracija cistatina C
u plazmi. Kao nezavisni faktori rizika za razvoj akutne forme kardiorenalnog sindroma izdvojili su se
prisustvo krvnog pritiska, jac¢ina glomerulske filtracije procenjena MDRD formulom, koncentracija
cistatina C, aktivnost HOD i koncentracija CRP-a. Nakon multivarijantnog prilagodavanja kao faktori
rizika izdvojili su ja¢ina glomerulske filtracije procenjena MDRD formulom, kao i visoka koncentracija
CRP-a, a za razvoj hroni¢ne forme kardiorenalnog sindroma izdvojili su se godine ispitanika, kao i visoka
koncentracija CRP-a. U multivarijntnom modelu znacaj faktora rizika zadrzali su starost ispitanika, kao i
visoke plazmatske koncentracije CRP-a i PAI-1.

Ni jedan od ispitivanih hematologkih i biohemijskih parametara, kao ni ispitivanih biomarkera se
nije izdvojio kao faktor rizika za smanjenje vrednosti ejekcione frakcije. Kao faktor rizika za porast
indeksa mase leve komore izdvojila se visoka plazmatska koncentracija 1J1-8. Kao faktori rizika za
smanjenje jacine glomerulske filtracije merene MDRD forumulom izdvojili su se starost pacijenata i
visoke koncentracije triglicerida, PAI-1 i CRP-a, dok je aktivnost HD dokazana kao protektivni faktor.



6. Originalni doprinos doktorske disertacije

Rezultati ove disertacije ukazuju da su mehanizmi nastanka kardiorenalnog sindroma izuzetno
kompleksni i da u diferencijaciji pojedinih tipova i oblika ovog patofizioloskog stanja vaznu ulogu igra
odredivanje biomarkera, koji direktno upuc¢uju na prisustvo obostranog ostec¢enja srca i bubrega. Samim
tim imaju veliki znacaj u brzoj proceni postojanja kardiorenalnog sindroma i njegove klini¢ke
manifestacije.Analizirani biomarkeri: BNP, troponin I, cTnhsT, cistatin C, CRP, IL-8, PAI-1, AOPP,
MDA, HOD, HO, HD ukazuju da kod svakog tipa kardiorenalnog sindroma postoje sloZeni
etiopatogenetski mehanizmi u kojima znacajnu ulogu igraju akutni i hroni¢ni inflamatorni proces,
oksidativni stres, strukturne promene na kardiovaskularnom i renalnomsistemu,poéevsi od ishemijskih
o$tecenja, preko fibroznih i degenerativnih promena.

Poseban znacaj ima odredivanje markera funkcionalnog oS$te¢enja bubrega, cistatina C, jer je
dokazano da cistatin C predstavlja mnogo bolji parametar procene bubreznefunkcije,pogotovu kod pacijena
sindroma, bez obzira da li se radi o primarnom oste¢enju srca, koja je dovelo do disfunkcije bubrega ili
primarnom bubreznom oS$te¢enju koje je dovelo do disfunkcije srca. ldentifikacija faktora rizika je od
velikog znacaja, s obzirom da su oni direktno povezani sa pojedinim tipovima kardiorenalnog sindroma,
§to svakako ima ulogu, ne samo u njihovom prepoznavanju, ve¢ i u brzom otkrivanju i preveneniranju

tezih oStecenja.
7. Da li su rezultati u skladu sa predlogom i postavljenom radnom hipotezom
Svi rezultati su u skladu sa postavljenom hipotezom i postavljenim ciljevima.
8. Rad koji se odnosi na temu doktorske disertacije:
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Zakljucak

Na osnovu detaljne analize uradene doktorske disertacije Klini¢ki modaliteti kardiorenalnog sindroma n
znacaj pojedinih biomarkera u njihovoj proceni Komisija je jednoglasno zahljucila da se radi o ornginalnom
nauénom istraZivanju iz oblasti patofiziologije, nefrologije, kardiologije i klini¢ke biohemije. Metodoloski
pristup je savremen i sistemati¢an, kao i interpretacija dobijenih rezultata. U zakljucku istraZivanja dati su
jasni odgovori na prethodno postavljsne ciljeve.

Rezultati ove disertacije predstavljaju znacajan doprinos medicinskoj nauci, jsr omogucéavaju adekvatnu
identifikaciju pacijenata sa razli¢itim tipovima, odnosno oblicima kardiorenalnog sindroma. Pogotovo je vazno da
se na pravovremeni nacii napravi brza diferencijacija akutne i hroni¢ne forme ovog sindroma, $to je od velikog
znacaja za svakodnevnu klini¢ku praksu.

Od posebnog interesa je §to je potenciran znacaj pojedinih biomarkera koji bi mogli da budu koris¢eni za
procenu udruzenog oStecenja oba organa, jer su u dosada$njoj praksi, uglavnom, koris¢eni markeri koji su se
odnosili isklju¢ivo na poremecaje samo srca ili bubrega, kao izdvojenih sistema.

