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FAKTORSKA ANALIZA | POVEZANOST LIPIDNIH, INFLAMATOR  NIH,
SRCANIH | BUBREZNIH BIOMARKERA SA C-REAKTIVNIM PROTEIN  OM
U KATEGORIZACIJI KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

Rezime

U klinickoj praksi koristi se nekoliko skorova za procernzika od pojave
razlicitih oblika kardiovaskularnih bolesti (KVB) koji seasnivaju na multivarijabilnim
regresionim jednanama izvedenim iz rezultata @emja razléitin kohortnih grupa. Na
osnovu prisustva tradicionalnih faktora rizigaperholesterolemija, hipertenzija, pol,
starost, porodna istorija KVB, dijabetes i puSenfjelefinisanim algoritmima se
izracunava apsolutni 10-godisnji rizik za koronarnu Bblserca (KBS) na osnovu
Framingamskog rizikskora (FRS)]10-godisniji rizik od svih oblika KVB — tzv. ,globai
KVB rizik* (globalni FRS), kao dugora@ni (30-godisniji) rizik za KVB.

Ateroskleroza je bolest uslovljena brojnim faktaosinkoju prati hronina
inflamacija niskog intenziteta i dislipidemija. Zadijuju¢i velikom broju postojéh
dokaza da C-reaktivni protein (CRP) snazno i nesravi predwia pojavu
kardiovaskularnih komplikacija, primena CRP-a unkikoj praksi definisana je od
strane nekoliko organizacijaZa proces ateroskleroze karaktetiséi je hronina
inflamacija gde su koncentracije CRP-a u cirkulacijze od granice detekcije
konvencionalnih testovaOdreiivanje tako niskih nivoa CRP-a zahteva testove sa
vecom analittkom osetljivogu, koji se ozn&avaju kao visoko osetljivi high-
sensitivity,hs), a na ovaj nén odreiena koncentracija CRP-a kao ,visoko osetljivi
CRP* (hsCRP). Takie, postoje podaci i o drugim faktorima koji dopiecodrzavanju
inflamacije ili odrazavaju intenzitet ateroskletoks procesa i koji bi mogli da
identifikuju doprinos kardiovaskularnom riziku kaje potée od tradicionalnih faktora
rizika, kao Sto su mokéaa kiselina, j@ina glomerularne filtracije procenjena na osnovu
koncentracije kreatinina ili cistatina C (eGFR), iaoaterminalni pro-natriuretki
peptid tipa B (NT-proBNP), gani troponin (cTn).

Cilj rada bio je da se ispita da |i postoji povezsinizmeu hsCRP-a,
ustanovljenog biomarkera proaterogenog metakod stanja, i drugih biomarkera
inflamacije [serumski amiloid A (SAA), fibrinogen-kiseli glikoprotein (A1AGP),
haptoglobin, C3 C4 komponente komplementa), metabolizma lipida [ukygdDL,
non-HDL i LDL holesterol, trigliceridi, apolipoprein A-1 (apo A-I), apolipoprotein B
(apo B), lipoprotein (a) (Lp(a))], bubrezne [kreai, cistatin C (Cys-C), procenjena
jac¢ina glomerularne filtracije (eGFR)] i &ne funkcije (NT-proBNP, cTnT), koji bi
mogli da unaprede procenu kardiovaskularnog rimiimarnoj prevenciji. Ispitane su
i analiticke karakteristike i klinika efikasnost metode visoke osetljivosti koja se
koristila za odréivanje hsCRP-a. Faktorskom analizom ispitana jeoga uticaja
svakog pojedingnog biomarkera na kardiovaskularni rizik i event@apovezanost sa
vrednostima hsCRP-a, grupisanje ispitivanih bioreeakpovezanih sa aterosklerozom i
inflamacijom slabog intenziteta, kao i povezanosbignih faktora sa vrednostima
hsCRP, kategorizacijom 10-godiSnjeg rizika na osnBRS i globalnog FRS, kao i sa
klasifikacijom 30-godiSnjeg rizika



Ispitivana populacija bile su zdrave osobe koje derovoljno pristale da
ucestvuju. Ukupno je obuhvano 242 osobe, 100 muskaraca i 142 Zene, stazosdiu
20 i 80 godina, kojima nije dijagnostikovan nijedaid KVB, diabetes mellitus,
bubrezna, hepata niti reumatoloSka oboljenja i koje nisu primé&teapiju bilo koje
vrste. Podaci o godinama starosti, visini i tezmitome da li su pusrili ne, da li
redovno vezbaju ili se aktivno bave sportom, dpréventivho uzimaju aspirin, da li
postoji porodina istorija KVB i, u sldaju Zena, da li uzimaju oralna kontraceptivna
sredstva, dobijeni su anketiranjem. Préerga krvi, izmeren im je krvni pritisak.

Koncentracije ukupnog, non-HDL, HDL i LDL holesté&ptriglicerida i hsCRP-
a odrelene su na automatskom analizatoru Olympus AU27@eKBan Coulter). Za
odretivanje ukupnog holesterola i triglicerida k@efie su enzimske metode, za HDL
holesterol direkthna enzimska metoda, a LDL holestese izrgunavao pomé
Friedewaldove formule i direktnom enzimskom metodard koncentracija triglicerida
>4,52 mmol/L. Koncentracija non-HDL holesterola igatunavana oduzimanjem
koncentracije HDL-a od koncentracije ukupnog haest. hsCRP je odden
imunoturbidimetrijskom metodom koé&njem imunoturbidimetrijskog Olympus CRP
(Latex) testa firme Beckman Coulter, na programwseazitivhu aplikaciju. Analitke
karakteristike imunoturbidimetrijsko@lympus testa, procenjene su pdemjem sa
imunonefelometrijskim odivanjem hsCRP-&ardioPhase*testom (Siemens). Apo
A-l, apo B, Lp(a), ALIAGP, haptoglobin, C3 i C4 koomente komplementa su
odraiene imunoturbidimetrijskim metodama (Abbott Diagies. Kreatinin je odréen
kinetickom metodom sa alkalnim pikratom i mo&na kiselina metodom sa urikazom
(Abbott Diagnostics). SAA | Cys-C su tak® odréivani korig€enjem
imunonefelometrijskin metoda (Siemens). Koncenjeadibrinogena su oddene
izvodenjem iz protrombinskog vremena izmerenog na ACLOO7Canalizatoru
(Instrumentation Laboratory). NT-proBNP i cTnT sirateni elektrohemiluminscentim
imunometrijskim metodama na analizatoru Cobas eg&bche Diagnostics).
Procenjena jana glomerularne filtracije je iz€éanavana pomi jedn&ina zasnovanih
na kreatininu odification of diet in renal diseas®DRD i Chronic Kidney Disease
Epidemiology CollaborationCKD-EPI) i cistatinu C (Hoek i sar.). Framinghamski
rizik skor je izr&unavan kori€enjem elektronskog kalkulatora ,ATP Ill Risk Estitoa
ver. 2000“ globalni FRS ponta elektronskog kalkulatora ,CVD Risk Check”, a
dugor@ni 30-godiSnji rizik pomoéu interaktivnog kalkulatora ,30-year risk of
cardiovascular disease"”.

Odretivanje CRP Olympus visoko osetljivom metodom se moze smatrati
pouzdanim za oddivanje niskih koncentracija CRP karaktedisth za hroninu
subklinicku inflamaciju na osnovu koeficijenata varijacijebiienih iz rezultata analize
osam serumskipoolova razltitih koncentracija u opsegu 0,2—-10,0 mg/L u s€Kj:
0,38-8,16%) i iz dana u dan (Kv: 3,75-9,63%). Derj vrednost granice detekcije je
iznosila 0,11 mg/L.

Regresiona jeddma dobijena porenjem rezultata dobijenitOlympus i
imunonefelometrijskom metodama glasi y=0,99x-0,06D8,992). Analizirana srednja
vrednost relativnih razlika iznde dve metode pondéa Bland-Altman dijagrama iznosi
-0,002% (95% CI=-0,082—-0,078%). Student t-testorulik@ parova odrdivanja
pokazano je da razlika nije statéii znatajna (t=-0,421P>0,05).

Statisttki znafajne <0,05) vrednosti Pearsonovih koeficijenata korgéaci
posle kontrolisanja uticaja starosti, pola, indetedasne maseb¢dy mass indexBMl),
hipertenzije i pus&kog statusa, dobijene su izdwe koncentracije hsCRP i ukupnog



holesterola (r=0,172), non-HDL holesterola (r=0282DL holesterola (r=0,154), apo
B (r=0,167), fibrinogena (r=0,411), SAA (r=0,49A1AGP (r=0,462), haptoglobina
(r=0,310), C3 (r=0,349) i C4 (r=0,371). Postepenonitiplom linearnom regresionom
analizom zn&ajne P>0,05) vrednosti regresionih koeficijenata dobijeswe za BMI
(p=0,229), fibrinogen [{=0,250), SAA [(=0,293), A1AGP [§=0,272) i non-HDL
holesterol £=0,115). Multinomialnom logistkom regresionom analizom BMI,
fibrinogen, SAA i non-HDL holesterol su ostali snaprediktori koncentracije hsCRP
u serumu i posle korekcije za starost, pol, hipetija i puSenje.

Poretenjem vrednosti hsCRP sa koncentracijama nioler&kiseline, stanih i
bubreznih biomarkera ztajne vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelapgesle
kontrolisanja uticaja starosti, pola, BMI, hiperzga i puSenja dobijene su samo sa Cys-
C (r=0,151; P=0,016) i eGFRysc (r=-0,126; P=0,046). Postepenom multiplom
linearnom regresionom analizom identifikovani sedtmin (¢=-0,276;P=0,001), Cys-
C (=0,363; P=<0,00) i mokrana Kkiselina [§=0,293; P<0,001) kao nezavisne
determinante koncentracije hsCRP. Prediktivha wstindobijenog modela nije
potvidena logisitkom regresijom, odnosno nijedan od izdvojenih patama nije
zadrzao statistku zn&ajnost.

Dobijeni apsolutni 10-godisnji rizik odten svim @esnicima je klasifikovan u
kategorije sa <10%, 10-20% i >20%ezultati Chi-kvadrat testa nezavisnosti pokazuju
da je klasifikacija kardiovaskularnog rizika na oga vrednosti hsCRP nezavisna od
kategorizacije primenom algoritma FRS%Z:(?,O?Q; P=0,1318), dok ispitivane
klasifikacije rizika na osnovu globalnog FRS i nsnovu koncentracije hsCRP nisu
nezavisne jedna od drugg£13,295:P=0,0099). Takde, Chi-kvadrat test je pokazao
da raspodela rizika u klasama sa koncentracijonrRRs€1 mg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/L
nije nezavisna od raspodele u kategorijama 30-g@mtiSrizika i za ,teSku KvB*
(x°=19,685;P=0,0001) i za ,kompletnu KVB“¥=15,559;P=0,0004). Student t-test je
pokazao statistki znaajne razlike srednjih vrednosti aktuelne staroststarosti
srca/vaskularne starosti u pojedinim kategorijantackntracije hsCRPP&O0,05).
Takaie, ANOVA za jedan kriterijum Kklasifikacije je potifa statisttki znaajno
poveanje razlike sa porastom koncentracije hsCRE(001).

Faktorskom analizom je od 19 polaznih parametaeatifikovano 5 klastera,
odnosno glavnih komponenti (faktora). I1zdvojenimragbnentama objasnjeno je 65,3%
ukupne varijacije u isptivanom sistemu, i to 29,fatorom 1; 13,2% faktorom 2; 9,0%
faktorom 3; 8,5% faktorom 4 i 5,6% faktorom 5. Faksu ozn&eni kao 1) ,sistemska
inflamacijd@ (fiorinogen, SAA, AlAGP, haptoglobin, C3 i C4 k@onenta
komplementa); 2) ,kardiorenalni fakto(kreatinin, mokrgna kiselina, Cys-C, cTnT i
pol); 3) ,aterogeni holesterdb(LDL i non-HDL holesterol); 4) ,hemodinamski fadat*
(starost i NT-proBNP); i 5) ,metabgki faktor‘ (trigliceridi i HDL holesterol).
Najbolju prediktivhu vrednost model sa svih pettfmk imao je za koncentracije
hsCRP>1 mg/L, dok se z&gnost potpuno izgubildP60,05) za ,kardiorenalni faktor” i
~-aterogeni holesterol” u predikciji koncentracija mg/L i >3 mg/L.

PoreienjempovrSina ispod ROC krivihArea Under the ROC Curv&aUC) tri
logisticka modela za ispitivane tri koncentracije hsCRIgjslitki model 5 faktora sa
AUC=0,889 nije se statiski znaajno razlikovao u predganju koncentracije
hsCRP>1 mg/L od modela sa 31 polaznih parametdtkCE9,922) i od modela sa 19
parametara uklgenih u faktorsku analizu (AUC=0,915P%0,2113 i P=0,3359,
redom). Meutim, razlika izmdu tri ispitivana logisttka modela je bila statiski
zn&ajna u preddanju vrednosti hsCRP>2 mg/L i hsCRP>3 mg/L.




U utvrdivanju povezanosti hsCRP i ispitivanih biomarkeia agoritmima
procene kratkornog i dugorénog rizika, faktorskom analizom je od 18 polaznih
parametara (nd kojima nije bila prisutna ni multikolinearnost m@ingularnost)
identifikovano 5 klastera. lzdvojenim komponentamigjasnjeno je 67,4% ukupne
varijacije i to 29,7% faktorom 1; 12,5% faktorom12;,0% faktorom 3, 7,6% faktorom
4 i 6,7% faktorom 5. Faktori su oztemi kao 1) ,sistemska inflamacijghsCRP,
fibrinogen, SAA, A1AGP, haptoglobin, C3 i C4 kommona komplementa); 2)
.aterogena dislipidemija (LDL i non-HDL holesterol, apo B i trigliceridj) 3)
.kardiorenalni faktof (kreatinin, mokr&na kiselina, Cys-C i cTnT); 4) ,hemodinamski
faktor* (NT-proBNP); i 5) ,lipoproteinski faktdr [apo A-l i Lp(a].

U predikciji vrednosti powsanog rizika na osnovu FRS (>10%), faktor
,Sistemske inflamacije” nije imao statigti znataj, dok je kod globalnog FRS to bio
slucaj sa ,lipoproteinskim faktorom®“. Kod procene 30dgnjeg rizika i od
.kompletne* i od ,teske* KVB, za vrednosti iznad topalnih/normalnih za
odgovarajdi pol i starost ,hemodinamski faktor” nije imao t$aicki znatajan
prediktivni potencijal. PordenjemAUC logistickog regresionog modela zasnovanog na
izdvojenin pet faktora sa multivarijabilnim logigtim modelom sa 18 polaznih
parametara koji nisu ukleni u algoritme procene rizika, u predikciji vredtio
FRS>10%, globalnog FRS>10% i pédaeog 30-godiSnjeg rizika za ,kompletnu KVB*
i ,teSku KVB*" nije dobijena statistki znatajna razlika ni u jednom siaju.

Rezultati su pokazali da su, deispitivanim markerima inflamacije i lipidnog
statusa povezanih sa aterosklerozom, posle segyesionih analiza, samo BMI, non-
HDL holesterol, fibrinogen i SAA ostali u nezavigrasocijaciji sa hsCRP. Dodatna
informacija koju oni nose mogla bi da bude kompletaga prediktivnoj vrednosti
hsCRP. Pokazana je i zavisnost izime&iSih koncentracija hsCRP ié&eg kratkorénog
i dugoranog rizika od svih oblika kardiovaskularnin kompgldija, kao i veéeg
dugor@nog rizika od pojave teskih komplikacija KVBakade, iz rezultata faktorske
analize proizilazi da sistemska inflamacija, kardi@lna funkcija, aterogeni lipidni
profil, hemodinamski i metaba&ki status nezavisno doprinose patofiziologiji htor,
subklinicke inflamacije u aterosklerozi, koju oslikava koniracija hsCRP. Aterogena
dislipidemija, kardiorenalna funkcija i hemodinamsétatus nezavisno doprinose
pove&anom 10-godiSnjem riziku procenjenom na osnovudstainog FRS. Povan
globalni KVB rizik povezan je sa sistemskom inflaojam, aterogenom
dislipidemijom, kardiorenalnom funkcijom i hemodmskim statusom. Dugo&aom,
30-godisnjem riziku iznad normalnog/optimalnog ogapu teskih komplikacija KVB i
za pojavu svih oblika kardiovaskularnin komplikacijezavisno doprinose sistemska
inflamacija, aterogena dislipidemija, kardiorenalmakcija i status lipoproteina.

Klju ¢ne refi: kardiovaskularna bolest, kardiovaskularni rizikafingamski rizik skor,
C-reaktivni protein, inflamacija, lipidni statusulirezna funkcija, gani biomarkeri,
faktorska analiza
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FACTOR ANALYSIS AND ASSOCIATION OF LIPID, INFLAMMAT  ORY,
CARDIAC AND RENAL BIOMARKERS WITH C-REACTIVE PROTEI N IN
CARDIOVASCULAR RISK CATEGORIZATION

Abstract

Several risk score algorithms for cardiovasculak rassessment based on
multivariable regression equations derived fronfeddnt cohorts are being used in
clinical practice. According to presence of traghil risk factorghypercholesterolemia,
hypertension, gender, age, family history of prematcardiovascular disease (CVD),
diabetes and cigarette smoKingbsolute 10-year risk for coronary heart diseas¢)C
according to Framingham risk score (FRS), 10-yesk for cardiovascular disease in
general — ,global CVD risk” using global FRS, amohd term (30-year) CVD risk are
being calculated.

Atherosclerosis is a disease conditioned with mpldtifactors followed by
chronic low-grade inflammation and dyslipidemia.aiks to substantial evidence that
C-reactive protein (CRP) strongly and independenpyedicts cardiovascular
complications, the use of CRP in clinical practice recommended by several
institutions. Atherosclerosis process is charaoteriwith chronic inflammation where
circulating CRP concentrations are lower than liafitletection of conventional assays.
For measuring such low CRP levels high-sensiti(ingCRP) assays have been
developed. Also, there are evidence of other factwontributing to and maintaining the
intensity of atherosclerotic processes, which migténtify cardiovascular risk
contribution not originated from traditional riskdtors. These are uric acid, estimated
glomerular filtration rate (eGFR) based on creagnor cystatin C, amino-terminal pro-
B-type natriuretic peptide (NT-proBNP), cardiagaooin (cTn).

The aim of this study was to examine whether thsrassociation between
hsCRP, as the established marker of proaterogestighulic state, and other biomarkers
of inflammation[serum amyloid A (SAA), fibrinogem;-acid glycoprotein (A1AGP),
haptoglobin, Cand C4complement components), lipid metabolism [total, LHHDon-
HDL and LDL cholesterol, triglycerides, apolipopent A-l (apo A-I), apolipoprotein B
(apo B), lipoprotein (a) (Lp(a))], renal [creatieincystatin C (Cys-S), estimated
glomerular filtration rate (eGFR)] and cardiac ftioo (NT-proBNP, cTnT), which
might promote cardiovascular risk assessment imgy prevention. The analytical
performance and clinical efficacy of high senstfivimethod used for CRP
determination were also evaluated. Using factodyaisg the nature of influence of
every single examined biomarker on cardiovascusétrand their possible connection to
hsCRP values, also clustering of examined biomarkesociated with atherosclerosis
and low-grade inflammation, as well as relationsidgntified factors with hsCRP
values, 10-year risk categorization based on FRS global FRS, and 30-year risk
classification, were analyzed.

The examined population were 242 healthy volunie@® men and 142
women, 20-80 years old. They were free of diabetelfitus and of any known cardiac,
renal, hepatic and rheumatic disease, and werdakotg any prescribed medication.
Information about their age, smoking habits, bodyrght and height, physical activity,



family history of CVD, aspirin intake and, in casewomen, if they were taking any
oral contraceptives, were obtained through questiva. Blood pressure was measured
prior to venipuncture.

Serum concentrations of total, non-HDL, HDL and LDtholesterol,
triglycerides and hsCRP were measured on Olympu780 automated analyzer
(Beckman Coulter). Concentrations of total choledteand triglycerides were
determined using enzymatic assays, of HDL cholektesing direct enzymatic method
and the concentration of LDL cholesterol was caltad by the Friedwald formula, but
for samples with triglyceride concentrations >4r8énol/L, it was determined using
direct enzymatic method. Non-HDL cholesterol con@ion was calculated by
subtraction of HDL cholesterol from total cholesleconcentration. Concentration of
hsCRP was measured with the Olympus immunoturbigicnéatex assay (sensitive
application) by Beckman Coulter. Analytical chaeadtics of Olympus
immunoturbidimetric assay were evaluated by comspari with the
immunonephelometric CardioPhase* hsCRP assay (8®mApo A-l, apo B, Lp(a),
A1lAGP, haptoglobin, C3 and C4 complement componemtse determined by
immunoturbidimetric procedures (Abbott DiagnosticEyeatinine concentration was
measured by kinetic alkaline picrate method, and aeid by uricase method (Abbott
Diagnostics). SAA and Cys-C were also determinadgusnmunonephelometric assays
(Siemens). Fibrinogen concentration was measuregrdtyirombin time-based method
on ACL 7000 analyzer (Instrumentation Laborato)l-proBNP and cTnT were
determined by electrochemiluminescent immunometethod on Cobas e601 analyzer
(Roche Diagnostics). Estimated glomerular filtrati@ate was calculated using serum
creatinine based (Modification of diet in renaladise, MDRD, and Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration, CKD-EPI) andstatin C based (Hoek et al.)
formulas. FRS was calculated using electronic d¢alou ,ATP Il Risk Estimator
version 2000% global FRS using electronic calagiCVD Risk Check”, and long-
term 30-year risk using interactive calculator ,\&€ar risk of cardiovascular disease”.

Determination of CRP using Olympus high sensithagsay was found to be
reliable for determination of low CRP concentrasipnvhich is typical for chronic
subclinical inflammation, based on coefficients \@friation within-run (CV: 0.38—
8.16%) and from day to day (CV: 3.75-9.63%), olgdifrom results of eight serum
pools analysis with concentrations in the rang8.2£10.0 mg/L. The obtained limit of
detection was 0.11 mg/L.

Regression equation obtained by comparison of tesof Olympus and
immunonephelometric method was y=0.99x-0.002 (18®).9Mean difference between
two methods analyzed with Bland-Altman plot wa®02% (95% CI=-0.082—-0.078%).
Student t-test showed that the difference betweameg determinations was not
significant (t=-0.421P>0.05).

Statistically significantly P<0.05) different values of Pearson’s correlation
coefficients after controlling for age, gender, podass index (BMI), hypertension, and
smoking status were found between hsCRP conceairiragind total cholesterol
(r=0.172), non-HDL cholesterol (r=0.182), LDL chsterol (r=0.154), apo B (r=0.167),
fibrinogen (r=0.411), SAA (r=0.493), A1AGP (r=0.462haptoglobin (r=0.310), C3
(r=0.349), and C4 (r=0.371). Stepwise multiple dineegression analysis showed
significant values of regression coefficients faviB(p=0.229), fibrinogen {=0.250),
SAA (=0.293), A1AGP [§=0.272), and non-HDL cholesterdd=0.115). According to
subsequent multinomial logistic regression analyBidl, fibrinogen, SAA, and non-



HDL cholesterol remained strong predictors of sehgs@RP concentration, even after
adjustment for age, gender, hypertension, and sigakatus.

By comparing hsCRP values with uric acid, cardiaxl aenal biomarker
concentrations, statistically significant valuesR#arson’s coefficients of correlation,
after controlling for age, gender, BMI, hypertemsi&nd smoking, were obtained only
for Cys-C (r=0.151,P=0.016) and eGF&sc (r=-0.126, P=0.046). Stepwise multiple
linear regression analysis identified creatinife-0.276,P=0.001), Cys-C [{=0.363,
P=<0.00J), and uric acid §=0.293,P<0.001) as independent determinants of hsCRP
concentration. Predictive value of this model wasaonfirmed with logistic regression
analysis, i.e. none of the selected parametersatichaintain its statistical significance.

Absolute 10-year risk was determined in all papcits and classified into
categories of <10%, 10-20%, and >20Results of Chi-square test of independence
showed that cardiovascular risk classification dase hsCRP values was independent
from classification according to FRS algorithpi=7.079,P=0.1318), while examined
risk classifications according to global FRS andCRB concentration were not
independent from each othef<£13.295,P=0.0099). Also, Chi-square test showed that
risk distribution among risk classes with hsCRPcemtrations <1 mg/L, 1-3 mg/L, and
>3 mg/L was not independent from distribution betweategories of 30-year risk for
both ,hard CVD* §°=19.685, P=0.0001) and ,full CVD* §*=15.559, P=0.0004).
Student t-test showed statistically significanfetiénces between mean values of actual
age and heart/vascular age in individual hsCRP erxtration categoriesP&0.05).
Also, one-way ANOVA confirmed statistically sigraéint increase in differences across
hsCRP concentration categori€s(.001).

Factor analysis identified 5 clusters out of 19yioal parameters, i.e. principal
components (factors). These components explain&¥656f the total variance (29.0%
factor 1, 13.2% factor 2, 9.0% factor 3, 8.5% fa@pand 5.6% factor 5). Factors were
interpreted as 1)_,systemic inflammatfoffibrinogen, SAA, A1AGP, haptoglobin, C3
and C4 complement components); 2) ,cardiorenabfagtreatinine, uric acid, Cys-C,
cTnT and gender); 3)_,atherogenic choleste@DL and non-HDL cholesterol); 4)
~-hemodynamic factdr(age and NT-proBNP); and 5) ,metabolic fact@iriglycerides
and HDL cholesterol). Five factor model had thethm®dictive value for hsCRP
concentrations >1 mg/L, while ,cardiorenal factashd ,atherogenic cholesterol®
completely lost their significance?$0.05) for predicting hsCRP concentrations >2
mg/L and >3 mg/L.

The ability of the factor-based logistic regressmadel was compared with two
multivariable logistic models, that included 31gimmal parameters and 19 parameters
initially included in factor analysis, in predictjrthe presence of hsCRP concentrations
>1 mg/L. The area under the ROC curve (AUC) offthe factor model was 0.889 and
was not statistically significantly different frorthe 31 original parameters model
(AUC=0.922) nor from the 19 parameters model (AUE46) (P=0.2113 and
P=0.3359, respectively). However, the differencesvben the three models examined
were statistically significant in predicting thelwas of hsCRP>2 mg/L and hsCRP>3
mg/L.

In determining association of hsCRP and examinedarkers with short-term
and long-term risk assessment, factor analysidiftehfive clusters out of 18 original
parameters (among which no multicollinearity nargsilarity were observed). These
components explained 67.4% of the total varian&7@ factor 1, 12.5% factor 2,
11.0% factor 3, 7.6% factor 4, and 6.7% factor Fjctors were interpreted as 1)




~Systemic inflammatioh (hsCRP, fibrinogen, SAA, A1AGP, haptoglobin, CB8daC4
complement components); 2)_ ,atherogenic dyslipiggmi(LDL and non-HDL
cholesterol, apo B, and triglycerides); 3) ,cardimal factof (creatinine, uric acid, Cys-
C and cTnT); 4) ,hemodynamic factoiNT-proBNP); and 5) ,lipoprotein factbrfapo
A-l and Lp(a).

In predicting the values of increased risk accaydim FRS (>10%), ,systemic
inflammation” factor had no statistical significaovhile according to global FRS it
was the case with ,lipoprotein factor‘. When estimg 30-year risk from both “full
CVvD” and “hard CVD”, ,hemodynamic factor had noasistical significance in
predicting potential for values above optimal/norifiea corresponding gender and age.
The ability of the factor-based logistic regressiomodel was compared with
multivariable logistic model of 18 original pararaet not included into risk assessment
algorithms. In predicting values of FRS>10%, gloBRIS>10% and increased 30-year
risk for “full CVD” and “hard CVD” no statisticallysignificant differences were
obtained between the two models.

Results have shown that among the examined paresvafténflammation and
lipid status associated with atherosclerosis, dfterseries of regression analysis, only
BMI, non-HDL cholesterol, fibrinogen and SAA remath independently correlated
with hsCRP concentration. The additional informatibey provide might complement
the predictive value of hsCRP. Also, the dependemaoeong higher hsCRP
concentrations and higher short- and long-term faskany of the CVD complications,
as well as higher long-term risk for severe CVD ptoations, was demonstrated.
Furthermore, from the factor analysis results f@Hiothe conclusion that systemic
inflammation, cardiorenal function, atherogenic idipprofile, hemodynamic and
metabolic status independently contributed to thethgphysiology of chronic,
subclinical inflammation in atherosclerosis, whiclvas reflected by hsCRP
concentrations. Atherogenic dyslipidemia, cardiatdanction and hemodynamic status
contributed independently to an increase in 10-yslrestimated according to standard
FRS. Elevated global CVD risk was connected toesyat inflammation, atherogenic
dyslipidemia, cardiorenal function and hemodynast&atus. Long-term, 30-year risk
above normal/optimal for hard CVD complications dadall kinds of cardiovascular
complications was independently contributed by esyét inflammation, atherogenic
dyslipidemia, cardiorenal function and lipoprotetatus.

Key words: cardiovascular disease, cardiovascular risk, Frgham risk score, C-
reactive protein, inflammation, lipid status, remahction, cardiac biomarkers, factor
analysis
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Skratenice korigene u tekstu:

+ CRP C-reaktivni protein

* hsCRP C-reaktivni protein odren visoko-osetljivom metodom

« KVB Kardiovaskularna bolest

« KBS Koronarna bolest srca

e AKS Akutni koronarni sindrom

« HDL Lipoproteini velike gustine

« LDL Lipoproteini male gustine

« VLDL Lipoproteini vrlo male gustine

o ATPII Tre¢i izveStaj ekspertske grupe o detekciji, evaluacifretmanu

poviSene koncentracije holesterola
(Adult Treatment Panel I

e NCEP Nacionalni program edukacije o holesterolu
(National Cholesterol Education Program

* FRS Framingamski rizik skor
(Framingham risk scope

« Lp(a) Lipoprotein (a)

* Apo Al Apolipoprotein A-I

« ApoB Apolipoprotein B

« SAA Serumski amiloid A

« AlAGP az-kiseli glikoprotein

« NT-proBNP Amino-terminalni pro-natriuretski peptid tip B

e hs-cTnT Srcani troponin T odréen visoko osetljivom metodom

e eGFR Procenjena jina glomerularne filtracije
(estimated glomerular filtration raje

« MDRD Modification of Diet in Renal Disease

 CKD-EPI Chronic Kidney Disease-Epidemiology

« Cys-C Cistatin C
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1. UVOD

1.1. PROCENA KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju velikuheterogenu grupu oboljenja koja
obuhvata akutnu reumatsku groznicu, h&ori reumatske bolesti srca, bolesti
prouzrokovane poviSenim krvnim pritiskom, ishemijdbolest srca (koronarnu bolest srca,
KBS), bolesti srca plinog porekla i bolesti krvnih sudova pay bolesti krvnih sudova
mozga, bolesti arterija, malih arterija i kapilavegna, limfnih sudova i limfnil€vorova,

urodene bolesti srca i krvnih sudova i druge nedena bolesti srca i krvotoka (1).

Vodei uzrok smrtnosti kako u svetu, tako i kod nase KVB. lako je broj smrtnih
slitajeva uzrokovanih KBS opao u poslednje dve decengwetu, ali ne kod nas, KVB
ostaju glavni uzrénik smrti i procenjuje se dée do 2020. godine zadrzati taj status na
globalnom nivou. Pkgenje snizenja mortaliteta od KBS od 1980. do 2@@@dine analizom
podataka ametkog Nacionalnog centra za zdravstvenu statistikkapalo je da je do oko
47% ovog smanjenja doslo zahvalijprimeni terapija zasnovanih na dokazima, dok su
za smanjenje od oko 44% odgovorne promene u z@stoglti faktora rizika u populaciji
(2). Smanjenje mortaliteta od 79% je posledica\gmtenja programa primarne prevencije,

a 21% je posledica sekundarne prevencije (3).

Bolesti srca i krvnih sudova bile su uzrok 56% ukog mortaliteta u Srbiji u 2007. godini.
U odnosu na progau standardizovanu stopu mortaliteta u Evropi o8,4Ina 100 000
stanovnika, Srbija se nalazila u grupi zemalja isakim rizikom smrtnosti od KVB, sa
standardizovanom stopom mortaliteta od 504,3 na Q00 stanovnika (4). Ukupno
opteréenje morbiditetom kako u Srbiji, tako i u ostalienzljama Evrope, pate najve€im

delom od KBS, a njen najtezi oblik, akutni kororissimdrom (AKS), predstavlja jedan od
nage&ih uzroka hitnog prijema i iznenadne smrti u razmim delovima sveta, a

poslednjih decenija i u zemljama u razvoju (5).



PatofizioloSku osnovu KBSini aterosklerozagije napredovanje dovodi do ztegnog
suzenja lumena arterija, rupture i erozije plakssled toga, do razitog stepena koronarne
tromboze, koronarnog vazospazma i distalne mikradimdrije (6). Meutim, razvoj KBS
karakteriSe dug asimptomatski latentni period z8tim proces ateroskleroze guge u
detinjstvu i napreduje do odraslog doba pod utmnapSe faktora rizika, kao Sto su
hiperlipidemija, hipertenzija, puSenje, dijabetggnetska predispozicija i prekomerna
telesna tezina (7). Zahvaljéjuome mogda je primena ranih preventivnih mera kojima se

progresija ateroskleroze usporava i kojima jespli@avanje pojave prve epizode KBS.

Uloga holesterola u patogenezi ateroskleroze i KBfnovljena je u eksperimentalnim,
populacionim i randomiziranim kontrolisanim studia. Framingham Heart Stud¢gFHS)
(8), Mutliple Risk Factor Intervention Trig{MRFIT) (9) i Lipid Research Clinics Trial
(LRC) (10, 11) studije su pokazale direktnu povesarkoncentracije holesterola i brzine
nastanka KBS kod osoba bez znakova bolesti gatko ispitivanja. Ustanovljeno je da
izmedu koncentracije holesterola i razvoja KBS postojinnualna, ali log-linearna
zavisnost. Rizik od nastanka KBS se naglo pava kako raste koncentracija holesterola,
Sto je posebno izrazeno pri koncentracijama halelsteetim od 5,18-6,21 mmol/L, kada

intenzitet porasta rizika gmje zn&ajno da se ubrzava (12).

Holesterol se, kao hidrofobna supstanca, u cirkula@alazi u obliku lipoproteinskih
cestica. U serumu dobijenom nataSte nalaze se aseklipoproteina: lipoproteini male
gustine low density lipoproteins LDL), lipoproteini velike gustine high density
lipoproteins HDL) i lipoproteini vrlo male gustinevéry low density lipoproteind/LDL).
Cetvrta klasa lipoproteina, hilomikroni, predstajujarigliceridima bogate lipoproteine.
SintetiSu se u tankom crevu iz masti unetih hranoalaze se u cirkulaciji postprandijalno.
LDL holesterol obino ¢ini 60-70% ukupnog holesterola u plazmi. Rezultati
fundamentalnih istrazivanja, ispitivanja na ekspentalnim zivotinjama, epidemioloskih i
kontrolisanih klingkih studija, kao i simptomi i znaci pord@die hiperholesterolemije (gde

je koncentracija LDL holesterola zZt&gno poviSena, dok se ubrzana ateroskleroza i



prevremena pojava KBS dalnio javljaju u odsustvu drugih faktora rizika) (8)likazuju

da je poviSena koncentracija LDL frakcije holeskemglavni uzrok KBS.

Veza izméu poviSene koncentracije LDL holesterola i razVidgS mora da se posmatra
kao viSestepeni proces koji gioje rano u zivotu sa nastankom prvih ateroskléibts
promena — masnedke i pruge, koje se sastoje uglavnhom od makrofaganjenih LDL
holesterolom, nastavlja se njihovim prelaskom woni plak/fibroaterom, a komplikuje
razvojem nestabilnog plaka koji je sklon ruptudormiranju luminalne tromboze (13).
Ruptura ili erozija plaka je odgovorna zacwver AKS (14). PoviSena koncentracija LDL
holesterola ima vaznu ulogu u razvoju zrelog koroog plaka, koji je supstrat za
nestabilni plak. Dokazi taki® govore da poviSena koncentracija LDL holestedolarinosi

I nestabilnosti plaka, a nasuprot tome, snizaviajeentracije LDL holesterola stabilizuje
plakove i smanjuje verovattio od pojave AKS (15). Taki®, snizavanje koncentracije
LDL holesterola ranije u zZivotu usporava razvojras&lerotskog plaka. Kogao, ulogu
LDL holesterola kao uzemika ateroskleroze potvrdila su kléka ispitivanja lekova za
shizavanje njegove koncentracije. U poslednjih getenija sproveden je veliki broj
Klini¢kih ispitivanja lekova za snizavanje koncentradijelesterola (16, 17) koja su
pokazala da se incidencija KBS, mortalitet od Kp&¢ak i ukupan mortalitet smanjuju
primenom terapije za snizavanje holesterola. Iz razloga dokumenti zasnovani na
dokazima kojima se definiSe strategija primarneveneije KBS prepoznaju LDL
holesterol kao primarni cilj terapije u smanjenjaika od nastanka i komplikacija KBS.
Najpoznatiji je Tréi izvesStaj ekspertske grupe o detekciji, evaluacifietmanu povisSene
koncentracije holesterola u odraslikd(lt Treatment Panel IIl, ATP I koji predstavlja
klinicki vodi¢c amertkog Nacionalnog programa edukacije o holesterdiatipnal
Cholesterol Education Program, NCEPRbjavljen 2002. godine (18). Dokument je
azuriran 2004. godine (16), po objavljivanju reatdtpet velikih klinikih studija o terapiji
statinima (19-23).



1.1.1 NCEP ATP lll PREPORUKE

Osnovni princip klinkkog pristupa prevenciji KBS podrazumeva da intextziérapije za
smanjenje rizika treba prilagoditi apsoluthom rizvake osobe pojeditrzo. Prema tome,
prvi korak u redukciji rizika smanjivanjem konceatije LDL holesterola predstavlja
procena kardiovaskularnog rizika u konkretnontaju. Za procenu rizika neophodno je

odreiivanje LDL holesterola i identifikacija pratié determinanti rizika.

Log-linearna zavisnost iznde koncentracija holesterola i KBS rizika vazi i £®L
holesterol, posSto je koncentracija LDL holestertdésno povezana sa koncentracijom
ukupnog holesterola i najéeedeo ukupnog holesterotani upravo LDL holesterol. Prema
tome, veza izmi#u nivoa LDL holesterola i KBS rizika je kontinualmasirokom opsegu
koncentracija. Posto su koncentracije LDL holestere2,58 mmol/L u toku Zivota
povezane sa veoma malim rizikom od pojave KBS,smmogu nazvatptimalnim.Cak i
kada su koncentracije LDL holesterdlézu optimalnin(2,58—-3,35 mmol/L), moze se javiti
aterogeneza, pa se ove koncentracije dakmoraju oznéti i kao iznad optimalnih Pri
koncentracijama koje sgranicno visoke(3,36—4,11 mmol/L) aterogeneza brzo napreduje,
dok je kodvisokih(4,12—4,90 mmol/L) vrlo visokihkoncentracijaX4,91 mmol/L) izrazito

ubrzana.

Ostale determinante rizika, pored nivoa LDL holedte ukljuiuju prisustvo ili odsustvo
KBS, drugih klintkih oblika aterosklerotske bolesti (bolest perifkrarterija, aneurizma
trbusne aorte, simptomatska bolest karotidnih igajedijabetesa i ostalih glavnih faktora
rizika [starost, hipertenzija (>140/90 mmHg ili upba antihipertenziva), pusenje,
pozitivna porodina anamneza za ranu pojavu KBS u muskih (<55. gddlnzenskih
(<65. godine) rdaka u prvom kolenu i nizak HDL holesterol (<1,03 aith)]. Na osnovu
navedenih determinanti, ATP Il identifikujgetiri kategorije rizika koje oddju ciljnu
(preporwenu) koncentraciju LDL holesterola i indikuju odgo&jLei tretman za njegovo
smanjenje Tabela ). Kako je cilj primarne prevencije smanjenje i dugnog (>10
godina) i kratkorénog €10 godina) rizika, ciljne koncentracije LDL holesia u



primarnoj prevenciji zavise od apsolutnog rizikales za KBS, odnosno od verovatao
pojave komplikacija KBS u ké@m ili duzem vremenskom periodu. Sto je riziKiyéo ¢e

biti niza pozeljna koncentracija LDL holesterola.

Tabela | Algoritam klasifikacije rizika prema azuriranonCREP ATP 1lI

Kategorija rizika Definicija
+ KBS*
Visok rizik * Ekvivalenti KBS**

« >2 faktora rizikat i 10-godisnji rizikt za KBS>20%

Umereno visok rizik >2 faktora rizika i 10-godisnji rizik za KBS 10-20%

Umeren rizik >2 faktora rizika i 10-godisniji rizik za KBS <10%

Nizi rizik 0-1 faktor rizika

* KBS - koronarna bolest srca

** Ekvivalenti KBS ukljucuju klinicke manifestacije nekoronarnih oblika ateroskleretis&lesti (bolest
perifernih arterija, aneurizma trbusne aorte, sanmatska bolest karotidnih arterija — tranzitorhieisnijski

atak, Slog karotidnog porekla, ili opstrukcija kizgdoe arterije >50%) ili diabetes mellitus.

T Faktori rizika ukljuju starost*45 godina za muskarceb5 godina za zZene), hipertenziju (krvni pritisak
>140/90 mmHg ili upotreba antihipertenziva), pugemozitivha porodna anamneza za ranu pojavu KBS u
muskih (<55. godine) ili Zenskih (<65. godine)daBa u prvom kolenu, i nizak HDL holesterol (<1,03
mmol/L).

T Izr&gunat primenom Framingamskog rizik skora.

U kategoriji visokog rizika nalaze se KBS i ekvieati KBS, koji nose rizik od pojave

koronarnih komplikacija jednak ustanovljenoj KBSB& podrazumeva simptomatsku

ishemijsku bolest srca, ukljujuci infarkt miokarda, stabilnu ili nestabilnu angipektoris,

ishemiju miokarda dokazanu neinvazivnim testovimatoriju hirurskih intervencija na

koronarnim arterijama. U ekvivalente KBS spadaju:

» klinicke manifestacije nekoronarnih oblika aterosklerets&lesti (bolest perifernih
arterija, aneurizma trbusne aorte, simptomatskesbékrotidnih arterija — tranzitorni
ishemijski atak, Slog karotidnog porekla, ili opsteija karotidne arterije >50%) i

* diabetes mellitus.
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Za osobe sa visokim rizikom po originalnim NCEP ATP preporukama, objavljenim
2002. godine, prepotuje se najniza koncentracija LDL holesterola (<2y5énol/L).
Medutim, rezultati pet velikih klinikih studija (19-23) o terapiji statinima objavljani
posle finalnog ATP Il izveStaja pokazale su op@wvalst uvdenja farmakoterapije i njenu
efikasnost u smanjenju KBS rizika kod pacijenataveama visokim rizikom da bi se
postigla ciljna koncentracija LDL holesterola <1,8inol/L. U kategoriji veoma visokog
rizika nalaze se osobe sa ustanovljenom KBS i &¢ glavnih faktora rizika (dijabetes
npr.), 2) izrazenim i loSe kontrolisanim faktorimaika (narcito pusenje), 3) viSe faktora
rizika metaboktkog sindroma (naxato visokom koncentracijom triglicerida2,26 mmol/L

i niskim HDL holesterolom <1,03 mmol/L) i 4) paaijie sa AKS.

Osobama bez KBS ili ekvivalenata KBS, a sa viseho prisutna faktora rizika, apsolutni
10-godisnji rizik za KBS se procenjuje kdhjem Framingamskog rizik skora
(Framingham risk scorei-RS) (8). Procenjen rizik se kategorizuje u digkeekategorije,

¢ime se usmerava donoSenje odluka u vezi primareeepcije. Ako je uz dva faktora
rizika identifikovan 10-godisnji rizik za KBS>209%t0 zn&i da ¢e se kod viSe od 20 od
100 ovih osoba razviti KBS ili ponoviti koronarnogiaiaj u toku 10 godina), osoba se
svrstava u kategoriju visokog rizika. Kada je 1@l§aji rizik 10-20%, to se smatra
umereno visokim rizikom, a ako je uz prisustvo \$kedva faktora rizika 10-godisnji rizik
<10% osoba spada u kategoriju umerenog rizikan&ikoncentracija LDL holesterola u
obe ove kategorije umerenog rizika treba da je &3Bnol/L, a razlikuju se po cut-off

vrednosti pri kojoj treba otgeti terapiju za snizavanje rizika.
Osobe sa nijednim ili jednim faktorom rizika svksip se u kategoriju nizeg rizika. Uz

retke izuzetke, ove osobe imaju 10-godisnji rizikl0%. Njihova ciljna koncentracija LDL
holesterola je <4,16 mmol/L.
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Tabela Il Procena apsolutnog 10-godisnjeg rizika za Zener(iagamski skor poeni)

starost poeni ukupan poeni za poeni za poeni za poeni za poeni za
20-34 -7 holesterol 20-39 godina  40-49 godina 50-59 godina  60-69 godina  70-79 godina
35-39 -3 <4,14 0 0 0 0 0
40-44 0 4,14-5,15 4 3 2 1 1
45-49 3 5,16-6,19 8 6 4 2 1
50-54 6 6,20-7,23 11 8 5 3 2
55-59 8 >7,24 13 10 7 4 2
60—64 10 poeni za poeni za poeni za poeni za poeni za
65-69 12 20-39 godina  40-49 godina 50-59 godina  60-69 godina 70-79 godina
70-74 14 nepusai 0 0 0 0 0
75—-79 16 pusati 9 7 4 2 1
HDL poeni Sistolni krvni pritisak bez terapije sa terapijom
>1,55 -1 <120 0 0
1,30-1,54 0 120-129 1 3
1,03-1,29 1 130—-139 2 4
<1,03 2 140-159 3 5
>160 4 6
10-godisnji 10-godisnji
ukupni poeni ukupni poeni
rizik rizik

<9 <1% 20 11%

9 1% 21 14%

10 1% 22 17%

11 1% 23 22%

12 1% 24 27%

13 2% >25 >30%

14 2%

15 3%

16 4%

17 5%

18 6%

19 8%
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Tabela Il

Procena apsolutnog 10-godisSnjeg rizika za musSkércamingamski skor

poeni)
starost poeni ukupan poeniza 20- poeniza 40- poeniza 50- poeniza 60- poeniza 70-
20-34 -9 holesterol 39 godina 49 godina 59 godina 69 godina 79 godina
35-39 -4 <4,14 0 0 0 0 0
40-44 0 4,14-5,15 4 3 2 1 0
45-49 3 5,16-6,19 7 5 3 1 0
50--54 6 6,20-7,23 9 6 4 2 1
55-59 8 >7,24 11 8 5 3 1
60-64 10 poeni za poeniza 40- poeniza 50- poeniza 60- poeniza 70-
65-69 11 20-39 godina 49 godina 59 godina 69 godina 79 godina
70—-74 12 nepusi 0 0 0 0 0
75—-79 13 pusati 8 5 3 1 1
HDL poeni Sistolni krvni pritisak bez terapije sa terapijom
>1,55 -1 <120 0 0
1,30-1.54 0 120-129 0 1
1,03-1.29 1 130-139 1 2
<1,03 2 140--159 1 2
>160 2 3
10-godisnji 10-godisnji
ukupni poeni ukupni poeni
rizik rizik

<0 <1% 11 8%

0 1% 12 10%

1 1% 13 12%

2 1% 14 16%

3 1% 15 20%

4 1% 16 25%

5 2% >17 >30%

6 2%

7 3%

8 4%

9 5%

10 6%
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Faktori rizika uklj€eni u izr&unavanje FRS su: starost, ukupan holesterol, HDL

holesterol, sistolni krvni pritisak, antihipertemza terapija i puSenje. Prvi korak je

izratunavanje broja poena za svaki faktor rizika.

Tabela IV Ciljne koncentracije LDL holesterola i cut-off vi@abti za pdetak sprovdenja

promena u nanu zivota i farmakoterapije u ragitim kategorijama rizika

Nivo LDL
holesterola pri

Nivo LDL
holesterola pri

Ciljna kome pcinje kome se razmatra
koncentracija primena promena uvodenije

LDL holesterola naéina Zivota farmakoterapije*
Kategorija rizika (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Visok rizik:KBS ili ekvivalenti KBS <2,5¢ ~2 56 >2,5¢€tt
(10-godisniji rizik >20%) (<1,81)t = (<2,56)%
Umereno visok rizik>2 faktora riziks >3,3¢€
(10-godidnii rizik 10-20%) <3,368 23,36 (2,56-3.35)1
Umeren rizil. >2 faktora rizike
(10-godinji rizik <10%) <3,36 23,36 24,16
Nizak rizik 01 faktor rizika <4,16 >4,16 =4,92

(4,16-4,91)88

* Kada se uvodi terapija za sniZzavanje koncentdd)L holesterola, preporuka je da intenzitet tgeapude

dovoljan da se postigne redukcija nivoa LDL holedteod najmanje 30-40%.

T Za osobe sa veoma visokim rizikom, Sto podrazantsobe sa ustanovijenom KBS i 1) viSe glavnih

faktora rizika (dijabetes npr.), 2) izrazenim idoontrolisanim faktorima rizika (nafibo pusenje), 3) viSe

faktora rizika metabatkog sindroma (nakito visokom koncentracijom triglicerida2,26 mmol/L i niskim

HDL holesterolom <1,03 mmol/L) i 4) pacijenti sa SK

Tt Ako je koncentracija LDL holesterot®,56 mmol/L, lekovi za snizavanje LDL holesterolrisdikovani

simultano sa promenom ¢iaa Zivota. Ako osoba ima visoke trigliceride ilzak HDL holesterol, moze da se

razmatra uvdenje fibrata ili nikotinske kiseline zajedno sadekza snizavanje LDL holesterola.

¥ Ako je polazna koncentracija <2,56 mmol/L, pasbpicija da se primeni lek za snizavanje LDL hadesia

i postigne ciljna koncentracija od <1,81 mmol/L.

8§ Opcionalno, cilina koncentracija LDL holesterolaouoj kategoriji moZe biti <2,56 mmol/L na osnhovu

dokaza iz klinékih studija.

t+ Kada je koncentracija LDL holesterola 2,56-38Bol/L bazalno ili posle promene d¢iaa Zivota,

inicijacija terapije lekovima za snizavanje LDL beterola na nivo <2,56 mmol/L je terapeutska opcija

zasnovana na dokazima o dodatnoj efikasnosti dahije klinickih studija.

88 Opcionalno uwdenje leka za sniZzavanje koncentracije LDL holesteikada je koncentracija LDL

holesterola 4,16—4,91 mmol/L bazalno ili posle peom naina Zivota.
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Ukupan rizik skor je zbir poena dodeljenih svakaktdéru rizika. 1z ukupnog broja poena
se dobija apsolutni 10-godisnji rizik, na osnovg&se vrsi navedena kategorizacija. FRS

se izr&unava korigenjem tablica prikazanih Tabelama i III.

Dva oblika terapije za snizavanje koncentracije Llesterola su promenednaa Zivotai
farmakoterapija. Promena di@a zZivota podrazumeva smanjenje unosaceagh masti i
holesterola ishranom, a kada su prisutni metakiofindrom ili sa njim povezani lipidni
faktori rizika (poviSena koncentracija trigliceridaniska koncentracija HDL holesterola),
takade zahteva smanjenje telesne tezine i pang fizicke aktivnosti. U Tabeli IV
navedene su ciline koncentracije LDL holesterolacut-off vrednosti za peetak
sprovaienja promena u &au zivota i uzimanja lekova za osobeetiri kategorije rizika

definisane u azuriranoj verziji preporuka iz 20gddine.

1.1.2. ALGORITMI ZA PROCENU KARDIOVASKULARNOG RIZIKA U
PRAKSI

Pored FRS inkorporiranog u NCEP ATP Il preporuleeklinickoj praksi se koristi joS
nekoliko skorova za procenu rizika od pojave rdtdi oblika KVB koji se zasnivaju na
multivarijabilnim regresionim jedrama izvedenim iz rezultata gemja razlitih

kohortnih grupa.

Framingamski sistem je najpoznatiji i &&ge kori€en. Pored originalne verzije ukfjene
u NCEP ATP Il preporuke, modifikovan je za primenu nekoliko nacionalnih i
intrenacionalnih vodia za prevenciju KVB — Kanadskog druStva za kardiGukarne
bolesti Canadian Cardiovascular Society, CO3%), Novozelandskog voth za procenu
rizika od KVB (25), u evropskim preporukama iz 19§8dine (26). I1zveden je iz rezultata
Framingamske studije (FHS) dobijenih ¢@ajem 5345 dobrovoljaca, 30-75 godina
starosti, u toku 12 godina. Kao krajnji ishodi ¢@aja definisani su smrtni ishod kao
posledica KBS, infarkt miokarda, stabilna i nedtabiangina pektoris (8), odnosno FRS

procenjuje 10-godisnji rizik od navedenih ddgpa.
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Najnovije Evropske smernice za prevenciju KVB wnklkoj praksi (27), koje je objavio
Komitet Evropskog udruzenja kardiologa za Kk& vodie (Third Joint Task Force of
Europeanand other Societies on Cardiovascular Disease Rrgor in Clinical Practice)
preporiuju upotrebu SCORESystematic Coronary Risk Evaluatios)jstema (28) za
procenu ukupnog rizika. U okviru SCORE projektalarani su rezultati 12 prospektivnih
studija iz 11 evropskih zemalja. eemo je preko 200 000 osoba, 40-65 godina starosti,
izabranih uglavnom randomizacijom iz opSte popigaca manji broj je predstavljao
pripadnike kohortnih grupa odtenog zanimanja. &snici su préeni u proseku 13 godina,
a kao krajnja t&ka definisan je samo smrtni ishod KVB. Zahvalfijtome, SCORE sistem
se moze prilagoditi raziitim evropskim populacijama koje imaju razlu incidenciju
koronarne i ne-koronarne KVB. PoSto svaka zemlja ippdatke o nacionalnoj stopi
mortaliteta u zavisnosti od uzroka, oni se moguoriskiti za procenu osnovnog rizika
populacije. Odatle se moze procenjivati rizik zalitgte nivoe faktora rizika. Tako je
mogute definisati nacionalne SCORE tablice na osnovionatih podataka o mortalitetu
od KVB i SCORE funkcija rizika sa odgovaréjom podeSavanjima, iako nisu sprovedene
prospektivne studije za konkretnu populaciju. Uijgrblacionalni vodEi dobre klinike
prakse za dijagnostikovanje icEnje lipidskih porem&ja (29) i za dijagnostikovanje i
le¢enje ishemijske bolesti srca (5) prepauju procenu individualnog rizika primenom
SCORE sistema.

PROCAM skor (30) se zasniva na podacima dobije@i@RROCAM prospektivne studije
(Prospective Cardiovascular Munster Studykojoj je westvovalo 26 975 dobrovoljaca
20-75 godina starosti, zaposlenih u industriji, zldega uzorak nije reprezentativan za
opStu populaciju. PROCAM definiSe dva odvojena siistema, jedan za iznanavanje 10-
godisnjeg rizika od smrti usled KBS i od nastankgatalnog infarkta miokarda, a drugi od
cerebralnih ishemijskih dodaja. Njegovu primenu prepaiuje Meiunarodna operativha
grupa za prevenciju koronarne bole¢lmternational Task Force for Prevention of

Coronary Disease).

ASSIGN (ASsessing cardiovascular risk using SIGN guideltoesssign potential patients

to preventive treatment3kor (31) preporuju Skotske SIGN(Scottish Intercollegiate
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Guidelines Network)smernice. lzveden je iz rezultata SHHEC prospektistudije
(Scottish Heart Health Extended Cohaprovedene na slajno odabranom uzorku od 13
297 osoba iz opste populacije Skotske 30-74 gostam@sti. Izraunava 10-godisnji rizik
od komplikacija KVB u bilo kom obliku.

QRISK skor (32) preporwju britanske NICHNational Institute for Health and Clinical
Excellence)preporuke za modifikaciju lipidnog statusa (33)bijen je analizom 1,28
miliona podataka dobijenih iz elektronskih zdraesit kartona osoba 35-74 godine
starosti iz ordinacija lekara opSte prakse (QRESEMRbaza podataka) (uzorak nije
randomizovan). Kao krajnji ishod definisan je 1@gmnji rizik od svih komplikacija KVB

(KBS, Sloga i tranzitornog ishemijskog ataka).

Tabela V Poeni globalnodKVB rizika za zene

Sistolni Sistolni
HDL Ukupan krvni krvni
Starost, holesterol,  holesterol, pritisak bez  pritisak sa
Poeni godine mmol/L mmol/L terapije terapijom Pusenje Dijabetes
-3 <120
-2 1,55+
-1 1,3(-1,5¢ <12(
0 30-34 1,16-1,29 <4,14 120-129 Ne Ne
1 0,91-1,1¢ 4,14-517 13C¢-13¢
2 35-39 <0,91 140-149 120-129
3 5,18-6,21 130-139 Da
4 40-44 6,22-7,24 150-159 Da
5 45-49 7,25+ 160+ 14C-14¢
6 150-159
7 50-54 160+
8 55-59
9 60-64
10 65-69
11 70-74
12 75+
Ukupni Ukupni
poeni Rizik, % poeni Rizik, %
<2 <1 1C 6,3
-1 1,0 11 7,3
0 1,2 12 8,6
1 1.t 13 10,C
2 1,7 14 11,7
3 2,0 15 13,7
4 24 1€ 15,¢
5 2,8 17 18,5
6 3,3 18 21,5
7 3,6 19 24.¢
8 4.5 2C 28t
9 5,3 21+ >30
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Svi navedeni sistemi za procenu kardiovaskularmngar se razlikuju po vrsti rizika koji
predvidaju, a koji je specificiran krajnjim ishodom stwdig kojih su izvedeni. Nijedan od
njih ne procenijuje rizik od svih oblika KVB i zaqmenu 10-godiSnjeg rizika od speéifin
komplikacija KVB (KBS, cerebrovaskularna bolestrifgna vaskularna bolest i&ma
insuficijencija) obéno se koriste posebni multivarijabilni algoritmiogene rizika (34).
Nova verzija FRS iz 2008. godine (35), izvedenpddataka rezultata FHSramingham
Offspring Study(36), izr&unava 10-godisnji rizik od svih oblika KVB — tzvglpbalni
KVB rizik®, uklju ¢uju¢i smrtni ishod KVB, pojavu svih oblika KBS, Slogyéanu

insuficijenciju i intermitentne klaudikacije. Oz¥ava se i kao globalni FRS.

Tabela VI Poeni globalnodKVB rizika za muskarce

Sistolni Sistolni
HDL Ukupan krvni krvni
Starost, holesterol,  holesterol, pritisak bez  pritisak sa
Poen godine mmol/L mmol/L terapije terapijom Pusenije Dijabetes
-2 1,55+ <120
-1 1,30-1,54
0 3C-34 1,1€-1,2¢ <4,1£ 12(-12¢ <12C Ne Ne
1 0,91-1,15 4,14-5,17 130-139
2 35-39 <0,91 5,18-6,21 140-159 120-129
3 6,22-7,24 160+ 130-139 Da
4 7,254 14C-15¢ Da
5 40-44 160+
6 45-49
7
8 50-54
9
1C 55-59
11 60-64
12 65-69
13
14 7C-74
15 75+
Ukupni Ukupni
poeni Rizik, % poeni Rizik, %
<3 <1 8 6,7
-2 11 9 7.9
-1 14 1C 94
0 1,6 11 11,2
1 1,9 12 13,2
2 288 13 15,€
3 2,8 14 18,4
4 3,3 15 21,6
5 3,¢ 1€ 25,3
6 47 17 29,4
7 5,6 18+ >30
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U Tabelama M VI predstavljeni su poeni koji se dodeljuju pojedimen faktorima rizika i
globalni 10-godisnji rizik na osnovu zbira poenanzaSkarce i Zene. Ovaj algoritam daje i
moguwnost drugdije kvantifikacije rizika u obliku starosti srcamosno vaskularne starosti
(Tabela VI). Time se KVB rizik osobe transformiSe u starosblze sa istim rizikom, ali
svim ostalim faktorima rizika u nivou prepéenih vrednosti (netretirani sistolni krvni
pritisak 125 mmHg, ukupan holesterol 4,7 mmol/L, IHEblesterol 1,16 mmol/L, nepuda

bez dijabetesa).

Tabela VIl Starost srca/vaskularna starost za zene i muskarce

Zene Muskarci
Poeni Starost srca, godine Poeni Starost srca, godine
<1 <30 <0 <30
1 31 0 30
2 34 1 32
3 36 2 34
4 39 3 36
5 42 4 38
6 45 5 40
7 48 6 42
8 51 7 45
9 55 8 48
10 59 9 51
11 64 10 54
12 68 11 57
13 73 12 60
14 79 13 64
15+ >80 14 68
15 72
16 76
>17 >80

Modelima kojima se procenjuje globalni rizik od KYB ne samo od KBS, trebalo bi da se
identifikuje viSe osoba sa visokim kratkéonom rizikom. Ovo ima posebnog zte@a u
proceni rizika za Zene, poSto su one ranije u aiyaid veim rizikom od pojave Sloga i

sicane insuficijencije nego od KBS, za razliku od narsica (37).
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1.1.3. KRATKORO CNI | DUGORO CNI RIZIK

Cilj primarne prevencije je da sgrepojavu nove KBS. Osnovni pristup primarnoj
prevenciji je smanjenje faktora rizika. Kliia primarna prevencija se moze podeliti na
dugorc@nu i kratkor@énu prevenciju. Dugokmom prevencijom se smanjuje rizik za KBS
koja se moze javiti bilo kada u toku Zivota. Njeilj ¢ da sprei pojavu i progresiju
ateroskleroze. Kratkotma prevencija bi trebalo da smanji rizik od pojaveve KBS,
uglavnhom AKS, u toku narednih nekoliko godina, cgimw<10 godina. Usmerena je ka
osobama koje najverovatnije &v@naju uznapredovalu koronarnu aterosklerozu i lsaje

pod velikim rizikom od pojave AKS.

Navedeni algortimi za procenu rizika odnose se edaod od 10 godina, odnosno
procenjuju kratkoréni rizik. Medutim, posSto je starost promenljiva kojoj se dodelju
najveti broj poena u modelima 10-godiSnjeg rizika izvadetz studija na populacijama
zrelog doba, kod muSkaraca <45 godina i zena <@fngaumerena povanja vrednosti
faktora rizika imaju malo efekta na ukupan 10-gofligizik. Takode, mlate osobe sa
zna&ajnim opteréenjem faktorima rizika i dalje imaju procenjen 1@dgnji rizik daleko
ispod 10%, iako njihov dugokai rizik moze biti >50%. Npr. 50-godiSnji muskarac,
nepusd, koji nije dijabetéar, sa koncentracijom ukupnog holesterola od 6,h7oifh.,
HDL holesterolom od 1,55 mmol/L i netretiranim sisim krvnim pritiskom od 160
mmHg ima procenjen 10-godisn;ji rizik od komplikacKBS od skoro 7%. Suprotno tome,
njegov proséan rizik od pojave KVB u toku celog ostatka zZivetaosi skoro 70%, a
medijana prezivljavanja je za viSe od 11 godina&&naego kod muskaraca istih godina sa
optimalnim vrednostima faktora rizika. Taley Zena od 50 godina sa idéntm
vrednostima faktora rizika ima procenjen 10-godisigik od samo 2%, dok je njen
dugorani rizik od KVB do kraja Zivota 50%, a medijana pkdjavanja je za viSe od 8
godina kr&a u poréenju sa Zenom istih godina i optimalnim faktoririzka (38). Stavise,
za skoro sve kombinacije faktora rizikéak i sa ekstremnim vrednostima, muskarci
nepusai <45 godina i praktino sve Zene <65 godina imaju procenjen 10-godisnk

<10%. Prema tome, mnoge rm#aosobe sa ziajnim opteréenjem faktorima rizika ne
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dostiZzu vrednost procenjenog rizika kada seéirge tretman na osnovu aktuelnin NCEP
ATP Il preporuka (39). Kod njih se é&e primeniti terapija za sniZzavanje nivoa lipida
uprkos velikoj verovatnd da ¢e dai do oStéenja organa od aterosklerotske bolesti u
kasnijem periodu ZivotaCak i ako pénu sa terapijom za snizavanje koncentracije lipida,
saznanje da su pod niskitD-godisnjim rizikom né& ih motivisati da se pridrzavaju

preporuka o zdravom tiau Zivota ili terapije (40).

Kada se posmatra azuriran Framingamski profil azla globalni KVB rizik, dobijaju se
slicni rezultati, mada upotreba proSirenih krajnjin oda KVB omogdava da vise
muskaraca, a nafibo zena u svojim 50-im godinama gee granicu od 10% i 20%
procenjenog 10-godisSnjeg rizika (37). Podleational Health and Nutrition Examination
Surveypokazuju da w&na odraslih osoba u Sjedinjenim Amiim Drzavama (SAD)
(56%) ili 87 000 000 ljudi ima nizak 10-godisSnjzik, ali visok dugoroéni rizik za pojavu
KVB (41). Pencina i sar. (42) su nedavno objaviliaktitativni metod za procenu
dugor@nog (30-godiSnjeg) rizika za KVB. Zasniva se naulegima Framingham
Offspring Studyu kojoj je kohortna grupa pazljivo gena preko 35 godina za pojavu
KVB. Autori su formirali dva sistema izéanavanja rizika. Jedan se zashiva nha
standardnim  faktorima rizika (pol, starost, sistolrkrvni pritisak, terapija
antihipertenzivima, ukupan i HDL holesterol, pug&njdijabates), a drugi, jednostavniji,
umesto lipidnih parametara koristi vrednost indeietesne masé¢dy mass index@Ml).
Oba algoritma su prilagiena proceni dugotmog, 30-godiSnjeg rizika kroz dva modela,
primarni i sekundarni. Primarni model procenjugkiod pojave teSkih komplikacija KVB
(;teSka KVB*), koje ukljituju teSke manifestacije KBS {ama smrt, infarkt miokarda),
fatalni i nefatalni Slog. Sekundarnim modelom seaciznava rizik od svih oblika
kardiovaskularnih komplikacija (,kompletna KVB*),oka pored teSke KBS obuhvata i
sikanu insuficijenciju i anginu pektoris, pored Slog&anzitorni ishemijski atak, zatim

intremintentne klaudikacije i kongestivni&anu insuficijenciju, kao krajnjih ishoda.
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1.2. KRITERIJUMI ZA EVALUACIJU NOVIH BIOMARKERA ZA
PROCENU KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

Zn&ajan broj osoba sa rizikom ne moze da se idenjdikamo na osnovu tradicionalnih
faktora rizika (43). Skoro polovina svih budln vaskularnih komplikacija des se kod
osoba bez izrazene hiperlipidemije (44). Tékoskoro polovina osoba kod kojih se javi
KBS imaju nijedan ili samo jedan od tradicionalfalktora rizika, i za njih bi se, na osnovu
algoritama procene rizika, smatralo da su pod mgkzikom (43). Oni najverovatnije te
biti ciljna grupa preventivnih terapija, ali u cali kod njih se deSava napiebroj
kardiovaskularnih dogija. Stavise, prevalencija tradicionalnih faktdzika je skoro ista
u populaciji bez bolesti kao i nie pogatenim osobama (45). Prema tome, postoji vazna
potreba za novim r@ima koji ¢e modifikovati informaciju dobijenu tradicionalnom
procenom rizika tako da preventivne mere mogu dargeene na osobe kod kojide se
komplikacije najverovatnije javiti. Ispituju se fadti biomarkeri krvi relevantni za
patofiziologiju aterotromboze (npr. markeri inflalmanog odgovora, koagulacije,

agregacije trombocita, lipoproteini), genetski nearkli markeri subklinéke bolesti (46).

Identifikacija tradicionalnih faktora rizika, kadoSsu hiperholesterolemija, hipertenzija,
pol, starost, porodna istorija KVB, dijabetes i puSenje, je prvi konalodretivanju rizika
za KVB. Odrdivanje globalnog rizika na osnovu tradicionalnilktéaa rizika omogtava
kategorizaciju na visok (>20%), nizak (<10%) ili eran/intermedijerni (10-20%) 10-
godisnji rizik. Osobama sa visokim rizikom prepare se promena dma zivota ili
farmakoterapija. Rizik osoba u kategoriji niskogika treba ponovo proceniti posle 3-5
godina. Osobe sa intermedijernim rizikom, duem, koje ¢ine i do 40% populacije sa
rizikom, nisu kandidati za intenzivan tretman, idkad njih jedan ili viSe faktora rizika
izlazi iz prepordenih okvira. Njima bi se savetovala promenaime zZivota, a neki bi bili
kandidati za terapiju lekovima za snizavanje heledd. Takve osobe imale bi najviSe
koristi od dodatnih ispitivanja kojima bi se njihazik redefinisao u nizu ili viSu kategoriju

I time blize odredio adekvatan tretman (47).
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Napori da se ovaj problem reSi su uglavnom fokasire upotrebu novih odde/anja, ili
biomarkera, koji mogu da se koriste uz tradicioadkktore rizika. Radna grupdational
Institutes of Healthje 2001. godine predlozila definiciju biomarkeraokgkarakteristike
koja se objektivho meri i procenjuje kao indikatarmalnih bioloskih procesa, patoloSkih
procesa ili farmakolosSkih odgovora na terapijskieivenciju“ (48). Ova definicija iste
¢injenicu da biomarkeri nisu ograeni na parametre krvi, iako je to kontekst u kom se
nage&e pominju u literaturi. Prema tome, biomarker malge predstavlja bilo kakav
indikator bioloskih procesa, ukBuju¢i molekule u cirkulaciji, genetske markertelijske
markere, rezultate dijagnastin procedura ili nalaze lekarskog pregleda. K&g od
biomarkera biti najinformativniji delindho zavisi od faze bolesti. Danas je poznato da
manifestnoj KVB prethodi dug period subkiikog oblika bolesti. Npr. subklitka
ateroskleroza moze biti prisutna decenijama prktd miokarda. maging' dijagnosttke
procedure, kao biomarkeri, detektuju prisustvo fnhike KVB, ali imaju mali zn&aj za
detekciju ranijih faza, kada se subkiike bolest joS nije razvila. Suprotno, genetski
biomarkeri obezh#iju uvid u predispoziciju bolesti, ali informacijeoju oni nose je
staténa, ne daje indikaciju da li se subkika bolest razvila ili nije. Biomarkeri u
cirkulaciji mogu da nose informaciju ili o ranoj d kasnoj fazi bolesti, gde neki biomarkeri
reflektuju aktivnost bioloskih puteva koji prethobelesti, a drugi se javljaju u prisustvu
subklinicke KVB (49).

Kriterijumi za evaluaciju novih biomarkera predlozsu od strane nekoliko grupa (50-53).
Ovi predlozi imaju nekoliko zajedékih kljucnih elemenata. Prvi korak u evaluaciji
biomarkera je procena da li se njegove koncengaezlikuju kod osoba sa i bez bolesti.
Drugi korak je sakupljanje dokaza iz &hjrkontrola i prospektivnih studija koje su
ispitivale novi test. U ovoj fazi je neophodno walir i da li su efekti novog biomarkera i
dalje prisutni u multivarijantnoj statigkoj analizi posle odgovarajin korekcija za
promenljive kao Sto su starost, pol, ékai pripadnost, prisustvo drugih bolesti i tip iiter
KVB. Treci korak podrazumeva procenu da li se novim testoije bvazlikuju osobe kod
kojih ¢e se u budtnosti razviti bolest od onih kod kojih é& kao i da li test ima aditivnu

vrednost u odnosu na postigealgoritme procene rizika, kao Sto je FRS. Kmaa treba da
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postoje pouzdane anatitke metode za oddevanje ispitivanog biomarkera, koje se pored
odgovarajdih zahteva u smislu preanatiih i analitickih karakteristikapdlikuju visokom
protaino&u, kratkim obrtnim vremenom i razumnom cenom. Dodétiterijumi koji se
predlazu ukljguju odnos cene i efektivnosti, bezbednost i poaaydi rezultata koji

pokazuju prediktivhu vrednost biomarkera u r&tn prospektivnim kohortnih grupama.

Pitanje da li biomarker nosi dodatnu informaciju Kemplikovanije nego Sto izgleda.
Statisttki znatajna veza izmi@u biomarkera i ishod&ak i u multivarijabilnom modelu, je
neophodna ali nije dovoljna za utwanje njegove prediktivne vrednos@dds ratioili
hazard ratiomogu biti statistiki znatajni ¢ak i ako postoji veliko preklapanje u distribuciji
biomarkera kod onih kod kojih se ne razvija i kodhokod kojih se razvije bolest. Prema
tome, za bilo koju vrednost biomarkera moze dagpoghaajna verovatnéa da osoba

pripada i jednoj i drugoj grupi, umanjéjitako njegovu prediktivnu vrednost.

Pored statistke zn&ajnosti, predlozena su joS tri kriterijuma za ewaalju novog
biomarkera, a to su diskriminacija, kalibracijaeklasifikacija (49, 54)Diskriminacija
predstavlja verovatriol da algoritam za procenu rizika razlikuje pacgesd véim rizikom
od onih sa nizim rizikom. Matemakii se opisuje izréunavanjem C indeksa ili C statistike,
parametra koji je analogan povrSini ispod RO€Ec¢iver operating characteristic curve)
krive (AUC). Ovi statisttki parametri definiSu verovatto dace sliajno odabrana osoba
iz ,pogadene grupe” imati w@ test skor od skejno odabrane osobe iz ,nepdgoe
grupe®. Test koji nema sposobnost diskriminacige imati vrednost C statistike 0,5, a
savrSeni test 1,0. (savrSena diskriminacija). VostinC statistike za FRS, zasnovan na
tradicionalnim faktorima kardiovaskularnog rizikdgstize~0,75 (8). Prema tome, jedan
pristup u proceni novih kardiovaskularnih biomagkgr procena da li povavaju vrednost

C statistike iznad vrednosti koja se dobija sanim@nom FRS.
Kalibracija se odnosi na sposobnost testa da ispravno prodeni asoba u okviru bilo

koje date grupe, kod kojite se javiti manifestacije bolesti. kie pacijentima za koje je

procenjeno da su pod &im rizikom, d&i ¢e do véeg broja manifestacija bolesti, dék
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medu pacijentima identifikovanim kao sa nizim rizikodo¢i do manjeg broja stiajeva
bolesti. Kalibracija se najbolje predstavlja priaz primeenih prema &ekivanim stopama
oboljevanja méu kvintilima procenjenog rizika za modele koji wkijiju i ne ukljwEuju
novi biomarker rizika.

Odluka o tretmanu se teSko donosi kod osoba u usigs®gu intermedijernog rizika. Da bi
se utvrdio uticaj novog biomarkera na donoSenjaidde odluke, treba utvrditi da li
njegovo dodavanje dovodi do pomerangklasifikacije) znaajnog broja osoba preko cut-
off vrednosti za péetak tretmana. Preporuke se odnose na osobe sanedligernim
rizikom na osnovu premise da se osobe sa visokimkorn odmah podvrgavaju
preventivhim merama (uklfwjuc¢i farmakoloSku terapiju), dok osobama sa niskirkam
nije potrebna specifna intervencija. Reklasifikacija osoba sa intergeedim rizikom u
viSu ili nizu kategoriju rizika moze olakSati doeoge odluke o tretmanu.

Veliki panel biomarkera je na raspolaganju, aléima njih nije primenljiva u klinikoj
praksi. Prema preporukama za laboratorijsku medidiacionalne akademije za kkiu
biohemiju (National Academy of Clinical Biochemistry LaboratoMedicine Practice
Guidelines, NACB LMPG) za upotrebu novih laboratorijskih  biorkara
kardiovaskularnog rizika u primarnoj prevenciji,nga je C-reaktivni protein (CRP)

zadovoljio sve navedene kriterijume (53).

1.3. C-REAKTIVNI PROTEIN KAO BIOMARKER
KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

1.3.1. ULOGA INFLAMACIJE U ATEROSKLEROZI
Inflamacija ima vodéu ulogu u svim fazama ateroskleroze, odgtoih promena u obliku
masnih pruga do kowtiaih komplikacija u vidu AKS. Najraniji dogaj u razvoju

ateroskleroze je disfunkcija endotela, koju pddstgojaznost, hipertenzija, dijabetes,

pusenje i dislipidemija. Disfunkcija endotelniéelija se primarno manifestuje kao
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deficijencija azot (Il) oksida (NO) i povanje koncentracija endotelina-1 (ET-1),
angiotenzina Il (Ang II), plazminogen aktivator ibitora-1 (PAI-1),¢elijskih adhezionih
molekula i citokina, odnosno hemokina. Na&@iikku se mononuklearrielije — monociti i T
limfociti, vezuju za endotel i kotrljaju duz njegdezivanje je u péetku slabo, a kasnije
ove ¢elije ¢vrsto prianjaju za endotel i prolaze u subendotpinstor diapedezom izrde
endotelnih¢elija na njihovim spojevima. Kotrljanje i vezivanjeukocita na endotelu je
omoguweno zahvaljujdi prisustvu adhezionih molekula — intercelularnhedioni molekul-

1 (intercellular adhesion molecule-1CAM-1) i adhezivni molekul vaskularnielija-1
(vascular cell adhesion moleculeN\CAM-1), i integrina. Hemotaksu i ulazak monocita u
subendotelni prostor olakSavaju hemoatraktantni tepro monocita-1 rfonocyte
chemoattractant protein-1MCP-1), interleukin-8 (IL-8) i fraktalkin. Zatim, aktor
stimulacije kolonija makrofagamacrophage colony-stimulating factdvl-CSF) pokrée
diferencijaciju monocita u makrofage. Makrofageuaienaju lipide iz LDL ¢estica, koje
mogu da podlegnu oksidacionim ili enzimskim modiftfama (OxLDL ili E-LDL), a
preuzimaju ih posredstvostavengereceptora (SR) [CD36, SR-A, CD68, lektinucah
receptor za OxLDL (LOX-1), SR-B1]. Tako makrofagesmju penastéelije, koje su
osnovno obelezje ranih lezija u obliku masnih priRasle formiranja masnih pruga, glatke
misSi¢ne ¢elije migriraju u intimu, gde proliferiSu i formipa fibroznu kapu. Aktuelno je
miSljenje da makrofage optéene lipidima, u toku stimulacije citokinima, vezija za
CD40 ligand (CD40L), nekroze i apoptoze, osltdja matriks metaloproteinaze (MMP),
koje dovode do istanjivanja endotelnog sloja. Z&to makrofage optetene lipidima
sadrze viSe tkivhog faktora (TF), on se osttsbd&z makrofaga i aktivira faktor VII, sto
inicira kaskadu koagulacije krvi. To dovodi do foramja tromba i pojave AKS (nestabilne
angine i infarkta miokarda). Makrofage tdko interaguju sa T limfocitima i drugim
¢elijama putem aktivacije CD40—-CD40L signalnog sisde Sto dovodi do nastanka lezije
koja je manje fibrozna i sklona rupturi. Brojnaradtivanja sa genetski izmenjenim
eksperimentalnim zivotinjama istakla su ¢ajarazIcitin citokina, hemokina i adhezivnih

molekula u aterogenezi, i&tKi time vode€u ulogu inflamacije u aterosklerozi (55, 56).
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Razlicite studije su pokazale da brojni biomarkeri infeoije mogu da predvide
komplikacije KVB. Tu spadaju adhezivni molekulitaikini, hemokini i proteini akutne
faze kao Sto su fibrinogen, serumski amiloid A (SAACRP. NajviSe publikacija ide u
prilog CRP-u kao snaznom i nezavisnom markeru KiZika. Maiutim, pored toga Sto je
utvrdena njegova uloga kao markera rizika, postoje ddigzukazuju na njegovu ulogu u

samoj patogenezi ateroskleroze (57).

1.3.2. C-REAKTIVNI PROTEIN KAO MEDIJATOR ATEROGENEZE

CRP pripada familiji visoko konzerviranih proteikaji se nazivaju pentraksini. Sastoji se
od pet identinih, nekovalentno vezanih subjedinica organizovasimetréno oko
centralne Supljine, od kojih svaka sadrzi 206 akiselinskih ostataka i ima molekulsku
masu od 23 027 Da, odnosno ukupna molekulska m&saaCiznosi ~115 000 Da (58).
Struktura CRP-a je prikazana na Slici 1. Kod ljudije neglikozilirani protein i gen koji
kodira njegovu sintezu se nalazi na proksimalnogodukraku hromozoma 1. Gen za CRP
kodira 206 aminokiselinskih ostataka i sastoji dedwa egzona i jednog introna. Prve dve
aminokiseline su kodirane na prvom, dok su ostaldirkne na drugom egzonu (59).
Dokumentovana je zkajna veza izmidu genotipova CRP-a i njegovih koncentracija u
cirkulaciji. Ispitivanje 1059G/C polimorfizma u egau 2 i T/A supstitucije u intronu
humanog gena za CRP je pokazalocajro nizu koncentraciju CRP-a the nosiocima
1059G/C polimorfizma i kod TT genotipa (60, 61)kdde, rezultatiFamily Heart Studygu
pokazali da je bazna koncentracija CRP-a 35-40%vljsha naslednindiniocima (62).

CRP je odavno poznat kao protein akutne faze, gaova ulogom u prepoznavanju i
aktivaciji inflamatornih procesa, i kao aktivnéasnik u urdenom imunitetu. Po povredi
tkiva, koncentracija CRP-a pioje da raste u toku 4-6 h i nastavlja da se (ave
eksponencijalno, udvosttuju¢i vrednost svakih 8-9 h i dosti@umaksimum u toku 24-48
h. Koncentracija se normalizuje tek kada se integtkiva obnovi. Poluvreme bioloSkog
Zivota iznosi 19 h, pa su mu koncentracije u plammielikoj meri odrdene brzinom

sinteze, Sto gaini jednim od proteina akutne faze koji najbrzegga (63). Sinteza CRP-a,
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stimulisana citokinima — IL-6, IL{1i faktorom nekroze timora-(tumor necrosis factoes
TNF-a), paiinje u hepatocitima kao odgovor na povredu tkivanfekciju. U prisustvu
jona kalcijuma, CRP se vezuje za polisaharide ninbgkterija, gljivica i nekih parazita.
Pored toga, CRP se tal@ vezuje za fosforilholin, fosfatidilholine i nulkhske kiseline,
dok je vezivanje za katjonske molekule, kao Stgmatamin, heparin i histoni, nezavisno
od kalcijuma. Ovo omodava uklanjanje raspadnih produkata tkiva nastalitioku
inflamatornog procesa, jer kada se veze za svggndie, CRP postaje snazan aktivator
klasiinog puta sistema komplementa Sto se zavrSava @asgom i fagocitozomg¢ime se
uklanjaju strane supstance (antimikrobno dejstva)siaci ¢elija nastalih nekrozom i
apoptozom (64). Pored aktivacije sistema kompleanewtakSavanja fagocitoze od strane
makrofaga, funkcija CRP-a u uenom imunitetu sastoji se i u indukciji ekspresije
adhezivnih molekula i promociji aktivacije leukatitPoslednja saznanja povezuju CRP sa
razvojem KVB, odnosnho bazni nivoi u odsustvu infgkd vidljive povrede tkiva, koriste

se za procenu kardiovaskulanog rizika (63).

Slika 1. Pentamerna struktura C-reaktivhog proteina.
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Receptori za CRP su identifikovani na mononuklearéelijama, neutrofilima i endotelnim
¢elijama humane aorte. Glavni receptor za CRP niolBtima je Fg receptor Il (CD32)
(65). Na endotelnindelijama CRP ostvaruje svoje efekte vezivanjem z8ZDCD64, Sto
podrazumeva povanu ekspresiju adhezivnih molekula i smanjenu a@ssjor endotelne
NO-sintaze (eNOS) (66).

Nedavno je dovedena u pitanje dogma da se CRRudsklj sintetiSe u jetri, u& nova
saznanja ukazuju da moze da se produkuje ekstridrapau razlitim tipovima cellija,
ukljucujuéi one prisutne u aterosklerotskim lezijama, gde @a, svega, sintetiSu glatke
miSi¢cne celije i makrofage (67—69). Imunihistohemijskim hagm je dokazano prisustvo
informacione ribonukleinske kiseline (iIRNK) i CRR4akivu arterijskog plaka. Osim toga,
u porelenju sa tkivom normalne arterije, tkivo plaka sadtéset puta W@ kolicine i
proteina i IRNK (69). Takde je pokazano da endoteldelije humane aorte sintetiSu i
sekretuju CRP (70). U humanom adipoznom tkivu pakaze prisustvo iRNK za sintezu
CRP, a takde i svojstvo adipocitokina da ati na sintezu CRP-a. Naime, adiponektin
dovodi do zn&ajnog smanjenja kaline iRNK za sintezu CRP i samog proteina, dok tepti

poveava sintezu CRP-a u endotelndglijama inkubiranim sa IL-1 i IL-6 (71, 72).

Ulogu medijatora aterogeneze CRP ostvaruje kraaputia kljine elemente ovog procesa
— endotelneelije, monocite/makrofage, ukuju¢i i preuzimanje OxLDL-a, i vaskularne
glatke miséne celije. Time ispoljava proaterogene efekte u svirafaa aterogeneze, od
endotelne disfunkcije, preko inicijalnog formiranjeazvoja plaka, do njegove rupture. Na
nivou endotela, CRP inhibira transkripciju IRNK @sOS, kao i stvaranje vazodilatatora —
NO i prostaciklina. S druge strane, stimuliSe apopt endotelninc¢elija i produkciju
vazokonstriktora ET-1 i proinflamatornog citokina-6. Konaan efekat je smanjenje
vazoreaktivnosti. U endotelningelijama CRP aktivira proinflamatorni transkripcioni
faktor, nuklearni faktokB (NF-«B), Sto stimuliSe produkciju proinflamatornih mole,
IL-6 i IL-8, i ekspresiju adhezivnih molekula — IGAL1, VCAM-1 i E-selektina. To
omogitava adheziju monocita i njihovo prianjanje za ertoTakaie, CRP stimuliSe

ekspresiju MCP-1 u endotelnitelijama, koji je neophodan za transmigraciju motaoai
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zid arterije,cime painje formiranje plaka. U zidu, CRP stimuliSe difiecgaciju monocita

u makrofage i njihovu proliferaciju po%anim oslobdanjem M-CSF, olakSava
preuzimanje OxLDL-a od strane makrofaga (ali neativmog LDL-a, zbog skrivenih
fosfoholinskih epitopa), Sto promoviSe formirangnpstihcelija, i stvaranje i oslolianje
reaktivnih radikala kiseonika, kao Sto je superdksanjon, i proinflamatornih citokina, Sto
sve omogtava dalje uvéavanje lezije. Stimulacijom proliferacije i migrgeiglatkih
miSi¢nih ¢elija preko receptora za angiotenzirtiju ekspresiju promovise, CRP olakSava
remodelovanje i sazrevanje plaka. U makrofagama? GfnuliSe i aktivnhost MMP, koje
razgraiuju kolagen i destabilizuju plak. Dalje, inhibiaifposlobaanja NO i prostaciklina i
promocijom disfunkcije endotela, a stimulacijomatsianja TF iz makrofaga i sinteze
PAI-1, CRP podste protrombotiko okruzenje koje pogoduje rupturi plaka i nastanku
tromboze (63, 73).

1.3.3. PROCENA KARDIOVASKULARNOG RIZIKA NA OSNOVU
KONCENTRACIJA C-REAKTIVNOG PROTEINA

Interesovanje za ulogu CRP-a u KVB intenziviranopje dve decenije objavljivanjem
rezultata studija koje su opisale poviSenu koneeijtr CRP-a mé@u pacijentima sa
.aktivnom* KBS, nestabilnom anginom i hr@niom aterotrombozom (74). Kasnije,
rezultatiPhysicians Health Study?HS), u kojoj su &estvovali zdravi muskarci, pokazuju
da su bazalne koncentracije CRP-acafr@o viSe kod osoba kod kojde se kasnije pojaviti
infarkt miokarda ili Slog nego kod onih kod kojilbb dvih komplikacija née dai. Znatajno
je da su koncentracije CRP-a ukazivale na rizilod kepusé i kod osoba bez drugih
faktora rizika (75). Daljim ispitivanjem ove kohoe grupe ndeno je da su koncentracije
CRP-a nosile aditivnu vrednost u odnosu na progtastinformaciju koncentracija
ukupnog i HDL holesterola, da su bile nezavisndigdnih i nelipidnih faktora rizika i da
su imale prediktivnu vrednost u proceni rizika odjgve bolesti perifernin arterija i
iznenadne smrti (76—78). Tak®, rezultati PHS su pokazali da CRP moze biti kanisi
odrefivanju efikasnosti terapija koje se obo koriste za redukciju kardiovaskularnog

rizika. Naime, smanjenje rizika uzimanjem 325 mgi@sa svakog drugog dana bilo je
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najve&e metu osobama sa najviSom koncentracijom CRP-a, odndsmb osoba sa

najvetim stepenom inflamacije (75).

Rezultati PHS potdeni su i kod Zena, #Women’s Health Studf¢wHS), gde je takde
dodatno odréivanje CRP-a u okviru skrininga na osnovu nivoaidiép poboljSalo
identifikaciju osoba sa rizikom od kardiovaskulérrbolesti, pre svega smrti od KBS,
nefatalnog infarkta miokarda, Sloga ili od potrebm postupcima koronarne

revaskularizacije (79).

Kasnije pd&inju da se objavljuju podaci o tome da CRP nije @anovi biomarker
kardiovaskularnog rizika, ¥e da odrdivanje CRP-a zasluzuje paznju i za q@aje
farmakoterapije za prevenciju ickenje KVB. Prvo su rezultati CARE studij€liolesterol
and Recurrent Eventpokazali da je efekat statina u smislu redukgggve komplikacija
bio veli kod osoba sa poviSenim CRP-om i da je terapijavastatinom dovela do
smanjenja koncentracije CRP-a nezavisno od koresj@rLDL holesterola (80, 81). Ovo

je kasnije potwteno za sve vrste statina (82, 83).

Kod wesnika AFCAPS/TexCAPS studijeAif Force/Texas Coronary Atherosclerosis
Prevention Studyterapija statinima je smanjila stopu pojave véamikih komplikacija
meiu osobama sa poviSenom koncentracijom CRP-a i kdraz@jama LDL holesterola
ispod prosénih vrednosti u ispitivanoj populaciji (<3,86 mmgl/ Sa druge strane, kod
ucesnika sa niskim CRP-om i niskim LDL holesterolomsunprime&eni korisni efekti
statina u smislu redukcije rizika, uprkos smanjempoa holesterola (84). Ovakvi rezultati
imali su potencijalni zn&j za prevenciju KVB, natito posto su zakljigci WHS da osobe
sa niskom koncentracijom holesterola ali visokirednmostima CRP-a predstavljaju grupu
pacijenata sa visokim rizikom koji nisu obulkieai aktuelnim vodiima za primenu terapije

statinima (85).

Na osnovu rezultata studija koje su usledile, spdewnih na preko 30 kohortnih grupa u

razlicitim populacijama, potdeno je da je CRP prediktor pojave komplikacija KB
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budwnosti, nezavisan od prisustva ostalih faktora azikda poboljSava procenu globalnog
rizika na osnovu Framingamskog rizik skora, @doo kod osoba sa intermedijernim
rizikom (86-95). Na osnovu doslednosti ovih podatadtefinisani su kligki algoritmi
procene rizika poznati kao Rejnoldsov rizik sk&eynolds Risk Scor&RS) za Zene i
muskarce, koji pored tradicionalnih faktora rizikklju¢enih u Framingamski rizik skor,
ukljucuju i informacije o stepenu inflamacije (CRP) i géku (porodénu istoriju pojave
infarkta miokarda pre 60. godine). Na ovajcinase 20-30% osoba sa intermedijerni
rizikom ispravno reklasifikuje u visu ili nizu kaeriju (96, 97). Model procene rizika koji
koristi vrednosti CRP-a pokazao se uspesSnijim uatitieaciji osoba sa rizikom na osnovu
kriterijuma diskriminacije, kalibracije i rekladiacije i odnosu na model bez CRP-a, Sto je

potvrdeno i na populaciji FHS (95, 98).

| pored svih ovih dokaza, da bi CRP mogao da sagmjuje u rutinskoj klinrikoj praksi
bilo je neophodno dokazati njegov Zapu smanjivanju rizika. Prvi dokazi dobijeni su iz
rezultata studija koje su ispitivale efekat statnBROVE IT-TIMI 22 studije RPravastatin
or Atorvastatin Evaluation and Infection Therapynrdmbolysis in Myocardial Infarction
22) i ,A do Z" studije (Aggrastat-to-Zocor;, gde je pokazano da se najbolji kkiiishod
terapije statinima postize kada se pored sniZepjacéntracije LDL holesterola <1,81
mmol/L, postigne i smanjenje nivoa CRP-a na vretine® mg/L (99, 100). Takde, u
REVERSAL studiji Reversing Atherosclerosis with Agressive Lipid Ligg, regresija
ateroskleroze terapijom statinima, ¢®aa intravaskularnim ultrazvukom, pritema je
samo kod osoba kod kojih je postignuto snizenj&P& i LDL holesterola (101). Ovo je
narcito znaajno za prevenciju Sloga, gde samo redukcija LDlesterola terapijom
statinima nije dovoljna, dok je kod osoba kod kgghpostignuta i niska koncentracija

CRP-a istom terapijom prindena zna&ajno manja incidencija Sloga (102).

Na osnovu pokazane sposobnosti CRP-a da ukazejaaupeaskularnih komplikacija u
budwnosti i efekta statina da snizavaju nivo CRP-a, kalokaza da je efekat terapije
statinima véi kada se postigne redukcija nivoa i LDL holestarolCRP-a, uzost hoc

analizu rezultata AFCAPS/TexCAPS studije koja jekgmala da zdrave osobe sa
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povisenom vrednostima CRP-a i normalnim koncerjaam@ LDL holesterola mogu imati
koristi od terapije statinima, dizajnirana je medttrcna JUPITER studijaJ@stification
for the Use of Statins in Prevention: an InterventiTrial Evaluating Rosuvastatin).
Randomizirana, dvostruko-slepa, placebom kontneéisanulticentiina studija sprovedena
je na 17 802 osobe sa 1315 lokacija u 26 zemaljasuB ukljuceni muskarci stariji od 50
godina i Zene starije od 60 godina koji nisu inmstibriju koronarne arterijske bolesti, Sloga
ili dijabetesa, sa koncentracijama LDL-holestergl®36 mmol/L i CRP-a=2,0 mg/L.
Ucesnici su dvostruko slepo i nas#nmo podeljeni u 2 grupe, jedna je primala 20 mg/dan
rosuvastatina, druga placebo. lako je planirangtddija traje 5 godina, kada je pokazano
da kod pacijenata u grupi koja je primala rosuvastama zn#&ajno manje smrtnih
sluitajeva nego u kontrolnoj grupi, nezavisni nadzoahar za bezbednost studije je izveo
analizu efikasnosti i studija je prekinuta posles@nog vremena pt&nja pacijenata od
1,9 godina. Rosuvastatin je smanjio pojavu nefatalnnfarkta miokarda za 54%,
nefatalnog Sloga za 48% i potrebu za postupkom skelarizacije arterija |
hospitalizacijom zbog nestabilne angine za 47%.a&00, postojala je i redukcija ukupnog
mortaliteta od oko 20%. Dakle, studija je sprovedera @esnicima sa optimalnim
koncentracijama lipida prema aktuelnim preporukamakaie, pojava krajnjih ishoda
smanjena je za 37% u podgruggiesnika koji osim povisenih vrednosti CRP-a nisulima
nijedan drugi faktor rizika osim starosti. Zbog damiziranog dizajna JUPITER studije,
dobijeni dokazi doprinosecursCivanju stanovista da CRP treba da se wklju procenu
rizika u primarnoj prevenciji KVB kao indikator dsa koje ¢e imati koristi od
farmakoterapije, a ne mogu se identifikovati na owsn preporuka aktuelnih vad.
Procenjuje se da bi primena strategije skriningsdP@R uvdenje terapije statinima na
osnovu dobijenih vrednosti sgi® pojavu vise od 250 000 slajeva stanog udara, Sloga,
revaskularizacije i prevremene smrti od vaskularkdmplikacija samo u Sjedinjenim
Americkim Drzavama (74, 103-105).

Zahvaljujti velikom broju postojéih dokaza, primena CRP-a u klikbj praksi definisana

je od strane nekoliko organizacija. Prve Klke preporuke za upotrebu CRP-a kao dodatak

globalnoj proceni rizika definisali su Ameéka asocijacija za srceAferican Heart
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Association AHA) i Centar za kontrolu bolesti i prevencijCénters for Disease Control
and PreventionCDC) 2003. godine. Na osnovu AHA/CDC preporuka, (&P nezavisan
marker rizika moze da se koristi kod osoba sanmé€lijernim rizikom na osnovu globalne
procene rizika (10-godisnji rizik od pojave KBS iato 10% i 20%), kao pondou daljoj
evaluaciji stanja pacijenta i izboru terapije unpairnoj prevenciji. Koncentracije CRP-a <1
mg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/L se interpretiraju kao rkzameren i visok rizik od pojave KVB
(106). Ove preporuke su sadrzane i u NACB LMPG @mgkama za upotrebu novih
laboratorijskih biomarkera kardiovaskularnog rizikaprimarnoj prevenciji, s tim Sto je
ovde uvedena i dodatna kategorija veoma visokad@ariza koncentracije CRP>10 mg/L
(53). Posle objavljivanja rezultata JUPITER studifeondacija ametkog koledza
kardiologa American College of Cardiology FoundatioACCF) i AHA, u svojim
preporukama za procenu kardiovaskularnog rizika &sienptomatskih odraslin osoba iz
2010. godine, definiSe da odireanje CRP-a kod muSkaraca starB0 ili Zena>60 godina
sa koncentracijama LDL holesterola <2,59 mmol/L;ji kae primaju hormonsku
supstitucionu ili imunosupresivnu terapiju; beznklki manifestovane KBS, dijabetesa,
hronicne bolesti bubrega, teskih inflamatornih stanja, kibntraindikacija za terapiju
statinima, moze biti korisno u odabiru pacijenaaerapiju statinima. Takie, odrdivanje
se preportuje i kod asimptomatskih musSkaras80 ili zena<60 godina sa procenjenim

intermedijernim rizikom (54).