Komisija sa zadovoljstvom predlaze Nau¢no-nastavnom veéu Medicinskog fakulteta v Nisu da dr Danijeli
Tasi¢ odobri odbranu doktorske disertacije.

Nsp, 10.02.2015.

Komucuja

Tlpod. np Mapuss Jlessanus Wb, mpeace HrK

Ipod. np Coma PaaerxkoBull, MeETOD U 4iaH

— o - \n G \
B bk =) r—e Al s\ (o
A

Mpod. ap Ha:\»,ap Tonoporuh, wnan
2 UN

[Ipod. ap lopaana Konrh, aran

7, -'?u’[’ﬂi g,
é(/f;/.c sy VeV
¢

3
Y
e

[Tpod. ap Munera [lockyprua, LiaH
AU gy
7 1 P

i



Originalni doprinos doktorske disertacije

Klinicki modaliteti kardiorenalnog sindroma i znacaj pojedinih biomarkera u njihovoj
proceni

Rezultati ove disertacije ukazuju da su mehanizmi nastanka kardiorenalnog sindroma izuzetno
kompleksni i da u diferencijaciji pojedinih tipova i oblika ovog patofizioloSkog stanja vaznu ulogu igra
odredivanje biomarkera, koji direktno upucuju na prisustvo obostranog ostec¢enja srca i bubrega. Samim
tim imaju veliki znacaj u brzoj proceni postojanja kardiorenalnog sindroma i njegove klinic¢ke
manifestacije.Analizirani biomarkeri: BNP, troponin I, cTnhsT, cistatin C, CRP, IL-8, PAI-1, AOPP,
MDA, HOD, HO, HD ukazuju da kod svakog tipa kardiorenalnog sindroma postoje sloZeni
etiopatogenetski mehanizmi u kojima znaajnu ulogu igraju akutni i hroni¢ni inflamatorni proces,
oksidativni stres, strukturne promene na kardiovaskularnom i renalnom sistemu, pocevsi od ishemijskih
oStecenja, preko fibroznih i degenerativnih promena.

Poseban znacaj ima odredivanje markera funkcionalnog oS$te¢enja bubrega, cistatina C, jer je
dokazano da cistatin C predstavlja mnogo bolji parametar procene bubrezne funkcije, pogotovu kod
pacijenata sa akutnom formom kardiorenalnog sindroma, bez obzira da li se radi o primarnom 0000
oStecenju srca ili bubrega oStecenju srca, koja je dovelo dodisfunkcije bubrega ili primarnom
bubreznom oStecenju koje je dovelo do disfunkcije srca. ldentifikacija faktora rizika je od velikog
znaéaja, S obzirom da su oni direktno o$tec¢enju srca ili bubrega, $to svakako ima ulogu, ne samo u

njihovom prepoznavanju, veé i u brzom otkrivanju i preveneniranju tezih ostecenja.

Tasic D, Radenkovic S, Kocic G, Deljanin-llic M, Ignjatovic A. Microinflammation Factors in the
Common Diseases of the Heart and Kidneys. Disease Markers. 2015. Article ID 470589,
155/2015/470589 IF 2,174 M 21.




The original contribution of the PhD dissertation

Clinical modalities of the cardiorenal syndrome and the significance of certain
biomarkers in its estimation

The results of this study indicate that the mechanisms of cardiorenal syndrome are extremely
complex and that there is an important role of determining possible biomarkers for the differentiation of
certain types and forms of this pathophysiological condition. The evaluation of these biomarkers can
directly indicate the presence of combined damage of the heart and kidneys. Therefore there is a great
significance in the fast assessment of the presence of the cardiorenal syndrome and its clinical
manifestations.

Analyzed biomarkers: BNP, troponin I, cTnhsT, cystatin C, CRP, IL-8, PAI-1, AOPP, MDA,
XOD, XO, XD show that for each type of the cardiorenal syndrome there are complex etiopathogenic
mechanisms, that play an important role in both acute and chronic inflammatory process, oxidative stress,
structural changes in the cardiovascular and renal system, starting from ischemic damage through fibrotic
and degenerative changes. Of the particular importance for the clinical practice is the assessment of
functional markers of kidney damage, cystatin C, because it is already proven that cystatin C was a better
parameter for the estimation of renal function, especially in patients with an acute forms of the
cardiorenal syndromes, regardless of whether it is a primary impairment of the heart, which led to renal
dysfunction or primary renal damage that led to cardiac dysfunction.

Identification of risk factors is of great importance, since they are directly linked to certain types
of cardiorenal syndrome, which certainly has a role, not only in their recognition, but also in the rapid

detection, thus preventing severe damage.