1.3.4. ODREDIVANJE C-REAKTIVNOG PROTEINA ZA PROCENU
KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

Zbog brzine i intenziteta odgovora, CRP se dugiskara postavljanje dijagnoze, gemje

I prognozu ishoda razltih infektivnih, inflamatornih i nekrotskih procas kao i za
procenu efikasnosti tretmana u ovim stanjima. Kotreeija CRP-a u serumu mozZe da se
povea i do 1000 puta usled infekcija, trauma, hirurSkikervencija i drugih akutnih
inflamatornih procesa. Uaotajenacut offvrednost za CRP je <10 mg/L. Blaga inflamacija
i virusne infekcije dovode do porasta koncentra€igP-a do vrednosti ~10 do 50 mg/L,

dok su aktivna inflamacija i bakterijske infekcgbicno uzrok povéanja vrednosti CRP-a
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izmedu 50 i 200 mg/L (107). Koncentracije >200 mg/L se¢s u tezim infekcijama i
traumama. Kod porenmaja koje prati hrotna inflamacija, ukljduju¢i autoimune bolesti i
maligne procese, stalno je prisutna poviSena kdrmeja CRP-a u serumu. Anadikie

metode koje su se Koristile za odik@anje koncentracija CRP-a reda ¥eie onih prisutnih

u akutnim inflamatornim procesima odlikuje donjamgjca kvantifikacije od 3-5 mg/L.

Koncentracije CRP-a koje se koriste za procenui&aagkularnog rizika su mnogo nize
nego u akutnoj inflamaciji i bakterijskim infekaj@. Za proces ateroskleroze
karakteristtna je hronina inflamacijaciji intenzitet uslovljava koncentracije CRP-a u
cirkulaciji koje su nize od granice detekcije kongmnalnih testova. Za odfranje tako
niskih nivoa CRP-a razvijeni su testovi sa¢cam analittkom osetljivosu, koji se
ozna&avaju kao visoko osetljivi hjgh-sensitivity, hs), a na ovaj nén odreiena
koncentracija CRP-a kao ,visoko osetljivi CRP* (). ,Visoka osetljivost* se definiSe
kao dovoljna preciznost pri odiwanju niskih koncentracija CRP-a da omégu
stratifikaciju rezultata naizgled zdravih osobaeucile, kvartile ili kvintile. Prospektivhe
studije su pokazale da se korigovan relativni rakpojave KVB, bolesti perifernih arterija
ili ishemijskih komplikacija krée izmetu 2,1 i 4,8 u najviSem tercilu, kvartilu ili kvitdi
vrednosti hsCRP-a u odnosu na najnizi (75, 86). &goritmi za procenu rizika za pojavu
koronarnih komplikacija u buduosti bili su zasnovani primarno na kvintilima vnedti
hsCRP (108). Mé&utim, na osnovu raspodele hsCRP vrednosti u 12¢#zlpopulacija
koje su uklj@ivale >19 000 ljudi i distribucije frekvencija hs®rRa u 22 403 odraslih
Amerikanaca, CDC/AHA preporuke definiSu jednostgsout off vrednosti zasnovane na
tercilima u navedenim populacijama. Pregemne cut off vrednosti za procenu rizika su
<1,0 mg/L (nizak rizik), 1-3 mg/L (umeren rizikyB,0 mg/L (visok rizik) (106, 109).

Neophodna standardizacija hsCRP testova podrazumdsivatnu preciznost u opsegu
koncentracija 0,2-10 mg/L kako Hut off vrednosti za procenu rizika izvedene iz
populacionih studija mogle da se primene na pogéding pacijenta. Prakino, to zndi da
bi donja granica kvantifikacijeifit of quantification,LoQ) trebalo da budg0,3 mg/L i

nepreciznost <10% pri odtiranju koncentracije CRP-a <0,5 do 1,0 mg/L, madigni
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zahtevi nisu definisani (110). Neki autori smatrdpugranica detekcijdirfit of detection,
LoD) hsCRP testova za odieanje niskih koncentracija karakteristih za
kardiovaskularni rizik treba da iznosi ~0,1 mg/LL.@Q 0,2 mg/L sa nepreciznas <10%
(111).

CRP je veoma stabilan u preanakbm smislu. Uzorci pune krvi stabilni su 3 dana na
sobnoj temperaturi, a u frizideru najmanje 7 dasetemperaturi od 4 °C uzorci seruma i
plazme stabilni su 60 dana, a zamrznuti na -70U0E: dd 20 godina. Vrednosti ne zavise
od pola, starosti, rase, uzimanja hrane i godiSd@ga. Méutim, pokazano je da figko
vezbanje, pusenje, gojaznost, konzumiranje alkghaananje antiinflamatornih lekova i

hormonska terapija Wil na koncentraciju CRP-a (112).

Prve CDC/AHA preporuke su, zbog velike intra-indwalne varijacije, definisale da se
hsCRP odréuje u metabotiki stabilnom stanju, u odsustvu inflamatornih iifektivninh
bolesti, kao srednja vrednost dva merenja u razmattu2 nedelje. Ako se dobije
koncentracija hsCRP>10 mg/L, trebalo bi potraz#iak infekcije ili inflamacije koji bi
mogli da dovedu do pogreSne procene kardiovaskaggrizika. Vrednost >10 mg/L zatim
treba odbaciti i ponoviti oddvanje hsCRP-a za 2 nedelje, kada se stanje p&xijen
stabilizuje (106). Po aktuelnim preporukama NACB RG| hsCRP treba da se adlige
takade u metabodiki stabilnom stanju, u odsustvu infekcije i akutbiblesti. Mgutim, ako

je dobijena koncentracija <3 mg/L, nije potrebnon@mo odrdivanje. Ako je
koncentracija hsCRP>3 mg/L, odieanje treba ponoviti posle najmanje 2 nedelje pod
istim uslovima u smislu odsustva infekcije i aktithiolesti. Validnom vrednéa smatra se
niza od dve dobijene koncentracije. Pokazano g kahcentracije hsCRPL0 mg/L mogu
biti povezane sa kardiovaskularnim rizikom ako restpje znaci i simptomi aktivne
infekcije ili inflamatornih poreme&ja. U odsustvu drugih bolesti, ponovljeno dobganj
vrednosti>10 mg/L tumdi se kao veoma visok rizik (53, 113).

lako je CRP podlozan izrazitim i brzim promenamatanjima koja dovode do reakcije

akutne faze, pokazano je da postoji pnidi stabilnost njegovih vrednosti u toku vremena,
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¢ak i za poviSene vrednosti, u odsustvu akutnih dibl&tabilnost vrednosti odtiwanja
hsCRP-a u toku vremenadak veta od stabilnosti koncentracija ukupnog holesterdabd,
predstavlja standardni parametar za procenu kaadikalarnog rizika (114, 115). Postavlja
se pitanje kakve osobine treba da imaju hsCRPuestemislu analittke preciznosti da bi
mogli da se koriste za procenu kardiovaskularnatkai Idealno bi bilo da su ti zahtevi
zasnovani na bioloskoj varijaciji analita i valiaimi u klinickoj praksi. Dozvoljena ukupna
analiticka greSka pri odvanju nekog analita iznosi do 50% vrednosti imdavidualne
bioloske varijacije. Ukupna anatika greSka podrazumeva zbir sistematske taghe
greSke. Sistematska greSka predstavljacnest odrdivanja, a sldajna greska je jednaka
1,96 puta nepreciznost odreanja. Intraindividualna biolosSka varijacija za BRznosi 30—
63%, pa prema tome ukupna an&ké greSka treba da bude 15-32%. Ako je dmeist
hsCRP odréivanja +10%, tada je dozvoljena nepreciznost 2,86;1ako se primenjuje
jedno merenje. Kod viSe puta ponavljanih diranja hsCRP-a, dozvoljena nepreciznost je
veca. Ako se uzima srednja vrednost dva merenja, dignaonepreciznost testa biti 3,7—
15,6% (110).

Slaganje izméu razliitih metoda za oddivanje hsCRP-a je od esencijalnog &ma,
posto se rezultati dobijeni za pacijente interpagi u kontekstu jedinstveno ustanovljenih
cut off vrednosti. Zato je CDC pokrenuo program standacijza U prvoj fazi je
identifikovan pogodan primarni referentni materiasertifikovani referentni materijal 470
(Certified Reference Material 47@CRM470) (116). Koncentracija CRP-a u CRM470
iznosi 39,3 mg/L, Sto je visoko za hsCRP ddranja. Kao sekundarni referentni materijal
proizvaiaci koriste njegovo razblazenje, a nedavno je, u ojrugzi standardizacije,
definisan jedinstveni protokol transfera vrednosiime je obezbd@ena sledivost do
primarnog referentnog materijala (117). Ovo bi &lelda doprinese harmonizaciji rezultata
dobijenih razkitim imunometrijskim metodama, koje se uglavhom nragu nha
imunonefelometrijskom i imunoturbidimetrijskom peipu. Ve&ta osetljivost se postize
uvodenjem latekstestica kovalentno vezanih za speeid antitelo u sastavu reagenasa
(112).
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1.4. DRUGI BIOMARKERI KARDIOVASKULARNOG RIZIKA

1.4.1. PARAMETRI LIPIDNOG STATUSA

1.4.1.1.Ukupan holesterol

PoviSen holesterol je jedan od uzroka aterosklkeedstlesti. Windhaus je jos 1910. godine
opisao prisustvo holesterola u lezijama obolelterga. Kasnije su mnoge studije potvrdile
da se slobodan i esterifikovan holesterol akumjlina aorti, koronarnim arterijama i
cerebralnim krvnim sudovima i da brzina akumulaegeira kod razliitih osoba. Takade,
studije su pokazale da kada je koncentracija ukgpmolesterola visoka, visoke su i
incidencija i prevalencija KBS. Veza izihe koncentracije holesterola i KBS je
krivolinijska. Prema MRFIT studiji, ako je relativnizik 1,0 arbitrarno dodeljen vrednosti
holesterola od 5,17 mmol/L, on se péaea na 2,0 pri koncentraciji od 6,47 mmol/L, a na
4,0 za nivo holesterola od 7,76 mmol/L (Slika 2.).
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Slika 2. Veza izmédu koncentracije holesterola i smrtnosti od koroeahwolesti srca
(KBS), izrazene kao godisSnja stopa na 1000, iikelay rizika (12).

Rezultati patolosSkih studija su objasnili ovu kilimgsku zavisnost. Kada je 60% povrSine

koronarnih arterija zah¥ano plakom, p&nje kriticna faza kadée poviSena koncentracija
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u serumu izrazito povati rizik od KBS. RezultatiCoronary Primary Prevention Trial
(CPPT) studije su pokazali da je kaéegje 95. percentila populacionih vrednosti
neadekvatno za definisanje hiperholesterolemijelaPioiz ove i drugih studija ukazuju da
rizik raste sa pov@njem nivoa holesterola. Kod koncentracija od 576,47 mmol/L
rizik pocinje ubrzano da raste &ien intenzitetom. U proseku, sa smanjenjem konceipra
holesterola za 1% (0,05—-0,08 mmol/L) dolazi do keija od oko 2% u incidenciji KBS,
Sto ima klintki i znaaj za javno zdravlje. Pored togaCholesterol-Lowering
Atherosclerosis StudCLAS) studija je pokazala korisne efekte snizasdmylesterol&ak

I kod ljudi sa normalnim ili umereno poviSenim kentracijama holesterola (4,79

mmol/L—6,47 mmol/L) i kod onih sa ustanovljenoméd®u (12).

1.4.1.2.LDL holesterol

LDL lipoproteinske cestice nastaju u jetri iz VLDL-a uklanjanjem trigrida i
apolipoproteina, tako da pre iZluanja u cirkulaciju sadrze samo apolipoprotein @1
holesterol. SadrZze najsie procenat holesterola od svih lipoproteinskibstica (LDL
holesterol ohino ¢ini 60-70% ukupnog holesterola u serumu) i uloggarda transportuju
holesterol dcelija. Brojne studije su ukazale na snaznu poaitigeocijaciju izméu LDL
Cestica i rizika od KBS. Prekretnicu u ovim istragijima predstavlja 4S studija
(Scandinavian Simvastatin Survival Stydyrva randomizirana kontrolisana studija koja je
ubedljivo pokazala smanjenje incidencije koronarkdmplikacija i ukupnog mortaliteta
redukcijom koncentracije LDL holesterola (118). &kd prethodne dve decenije, velike
klinicke studije, koje su ukljile preko 30 000 ¢esnika, pokazale su vaznost smanjivanja
koncentracije LDL holesterola, bez obzira n&imana koji je to postignuto — razitim
lekovima (statini, fibrati, sekvestranti &h kiselina), dijetom, promenamadiaa Zivota

ili hirurskim putem (ilealni bajpas) (119). VrediokDL holesterola imaju prediktivhu
vrednost za kardiovaskularne komplikacije, posStoLLPpredstavlja glavni aterogeni
lipoprotein. Iz tog razloga, odavno ga je NCEP tdi&ovao kao primarni cilj terapije za

shizavanje holesterola (18).
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1.4.1.3.Trigliceridi

Pitanje da li je povezanost triglicerida sa rizikamd komplikacija KVB u budénosti
nezavisna od ostalih lipidnih parametara dugo je kbntroverzno. Podaci iz studija
dizajniranih po sléaj-kontrola modelu idu u prilog koncentraciji tiggrida kao
nezavisnom faktoru kardiovaskularnog rizika (1Z0druge strane, zakljak meta-analize
68 prospektivnih studija je bio da za procenu véskwog rizika u opstoj populaciji
odreiivanje triglicerida ne nosi dodatnu informaciju dnosu na HDL i ukupan holesterol
(121). Metutim, u studiji koja je obuhvatila mlade ljude, 86 45 godina starosti, koji su
praeni 10 godina, pokazana je direktna korelacija dampoveéanih nivoa triglicerida i
kardiovaskularnog rizikatak i posle korekcije za druge faktore rizika, uéljjuci i HDL
holesterol (122). U mnogim klitkim studijama, kod osoba sa povisenom koncentnacijo
triglicerida doSlo je do smanjenja rizika primenderapije prvenstveno zato Sto je
istovremeno bio poviSen LDL holesterol i snizen Hbblesterol, a ta kombinacija (tzv.
aterogena dislipidemijska trijada) je bila povezaaaajvéim rizikom. U svakom skaju,
nezavisnost nivoa triglicerida, kao uznog faktora u promociji KVB ostaje i dalje sporna
(120).

Medutim, trigliceridima bogati lipoproteini (TGBL), prsvega remnanti lipoproteina, su
aterogeni, Sto je poté#eno i eksperimentima na Zivotinjama i kékim studijama (123—
127). Ti lipoproteini podrazumevaju VLDLcestice i lipoproteine srednje gustine
(intermediate density lipoprotein)L). VLDL su trigliceridima-bogateestice {ine 55%
njihove mase) koje sadrze jos apo B-100, apo Eu halicinu apo C-I, C-11'i C-lll, i 10—
15% ukupnog serumskog holesterola. Pod dejstvoratelme lipoproteinske lipaze, dolazi
do hidrolize triglicerida u sastavu VLDL-a, pfemu nastaju slobodne masne kiseline i
ostaci/remnanti VLDL-a. Neke od njih preuzima jetiastali se konvertuju u manje, ges
IDL cestice (12). Slobodne masne kiseline se koristeikamr energije za miocite ili se
skladiSte u adipicitima, dok remnanti VLDL-a, kaelativnho bogatiji holesterolom od
samog VLDL-a, mogu dovesti do formiranja penasghja slicno kao modifikovani LDL.
Takade, rezultati ispitivanja eksperimentalnih modelgpskazali da TGBL mogu povati

ekspresiju inflamatornih proteina, adhezivnih malek faktora koagulacije, Sto uslovljava
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njihov aterogeni potencijal (120). Zato se divanje triglicerida posmatra u kontekstu
markera prisustva aterogenih remnanta lipoprotéimalazenje poviSene koncentracije
triglicerida pomaze u identifikaciji osoba kojima npeophodna terapija radi smanjenja
kardiovaskularnog rizika. Prisustvo aterogenih rana lipoproteina koje je ekvivalentno
koncentraciji triglicerida>2,26 mmol/L moze povati rizik zn&ajno iznad onog
odrelenog samo na osnovu koncentracije LDL holester@a. osobe sa visokim
koncentracijama triglicerida u serumu, NCEP ATP dieporduje da prisutne poviSene
koncentracije aterogenih remnanta lipoproteinaatidd budu sekundarni cilj terapije, posle

snizavanja koncentracije LDL holesterola (18).

1.4.1.4.Non-HDL holesterol

Zbir VLDL i LDL holesterola se naziva non-HDL hotesol. Rutinski se iziaunava kao
razlika ukupnog i HDL holesterola. Prakid, vrednost non-HDL holesterola odgovara
ukupnom holesterolu u sastavu lipoproteina kojirdadpo B-100, a koji su potencijalno
aterogeni. Vrednosti non-HDL holesterola povezanesa nastankom masnih pruga i
uznapredovalih lezija u koronarnim arterijama (128) kalcifikacijom koronarnih arterija i
progresijom KVB (129, 130). Prospektivhe studije pokazale snaznu povezanost
koncentracija non-HDL holesterola i kardiovaskuilarkomplikacija (120).

Kod veiine osoba sa koncentracijom triglicerida <2,26 milmokoncentracija VLDL
holesterola nije zr@jno poviSena i non-HDL holesterol je u korelacga LDL
holesterolom. Zato, dodavanje VLDL holesterola LDholesterolu, pri nizim
koncentracijama triglicerida, ima malu dodatnu ktdehu vrednost. Kada je koncentracija
triglicerida>2,26 mmol/L, koncentracija VLDL holesterola je Zapno poviSena, pa sam
LDL holesterol neadekvatno definiSe rizik povezansvim aterogenim lipoproteinima.
Tadac¢e non-HDL holesterol bolje predstaviti koncentracgvih aterogenih lipoproteina

nego sam LDL holesterol (18).
"Normalna" koncentracija VLDL holesterola moze dadefiniSe kao ona koja odgovara
koncentraciji triglicerida <1,70 mmol/L i oo iznosi <0,78 mmol/L. Kada je

koncentracija triglicerida >1,70 mmol/L, koncenffac/LDL holesterola je okino >0,78
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mmol/L. Prema tome, logno je da ciljna koncentracija non-HDL holesterolzdé ona
koja je za 0,78 mmol/L viSa od ciljne koncentradijBL holesterola. NCEP ATP Il
preporuke nisu definisale spec¢ifu ciljnu koncentraciju triglicerida koja bi treloatla se
postigne terapijom zato Sto koncentracije trigiidampodlezu véoj varijabilnosti iz dana u
dan u porédenju sa koncentracijom non-HDL holesterola, palsagzoga manje pouzdane.
Preporuka ATP lllje da kod osoba sa koncentracijom triglicerida 62ni2mol/L treba
odredivati VLDL holesterol zajedno sa LDL holesteroloomgnosno non-HDL holesterol.
Non-HDL holesterol je "aterogeni holesterol” i taéd bi da bude sekundarni cilj terapije
(18). Nedavna meta-analiza kitkih studija je potvrdila vezu iznde procentualnog
smanjenja koncentracije non-HDL holesterola i pnbaeredukcije kardiovaskularnih
bolesti (131).

1.4.1.5.HDL holesterol

HDL cestice sadrze 50% proteina, 30% fosfolipida i 208testerola. To su najmanje
lipoproteinskecestice sa naj®m gustinom. Glavni apolipoproteini, kajine oko 90%
svih proteina u njihovom sastavu, su A-1 i Adlji je odnos priblizno 3:1. U metabolizmu
lipoproteina dve najziajnije funkcije HDL-a su da predstavlja izvor apalproteina za
hilomikrone i VLDL i da posreduje reverzni transpbolesterola iz perifernih tkiva u jetru,

odakle se izltuje u z¢ (132).

Koncentracije HDL holesterola su inverzno povezasa incidencijom KBS u
observacionim studijama (121, 133). EpidemioloSkidaci pokazuju da smanjenje
koncentracije HDL holesterola za 1% péaea rizik od KBS za 2-3% (134). Uzrm-

posledéna veza niske koncentracije HDL holesterola i pejakBS nije potpuno
objasnjena. Zna se da HDL po&eeefluks holesterola iz penastiglija u aterosklerotskim
lezijama u sklopu reverznog transporta holestercddi, studije pokazuju da i
antioksidativne, antiinflamatorne, antiagregaciomtikoagulantne i pro-fibrinolitke

osobine HDL-a takde inhibiraju aterogenezu. Naime, HDL inhibira heaksu monocita,

adheziju leukocita za endotel, disfunkciju endotel@optozu, oksidaciju LDLcestica,
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aktivaciju komplementa, stimuliSe proliferaciju ebelnih celija i glatkih misSénih celija,

sintezu prostaciklina i aktivaciju proteina C i13%-137).

Prisustvo niske koncentracije HDL holesterola ¢aobi je prgeno poviSenom
koncentracijom triglicerida, odnosno remnanatagipteina (138), a zatim i sa prisustvom

malih, gustih LDL¢estica (139) Sto se ozteva kao aterogena lipidna trijada.

Populacione studije (8) su pokazale kontinuiramapbrizika za KBS kako se koncentracija
HDL-a snizava. Iz tog razloga, svaka kategorizanigke koncentracije HDL holesterola
mora biti arbitrarna. Preporuka NCEP ATP j# da se koncentracija HDL holesterola
<1,03 mmol/L smatra niskom i za musSkarce i za Zblije.odrelena viSa grakina vrednost
za zene, iako one imaju viSe koncentracije HDL $telela od musSkaraca, zato Sto bi se
tako mnoge Zene sa if&a niskim rizikom svrstale u grupu kojoj je potrebteapija

lekovima za snizavanje holesterola (18).

Koncentracije HDL holesterofal,55 mmol/L su povezane sa smanjenim KBS rizikon (8
Zato su u NCEP ATP lll preporukama definisane kagativan faktor rizikagije prisustvo
uklanja jedan faktor rizika iz zbira faktora rizikajim se odréduje ciljna koncentracija

LDL holesterola u terapiji (18).

Na osnovu rezultata kligkih studija (140, 141), po¢anje koncentracije HDL holesterola
¢e smanijiti rizik za KBS. Mé&utim, nije jasno da lice povéanje koncentracije HDL
holesterola nezavisno od drugih promena lipidniln nelipidnih faktora rizika, smanijiti
rizik za KBS. Zbog toga, spedifia ciljna koncentracija HDL holesterola koju tredusstici
terapijom za pousvanje koncentracije HDL holesterola nije idenbfilana. Méutim,
prema NCEP ATP Il preporukama da treba sprovqalitmene né&na Zivota i terapiju
lekovima koji ¢e dovesti do pové@anja koncentracije HDL holesterola u sklopu trefjiaa

drugih lipidnih i nelipidnih faktora rizika (18)
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1.4.1.6.Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a) [Lp(a)] je specifna klasa lipoproteina u plazmi koja se sastoji exthpg
molekula apolipoproteina B povezanog sa apolip@imoin (a), pacemu se razlikuje od
LDL holesterola. Apolipoprotein (a) se odlikuje &eim heterogena@$l u velEini, Sto
otezava njegovo &mo odreivanje. Ponavljane antigenske determinante, plaaganu-
sliécna kringl 1V tip 2 ponavljanja, se nalaze u réittim broju u razkitim Lp(a) ¢esticama i
imunoreaktivnost antitela usmerenih ka ovim poraanin epitopima moze da varira u
zavisnosti od vetine apo (a). Odivanje Lp (a) nije standardizovano, posSto ratili
proizvadaci koriste antitela na razite epitope apo (a) ili na apo B komponentu Lplalo
je IFCC definisao referentne materijale za komaheg dostupne metode za odikanje
Lp(a), to je omogéilo samo harmonizaciju, a ne i potpunu standargizakoja se moze
postii jedino uvatenjem odgovarajih jedinstvenih antitela usmerenih na regione van
kringl IV tip 2 domena (12).

Lp(a) se snhazno vezuje za endoteléelije, makrofage, fibroblaste, trombocite i
subendotelni matriks¢ime promoviSe proliferaciju vaskularnih glatkin mnéish celija i
hemotaksu monocita. Smatra se i da inhibira fibizmona mestu povrede tkiva, zbog svoje
strukturne homologije sa plazminogenom, kada seitalsa plazminogenom za vezivanje
za njegove receptore, fibrinogen i fibrin. Zahvalfu ovim osobinama, i tome Sto donosi
velike koli¢cine holesterola na mesta a&rja vaskularnog zida, jer holesterol predstavlja

skoro 40% njegove mase, Lp(a) se smatra jako aanaoglipoproteinom (142).

Skoro sve retrospektivhe shj-kontrola studije su pokazale snaznu povezarma&iu
poviSenih vrednosti Lp(a) i rizika od KBS. Kigim, rezultati prospektivnih studija su
kontradiktorni — koliko je onih koji pokazuju powitu asocijaciju izméu visokih vrednosti
Lp(a) i KBS, toliko je i onih koje to nisu dokaza{@2, 143). Ovo moze biti posledica
problema u standardizaciji raglih testova koji su se koristili u razitim studijama.
Randomizirana kontrolisana klika ispitivanja kojima bi se pokazala direktna ulagda)
u patogenezi KVB je teSko sprovesti, zato Sto nagoyu koncentraciju ne aé

konvencionalna terapija za snizavanje lipida, ofko visokih doza nikotinske kiseline
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koje se teSko podnose. Iz ovih razloga, ni NCEP ATRiti NACB LMPG preporuke ne
preporiuju odrelivanje Lp(a) u opstoj populaciji kao skrining u rparnoj prevenciji i
proceni kardiovaskularnog rizika. Odreanje moze biti korisno kod pacijenata sa
intermedijernim rizikom da bi se utvrdila eventualpotreba za terapijom statinima ili
aspirinom. Takde, Lp(a) moze da se odige i posle globalne procene rizika kod osoba sa
izrazitom porodinom istorijom prevremene pojave KBS radi eventuabientifikacije
osoba sa genetskom predispozicijom za KVB. Akoasiel fako poviSene vrednosti i Lp(a)

i LDL holesterola, lekar moze, na osnovu sopstvyemeene, da pokusSa da snizi vrednost
Lp(a) snizavanjem povisenog LDL holesterola (18). B&ime, pokazano je da agresivno
snizavanje koncentracija LDL holesterola smanjigik povezan sa prisustvom povisenog
Lp(a) i da su povisene koncentracije Lp(a) imaleedgttivhu vrednost za povisen

kardiovaskularni rizik kod osoba sa visokom koncaeijom LDL holesterola (143).

1.4.1.7.Apolipoproteini A-1i B

Apolipoproteini su proteini u sastavu lipoproteiitiskestica. Njihova uloga nije samo u
solubilizaciji lipida, v€ je njihovo prisustvo kritino za regulaciju transporta lipida i
lipoproteina u plazmi. Apolipoprotein B (apo B) peophodan za sekreciju VLDL, IDL i
LDL cestica sintetisanih u jetri u cirkulaciju i za wemnje LDL-a za svoje receptore.
Apolipoprotein A-1 (apo A-l) ulazi u sastav HDKestica, gde predstavlja zfsgnu
strukturnu komponentu i ima ulogu kofaktora enzimeaitinholesterol-aciltransferaze

(LCAT), odgovornog za formiranje holesterol-estanalazmi (132).

Nekoliko studija je pokazalo su kod osoba sa KB&r@mne u koncentraciji apo A-l1i apo B
u serumu stine promenama u koncentracijama HDL i LDL holesgrdrednosti apo B su
bile poviSene, a apo A-l sniZzene kod osoba sa KpSraienju sa osobama bez bolesti. U
vedini studija, apo A-1i apo B su bolje izdvajali dswsa KBS od koncentracije holesterola
odgovarajdeg lipoproteina. PoSto svaka od lipoproteinskéstica ucijem sastavu se
nalazi apo B sadrzi samo jedan molekul ovog prateapo B predstavlja direktnu meru

broja prisutnih aterogeniltestica u cirkulaciji. Ako je koncentracija LDL heterola
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normalna ili blago poviSena, a vrednost apo B jpkeeana, verovatno je prisutan veliki

broj malih, aterogenijih i guégh LDL ¢estica (12).

U poslednjih deset godina veliki broj dokaza poyeatsoke koncentracije apoB i niske
koncentracije apo A-l sa patogenezom KBS. U nekostudija je pokazano da njihovo
odrefivanje moZze biti superiornije u tom smislu od ativanja tradicionalnih lipidnih

parametara u proceni rizika od pojave KBS (144-18&dutim, rezultati nisu dosledni,
posSto u drugim studijama nije pokazana prednostBapapo A-l u odnosu na tradicionalne

lipidne parametre u proceni rizika (121, 147-149).

lako su apo B i non-HDL holesterol u korelaciji,ingva povezanost se razlikuje u
zavisnosti od osnovnog poreéaga u metabolizmu lipida i terapije. Naime, korgkac
kvantifikuje tendenciju da se promena jedne projhenteflektuje na promenu druge, dok
slaganje kvantifikuje stepen u kome promene jedoenpnljive reflektuju istu promenu u
drugoj. Non-HDL holesterol i apo B su u snaznojeiaciji, ali se samo delirtimo slazu.
To zn&i dace procenjen rizik za jednu osobu jednom metodesto da se razlikuje od

rizika procenjenog drugom metodom (150).

Mnoge epidemioloSke studije su uporedile predikiivwrednost apo B sa non-HDL
holesterolom za pojavu KBS. U nafen broju sldajeva je pokazano da je apo B ili
superioran u odnosu non-HDL holesterol ili su ekientni. Ipak, u studijama koje su
pokazale statistki znatajne razlike izméu apo B i non-HDL holesterola, razlike u
procenjenom riziku sgesto bile vrlo male i prema tome bilo je malo vexiowo da bi imale

uticaja na klinkku praksu (120).

NCEP ATP Il preporuke su dale prednost @iranju non-HDL holesterola u odnosu na
apo B, odnosno HDL holesterola u odnosu na apo @xo je bila posledica retkog
odreiivanja apolipoproteina u rutinskim klgkim laboratorijama, & cene i problema u
standardizaciji testova (18). Matim, u kasnijim NACB LMPG preporukama, za

odreiivanje apolipoproteina se prepouju testovi sledivi do definisanih referentnih
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materijala. Odréivanje apolipoproteina se i dalje ne pregaoie u rutinskom odidvanju,

ali je ostavljena mogunost odrdivanja apo B za pt&nje efikasnosti terapije za snizavanje
koncentracije lipida kao alternativa non-HDL hoérstu. Takde, umesto uobajenog
odrefivanja odnosa ukupnog i HDL holesterola, u prockardiovaskularnog rizika

vezanog za lipoproteine ostavljena je opcija Kemmga odnosa apo B/apo A-I (53).
1.4.2. PROTEINI OSETLJIVI NA INFLAMACIJU

1.4.2.1.Fibrinogen

Fibrinogen je cirkuliséi glikoprotein molekulske tezine 134 kDa, koji pstavlja glavni
protein koagulacije krvi i prekursor fibrina. Porede&a u formiranju krvnog ugruska,
fibrinogen ima i brojne druge funkcije zbog kojie pretpostavlja njegova uloga u KVB.
To podrazumeva regulaciju adhezije, hemotakse lif@racije ¢elija, vazokonstrikciju na
mestima oSt&enja zida krvnog suda, stimulaciju agregacije troaia i uslovljavanje
viskoziteta krvi. Fibrinogen je i reaktant akutrazé,cija se sinteza u jetri povava do 4
puta kao odgovor na inflamatorne ili infektivnenstiluse (142).

Mnogobrojne studije u toku poslednje decenije pakazla su poviSene koncentracije
fibrinogena povezane sa razvojem ili prisustvomk8nltke aterosklerotske bolesti i
rizikom od pojave KBS, Sloga i smrti izazvane vdakoim ili nevaskularnim uzrocima
(151-153). Takée je pokazana njegova aditivna vrednost u procandikvaskularnog
rizika, u odnosu na hsCRP i tradicionalne faktoréka. Rezultati WHS studije pokazuju
da je prediktivha vrednost fibrinogenacsia po j&ini onoj za hsCRP, a zajedki efekat je
ve¢i od individualnog za svaki od njih pojedim (154). Analizom podataka iz 52
prospektivne studije ispitivana je vrednost dod@gv&oncentracije hsCRP-a ili fibrinogena
konvencionalnim parametrima u proceni kardiovagkudg rizika, u smislu diskriminacije i
reklasifikacije rizika. Rezultati su pokazali dakad osoba sa intermedijernim rizikom na
osnovu vazéh preporuka, dodatno odiiganje hsCRP-a ili fibrinogena moglo da sfire
pojavu jednog dogkaja u toku 10 godina na svakih 400 do 500 osoba kaqj prosle
ovakav skrining (155).
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lako danas postoji dovoljno dokaza da je fibrinogezavisni marker rizika za pojavu
KBS, njegovo odréivanje u svrhu procene kardiovaskularnog rizika gk nije
preporieno od strane relevantnih organizacija (CDC, AHAQB), zbog heterogenosti
svih metoda koje se koriste za njegovo dok@nje | nepostojanja adekvatne
standardizacije. Taki®e, nisu definisane ni strategije za terapiju kodigenih vrednosti
(53).

1.4.2.2.Serumski amiloid A

Serumski amiloid A (SAA) je amfipatni protein sa strukturom-heliksa koji se naju@m
delom sintetiSe u jetri. Predstavlja protein akuwee i njegova koncentracija u cirkulaciji
moze brzo da se pot@ 100-1000 puta (za manje od 4 dana) u akutnognvctiji.
Vrednosti se olno normalizuju u toku 2 nedelje. U stanjima kojetprhrontna
inflamacija nalaze se umereno poviSene koncengra8HA. Epidemioloski podaci su
pokazali da su ovako poviSene vrednosti SAA povezn povéanim kardiovaskularnim

rizikom i sa indikatorima subklitke ateroskleroze (156—-159).

SAA se ponaSa kao apolipoprotein u sastavu Ké€dtica, gde u toku odgovora akutne faze
postaje glavni apolipoprotein, istiskdjuapo A-l. Jedna od glavnih ateroprotektivnih
funkcija HDL-a jeste reverzni transport holesterdidedutim, u inflamaciji je reverzni
transport holesterola otezan, Sto moze biti poséegiromenjene funkcije HDL-a pod
uticajem SAA (160). Analiza proteoma HDL-a pokazpazn&ajnu promenu u sastavu
prisutnih proteina kod pacijenata sa AKS, sa pauaén prisustvom SAA, C3 komponente
komplementa i drugih inflamatornih proteina. To mkg da se proteinski sastav HDL-a
pomera ka inflamatornom profilléime se menjaju protektivni efekti HDL-a u
aterosklerotskom plaku (161). Pokazana je i paziikorelacija izméu kolicine SAA
vezanog za HDL i smanjenog antiinflamatornog kaeteiHDL-a (162). Postoje podaci da
SAA nije prisutan samo u HDé&esticama, veda formira kompleks i sa apolipoproteinima
koji sadrze apo B — LDL i VLDL. Pokazana je korgjacsa prisustvom ovih kompleksa i

komplikacija kod pacijenata sa stabilnom béteKoronarnih arterija (163, 164).
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Pored interakcije sa lipoproteinima, sve je viSelgtaka o potencijalnoj ulozi SAA kao
medijatora aterotromboze. Pokazano je da promov&aotaksu monocita i neutrofila,
stimulaciju produkcije proinflamatornih citokina -8 i TNF-a, indukciju aktivnosti

matriks metaloproteinaza. Tak® rezultati ukazuju da SAA stimuliSe i trombozu
povetanjem tkivnog faktora (160, 165). Postoje podata iISAA moze imati vodel ulogu

u razvoju ateroskleroze posredovanjem interakgyepkoteina i proteoglikana, molekula
ekstracelularnog matriksa u zidu krvnog suda. Riggenlipoproteina posredovana
proteoglikanima predstavlja jednu od najranijih &faateroskleroze, koja se javlja pre

influksa makrofaga i drugih inflamatorndelija (160, 164).

1.4.2.3.Alfa-1 kiseli glikoprotein

Alfa-1 kiseli glikoprotein (A1AGP) sadrzi visok prenat ugljenih hidrata i veliki broj
ostataka sijalinske kiseline. Sastoji se od polip@og lanca sa 181 aminokiselinom i
ukupnom molekulskom masom 40 kDa, @dja je oko 45% ugljenih hidrata, uldjyuci i
11-12% sijalinske kiseline. SintetiSe se primarnohepatocitima, a u sepsi i u
granulocitima i monocitima. FizioloSka uloga nijetpuno jasna. Kao pripadnik grupe
lipokalina vezuje i inaktivira lipofilne supstanckao Sto su hormoni i mnogi lekovi.
Takaie, smatra se da suprimira imunski odgovor, fageuitoeutrofila i da inhibira
agregaciju trombocita, @& na formiranje kolagena i da je kofaktor lipopnog&e lipaze
(64).

Uloga A1AGP u aterosklerozi ispitivana je u sklapflamatornog profila i pojedin@o.
Rezultati Malm6 Preventive Studpokazali su da su poviSene vrednosti pet proteina
osetljivih na inflamaciju (fibrinogen, ceruloplazmiA1AGP, haptoglobing;-antitripsin)
povezane sa hiperholesterolemijom. Profil sa videlva inflamatorna proteina u prisustvu
hiperholesterolemije bio je povezan sa@am incidencijom komplikacija infarkta miokarda

I Sloga. Takde, porast pojedirgmih vrednosti ALIAGP u kvartilima bio je povezan sa
ve¢im relativnim rizikom od kardiovaskularnih kompligiga (166). Isti skor od pet proteina
osetljivih na inflamaciju povezan je sa dugarom incidencijom hospitalizacije zbog

atrijalne fibrilacije kod sredowamih muSkaraca (167)spitivanjem povezanosti koncentracije
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A1AGP sa sastavom lipiproteina u cirkulaciji i volanom karotidnog plaka, pokazana je
shazna asocijacija povisenih vrednosti A1AGP sawekolicinom TGBL i niskim HDL-
om, glavnhom karakteristikom proaterogenog metg&koli profila. Multifaktorskom
analizom potuteno je da je povezanost nezavisna od tradiciondaktora rizika. Vise
vrednosti A1AGP bile su u korelaciji sa émm volumenom aterosklerotskog plaka u
karotidnim arterijama, a take postojala je i gratino zn&ajna povezanost sa sastavom

plaka, odnosno sa prisustvom vulnerabilnog plalgatay lipidima i sklonog rupturi (168).

1.4.2.4.Haptoglobin

Haptoglobin se odlikuje genetskim polimorfizmom gbpostojanja dva glavna alekdp
gena:Hpli Hp2,tako da se ste tri fenotipa Hp 1-1, Hp 2-1 i Hp 2-%lavna funkcija
haptoglobina je vezivanje hemoglobina oskidrmog intravaskularnom hemolizom
eritrocita. Haptoglobin-hemoglobin kompleksi su dipwo veliki da sprée ili umnogome
smanje renalni gubitak hemoglobina i g#aZzu njegovom sastavu, a taleo njihovim
formiranjem tkiva se Stite od oksidativhog stresskdga moze dovesti slobodno gieaz
hema. Kompleksi se brzo uklanjaju iz cirkulacijey@imanjem od strane Kupferouiblija
jetre vezivanjem za CD163 receptore. Tado kompleksi haptoglobin-hemoglobin ili
slobodan haptoglobin imaju ztegnu ulogu i u kontroli lokalnih inflamatornih presa.
Haptoglobin-hemoglobin kompleks je snazna peroksidaposobna da hidrolizuje
perokside oslohtene u toku fagocitozegime se sprgava lipidna peroksidacija.
Haptoglobin modulira proliferaciju ili aktivnost nfifocita, monocita i granulocita,
verovatno vezivanjem za integrine. Sinteza haptogk je stimulisana prisustvom
inflamacije, a ne hemolizom, Sto ukazuje da mul¢gga i funkcija u inflamaciji primarna.
Ostale funkcije haptoglobina ili haptoglobin-hermagh kompleksa ukljéuju inhibiciju
sinteze prostaglandina, NO i time modulaciju endpé®isne vazodilatacije, kao i kontrolu
funkcije limfocita i neutrofila (64, 169, 170).

Istrazivanja su pokazala da kombinacija proteinatrak faze, m#u kojima je bio i

haptoglobin, u koncentracijama koje odgovaraju iSawm kvartilu nose dodatnu

prediktivnu informaciju za procenu rizika od bédu kardiovaskularnih komplikacija
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(166). Takde, ispitivana je kombinacija inflamatornih markepae svega ukupnog broja
leukocita i haptoglobina, kao prediktora pojavearkfa miokarda, gane insuficijencije ili
Sloga u populaciji od preko 65 000¢asnika AMORIS studije. Pokazano je da
koncentracija haptoglobina, pojedéna ili u sklopu inflamatornih skorova, nosi dodainu
nezavisnu prediktivnu informaciju u odnosu na kasi lipidne parametre, kao Sto su
ukupan holesterol i trigliceridi, ali i u patenju sa odnosom apo B/apo A-l (169). Kod
osoba sa diabetes melitusom tip 2 viSe studija ¢&kapalo zn&aj fenotipizacije
haptoglobina u proceni i stratifikaciji kardiovasdanog rizika. Naime, prisustvo Hp 2-2
fenotipa povezuje se sadom incidencijom subklitke ateroskleroze i mortalitetom od
KVB kod u populaciji sa dijabetesom, Sto nije pakaa u studijama u koje nisu bili
ukljuceni dijabetéari (170-173).

1.4.2.5.C3 i C4 komponente komplementa

C3 komponenta sistema komplementa predstavlja fan&nu vezu izméu klastnog i
alternativnog puta aktivacije. Tad® je i prisutna u naj\¥®j koncentraciji u pordenju sa
svim komponentama komplementa u plazmi. Sinteti8enajviSe u hepatocitima, a
prisustvo bakterijskog endotoksina indukuje sintezumonocitima i fibroblastima.
Aktivacija oba puta komplementa dovodi do ceparfan@ C3b i C3a. C3a se osldbau
cirkulaciju i deluje kao anafilatoksin i hemotaksi@3b se vezuje za membrane i zatim
aktivira sledée faktore u membranskom atak kompleksu. Bek&3b deluje kao opsonin,
vezujwi se za receptore na fagocitima. C4 je, za razlddi ostalih komponenti
komplementa, relativno otporan na toplotu.cMem se sintetiSe u hepatocitima, a neku
kolicinu mogu da stvaraju monociti ili drugeelije. C4, u obliku kompleksa C4b2b
predstavlja aktivirajéi enzim za C3 i ima esencijalnu ulogu u aktivagigsicnog puta
komplementa. C4b2b vezan za imunske kompleksecéayae njihovu precipitaciju i

promoviSe klirens (64).
Postoje podaci da do aktivacije komplementa dolazihumanoj i u eksperimentalnoj

aterosklerozi. Sazrevanje aterosklerotske lezijslepdaze penastiitelija zavisi od

intaktnog sistema komplementa. Pretpostavlja sge d@ajnji C5b-9 kompleks odgovoran
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za lizu¢elija, ali i da sublittka forma indukuje aktivaciju i proliferaciju glatkimisiénih i
endotelnih¢elija (174). Pokazano je i da su koncentracije G34i komponenti sistema
komplementa u plazmi povezani sa incidencijom ktkamiokarda, atrijalnih fibrilacija i

aritmijama posle kardiohirurskih intervencija (115%).

1.4.3. MOKRA CNA KISELINA

Mokracna kiselina, krajnji proizvod metabolizma purinaypzuje se sa genezom KVB joS
od XIX veka. Melutim, njegova uloga kao markera ili faktora riziga i dalje
kontroverzna. Snazna korelacija iztne/rednosti mokréne kiseline i ustanovljenih faktora
kardiovaskularnog rizika, kao Sto su hiperten@aznost i disfunkcija bubrega, otezavaju
da se utvrdi uzrtna veza u epidemioloskim studijama. Eksperimentadoiaci su pokazali
da jecak i blaga hiperurikemija povezana sa inflamatorraktivnofu, aktivacijom renin-
angiotenzin-aldosteron sistema, disfunkcijom endot@roliferacijom glatkih miginih
¢elija i pove&anjem krvnog pritiska. Vazno je da ove sve poskdiperurikemije slabe
redukcijom nivoa mokime kiseline u serumu inhibitorom ksantin-oksidaze i

urikozuricnim agensom (178, 179).

Rezultati meta-analize 26 prospektivnih kohortnifudga su pokazali zriajnu, ali
umerenu povezanost hiperurikemije i komplikacija Bnezavisno od tradicionalnih
faktora rizika. Povezanost je bila snaznija kodazergo kod musSkaraca. Taleg u dve
klinicke studije pokazano je da smanjenje koncentracgkratne kiseline u toku terapije

atorvastatinom, odnosno losartanom, smanjuje keagiularni rizik (180).

Sve viSe dokaza pokazuje da mdkra kiselina moze imati ulogu i u metald&bhm
sindromu, kome je priznata prediktivna uloga u prokardiovaskularnog rizika. Smatralo
se da je poviSena koncentracija make kiseline u metab@&kom sindromu posledica
hiperinsulinemije, posto insulin smanjuje renalislkeeciju mokréne kiseline. Méutim,
hiperurikemijacesto prethodi razvoju hiperinsulinemije, gojaznosiijabetesa. Najsnazniji

dokazi o ulozi mokréne kiseline u razvoju metab&hkiog sindroma dobijeni su
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ispitivanjimazivotinjskih modela gde je smanjemjzoa mokrgne kiseline moglo da
spreti nastanak odnosno ponistidveazvijene karakteristike metabtkog sindroma (178,
179). PoviSena koncentraciia mokma kiseline je povezana i sa promenjenim
metabolizmom lipoproteina i prisustvom malih, ghstiDL ¢estica, jedne od osnovnih
karakteristika aterogene dislipidemije, i manjinmd&gm HDL c¢esticamaCije se prisustvo

povezuje sa razvojem ateroskleroze (181).

1.4.4. SRCANI BIOMARKERI

1.4.4.1. Amino-terminalni pro-natriuretski peptid tip B

Natriuretski proteini se osloblaju u hemodinamskom stresu i snazno deluju kacetiiyr
natriuretici i relaksiraju vaskularne glatke nirge celije. Tu spadaju atrijalni natriuretski
peptid (ANP) i mozdani (ili tip B) natriuretski peg (BNP) i njihovi amino terminalni
(NT) metabolki peptidi ozngeni kao NT-proANP i NT-proBNP. Zbog svoje centralne
patofizioloSke uloge u kardiovaskularnom sistematriaretski peptidi su poviSeni u svim
stanjima sa istezanjem zida srca, dilatacijom ka@meorpoviSenim pritiskom zbog
zadrzavanja viSka teosti. Aktivacijom natriuretskog sistema smanjugevelumen krvi i
krvni pritisak (182).

Pokazano je da BNP ima nagueprediktivhu vrednost kao indikatoréane insuficijencije
u odnosu na ANP. Take, u proceni ventrikularne disfunkcije i predikaniortaliteta kod
pacijenata sa teSkom¢anom insuficijencijom, pokazano je da je BNP bobipmarker.
Prema tome, BNP i NT-proBNP su se istakli kao prefeni biomarkeri za procenu stresa
povezanog sa funkcijom srca i promenu fiziologijgaaih komora. BNP se sintetiSe u
miocitima u obliku prekursora od 134 aminokiselipegproBNP. Pod dejstvom stimulusa
za njegovo oslolianje odvaja se signalna peptidna sekvenca od 260&iselina sa N-
terminusa i nastaje proBNP. U toku osléadaja u cirkulaciju, od proBNP-a se pod
dejstvom membranske serin-proteaze korina odvajmatarminalni fragment — NT-

proBNP i ostaje aktivni peptid od 32 amino kiselomna&en kao BNP (182).
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Dokazi ukazuju da oddévanje BNP i NT-proBNP nosi dodatnu prognokti informaciju

o mortalitetu i pojavi prve manifestacije kardiokakarne bolesti u odnosu na tradicionalne
faktore rizika (183, 184). Pokazano je i da su moedi NT-proBNP u najvisem kvartilu
bile povezane sa ¥en dugor@nim rizikom od iznenadne &ne smrti u populaciji
asimptomatskih zena, nezavisno od tradicionalritofa rizika (185). | NT-proBNP i BNP
se ekvivalentno ponaSaju u smislu detekcije vemmike disfunkcije i oba imaju
potencijalni zn&aj u proceni rizika, pa njihovo odiwanje moze da ukaze na
remodelovanje $anog mista koje se nalazi u osnovi radtih entiteta KVB (186). Posto
ne postoje dokazi da bi terapija zaptm na osnovu povanog rizika na koji ukazuju
vrednosti ovih biomarkera dovela do boljeg ishadACB LMPG vodi ne preporduje
njihovo rutinsko odréivanje u ostoj populaciji za procenu kardiovaskoday rizika u
primarnoj prevenciji (53).

PosSto i BNP i NT-proBNP imaju istu prognasti vrednost, izboce u velikoj meri biti
odreien preanalitikim uslovima. Naime, NT-proBNP je stabilnip vitro od BNP-a. NT-
proBNP je stabilan do 7 dana na sobnoj temperafiffidana u frizideru, dok se na sobnoj
temperaturi BNP razgdaje ubrzo po sakupljanju uzorka, a na temperatiZidera je

stabilan svega 4 sata (187).

1.4.4.2.Sréani troponin

Troponinski kompleks se sastoji od tri proteinskbjedinice — troponina C (komponenta
koja vezuje kalcijum), troponina | (inhibitorna kponenta) i troponina T (komponenta
koja se vezuje za tropomiozin), i predstavlja kakititni protein miofibrila. Postoje brojne
izoforme ovih subjedinica koje su raspieae izmdu sKanog mista i sporo i brzo
kontrahujéih skeletnih misia. | dok se siano-specittne izoforme troponina T (cTnT) i
troponina | (cTnl) razlikuju od mi&nih, s€ana izoforma troponina C je idetria onoj u

a u manjem procentu u citoplazmi (3—6%). Subje@inicT s€anog troponina se razlikuju

po svojoj aminokiselinskoj sekvenci, koje su kodeaazléitim genima (182).

54



Oslobatanje séanog troponina u cirkulaciju je karakteréstdo za akutni infarkt miokarda i
prisutne koncentracije se koriste za stratifikacipika kod pacijenata sa AKS (188, 189).
Povremeno troponin moze da se detektuje u krvi @sabopSte populacije i tada se
povezuje sa izrazito velikim rizikom od teskih kianchskularnih komplikacija (190). Zbog
niske prevalencije detektabilnog troponina kadakeeste standardni testovi, njegov
doprinos proceni kardiovaskularnog rizika u op§topulaciji nije bio zn&ajan. Metutim,
uvodenje visoko osetljivin {igh sensitivityhs) testova za odievanje stanog troponina
(hs-cTnl; hs-cTnT) omodilo je odrelivanje veoma niskih koncentracija, sa LoD i do 10
puta nizim od konvencionalnih testova i @édlbom precizno&u (Kv<10%) za vrednosti 99.
percentila i nize. Tako je omoéen skrining asimptomatske populacije gde konveration

testovi ne mogu da generiSu signal ispod njihovoD (191).

Od pojave visoko osetljivin testova za atlvanje stanog troponina pojavilo se mnogo
dokaza koji idu u prilog dodavanju odreanja hs-cTnl ili hs-cTnT u proceni
kardiovaskularnog rizika u primarnoj prevenciji.ZR#ati odrelivanja hs-TnT u populaciji
ARIC studije (opSta populacija bez osoba sa KBBgam) su pokazali povezanasik i
malih povéanja koncentracije hs-TnT sacdum rizikom od infarkta miokarda, smrti,
narcito uzrokovane KBS, i od hospitalizacije zbogasre insuficijencije (192). Veoma
niske, ali detektabilne koncentracije hs-cTnT p@vezsu sa pojavom KVB i mortalitetom
kod Zena sa dijabetesom u WHS studiji (193). Visdig je pokazalo i da hs-Tnl mozZe da
se detektuje u z&ajnom procentu osoba bez znakova KVB i da su tdngsti povezane
sa rizikom od kardiovaskularnog i opSteg mortaditeezavisno od tradicionalnih faktora
rizika, hsCRP i NT-proBNP (194, 195).

1.4.5. BIOMARKERI BUBREZNE FUNKCIJE

Pokazano je da stanje renalne funkcije nosi nezaviprediktivnhu informaciju o
kardiovaskulanrom mortalitetu i morbiditetu u pagijama sa visokim rizikom, kao Sto su
osobe sa hrotimom bubreznom boléd ili KVB, osobe sa prisutnim faktorima

kardiovskularnog rizika, dijabetesom i hipertenmijaMedutim, rizik od komplikacija KVB
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povezan sa manjim, asimptomatskim stepenomi@sje bubrega u opstoj populaciji nije
dovoljno jasan. Malo je studija koje su ispitivalezu izmeéu renalne funkcije i rizika od
pojave kardiovaskularnin komplikacija i Sloga u wpSpopulaciji. Neke su potvrdile
povezanost, dok rezultati drugih nisu pokazali mesza doprinos proceni rizika posle

korigovanja sa faktorima kardiovaskulanrog rizik8g).

1.4.5.1.Kreatinin u serumu i jednacine za procenu j&ine glomerularne filtracije
Prve studije su pokazale jasnu povezanost demioncentracije kreatinina u serumu |
komplikacija KVB. Metutim, i kasnijim istraZivanjima nije d@na zn#&ajna povezanost

izmedu blago poviSenih vrednosti serumskog kreatinimaidence KVB (197, 198).

Koncentracija kreatinina seéesto koristi kao indeks bubrezne funkcije i meraing@
glomerularne filtracije dlomerular filtration rate,GFR). Metutim, sam serumski kreatinin
ne moze da se koristi za procenu GFR ili da defeldatéenje bubrega zato 5to njegova
veza sa GFR nije linearna i na njucuti faktori nezavisni od GFR, kao Sto su starost, p
dimenzije tela, ishrana, neki lekovi (199). Verowatsu iz tih razloga rezultati studija o
vezi koncentracije kreatinina, kao biomarkera babesfunkcije, i kardiovaskularnog rizika
bili neujedn&eni. Tanija i preciznija procena GFR se dobija jetinama koje empirijski
kombinuju sve prosme efekte faktora koji utu na koncentraciju kreatinina u serumu
(estimated glomerular filtration rategGFR). Amertka nacionalna fondacija za bubreg
(National Kidney Foundation)u svojim vodéima preporduje upotrebu MDRD
(Modification of Diet in Renal Diseagejedn&ine za procenu GFR, koja pored
koncentracije kreatinina sadrzi i informacije oresdi, polu i rasi (200). Studije koje su
koristile MDRD formulu za procenu GFR pokazale suasobe sa eGFR(MDRD) < 60
mL/min/1,73 i, kao pokazateljem o&tene funkcije bubrega, imaju éierizik od razvoja
sikane insuficijencije, Sloga, KBS i bolesti periférniarterija (201-203). Miitim,
odstupanja u kalibraciji i nepreciznost atlvanja kreatinina imaju \@ uticaj na vrednosti
eGFR po MDRD formuli kada je koncentracija kreatablizu gornje granice referentnog
intervala. PoSto su to nivoi karaktersti za ranu hrognu bubreznu insuficijenciju, kada
je GFR > 60 mL/min/1,73 fn preporduje se da se vrednosti eGRF po MDRD formuli

iznad kriticne vrednosti od 60 mL/min/1,73%izdaju kao ,> 60 mL/min/1,73 ffy a ne kao
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dobijena numetka vrednost (204). Nedavno je definisana nova, (- (Chronic
Kidney Disease-Epidemiolog@dn&ina za izrédunavanje eGRF, za koju se smatra da daje
pouzdaniju procenu GFR kod pacijenata sa normalilorsubnormalnom funkcijom
bubrega (205). Studija koja je ispitivala prediktivvrednost cistatina C i jedtina za
procenu GFR za pojavu infarkta miokarda i kardikuéane smrti kod pacijenata sa AKS
pokazala je naju@ znataj eGFR po CKD-EPI formuli od svih ispitivanih betinih
biomarkera (206).

Na osnovu postofgh dokaza, NACB LMPG prepotuje odrdivanje kreatinina i
izratunavanje eGFR u primarnoj prevenciji kod svih osshaipertenzijom, dijabetesom,
porodiénom istorijom hronine bubrezne bolesti i kod osoba sa intermedijemimiom
(10-20%) za KVB. Takde, odréivanje kreatinina i izré&unavanje eGFR treba raditi i kod
svih osoba starijih od 65 godina. Prepafje se izraunavanje eGFR prema poslednjim
preporukama NKF, dakle prema MDRD formuli (53).

1.4.5.2.Cistatin C

Ograntenja koja imaju jedn@ne za izrgunavanje eGFR na osnovu koncentracije
kreatinina u serumu, posebno kod vrednosti kojea@mraju manji stepen o&tenja
bubrega, inicirala su potragu za drugim laboragkimpy biomarkerima bubrezne funkcije.
Cistatin C (Cys-C) je inhibitor cistein proteaza lekwiske mase 13 kDa. SintetiSe se u
skoro svim¢éelijama sa jedrom i oslobia u cirkulaciju. U pogledu bubrezne funkcije,
njegove najvaznije osobine su mala molekulska maska izoelektdna taka (pl=9,2),
Sto mu omogéava neometanu filtraciju u glomerulima. Sledi potpureapsorpcija i
katabolizam u proksimalnim tubulima, tako da s@aogvljuje ponovo u cirkulaciji. Prema
tome, koncentracija Cys-C u serumu je u korelaaijintenzitetom njegovog glomerularnog
klirensa. Pored toga, faktori koji titi na nivoe kreatinina u serumu, kao Sto su palpsta
fizicka aktivnost, ishrana i mi&ia masa, ne @i na koncentraciju Cys-C u serumu. Zato
je bolji marker bubrezne funkcije i alternativa é&¥ednostima zasnovanim na kreatininu
(199)
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Nedavne studije pokazuju da je Cys-CGejapovezan sa rizikom od pojave infarkta
miokarda, Sloga, bolesti perifernih arterija, kakdiskularnim i opStim mortalitetom u
populacijama inicijalno zdravih osoba (207, 208)dMtim, postoje indicije da je Cys-C
povezan sa kardiovaskularnim rizikom ne samo kdikator GFR i bubrezne funkcije, &e

u kao direktan &¢esnik u formiranju aterosklerotskog plaka. Naimekgzano je da su vise
vrednosti Cys-C u serumu u korelaciji sa ranom ii@za formiranju koronarnih
aterosklerotskih plakova rie pacijentima bez ustanovljene hréme disfunkcije bubrega.
Prisustvo nekalcifikovanih plakova je bilo dominaifg sa povéanjem koncentracije Cys-
C, nezavisno od eGFR i drugih faktora kardiovagkuiag rizika (209).

S obzirom na dovoljan broj adekvatnih dokaza, CygCuvrSten u NACB LMPG
preporuke o novim faktorima rizika za prevencijudiavaskularnih bolesti. Smatra se da
bi mogao da bude snazniji prediktor komplikacijardiavaskularnih bolesti od
izracunavanja eGFR na osnovu kreatinina.dvkém, neophodna su dalja istrazivanja koja
bi ustanovila da li bi intervencija zasnovana natgtkaciji rizika na osnovu odtvanja
Cys-C kod osoba sa smanjenom eGFR donetal \inicku korist. Neophodno je i
sprovaienje studija odgovarajeg dizajna o ulozi kreatinina, eGFR i Cys-C da &i s
utvrdio uticaj ovih biomarkera u globalnoj procew@rdiovaskularnog rizika u primarnoj

prevenciji (53).
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2. CILJ RADA

Procena kardiovaskularnog rizika na osnovu aktbelmieporuka i globalnih skorova
zasnovanih na tradicionalnim faktorima rizika nentifikuje skoro 50% osoba kod kojte
se javiti KBS. Takde, oko 40% populacije sa rizikom se svrstava u datp
intermedijernog 10-godiSnjeg rizika (10—-20%). Zauogrupu zvarine preporuke nisu
jasno definisane, za razliku od kategorije najnizgnosno najviseg rizika. Brojne studije
su opisale povezanost ra#ih biomarkera sa inicidencijom kardiovaskularnih
komplikacija i njihov pojedinéni doprinos u patogenezi ateroskleroze i inflanratar
procesima u njenoj osnovi. Do sada, jedino je hs@Rfoljno ispitan po definisanim

kriterijumima u smislu diskriminacije, kalibracijeeklasifikacije.

Cilj rada je da se utvrdi, korelacionom i regresionanalizom, da li postoji povezanost
izmediu hsCRP-a, kao ustanovljenog biomarkera proateoggenetabolikog stanja i
drugih biomarkera inflamacije (SAA, fibrinogen, AG®, haptoglobin, C3i C4
komponente komplementa), metabolizma lipida (ukupfdL, nonHDL i LDL holesterol,
trigliceridi, apo A-1, apo B, Lp(a)), bubrezne (kt&in, eGFR po MDRD i CKD-EPI
jedn&inama, Cys-C i eGFR na osnovu Cys-C)dasie funkcije (NT-proBNP, hs-cTnT),
koji potencijalno mogu da unaprede procenu kardikukarnog rizika u primarnoj

prevenciji.

Prethodno je neophodno ispitati anaké karakteristike i kliniku efikasnost metode
visoke osetljivosti kojace se koristiti za odvanja hsCRP-a, s obzirom da su
koncentracije CRP-a u hra@moj inflamaciji koja je prisutna u ateroskleroziaZajno nize

od onih u akutnoj

Svim wesnicimaée se proceniti 10-godisnji rizik od pojave smrtnsigoda kao posledice
KBS, infarkta miokarda, stabilne i nestabilne aegipektoris na osnovu FRS; zatim
»globalni“ 10-godisnji kardiovaskularni rizik od pave smrtnog ishoda KVB, pojave svih

oblika KBS, Sloga, sane insuficijencije i intermitentnih klaudikacija msnovu globalnog
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FRS; kao i dugorni globalni 30-godisSnji rizik. Uporede se raspodela rizika po

kategorijama na osnovu sva tri algoritma i na osnsCRP-a

Priroda uticaja svakog pojeditreog biomarkera na kardiovaskularni rizik i eventaal
povezanost sa vrednostima hsCRP-a iépitse faktorskom analizom. Aterosklerozu, kao
kompleksno stanje uslovljeno velikim brojetimilaca, karakteriSe subkligka, hronéna
inflamacija. 1z tog razloga je identifikovan velikiroj biomarkera koji su povezani sa
patogenezom, bilo uzéno-posledino, bilo samo kao indikatori patofizioloSkog proges
Medutim, promenljive povezane sa subldkom inflamacijomcesto su u viSestrukoj
korelaciji. Faktorska analiza redukuje veliki bragiusobno povezanih promenljivih na
manji broj faktora ili komponenti. Faktori su s&kiki nezavisni i fizioloSki raztiiti
fenotipovi koji ukazuju na zajedtku osnovu fizioloSkih domena. Svaki od faktora
predstavlja linearnu kombinaciju viSe promenljivilh,ovom sldaju biomarkera, koji u
razlicitom stepenu mogu da se koriste za razlikovanjeaisixa. Faktorskom analizoke

se ispitati grupisanje ispitivanih biomarkera pamh sa aterosklerozom i inflamacijom
slabog intenziteta. Zatirfe se ispitati povezanost dobijenih faktora sa voetima hsCRP,
kategorizacijom 10-godiSnjeg rizika na osnovu FRSglobalnog FRS, kao i sa

klasifikacijom 30-godiSnjeq rizika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. KOMERCIJALNI REAGENSI

U eksperimentalnom radu su k@ée#i sledéi komercijalni test reagensi:

1. CRP (Latex), OSR6185, Beckman Coulter (ranije Olym@Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

2. CRP Calibrator (Latex), ODR3031, Beckman Coultanije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

3. CRP (Latex) Control Sera, ODC0013, Beckman Couhamnije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

4. CREATININE, OSR6187, Beckman Coulter (ranije OlyrapDiagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

5. URIC ACID, OSR6198, Beckman Coulter (ranije OlympDsagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

6. CHOLESTEROL, OSR6216, Beckman Coulter (ranije Olysyiagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

7. TRYGLICERIDE, OSR61118, Beckman Coulter (ranije @pus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

8. SYSTEM CALIBRATOR, 66300, Beckman Coulter (ranijely@pus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

9. Control Serum 1, ODCO0003, Beckman Coulter (ranijgnpus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

10.Control Serum 2, ODC0004, Beckman Coulter (ranijgnpus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

11.HDL-CHOLESTEROL, OSR6287, Beckman Coulter (ranijéyr@pus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

12.HDL-CHOLESTEROL CALIBRATOR, ODCO0011, Beckman Coul{ganije Olympus
Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

13.LDL-CHOLESTEROL, OSR6283, Beckman Coulter (ranijdyr®pus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany
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14.LDL-CHOLESTEROL CALIBRATOR, ODC0012, Beckman Coult@ganije Olympus
Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

15.HDL/LDL-CHOLESTEROL CONTROL SERUM, ODCO0005, Beckmagoulter
(ranije Olympus Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

16. CardioPhas& hsCRP, OQIY, Siemens Healthcare Diagnostics ProdBetbH (ranije
Dade Behring), Marburg, Germany

17.MULTIGENT® QUANTIA A-1-AGP, 6L34-40, BIOKIT, S.A., Barcelon&pain

18.Quantia PROTEINS Standard, 6K45-02, BIOKIT, S.Aay&:lona, Spain

19. Quantia PROTEINS Control, 6K53-21, BIOKIT, S.A.,iBalona, Spain

20.HAPTOGLOBIN, 9D91-21, Abbott Diagnostics, Wiesbad&ermany

21. COMPLEMENT C3, 9D96-21, Abbott Diagnostics, WiesbadGermany

22.COMPLEMENT C4, 9D97-21, Abbott Diagnostics, WiesbadGermany

23.Quantia PROTEINS Control, 6K53-01, BIOKIT, S.A.,iBalona, Spain

24.Specific Proteins Multiconstituent Calibrator, 1E7Z&bbott Diagnostics, Wiesbaden,
Germany

25.APOLIPOPROTEIN A1, 9D92-21, Abbott Diagnostics, 8baden, Germany

26.APOLIPOPROTEIN B, 9D93-21, Abbott Diagnostics, Wiaden, Germany

27.Apo Al/Apo B Calibrator, 6E54, Abbott Diagnostit8jesbaden, Germany

28.BIO-RAD Liquicheck Lipids Control Level 1, 641, Biead Laboratories, Irvine, CA,
United States

29.BIO-RAD Liquicheck Lipids Control Level 2, 642, Biead Laboratories, Irvine, CA,
United States

30.MULTIGENT® QUANTIA Lp(a), 7K00-40, BIOKIT, S.A., Barcelona, 8m

31.Quantia Lp(a) Standard, 7K00-02, BIOKIT, S.A., Bdana, Spain

32.Quantia Lp(a) Control, 7K00-21, BIOKIT, S.A., Baloea, Spain

33.CardioPhas& hsCRP, OQIY, Siemens Healthcare Diagnostics ProdBotdH (ranije
Dade Behring), Marburg, Germany

34.N Rheumatology Standard SL, OQKZ, Siemens Healéhdaiagnostics Products
GmbH (ranije Dade Behring), Marburg, Germany
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35.N/T Rheumatology Controls SL/1 i SL/2, OQDB i OQDGjemens Healthcare
Diagnostics Products GmbH (ranije Dade Behring)rtMeg, Germany

36.N Supplementary Reagent/Precipitation, OUMU, Siesnétealthcare Diagnostics
Products GmbH (ranije Dade Behring), Marburg, Gernyna

37.N Latex SAA, OQMP, Siemens Healthcare Diagnosticgdécts GmbH (ranije Dade
Behring), Marburg, Germany

38.N Latex Cystatin C, OQNM, Siemens Healthcare Diagne Products GmbH (ranije
Dade Behring), Marburg, Germany

39.N Diluent, OUMT, Siemens Healthcare Diagnosticsdamas GmbH (ranije Dade
Behring), Marburg, Germany

40.Cleaner SCS, OQUB, Siemens Healthcare DiagnosticduBts GmbH (ranije Dade
Behring), Marburg, Germany

41.Elecsy$ proBNP, 03121640, Roche Diagnostics GmbH, Mannh&iermany

42.Elecsy§ proBNP CalSet, 03121658, Roche Diagnostics Gmbahrieim, Germany

43.Elecsy§ PreciControl Cardiac, 03530477, Roche Diagnos@sbH, Mannheim,
Germany

44.Elecsy§ Troponin T hs STAT, 05092728190, Roche DiagnosBesbH, Mannheim,
Germany

45.Elecsy§ Troponin T hs STAT CalSet, 05092736190, Roche mbatics GmbH,
Mannheim, Germany

46.Elecsy§ PreciControl Troponin T, 05095107190, Roche Diatjics GmbH,
Mannheim, Germany

47.HemoslIL® PT-Fibrinogen, 0009756710, Instrumentation LatmsaSpA, Milan, ltaly

48. Calibration Plasma, 0020003700, Instrumentatiorokatory SpA, Milan, Italy

49.Normal Control, 0020003110, Instrumentation LabamaSpA, Milan, Italy

50.Low Abnormal Control, 0020003210, Instrumentati@bbratory SpA, Milan, Italy

51.High Abnormal Control, 0020003310, Instrumentatiaoratory SpA, Milan, Italy

52.Low Fibrinogen Control, 0020004200, Instrumentatiaboratory SpA, Milan, Italy

53.Sample diluent, 0009756800, Instrumentation Lalooya®pA, Milan, Italy

54. Factor diluent, 0009757600, Instrumentation LalmgaSpA, Milan, Italy
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3.2. PRIBOR | APARATI

U praktcnom radu je kori&n sledéi pribor:

vakutajner epruvete za serum, BD Vacutdir@ystem, 366430 (Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

vakutajner epruvete sa Neitratom, BD Vacutainét System, 363048 (Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)

plasténe epruvete sa odgovaréjm stalkovima

plastiéne ¢aSice za Olympus AU2700 analizator, Sample Cupe68&3, (Beckman
Coulter (ranije Olympus Diagnostica GmbH), Hamb@grmany)

plasténe c¢aSice za Architectci8200 analizator, Sample Cups, 8A7601 (Abbott
Diagnostics , Wiesbaden, Germany)

plasténe caSice za Cobas e601 analizator, Sample Cups, 188082 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)

ependorf i pool epruvete

automatske pipete firme ,Oxford” sa odgovat#aju nastavcima

U prakticnom radu su koréeni sledéi aparati:

Olympus AU2700 analizator, Beckman Coulter (ra@jmpus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

ARCHITECT® ¢i8200 analizator, Abbott Diagnostics, Wiesbaden n@ery

BN Il nefelometar, Siemens Healthcare Diagnosticsdécts GmbH (ranije Dade
Behring), Marburg, Germany

Coba$ e601 analizator, Roche Diagnostics GmbH, Mannh&ietmany

ACL 7000 analizator, Instrumentation Laboratory SpAlan, Italy

Digifuga GL centrifuga, Heraeus, Germany

Mikser ,Vortex Genie 2 TM“, Lighting, Switzerland

Zamrziva na —70 °C, SANYO Electric Co, Osaka, Japan
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3.3. MATERIJAL

U ovom radu zdrave osobe koje su dobrovoljno gestia @estvuju bile su ispitivana
populacija. Ukupno je obuh$ano 242 osobe, 100 muskaraca i 142 Zzene, starasdiu

20 i 80 godina. Uzorci su sakupljani od decembr@520do decembra 2008. godine.
Biohemijske analize su dane u laboratoriji Sluzbe za polikliku laboratorijsku
dijagnostiku, u Centru za medicinsku biohemiju Klkog centra Srbije u Beogradu.
Ispitivanje je odobreno od strane d&kthig odbora Klintkog centra Srbije u Beogradu, dana
15.11.2012. godine pod brojem 4815/3.

Ukljuc¢ene su osobe kojima nije dijagnostikovan nijedad KiVB, diabetes mellitus,
bubrezna, hepditna niti reumatoloSka oboljenja i koje nisu primtdeapiju bilo koje vrste.
Ispitanici su bili anketirani o svojim godinamarsisti, visini i tezini, o tome da li su pusa

ili ne, da li redovno vezbaju ili se aktivho baysaom, da li preventivho uzimaju aspirin,
da li postoji porodina istorija KVB i, u sldaju Zena, da li uzimaju oralna kontraceptivna
sredstva. Pre d&nja krvi, izmeren im je krvni pritisak Zivinim ginomanometrom i
hipertenzija je konstatovana ako je izmerena vretibda >140/90 mmHg (18). Indeks
telesne masebpdy mass indeXBMI) je izratunavan kao kodinik tezine (kg) i kvadrata
visine (nf). Uzorci krvi su uzimani izm&u 7 i 10¢asova ujutru, posle 12 sati gladovanja, u
dve epruvete — jednu sa Natratom i drugu biohemijsku epruvetu bez aditiéakon
venepunkcije plazma je odvajana centrifugiranjenB@@0 obrtaja u minuti 10 minuta, a
serum, nakon perioda potrebnog za koagulaciju @&ikeinuta), centrifugiranjem na 3000
obrtaja u minuti 15 minuta na sobnoj temperatuloné&entracije ukupnog, HDL i LDL
holesterola, triglicerida i fibrinogena su odirane odmah po odvajanju seruma, odnosno

plazme. Ostaci seruma su alikvotiraguvani na -70 °C do analize ostalih parametara

Za procenu nepreciznos®lympus metode visoke osetljivosti za odreanje CRP
pripremljeno je osam serumskioolova od uzoraka seruma kojima je prethodno defie
hsCRP imunonefelometrijskom metodom na BN Il nefedtru. Uzorci su pomeSani da bi
se dobile koncentracije hsCRP od ~0.2 mg/L, ~0.3Lmg1.0 mg/L, ~2.0 mg/L, ~3.0
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mg/L, ~5.0 mg/L, ~7.5 mg/L i ~10.0 mg/L. Svahool je alikvotiran i¢uvan na -70 °C do
upotrebe.

Analiticke karakteristike imunoturbidimetrijskd@lympustesta procenjene su pdemjem
sa CardioPhase* imunonefelometrijskim testom, koji je prdobren od strane Ameke
administracije za hranu i lekovd=qod and Drug AdministratignFDA) za procenu
kardiovaskularnog rizika. Za to je odabrano je $9d4zih uzoraka pacijenata iz rutinskog
rada laboratorije Sluzbe za polikisku laboratorijsku dijagnostiku, kojima je odreanje
CRP bilo jedna od analiza trazenih od strane leKadabrani su uzorci sa koncentracijom

hsCRP u intervalu 0,15-10,0 mg/L, alikvotiraduvani na -70 °C do analize.

Biohemijski parametri su odtevani komercijalnim testovima i to: hsCRP, ukup&iiL i
LDL holesterol, trigliceridi, kreatinin i mokéma kiselina na automatskom analizatoru
Olympus AU2700; apo A-l, apo B, Lp(a), ALAGP, hagtbin, C3 i C4 komponente
komplementa na integrisanom biohemijskom analizafnchitectci8200; SAA, Cys-C i
hsCRPCardioPhase* testom na BNII nefelometru; NT-proBNP i As€ na viSekanalnom
imunohemijskom analizatoru Colfa®601; fibrinogen na visekanalnom koagulometru
ACL 7000. Pouzdanost dobijenih vrednosti je redovpmveravana oddivanjem
odgovarajdih komercijalnih kontrolnih uzoraka i primenom pripa unutraSnje kontrole
kvaliteta rada.

3.4. METODE

3.4.1. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE hsCRP

3.4.1.1.Imunoturbidimetrijska metoda

Koncentracije hsCRP odtwane su imunoturbidimetrijskom metodom na autokwts

analizatoru Olympus AU2700 (sada Beckman Coulterncip odréivanja zasniva se na
specifénoj imunohemijskoj reakciji CRP sa anti-humani CRMtitelima kojima su
obloZzene lateksc¢estice. Tako nastaju nerastvorljivi agregaija apsorbancija je

proporcionalna koncentraciji CRP u uzorku.
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Za odretivanje hsCRP kori&eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter:

* CRP (Latex) test (OSR6185) — ukipje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi MOPSO puks{[d) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi latééstice oblozene kozjim anti-CRP
antitelima €0,05%).

» Kalibrator (nivo 3, 4 i 5 za senzitivhu aplikacijgeckman Coulter, ODR3031) — slediv
je prema IFCC standardu CRM470, uKljje pet kalibratora raziitih koncentracija,
gotovih za upotrebu, a nivoi 3, 4 i 5 se koriste&kahbraciju senzitivhe aplikacije koju
proizvaia¢ preporduje za procenu kardiovaskularnog rizika.

e Kontrolni serumi (nivo 1 i 2, Beckman Coulter, ODI@) — spremni za upotrebu,

koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2-8 °C.j@ésktaran u

opsegu koncentracija 0,5-20 mg/L za senzitivhikapiju.

3.4.1.2.Imunonefelometrijska metoda

Radi procene analikih karakteristika imunoturbidimetrijskog testaggpvi rezultati su
uporegieni sa rezultatima imunonefelometrijskom metodomondéntracije hsCRP
odrelivane su PENIA fdarticle enhanced nephelometric immunoa$sag laserskom
nefelometru BN Il (Siemens). Princip metode podmagua da dolazi do agregacije
polistirenskih¢estica oblozenih monoklonskim antitelima speéaifin za humani CRP kada
se pomesSaju sa uzorcima koji sadrze CRP. Nastakgay rasipaju snop svetlosti
propustene kroz uzorak. Intenzitet rasute svetlgsti proporcionalan koncentraciji
relevantnog proteina u uzorku, koja se dobija ¢@ngem sa signalom standarda poznate
koncentracije.

Za odretivanje hsCRP korteni su komercijalni reagensi firme Siemens:
« CardioPhas®& hsCRP (OQIY) test — ukljéuje:
reagens, spreman za upotrebu, predstavlja suspemtigtirenskincestica oblozenih

miSjim monoklonskim antitelima na CRP.
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« Standard SL (OQKZ) — spreman za upotrebu, sastoicssmeSe humanih seruma sa
povisenim koncentracijama RF, ASL i CRP.

» Kontrolni serumi (OQDB i OQDC) - liofolizovani, ragraju se u dejonizovanoj vodi
(0,5 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta.

* Dopunski reagens (OVLE) — spreman za upotrebuojsast od rastvora natrijum
hlorida (8,5 g/L) i Thesft-a u fosfatnom puferu (0,05 mol/L), koristi se zzorke
pacijenata sa niskom koncentracijom proteina.

« Diluent (OUMT) — koristi se za razblazivanje uzaafpri odrgivanju i standarda pri

kalibraciji).

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan do 8 dana na 2—8 8ikseci na
< -20 °C, ako se zamrzne u toku 24 h od sakupljedbgmja granica mernog opsega je
0,175 mg/L, a koeficijent varijaciie od 7,6% (<10%lpbijen je kod odrévanja
koncentracije hsCRP od 0,41 mg/L. Referentne vrsiiino proceni kardiovaskularnog
rizika su <3 mg/L.

3.4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE UKUPNOG HOLESTEROLA

Koncentracije ukupnog holesterola u serumu digieme su enzimskom metodom na
Olympus AU2700 analizatoru (Beckman Coulter, rafjgmpus Diagostica). Holesterol
estri u uzorku se hidrolizuju u prisustvu holesteesteraze (CHE). Nastali slobodni
holesterol se oksiduje holesterol esterazom (CHO) hdlesten-3-ona uz simultanu
produkciju vodonik peroksida ¢g&,), koji se oksidativno kupluje sa 4-aminoantipimnmao

fenolom u prisustvu peroksidaze (POD) da bi se aobiomofor. Nastala crvena

hinoniminska boja meri se spektrofotometrijski 4®&00 nm kao povanje apsorbancije.
Za odrdivanje ukupnog holesterola kot&ni su komercijalni reagensi firme Beckman

Coulter (ranije Olympus Diagnostica):
* Reagens (OSR6216) — ukijye:
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reagens, gotov za upotrebu, sadrzi fosfatni puf@B (mmol/L), 4-aminoantipirin
(0,31 mmol/L), fenol (5,2 mmol/L), CHE>0,2 kU/L / 3,3ukat), CHO £0,2 kU/L /
3,3 ukat), POD £10,0 KU/L / 166, qukat).
» Kalibrator (66300) — slediv je prema NIST SRM 9080 1, liofolizovan, rastvara se u
dejonizovanoj vodi (5 mL), koristi se za kalibracij
e Kontrolni serumi (ODC0003 i ODCO0004) — liofilizovemastvaraju se u dejonizovanoj

vodi (5 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 5-7 dana na 2-8 °Gt jEe
linearan u opsegu koncentracija 0,5-18,0 mmol/lani&a detekcije iznosi 0,07 mmol/L.
Nepreciznost oddivanja se krée u opsegu 0,72—-0,91% u seriji i 1,06—1,45% ukupno.
Referentne vrednosti su usitéme sa evropskim i ATP Il preporukama:

<5,2 mmol/L — pozeljno

5,2—6,2 mmol/L — gragno visoko

>6,2 mmol/L — visoko

3.4.3. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HDL HOLESTEROLA

Koncentracije HDL holesterola u serumu ativane su enzimskom metodom na Olympus
AU2700 analizatoru (Beckman Coulter, ranije OlympDggostica). Anti humanf-
lipoprotein antitela u sastavu reagensa R1 vezejuas sve lipoproteine osim za HDL
(LDL, VLDL i hilomikrone). Formirani antigen-antite kompleksi blokiraju enzimsku
reakciju kada se doda reagens R2. HDL-holesterddvaatifikuje u prisustvu enzimskog
hromogenog sistema: oksiduje se CHO do holest-3-ena uz simultanu produkciju
H,O,, koji se oksidativno kupluje sa 4-aminoantipirindmN-etil — N-(2 hidroksi-3-
sulfopropil) — 3,5-dimetoksi — 4-fluoroanilin (F-02S) u prisustvu POD da bi se dobio
hromofor. Nastala plava boja meri se spektrofotoijski na 600/700 nm kao povanje

apsorbancije.
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Za odregtivanje HDL holesterola korégni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter

(ranije Olympus Diagnostica):

* Reagens (OSR6287) — ukdjye:

reagens, gotov za upotrebu, sadrzi anti hunfialiygeprotein antitela (promenljive
koncentracije), CHE (0,8 kU/L), CHO (4,4 kU/L), POQ@,7 kU/L), askorbat
oksidazu (2,0 kU/L), Goodov pufer (pH 7,0) (30 mmpl F-DAOS (0,20 mmol/L),
4-aminoantipirin (0,67 mmol/L).

« Kalibrator (ODC0011) — slediv je prema US CDC refgnoj metodi za HDL
holesterol, liofolizovan, rastvara se u dejonizayjarodi (3 mL), koristi se za
kalibraciju.

» Kontrolni serumi (ODCO0005) — liofilizovani, rastvu se u dejonizovanoj vodi (5 mL),

koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2—-8 °C.j@ésearan u
opsegu koncentracija 0,05-4,65 mmol/L. Granica kgt iznosi 0,002 mmol/L.
Nepreciznost oddivanja se krée u opsegu 0,61-0,85% u seriji i 1,32—1,92% ukupno.
Referentne vrednosti su usttéme sa NCEP ATP Il preporukama:

<1,03 mmol/L — nizak HDL holesterol (jedan od gléwvfaktora rizika za KBS)

>1,55 mmol/L — visok HDL holesterol (,negativan” tak rizika za KBS)

3.4.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE LDL HOLESTEROLA

U uzrorcima u kojima je koncentracija trigliceridda <4,52 mmol/L, LDL holesterol je

odrefivan izr&unavanjem na osnovu Friedwaldove formule (210):
CioLc = Grc — GipLc — Gre/2,2

gde je:

CipoL-c — koncentracija LDL holesterola, mmol/L

Crc— koncentracija ukupnog holesterola, mmol/L
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ChpL-c — koncentracija HDL holesterola, mmol/L

Crc— koncentracija triglicerida, mmol/L

Posto za koncentracije triglicerida4,52 mmol/L formula ne daje dae vrednosti LDL
holesterola, u tim sliajevima je LDL holesterol oddeszan direktnom enzimskom
metodom na Olympus AU2700 analizatoru (Beckman @©oulanije Olympus Diagostica).
Zastitni agens u sastavu reagensa R1 Stiti LDL ozingskih reakcija. Svi non-LDL
lipoproteini (HDL, VLDL i hilomikroni) se razgruju reakcijama sa CHE i CHO. U ovoj
reakciji nastao kD, se razgrduje katalazom u sastavu R1. Kada se doda reagens R2
zastitni agens se odvaja od LDL i katalaza se imaétnatrijum azidom. LDL holesterol se
kvantifikuje CHO/PAP sistemom: oksiduje se CHO daekt-4-en-3-ona uz simultanu
produkciju HO,, koji se oksidativno kupluje sa 4-aminoantipirinotdDAOS u prisustvu
POD da bi se dobio hromofor. Nastala plava boja seispektrofotometrijski na 600/700

nm kao povéanje apsorbancije.

Za odreivanje LDL holesterola koré&eni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter

(ranije Olympus Diagnostica):

* Reagens (OSR6283) — ukipje:

reagens, gotov za upotrebu, sadrzi CHE (3,7 kUdhO (3,7 kU/L), POD (4,9
kU/L), natrijum azid (0,1%), Good-ov pufer (pH 6,825 mmol/L), 4-
aminoantipirin (0,8 mmol/L), katalaza (743 kU/L)DIAOS (0,47 mmol/L).

« Kalibrator (ODC0012) — slediv je prema US CDC refgnoj metodi za LDL
holesterol, liofolizovan, rastvara se u dejonizayjanodi (1 mL), Kkoristi se za
kalibraciju.

« Kontrolni serumi (ODCO0005) — liofilizovani, rastvguo se u dejonizovanoj vodi (5 mL),

koriste se za kontrolu kvaliteta.
Referentne vrednosti su usitéme sa NCEP ATP Il preporukama:

<2,6 mmol/L — optimalno

2,6 — 3,3 mmol/L — blizu optimalnog / iznad optimady
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3,4 — 4,1 mmol/L — gratino visoko
4,1 — 4,9 mmol/L — visoko

>4,9 mmol/L — jako visoko

3.4.5. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE TRIGLICERIDA

Koncentracije triglicerida u serumu odreane su enzimskom metodom na Olympus
AU2700 analizatoru (Beckman Coulter, ranije Olymiagostica). Trigliceridi u uzorku
se hidrolizuju kombinacijom mikrobnih lipaza doaglrola i masnih kiselina. Glicerol se
fosforilise adenozin trifosfatom (ATP) u prisusglicerol kinaze (GK) i nastaje glicerol-3-
fosfat. Glicerol-3-fosfat se oksiduje molekulskinsdonikom u prisustvu glicerol fosfat
oskidaze (GPO) pkemu nastaje bD, i dihidroksiaceton fosfat. Nastali,B, reaguje sa 4-
aminofenazonom i dinatrijumovom solju N,N-bis(4fsbutil)-3,5-dimetilanilina (MADB)

u prisustvu POD i nastaje hromofd@fja se apsorbancijdita na 660/800 nm. Po¥anje

apsorbancije na 660/800 nm je proporcionalno sadtéglicerida u uzorku.

Za odrdivanje triglicerida korieni su komercijalni reagensi firme Beckman Coulter

(ranije Olympus Diagnostica):

* Reagens (OSR61118) — ukdjye:

reagens, gotov za upotrebu, sadrzi PIPES pufer7(sj (50 mmol/L), M§" (4,6
mmol/L), MADB (0,25 mmol/L), 4-aminoantipirin (0,5mmol/L), ATP (1,4
mmol/L), lipaze (1,5 kU/L / 2kat), GK (0,5 kKU/L / 8,3:kat), POD £0,98 kU/L /
16,3pkat), askorbat oksidaza (1,48 kU/L / 24}&t), GPO (1,48 kU/L / 24,6kat).

» Kalibrator (66300) — slediv je prema referentnojtooe masene spektrometrije sa
izotopskom dilucijom, liofolizovan, rastvara se eja@hizovanoj vodi (5 mL), koristi se
za kalibraciju.

« Kontrolni serumi (ODC0003 i ODC0004) — liofilizovemastvaraju se u dejonizovanoj

vodi (5 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta
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Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2-8 °C.j@ésearan u
opsegu koncentracija 0,1-11,3 mmol/L. Granica d#ekiznosi 0,01 mmol/L.
Nepreciznost oddivanja se krée u opsegu 0,72—-1,06% u seriji i 1,03—1,76% ukupno.
Referentne vrednosti su usééne sa NCEP ATP Il preporukama:

<1,70 mmol/L — normalno

1,70 — 2,25 mmol/L — gragmo visoko

2,26 — 5,64 mmol/L — visoko

>5,65 mmol/L — jako visoko

3.4.6. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE APO A-I

Koncentracije apo A-1 u serumu odigane su imunoturbidimetrijskom metodom na
ARCHITECT® ¢i8200 analizatoru (Abbott Diagnostics). Meri se page turbiditeta
uzorka uzrokovano formiranjem nerastvorljivih imurkompleksa kada se antitela na apo
A-1 dodaju uzorku. Uzorak koji sadrzi apo A-l inktd se sa puferom (R1), a slepa proba
uzorka se odredi pre dodavanja antitela na ap@§R2). U prisustvu odgovarajag antitela

u visku, koncentracija Apo A-l meri se kao funkdijabiditeta.

Za odretivanje apo A-l kori8eni su komercijalni reagensi firme Abbott i Bio-Rad

* Reagens (Abbott, 9D92-21) — ukijyje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufed (@thol/L) i polietilen glikol (35
g/L) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi kozja antigmirapolipoprotein Al antitela
(50%) i TRIS pufer (100 mmol/L).

» Kalibrator (Abbott, 6E54) — slediv je prema WHO/IELCDC referentnom materijalu
za apolipoproteine SP1-01, liofilizovan, rastvam s 1 mL vode, ukljtuje jedan
kalibrator od koga se prave 4 serijska razblazsajkoncentracijama 10%, 20%, 40% i
60%, Kkoristi se za kalibraciju.

» Kontrolni serumi (Bio-Rad, 641 i 642) — spremni waotrebu, koriste se za kontrolu

kvaliteta.
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Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 3 dana na 2—-8 °Cnile8eca na -
20 °C. Test je linearan u opsegu koncentracija-4B1® g/L. Granica detekcije iznosi
0,008 g/L. Nepreciznost odifeanja se krée u opsegu 1,2-1,9% u seriji i 1,8-3,2%
ukupno.

Referentne vrednosti: 0,95-1,86 g/L (muskarci)13223 g/L (zene).

3.4.7. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE APO B

Koncentracije apo B u serumu odreane su imunoturbidimetrijskom metodom na
ARCHITECT® ¢i8200 analizatoru (Abbott Diagnostics). Meri se page turbiditeta
uzorka uzrokovano formiranjem nerastvorljivih imaikompleksa kada se antitela na apo
B dodaju uzorku. Uzorak koji sadrzi apo B inkubsa sa puferom (R1), a slepa proba
uzorka se odredi pre dodavanja antitela na apoZ}. (Rprisustvu odgovarajag antitela u

viSku, koncentracija Apo B meri se kao funkcijabtiditeta.

Za odrgivanje apo B kori&ni su komercijalni reagensi firme Abbott i Bio-Rad

* Reagens (Abbott, 9D93-21) — ukijyje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufed (@thol/L) i polietilen glikol (30
g/L) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi kozja antigmirapolipoprotein B antitela
(50%) i TRIS pufer (100 mmol/L).

» Kalibrator (Abbott, 6E54) — slediv je prema WHO/IELCDC referentnom materijalu
za apolipoproteine SP3-07, liofilizovan, rastvam s 1 mL vode, ukljtuje jedan
kalibrator od koga se prave 4 serijska razblazeajgoncentracijama 10%, 20%, 40% i
60%, koristi se za kalibraciju.

« Kontrolni serumi (Bio-Rad, 641 i 642) — spremni waotrebu, koriste se za kontrolu

kvaliteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 3 dana na 2—-8 °Cnie8eca na -

20 °C. Test je linearan u opsegu koncentracija-42MD g/L. Granica detekcije iznosi
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0,028 g/L. Nepreciznost odfteanja se krée u opsegu 1,3-4,4% u seriji i 1,8-6,3%
ukupno.
Referentne vrednosti: 0,49-1,73 g/L (muskarci)301582 g/L (Zzene).

3.4.8. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE Lp( a)

Koncentracije Lp(a) u serumu odreane su lateks imunoturbidimetrijskom metodom na
ARCHITECT® ¢i8200 analizatoru (Abbott Diagnostics). Kada se alzdwji sadrzi Lp(a)
pomeSa sa lateks reagensom, koji predstavlja sogpepolistirenskih lateks¢estica
uniformne veline koje su obloZzene &@m IgG anti-humanim Lp (a), i reakcionim
puferom dolazi do reakcije aglutinacije. Stepernutigacije proporcionalan je koncentraciji

Lp(a) u uzorku i odrduje se merenjem smanjenja upadne svetlosti usisdgtva agregata.

Za odrgivanje Lp(a) korigeni su komercijalni reagensi firme BIOKIT:

* Reagens (7K00-40) — ukbuje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi glicin (1,2déyeti serumski albumin (0,9%)
I natrijum azid (<0,1%) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi lat&kstice oblozene IgG &gm anti-
humanim Lp(a) antitelima (0,48%) i natrijum azid(¥%).

« Kalibrator (7K00-02) — slediv je prema IFCC/SRM28Jjucuje Sest kalibratora

razli¢itih koncentracija, gotovih za upotrebu, koristezaekalibraciju.

« Kontrolni serumi (7K00-21) — spremni za upotreboriste se za kontrolu kvaliteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2-8 °Cuzacdvanje
preporiuje se zamrzavanje na -20 °C. Test je linearan segy koncentracija 13—-900
mg/L. Granica detekcije iznosi 4 mg/L. Nepreciznodtaiivanja se krée u opsegu 0,4—
1,2% u seriji i 1,1-3,1% ukupno.

Referentne vrednosti: <300 mg/L.
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3.4.9. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE FIBRINOGENA

Fibrinogen je odrdéivan izvaienjem iz protrombinskog vremena (PT) na ACL 7000
analizatoru za parametre koagulacije (Instrumeortatiaboratory). Tromboplastin u
prisustvu jona kalcijuma aktivira spoljasnji putagulacije u uzorku plazme. Fibrinogen iz
uzorka se prevodi u fibrin dejstvom nastalog tramabi kvantifikuje se povezivanjem

izmerene apsorbancije ili rasute svetlosti u tokadulacije sa signalom kalibratora 5

Za odrdivanje koncentracije fibrinogena kot&hi su komercijalni reagensi firme
Instrumentation Laboratory:
* Reagens (0009756710) — uKijye:
liofilizovani kalcijum tromboplastin z2geg mozga, stabilizatore, polibren, pufer i
konzervanse, rastvara se u dejonizivanoj vodi ($. mL
» Kalibraciona plazma (0020003700) — slediva je pramernacionalnom referentnom
materijalu CRM 149S, uklguje jedan kalibrator, liofilizovana, rastvara se u
dejonizovanoj vodi (1 mL), koristi se za kalibracij
» Kontrolne plazme (0020003110, 0020003210, 00200022020004200) —

liofilizovane, rastvaraju se u dejonizovanoj votiniL), koriste se za kontrolu kvaliteta

Prema CLSI dokumentu H21-A25, uzorak plazme stahda?24 h na sobnoj temperaturi, 2
nedelje na -20 °C, a za duagvanje preporéuje se zamrzavanje na -70 °C. Test je linearan
u opsegu koncentracija 0,7-9 g/L. Nepreciznostdidaaja se krée u opsegu 3,08-6,3% u
seriji i 6,38—-8,15% ukupno.

Referentne vrednosti: 1,7-5,4 g/L

3.4.10. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE SAA
Koncentracije SAA odidvane su PENIA metodom na laserskom nefelometru IBN

(Siemens). Princip metode podrazumeva da dolazaglegacije polistirenskiltestica

oblozenih antitelima specifim za humani SAA kada se pomeSaju sa uzorcimaskdjize
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SAA. Nastali agregati rasipaju snop svetlosti p&tpne kroz uzorak. Intenzitet rasute
svetlosti je proporcionalan koncentraciji relevagnproteina u uzorku, koja se dobija

poreienjem sa signalom standarda poznate koncentracije.

Za odretivanje SAA korigeni su komercijalni reagensi firme Siemens:

* N Latex SAA (OQMP) test — ukljiwje:
N SAA Reagens — sastoji se od liofilizovanih palestskincestica oblozenih ayim
antitelima na humani SAA, rastvara se u dejonizoyaadi (2 mL);
N SAA Standard SY - liofilizovan, rastvara se uamégovanoj vodi (0,5 mL),
proizvodi se od smeSe humanih seruma sa poviSeoimoektracijama SAA, Kkoristi
se za kalibraciju;
N SAA Kontrolni serum SY — liofilizovan, rastvar@ a1 dejonizovanoj vodi (0,5
mL), proizvodii se od smeSe humanih seruma sa poii$ koncentracijama SAA,
koristi se za kontrolu kvaliteta;
N SAA Dopunski reagens — spreman za upotrebu, jsagtad rastvora natrijum
hlorida u glicinskom puferu, Kkoristi se za uzorkeacienata sa niskom
koncentracijom proteina.

* Diluent (OUMT) — koristi se za razblazivanje uzaadpri odrdivanju) i standarda (pri

kalibraciji).

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan do 8 dana na 2—8 30nkseca na

< -25 °C, ako se zamrzne u toku 24 h od sakupljaD@nju granicu mernog opsega
odreiuje najniza vrednost kalibracione krive, pa preromé zavisi od koncentracije
proteina u standardu. Nepreciznost ddranja se krée u opsegu 4,3-6,2% u seriji i 5,4—
6,4% ukupno.

Referentne vrednosti: <6,4 mg/L.

77



3.4.11. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE A1AGP

Koncentracije ALIAGP u serumu odreane su lateks imunoturbidimetrijskom metodom na
ARCHITECT® ¢i8200 analizatoru (Abbott Diagnostics). Reagenszadizja anti-humani
A1AGP antitela koja reguju spe¢ifo sa A1AGP iz uzorka gratienerastvorljive agregate

Ciji se turbiditet meri.

Za odretivanje A1AGP korigeni su komercijalni reagensi firme BIOKIT:
* Reagens (6L34-40) — ukfuje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufé@%), polietilen glikol (2,9%),
35% HCI (0,7%) i natrijum azid (<0,1%) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi anti-humadi@a kozji serum (50%), TRIS
pufer (1,2%), 35% HCI (0,7%) i natrijum azid (<0,1%
» Kalibrator (6K45-02) — slediv je prema CRM 470, juklje pet kalibratora raziitih
koncentracija, gotovih za upotrebu, koriste sea#dkaciju.
» Kontrolni serumi (Control 1i Il, 6K53-21) — liof®ovani, rastvaraju se u dejonizovanoj
vodi (1 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 2 dana na 2-8 °Cuzacdvanje
preporduje se zamrzavanje na -20 °C. Test je linearan segyp koncentracija 0,15-2,5
g/L. Granica detekcije iznosi 0,009 g/L. Neprecenodreivanja se krée u opsegu 0,6—
1,0% u seriji i 0,9-1,3% ukupno.

Referentne vrednosti: 0,5-1,2 g/L.

3.4.12. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE HAPTOGLOBINA

Koncentracije haptoglobina u serumu ativane su imunoturbidimetrijskom metodom na
ARCHITECT® ¢i8200 analizatoru (Abbott Diagnostics). Meri se page turbiditeta
uzorka uzrokovano formiranjem nerastvorljivin iminkompleksa kada se antitela na

haptoglobin dodaju uzorku. Uzorak koji sadrzi hghabin inkubira se sa puferom (R1), a
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slepa proba uzorka se odredi pre dodavanja antitaldaptoglobin (R2). U prisustvu

odgovarajdeg antitela u visku, koncentracija haptoglobinaimserkao funkcija turbiditeta.

Za odrgivanje haptoglobina koré&ni su komercijalni reagensi firme Abbott i BIOKIT:

* Reagens (Abbott, 9D91-21) — ukijyje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufdd (@tol/L) i polietilen glikol (30
g/L) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi kozja antigmitmaptoglobin antitela (50%) i
TRIS pufer (100 mmol/L).

» Kalibrator (Abbott, 1E78) — slediv je prema CAP/BCC referentnom materijalu za
proteine u u humanom serumu RPPHS 91/0619, spremarpotrebu, ukljiguje pet
kalibratora razliitih kalibracija, koristi se za kalibraciju.

« Kontrolni serumi (BIOKIT, Control | i Il, 6K53-21} liofolizovani, rastvaraju se u

dejonizovanoj vodi (1 mL), koriste se za kontrolakteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2—-8 °Crigdlje na -
20 °C. Test je linearan u opsegu koncentracija-2g/L. Granica detekcije iznosi 0,026
g/L. Nepreciznost oddvanja se krée u opsegu 1,0-1,5% u seriji i 2,1-5,6% ukupno.
Referentne vrednosti: 0,14-2,58 g/L (muskarci)30550 g/L (Zzene).

3.4.13. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE C3 KOMPLEMENTA

Koncentracije C3  komponente komplementa u serumu redivéne  su
imunoturbidimetrijskom metodom na ARCHITEET ci8200 analizatoru (Abbott
Diagnostics). Meri se povanje turbiditeta uzorka uzrokovano formiranjem sesarljivih
imunih kompleksa kada se antitela na C3 dodajukuzdyzorak koji sadrzi C3 inkubira se
sa puferom (R1), a slepa proba uzorka se odredigtavanja antitela na haptoglobin (R2).
U prisustvu odgovarafeg antitela u visku, koncentracija haptoglobina inmss kao

funkcija turbiditeta

79



Za odretivanje C3 korigeni su komercijalni reagensi firme Abbott i BIOKIT:

* Reagens (Abbott, 9D91-21) — ukipje:
reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufdd (@tol/L) i polietilen glikol (40
g/L) i
reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi kozja antigmir@3 antitela (35%) i TRIS
pufer (100 mmol/L).

» Kalibrator (Abbott, 1E78) — slediv je prema CAP/BICC referentnom materijalu za
proteine u u humanom serumu RPPHS 91/0619, spremarpotrebu, ukljiguje pet
kalibratora razliitih kalibracija, koristi se za kalibraciju.

« Kontrolni serumi (BIOKIT, Control | i Il, 6K53-21} liofolizovani, rastvaraju se u

dejonizovanoj vodi (1 mL), koriste se za kontrolakteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 8 dana na 2—-8 °Can® aa -20
°C. Test je linearan u opsegu koncentracija 0,15-8/L. Granica detekcije iznosi 0,014
g/L. Nepreciznost oddvanja se krée u opsegu 1,2—-2,2% u seriji i 1,3-3,2% ukupno.
Referentne vrednosti: 0,82-1,85 g/L (muskarci)301893 g/L (zene).

3.4.14. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE C4 KOMPLEMENTA

Koncentracije C4  komponente komplementa u serumu redinéne  su
imunoturbidimetrijskom metodom na ARCHITEET ci8200 analizatoru (Abbott
Diagnostics). Meri se povanje turbiditeta uzorka uzrokovano formiranjem serarljivih
imunih kompleksa kada se antitela na C3 dodajukuzdyzorak koji sadrzi C3 inkubira se
sa puferom (R1), a slepa proba uzorka se odredigavanja antitela na haptoglobin (R2).
U prisustvu odgovarafeg antitela u visku, koncentracija haptoglobina inmss kao

funkcija turbiditeta.

Za odrgivanje C4 korigeni su komercijalni reagensi firme Abbott i BIOKIT:
* Reagens (Abbott, 9D91-21) — ukipje:
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reagens 1, gotov za upotrebu, sadrzi TRIS pufdd (@tol/L) i polietilen glikol (30
g/L) i

reagens 2, gotov za upotrebu, sadrzi kozja antigmir@3 antitela (40%) i TRIS
pufer (100 mmol/L).

» Kalibrator (Abbott, 1E78) — slediv je prema CAP/BCC referentnom materijalu za
proteine u u humanom serumu RPPHS 91/0619, spremarpotrebu, ukljiguje pet
kalibratora razliitih kalibracija, koristi se za kalibraciju.

« Kontrolni serumi (BIOKIT, Control | i Il, 6K53-21} liofolizovani, rastvaraju se u

dejonizovanoj vodi (1 mL), koriste se za kontrolakteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 2 dana na 2-8 °C.j@éskearan u
opsegu koncentracija 0,029-0,58 g/L. Granica dgeekenosi 0,0047 g/L. Nepreciznost
odrefivanja se krée u opsegu 1,1-2,5% u seriji i 1,5-3,7% ukupno.

Referentne vrednosti: 0,15-0,53 g/L (musSkarci)500157 g/L (Zzene).

3.4.15. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE MOKRA CNE KISELINE

Koncentracije mokrne kiseline u serumu odfieane su enzimskom metodom na
Olympus AU2700 analizatoru (Beckman Coulter, ra@gmpus Diagostica). Moktaa
kiselina u uzorku prevodi se pod dejstvom urikapeathntoina i HO,. Za odrdivanje
nastalog HO, koristi se Trinderova reakcija. Formirani,® reaguje sa N,N-bis(4-
sulfobutil)-3,5-dimetilalanin, dinatrijumova so (M)B) i 4-aminofenazonom u prisustvu
peroksidaze i nastaje plavo obojeni hromafipa se apsorbancija meri na 660/800 nm.

Koli¢ina formirane boje proporcionalna je koncentranigikracne kiselina u uzorku
Za odrdivanje mokréne kiseline kori&ni su komercijalni reagensi firme Beckman

Coulter (ranije Olympus Diagnostica):
* Reagens (OSR6198) — ukijye:
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reagens, gotov za upotrebu, sadrzi fosfatni puf& mmol/L), MADB (0,15
mmol/L), 4-aminofenazon (0,30 mmol/L), POD5(9 kU/L / 98 ukat), urikaza
(>0,25 kU/L / 4,15.1kat), askorbat oksidazaX,56 kU/L / 26ukat/L).

» Kalibrator (66300) — slediv je prema referentnojtoae masene spektrometrije sa
izotopskom dilucijom, liofolizovan, rastvara se @jahizovanoj vodi (5 mL), koristi se
za kalibraciju.

» Kontrolni serumi (ODC0003 i ODC0004) — liofilizovemastvaraju se u dejonizovanoj

vodi (5 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2—-8 °C.j@ésearan u
opsegu koncentracija 89-17@/ol/L. Granica detekcije iznosi gmol/L. Nepreciznost
odretivanja se krée u opsegu 0,73-1,55% u seriji i 1,71-2,44% ukupno.

Referentne vrednosti: 208—4gol/L (muskarci), 155-35dmol/L (zene).

3.4.16. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE KREATININA

Koncentracije kreatinina u serumu odit@ane su kompenzovanom kinkom Jaffe

metodom sa alkalnim pikratom na Olympus AU2700 iaatdru (Beckman Coulter, ranije
Olympus Diagostica). Kreatinin formira zuto-naraastb obojeno jedinjenje sa pikrinskom
kiselinom u alkalnoj sredini. Brzina promene apsoibje na 520/800 nm proporcionalna

je koncentraciji kreatinina u uzorku.

Za odr@ivanje kreatinina kori&ni su komercijalni reagensi firme Beckman Coultanije
Olympus Diagnostica):
* Reagens (OSR6178) — ukipje:
reagens, gotov za upotrebu, sadrzi natrijum hiddoK20 mmol/L i pikrinsku
kiselinu 2,9 mmol/L.
» Kalibrator (66300) — slediv je prema referentnojtooe masene spektrometrije sa
izotopskom dilucijom i NIST SRM 967 referentnom ergtlu, liofolizovan, rastvara

se u dejonizovanoj vodi (5 mL), koristi se za keditiju.
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e Kontrolni serumi (ODC0003 i ODCO0004) — liofilizoviemastvaraju se u dejonizovanoj

vodi (5 mL), koriste se za kontrolu kvaliteta.

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 7 dana na 2-25 °Q.jd émearan
u opsegu koncentracija 5—-220fol/L. Granica detekcije iznosi 2gmol/L. Nepreciznost
odretivanja se krée u opsegu 0,86—1,19% u seriji i 1,61-2,00% ukupno.

Referentne vrednosti: 54-1@#ol/L (muskarci), 45-84mol/L (Zene).

3.4.17. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE CISTATINA C

Koncentracije Cys-C oddevane su PENIA metodom na laserskom nefelometru IBN
(Siemens). Princip metode podrazumeva da dolazaglegacije polistirenskiltestica
oblozenih antitelima speatiim za humani Cys-C kada se pomeSaju sa uzorcimia ko
sadrze Cys-C. Nastali agregati rasipaju snop sstethwopusStene kroz uzorak. Intenzitet
rasute svetlosti je proporcionalan koncentracijevantnog proteina u uzorku, koja se

dobija poréenjem sa signalom standarda poznate koncentracije

Za odretivanje Cys-C kori&ni su komercijalni reagensi firme Siemens:

* N Latex SAA (OQMP) test — ukljiwje:
N CYSC Reagens — gotov za upotrebu, predstavljpesizgu polistirenskiltestica
oblozenih z&im antitelima na humani Cys-C,;
N SAA Dopunski reagens A — spreman za upotrebu,zsad:ji imunoglobulin u
puferu, koristi se da smanji interferenciju reund faktora; radno reagens —
sipati 0,5 mL reagensa B udicu sa reagensom A;
N SAA Dopunski reagens B — spreman za upotrebiojsae od vodenog rastvora
polietilen glikol sorbitan monolaureata i polietilglikol etra;
N CYSC Kontrolni serumi 1 i 2 — liofilizovani, rastra se u dejonizovanoj vodi (1,0
mL), sadrZze poligelin sa urinskim proteinima humganporekla, koriste se za

kontrolu kvaliteta.
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* N SAA Standard UY (OQLV) - liofilizovan, rastvara s dejonizovanoj vodi (0,5 mL),
sastoji se od poligelina sa urinskim proteinima boog porekla, koristi se za
kalibraciju;

« Diluent (OUMT) — koristi se za razblazivanje uzaadlpri odrdivanju) i standarda (pri
kalibraciji).

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan do 7 dana na 2—8 30nkseca na
<-25 °C, ako se zamrzne u toku 24 h od sakupljdgaja granica mernog opsega je 0,05
mg/L. Nepreciznost oddévanja se krée u opsegu 1,5-3,1% u seriji i 2,4—4,3% ukupno.
Referentne vrednosti: 0,53—-0,95 mg/L

3.4.18. ODREDPIVANJE eGFR PRIMENOM FORMULA ZASNOVANIH NA
KONCENTRACIJI KREATININA | CISTATINA C

Procenjena GFR na osnovu koncentracije kreatinserumu izréunata je primenom
MDRD (200) i CKD-EPI (205) jedn@na, koje glase

eGFR (MDRD), mL/min/1,73 fm= 186 x [kreatinin ¢mol/L) x 0,011312}***x godiné
0.203(y 0,742 za 7ene)

eGFR (CKD-EPI), mL/min/1,73 f¥ a x [Scr (umol/L) / b]° x (0,993§°4"e
gde je:
Scr - koncentracija kreatinina u serunpumol/L
a— belarasa: zene = 144, muskarci = 141;
crna rasa: zene = 166, muskarci = 163
b — Zene = 62, muskarci = 80
c— zene (& < 62umol/L = -0,329; &, > 62umol/L = -1, 209)
muskarci (& < 80umol/L = -0,411; 3, < 80umol/L = -1,209)

84



Procenjena GFR na osnovu koncentracije Cys-C urgerzraunata je primenom formule

koju su objavili Hoek i sar. (211), koja glasi:

eGFRys.c mL/min/1,73 M = 80,35 x [1/Cys-C (mg/L)] — 4,32

3.4.19. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE NT-proBNP

Odraiivanje  NT-proBNP Elecsys proBNP testom zasnovano je na principu
elektrohemiluminiscencije (ECLIA). Princip odiiganja podrazumeva dvostepeno
,sendvi* imunoodrelivanje. Kori€en je analizator Cob8s601 (Roche Diagnostics). U
toku prve inkubacije NT-proBNP iz uzorka, polikl&wsNT-proBNP-specitino antitelo
obelezeno biotinom i poliklonsko NT-proBNP-spegifd antitelo obelezeno rutenijum
kompleksom formiraju ,send¥ kompleks. U drugoj inkubaciji, posle dodavanja
mikrocestica oblozenih streptavidinom, kompleks se vezajg¢vrstu fazu posredstvom
interakcije biotina i streptavidina. Reakciona sana& aspirira u mernéeliju, gde se
mikrocestice dejstvom magnetne sile zadrzavaju na powkhktrode. Nevezane supstance
se ispiraju. Promenom napona elektrode indukujersisija hemiluminiscentne svetlosti
koja se meri fotomultiplikatorom. Rezultati se daji poma@u krive dobijene kalibracijom

u dve t&ke i master krive definisane u bar kodu reagensa

Za odretivanje NT-proBNP kori&eni su komercijalni reagensi firme Roche Diagnastic

« Reagens: Elecs§&NT-proBNP (03121640122) — ukfjuje:
streptavidinom oblozene miktestice (0,72 mg/mL), reagens 1 — poliklonsko anfti-N
proBNP antitelo obelezeno biotinom (lu§/mL) u fosfathom puferu (40 mmol/L, pH
7,4), reagens 2 — op poliklonsko anti-NT-proBNP antitelo obelezenaemnijum
kompleksom (1,7.g/mL) u fosfathom puferu (40 mmol/L, pH 7,4).

e Kalibrator (03121658122) - slediv je prema refesent standardu dobijenom
dodavanjemcistog sintetskog NT-proBNP u matriks humanog serunidjucéuje 2
liofilizovana kalibratora koncentracija oko 140 pd/ i oko 2700 pg/mL, rastvaraju se

dejonizovanoj vodi (1 mL), koriste se za kalibracij

85



« Kontrolni serumi (CARD1 i CARD2, 03530477190) — i&am, liofilizovani, rastvaraju
se u dejonizovanoj vodi (2 mL), koriste se za kolotkvaliteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 3 dana na 20-25 tané na 2-8
°C ili 12 meseci na -20 °C. Test je linearan u gpskoncentracija 50-35000mol/L.
Granica detekcije iznosi 5 pg/mL. Nepreciznost dohanja se krée u opsegu 0,8-3,0% u
seriji i 3,6-5,8% ukupno.

Referentne vrednosti: <125 pg/mL.

3.4.20. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE hs-cTnT

Odrativanje cTnT Elecsys Troponin T hs STATtestom zasnovano je na principu
elektrohemiluminiscencije (ECLIA). Princip odiiganja podrazumeva ,sendVi
imunoodrdivanje. Kori€en je analizator Cob&8se601 (Roche Diagnostics). U toku
inkubacije od 9 minuta cTn-T iz uzorka, monoklons&oti-cTnT-specifino antitelo
obelezeno biotinom i monoklonsko anti-cTnT-sp&aifi antitelo obelezeno rutenijum
kompleksom i mikréestice obloZzene streptavidinom formiraju ,serthkompleks vezan
zacvrstu fazu. Reakciona smeSa se aspirira u méehju, gde se mikréestice dejstvom
magnetne sile zadrzavaju na povrsSini elektrode eldane supstance se ispiraju. Promenom
napona elektrode indukuje se emisija hemiluminiseensvetlosti koja se meri
fotomultiplikatorom. Rezultati se dobijaju potokrive dobijene kalibracijom u dvecdlee

I master krive definisane u bar kodu reagensa.

Za odretivanje hs-cTnT kori&ni su komercijalni reagensi firme Roche Diagnastic

« Reagens: Elecs§drononin T hs STAT (05092728190) — ukijije:
streptavidinom oblozene miktestice (0,72 mg/mL), reagens 1 — monoklonsko anti-
cTnT antitelo obeleZzeno biotinom (2,5 mg/L) u fastan puferu (100 mmol/L, pH 6),
reagens 2 — miSje monoklonsko anti-cTnT antitelel@beno rutenijum kompleksom
(2,5 mg/L) u fosfatnom puferu (100 mmol/L, pH 6).

86



« Kalibrator (04856643) — slediv je prema EnzymuntT&oponin T (CARDIAC T)
metodi, uklj@uje 2 liofilizovana kalibratora koncentracija okg0®5 pg/L i oko 10
ug/L, rastvaraju se dejonizovanoj vodi (1 mL), kteise za kalibraciju.

e Kontrolni serumi (TN1 i TN2, 05095107190) — 2 niyd@filizovani, rastvaraju se u
dejonizovanoj vodi (2 mL), koriste se za kontrolakteta

Prema uputstvu proizdaca, uzorak seruma je stabilan 24 h na 2—8 °C iln&8eci na -20
°C. Test je linearan u opsegu koncentracija 13-Q00@'L. Granica detekcije iznosi 3
ng/L. Nepreciznost oddésanja se krée u opsegu 0,9-3,7% u seriji i 1,5-4,0% ukupno.
Referentne vrednosti: <14 ng/L.

3.4.21. IZRA CUNAVANJE SKOROVA RIZIKA

Koris¢enjem elektronskog kalkulatora ,ATP Il Risk Estitoa ver. 2000“ (212),
izracunavan je FRS, unoSenjem podataka o polu (muSkkienstarosti (godine),
koncentraciji ukupnog i HDL holesterola, puSenjw/(t), sistolnom krvnom pritisku
(mmHg) i da li je osoba na antihipertenzivnoj tejigda/ne).

Globalni FRS izraunavan je pomtu elektronskog kalkulatora ,,CVD Risk Check” (213),
koji pored navedenih parametara za dareavanje FRS, koristi i informaciju o prisustvu
dijabatesa (da/ne)

Dugorani, 30-godisniji rizik izrgunavan je pomé interaktivnog kalkulatora ,30-year risk

of cardiovascular disease” (214). Rizik je funkagiih parametara koji se koriste i za

izracunavanje globalnog FRS.
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3.5. ANALIZA PODATAKA

U radu su izr&aunavani sled@ statisttki parametri:

srednja vrednost (x ), standardna devijacija (&dficijent varijacije (Kv)
medijana (Me)

geometrijska sredina

interval pouzdanostiQonfidence IntervalCl)

Pearsonov koeficijent korelacije (r)

sistematska (a) i procentualna (b) greSka

rezidualna standardna devijacijg b

koeficijent determinacije (B

regresioni koeficijentf{)

odds ratio

Spearmanov koeficijent korelacije (rho)

determinanta korelacione matrice

Bartlettov test sfeénosti

Keiser-Meyer-Olkinova mera adekvatnosti uzorka (KMO
karakteristéni koren gigenvalug

koeficijent korelacije faktora i promenljivéagctor loading

povrsina ispod ROC krive (AUC), standardna gre8&)(z score

U radu su primenjene slegiestatisiike metode:

Kolmogorov-Smirnov test

ponderisana parametarska Deming-ova korelaciorlzana
Bland-Altman dijagram razlika

parametarski Student t-test

parametarska analiza varijanse (ANOVA test)
Tukeypost hodest

parametarska multipla linearna regresiona analiza

multinomialna logisttka regresiona analiza
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* neparametarski Chi-kvadrat test

* neparametarska Spearmanova korelaciona analiza
» faktorska analiza

* binarna logisttka regresiona analiza

» analiza ROCReceiver Operating Characteris}ikrive.
Za statistku analizu i grafiki prikaz kori€eni su kompjuterski statigki programi

MedCal® Ver. 12.1.3 (MedCalc sotware, Mariakerke, Belgiur®B Stat Ver. 4.3
(Kristian Linnet, Risskov, Denmark) i SPSS for Wimgs 11.5 (Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

4.1. ANALITI CKE KARAKTERISTIKE METODE  VISOKE
OSETLJIVOSTI ZA ODRE DIVANJE CRP

4.1.1. Nepreciznost u seriji i iz dana u dan

Nepreciznost u seriji i iz dana u dan je dobijenaeizultata analize osam serumsgiok
ova razléitih koncentracija u opsegu 0,2-10,0 mg/L, ¢cajpom za procenu
kardiovaskulanrog rizika. Uzastopnim odireanjem svakogpoola 20 puta dobijeni su
podaci za izréunavanje nepreciznosti u seriji, dok su uzorcihisserumskihpoolova
koriS¢eni i za izrgunavanje nepreciznosti iz dana u dan na osnovovgip odrdivanja u
toku 10 uzastopnih dana. |Zwmati statistiki parametri (x — srednja vrednost, Sd —

standardna devijacija i Kv — koeficijent varijagijgrikazani su arabeli VIII.

Tabela VIII  Nepreciznost u seriji i iz dana u d@lympusvisoko osetljive metode za
odreiivanje C-reaktivnog proteina

Nepreciznost u seriji Nepreciznost iz dana u dan
X Sd Kv X Sd Kv

Uzorak (mg/L) (mg/L) (%) (mg/L) (mg/L) (%)
Pool 1 0,20 0,017 8,16 0,22 0,022 9,63
Pool 2 0,52 0,017 3,32 0,52 0,027 5,12
Pool 3 0,99 0,025 2,54 1,01 0,042 4,21
Pool 4 1,96 0,026 1,30 2,00 0,074 3,68
Pool 5 2,90 0,024 0,82 2,92 0,110 3,75
Pool 6 5,08 0,019 0,38 5,02 0,188 3,75
Pool 7 7,66 0,050 0,65 7,56 0,408 5,39
Pool 8 10,30 0,053 0,52 10,02 0,510 5,09
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Vrednosti prikazane urabeli VIII ukazuju da se oddesanje CRP Olympus visoko
osetljivom metodom mogu smatrati pouzdanim za @damje niskih koncentracija CRP

karakteristtnih za hrontnu subklinéku inflamaciju

4.1.2. Granica detekcije
Granica detekcije oddena je analiziranjem rastvora NaCl koncentracijé frémol/L 20
puta i izr&unavanjem zbira srednje vrednosti i tri standarmdisgjacije. Dobijena vrednost

granice detekcije iznosi 0,11 mg/L.

4.1.3.Poredenje Olympus visoko osetlive metode za oddivanje CRP sa
imunofelometrijskom metodom
Korelacija rezultata oddvanja CRPOlympusimunoturbidimetrijskom metodom visoke
osetljivosti sa rezultatim dobijenim imunonefelonjskom metodom ispitana je poiwo
ponderisane Demingove regresione analize. U 194rakao seruma, u kojima se
koncentracija hsCRP nalazila u intervalu 0,15-1@\@/L, odreien je hsCRP sa obe
metode. Regresiona jedi@a dobijena pordenjem rezultata dobijenilOlympus i
imunonefelometrijskom metodama glasi y = 0,99x 800, Koeficijent korelacije iznosi
r=0,992, a rezidualna standardna devijacijg=8,020 mg/L. Sistematska greska,
predstavljena kao od&sk regresione krive na y-osi, iznosi -0,002 mg/&%®9CI = -0,060
— 0,057 mg/L). Kako CI odska obuhvata 0, smatra se da sistematska greSkstaijstcki
zn&ajna. Procentualna greSka, predstavljena kao magiesione krive u odnosu na x-osu,
iznosi 0,99 (95% CI = 0,95 — 1,03). Posto Cl nagibaehvata 1, smatra se da procentualno
odstupanje nije statiski znatajno. Razlike izméu vrednosti hsCRP odtenih dvema
metodama na krithim koncentracijama zkajnim za kategorizaciju kardiovaskulanrog
rizika od 1 mg/L i 3 mg/L bile su -0,02 mg/L (SE6Q) i -0,05 mg/L (SE=0,04), redom.
Ponderisana Demingova regresiona anal@éympus imunoturbidimetrijske visoko

osetljive i imunonefelometrijske metode gefije predstavljena n8lici 3A.

Slaganje izméu metoda ispitano je i pordo Bland-Altman dijagrama. Analizirane su

procentualne, a ne apsolutne razlike idmmetoda, zbog prisustva proporcionalne greske
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Slika 3. Porglenje rezultata oddévanja hsCRP u 194 uzoraka serum@lympus
imunoturbidimetrijskom visoko osetljivom i imunomédmetrijskom metodom. (A) Ponderisana
Demingova regresiona analiza: puna linija predfavegresionu krivu; isprekidana linija
predstavlja krivu y=x; nagib 0,99+0,04, odak -0,002+0,059 mg/L,»=0,020 mg/L, r=0,992. (B)
Bland-Altman dijagram relativnih razlika: puna |mpredstavlja srednju vrednost relativnih razlika
izmeailu metoda; isprekidane linije predstavljaju 95% rivé¢ pouzdanosti za srednju vrednost;
srednja vrednost relativnih razlika i Sd iznose06@% i 0,040%, redom. | za Demingovu
regresionu analizu i za dijagram relativnih razbkadnosti ispod 0,16 mg/L nisu uzimane u obzir.
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u merenju i zavisnosti Sd od koncentracije. Izgstazloga je kori&na ponderisana, a ne
klasina Demingova regresiona analiza. Srednja vredredativnih razlika izméu dve
metode iznosi -0,002% (95% CI = -0,082 — 0,078%udént t-test razlike parova
odrefivanja pokazao je da razlika nije statikii znatajna (t=-0,421;P>0,05). Bland-

Altman dijagram relativnih razlika prikazan je 8aci 3B.

Dobijena regresiona jed&iaa i dijagram relativnih razlika pokazuju dobruré&aciju

izmedu Olympusvisoko osetljive imunoturbidimetrijske i imunonedetetrijske metode.

4.1.4. Slaganje metoda u proceni kardiovaskularnog rizika

Ispitano je i slaganj®©lympusi imunonefelometrijske metode u sposobnosti klkadije
rizika (Slika 4A. Kategorija kardiovaskularnog rizika za svaki t&#oodreéena na osnovu
koncentracije hsCRP dobijef@ympusmetodom i upordena sa kategorijom definisanom
na osnovu imunonefelometrijske metode. Ukupno 954%ultata dobijenihOlympus
metodom je klasifikovano u istu kategoriju rizika,viSu kategoriju je raspateno 1,5%
vrednosti i 3,1% rezultata je svrstano u nizu katgg rizika u odnosu na klasifikaciju
definisanu vrednostima dobijenim imunonefelometojm metodom. Procenat osoba
klasifikovanih u grupu niskog, umerenog i visokagka na osnovu rezultata obe metode

prikazan je n&lici 4B.

lzvedena je i statistka analiza razlike iznie srednjin vrednosti u klasama
kardiovaskularnog rizika na osnovu koncentracij&@RB dobijenih raztitim metodama.
Kategorizacija u odgovaraja klase izvrSena je na osnovu rezultata imunonetiojske
metode. Student t-testom je provereno da li se ngedrednosti u odgovarajim
kategorijama razlikuju u zavisnosti od metode dok@nja. Dobijeni rezultati, prikazani u
Tabeli IX,pokazuju da se vrednosti hsCRP dobij@hgmpusmetodom statistki znatajno
ne razlikuju od onih dobijenih imunonefelometrijskanetodom u svim klasama relativhog
rizika (P>0,05).
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Slika 4. Slaganje izméu Olympusi imunonefelometrijske metode u kategorizaciji add
relativnog rizika. (A) Slaganje metoda u sposobnkisisifikacije rizika: 95,4% rezultata
dobijenih Olympusi nefelometrijskom metodom je klasifikovano u idtategoriju rizika;
1,5% vrednosti se naslo u viSoj kategoriji; 3,1%uttata je svrstano u nizu kategoriju
rizika. (B) Procenat osoba klasifikovan u pojediagegorije rizika ha osnovu koncentracija
hsCRP odréenih dvema metodama.
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Tabela IX Statisttka analiza razlika u metodama u pojedinim klasamilgar

X _ . )

CRP X razlike Sd razlike b
(mg/L) P

(mg/L) Olympus BN I (mg/L) (mg/L)

<1 0,499 0,495 0,004 0,149 0,1762

1-3 1,769 1,775 -0,006 0,206 0,3669

>3 5,695 5,858 -0,164 0,571 0,4761

# Raspodela po klasama rizika izvrena je na osmexultata hsCRP dobijenih imunonefelometrijskom
metodom.
P t-test razlika srednjih vrednosti dobijenih raitin metodama u pojednim klasama rizikBs0,05 —

statistéki znatajna razlika.

4.2. POREDENJE VREDNOSTI LIPIDNIH | INFLAMATORNIH
BIOMARKERA SA hsCRP

Radi utvdivanja poveznosti raditih novih biomarkera kardiovaskularnog rizika
predlozenih za upotrebu u primarnoj prevenciji ssCRP, poréene su vrednosti
parametara lipidnog statusa i markera inflamatoroggovora sa ovim veustanovljenim
biomarkerom. U serumu 242 osobe, 100 muskaraca?izbfe, 25-80 godina starosti,
odrefivani su hsCRP, ukupan, HDL, nonHDL i LDL holestetagliceridi, apo A-l, apo B,
Lp(a), fibrinogen, SAA, haptoglobin, A1AGP, C3 i Ckomponente komplementa.
Koriséene su informacije o starosti, pusenju, telesnopte visini (iz kojih je izra&unavan
BMI), fizickoj aktivnosti i porodinoj istoriji pojave kardiovaskularnih bolesti ddde

putem ankete. Pre g@nja krvi meren je krvni pritisak.

Distribucija odrdivanih parametara u ispitivanoj gruptasnika prikazana je Tiabeli X.
Kolmogorov-Smirnovljevim testom je utdeno da raspodela nije normalna za hsCRP,
trigliceride, Lp(a), i SAA i u kasnijim analizama $ogaritamski transformisani. Svi ostali

parametri imaju normalnu distribuciju.
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U ispitivanoj populaciji, 127 osoba imalo je hsCRRxg/L (39 musSkaraca, 88 Zena), kod

73 osobe (39 muskaraca, 34 Zene) hsCRP je bi@ewaitt 1-3 mg/L i u najviSu kategoriju

Tabela X Distribucija vrednosti oddvanih parametara u ispitivanoj grugiasnika

95%Cl

Parametar X Sd Min Max Me 73 Me p*
hsCRP 173 2052 003 1264 100 082-113 <0,0001
(mg/L)

TC

(moliL) 563 1000 2,45 916 558 544-568 0,1464
HDL-C

A 139 0342 070 271 137 131-142 05351
nonHDL-C

moll) 424 1122 134 778 417 3,96-4.29 03311
LDL-C 352 0916 104 672 345 335360 05276
(mmol/L)

TG 163 1220 031 857 134 1,19-145 <0,0001
(mmol/L)

?gp/‘E)A" 158 0219 110 233 157 154-159 04557
?gp/‘E)B 1,06 0,270 0,33 1,97 1,04 1,00-1,07 0,2090
Lp(a) 161,8 20874 10 10990 810 66,6-98,7 <0,0001
(mg/L)

(Fé?[')”oge” 3,59 0,903 1,50 7.30 3,60 3,40-3,70 0,6067
S 399 3201 060 2240 310 2,73-3.40 <0,0001
(mg/L)

(Ag%)GP 076 0176 0,36 135 074 072-077 0,1181
Haptoglobin 4 49 9437 007 234 106 099-112 0,3001
(mg/L)

Z;L) 132 0252 084 211 129 1725-134 02191
g}L) 025 0076 008 052 025 023-026 02698

*P>0,05 — normalna distribucija (Kolmogorov-Smirnest)

hsCRP, C-reaktivni protein odien visoko osetljivom metodom; TC, ukupan holestetDL-C, HDL

holesterol; nonHDL-C, nonHDL holesterol; LDL-C, LDholesterol; TG, trigliceridi; apo A-l, apolipopeih

A-l; apo B, apolipoprotein B; Lp(a), lipoprotein ){faSAA, serumski amiloid A; A1AGPa,-kiseli

glikoprotein, ALAGP; C3, C3 komponenta komplemeiid; C4 komponenta komplementa.
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Tabela Xl

Karakteristike ispitivane populacije prema kategona rizika na osnovu

koncentracije hsCRP

hsCRP
<1 mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L pa
N =127 N =73 N =42

Starost, godin8 39,4+12,8 493+13p" 46,3+139"" <0,001
Pol, m/z 39/88 39/34 22/20 <0,001
BMI, kg/m? ¢ 22,80 + 3,14 26,36 + 3,88 28,23 +3,972" <0,001
Porodtna istorija, % 37,0 37,0 26,2 0,373
Pusai, % 26,0 31,5 38,1 0,306
Fizicka aktivhost, % 70,1 63,0 57,1 0,318
Hipertenzija, % 9,5 23,3 33,3 <0,001
TC, mmol/L® 5,26 + 1,00 6,10 +1,08" ™ 6,30 +1,84" " <0,001
HDL-C, mmol/L? 1,48 +0,35 1,40 +£0,39 1,30 £ 0,37 0,005
nonHDL-C, mmol/L 3,78 +£0,98 4,70 +1,14" 5,00 + 1,24~ <0,001
LDL-C, mmol/L ¢ 3,27 +0,86 3,800,990 410+1,05"" <0,001
TG, mmol/L" ¢ 1,08 (1,00-1,20) 1,68 (1,47-1,96y ~ 1,76 (1,51-2,09) <0,001
ApoAl, g/L ® 1,59 + 0,22 1,59 + 0,24 1,53+ 0,22 0,277
ApoB, g/L® 0,98 + 0,24 1,19 +0,28" ™ 1,27 £ 0,304 ™ <0,001
Lp(a), mg/L™ ¢ 75 (60-92) 88 (59-107) 77 (52-122) 0,560
Fibrinogen, g/L® 3,12+0,72 3,65+0,66" 4,17 +0,842™ <0,001
SAA, mg/L" ¢ 1,93 (1,72-2,21) 3,70 (3,39-4,68)" 5,60 (5,22-7,62y*"  <0,001
A1AGP, g/L¢ 0,67 0,14 0,78+0,16" " 0,90 +0,16"2™ <0,001
Haptoglobin, g/L° 0,96 + 0,43 1,17 +0,43" 1,46 + 0,502 <0,001
C3, g/L® 1,19 + 0,20 1,39+ 0,24 ™ 1,53 +0,29"%" <0,001
C4, g/L® 0,22 +0,01 0,25+0,08"" 0,29 + 0,09 % <0,001

# ANOVA za jedan kriterijum klasifikacije iznai tri grupe definisane na osnovu nivoa hsCRP zéitkaaine

promenljive i Chi-kvadrat test za proporcije (prots.

P Statistitki testovi na logaritamski transformisanim vreditmst

“Geometrijska sredina i 95% interval pouzdanost).(ClI

d Aritmeticka sredina + Sd.

! Statistiki znasajna razlika u odnosu na vrednost u prvoj kateg@ijkey post hodest).

Z Statistiki znasajna razlika u odnosu na vrednost u drugoj katgigdtikey post hoctest).
*** P<0,001, **P<0,01,* P<0,05 (Tukeypost hodest).
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hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetljivom metodom; BMI, indeks telesnaser TC, ukupan
holesterol; HDL-C, HDL holesterol; nonHDL-C, nonHDholesterol; LDL-C, LDL holesterol; TG,
trigliceridi; apo A-l, apolipoprotein A-lI; apo B,palipoprotein B; Lp(a), lipoprotein (a); SAA, sergki
amiloid A; A1AGP,0s-kiseli glikoprotein, ALAGP; C3, C3 komponenta kdempenta; C4, C4 komponenta
komplementa.

rizika sa hsCRP>3 mg/L, klasifikovano je 42 osad2 Zene, 20 muskaraca). Karakteristike
ispitivane grupe &esnika u okviru tri hsCRP kategorije prikazane shabeli XI.Analiza
razlike izmeu ispitivanih parametara u radtim kategorijama koncentracije hsCRP
uraiena je za kontinualne promenljive analizom varga(BNOVA) za jedan kriterijum
klasifikacije, a za procente Chi-kvadrat testom. Q\WA analiza je pokazala zdano
(P<0,001) povéanje koncentracija ukupnog, nonHDL i LDL holesterdiriglicerida, apo
B, fibrinogena, SAA, A1AGP, haptoglobina, C3 i Cénkponente komplementa, a
smanjenje HDL P=0,005) sa pow@anjem koncentracije hsCRP.

lako postoji smanjenje u koncentraciji HDL holestarod nize ka viSoj kategoriji vrednosti
hsCRP, to nije pi&eno zndajnom promenom u koncentraciji apo A-l. Ovo mozesda
objasni razlikama u sastavu H@kstica, koje sadrze i apo A-1 i1 apo A-Il apolipogioe.
Medu grupama su se z&gno P<0,001) razlikovale i srednje vrednosti za stard3Mil.
Rezultati Chi-kvadrat testa su pokazali &amjae razlike P<0,001) u procentu zastupljenosti
hipertenzije i raziliitih polova u kategorijama rizika definisanim nanosu koncentracija
hsCRP.

Znatajne vrednosti nekontrolisanih parcijalnih Pears@im&oeficijenata korelacije r@ni

su izmeu vrednosti hsCRP i svih parametara osim apo Atpfa). Meiutim, posle
kontrolisanja uticaja starosti, pola, BMI, hiperzga i pus&kog statusa, samo umerene, ali
statisttki znatajne vrednosti koeficijenata korelacije sudeai izmelu koncentracije
hsCRP i ukupnog holesterola (r=0,1P20,008), nonHDL holesterola (r=0,182+0,005);
LDL holesterola (r=0,154P=0,018) i apo B (r=0,167P=0,010). Korelacije su ostale
prilicno snazne izmi vrednosti hsCRP i svih ispitivanih biomarkeralaniacije —
fibrinogena (r=0,411P<0,001), SAA (r=0,493P<0,001), ALAGP (r=0,4622<0,001),
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Tabela Xl
hipertenziju i puSenje.

Parcijalni Pearsonovi koeficijenti korelacije iata hsCRP, lipidnih i inflamatornih parametara, kotitanih za starost, pol, BMI,

hsCRF Fib. SAA? A1AGP Hapt. C3 C4 TC HDL-C nonHDL LDL-C TG?® apoAl apoB
r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P) r (P)
Fib. 0,411 -
(<0,001)
SAA® 0,493 0,177 -
(<0,001) (0,006)
A1AGP 0,462 0,209 0,254 -
(<0,001) (0,001) (<0,001)
Hapt. 0,310 0,295 0,220 0,433 -
(<0,001) (<0,001) (0,001) (<0,001)
C3 0,349 0,259 0,229 0,490 0,371 -
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
C4 0,371 0,194 0,238 0,511 0,342 0,566 -
(<0,001) (0,003) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
TC 0,172 0,060 0,086 0,154 0,081 0,226 0,191 -
(0,008) (0,361) (0,189) (0,018) (0,216) (<0,001) (0,003)
HDL-C -0,029 -0,030 0,123 -0,130 -0,051 -0,079 -0,041 0,174 -
(0,658) (0,647) (0,058) (0,046) (0,433) (0,228) (0,528) (0,007)
nonHDL 0,182 0,070 0,045 0,197 0,098 0,252 0,205 0,946 -0,155 -
(0,005) (0,285) (0,487) (0,002) (0,134) (<0,001) (0,001) (<0,001) (0,017)
LDL-C 0,154 0,036 0,030 0,189 0,057 0,174 0,177 0,881 -0,012 0,888 -
(0,018) (0,582) (0,645) (0,004) (0,383) (0,007) (0,006) (<0,001) (0,858) (<0,001)
TG? 0,081 0,101 -0,003 0,045 0,033 0,234 0,095 0,392 -0,388 0,521 0,165 -
(0,216) (0,121) (0,958) (0,487) (0,610) (<0,001) (0,144) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,011)
apoAl 0,021 -0,012 0,088 -0,113 -0,024 0,046 0,025 0,191 0,843 -0,085 -0,005 -0,234 -
(0,750) (0,860) (0,176) (0,084) (0,710) (0,479) (0,703) (0,003) (<0,001) (0,191) (0,938) (<0,001)
apoB 0,167 0,074 0,021 0,236 0,087 0,329 0,255 0,855 -0,161 0,910 0,860 0,434 -0,091 -
(0,010) (0,258) (0,753) (<0,001) (0,182) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,013) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,165)
Lp(a)® 0,007 0,034 0,004 0,135 0,065 0,090 0,099 0,193 0,055 0,175 0,241 -0,018 0,022 0,210
(0,919) (0,598) (0,957) (0,038) (0,322) (0,169) (0,127) (0,003) (0,400) (0,007) (<0,001) (0,788) (0,740) (0,001)

& Statistitki testovi sa logy-transformisanim vrednostima.

BMI, indeks telesne mase; hsCRP, C-reaktivni proteireien visoko osetljivom metodom; Fib, fibrinogen; SA#erumski amiloid A; ALAGPqg-kiseli

glikoprotein; Hapt, haptoglobin; C3, C3 komponektenplementa; C4, C4 komponenta komplementa; TCpaiholesterol; HDL-C, HDL holesterol;

nonHDL, non-HDL holesterol; LDL-C, LDL holesterdl'G, trigliceridi; apoAl, apolipoprotein A-l; apoBypolipoprotein B; Lp(a), lipoprotein (a).
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haptoglobina (r=0,31@<0,001), C3 (r=0,349<0.001) i C4 (r=0,371P<0,001). Kao Sto
je bilo i atekivano, snazne korelacije, koje su ostaletajme i posle kontrolisanja uticaja
starosti, pola, BMI, hipertenzije i puSenja, sder@e izmédu koncentracija ukupnog i LDL
holesterola (r=0,881P<0,001), ukupnog i nonHDL holesterola (r=0,94B%0,001),
ukupnog holesterola i apo B (r=0,858«0,001), LDL i nonHDL holesterola (r=0,888;
P<0,001), LDL holesterola i apo B (r=0,86®<0,001), HDL holesterola i apo A-I
(r=0,843;P<0,001) i nonHDL holesterola i apo B (r=0,918%0,001). Takde, umerene
korelacije, koje su oslabljene ali ostale i daljxajne posle kontrole uticaja starosti, pola,
BMI, hipertenzije i puSenja, dane su izméu koncentracija triglicerida i ukupnog,
nonHDL holesterola, apo B i HDL holesterola. Kooét®a matrica prikazana je Tabeli
XIl.

U cilju identifikacije nezavisnih determinanti kandracije hsCRP u serumu dema je
postepena multipla linearna regresiona analiza.ulRdz su prikazani uTabeli XiIlII.
Koris¢ena je postepena metoda da bi se izbegli problamudtikolinearno&u, s obzirom
na snaznu korelaciju izrde lipidnih parametara. Koeficijent determinacijé, Roji govori

0 procentu varijacija zavisne promenljive koji jgi@snjen regresionim modelom, iznosio je
0,658. Korigovani B koji predstavlja koeficijent determinacije uském sa brojem
nezavisnih promenljivin uklgenih u model, iznosio je 0,629. Samo za BN,229;
P<0,001), fibrinogen §=0,250; P<0,001), SAA $=0,293; P<0,001), A1AGP [§=0,272;
P<0,001) i nonHDL holesterol B€0,115; P=0,012) su dobijene stati&ti znatajne
vrednosti regresionog koeficijent$)( To podrazumeva da jB razlicit od nule i da
posmatrane promenljive z¢gno dorinose, odnosno odrgu vrednost zavisne
promenljive, Sto je u ovom glaju hsCRP. BMI, fibrinogen, SAA, A1AGP i nonHDL

holesterol su jedini ostali u nezavisnoj korelasgikoncentracijom hsCRP u serumu.

Da bi se utvrdila j&na i prediktivni potencijal parametara koji su astu nezavisnoj
korelaciji sa koncentracijom hsCRP u serumu (BNMirifiogen, SAA, A1AGP i nonHDL
holesterol) urdena je multinomialna logistka regresiona analiza. BMI, fibrinogen, SAA i

nonHDL holesterol su ostali snazni prediktori kamcacije hsCRP u serumu i posle
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korekcije za starost, pol, hipertenziju i puSeeds ratiq koji predstavlja odnos Sansi za
prisustvo viSih koncentracija nezavisnih prediktarékategorijama umerenog i visokog
rizika na osnovu koncentracije hsCRP u gdergu sa kategorijom niskog rizika prikazani
su uTabeli XIV.Ekstremno visoka vrednostds ratioza ALAGP bila je posledica jako

niske varijacije (samo 0,03), zbogga je iskljgen iz dalje analize.

Tabela Xl Postepena multipla linearna regresiona analizavigze povezanosti hsCRP

sa ispitivanim parametrima

hsCRP, mg/L
R*=0,658
korigovan B = 0,629
B P*

Starost, godine 0,039 0,388
BMI, kg/m? 0,229 <0,001
TC, mmol/L -0,092 0,500
HDL-C, mmol/L -0,029 0,500
nonHDL-C, mmol/L 0,115 0,012
LDL-C, mmol/L -0,044 0,628
TG, mmol/L® 0,025 0,640
ApoAl, g/L 0,021 0,605
ApoB, g/L -0,045 0,698
Lp(a), mg/L® -0,050 0,214
Fibrinogen, g/L 0,250 <0,001
SAA, mg/L® 0,293 <0,001
A1AGP, g/L 0,272 <0,001
Haptoglobin, g/L 0,020 0,676
C3, g/L 0,020 0,705
C4, g/L 0,074 0,137

* P<0,05 — statistki znatajan prediktor

& Statistitki testovi sa logy-transformisanim vrednostima.

hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetljivom metodom; BMI, indeks telesnaser TC, ukupan
holesterol; HDL-C, HDL holesterol; nonHDL, non-HDMolesterol; LDL-C, LDL holesterol; TG, trigliceridi
apoAl, apolipoprotein A-l; apoB, apolipoprotein Bp(a), lipoprotein (a); Fib, fibrinogen; SAA, serski
amiloid A; A1AGP, os-kiseli glikoprotein; Hapt, haptoglobin; C3, C3 kpomenta komplementa; C4, C4

komponenta komplementa.
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Tabela XIV  Multinomialna logisttka regresiona analiza prediktivnog potencijala

izdvojenih biomarkera u pogledu koncentracije hsCRP

hsCRP < 1 mg/L

hsCRP 1-3 mg/L

hsCRP > 3 mg/L

OR OR o OR o
(95% CI) (95% CI) (95% CI)
> 1,238 1,351
BMI, kg/m 1 (1,109-1.300) <0001 (3 1677 5g5) <0001
1,694 2,106
nonHDL-C, mmol/L 1 (1,157-2,479) 0,007 (1,319-3,367) 0,002
Model 1
" 2,223 4,796
Fibrinogen, g/L 1 (1,295-3,813) 0,004 (2,392-9,617) <0,001
1,350 1,565
SAA, mg/L 1 (1,162-1,569) %091 (13141 864y <0001
> 1,177 1,289
BMI, kg/m 1 (1,033-1,341) 901% (10011523 0003
1,515 2,062
nonHDL-C, mmol/L 1 (1,021-2,249) 0,039 (1,246-3,411) 0,005
Model 2
" 2,241 7,123
Fibrinogen, g/L 1 (1,268-3,959) 0,005 (3.259-15,568) <0,001
SAA, mgiL 1 1887 <0001 . 1991 <0001

(1,179-1,632)

(1,397-2,047)

* P<0,05 — statistki znatajna vrednost OR

Model 1, nekorigovan; Model 2, korigovan za starggtdine), pol (Zensko, musko), hipertenziju (na) d
pusenje (ne, da).

hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetliivom metodom; OR (95% Ctjlds rati 95% interval

pouzdanosti; BMI, indeks telesne mase; nonHDL-G\-A®L holesterol; SAA, serumski amiloid A.

Takade je izr&unat i FRS za svakogesnika. Od 242 osobe, 193 je imalo FRS<10%, kod
34 je identifikovan intermedijerni rizik (FRS 10-20i 15 je bilo pod pod visokim rizikom
zbog FRS>20%. U grupi sa intermedijernim rizikonoji kbi imali najviSe koristi od
uvodenja novih faktora u klasifikaciju rizika, kod 1B82,3%) w@esnika je koncentracija
hsCRP bila <1 mg/L, 16 (47,1%) njih je imalo vredhbsCRP u opsegu 1-3 mg/L i kod 7
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(20,6%) je hsCRP bio >3 mg/lOsobe klasifikovane u intermedijernu &izu grupu na
osnovu FRS su take imale i statistki znaiajno razitite vrednosti fibrinogena
(P=0,020), SAA P=0,001), nonHDL holesterol@€0,041) i triglicerida P=0,040) izmeu
kategorija koncentracije hsCRPapela XV.

Tabela XV Distribucija koncentracija ispitivanih parametarajiknisu ukljweni u
izratunavanje Framingamskog rizik skora (FRS) idmé&ategorija koncentracija hsCRP u
grupi wesnika sa FRS 10-20%

hsCRP, mg/L
<1 mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L
n=11(32,3%) n=16(47,1%) n =7 (20,6%) pe
BMI, kg/m?® 25,44 + 2,62 28,20 £ 4,30 29,51 + 1,66 0,063
Fibrinogen, g/L 3,14+1,10 4,01+ 0,68 4,24 + 0,92 0,020
SAA, mg/L" ¢ 1,38 (0,96-1,99) 3,12 (2,06-4,73) 5,84 (4,45-7,66) 0,001
Haptoglobin, g/L° 0,86 £ 0,63 1,29 +0,51 1,45+ 0,39 0,055
A1AGP, g/L° 0,69 £0,19 0,80 +£0,13 0,87 +0,13 0,069
C3, g/L® 1,45+ 0,20 1,49 + 0,24 1,51 +0,27 0,309
C4, g/L° 0,24 £ 0,06 0,28 £ 0,07 0,28 + 0,08 0,300
nondHDL-C, mmol/L 4,50 +1,25 5,32 +£0,95 574 +£0,79 0,041
apoAl, g/L¢ 1,60 +£0,18 157 +0,21 1,59 +£0,20 0,870
apoB, g/L* 1,19 +0,33 1,38 £0,24 1,44 +0,19 0,093
Lp(a), mg/L® ¢ 91 (53-218) 90 (53-156) 89 (17,6-451) 0,996
TG, mmol/L"® 1,32 (1,11-1,57) 1,88(1,46-2,38) 2,16 (1,67-2,61) 0,040

ANOVA za jedan kriterijum klasifikacije izndi tri grupe definisane na osnovu nivoa hsCRP zifaalne
promenljive i Chi-kvadrat test za proporcije (prots.

P Statistitki testovi na logaritamski transformisanim vreditost

°Geometrijska sredina i 95% interval pouzdanost).(ClI

d Aritmeticka sredina + Sd.

hsCRP, C-reaktivni protein odten visoko osetljivom metodom; BMI, indeks telesnaser SAA, serumski
amiloid A; A1AGP, oj-kiseli glikoprotein; C3, C3 komponenta komplementa4, C4 komponenta
komplementa; nonHDL-C, non-HDL holesterol; apoApolpoprotein A-l; apoB, apolipoprotein B; Lp(a),
lipoprotein (a); TG, trigliceridi.
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4.3. POREPENJE VREDNOSTI MOKRA CNE KISELINE, SR CANIH
| BUBREZNIH BIOMARKERA SA hsCRP

Sled&i korak u ispitivanju poveznosti novih biomarkerardiovaskularnog rizika
predlozenih za upotrebu u primarnoj prevenciji S€RP, bio je da se njegove vrednosti
uporede sa koncentracijama makra kiseline, stanih i bubreznih biomarkera. Koégne
su koncentracije hsCRP, mokne kiseline, NT-proBNP, hs-cTnT, kreatinina i Cys-C

Tabela XVI Distribucija vrednosti mokkae kiseline, stanih i bubreznih biomarkera u

ispitivanoj grupi gesnika

_ ) 95%ClI "
Parametar X Sd Min Max Me 2 Me P

Mokraénakis. 306  g57 139 594 319 309-333 0,1729

(wmol/L)
NT-proBNP

694 9278 40 9780 470 37.8-556 <0,0001
(pg/mL)
?rf‘;LT)”T 501 2841 300 1895 382 3.29-435 <0,0001
Kreatinin 79 177 52 138 74 71-77  0,0005
(umol/L)
Cys-C 072 0121 046 120 070 069-072 0,0187
(mg/L)
eGFRvprD
e sy 82 160 42 119 84 82-85  0,1478
eGFRckp-epi
e g 9 188 45 139 96  94-98  0,0123
€GFReysc 111 184 63 170 110  107-112 02182

(mL/min/1,73 n)

*P>0,05 — normalna distribucija (Kolmogorov-Smirnest)

NT-proBNP, amino terminalni pro-natriuretski peptip B; hs-cTnT, sfani troponin T odréen visoko
osetliivom metodom; Cys-C, cistatin C; eGjgRp, procenjena j@na glomerularne filtracije na osnovu
MDRD formule; eGFRkpep, Procenjena jana glomerularne filtracije na osnovu CKD-EPI foretu

eGFR s procenjena jéna glomerularne filtracije na osnovu koncentra€ljes-C.

odreiene u serumu 242 osobe, 100 musSkaraca i 142 z&&02godina starosti. Iz

koncentracija kreatinina izkanate su vrednosti eGFR prema MDRD (e@hk) i CKD-
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EPlI (eGFRkp-ep) formulama (201, 206). Take, prema odgovarajoj jedndini
izracunate su i vrednosti eGFR iz koncentracija Cys-GHRcysd (205). Distribucija

ispitivanih parametara prikazana j@abeli XVI.

Tabela XVII Raspodela ispitivanih biomarkera u pojedinim katggma rizika na osnovu

koncentracije hsCRP

hsCRP
<1 mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L pxa
N =127 N=73 N =42
NT-proBNP, pg/mE: ¢ 42,8 (36,7-49,8) 39,8 (31,6-50,1) 51,1 (37,5-69,5) 0,358
hs-cTnT, ng/P € 4,36 (4,06-4,68) 4,89 (4,37-5,46) 4,08 (3,59-4,63) 0,049
Kreatinin, pmol/L® © 75 (73-78) 81 (77-85)" 76 (72-81) 0,048
Cys-C, mg/l> ¢ 0,68 (0,66-0,70) 0,72 (0,70-0,7%)" 0,76 (0,72 -0,88)"  <0,001
Mokra¢na kis.,umol/L 303 +71 351+ 97" 349 +88 " <0,001
eGFRpro, mL/min/1,73 i@ 84 +15 78+ 177 83 £ 15 0,034
eGFRxp-ep, ML/Min/1,73 ny' ™ 94 (91-97) 85 (81-96)" 91 (86-97) 0,009
eGFRyysc mL/min/1,73 m ¢ 115+ 17 108 + 18" 104 +20' <0,001

*P<0,05 — statistiki znatajna razlika

ANOVA za jedan kriterijum klasifikacije izn# tri grupe definisane na osnovu nivoa hsCRP.

® Statistiki testovi na logaritamski transformisanim vredimst

“Geometrijska sredina i 95% interval pouzdanost).(ClI

¢ Aritmeticka sredina + Sd.

! Statistiki znasajna razlika u odnosu na vrednost u prvoj kateg@ijkeypost hocest).

2 Statistiki znasajna razlika u odnosu na vrednost u drugoj katgigdtikey post hocest).

*** P<0,001, **P<0,01,* P<0,05 (Tukeypost hodest).

hsCRP, C-reaktivni protein odten visoko osetlivom metodom; NT-proBNP, amino terami pro-
natriuretski peptid tip B; hs-cTnT,&mi troponin T odréen visoko osetljivom metodom; Cys-C, cistatin C;
eGFRprp, procenjena j@na glomerularne filtracije na osnovu MDRD formuleGGFRxp.ep, procenjena
jacina glomerularne filtracije na osnovu CKD-EPI foreu eGFRysc procenjena jina glomerularne

filtracije na osnovu koncentracije Cys-C.

Kolmogorov-Smirnovljevim testom je uideno da raspodela nije normalna za NT-proBNP,

hs-cTnT, kreatinin, Cys-S i eGkkb-epi i U kasnijim analizama oni su logaritamski
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transformisani, dok ostali parametri imaju nornuathstribuciju. Karakteristike ispitivane
grupe @esnika u okviru tri hsCRP kategorije prikazane Sabeli XVII.

ANOVA analiza je pokazala ztajno povéanje koncentracija Cys-®€0,001), mokréne
kiseline P<0,001), kreatininaR=0,048) i hs-cTnT K=0,049), dok je smanjenje vrednosti

eGFR bilo zn&ajno, bez obzira na tia izratunavanja, sa porastom koncentracije hsCRP.

Tabela XVIII  Parcijalni Pearsonovi koeficijenti korelacije izdéoe hsCRP, mokiae

kiseline, séanih i bubreznih parametara, kontrolisani za staqesl, BMI, hipertenziju i

pusenje
hsCRF? MK NT-proBNF? hs-cTnT?° Kreat® Cys-C®* MDRD CKD-EPF
r (P*) r (P¥) r (P¥) r (P¥) r (P¥) reéx)  r(PY) r (P¥)
MK 0,07z -
(0,254)

NT-proBNF° -0,017 -0,16¢ -

(0,791)  (0,008)

he-cTnT? -0,066€  0,16¢ 0,047 -
(0,294)  (0,009) (0,463)

Kreat® -0,01C  0,52¢ -0,10z 0,211 -
(0,872) (<0,001)  (0,104) (0,001)

CysC’ 0,151  0,33¢ 0,03¢ 0,161 0,52 -
(0,016) (<0,001)  (0,552) (0,011) (<0,001)

MDRD 0,02:  -0,49¢ 0,097 0,211 -0,97¢  -0,49] -
(0,723) (<0,001)  (0,126) (0,001) (<0,001) (<0,001)

CKD-EPF 0,01¢  -0,507 0,09: -0.20¢  -0,98C  -0.49t 0,97
(0,764) (<0,001)  (0,146) (0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)

eGFFeysc 0,126  -0,33( -0,027 -0,15¢  -0,51¢  0,99C 0,48 0,481

(0,046) (<0,001)  (0,669) (0,015) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)

*P<0,05 — statistiki znatajna korelacija

A Statistiki testovi sa log-transformisanim vrednostima.

hsCRP, C-reaktivni protein odten visoko osetljivom metodom; MK, mokra kiselina; NT-proBNP,
amino terminalni pro-natriuretski peptid tip B; 68aT, stani troponin T odréen visoko osetljivom
metodom; Kreat., kreatinin; Cys-C, cistatin C; MDR@ocenjena jana glomerularne filtracije na osnovu
MDRD formule; CKD-EPI, procenjenadia glomerularne filtracije na osnovu CKD-EPI foreiueGFRysc

procenjena jéina glomerularne filtracije na osnovu koncentra€ljes-C.

Znatajne vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelagg#eni su izméu vrednosti hsCRP

i mokratne kiseline P<0,001) i eGFRkp-epi (P=0,015), ali se zr@jnost izgubila posle
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kontrolisanja uticaja starosti, pola, BMI, hiperzga i puSenja. Posle korekcije uticaja
navedenih parametara hsCRP je ostao @agnaj korelaciji samo sa Cys-®<£0,016) i
eGFRysc (P=0,046). Statistki znacajne vrednosti korelacije i posle kontrolisanjecaja
starosti, pola, BMI, hipertenzije i puSenjadeae su izméu koncentracije moktame
kiseline i NT-proBNP P=0,008), hs-cTnT K=0,009), kreatinina R<0,001), Cys-C
(P<0,001) i eGFR izraunate poméu sve tri korisene formule P<0,001); kao i izméu
hs-cTnT i kreatininak=0,001) i Cys-CP=0,015), pa samim tim i svim eGFR vrednostima
(P=0,001 za MDRD i CKD-EPIP=0,015 za eGFRs). Vrednosti Cys-C su bile u
zn&ajnoj korelaciji i sa koncentracijom kreatinina ijegovim jedndinama za
izracunavanje eGFR R<0,001). Dobijeni koeficijenti korelacije izrde vrednosti
kreatinina i Cys-C i jedri@na koje ukljuju podatak o njihovoj koncentraciji bili su,
ocekivano, jako visoki. Statistka zn&ajnost korelacije izm# NT-proBNP i kreatinina se
izgubila posle korekcije uticaja starosti, pola, BMipertenzije i puSenja. Korelaciona

matrica prikazana je Tabeli XVIII.

Tabela XIX Postepena multipla linearna regresiona analizaws®a povezanosti hsCRP

sa ispitivanim sfanim i bureznim biomarkerima i mokirrom kiselinom

hsCRP, mg/L
R*=0,185
korigovan B = 0,175
p P*
NT-proBNP, pg/mE 0,005 0,937
hs-cTnT, ng/E -0,074 0,212
Kreatinin, umol/L? -0,276 0,001
Cys-C, mg/E 0,363 <0,001
Mokra¢na kis.,umol/L 0,293 <0,001
eGFRypro, ML/min/1,73 -0,042 0,634
eGFRxp-ep, ML/Min/1,73 m* -0,077 0,392

*P<0,05 — statistiki znatajan prediktor

& Statistitki testovi sa logytransformisanim vrednostima.

hsCRP, C-reaktivni protein odten visoko osetlivom metodom; NT-proBNP, amino terani pro-
natriuretski peptid tip B; hs-cTnT,&mi troponin T odréen visoko osetljivom metodom; Cys-C, cistatin C;
eGFRyprp, procenjena jdna glomerularne filtracije na osnovu MDRD formuleGGFRkp.ep, procenjena
jacina glomerularne filtracije na osnovu CKD-EPI foreiu eGFRysc procenjena jina glomerularne

filtracije na osnovu koncentracije Cys-C.
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Postepenom multiplom linearnom regresionom analizdentifikovani su kreatinin f=-
0,276;P=0,001), Cys-C[=0,363;P=<0,00) i mokratna kiselina §=0,293;P<0,001)kao
nezavisne determinante koncentracije hsCRP. Réziudta prikazani uTabeli XIX.
KoriS¢ena je postepena metoda da bi se izbegli problamidtikolinearno&u, s obzirom
na snaznu korelaciju izrde kreatinina i izrédunatim eGFR, dok je zbog singularnosti Cys-
C i eGFRysc u analizu ukljgen samo Cys-C. Koeficijent determinacije?, Rdnosno
procenat varijacije zavisne promenljive objasnjebigtnim regresionim modelom, iznosio
je 0,185. Korigovani B dakle koeficijent determinacije uskien sa brojem nezavisnih
promenljivih ukljuenih u model, iznosio je 0,175. Prediktivha vredrdibijenog modela
nije potvidena logisttkom regresijom, odnosno nijedan od izdvojenih patama nije

zadrzao statistku znaajnost.

4.4. POREDENJE KATEGORIZACIJE RIZIKA NA OSNOVU
SKOROVA | hsCRP

Ispitano je i da li su rezultati klasifikacije k& na osnovu rizik skorova i koncentracije
hsCRP nezavisni jedni od drugih u smislu raspodeakpitivanoj populaciji. Primenjen je
Chi-kvadrat test nezavisnosti izdwe kriterijuma klasifikacije rizika. Dva kriterijuma
klasifikacije se smatraju nezavisnim ako je raspodeekvencija na osnovu jednog
kriterijuma ista bez obzira na to kakva je raspad® osnovu drugog. Stati#ti, ako je
dobijena vrednos}’ iz odgovarajge tablice kontingencije e od granine za Zeljenu
verovatn@éu (P<0,05) i odgovarajti broj stepena slobode, nulta hipoteza se odbacuje,

odnosno kriterijumi klasifikacije nisu nezavisni.

Svim wesnicima izréunat je 10-godisnji rizik od pojave KBS kao krapjeshoda, Sto

podrazumeva pojavu infarkta miokarda, stabilne staigiine angina pektoris i smrtnog
ishoda. Za izréunavanje je kori&en elektronski kalkulator ,ATP Risk Estimator ver.
2000, koji koristi algoritam FRS, u koji su ukfeni podaci o polu, starosti, koncentraciji

ukupnog i HDL holesterola, sistolnom krvnom pritiskantihipertenzivnoj terapiji i
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puSenju. Dobijeni apsolutni 10-godisniji rizik jeakifikovan u kategorije sa <10%, 10—-20%
I >20%. Chi-kvadrat testom je ispitano da Ili je pedela rizika u klasama sa
koncentracijom hsCRP <1 mg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/lzadsna od raspodele kategorija
rizika na osnovu FRS u ispitivanoj populaciji. Dielia raspodela frekvencija je prikazana
u Tabeli XX. Rezultati Chi-kvadrat testa nezavisnosti pokazup jd Klasifikacija
kardiovaskularnog rizika na osnovu vrednosti hsCR&zavisna od Kkategorizacije
primenom algoritma FRS3{=7,079;P=0,1318).

Tabela XX Tablica kontingencije klasifikacije rizika na osnokategorija FRS i klasa
hsCRP

hsCRP, mg/L ukubno
<1 1-3 >3 P
<10 103 53 37 193 (79,8%)
FRS, % 10-20 11 16 7 34 (14,0%)
>20 7 5 3 15 (6,2%)
ukupno 121 (50,2%) 74 (30,4%) 47 (19,5%) 242

hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetljivom metodom; FRS, Framingamskk rékor.

Primenjen je i globalni FRS koji iz¢anava 10-godiSnji rizik od svih oblika KVB — tzv.
»globalni KVB rizik“, Sto uklju¢uje smrtni ishod KVB, pojavu svih oblika KBS ¢{ana
smrt, infarkt miokarda, koronarna insuficijencigmgina), cerebrovaskularne komplikacije
(ishemijski i hemoragni Slog, tranzitorni ishemijski atak),@mu insuficijenciju i bolest
perifernih arterija (intermitentne klaudikacijeyoeena 10-godiSnjeg globalnog KVB rizika
zasniva se na istim parametrima kao i KlasFRS, uz dodatnu informaciju o eventualnom
prisustvu dijabatesa. Za iztmnavanje je kori&en elektronski kalkulator ,CVD Risk
Check®. Posle klasifikacije dobijenog 10-godiSnjgtpbalnog rizika u odgovaraja
kategorije od <10%, 10-20% i >20% ispitana je nesrest njegove raspodele i raspodele
na osnovu klasa hsCRPgbela XXI).Rezultati Chi-kvadrat testa su pokazali da ispiteva
klasifikacije rizika nisu nezavisne jedna od drigfe13,295;P=0,0099)
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Tabela XXI Tablica kontingencije klasifikacije rizika na osnokategorija globalnog FRS
i klasa hsCRP

hsCRP, mg/L ukubNo
<1 1-3 >3 P
<10 97 42 29 168 (69,6%)
Globali FRS, 1020 15 17 10 42 (17,5%)
>20 9 14 8 32 (12,8%)
ukupno 121 (50,2%) 74 (30,4%) 47 (19,5%) | 242

hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetljivom metodom; FRS, Framingamskk rskor

Izratunat je i dugordni, 30-godisnji rizik za KVB na osnovu algoritameeglozenih od
strane Pencine i sar. (43). Primenjena su oba rmpgdemarni, za procenu rizika od pojave
teSkih komplikacija KVB (,teSka KVB®), koje ukljiguju teSke manifestacije KBS {sina
smrt, infarkt miokarda), fatalni i nefatalni Slogsekundrani, za iztanavanje rizika od
svih oblika kardiovaskulanrin komplikacija (,kompha KVB®). Parametri ukljgeni u
izratunavanje rizika obihvataju pol, starost, sistolnirvrik pritisak, terapiju
antihipertenzivima, ukupan i HDL holesterol, pu&ngijabetes. Rizik je iztmnat samo
za wesnike mlde od 60 godina (N=221), Sto je definisana gorngnigpa za procenu, a za
izratunavanje je kori&®en elektronski kalkulator ,30-year risk of cardisealar disease”
(43). Dobijene vrednosti rizika su klasifikovaneokgspod optimalne/normalne vrednosti®
I ,znad optimalne/normalne vrednosti“, koje su idefane na osnovu pola i starosti.
Rezultati Chi-kvadrat testa su pokazali da rasp@odeika u klasama sa koncentracijom
hsCRP <1 mg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/L nije nezavisnaradpodele u kategorijama 30-
godidnjeg rizika i za ,teSku KVB“yf=19,685; P=0,0001) i za ,kompletnu KVB*
(x’=15,559; P=0,0004). Dobijene raspodele frekvencija prikazaneu Tabelama XXIli
XXIII.
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Tabela XXII Tablica kontingencije klasifikacije rizika na osmp80-godisSnjeg rizika za
.eSku KVB*“i klasa hsCRP

hsCRP, mg/L ukubNo
<1 1-3 >3 P
tedka KVB®. <opt/norm 43 9 5 57 (26%)
0,
% >opt/norm 70 57 37 164 (74%)
ukupno 113 (51,1%) 66 (29,8%) 42 (19,1%) 221

hsCRP, C-reaktivni protein odten visoko osetljivom metodom; KVB, kardiovaskulatmalest; opt/norm,

optimalan/normalan rizik.

Tabela XXIII Tablica kontingencije klasifikacije rizika na osm80-godiSnjeg rizika za
-kompletnu KVB* i klasa hsCRP

hsCRP, mg/L UKUDIO
<1 1-3 >3 p
0,
~kompletna <opt/norm 40 9 5 54 (24%)
KVB*, % >opt/norm 73 57 37 167 (76%)
ukupno 113 (51,1%) 66 (29,8%) 42 (19,1%) 221

hsCRP, C-reaktivni protein odfen visoko osetljivom metodom; KVB, kardiovaskulatmalest; opt/norm,

optimalan/normalan rizik.

Autori algoritma globalnog FRS uveli su i novi kept starosti srca/vaskularne starosti. To
podrazumeva predenje izrgunatog kardiovaskularnog rizika u starost osobessm
rizikom ali normalnim nivoima svih ostalih faktor&ika (netretirani sistolni krvni pritisak
od 125 mmHg, ukupan holesterol 4,7 mmol/L, HDL lstéeol 1,17 mmol/L, nepu&abez
dijabetesa). Starost srca/vaskularna starostdedeeje na osnovu poena globalnog FRS
premaTabeli VII.Da bi se ispitalo da li postoji zavisnost izineazlike u aktuelnoj starosti

I procenjene starosti srca na osnovu ovog algoritrkancentracije hsCRP, ispitana je
razlika izmetu njih u pojedinim klasama koncentracije hsCRP d&mt t-test je pokazao
statistéki znatajne razlike srednjih vrednosti aktuelne starosstarosti srca/vaskularne
starosti u pojedinim kategorijama koncentracije RBCP<0,05). Takde, ANOVA za
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jedan kriterijum klasifikacije je potvrdila stati&ki znatajno povéanje razlike sa porastom
koncentracije hsCRHAP€0,001). Rezultati su prikazaniTabeli XXIV.

Tabela XXIV Statisttka analiza razlika izn@ aktuelne starosti i procenjene starosti
srcal/vaskularne starosti na osnovu globalnog FR®righa u pojedinim kategorijama

koncentracija hsCRP

X
CRP (QOdm:zarost X razlike Sd razlike pa pb
(mg/L) starost  srca/vaskularna (godine) (godine)

starost
<1 39,5 43,3 3,8 8,32 0,0400
1-3 46.9 56.7 98 1140  0,0001 <0:0001
>3 45,8 55,8 10,0 9,76 0,0020

2 t-test razlika srednjih vrednosti aktuelne starogirocenjene starosti srca/vaskularne starogibjednim
klasama rizikaP<0,05 — statistki znatajna razlika.
® ANOVA analiza za jedan kriterijum Klasifikacije Xazlika aktuelne starosti i procenjene starosti

srca/vaskularne starosti izthekategorija koncentracije hsCRP.

4.5. FAKTORSKA ANALIZA

U cilju redukcije ispitivane velike grupe biomarkepovezanih sa kardiovaskularnim
rizikom i hsCRP, kao indikatorom subklkékie inflamacije u aterosklerozi, u manji broj
podgrupa koje su odgovorne za n&jverocenat varijabilnosti njihovih originalnih
vrednosti sprovedena je faktorska analiza. Za iphe podgrupe promenljivih, koje se
ozn&avaju kao ,komponente“ ili faktori“, pretpostavljge da predstavljaju osnovne
dimenzije (ozn&avaju se i kao ,latentne promenljive®) svih ispd@ivh parametara.
Koriséen je najjednostavniji oblik faktorske analize, l@@aglavnih komponentipfincipal

components analy9is kojom se komponente ili faktori izdvajaju na osa ukupne

varijacije u jednom setu podataka. Svaka od kommpibngobijena analizom glavnih

komponenti predstavlja linearnu kombinaciju promieinl koja u razltitom stepenu moze
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Tabela XXV Sumarni prikaz karakteristika ispitivane popula¢ijs=242)

Promenljiva Broj / ar_@tmeti éka_/ Standardna_ _devijacije} / 95%
geometrijska sredina Cl geometrijske sredine / %
Starost, godir 43 13,3
Zenski po, % 142 58,7
BMI, kg/m? 24,8 4,17
Porodtne istorija KVB, % 90 37,2
Sistolni krvni pritisak, mmH 122 120-125
Dijastolni krvni pritisak, mmH 79 72-81
Hipertenzije, % 43 17,8
Antihipertenzivna terapi, % 38 15,5
Pusdi, % 72 29,8
Fizicka aktivnos, % 159 65,7
C-reaktivni protein, mg/ 0,97 0,85-1,12
Ukupan holesterol, mmol 5,63 1,090
HDL holesterol, mmol/ 1,3¢ 0,34:
LDL holesterol, mmol/| 3,52 0,916
Non-HDL holesterol, mmol/ 4,24 1,122
Trigliceridi, mmol/L 1,35 1,25-1,45
Apolipoprotein A-I, g/L 1,58 0,220
Apolipoprotein B, g/l 1,06 0,270
Lipoprotein (a), mg/ 84 72-97
Fibrinogen, g/| 3,59 0,903
Serumski amiloid A, mg/ 2,97 2,70-3,27
az-kiseli glikoprotein, g/l 0,76 0,176
Haptoglobin, g, 1,09 0,429
C3 komplement, g/ 1,32 0,252
C4 komplement, g/ 0,25 0,076
NT-proBNP,pg/mL 43,3 38,4-48,8
hs-cTnT, ng/L 4,46 4,22 — 4,72
Kreatinin, umol/L 77 75-79
eGFFypro, ML/min/1,73 i 82 16
eGFFckp.ep, ML/MIn/1,73 1 91 88-93
Cistatin C, mg/I 0,71 0,69-0,72
eGFFeysc mL/min/1,73 r? 111 18
Mokra¢na kiselinapmol/L 326 86

Rezultati su prikazani kao artim&ka sredina i standardna devijacija, geometrijskaisa i 95% Cl, odnosno
kao apsolutni broj i procenat od ukupnog broja. BMbteks telesne mase; NT-proBNP, amino terminalni
pro-natriuretski peptid tip B; hs-cTnT,¢ani troponin T odréen visoko osetljivom metodom; eGfhkp,
procenjena j&na glomerularne filtracije na osnovu MDRD formuleGFRyp.ep, Procenjena jéana
glomerularne filtracije na osnovu CKD-EPI formulsGFRsc procenjena jgna glomerularne filtracije na

osnovu koncentracije cistatina C.
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Tabela XXVI Spearmarova korelaciona analiza ispitivanih parametaraputaciji wtesnika (N=242)

Starost Pol BMI Ist. KVB SBP DBP Hipert PuSenje Fiz. akt. CRP TC HDL LDL nonHDL TG Apo Al Apo B
rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P)
Pol -0,048
(0,440)
0,423 -0,360
BMI (<0,001  (<0,001
Ist. -0,031 0,016 -0,039
KVB (0,627) (0,801) (0,534)
SBP 0,356 -0,233 0,498 -0,112
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,075)
DBP 0,260 -0,204 0,426 -0,101 0,835
(<0,001 (0,001  (<0,001 (0,207  (<0,001
Hpt -0,275 0,017 -0,383 0,120 -0,690 -0,648
"  (<0,001) (0,782) (<0,001) (0,056) (<0,001) (<0,001)
PUS 0,005 0,009 0,057 0,129 0,006 0,029 -0,007
(0,931) (0,885) (0,367) (0,039) (0,924) (0,664) (0,914)
Fiz. -0,132 -0,058 -0,024 0,171 -0,101 -0,097 0,127 0,050
akt. (0,048 (0,389 (0,720 (0,010 (0,131 (0,146 (0,059 (0,457
CRP 0,333 -0,151 0,591 0,010 0,339 0,295 -0,243 0,002 -0,019
(<0,001 (0,015 (<0,001 (0,876  (<0,001 (<0,001 (<0,001 (0,979 0,772
TC 0,440 -0,130 0,351 -0,082 0,243 0,202 -0,146 -0,081 -0,009 0,312
(<0,001) (0,038) (<0,001) (0,190) (<0,001) (0,001) (0,020) (0,198) (0,898) (<0,001)
HDL 0,010 0,335 -0,319 -0,002 -0,226 -0,240 0,077 0,057 0,006 -0,218 0,055
(0,871  (<0,001 (<0,001 (0,974  (<0,001 (<0,001 (0,221 (0,365 (0,928  (<0,001 (0,381
LDL 0,405 -0,076 0,324 -0,054 0,225 0,155 -0,092 -0,039 0,009 0,280 0,888 -0,063 -
(<0,001 (0,225  (<0,001 (0,389  (<0,001 (0,013 (0,143 (0,536 (0,893  (<0,001 (<0,001 (0,315
Non 0,411 -0,225 0,449 -0,076 0,325 0,275 -0,157 -0,104 -0,014 0,377 0,934 -0,271 0,887
HDL  (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,227) (<0,001) (<0,001) (0,012) (0,098) (0,829) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
TG 0,251 -0,364 0,479 -0,075 0,342 0,321 -0,176 -0,112 0,010 0,362 0,512 -0,505 0,343 -0,664
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,233) (<0,001) (<0,001) (0,005) (0,074) (0,880) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
Apo 0,165 0,209 -0,150 -0,018 -0,116 -0,137 0,010 0,046 -0,039 -0,104 0,179 0,836 0,026 -0,107 -0,289
Al (0,008 (0,001 (0,016 0,771 (0,064 (0,029 (0,875 (0,462 (0,563 (0,096 (0,004 (<0,001 (0,682 (0,088  (<0,001
Apo 0,416 -0,252 0,472 -0,071 0,350 0,276 -0,159 -0,090 -0,032 0,380 0,865 -0,280 0,843 0,940 0,658 -0,148
B (0,001 (<0,001 (<0,001 (0,255 (<0,001 (<0,001 (0,011 (0,153 (0,637  (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (0,017
Lp(a) 0,045 0,031 0,001 -0,004 0,026 0,032 -0,079 0,007 0,066 0,011 0,206 0,134 0,021 0,153 -0,024 0,098 0,155
(0,473) (0,626) (0,984) (0,950) (0,677) (0,606) (0,209) (0,911) (0,323) (0,863) (0,001) (0,032) (<0,001) (0,014) (0,701) (0,116) (0,013)
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Tabela XXVI (nastavak)

Starost Pol BMI Ist. KVB SBP DBP Hipert PuSenje Fiz. akt. CRP TC HDL LDL nonHDL TG Apo Al Apo B

rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P)

Fib 0,403 0.016 0,386 0,032 0,222 0,173 -0,181 -0,103 -0,128 0,519 0,265 -0,156 0,233 0,287 0,297 -0,059 0,257
' (<0,001) (0,796) (<0,001) (0,609) (<0,001) (0,006) (0,004) (0,201) (0,055) (<0,001) (<0,001) (0,012) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,342) (<0,001)

SAA 0,169 0,075 0,322 0,052 0,150 0,098 -0,157 0,084 0,059 0,580 0,133 -0,044 0,091 0,139 0,157 0,012 0,143
(0,007 (0,23))  (<0,001 (0,405 (0,016 (0,116 (0,012 (0,281 (0,377 (<0,001 (0,033 (0,487 (0,145 (0,026 (0,011 (0,854 (0,022

W1AG 0,085 -0,181 0,423 -0,007 0,284 0,244 -0,211 -0,001 0,049 0,588 0,200 -0,274 0,221 0,271 0,287 -0,196 0,300
(0,272)  (0,004) (<0,001) (0,910) (<0,001) (<0,001) (0,001) (0,989) (0,462) (<0,001) (0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,002) (<0,001)

HPT 0,291 0,052 0,221 0,073 0,100 0,131 -0,071 -0,062 0,019 0,406 0,162 -0,090 0,146 0,166 0,174 -0,016 0,180
(<0,001) (0,408) (<0,001) (0,244) (0,212) (0,036) (0,258) (0,321) (0,779) (<0,001) (0,009) (0,148) (0,019) (0,008) (0,005) (0,799) (0,004)

c3 0,204 0,228 0,536 -0,008 0,335 0329  -0,261 0,149 0,019 0,534 0319  -0,236 0,304 0,384 0,405  -0,099 0,408
(<0,001 (<0,001 (<0,001 (0,90) (<0,001 (<0,001 (<0,001 (0,017 (0,778  (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,001 (0,113 (<0,001

ca 0,217 -0,149 0,353 -0,053 0,200 0,176 -0,185 0,050 -0,049 0,461 0,281 -0,160 0,291 0,315 0,253 -0,057 0,303
' (<0,001) (0,017) (<0,001) (0,401) (0,001) (0,005) (0,003) (0,427) (0,463) (<0,001) (<0,001) (0,010) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,361) (<0,001)
Pro 0,425 0,279 -0,016 -0,001 0,041 0,019 -0,111 0,048 -0,140 0,008 -0,017 0,100 0,011 -0,066 -0,167 0,108 -0,073
BNP (<0,001) (<0,001) (0,796) (0,991) (0,515) (0,757) (0,077) (0,445) (0,036) (0,892) (0,785) (0,108) (0,862) (0,295) (0,007) (0,085) (0,244)

cTnT 0,189 -0,101 0,072 -0,010 0,180 0,168 -0,080 0,214 0,005' -0,029 0,038 0,053 0,019 0,030 0,068 0,033' 0,096

(0,002) (0,105 (0,25)) (0,870 (0,009 (0,007%) (0,200 (0,007 (0,942 (0,645 (0,543 (0,395 (0,762 (0,637 (0,279 (0,597 (0,125

Kreat -0,064 -0,545 0,253 -0,075 0,145 0,129 -0,031 0,063 0,048 0’105, 0’104, -0,265 0,077 0’184, 0,276 -0,18; 0’197,

(0,309  (<0,00) (<0,001 (0,229 (0,020 (0,039 (0,626) (0,319 (0,469) (0,093 (0,097  (<0,001 (0,218 (0,003  (<0,001 (0,004 (0,002

MDR -0,189 -0,049 -0,191 0,087 -0,107 -0,086 0,111 -0,058 0,042 -0,121 -0,156 0,080 -0,144 -0,176 -0,169 0,026 -0,167
D (0,002) (0,430) (0,002) (0,166) (0,088) (0,170) (0,077) (0,358) (0,535) (0,053) (0,012) (0,203) (0,021) (0,005) (0,007) (0,673) (0.007)

CKD 0,323 0,013 -0,246 0,067 -0,160 -0,120 0,152 -0,056 0,058 -0,175 -0,215 0,100 -0,206 -0,240 -0,200 0,019 -0,233
EPI (<0,00)) (0,842  (<0,001 (0,286 (0,01)) (0,055) (0,015 (0,375) (0,389 (0,00%) (0,009 (0,110 (0,001  (<0,001 (0,001 (0,759  (<0,001
CysC 0,331 -0,389 0,398 -0,025 0,295 0,217 -0,131 -0,033 0,033 0,352 0219  -0,276 0,184 0,303 0,383  -0,120 0,305
(<0,001 (<0,00)) (<0,001 (0,697  (<0,001 (<0,00) (0,03¢) (0,5%6) (0,629  (<0,001 (<0,001 (<0,001) (0,003 (<0,001 (<0,001 (0,055 (<0,001

eGFR -0,331 0,389 0,398 0,025 -0,295 -0,217 0,131 0,033 -0,033 -0,352 -0,219 0,276 -0,184 -0,303 -0,383 0,120 -0,305
CysC (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,692) (<0,001) (<0,001) (0,036) (0,596) (0,622) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,003) (<0,001) (<0,001) (0,055) (<0,001)

MK 0,125 -0,484 0,436 -0,002 0,286 0,270 -0,174 0,026 -0,022 0,292 0,301 -0,307 0,229 0,393 0,462 -0,185 0,426
(0,045) (<0,001) (<0,001) (0,968) (<0,001) (<0,001) (0,005) (0,681) (0,747) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,003) (<0,001)
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Tabela XXVI (nastavak)

Lp(a) Fib. SAA o, AGP HPT C3 C4 NTproBNP cTnT kreatinin  MDRD CKD-EPI CysC eGFRyysc
rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P)
Fib 0,019
' (0,765)
-0,031 0,370
SAA (0618  (<0,009)
W1AG 0,116 0,330 0,399
(0,064) (<0,001) (<0,001)
HPT 0,032 0,416 0,278 0,389
(0,612) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
c3 0,104 0,365 0,338 0,598 0,316
(0095  (<0,001 (<0,001 (<0,0(1) (<0,001
ca 0,083 0,304 0,358 0,551 0,301 0,570
' (0,183) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
NTproBNP -0,015 0,139 0,094 -0,150 0,120 -0,185 -0,040
(0,815)  (0,026) (0,132) (0,016) (0,054) (0,003) (0,521)
cTnT 0,071 -0,172 0,041 -0,061 0,040 0,030 -0,017 0,084
(0,25¢) (0,006, (0,51)) (0,330, (0,529 (0,639 (0,78¢) (0,17¢)
Kreat 0,055 -0,114 0,052 0,211 -0,029 0,305 0,143 -0,280 0,222
(0,377) (0,06¢) (0,409 (0,009 (0,639 (<0,001) (0,02)) (<0,00)) (<0,001)
MDRD -0,095 -0,002 -0,191 -0,139 -0,088 -0,225 -0,116 -0,025 -0,236 -0,718
(0,227)  (0,976) (0,002) (0,025) (0,160) (<0,001) (0,063) (0,692) (<0,001) (<0,001)
CKD EPI -0,115 -0,077 -0,210 -0,156 -0,118 -0,262 -0,152 -0,067 -0,266 -0,705 0,970
(0,06%) (0,219 (0,001 (0,019 (0,059 (<0,001) (0,015 (0,285) (<0,00])) (<0,001) (<0,001
CysC 0,017 0,216 0,161 0,274 0,092 0,262 0,172 0,021 0,181 0,542 -0,456 -0,497
(0,785  (<0,001 (0,010  (<0,00) (0,147 (<0,001 (0,006) (0,739 (0,009  (<0,001 (<0,001 (<0,001
eGFR. -0,017 -0,216 -0,161 -0,274 -0,092 -0,262 -0,172 -0,021 -0,181 0,542 0,456 0,497 -1,000
ys€ (0,786) (<0,001) (0,010) (<0,001) (0,242) (<0,001) (0,006) (0,732) (0,004) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
MK 0,075 0,060 0,219 0,337 0,106 0,423 0,277 -0,208 0,163 0,631 -0,416 -0,431 0,507 -0,507
(0,231) (0,335) (<0,001) (<0,001) (0,089) (<0,001) (<0,001) (0,001) (0,009) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)

Determinanta korelacione matrice: 5,1%10BMI, indeks telesne mase; Ist. KVB; porduh istorija kardiovaskularnih bolesti; SBP, sistddrvni pritisak; DBP, dijastolni

krvni pritisak; Hipert., hipertenzija; Fiz. aktzftka aktivhost; CRP, C-reaktivni protein; TC, ukugaoiesterol; HDL-C, HDL holesterol; nonHDL, non-HDiolesterol;
LDL-C, LDL holesterol; TG, trigliceridi; apoAl, apipoprotein A-l; apoB, apolipoprotein B; Lp(a), bprotein (a), Fib, fibrinogen; SAA, serumski amildh; a,AGP, a4-

kiseli glikoprotein; Hapt, haptoglobin; C3, C3 koamenta komplementa; C4, C4 komponenta komplem&ffeproBNP, amino terminalni pro-natriuretski peptid B;

cTnT, s&ani troponin T; Kreat., kreatinin; MDRD, procenjgagina glomerularne filtracije na osnovu MDRD formu@KD-EPI, procenjena #na glomerularne filtracije

na osnovu CKD-EPI formule; CysC, cistatin C; eGREB procenjena jéina glomerularne filtracije na osnovu koncentraljsC; MK, mokréna kiselina.
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da se koristi za razlikovanje pojedinaca u ispitima uzorku. Glavna komponenta koja se
prva izdvoji bte linearna kombinacija promenljivih koja maksimakaazlikuje ispitanike,
druga po redyredstavljde linearnu kombinaciju promenljivilija je ma razdvajanja

odmabh iza prve i tako redom do poslednje izdvojaraponente (215).

Karateristike ispitivane populacije prikazane stiabeli XXVkao broj, odnosno procenat
za kategotike parametre, srednja vrednost i Sd za parametr®rsaalnom raspodelom,
odnosno kao geometrijska sredina i 95% intervalzganosti gde ne vazi normalna
raspodela (Sto je ispitano Kolmogorov-Smirnovljewiestom, prikazanim trabelama X
XVI). U daljoj analizi koriene su logaritamski transformisane vrednosti pataraeoji

nisu imali normalnu raspodelu.

Rezultati Spearmanove korelacione analize za svih padrametara povezanih sa
kardiovaskularnim rizikom prikazani suTabeli XXVI.Vecina ispitivanih biomarkera bila
je u statisitki znatajnoj (P<0,05) meéusobnoj korelaciji, Sto je i preduslov za izenje
analize. Determinanta korelacione matrice je bilax50* $to, posto je manje od
neophodne vrednosti od 10ukazuje na prisustvo multikolinearnosti (promiereljkoje su

u izrazitoj korelaciji) i/ili singularnosti (parartre koji su u potpunoj korelaciji). Da bi se
ovaj problem uklonio, u preliminarnoj analizi iddéikibvani su parametri¢ija vecina
koeficijenata korelacije nije statigki znatajna £>0,05) i oni koji su u méusobno snaznoj
korelaciji (koeficijent korelacije «& od 0,8). Oni su iskljéeni iz dalje analize, a time je
determinanta korelacione matrice dostigla prihiatlyrednost od 4,24x10 Iskljuceni su:
porodina istorija KVB, dijastolni krvni pritisak, fizka aktivnost, hipertenzija, pusenje,
ukupan holesterol, apo A-l, apo B, Lp(a), eGbRb, eGFR«p-epi | €GFRys.c

Da li je korelaciona matrica sa preostalih 19 patama pogodna za izi#enje faktorske
analize ispitano je Bartlettovim testom steosti. Faktorska analiza je maguako je u
matrici prisutan dovoljan broj ztajnih korelacija, Sto se ispituje Bartlettovim test
sfericnosti, koji proverava nultu hipotezu da su sve lamige u matrici nule. Test koristi

Chi-kvadrat distribuciju. U ovom staju, dobijena vrednosf Bartlettovim testom iznosi
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2494,998 P<0,0001) sto zna da se nulta hipoteza odbacuje i korelaciona wetmoze da
se koristi za faktorsku analizu.

Adekvatnost veliine uzorka za faktorsku analizu, odnosno da ligerak dovoljno veliki
da obezbedi pouzdane, tj. stabilne korelacije @mpromenljivih, ispituje se Kaiser-
Meyer-Olkin-ovom statistikom. Kaiser-Meyer-Olkinovaera adekvatnosti uzorka (KMO)
moze da se kée izmeiu 0 i 1. Vrednosti 0,5-0,7 se smatraju ptosa, 0,7-0,8 dobrim,
0,8-0,9 odknim, a 0,9-1 izvrsnim. Za ispitivani uzorak u oveta¢aju KMO iznosi 0,75

Sto zn&i da je adekvatne velne za izvdenje faktorske analize.

.Karakteristeni koren® (igenvalug predstavlja relativnu snagu svakog od izdvojenih
faktora, odnosno deo ukupne varijacije ispitivapdrametara koji se objasSnjava zbirnim
faktorom koji ih obuhvata. Dakle, Sto je daevrednost karakterighiog korena vea je i
uloga faktora u objasnjenju varijabilnosti komplegrseta podataka. PoSto standardizovane
promenljive imaju ovu vrednost jednaku 1, izdvajagl oni faktori sa karakteri&tiim
vrednostima vé&m od 1 za dalju analizu. Faktée obuhvatiti one promenljive (ispitivane
parametre u nasSem 8hju) cija varijacija westvuje sa25% u varijaciji zbirnog faktora,
Sto odgovara koeficijentu korelacije izdwe faktora i promenljive factor loading od
>0,50.

Postupak kojim se omogava jasnije razdvajanje faktora oZza@a se kao rotacija. Vrlo
cestoce veina promenljivin imati visoke koeficijente korelgeisa viSe faktoratime ¢e
rezultati faktorske analize biti teZzi za interpo#ta Rotacijom se dobija jednostavna
struktura koja omogiava nedvosmislenu interpretaciju svakog faktoraoMdm sliaju
primenjena je ortogonaln&arimax rotacija, kojom se zadrzava nezavisnost idne

formiranih glavnih komponenti i tako dobija najjedtavnija faktorska struktura.

Faktorskom analizom i na osnovu navedenih kritexguod 19 polaznih parametara
identifikovano je 5 klastera, odnosno glavnih komgati (faktora). lzdvojenim

komponentama objasnjeno je 65,3% ukupne varijacije 29,0% faktorom 1; 13,2%

118



faktorom 2; 9,0% faktorom 3; 8,5% faktorom 4 i 5,68ktorom 5. Faktori su oztiani kao
1) ,sistemska inflamacija koji obuhvata fibrinogen, SAA, A1AGP, haptoglobiC3 i C4

komponentu komplementa, sve sa pozitivnim koeftgen korelacije; 2)

kardiorenalni

faktor‘, gde se nalaze kreatinin, mokra kiselina, Cys-C i hs-cTnT, koji su u pozitivnoj

korelaciji sa faktorom, i pol u negativnoj korel&cB) ,aterogeni holestertl koji grupise

Tabela XXVII Procenat ukupne varijacije objasnjen izdvojeninidekna

Pre ekstrakcije faktora

Posle ekstrakcije faktore

Posle rotacije-

faktor . . % kumulativn | . . % kumulativn | . . % kumulativn
eigenvalue G 0 eigenvalue G eigenvalue G
varijacije %) varijacije % varijacije %
1 5,50¢ 28,98" 28,98° 5,50¢ 28,98" 28,98° 3,20t 16,87 16,87:
2 2,507 13,19° 42,18« 2,507 13,19: 42,18¢ 2,82¢ 14,88: 31,75
3 1,70¢ 8,96t 51,14¢ 1,708 8,96t 51,14¢ 2,35¢ 12,40¢ 44,16:
4 1,61¢ 8,50z 59,65( 1,61¢ 8,50z 59,65( 2,13 11,22¢ 55,39(
5 1,07 5,64: 65,29: 1,07 5,64: 65,29: 1,881 9,90z 65,29:
6 0,83¢ 4,41( 69,70:
7 0,78¢ 4,12¢ 73,82)
8 0,73¢ 3,874 77,70:
9 0,69¢ 3,662 81,36!
10 0,60¢ 3,19¢ 84,56:
11 0,50¢ 2,65¢ 87,22(
12 0,44¢ 2,36¢ 89,56¢
13 0,421 2,21t 91,80:
14 0,38¢ 2,04+ 93,84
15 0,33t 1,764 95,60¢
16 0,31( 1,63( 97,23¢
17 0,29¢ 1,557 98,79¢
18 0,207 1,09( 99,88¢
19 0,022 0,11¢ 100,00(

Eigenvalue -karakteristtni koren; predstavlja relativnu snagu svakog odvaenih faktora na osnovu

procenta ukupne varijacije objaSnjene njime; izdjage faktori sa vredn@s >1.

T Rotacija optimizira strukturu faktora zbagga se relativni zraj (% varijacije) izdvojenih faktora

izjedna&ava

LDL i non-HDL holesterol sa pozitivnim koeficijento korelacije; 4)

hemodinamski

faktor*, gde spadaju starost i NT-proBNP u pozitivnoj éaciji sa faktorom; i 5)

.metaboliki faktor‘, sa trigliceridima u pozitivhoj korelaciji i HDLholesterolom u

negativnoj. Predznak koeficijenta korelacije faktorpromenljive ozn&va prirodu veze

izmedu skora promenljive i faktorskog skora kod jednebes Faktorski skor zasniva se na

relativnom doprinosu svih promenljivin koje ga pstvljaju. Njegovo izréunavanje
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omogltava da se odredi relativni status svake osobe wsedma svaki faktor dobijen
analizom. Prema tome, ako je koeficijent korelanggativan, to zria da ¢e kod osobe sa
visokim skorom promenljive faktorski skor biti nizaobrnuto. Rezultati faktorske analize
prikazani su urabelama XXVII XXVIII.

Veza izmdu faktora, izdvojenih iz velike grupe lipidnih, lamatornih, stanih i bubreznih
biomarkera, i koncentracije hsCRP, kao indikatoaadlovaskularnog rizika, ispitana je
logistickom regresijom. Prediktivni potencijal faktorskikosova (koji se izré&unavaju u
okviru faktorske analize za svakog odesnika i za svaki od faktora) za koncentracije
hsCRP >1 mg/L, >2 mg/L i >3 mg/L ispitani su u wamabilnoj analizi svakog od pet
faktora pojedin&no i u sklopu multivarijabilnog modela sa svim faitna zajedno. U
Tabeli XXIX prikazani su rezultati binarne logidte regresione analize. Prediktivni
potencijal svih faktora bio je ¥e u multivarijabilnom modelu, nego u pojedimam.
Takade, najbolju prediktivnu vrednost model sa svih fagtora imao je za koncentracije
hsCRP>1 mg/L, dok se ztgnost potpuno izgubilaP&0,05) za ,kardiorenalni faktor” i

~aterogeni holesterol* u predikciji koncentracija mg/L i >3 mg/L.

Uporeiena je i sposobnost logidtog regresionog modela zasnovanog na izdvojenih pet
faktora sa dva multivarijabilna logigka modela, prvi koji ukljtuje 19 parametara
podvrgnutih faktorskoj analizi i drugi sa 31 poldzbiomarkera kardiovaskularnog rizika,
u predikciji prisustva koncentracija hsCRP koje ai§a na umereno povisen i visok rizik.
ROC Receiver Operating Characterisficanaliza sposobnosti logigtih modela da
predvide koncentracije hsCRP >1 mg/L, >2 mg/L img/L prikazana je n&likama 5-7.
Poretenje povrsina ispod ROC krivihnArea Under the ROC Curv&UC) tri logisticka
modela za ispitivane tri koncentracije hsCRP pidkex je uTabelama XXX-XXXII.
Logisticki model 5 faktora sa AUC=0,889 nije se statlstiznatajno razlikovao u
predvidanju koncentracije hsCRP>1 mg/L od modela sa 3lazmih parametara
(AUC=0,922) i od modela sa 19 parametara «klnih u faktorsku analizu (AUC=0,915)
(P=0,2113 iP=0,3359, redom). M#autim, razlika izm@du tri ispitivana logisttka modela je
bila statistéki znatajna u preddanju vrednosti hsCRP>2 mg/L i hsCRP>3 mg/L. Naime,

120



za koncentracije hsCRP>2 mg/L AUC modela sa 5 fakimnosila je 0,863, Sto je bilo
statisteki znatajno razltito od modela sa 31 parametrom (AUC=0,9P80,0203), dok

razlika nije bila zn&jna u poréenju sa modelom sa 19 parametara (AUC=0,914;

Tabela XXVIII  Klasteri identifikovani faktorskom analizom na osnokoeficijenata

korelacije izméu faktora i promenljivih factor loading >0,50

Faktor

Sistemska Kardiorenalni  Aterogeni  Hemodinamski Metabolcki
Parametar inflamacija holesterol
Starost 0,133 0,118 0,334 0,782 0,007
Pol 0,006 -0,618 -0,058 0,163 -0,397
BMI 0,474 0,315 0,255 0,360 0,367
Sistolni krvni pritisak 0,210 0,263 0,263 0,057 0,277
HDL holesterol -0,076 -0,158 0,009 0,086 -0,818
LDL holesterol 0,138 0,007 0,936 0,073 -0,037
nonHDL holesterol 0,170 0,121 0,920 0,073 0,236
Log trigliceridi 0,153 0,292 0,422 0,024 0,636
Fibrinogen 0,520 -0,199 0,106 0,474 0,329
Log SAA 0,675 0,091 -0,070 0,228 -0,097
A1AGP 0,774 0,144 0,051 -0,099 0,169
Haptoglobin 0,579 -0,110 0,048 0,283 0,042
C3 0,732 0,265 0,254 -0,059 0,156
C4 0,737 0,064 0,221 -0,086 0,156
Log NT-proBNP -0,012 -0,200 -0,128 0,761 -0,141
Log hs-cTnT -0,062 0,544 -0,015 0,361 -0,285
Log Kreatinin 0,082 0,840 0,007 -0,196 0,109
Log Cys-C 0,150 0,638 0,024 0,405 0,245
Mokracna kiselina 0,264 0,730 0,236 -0,089 0,187

Istaknuti su koeficijenti korelacije faktora i premljivih >0,50; odnosno <-0,50.
BMI, indeks telesne mase; SAA, serumski amiloidALAGP, as-kiseli glikoprotein; C3, C3 komponenta
komplementa; C4, C4 komponenta komplementa; NT-N®Bamino terminalni pro-natriuretski peptid tip

B; hs-cTnT, stani troponin T odréen visoko osetljivom metodom; Cys-C, cistatin C.

P=0,0808). U predikciji koncentracija hsCRP>3 mgfaktorski model sa AUC=0,883,
statistEki se zn&ajno razlikovao od oba modela sa pojedma parametrima (za model sa
31 parametrom: AUC=0,954P=0,0072; za model sa 19 parametara: AUC=0,949;
P=0,0142).
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Tabela XXIX Binarna logisttka regresiona analiza povezanosti faktorskih skarsa
umereno povisenim i visokim koncentracijama hsCRPrg/L, >2 mg/L, >3 mg/L)

Oddsratio 95% ClI P

hsCRP > 1 mg/L

Modeli sa pojedingnim faktorima

Sistemska inflamaci 4,821 3,22-7,21¢ <0,001
Kardiorenalni faktc 1,23¢ 0,962-1,58¢ 0,09¢
Aterogeli holesterc 1,45¢ 1,11¢1,88¢ 0,00¢
Hemodinamski faktc 1,44: 1,112-1,87: 0,00¢
Metaboligki faktor 1,47¢ 1,13¢<1,91: 0,00:
Model sa pet faktora

Sistemska inflamaci 6,52¢ 4,05¢-10,50: <0,001
Kardiorenalni faktc 1,44: 1,041-1,997 0,02¢
Aterogeli holesterc 1,75¢ 1,23=2,50( 0,00z
Hemodinamski faktc 1,90¢ 1,32¢2,73: <0,001
Metaboligki faktor 1,09( 1,35¢2,701 <0,00]

hsCRP > 2 mg/L

Modeli sa pojedingnim faktorima

Sistemska inflamaci 4,707 3,1067,13: <0,001
Kardiorenalni faktc 1,07¢ 0,821+1,41( 0,59¢
Aterogeli holesterc 1,05: 0,80%1,38( 0,70¢
Hemodinamski faktc 1,34( 1,025-1,75¢ 0,03:
Metaboliki faktor 1,37¢ 1,04-1,82¢ 0,02t
Model sa pet faktora

Sistemska inflamaci 5,357 3,406-8,42¢ <0,00]
Kardiorenalni faktc 1,14¢ 0,82%1,59¢ 0,41:
Aterogeli holesterc 1,08( 0,77+1,502 0,64¢
Hemodinamski faktc 1,58: 1,122-2,23¢ 0,00¢
Metaboliki faktor 1,60¢ 1,12¢-2,291 <0,001

hsCRP > 3 mg/L

Modeli sa pojedingnim faktorima

Sistemska inflamaci 5,057 3,16%8,05: <0,001
Kardiorenalni faktc 0,89¢ 0,654-1,227 0,49:
Aterogeli holesterc 1,13 0,8341,53¢ 0,42¢
Hemodinamski faktc 1,33¢ 0,992-1,801 0,057
Metaboligki faktor 1,59¢ 1,153-2,20¢ 0,00t
Model sa pet faktora

Sistemska inflamaci 6,10: 3,57¢-10,40¢ <0,00]
Kardiorenalni faktc 0,87¢ 0,591-1,29¢ 0,50¢
Aterogeli holesterc 1,26¢ 0,871,831 0,21:
Hemodinamski faktc 1,61t 1,08¢&-2,39i 0,017
Metaboligki faktor 1,99¢ 1,302-3,05¢ 0,00z
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hsCRP>1 mg/L
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1 - specifi¢nost

Slika 5. ROC analiza tri logistka modela za predikciju nivoa hsCRP>1 mg/L

Tabela XXX Poreienjepovrsina ispod ROC krivinArea Under the ROC CurvAUC) tri
logisticka modela za predikciju nivoa hsCRP>1 mg/L

Logisti¢ki AUC  95% Cl SE  AAUC* zscore P
model
5 faktora 0889 0.849-0929 0,021 i i i

19 parametara 0,915 0,880-0,949 0,017 -0,026 -0,9620,3359

31 parametar 0,922 0,890-0,954 0,016 -0,033 -1,250 0,2113

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnih modela sa 31, odnosno 19 mitaz
parametara.
** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.

123



hsCRP>2 mg/L
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Slika 6. ROC analiza tri logistka modela za predikciju nivoa hsCRP>2 mg/L.

Tabela XXXI PoreienjepovrsSina ispod ROC krivihnArea Under the ROC CurvéUC)
tri logisticka modela za predikciju nivoa hsCRP>2 mg/L

Logisti¢ki

AUC 95% ClI SE A AUC* zscore p**
model

5 faktora 0,863 0,818-0,908 0,023 - - -
19 parametara 0,914 0,878-0,950 0,018 -0,051 -1,7460,0808

31 parametar 0,928 0,896-0,959 0,016 -0,065 -2,320 0,0203

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnih modela sa 31, odnosno 19 mitaz
parametara.
** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.
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hsCRP>3 mg/L
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Slika 7. ROC analiza tri logistka modela za predikciju nivoa hsCRP>3 mg/L.

Tabela XXXIlI Poretenjepovrsina ispod ROC krivinArea Under the ROC CurvaUC)
tri logisticka modela za predikciju nivoa hsCRP>3 mg/L

Logisti¢ki

AUC 95% ClI SE A AUC* zscore p**
model

5 faktora 0,883 0,838-0,928 0,023 - - -
19 parametara 0,949 0,922-0,976 0,014 -0,066 -2,4510,0142

31 parametar 0,954 0,928-0,979 0,013 -0,071 -2,687 0,0072

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnih modela sa 31, odnosno 19 mitaz
parametara.
** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.
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U cilju utvrdivanja povezanosti hsCRP i ispitivanih biomarkesaatgoritmima procene
kratkoranog i dugoronog rizika, izvedena je faktorska analiza sa patanmea koji ne
ulaze u njihovo izrunavanje, ukljauju¢i i hsCRP. U poréenju sa prethodnom analizom,
isklju¢eni su pol, starost, BMI, ukupan i HDL holesteraistolni krvni pritisak. U analizu
su ovom prilikom ukljgeni apo A-l, apo B i Lp(a). Rezultati Spearmanoweeekacione
analize prikazani su Wabeli XXXIII. Determinanta korelacione matrice bila je 1,74%10
$to je >10 i znasi da nije bila prisuthna multikolinearnost ili sirgmost izmeu 18
ispitivanih parametara. Dobijena vredngdtBartlettovim testom sfefhosti iznosila je
2730,936 P<0,0001), Sto ukazuje da je u matrici prisutan djawo broj zn&ajnih
korelacija za izvdenje faktorske analize. Vrednost KMO od 0,76 jevatib da je velina
uzorka adekvatna da obezbedi stabilne korelaaij@ia promenljivih. Rezultati faktorske

analize prikazani su Tiabelama XXXIVY XXXV.

Faktorskom analizom je od 18 polaznih parametaemtifikovano 5 klastera, odnosno
glavnih komponenti (faktora). Izdvojenim komponenga objasSnjeno je 67,4% ukupne
varijacije i to 29,7% faktorom 1; 12,5% faktorom12%,0% faktorom 3; 7,6% faktorom 4 i
6,7% faktorom 5. Faktori su oztemni kao 1) ,sistemska inflamacijakoji obuhvata

hsCRP, fibrinogen, SAA, A1AGP, haptoglobin, C3 i €dmponentu komplementa; 2)

»aterogena dislipidemija koji grupiSe LDL i non-HDL holesterol, apo B iigliceride; 3)

.Kardiorenalni faktot, gde se nalaze kreatinin, mokra kiselina, Cys-C i hs-cTnT; 4)

~-hemodinamski faktdt gde je izdvojen NT-proBNP; i 5)  lipoproteinsfaktor’, sa apo A-

I'i Lp(a). Svi parametri su bili u pozitivnoj kosatiji sa odgovarajiim faktorom.

Logistickom regresijom je ispitana veza izéoefaktora, izdvojenih iz grupe od 18 lipidnih,
inflamatornih, s¢anih i bubreznih biomarkera koji nisu ukigni u algoritme procene
rizika. Prediktivni potencijal faktorskih skorovaa zFRS>10%, globalni FRS>10% i
povean 30-godisnji rizik za ,kompletnu KVB* i ,teSku KB* ispitani su u univarijabilnoj
analizi svakog od pet faktora pojedina i u sklopu multivarijabilnog modela sa svim
faktorima zajedno. Rezultati binarne logike regresione analize prikazani sTabelama

XXXVEXXXVII.  Prediktivni potencijal svih faktora bio je &eu multivarijabilnim
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Tabela XXXIII Spearmanova korelaciona analiza 18 parametaranigji ukljuteni u algoritme skorova rizika u populacijasnika
(N=242)
CRP LDL nonHDL TG apoA-I apoB Lp(a) Fib SAA A1AG HPT C3 C4 proBNP cTnT Kreat. CysC
rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P) rho (P)
LDL 0,280
(<0,001)
non 0,377 0,887
HDL  (<0,001 (<0,001
TG 0,362 0,343 0,664
(<0,001) (<0,001) (<0,001)
apoAl -0,104 0,026 -0,107 -0,289
(0,096) (0,682) (0,088) (<0,001)
apoB 0,380 0,843 0,940 0,658 -0,148
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,017)
Lp(a) 0,011 0,221 0,153 -0,024 0,098 0,155
(0,863  (<0,00) (0,014)  (0,701)  (011€) (0,019
Fib 0,519 0,233 0,287 0,297 -0,059 0,257 0,019
: (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,342) (<0,001) (0,765)
SAA 0,580 0,091 0,139 0,157 0,012 0,143 -0,031 0,370
(<0,001) (0,145) (0,026) (0,011) (0,854) (0,022) (0,618) (<0,001)
ALAG 0,588 0,221 0,271 0,287 -0,196 0,300 0,116 0,330 0,399
(<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,00)  (0,C02) (<0001) (0,064 (<0,00) (<0,00J)
HPT 0,406 0,146 0,166 0,174 -0,016 0,180 0,032 0,416 0,278 0,389
(<0,001) (0,019) (0,008)  (0,005) (0,799) (0,004) (0,612) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
c3 0,534 0,304 0,384 0,405 -0,099 0,408 0,104 0,365 0,383 0,598 0,316
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,013) (<0,001) (0,095) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001)
ca 0,461 0,291 0,315 0,253 -0,057 0,303 0,083 0,304 0,358 0,551 0,301 0,570
(<0,001 (<0,001 (<0,001 (<0,00)) (0,3€1) (<0,001 (0,187 (<0,00) (<0,00) (<0,001 (<0,001 (<0,001
pro 0,008 0,011 -0,066 -0,167 0,108 -0,073 -0,015 0,139 0,094 -0,150 0,120 -0,185 -0,040
BNP (0,892 (0,862 (0,295 (0,009 (0,087 (0244 (0,815 (0,026 (0,137  (0016) (0,054 (0003 (0,529
cTnT -0,029 0,019 0,030 0,068 0,033 0,096 0,071 -0,172 0,041 -0,061 0,040 0,030 -0,017 0,084
(0,645) (0,762) (0,637) (0,279) (0,597) (0,125) (0,258) (0,006) (0,511) (0,330) (0,524) (0,634) (0,786)  (0,178)
Kreat 0,105 0,077 0,184 0,276 -0,181 0,197 0,055 -0,114 0,052 0,211 -0,029 0,305 0,143 -0,280 0,222
(0,093  (0,21§ (0,009 (<0,00)) (0,009 (0,009 (0,373 (0,06 (0404 (0,001 (0,639 (<0,001  (0,02) (<0,001 (<0,001
CysC 0,352 0,184 0,303 0,383 -0,120 0,305 0,017 0,216 0,161 0,274 0,092 0,262 0,172 0,021 0,181 0,542
(<0,001 (0,009 (<0,001 (<0,00) (0,058  (<0,001 (0,78%)  (<0,00) (0,010 (<0,001  (0,142) (<0,001 (0,00 (0,739 (0,009  (<0,00))
MK 0,292 0,229 0,393 0,462 -0,185 0,426 0,075 0,060 0,219 0,337 0,106 0,423 0,277 -0,208 0,163 0,631 0,507
(<0,001) (<0,001) (<0,001) (<0,001) (0,003) (<0,001) (0,231) (0,335) (<0,001) (<0,001) (0,089) (<0,001) (<0,001) (0,001) (0,009) (<0,001) (<0,001

)

Determinanta korelacione matrice: 1,74X1GRP, C-reaktivni protein; nonHDL, non-HDL holeste LDL-C, LDL holesterol; TG, trigliceridi; apoAlapolipoprotein A-I;
apoB, apolipoprotein B; Lp(a), lipoprotein (a), Fifibrinogen; SAA, serumski amiloid A; /AGP, aj-kiseli glikoprotein; HPT, haptoglobin; C3, C3 koomenta
komplementa; C4, C4 komponenta komplementa; proBitino terminalni pro-natriuretski peptid tip B;r€l, skani troponin T; Kreat., kreatinin; CysC, cistatin @K,

mokratna kiselina.
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modelima, nego u pojeditiaim. U predikciji vrednosti pov@nog rizika na osnovu FRS

(>10%), faktor ,sistemske inflamacije” nije imaaassticki znataj, dok je kod globalnog

FRS to bio slaaj sa ,lipoproteinskim faktorom®. Kod procene 30dginjeg rizika i od

.kompletne® i od ,teSke" KVB, za vrednosti iznad topalnih/normalnih za odgovaraju

pol i starost ,hemodinamski faktor” nije imao ss#itiki znatajan prediktivni potencijal.

Tabela XXXIV Procenat ukupne varijacije objasnjen izdvojenintdakna

Pre ekstrakcije faktora

Posle ekstrakcijefaktora

Posle rotacije-

faktor [ R % kumulativn | . R % kumulativn | . R % kumulativn
eigenvalue A 0 eigenvalue A eigenvalue G
varijacije %) varijacije % varijacije %
1 5,33 29,65: 29,65: 5,331 29,65: 29,65: 3,65¢ 20,31« 20,31«
2 2,244 12,467 42,11¢ 2,24¢ 12,467 42,11¢ 3,29t 18,30¢ 38,61¢
3 1,98¢ 11,02¢ 53,14¢ 1,98¢ 11,02¢ 53,14¢ 2,29( 12,72t 51,34
4 1,36( 7,55: 60,70( 1,36( 7,558 60,70( 1,58:¢ 8,79¢ 60,13¢
5 1,20: 6,681 67,38: 1,20z 6,681 67,38: 1,30¢ 7,24: 67,38:
6 0,88¢ 4,917 72,29¢
7 0,82: 4,57¢ 76,87
8 0,70¢ 3,93¢ 80,81:
9 0,65¢ 3,631 84,44
10 0,55¢ 3,08 87,52«
11 0,50¢ 2,80¢ 90,32¢
12 0,431 2,39; 92,72:
13 0,37t 2,08¢ 94,80°
14 0,31( 1,724 96,53(
15 0,30: 1,68¢ 98,21¢
16 0,23¢ 1,32¢ 99,54:
17 0,061 0,341 99,88:
18 0,021 0,11¢ 100,00(

* Eigenvalue -karakteristtni koren; predstavlja relativhu snagu svakog odsagehih faktora na osnovu

procenta ukupne varijacije objaSnjene njime; izdjage faktori sa vredné@s >1.

T Rotacija optimizira strukturu faktora zbdgga se relativni ziaj (% varijacije) izdvojenih faktora

izjednaava.
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Tabela XXXV Klasteri identifikovani faktorskom analizom na osookoeficijenata
korelacije izméu faktora i promenljivih factor loading >0,50

Faktor

_Slstems_l_<a Aterogena Kardiorenalni Hemodinamski Lipoproteinski
Parametar inflamacija  dislipidemija
LDL holesterol 0,129 0,904 -0,019 0,033 0,220
Non-HDL holesterol 0,183 0,962 0,107 -0,034 -0,014
Log trigliceridi 0,202 0,577 0,313 -0,153 -0,439
Apo A-l -0,058 -0,068 -0,130 0,173 0,672
Apo B 0,187 0,943 0,139 -0,039 -0,004
Lp(a) 0,066 0,183 0,105 -0,112 0,700
Log CRP 0,788 0,180 0,135 0,112 -0,115
Fibrinogen 0,614 0,220 -0,073 0,406 -0,209
Log SAA 0,675 -0,052 0,159 0,228 -0,022
A1AGP 0,770 0,078 0,115 0,115 0,006
Haptoglobin 0,588 0,109 -0,027 0,269 0,030
C3 0,705 0,246 0,207 -0,268 0,015
C4 0,713 0,175 -0,004 -0,220 0,101
Log NT-proBNP 0,058 -0,072 -0,010 0,805 0,083
Log hs-cTnT -0,085 -0,008 0,616 0,326 0,140
Log Kreatinin 0,054 0,033 0,789 -0,388 -0,038
Log Cys-C 0,235 0,121 0,742 0,160 -0,112
Mokracna kiselina 0,240 0,279 0,690 -0,310 -0,104

Istaknuti su koeficijenti korelacije faktora i premljivin >0,50; odnosno <-0,50.

Tabela XXXVI

vrednostima 10-godiSnjeg kardiovaskularnog rizik@% na osnovu FRS

Binarna logisitka regresiona analiza povezanosti faktorskih skares

FRS>10%

Oddsratio 95% ClI P
Modeli sa pojedinénim faktorima
Sistemska inflamacija 1,213 0,874-1,683 0,248
Aterogena dislipidemija 2,755 1,902-3,990 <0,001
Kardiorenalni faktor 1,782 1,277-2,485 0,001
Hemodinamski faktor 1,702 1,215-2,385 0,002
Lipoproteinski faktor 0,766 0,548-1,071 0,119
Model sa pet faktora
Sistemska inflamacija 1,224 0,804-1,862 0,346
Aterogena dislipidemija 3,726 2,371-5,857 <0,001
Kardiorenalni faktor 2,170 1,441-3,268 <0,001
Hemodinamski faktor 1,909 1,300-2,805 0,001
Lipoproteinski faktor 0,686 0,434-1,017 0,060
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Tabela XXXVII Binarna logistika regresiona analiza povezanosti faktorskih skeissy
vrednostima globalnog 10-godiSnjeg kardiovaskulgrripika >10% na osnovu globalnog
FRS

Globalni FRS>10%

Oddsratio 95% CI P
Modeli sa pojedinénim faktorima
Sistemska inflamacija 1,435 1,094-1,881 0,009
Aterogena dislipidmija 2,640 1,897-3,673 <0,001
Kardiorenalni faktor 1,708 1,292-2,259 <0,001
Hemodinamski faktor 1,896 1,406-2,557 <0,001
Lipoproteinski faktor 0,932 0,714-1,217 0,606
Model sa pet faktora
Sistemska inflamacija 1,693 1,196-2,397 0,003
Aterogena dislipidemija 3,265 2,242-4,754 <0,001
Kardiorenalni faktor 2,046 1,458-2,871 <0,001
Hemodinamski faktor 2,294 1,604-3,282 <0,001
Lipoproteinski faktor 0,888 0,641-1,231 0,476

Uporeiena je i sposobnost logidtog regresionog modela zasnovanog na izdvojenih pet
faktora sa multivarijabilnim logistkim modelom sa 18 polaznih parametara koji nisu
uklju¢eni u algoritme procene rizika, u predikciji vredtio FRS>10%, globalnog
FRS>10% i povéanog 30-godiSnjeg rizika za ,kompletnu KVB* i ,tasiKVB*. ROC
(Receiver Operating Characteristi@naliza sposobnosti logigih modela da predvide
rezultate procene rizika na osnovu algoritama peka je naSlikama 8-11Poreienje
povrsina ispod ROC krivinArea Under the ROC CurvAUC) Cetiri logisticka modela za
ispitivane poviSene vrednosti rizik skorova prikazge uTabelama XXXIX-XLII.

Logisticki model sa 5 faktora nije se stafi&ii razlikovao u predvanju vrednosti
ispitivanih algoritama procene rizika koji ukazuja povéan kardiovaskularni rizik, posto
AUC ni u jednom sldaju nisu bili statistiki znaajno razléiti od onih dobijenih modelom

sa 18 pojedinaih, polaznih parametara.
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Tabela XXXVIII Binarna logisitka regresiona analiza povezanosti faktorskih slkasay

vrednostima 30-godisnjeg kardiovaskularnog rizika,kompletnu“ i ,teSku“ KVB iznad

optimalnih/normalnih za odgovar&jyol i starost

Oddsratio

95% ClI

P

30-godisniji rizik za ,kompletnu KVB*> opt/norm

Modeli sa pojedinénim faktorima
Sistemska inflamacija
Aterogena dislipidemija
Kardiorenalni faktor
Hemodinamski faktor
Lipoproteinski faktor

Model sa pet faktora
Sistemska inflamacija
Aterogena dislipidemija
Kardiorenalni faktor
Hemodinamski faktor
Lipoproteinski faktor

1,540
4,176

1,836
0,852

0,574

1,892
5,590

2,240
0,776

0,453

1,111-2,137
2,575-6,774

1,282-2,629
0,619-1,172

0,411-0,803

1,279-2,797
3,131-9,978

1,403-3,577
0,493-1,223

0,292-0,704

0,010
<0,001

0,001
0,326

0,001

0,001
<0,001
0,001
0,275
<0,001

30-godisnji rizik za ,teSku KVB“> opt/norm

Modeli sa pojedinénim faktorima
Sistemska inflamacija
Aterogena dislipidemija
Kardiorenalni faktor
Hemodinamski faktor
Lipoproteinski faktor

Model sa pet faktora
Sistemska inflamacija
Aterogena dislipidemija
Kardiorenalni faktor
Hemodinamski faktor
Lipoproteinski faktor

1,711
4,255
1,776
0,836
0,591

2,199
5,931
2,183
0,749
0,471

1,232-2,377
2,637-6,868
1,256-2,512
0,612-1,143
0,427-0,819

1,473-3,285
3,309-10,633
1,380-3,454
0,477-1,178
0,306-0,724

0,001
<0,001
0,001
0,261
0,002

<0,001
<0,001

0,001
0,211

0,001

KVB, kardiovaskularna bolest; opt/norm, optimalarmalan rizik.
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Slika 8. ROC analiza dva logistka modela za predikciju vrednosti FRS>10%.

Tabela XXXIX PoreatenjepovrSina ispod ROC krivinArea Under the ROC CurvAUC)
dva logistéka modela za predikciju vrednosti FRS>10%

Logisti¢ki AUC  95% Cl SE  AAUC* zsore P
model
5 faktora 0864 0812-0916 0,026 i i i

18 parametara 0,891 0,842-0,940 0,025 -0,027 -0,7490,4541

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnog modela sa 18 polaznih pararaeta

** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.
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globalni FRS>10%
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Slika 9. ROC analiza dva logistka modela za predikciju vrednosti globalnog FRS>10%

Tabela XL PoreienjepovrSina ispod ROC krivinArea Under the ROC CurvAUC) dva
logisticka modela za predikciju vrednosti globalnog FRS>10%

Logisti¢ki AUC  95% Cl SE  AAUC* zsore P
model
5 faktora 0862 0815-0908 0,024 i i i

18 parametara 0,889  0,847-0,9310,022 -0,027 -0,829 0,4069

*Razlika izm@u AUC faktorskog logistikog modela i zbirnog modela sa 18 polaznih pararaeta
** P<0,05 — statistiki znatajna razlika izméu AUC.
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"kompletan" rizik > opt/norm
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Slika 10. ROC analiza dva logistka modela za predikciju vrednosti 30-godiSnjeg
kardiovaskularnog rizika za pojavu ,kompletne* KVignad optimalnih/normalnih za
odgovarajdi pol i starost

Tabela XLI Poreienje povrsina ispod ROC krivihArea Under the ROC Curvé&UC)
dva logisttka modela za predikciju vrednosti 30-godiSnjeg laraskularnog rizika za

pojavu ,.kompletne* KVB iznad optimalnih/normalnila odgovarajéi pol i starost

Logisti¢ki AUC  95% Cl SE  AAUC* zscore P
model
5 faktora 0881 0,834-0,928 0,024 i i i

18 parametara 0,892  0,845-0,9400,024 -0,011 -0,324 0,7459

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnog modela sa 18 polaznih pararaeta

** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.
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"tezak" rizik > opt/norm
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Slika 11. ROC analiza dva logistka modela za predikciju vrednosti 30-godiSnjeg

kardiovaskularnog rizika za pojavu ,teske* KVB izhaoptimalnih/normalnih za
odgovarajdi pol i starost

Tabela XLII Poretenjepovrsina ispod ROC krivihArea Under the ROC Curvé&UC)
dva logisttka modela za predikciju vrednosti 30-godiSnjeg laraskularnog rizika za

pojavu ,teSke* KVB iznad optimalnih/normalnih zagmvaraji pol i starost

Logisti¢ki AUC  95% Cl SE  AAUC* zscore P
model
5 faktora 0888 0844-0933 0,023 i i i

18 parametara 0,901  0,857-0,9450,022 -0,013 -0,408 0,6829

*Razlika izméu AUC faktorskog logistikog modela i zbirnog modela sa 18 polaznih pararaeta

** P<0,05 — statistki znatajna razlika izméu AUC.
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5. DISKUSIJA

Vodei uzrok mortaliteta u razvijenim zemljama sveta aampredstavljaju KVB. Iz tog
razloga, kao prioriteti zdravstvene zastite n&mse mere prevencije rizika, detekcije i
tretmana faktora rizika, rane identifikacije i fgija sKanog i mozdanog udara i prevencija
rekurentnih kardiovaskularnih dodga. Prema tome, od kitie vaznosti je identifikacija
biomarkera koji¢ce omoguiti bolje prepoznavanje pacijenata sa koronarnortedpo,

odnosno onih koji mogu imati koristi od intenzivnimgtmana u primarnoj prevenciji.

Postoje brojne preporuke u okviru nacionalnih ¥adia prevenciju i keenje KVB, kao Sto
je ameréki NCEP ATP Il (18) i smernice Komiteta Evropskadruzenja kardiologa za
klinicke vodte (27). Njihov cilj je da identifikuju viSe asimptatskih osoba, naizgled bez
klinickin simptoma KBS, ali sa dovoljno visokim rizikoma zpojavu koronarnih
komplikacija u budénosti, kod kojih¢e biti opravdana primena intenzivnih mera redukcije
rizika. U okviru ovih preporuka definisani su sgewii faktori rizika, ukljuitujuci ukupan,
LDL i HDL holesterol, koji su inkorporirani u algbme procene rizika za pojavu KVB,
kao Sto je FRS (8). Mimtim, pokazalo se da ovi prediktivni modeli zasnavaa
konvencionalnim faktorima rizika imaju &aost manju od &kivane, jer i pored njihove
primene zn&ajan procenat kardiovaskularnih komplikacija ostegdetektovan u primarnoj
prevenciji. 1z tog razloga neprekidno se traze nkwierijumi kojima ¢e se poboljSati
procena kardiovaskularnog rizika (216). To swobinovi biomarkeri, koji se oztavaju i
kaoemerging odnosno ,u nastajanju®, zato Sto su povezanios@janim rizikom za KVB,
ali njihov uzr@ni, nezavisni i kvantitativni doprinos KVB nije thb dobro dokumentovan
kao u sldaju ve& dugo ustanovljenih faktora rizika — dislipidemijpoviSenog krvnog
pritiska i puSenja. Biomarkeri ,,u nastajanju” nenaja biti novi u smislu nedavnog otka,
veé to moze biti i od ranije poznati marker za kojitelt nedavno postali dostupni dokazi

da je efikasan i nezavisan u identifikaciji rizikgpracenju terapije (217).

Upotreba tradicionalnih faktora rizika na osnoviammih preporuka zasnovana je na

snaznim dokazima o njihovoj ulozi u patogenezi K\WBdutim, uloga novih faktora rizika
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u primarnoj prevenciji nije toliko jasna i pre rmpwog uvaienja u klintku praksu
neophodna je njihova kritka procena na osnovu odemih kriterjuma — da li postoje
odgovarajde analittke metode za njihovo odtwanje, da li nose dodatnu informaciju u

odnosu na postaje testove i da kte doprineti boljem tretmanu pacijenta (50).

Uloga inflamacije u patofiziologiji ateroskleroze postala opSte prihg@na u poslednjoj
deceniji (56). Iz tog razloga ispitivan je velikrdp biomarkera inflamacije u proceni
kardiovaskularnog rizika, ali se od svih izdvojisGRP kao najviSe préavan. Brojni
eksperimenti su potvrdili ulogu hsCRP u reguladijnkcije endotelnihéelija, glatkih
miSi¢nih ¢elija i monocita/makrofaga, u biologiji matriks&aeagulaciji, Sto moze doprineti
aterogenezi (57). TaKe, rezultati brojnih prospektivnih studija obezlbedu dokaze o
povezanosti viSih koncentracija hsCRP sa kardiavaskim komplikacijama u budunosti
(pre svega KBS i Slog) nezavisno od tradicionalfaktora rizika. Na osnovu toga,
CDC/AHA i NACB u svojim preporukama za upotrebu imowiomarkera u primarnoj
prevenciji, navode oddévanje hsCRP kod osoba sa intermedijernim rizikawcpnjenim
na osnovu standardnih algoritama (10-20%), kodhkigjpor preventivnog tretmana nije
jasno definisan (106, 187). Vrednosti <1,0 mg/Lntifékuju osobe sa niskim rizikom,
izmedu 1,0 i 3,0 mg/L one sa umerenim rizikom i vredno$t mg/L identifikuju osobe sa

visokim rizikom, Sto odgovara tercilnim vrednostihatribucije u zdravoj populaciji.

Posto je u svrhu procene rizika neophodno klasrikioosobe u kategorije koti8njem
specifenih cut offvrednosti, analitike metode koje se koriste moraju da budu pouzdane u
odrefivanju niskih koncentracija hsCRP. To podrazumesieatene kriterijume u smislu
granice detekcije i reproducibilnosti, odnosno ee@nosti odréivanja, koja bi trebalo da
bude <10% u celom opsegu linearnosti testa (1¥1)od razloga, u ovom radu su prvo
ispitane analitike karakteristike imunoturbidimetrijske metode koga koristila za
odrefivanje hsCRP. Talde, analizirano je i njeno slaganje u Klasifikadijzika sa
imunonefelometrijskom metodom koja je prva odobredastrane ametke Administracije

za hranu i lekove Hood and Drug AdministrationFDA) za upotrebu u proceni

kardiovaskularnog rizika.
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Ateroskleroza je bolest uslovljena brojnim faktoainPored hrone inflamacije niskog
intenziteta i dislipidemije, kao veustanovljenih¢inilaca, sve je viSe podataka o drugim
faktorima koji odrazavaju intenzitet aterosklerdatsgrocesa i koji bi mogli da identifikuju
doprinos kardiovaskularnom riziku koji ne pg@tiod tradicionalnih faktora rizika. U ovom
radu izdvojeni su moktéaa kiselina, markeri bubrezne funkcije, pre svegatnin, Cys-C

I jacina glomerularne filtracije procenjena jedmama u koje su oni inkorporirani, i
parametri funkcije srca — NT-proBNP, kao pokazataljlozenosti miokarda
hemodinamskom stresu, i hs-cTnT, kao marker neknoip&arda. Ovi parametri, zajedno
sa apolipoproteinima i drugim proteinima osetljivira inflamaciju, analizirani su u smislu
povezanosti sa hsCRP, kaoé¢vestanovljenog biomarkera proaterogenog metakmd
stanja. Ispitana je i raspodela rizika u ispitijapopulaciji procenjenog na osnovu tri
algoritma zasnovana na tradicionalnim faktorimiaz vrednosti hsCRP. S obzirom da je
veliki broj ispitivanih parametara u mh@sobnoj korelaciji, primenjena je faktorska angliza
metoda analize glavnih komponenti, kojom su izdwojgezavisni faktori. Tako dobijeni
faktori predstavljaju linearnu kombinaciju polazngarametara koja odgovara jednoj
dimenziji u patofizioloSkom procesu ateroskleroZeakaie, faktorskom analizom je
ispitana i povezanost biomarkera, ukljuci i hsCRP, sa povanim 10-godiSnjim i 30-

godisnjim rizikom procenjenim na osnovu algoritama.

5.1. ANALITI CKE KARAKTERISTIKE METODE  VISOKE
OSETLIJIVOSTI ZA ODRE DIVANJE CRP

Zahtevi u pogledu analikih karakteristika metoda za odreanje CRP su se zéano
promenili otkako je priznata njegova uloga kao piagiickog markera KVB. To su zahtevi
koji se odnose pre svega na nepreciznostdodasja, poSto je potrebna éee osetljivost
testova za merenje koncentracija CRP koje se smatoamalnim u smislu péenja akutne
inflamacije, odnosno koje su u okviru referentnoggeivala tradicionalnih testova (<10
mg/L). Iz tog razloga dizajniran je veliki broj tesa visoke osetljivosti za odtvanje

CRP radi procene kardiovaskularnog rizika (111, -2P8®). Zbog niskih vrednosti
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neophodnih za procenu rizika na osn@ut off koncentracija od 1 mg/L i 3 mg/L prema
CDC/AHA i NACB preporukama, neophodno je da metadeodrédivanje hsCRP bude

standardizovane za vrednosti u intervalu 0,2-1Q.mg/

Predlozeno je da neophodna nepreciznost hsCRPzZasttatifikaciju rizika od KVB pri
koncentraciji od 0,2 mg/L budel0% i da granica detekcije bude ~0,1 mg/L (111).
Analizom osam serumskilpootova u opsegu koncentracija hsCRP 0,2-10,0 mg/L
Olympusimunoturbidimetrijskim testom dobijeni su koefamiti varijacije <10% i u seriji i

iz dana u dan. Dobijeni koeficijenti varijacije kaé su se u intervalu 0,38-8,16% u seriji i
3,68-9,63% iz dana u daifgbela VIII) Posto je dobijena nepreciznost <10% u celom
ispitivanom opsegulympusimunoturbidimetrijski test zadovoljava definisakrgerijume

u pogledu reproducibilnosti za procenu kardiovasindg rizika. Takde, test zadovoljava

I u pogledu osetljivosti, odnosno dobijena je gecardetekcije od 0,11 mg/L.

Olympus imunoturbidimetrijska metoda je bila u dobroj kaa&)i sa
imunonefelometrijskonDade Behring CardioPhasefisCRP metodom, prep@enom od
strane FDA, u opsegu koncentracija 0,15-10,0 m{. su potvrdile i ponderisana
Demingova regresiona analiza i Bland-Altman dijagraazlika Glika 3. Koeficijent
korelacije dobijen ponderisanom Demingovom rego@sijiznosio je r=0,992. Ni
sistematska ni procentualna greSka nisu bile stdlignatajne. Srednja vrednost relativne
razlike na Bland-Altman dijagramu iznosila je —®00 ((95% CI = -0,082 — 0,078%).
Student t-test razlike parova odreanja pokazao je da dobijena razlika nije statisti
zn&ajna. Melutim, dijagram relativnih razlika je pokazao rasigavee od 2Sd kod
koncentracija >5 mg/L. Ovo moze biti posledica ikalu kalibraciji (111, 218-222),
faktora karakteristnih za individualne uzorke ili metodoloskih razlikeemeiu
nefelometrijskih i turbidimetrijskoh sistema (228%ko je kalibracija oba testa slediva do
istog primarnog referentnog materijala, razlikeigak postojale. Ovaj problem je dobro
poznat i posledica je raziiih razblazenja primarnog referentnog materijalajek

proizvadaci koriste za kalibraciju svojih testova (116). Telkedavno je komitet za
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standardizaciju CDC definisao jedinstveni protokainsfera vrednosti, Sto bi trebalo da

doprinese harmonizaciji rezultata dobijenih r&tifin imunometrijskim metodama (117).

Rezultati slaganjaDlympusimunoturbidimetrijske metode sa imunonefelometojsk u
sposobnosti  klasifikacije rizika pokazuju da se 596, vrednosti odidenih dvema
metodama svrstava u istu kategoriju rizilsdiKa 4) U viSu kategoriju je raspateno 1,5%
vrednosti i 3,1% rezultata je svrstano u nizu ketig rizika u odnosu na klasifikaciju
definisanu vrednostima dobijenim imunonefelomeitoj® metodom. Da ova razlika nije
statistéki znatajna potvideno je Student t-testom razlika izéioe srednjin vrednosti
rezultata dobijenih dvema metodama u svim klasaemaidvaskularnog rizika, gde je
kategorizacija u odgovardje klase izvrSena je na osnovu rezultata imunonmietiojske
metode. Dobijeni rezultati se ne slazu sa objawlienporeienjem Olympus
imunoturbidimetrijskel Dade Behringimunonefelometrijske metode, gde je slaganje bilo
samo 74,0% (218). Mimatim, u tom radu ispitivano je slaganje u klasi@igarizika na
osnovucut off vrednosti koje su odgovarale kvartilnim vrednostiisgitivane populacije,
dok su ovde primenjene grane vrednosti prepotene od strane CDC/AHA vath koje

odgovaraju tercilima raspodele u zdravoj populaciji

5.2. POREDENJE VREDNOSTI! LIPIDNIH | INFLAMATORNIH
BIOMARKERA SA hsCRP

Inflamatorna etiologija ateroskleroze je usmers#razivanja o proceni rizika za KVB
prema biomarkerima inflamacije. Prvi biomarker amflacije preporen od strane

CDC/AHA ekspertske grupe kao opcija u proceni aziko je hsCRP. Kasnije je uvrsten i
u NACB LMPG preporuke za wupotrebu novih laboraskilp biomarkera

kardiovaskularnog rizika u primarnoj prevenciji Kadini biomarker koji je zadovoljio sve
neophodne kriterijume za procenu rizika (53). dMEm, paralelno sa istrazivanjima
biomarkera inflamacije ispitivana je i uloga diglipmije u patogenezi ateroskleroze i

proceni rizika za KVB. Rezultati brojnih studija pavezali viSe koncentracije apo B i nize
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koncentracije apo A-l sa patogenezom KVB (146, 1234). U isto vreme, joS uvek
aktuelne ATP Il preporuke isti zna&aj non-HDL holesterola kao prediktora
kardiovaskularnog rizika (18), a dena je i korelacija Lp(a) sa stepenom razvoja
ateroskleroze i KBS (143). NACB LMPG preporuke mepworituju skrining koncentracija
Lp(a) u primarnoj prevenciji i proceni kardiovas&nog rizika. Mdutim, smatra se da
odrefivanje Lp(a) moze biti korisno kod osoba sa izratenporodénom istorijom
prevremene pojave KVB, posle procene rizika na wsreRS, da bi se identifikovali oni
pacijenti sa genetskom predispozicijom za razvojBK{3). Géigledno razléiti markeri
inflamacije i lipidnog statusa mogu da intenzivraili pokrenu razkite i ne uvek
preklapajée mehanizme koji dovode do aterosklerotskih i kardskularnih komplikacija.
Prema tome, ,multimarker pristup“ moze biti efikasstrategija za poboljSanje procene
kardiovaskularnog rizika (225).

U prvom delu ovog rada fokusirali smo se na izdv@anflamatornih i lipidnih markera
ateroskleroze sa potencijalom za poboljSanje efiésis identifikacije osoba sa rizikom na
osnovu hsCRP. Mt ispitivanim markerima inflamacije i lipidnog stab povezanih sa
aterosklerozom (SAA, fibrinogen, A1AGP, haptoglghirC3 i C4 komponente

komplementa, ukupan, HDL, non-HDL i LDL holestertdigliceridi, apo A-l, apo B,

Lp(a)), zajedno sa karakteristikama kao Sto su gw@iost, puSenje, hipertenzija, BMI,
porodina istorija prevremene pojave KVB i fikia aktivnost, posle serije regresionih
analiza, samo su BMI, non-HDL holesterol, fibrinngeSAA ostali u nezavisnoj asocijaciji
sa hsCRP Tabela XIV. Dodatna informacija koju oni nose mogla bi dadéu

komplementarna prediktivnoj vrednosti hsCRP.

Povezanost BMI sa koncentracijom hsCRP §ekovana i postoje podaci o shaznoj i
nezavisnoj asocijaciji sa patoloskim nivoima maakeénflamacije i lipidnog statusa u

velikoj populaciji zdravih Zena (226). BMI je inditor gojaznosti, za koju je pokazano da
je povezana sa koncentracijom hsCRP preko direktr@ha procenta telesnih masti (227).

Dobro poznato objaSnjenje je da u gojaznosti adipoikivo produkuje prekomernu
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koli¢inu inflamatornih citokina, kao Sto je IL-6, kojatzm stimuliSe produkciju CRP u jetri
(228).

Non-HDL holesterol se pojavio kao prediktor kardiskularnog rizika zahvaljui
¢injenici da je dobar surogat marker ukupnog apo fatinskoj klinickoj praksi. Kao zbir
VLDL, IDL i LDL hoelsterola predstavlja sve lipopeine koji sadrze apo B, koji je glavni
apolipoprotein svih aterogenih lipoproteinskibstica. U ovom radu dobijena je snazna
korelacija apo B i non-HDL (r=0,91®<0,001) Tabela XI), sto je u skladu sa prethodno
objavljenim rezultatima (148, 229). Metim, dok non-HDL predstavlja ukupan sadrzaj
holesterola u LDL, VLDL i IDL cesticama, apo B ukazuje na ukupan broj ovih
lipoproteinskih¢estica (230). Upravo akumulacija holesteril-estactoplazmi konvertuje
makrofage u penasteelije, karakteristine za ranu fazu ateroskleroze. Makrofage zatim
proliferiSu i poj&avaju inflamatorni odgovor kroz sekreciju brojfigktora rasta i citokina
(55, 56). Ovo moze biti objasSnjenje zasSto jelamm zn&ajna asocijacija non-HDL
holesterola sa hsCRP, kao markerom inflamacijeg aapo B sa hsCRP, uprkos snaznoj
korelaciji izmetu apo B i non-HDL holesterola. Ovo je u skladu sAQB LMPG
smernicama, koje prepatwju da prvi korak u pgnju efikasnosti terapijskih postupaka za
snizavanje lipida bude odtiwanje LDL holesterola, a pored toga i non-HDL Istézola
kod pacijenata sa visokom koncentracijom triglidari lako apo B predstavlja meru
aterogenih lipoproteina i dobar je prediktor kaw@iskularnog rizika, samo je marginalno
bolji prediktor u pordenju sa lipidnim profilom koji se danas koristi e rireba ga
odredivati u sklopu procene rizika (53).

Jousilahti i sar. (156) pokazali su pozitivhu | &mgau asocijaciju hsCRP, SAA i
fibrinogena sa prevalencijom KBS. Tome idu u prilagzultati dobijeni u ovom radu, koji
su pokazali povezanost koncentracija fibrinoger®AA sa koncentracijom hsCRP, koja
predstavlja indikator kardiovaskulanrog rizika keaizgled zdravih ljudi. S obzirom da se
radi o reaktantima akutne faze ovo nije ¢tedvan nalaz. Takie, pokazano je da
protrombotéki i proinflamatorni efekti SAA mogu doprineti paenezi i komplikacijama

AKS (165). S druge strane, u kohortnoj grupi ir@bip zdravih Zena, polazne koncentracije
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fibrinogena nosile su dodatnu prediktivnu informacu odnosu da vrednosti hsCPR i
tradicionalnih faktora rizika za pojavu kardiovakiumih komplikacija (154). Takte,
meta-analizaFibrinogen Studies ColaboratiomaSla je umerenu do snaznu vezu
fiborinogena sa kardiovaskularnim ishodom u sveobtimj analizi 154 211
asimptomatskih osobagesnika prospektivnih studija (153). Pored toga,tqobsgovoljno
dokaza da je fibrinogen nezavisan marker kardiavaskog rizika, ali NACB LMPG

smernice ne prepotuju takvu primenu zbog analikih problema (53).

Dodatnim odrdivanjem novog biomarkera, pored postdje algoritama procene
kardiovaskularnog rizika, mora da se obezbedi ismaeklasifikacija procenjenog rizika,
ako biomarker nosi dodatnu informaciju u odnosuskarove rizika (49, 54). Rezultati
velike studije u juznoj Nend&oj su pokazali da hsCRP unaguge rizik procenjen na
osnovu FRS, natito u grupama sa intermedijernim rizikom (87). Té&ppokazano je da
je Reynoldsov rizik skor, koji pored elemenata FR&ucuje joS i vrednosti hsCRP,
reklasifikovao do 50% Zena sa intermedijernim omku viSu ili nizu kategoriju rizika
(96). U ovom radu dobijeni su &ti rezultati, iako na malom brojucesnika. Dakle, u
grupi osoba sa procenjenim rizikom u kategoriji 20% na osnovu FRS, kod ~50% je
naiena koncentracija hsCRP koja je ukazivala na niliakisok kardiovaskularni rizik
(Tabela XV. U istoj grupi ¢esnika, koncentracije fibrinogena, SAA, non-HDL dsikrola

I triglicerida su bile statistki znatajno razltite meiu kategorijama rizika oddenim na
osnovu koncentracije hsCRP.

5.3. POREPENJE VREDNOSTI MOKRA CNE KISELINE, SR CANIH
| BUBREZNIH BIOMARKERA SA hsCRP

Pored parametara lipidnog statusa i inflamacijeji k@estvuju u samoj patogenezi
ateroskleroze, postoje i potencijalni markeri kavdiskularnog rizikacija uloga u
aterogenezi nije potpuno razjasnjena, ali posteljkivbroj dokaza o njihovoj prediktivnoj

ulozi u pojavi komplikacija ateroskleroze, odnosaalicitin oblika KVB. U ovom radu je
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ispitana i povezanost takvih biomarkera, pre swvaghkrane kiseline, parametara bubrezne
funkcije (kreatinin, Cys-C, eGhro, €GFRkp-eri €GFRys.Q 1 sicane funkcije (NT-
proBNP, hs-cTnT) sa hsCRP, kao markerom inflamacgk i kao ustanovljenim

biomarkerom kardiovaskularnog rizika.

JoS uvek nije razjasnjeno da li je makra kiselina nezavisan faktor kardiovaskularnog
rizika, poSto su njene poviSene koncentratgsto povezane sa ustanovljenim faktorima
rizika. Tako postoje brojni podaci o asocijacijivigenih koncentracija mokéae kiseline
sa hipertenzijom i prehipertenzijom, bolestima lagar, metabatkim sindromom,
vaskularnim bolestima (perifernih, karotidnih i koarnih arterija), Slogom, markerima
inflamacije, disfunkcijom endotela, oksidativninretom (179). Postoji mali broj studija
koje povezuju funkciju bubrega i rizik za pojavurdiavaskularnih komplikacija u opstoj
populaciji. lako su rezultati kontradiktorni, NAGBVPG smernice prepotuju ispitivanje
prisustva hroriine bolesti bubrega preko odieanja kreatinina u serumu i izZ@navanjem
eGFR kod svih osoba sa hipertenzijom, dijabetegmmgdicnom istorijom hronine bolesti
bubrega i intremedijernim rizikom za KVB na osnoalgoritma FRS (10-20%) (196).
Pored toga Sto se Cys-C smatra boljim markeromdamer funkcije i alternativa eGFR
vrednostima zasnovanim na kreatininu (199), u mowipme je pokazano da je povezan sa
kardiovaskularnim rizikom i kao direktan¢esnik u formiranju aterosklerotskog plaka
(209). lako je poznat kao indikatoréane insuficijencije, rezultati istrazivanja pokazaja
NT-proBNP nosi i dodatnu prognadtu informaciju o mortalitetu i pojavi prve
manifestacije kardiovaskularne bolesti u odnostradicionalne faktore rizika (183, 184).
Uvodenjem testova visoke osetljivosti za ativanje stanog troponina rezultati pokazano
je da moze da se detektuje u &jaom procentu osoba bez znakova KVB i da su te
vrednosti povezane sa rizikom od kardiovaskularnagpsSteg mortaliteta nezavisno od
tradicionalnih faktora rizika (194, 195).

lako je ANOVA analiza pokazala zfgnu promenu koncentracija svih ispitivanih

parametara, osim NT-proBNP, sa porastom koncejgragsCRP, odnosno izrie

odgovarajdih kategorija kardiovaskularnog rizikdgbela XVII) zavisnost se izgubila u
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kasnijoj statisttkoj analizi. Naime, zn&@jne vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelacije
nadene su samo izmda vrednosti hsCRP i mokiae kiseline, Cys-C, eGFRp-epi i
eGFRysc Medutim, posle korekcije uticaja starosti, pola, BNiipertenzije i pusSenja,
hsCRP je ostao u z&gnoj korelaciji samo sa Cys-C i eGER: (Tabela XVII).
Postepenom multiplom linearnom regresionom analim@ntifikovan je prediktivni model
sa kreatininom, Cys-Ci mokra&nom kiselinom kao nezavisnim determinantama
koncentracije hsCRPT&beli XIX). Medutim, logistckom regresionom analizom nije

potvrden nezavisni prediktivni potencijal ovog modela.

Gubitak znaajne korelacije izm#u hsCRP i mokrane kiseline posle korekcije uticaja
starosti, pola, BMI, hipertenzije i puSenja mogaioda bude posledica povezanosti
mokrane kiseline sa hipertenzijom (178, 179). ddeém, pokazano je i direktno¢ake
mokrane kiseline u inflamatornim procesima, tako da lamiga hsCRP i mokiane
kiseline, kao i pojava mokéae kiseline kao nezavisne determinante koncengrasiCRP u
linearnom regresionom modelu nije dekivana. Naime, rezultain vitro i istrazivanja na
eksperimentalnim zivotinjama su pokazala da matasiselina gestvuje u inflamatornim
procesima u vaskularniréelijama kroz aktivaciju mitogenom-aktiviranih protekinaza
(MAPK), faktora rasta (PDGF), hemokina (MCP-1) flamatornih enzima (COX-2). Ovi
procesi dovode do disfunkcije endoteld#lija i proliferacije vaskularnih glatkih mi&iih
celija (231, 232). Takde, pokazano je na eksperimentalnim modelima i d&radpa
kiselina, u fizioloSkim koncentracijama, indukujkspresiju CRP u vaskularnim glatkim
miSicnim ¢elijama i endotelniméelijama i da su time posredovani njeni efekti na
proliferaciju i migraciju ovih¢elija, kao i na redukovano oslatamje NO iz endotelnih
¢elija (233).

Moze se ré da hronéna bolest bubrega (HBB) predstavlja faktor rizikarazvoj KVB
zbog velike prevalencije ateroskleroze i tradicloitafaktora kardiovaskularnog rizika,
kao Sto su starost, dijabetes, hipertenzija i nlHB. holesterol, kod ovih pacijenata. HBB
se definiSe na osnovu GFR i u prvim stadijumima jenlalago smanjena, normalnadik
poviSena (234). Kao indeks renalne funkcije i m&fmR u klinckoj praksi se népse

koristi koncentracija kreatinina u serumu. Studigge su ispitivale povezanost incidencije
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kardiovaskularnih komplikacija i koncentracije kiiema u serumu davale su raze
rezultate. Dok je u prospektivnoj studiji na popmijia musSkaraca srednjih godina
koncentracija kreatinina u najvisa tri percentilagove distibucije povezana sa Zago
ve¢im rizikom za pojavu Sloga nezavisno od visine logrpritiska (235), tFramingham
Heart Studynije prim&ena zn&ajna asocijacija blago poviSenih vrednosti krea#ni
kardiovaskularnih komplikacija (198). To je veravatposledica toga Sto kreatinin nije u
linearnoj vezi sa GFR, ¢ena to utéu i nezavisni faktori, kao Sto su starost, pol, elzije
tela, ishrana, neki lekovi (199). Jedmama za izr&unavanje eGFR dobija sectéja i

preciznija procena funkcije bubrega.

Klasi¢ni algoritmi procene kardiovaskularnog rizika nisikasni kod pacijenata sa HBB,
Sto se tum& na dva na&na — zn&ajnijom ulogom netradicionalnih faktora rizika u
patogenezi ishemijske bolesti srca kod ovih paat@ni kvantitativno i kvalitativho
drug&ijom vezom tradicionalnih faktora rizika sa KVB wmosu na opStu populaciju.
Pretpostavlja se da sistemska inflamacija moze Jmtlan od medijatora veg
kardiovaskularnog rizika u ovom ghju (236). Rezultati ispitivanjgramingham Offspring
kohortne grupe pokazali su zagnu povezanost umerene do blage HBB sa inflamiatorn
procesima, Sto je posredovano velikim brojem &aitli aktivacionih puteva (237). U toj
studiji CRP nije bio povezan sa eGdRo kao indikatorom HBB posle korekcije uticaja
tradicionalnih faktora rizika, kao ni u MDRD stud{238), dok rezultati drugih studija
pokazuju obrnuto (239, 240). Dobijeni rezultati wom radu takde pokazuju da se posle
korekcije uticaja tradicionalnih faktora rizika gtmrelacija CRP sa eGFR izianatog na
osnovu koncentracije kreatinina u serumu. Ovakwaganje studija moze biti posledica
razlika u ispitivanim populacijama, raglim natinima procene funkcije bubrega i

potencijalne greSke tipa Il zbog niske incidenkgediovaskularnih komplikacija (234).

Prediktivna vrednost Cys-C u proceni kardiovaskdagr rizika obéno se povezuje sa
njegovim osobinama pouzdanijeg markera bubreznlecfignod koncentracije kreatinina u
serumu, naréito u detekciji malih promena GFR (241). 8gim, postoje indicije da se

prediktivni potencijal koncentracije Cys-C mozeasjiti i nezavisno od funkcije bubrega.

146



Pokazano je da su visoke koncentracije Cys-C ul&adjesa visokim vrednostima hsCRP,

Sto ukazuje da inflamacija, povezana sa ateroggmiomenama, moze biti jedan od
mehanizama koji povezuje Cys-C sa kardiovaskulamizikom. Inflamatorni citokini koji

se oslobdaju u toku aterosklerotskih procesa stimuliSu pkegju lizozomalnih katepsina

u endotelnim, glatkim midnhim ¢elijama i makrofagama, a imaju ulogu u progresiji i
rupturi aterosklerotskog plaka. Péama koncentracija Cys-C u plazmi, koji ima ulogu
inhibitora katepsina, moze da bude odraz, bar d&hoy pokuSaja uspostavljanja ravnoteze
ovog potencijalno Stetnog patanja elastolittke aktivnosti (207, 208, 242). Rezultati
dobijeni u ovom radu su u skladu sa navedenom émpot, kojom mozZe da se objasni
nezavisna korelacija Cys-C i hsCRP, koja ostajeupma i kada se korekcijom za uticaj

tradicionalnih faktora rizika izgubi ztaj eGFRkp-epikao indikatora bubrezne funkcije

5.4. POREDENJE KATEGORIZACIJE RIZIKA NA OSNOVU
SKOROVA | hsCRP

Aktuelne preporuke koriste tzv. skorove rizika zagenu 10-godiSnjeg kardiovaskularnog
rizika na osnovu koga se odrge adekvatan tretman osobe za redukciju tog rizika
Izratunavanje rizika zasniva se na multivarijabilnim resgonim jedn&nama izvedenim
pracenjem kohortnih grupa. Tako se u FRS, regresionardetn dobijenom pkgnjem
Framingamske kohorte i inkorporiranom u NCEP ATPpleporuke, od@enim nivoima

ili prisustvu tradicionalnih faktora rizika (statpsikupan i HDL holesterol, sistolni krvni
pritisak, puSenje) dodeljuju odgovaré&juoeni zavisno od pola kojima se prethju
manifestacije KBS (8). Iztanati zbir poena dodeljen svakom faktoru rizika ze¢im

konvertuje u apsolutnu verovathopojave KBS u datom vremenskom intervalu.

Pored izraunavanja 10-godiSnjeg apsolutnog rizika treba pribiceuticaj drugih faktora,
kao Sto je gojaznost, por@da istorija prevremene pojave KVB ili odreanje jednog od
dodatnih biomarkera koji bi mogli da modifikuju d@nu verovatnéu pojave KBS posle

perioda od 10 godina. Dodatni biomarkeri mogu pémasnovnoj proceni rizika, nafo
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kod osoba u kategoriji sa intermedijernim rizikoifreba napomenuti da nizak rizik
(<10%) ne zn& da rizika nema, natito u kontekstu vremenskih perioda duzih od 10
godina. Ako je ¢ekivani preostali zivotni vek duzi od toga, pro@mjrizik ¢e se
vremenom pov&vati i prisustvo faktora rizika u bilo kom obimumlaiem dobu moze da

dovede do zn@mjno veeg kardiovaskularnog rizika u toku Zivota (38).

Takade, apsolutni rizikce se razlikovati u zavisnosti od krajnjeg ishdia se pojava prati.
Tako, pored FRS, kojim se procenjuje 10-godiSajkrod pojave KBS kao krajnjeg ishoda,
moze da se odredi i 10-godisnji rizik od svih oalikVB — tzv. ,globalni KVB rizik* (35).
Postoje dva modela za procenu dugoog, 30-godiSnjeg rizika za KVB — od pojave teskih
komplikacija KVB (,jteSka KVB*) i za izraunavanje rizika od svih oblika

kardiovaskularnih komplikacija (,kompletna KVB*) 2.

U ispitivanoj populaciji, nizak 10-godisnji rizikanosnovu FRS imalo je 79,8%asnika
(Tabela XX. Verovatnéa pojave svih oblika KVB na osnovu globalnog FRSbj&
drug&ija, sa dvostruko @m procentom osoba u kategoriji visokog rizika —8P2 i
zna&ajno manjim procentomcesnika sa niskim rizikom — 69,6%dbela XXI).Procenom
30-godisnjeg rizika, broj osoba sa visokim rizikooh pojave teSkih komplikacija, odnosno
svih oblika KVB, za odgovarafu pol i starost, se ziajno povéao i iznosio je 74%, tj.
76%, redom Tabela XXII i XXIII). Ovakvi rezultati nisu ne®kivani i odgovaraju
rezultatimaCoronary Artery Risk Development in Young Adslisdije, gde je >90%
ucesnika 32—47 godina starosti imalo procenjen 10sgidizik <10%, ali skoro polovina
je imala visok procenjen dugami rizik (>39%). Cak i u ovom mldem Zivotnom dobu,
ucesnici sa niskim 10-godisnjim rizikom, ali proceneisokog dugorénog rizika, imali su
zn&ajno veu debljinu intime i medie zida karotidne arterignaajniju kalcifikaciju
koronarnih arterija i brzu progresiju subktike ateroskleroze u patenju sa gesnicima sa
niskim i 10-godiSnjim i dugormim rizikom (243).

Raspodela rizika u klasama sa koncentracijom hs€RRg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/L bila je

nezavisna od raspodele kategorija rizika na osn&®RS5 u ispitivanoj populaciji.
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Klasifikacija na osnovu koncentracije hsCRP nijdabnezavisna u podenju sa
kategorizacijom rizika na osnovu globalnog FRS, sat30-godisSnjim rizikom, Sto ztiada

je postojala zavisnost izmhe viSih koncentracija hsCRP i &g kratkorénog i
dugora@nog rizika od svih oblika kardiovaskularnih komgldija, kao i véeg dugorénog
rizika od pojave teSkih komplikacija KVBTébele XXI-XXIIl) Razlike izméu aktuelne
starosti i procenjene starosti srca na osnovu gioga FRS u pojedinim klasama
koncentracije hsCRP bile su statiktiznaajne, a takde razlika se statisti znatajno
poveavala sa porastom koncentracije hsCR&bgla XXIV. Dobijeni rezultati ukazuju na
mnogo vée opteréenje ukupnim kardiovaskularnim rizikom u odnosu mak od
komplikacija KBS, kao i na zajan dugoroéni, 30-godisSnji rizik. Povezanost rizika sa
koncentracijama hsCRP samo pdtye razvijenije aterosklerotske processdji je
indikator, u odnosu na prvobitnu procenu niskogkaizna osnovu standardnog algoritma
FRS.

5.5. FAKTORSKA ANALIZA

Faktorska analiza je koristan komplementarni ppstooljem razumevanju osnovne
strukture podataka koju karakteriSe fizioloSka kéekpnost i veliki stepen statigkie
korelacije. To je postupak koji redukuje veliki prpovezanih ili ¢ak na prvi pogled
nepovezanih parametara u relativno mali broj faktdedna od prednosti faktorske analize
je sposobnost definisanja veza izdme promenljivih povezanih sa osnovnim
patofizioloSkim mehanizmima. Grupisanje nezavismitarkera u sloZzene promenljive
predstavljene faktorima moze biti korisno u proagzika upotrebom svih informacija koje
nose ispitivani parametri uz istovremeno minimigjea problema kolinearnosti rie

njima.
U ovom radu urdene su dve faktorske analize ispitivane grupe bikera inflamacije,

lipidnog statusa, funkcije srca i bubrega. Prvomigpitivana njihova povezanost sa

koncentracijom hsCRP, kao ustanovljenim markerombkisnicke inflamacije i
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kardivaskularnog rizika. lzdvojeno je pet faktoregji su interpretirani kao ,faktor
sistemske inflamacije”, ,kardiorenalni faktor®, Wer aterogenog holesterola“,
.hemodinamski faktor* i ,metabalki faktor”. Time je potvdeno da subklirkoj
inflamaciji doprinosi viSe raalitih fizioloSkih procesa. Druga faktorska analiza |
obuhvatila parametre koji nisu ukdeni u izr&unavanje skorova rizika i sam hsCRe
se opet izdvojilo pet klastera, ali ne idénth onima dobijenim u prethodnoj analizi. Oni su
identifikovani kao ,faktor sistemske inflamacije‘,faktor aterogene dislipidemije”,
.Kardiorenalni faktor®, ,hemodinamski faktor* i joproteinski faktor". Ispitana je
povezanost izdvojenih faktora sa péaeim kardiovaskularnim rizikom identifikovanim
multivarijabilnim jedn&inama rizik skorova,éime je ispitana njihova prognosta

sposobnost.

5.5.1. FAKTORSKI MODEL | KONCENTRACIJA hsCRP

5.5.1.1.Faktor sistemske inflamacije

Nadeno je da je dominantni faktor ,sistemske inflaeicodgovoran za 29% ukupne
varijacije u sistemu ispitivanih biomarkera. U mpggm sastavu su se nasli svi proteini
osetljivi na inflamaciju — fibrinogen, SAA, A1AGHaptoglobin, C3 i C4 komponente
komplementa. Njihovo grupisanje j€ekivano s obzirom da se radi o proteinima akutne
faze,cija se sinteza povava u prisustvu inflamacije i predstavlja deodemoog imunskog
odgovora. Ovaj faktor je pokazao i najvprediktivni potencijal za prisustvo koncentracija
hsCRP koje ukazuju na prisustvo Zajme subklintke inflamacije i aktivan aterosklerotski
proces. Na osnovu toga mozemo da pretpostavimeode $roces ateroskleroze aktivniji,

u plazmice biti prisutne vée koncentracije proteina akutne faze.

Za svaki od ispitivanih proteina akutne faze pastapdicije o njihovoj vezi sa
patofiziologijom ateroskleroze. Kako se aterosKigto plakovi razvijaju, u njih se
inkorporira fibrinogen, fragmenti fibrinogena i fibh. Fibrin zatim obezh#ije potporu za
migraciju i proliferaciju glatkih miginih ¢elija i predstavlja izvor degradacionih produkata

fibrina, koji su mitogeni za makrofage, a glatkeSine celije i makrofage su glavne
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¢elijske komponente ateroma (151). Ta&p pokazano je da kako se koncentracija
fibrinogena povéava iznad fizioloskih nivoa, ugrusci postaju reamhiji na fibrinolizu.

Produzeno prisustvo fibrina na c&aom endotelu moze ubrzati formiranje plaka (244).

Pokazano je da SAA moze da pokrene sintezucitzlmedijatora inflamacije kao Sto su
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a i PAI-1 u kulturama vaskularnih endotelndelija, neutrofila i
monocita (165). Dokazano je i da su endotelnekglatiscne ¢elije, monociti i makrofage
u aterosklerotskim lezijama ukfiane u ekstrahepatiu produkciju SAA, dok pouane
koncentracije menjaju antiaterogene osobine HEdstica (158, 160-162). Take,

pokazano je i da SAA direktn@estvuje u svakom od stadijuma aterogeneze (160).

Kao imunomodulator, A1AGP inhibira mitogenom-indukau proliferaciju limfocita i
agregaciju trombocita, kao i hemotaksu, formirasigeroksida i agregaciju neutrofila
nepoznatim mehanizmima. Pokazano je da je njegoveza indukovana kao odgovor na
metabolEke i inflamatorne signale u adipoznom tkivu gojézmiSevacime ih Stiti od
teSke inflamacije, osim ako nije prisutna poréema homeostaza glukoze i lipida, koja
moze na kraju dovesti do sistemskih metalxdli komplikacija. Pretpostavlja se da je
A1AGP koordinator metabdlke homeostaze u regulaciji energetskog metabolizma
inflamacije (245). Takde, pokazano je i da A1AGP interaguje sa PAI-1 ureitakju

protrombotéke aktivnosti u aterosklerostkim lezijama (246).

Pored toga 5to je pokazano da inhibira sintezutagtendina, NO i time modulira endotel-
zavisnu vazodilataciju, kao i da kontroliSe funidijmfocita i neutrofila, postoje podaci i
da se haptoglobin vezuje za apo A-l na istom mkatui lecitin-holesterol acil transferaza
(LCAT) i time smanjuje njegovu aktivnost i ogréava sazrevanje HDEestice. Tako se

inhibira reverzni transport holesterola i HDL pgstaroaterogen (247).
U fibroznom plaku je koncentracija iRNK komponerkomplementa w&a nego u

normalnim arterijama, Sto ukazuje da dolazi doayi lokalne sinteze, pored toga Sto se

preuzimaju iz plazme i zadrzavaju u zadebljanjimi@me i fibroznom plaku arterijskog
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aterosklerotskog zida. U fibroznom plaku se primaaktivira klastni put komplementa
posredstvom CRP. Vezivanje CRP za modifikovani kegmvani LDL, oksidovani LDL i
apoptotskecelije ubrzava proces aktivacije komplementa. Klaisput se takde aktivira
autoantitelima usmerenim protiv oksidovanih lipdpioa i heat shockproteina u zidu

arterija, Sto dovodi do aktivacije terminalnog kdeksa (175).

5.5.1.2.Kardiorenalni faktor

U sklopu ,kardiorenalnog faktora“ nasli su se kma@at mokrana kiselina, Cys-C, hs-cTnT
sa pozitivnim, i pol sa negativnim doprinosom. Nega doprinos pola odnosi se na nize
vrednosti faktorskog skora kod Zena, Sto je u skisal véim kardiovaskularnim rizikom
koji nosi muski pol, zbogega je uvrSten u tradicionalne faktore rizika i dinm tome
bodovan u algoritmima rizik skorova. Prisustvo kidaa i Cys-C u ovom Klasteru

opravdava njihova ustanovljena primena kao indikajaine glomerularne filtracije

Pored toga Sto je postoje podaci o njenom direktné@Xu u inflamatornim procesima u
aterosklerozi, mokiaa kiselina se n&¢&e povezuje sa kardiovaskularnim rizikom preko
njene uzréne veze sa hipertenzijom. S obzirom da se ta poestaostvaruje na nivou
bubrega, upravo time moZzemo objasniti prisustvo naole kiseline u ovom klasteru.
Naime, smatra se da paamje unosa fruktoze (kao jedinstvenogesa koji izaziva brzo
troSenje ATP i powsava i stvaranje i oslokdanje mokréne kiseline), vrsta mesa bogatih
purinima ili piva, dovodi do hrotne hiperurikemije. Ako se u cirkulaciji majke nataz
visoke koncentracije mokéae kiseline, usled prekomernog unosa navedenihrnaaiili
zbog prisustva hipertenzije pre trudep gojaznosti ili preeklampsije, moze ¢dado
transfera mokrne kiseline u fetalnu cirkulaciju preko placenteo Toze doprineti
intrauterinoj retardaciji u rastu i smanjenju brajafrona. Kod beba denih sa malim
brojem nefrona u detinjstvu mozedla@o razvoja hiperurikemije u prisustvu genetskim i
faktora sredine. Hrotina hiperurikemijate stimulisati renin-angiotenzin sistem i inhibirati
oslobaanje endotelnog NO, doprin@seenalnoj vazokonstrikciji i verovatno posanju
krvnog pritiska. Perzistentna renalna vazokonsjakmoze doprineti arteriolosklerozi i

razvoju hipertenzije osetljive na s@k i ako se hiperurikemija koriguje (179).
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Smatra se da je rizik koji nose niske detektabkoecentracije cTnT kod asimptomatskih
osoba posredovan dodatnim mehanizmima koji ¢estvuju u procesu aterotromboze ili
deluju paralelno sa njom. Ovi mehanizmi, koji nipotpuno razjaSnjeni, mogu biti
posledica osloltanja troponina iz miocita usled asimptomatske isjggnkoronarne
mikrovaskularne disfunkcije, apoptoze ili subktkih strukturnih i funkcionalnih
abnormalnosti srca (192). Verovatno iz tih razloga naiena korelacija hsCRP i hs-cTnT
u ovom radu. Méutim, granéna statistiki znatajna razlika izméu koncentracija hs-cTnT
u razléitim klasama kardiovaskularnog rizika na osnovu dairacije hsCRPT@abela
XVII) moze da sugeriSe da ovi procesi prate aterotrambanflamaciju u njenoj osnovi.
Pojavljivanje hs-cTnT zajedno sa markerima bubrezmicije, kao stana komponenta
.Kardiorenalnog faktora®, u faktorskoj analizi moda se objasni time da se kod pacijenata
sa HBBc¢esto nalaze koncentracije hs-cTnT nekoliko puta vid 99. percentila. Etiologija
ovih pove&anja je najverovatnije multifaktorska, povezanaisganom i sa bubreznom
patologijom. Potencijalni mehanizmi ukfuju povredu miokarda i smanjen renalni klirens
cTnT u HBB (248). U prilog povrede miokarda idu amlda faktor rasta fibroblasta 23,
kosStani hormon koji reguliSe renalnu ekskrecijufdte i ¢ija je ekspresija stimulisana u
HBB, uzrokuje povéanje mase leve komore (249). S druge strane, kidmedokaz
smanjenog renalnog klirensa cTnT je ¢ poveéanje trans-sianog gradijenta
koncentracije cTnT od aorte ka koronarnom sinusligarcijenata sa i bez HBB, ali sutee
koncentracije u aorti @@ne kod pacijenata sa HBB (250). U ovom radu jeThsF ostao u
nezavisnoj korelaciji sa eGFR iZumatim poméu jedn&ina zasnovanih i na
koncentracijama kreatinina i Cys-C, Sto je u skladwbjavljenim podacima (247) i Sto ide
u prilog tome da je stepen povrede miokarda defimisdréivanjem hs-cTnT povezan sa
stepenom ostenja bubrega.

5.5.1.3.Faktor aterogenog holesterola

Non-HDL holesterol setesto oznava kao aterogeni holesterol. PredstaWja svih
lipoproteinskihcestica koje sadrze apo B — LDL, VLDL i IDL. Aterausst je posledica
njihove transformacije u endogenom putu metabolizipaproteina do LDL. Uklanjanje
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LDL cestica iz cirkulacije poinje prepoznavanjem i vezivanjem apo B u njihovastavu
za speciitne receptore. Receptorski put uklanjanja LDL helesa iz cirkulacije je strogo
regulisan icelije imaju sposobnost da reguliSu sadrzaj holektar njima. Kod optetenja
slobodnim holesterolom dolazi do smanjenja brzinetege endogenog holesterola
inhibicijom enzima hidrokismetil-glutaril-koenzim Aeduktaze, pov@nja formiranja
holesteril estara i inhibicijom sinteze novih LD&ceptora supresijom transkripcije gena. U
ekstrahepatnom tkivu LDL se uklanja posredstvosnavengereceptora. Ovaj proces nije
regulisan iscavengereceptori prepoznaju LDL koji je na nekigma modifikovan. Nalaze
se na makrofagama i drugiéelijama. Makrofage u kojima su nagomilani holedtestri

nazivaju se penastelije i najranija su komponenta aterosklerotskgdg4.2).

Kada su u dugom vremenskom periodu prisutne visakeentracije LDL holesterola u
krvotoku dolazi do njihove infiltracije u intimu tarija. Prema oksidacionoj hipotezi, LDL
zadrzan u intimi, delom vezivanjem za proteoglikanpodleze oksidativhim
modifikacijama. Sastavni delovi modifikovanih lipopeinskih ¢estica, méu njima
oksidovani fosfolipidi i aldehidi kratkog lanca mal$ oksidacijom lipoproteina indukuju
aktivaciju transkripcije VCAM-1 gena Sto je delinbd posredovano NkB. To dovodi do
pojatane adhezije leukocita na povrsini arterijskih gabioh ¢elija u ranoj fazi aterogeneze
(56).

U endogenom putu metabolizma lipoproteina od VLBdstica intermedijerno nastaju
ostaci/remnanti VLDL-a. Neke od njih preuzima jetiastali se konvertuju u manje, ges
IDL cestice (12). | sami remnanti VLDL-a, kada se nalazpoviSenoj koncentraciji u
cirkulaciji i kada je zasen receptorski put uklanjanja LDdestica, kao relativno bogatiji
holesterolom od samog VLDL-a, mogu dovesti do foamja penastittelija slicno kao
modifikovani LDL i poveati ekspresiju inflamatornih proteina, adhezivnilolekula i

faktora koagulacije, Sto uslovljava njihov ateroigastencijal (120).

Prema tome nije néekivano grupisanje LDL i non-HDL holesterola u zhjgki klaster

faktorskom analizom. &kivan je i zn&ajan prediktivni potencijal ,faktora aterogenog
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holesterola” za koncentracije hsCRP koje ukazuju akéivan inflamatorni proces u
aterosklerotskim lezijama. Promocijom inflamacijeanoj fazi aterogeneze se objasSnjava i
Sto su koncentracije LDL i non-HDL holesterola hil&orelaciji sa koncentracijom hsCRP
u ispitivanoj populaciji Tabela XII),dok je non-HDL holesterol ostao snazan prediktor
koncentracije hsCRP u serumu i posle korekcije taaost, pol, hipertenziju i pusenje
(Tabela X1V).

5.5.1.4.Hemodinamski faktor

U sastavu ,hemodinamskog faktora“ izdvojili su s@arest i NT-proBNP. PoviSene
vrednosti natriuretskih peptida posledica su paweg stresa zida miokarda i pritiska
punjenja, a hrodha izlozenost ovim hemodinamskim stresorima moXestbodo zn&ajne
dilatacije komora, hipertrofije i/ili fibroze, proame elektrofizioloSkog supstrata icee
ugrozenosti miokarda od malignih aritmija. Tdkopoveéan pritisak punjenja komora koji
je posledica v postojéeg ali ne i prepoznatog strukturnog poréaj@ moze biti
odgovoran za povan rizik od iznenadne &ne smrti koji se povezuje sa visokim
koncentracijama NT-proBNP (185). S druge stranecijgiati sa dijagnozom
dekompenzovane &ne insuficijencije i/ili sistolne disfunkcije led@more su jasno pod
visokim kratkor@nim i dugor@nim rizikom od komplikacija. Takie, verovatnoce ti
pacijenti imati i ishemijsku bolest srca, poStotgenage&i uzrok stane insuficijencije
(187).

Pokazano je da je NT-proBNP bio efikasniji u praagzika kod starijih osoba od KVB i
smrti od tradicionalnih faktora rizika i hsCRP. Zamn rizik je bio prisutan pri
koncentracijama NT-proBNP daleko ispod onih koje &eriste za dijagnozu
dekompenzovane &ne insuficijencije (183). Referentne vrednosti pFioBNP izrazito se
razlikuju u zavisnosti od starosti, Sto objaSnjayapisanje starosti i NT-proBNP u
.-hemodinamskom faktoru“. Dobijena zfgna prediktivha sposobnost ovog faktora za
koncentracije hsCRP, iako nije postojala koreladajameiu NT-proBNP i hsCRP ni u
ispitivanoj populaciji u ovom radu, moze da se ebjatime Sto NT-proBNP oslikava

remodelovanje miokarda koje se javlja sekundarmazgitim entitetima KVB (186).
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5.5.1.5.Metaboli¢ki faktor

Osnovne komponente metaldlbg sindroma, HDL holesterol i trigliceridi, nalaze
grupisane u klasteru ,metab&tpg faktora®“. Doprinos HDL holesterola faktorskokoru

je negativan, Sto je u skladu sac¢we kardiovaskularnim rizikom koji nosi niska
koncentracija. Metabalki sindrom predstavlja slozeni faktor rizika za KVBTP lll je
identifikovao Sest komponenti metaldtbg sindroma koje su u vezi sa KVB: abdominalna
gojaznost, aterogena dislipidemija, hipertenzij@zistencija na insulin sa ili bez
intolerancije na glukozu, proinflamatorno i protiooticko stanje. Najmanje tri
organizacije su definisale klithe kriterijume za dijagnozu metahb#dog sindroma — ATP
lll, Svetska zdravstvena organizacija (SZO) i Adlai asocijacija klinikih endokrinologa
(AACE). Svima njima je zajedtka komponenta aterogena dislipidemija, koja se
rutinskom analizom manifestuje kao poviSena komeena triglicerida >1,7 mmol/L i
niska koncentracija HDL holesterola (<0,9 mmol/L maiSkarce i <1,0 mmol/L prema
SZO, odnosno <1,04 mmol/L za musSkarce i <1,29 mimal zene prema ATP Il i
AACE). Primarni klintki ishod metabotikog sindroma je KVB, dok je prisutan idrgizik

za pojavu diabetes mellitus tipa 2, a dijabetesl@paglavne faktore rizika za KVB (251).

lako je regresionom analizom dobijena &gjaa prediktivha sposobnost ,metalskbg
faktora“ za koncentracije hsCRP povezane sa kaagiavarnim rizikom, nije postojala
zn&ajna direktna korelacija iznda hsCRP i triglicerida, odnosno HDL holesterola.
Ovakav nalaz nije néekivan, iako je jedna od osnovnih karakteristikatahelickog
sindroma proinflamatorno stanje sa poviSsenom marneetinflamacije. Ovom pov@&nju
doprinosi viSe istovremeno prisutnih mehanizama & su gojaznost, rezistencija na
insulin, dijabetes, hipertenzija. Natim, pokazano je da je kod osoba sa metakioti
sindromom méu ostalim markerima inflamacije jedino CRP nezawippvezan sa rizikom
za KVB, odnosno metaboki sindrom i poviSena koncentracija hsCRP nezavisno

doprinose kardiovaskularnom riziku (252, 253).
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5.5.1.6.Regresiona analiza

Logisticka regresiona analiza je pokazala da je predikgpotencijal faktorskih skorova
izdvojenih faktora bio je W@ u multivarijabilnom, nego u pojeditaim modelima.
Najbolju prediktivhu vrednost model sa svih pettéak imao je za koncentracije hsCRP>1
mg/L, dok se znajnost potpuno izgubila za ,kardiorenalni faktor;faktor aterogenog
holesterola” u predikciji koncentracija >2 mg/L B>mg/L (Tabela XIX. Ovo se moze
objasniti malim brojem ¢esnika u ispitivanju, od kojih je skoro 50% imalonkentracije
hsCRP<1 mg/L. Takie, Tukey post hoctest je pokazao da je raspodela ispitivanih
parametara u ispitivanoj populaciji bila takva da aitmertke, odnosno geometrijske
sredine njihovih vrednosti u drugoj i & kategoriji koncentracija hsCRP u najeen
broju slitajeva bile statistki znatajno razléite samo u odnosu na vrednost u prvoj
kategoriji, a ne i mé&u sobom Tabele 1Xi XVII). U takvim uslovima mogia je greSka tipa

Il zbog niske incidencije koncentracija hsCRP kaggovaraju visokom riziku.

ROC analizom je upodena sposobnost logi&kiog regresionog modela zasnovanog na
izdvojenih pet faktora sa dva multivarijabilna Istgika modela, prvi koji ukljouje 19
parametara podvrgnutin faktorskoj analizi i druga s31 polaznih biomarkera
kardiovaskularnog rizika, u predikciji prisustvankentracija hsCRP koje ukazuju na
umereno povisen i visok rizik. Posto se iz napradedenih razloga izgubila ztegnost
prediktivnhe sposobnosti dva od pet faktora, razigaeiu tri ispitivana logisttka modela

je bila statisttki znatajna u preddanju vrednosti hsCRP>2 mg/L i hsCRP>3 mg/L, dok

nije postojala za predikciju vrednosti hsCRP>1 mg/L

Rezultati svakako pokazuju da sistemska inflamadigrdiorenalna funkcija, aterogeni
lipidni profil, hemodinamski i metaba@ki status nezavisno doprinose patofiziologiji
hroniéne, subklintke inflamacije u aterosklerozi, koju oslikava kontcacija hsCRP, Sto je

u skladu sa prethodno objavljenim studijama (254).
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5.5.2. FAKTORSKI MODEL | SKOROVI RIZIKA

Od 18 ispitivanih parametara koji ne ulaze udaravanje FRS, globalnog FRS i skora 30-
godiSnjeg rizika, ukljauju¢i ovog puta i hsCRP, faktorskom analizom se izdeopet
klastera, identifikovanih kao ,faktor sistemske l|amhacije, ,faktor aterogene
dislipidemije”, ,kardiorenalni faktor, ,hemodinarks faktor* i ,lipoproteinski faktor".
.Faktor sistemske inflamacije” je i ovog puta bionginantan i odgovoran za 29,7% ukupne
varijacije u sistemu ispitivanih biomarkera. Porptbteina osetljivih na inflamaciju,
grupisanih i u prethodnoj analizi, ukfjo je i hsCRP. U sastavu ,kardiorenalnog faktora“
bili su isti parametri sa izuzetkom pola, dok jepmdinamski faktor* ukljtio samo NT-
proBNP, posto ni starost nije bila ukipna u faktorsku analizu jer kao i pol ulazi u sasta

multivarijabilnih jedn&ina skorova rizika.

U klasteru ,aterogene dislipidemije nasli su selLD non-HDL holesterol, apo B i
trigliceridi, dakle lipoproteini koji nose tzv. atmeni holesterol i determinante
metabolékog sindroma. lako je LDL holesterol identifikovakao glavni aterogeni
lipoprotein, u patofizioloSkim stanjima kada je péana koncentracija triglicerida, kao Sto
je metaboliki sindrom, njegova koncentracija ne odgovara aldue kardiovaskularnom
riziku (120). Za metabalki sindrom je karakteristha aterogena dislipidemija u kojoj je
prisutna poviSena koncentracija triglicerida zboeggéanog prisustva aterogenih remnanta
lipoproteina, niska koncentracija HDL holesterolarisustvo malih, gustih LDLéestica
(252). Male, guste LDIestice imaju vé aterogeni potencijal u odnosu nageali sadrze
manje LDL holesterola. Iz tog razloga, odik@nje LDL holesterola nije uvek ekvivalentno
broju LDL cestica. Posto VLDL i LDL ¢estice sadrze po jedan molekul apo B,
odreiivanjem koncentracije apo B dobija se ukupan br@jagenihcestica, odtega >90%
¢ine LDL cestice (255, 256). lako su apo B i non-HDL u kacglaoni se ne slazu potpuno
(korelacija je mera tendencije da se promena jgutomenljive oslika promenom druge,
dok slaganje kvantifikuje stepen u kom se promexung promenljive reflektuju istom

promenom druge) (150). Razlog tome je 5to non-HDkdstavlja ukupan sadrzaj
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holesterola u LDL, VLDL i IDL ¢esticama, dok apo B ukazuje na ukupan broj ovih
lipoproteinskih¢estica (230).

.Lipoproteinski faktor* sadrzi Lp(a) i apo A-l. Gpisanje ova dva lipoproteina je
nea:ekivano, pogotovo Sto je doprinos apo A-I faktorskskoru pozitivan, iako se njegova
veta koncentracija smatra protektivnom, analogno HDdlesterolu, gdecini glavni
apolipoprotein. Corsetti i sar. (257) su objavila ¢du poviSene koncentracije HDL
holesterola povezane sa rekurentnim koronarnim k&agjama meu pacijentima sa
poviSenim vrednostima i hsCRP i holesterola. Koabassa visim rizikom riene su HDL
cestice véih dimenzija i viSe koncentracije apo A-l1 u péeaju sa osobama sa nizim
rizikom. Pretpostavlja se da je to posledica praandBL cestica izazvanih inflamacijom u
kojima dolazi do uklanjanja i/ili modifikacije viSproteinskih komponenti, uklfwjuci i
apo A-l. Ove promene uti na anti-aterogene funkcije HDL u smislu reverztragsporta

I posredovanja u inhibiciji oksidativne degradacli®L cestica. Pokazano je i da
oksidativha modifikacija apo A-l ima z&anu ulogu u transformaciji funkcije HDL od
anti-inflamatorne do pro-inflamatorne. OksidacijpoaA-l je posredovana nitracijom i
hlorinacijom ostataka tirozina na molekulu apo Ajod dejstvom enzima
mijeloperoksidaze (MPO), prisutnom u makrofagameraaha, ¢iji je selektivni supstrat
upravo apo A-l (258). Ove oksidativne promene aploufsastavu HDLEestica dovode do
selektivne inhibicije efluksa holesterola iz malagd posredovanog ATP-vezgtijn
kasetnim transporterom Al (ABCAl) (259). Dalje, &mao ve&a zastupljenost
nitrotirozina i hlorotirozina u sastavu apo A-l1ersmu ndena je kod pacijenata sa KVB u
poreienju sa onima bez bolesti (260). PoSto se ovi giateSavaju nezavisno od puteva u
koje je ukljiten hsCRP, njima mozemo objasniti i nalaz da, iak@qgstojala korelacija
izmedu HDL holesterola i apo A-1 u ispitivanoj populaciga razliku od HDL holesterola,

koncentracija apo A-l se nije razlikovala izdnekategorija nivoa hsCRH ébela 1X.

Lp(a) se povezuje sa bufim kardiovaskularnim komplikacijama samo kada skzau
jako visokim koncentracijama i naiito kada su istovremeno prisutne visoke koncerj&arci

LDL holesterola (143). Mogie je da promene HDEestica u kojima dolazi do uklanjanja
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i/ili modifikacije apo A-l i koje utéu na anti-aterogene funkcije HDL u smislu reverznog
transporta i posredovanja u inhibiciji oksidativdegradacije LDL¢estica, omogéavaju
aterogeno delovanje i Lp(a), poSto oméauaju prisustvo visokih koncentracija LDL
holesterola.

Logisticka regresiona analiza je pokazala da ,faktor siskeminflamacije” nije imao
statistéki znataj u predikciji vrednosti pov@nog rizika na osnovu FRS (>10%). Ndjve
doprinos tom faktoru daje vrednost hsCRP. Timezggedno sa nalazom da je raspodela
rizika u klasama sa koncentracijom hsCRP <1 mgi3 mhg/L i >3 mg/L bila je nezavisna
od raspodele kategorija rizika na osnovu FRS, gdetw da procena kardiovaskularnog
rizika na osnovu hsCRP nezavisna od tradiciondlakitora rizika inkorporiranih u FRS.
To je u skladu sa preporukama da se njegova karagat koristi za reklasifikaciju rizika

kod osoba sa intermedijernim vrednostima FRS (1%)20

S druge strane, ,lipoproteinski faktor” nije bioa&ajan prediktor vrednosti ni standardnog
ni globalnog FRS, koji procenjuje 10-godisnji riok svih oblika KVB, uklj@uju¢i smrtni
ishod KVB, pojavu svih oblika KBS, Slog, ¢anu insuficijenciju i intermitentne
klaudikacije. Ovakav nalaz se moze objasniti hipote da za kratkotmi, 10-godiSnji
rizik od svih ovih porem&ja, odnosno krajnjih ishoda, poretag lipida vezan za
poveano prisustvo Lp(a) i patoloSku funkciju apo A-inme zn&aja, veé se ispoljava tek u

dugor@nom riziku

Kod procene 30-godisnjeg rizika i od ,kompletnedd ,teSke* KVB, za vrednosti iznad
optimalnih/normalnih za odgovardjupol i starost ,hemodinamski faktor” nije imao
statisttki znatajan prediktivni potencijal. Verovatno je to postadtoga Sto krajnji ishodi
u algoritmima procene dugafwog rizika obuhvataju i anu insuficijenciju i kongestivnu
sianu insuficijenciju. S obzirom na zZf@nu korelaciju NT-proBNP i starosti, mag
objasSnjenje je da multivarijabilne jedfiae za izr&unavanje dugokmog rizika veé

obuhvataju aspekte rizika povezane sa pangm koncentracije NT-proBNP sa godinama.
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lako u prediktivnom modelu pet izdvojenih faktoestavljenih od biomarkera koji ne ulaze
u algoritme izrédunavanja kori@&nih skorova rizika bar jedan faktor nije bio &aman
prediktor povéanog rizika, ROC analiza je pokazala da se lagisthodel sa izdvojenih
pet faktora nije statisiki znatajno razlikovao u predianju povéanog kardiovaskularnog

rizika od modela sa svih 18 polaznih biomarkera.
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6. ZAKLJU CCI

Na osnovu svega izloZzenog moze se zéitljgledete:

1. Analizom osam serumskipoolova u opsegu koncentracija hsCRP 0,2-10,0 mg/L
Olympusimunoturbidimetrijskim testom dobijeni su koefamiti varijacije <10% i u
seriji i iz dana u dan. Dobijeni koeficijenti vagije kretali su se u intervalu 0,38
8,16% u seriji i 3,68-9,63% iz dana u dan. Postadbijena nepreciznost <10% u
celom ispitivanom opseg@lympusimunoturbidimetrijski test zadovoljava definisane
kriterijume u pogledu reproducibilnosti za procedardiovaskularnog rizika. Take,
test zadovoljava preporuke i u pogledu osetljivpsi$to je dobijena granica detekcije
od 0,11 mg/L.

2. Olympus imunoturbidimetriska metoda je bila u dobroj kaai sa
imunonefelometrijskonbade Behring CardioPhaséisCRP metodom, prep@enom
od strane FDA, u opsegu koncentracija 0,15-10,0.nRpnderisanom Demingovom
regresionom analizom dobijeni koeficijent korelacijiznosio je r=0,992. Ni
sistematska ni procentualna greSka nisu bile stddisznatajne. Srednja vrednost
relativne razlike na Bland-Altman dijagramu iznagg —0,002% ((95% CI = -0,082 —
0,078%), Sto nije statiski znaajno na osnovu Student t-testa razlike parova
odrefivanja. Rasipanje ve od 2Sd kod koncentracija >5 mg/L prisutno nagiganu
relativnih razlika moze biti posledica razlika ulikeaciji, faktora karakteristnih za
individualne uzorke ili metodoloskih razlika izthe nefelometrijskih i
turbidimetrijskoh sistema.

3. Rezultati slaganj®lympusimunoturbidimetrijske metode sa imunonefelometajsk
u sposobnosti klasifikacije rizika pokazuju da $5% vrednosti odenih dvema
metodama svrstava u istu kategoriju rizika, sa 1g®gdnosti rasporEnih u viSu
kategoriju rizika i 3,1% rezultata odienih imunoturbidimetrijskom metodom u nizoj
kategoriji rizika u odnosu na Kklasifikaciju defiaisu vrednostima dobijenim
imunonefelometrijskom metodom. Student t-testonpgévrdeno da ova razlika nije
statisttki znatajna.
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. Medu ispitivanim markerima inflamacije i lipidnog staa povezanih sa
aterosklerozom (SAA, fibrinogen, A1AGP, haptoglgbi€3 i C4 komponente
komplementa, ukupan, HDL, non-HDL i LDL holestertigliceridi, apo A-l, apo B,
Lp(a)), zajedno sa karakteristikama kao Sto su gtakost, pusenje, hipertenzija, BMI,
porodina istorija prevremene pojave KVB i ftkia aktivnost, posle serije regresionih
analiza, samo su BMI, non-HDL holesterol, fibrinoge SAA ostali u nezavisnoj
asocijaciji sa hsCRP. Dodatna informacija koju amse mogla bi da bude
komplementarna prediktivnoj vrednosti hsCRP.

. U grupi wesnika sa procenjenim rizikom u kategoriji 10-20% asnovu FRS, kod
~50% je ndena koncentracija hsCRP koja je ukazivala na nidakvisok
kardiovaskularni rizik, Sto se slaze sa literatrrpodacima o sposobnosti hsCRP za
reklasifikaciju osoba sa intermedijernim rizikom.id¢foj grupi &esnika, koncentracije
fibrinogena, SAA, non-HDL holesterola i trigliceadsu bile statistki znatajno
razlicite meiu kategorijama rizika oddenim na osnovu koncentracije hsCRP. Ovi
parametri bi mogli da doprinesu ispravnoj rekl&sifiji osoba sa intermedijernim
rizikom uz hsCRP.

. U grupi biomarkera koja je obuhvatila mo&na kiselinu, parametare bubrezne
(kreatinin, Cys-C, eGHibro, eGFRkp-ep, €GFRys.g i sicane funkcije (NT-proBNP,
hs-cTnT), zn&ajne vrednosti Pearsonovih koeficijenata korelasgekoncentracijama
hsCRP, posle korekcije uticaja starosti, pola, BRipertenzije i puSenja, ostale su
samo za Cys-C i eGHpc Postepenom multiplom linearnom regresionom analizom
identifikovan je prediktivni model sa kreatinino@ys-Ci mokratnom kiselinomkao
nezavisnim determinantama koncentracije hsCRP, lagjistictkom regresionom
analizom nije potwvten njegov nezavisni prediktivni potencijal.

. U ispitivanoj populaciji, nizak 10-godisSnji rizikan osnovu FRS imalo je 79,8%
ucesnika; procenatdesnika sa niskim rizikom na osnovu globalnog FRSj®i69,6%;
broj osoba sa visokim 30-godiSnjim rizikom od p@aeskih komplikacija, odnosno
svih oblika KVB, za odgovaragiipol i starost iznosio je 74%, tj. 76%, redom.

. Raspodela rizika u klasama sa koncentracijom hs€Rkg/L, 1-3 mg/L i >3 mg/L

bila je nezavisna od raspodele kategorija rizik@saovu FRS u ispitivanoj populaciji,
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dok klasifikacija na osnovu koncentracije hsCRRe rtijla nezavisna u patenju sa
kategorizacijom rizika na osnovu globalnog FRSj s#& 30-godiSnjim rizikom. To
ukazuje na zavisnost izmhe viSih koncentracija hsCRP i &g kratkorénog i

dugor@nog rizika od svih oblika kardiovaskularnin kompldija, kao i véeg

dugora@nog rizika od pojave teskih komplikacija KVB.

9. Razlike izméu aktuelne starosti i procenjene starosti srcasmowu globalnog FRS u
pojedinim klasama koncentracije hsCRP bile sustigti znatajne, a takde razlika se
statistEki znatajno poveéavala sa porastom koncentracije hsCRP.

10.U ispitivanoj populaciji je prisutno ve opteréenje ukupnim kardiovaskularnim
rizikom u odnosu na rizik samo od komplikacija KB&o i zng&ajan dugoroni, 30-
godisnji rizik. Povezanost rizika sa koncentracgarhsCRP potduje razvijenije
aterosklerotske procese, u odnosu na prvobitnuepromiskog rizika na osnovu
standardnog algoritma FRS.

11.Faktorskom analizom ispitivane grupe biomarkeralamfcije, lipidnog statusa,
funkcije srca i bubrega identifikovano je pet faktokojima je objasSnjeno 65,3%
ukupne varijacije. lzdvojeni faktori su ,faktor sske inflamacije” (fibrinogen, SAA,
A1AGP, haptoglobin, C3 i C4 komponente komplement@ardiorenalni faktor*
(kreatinin, mokrana kiselina, Cys-C, hs-cTnT i pol), ,faktor ateragg holesterola®
(LDL i non-HDL holesterol), ,hemodinamski faktor“starost i NT-proBNP) i
.-metaboliki faktor* (trigliceridi i HDL holesterol). Logistika regresiona analiza je
pokazala da je najbolju prediktivhu vrednost modal svih pet faktora imao za
koncentracije hsCRP>1 mg/L. Ztegnost se potpuno izgubila za ,kardiorenalni faktor
i ,faktor aterogenog holesterola“ u predikciji k@mtracija >2 mg/L i >3 mg/L, Sto se
moze objasniti malim brojemcasnika u ispitivanju, od kojih je skoro 50% imalo
koncentracije hsCRP<1 mg/L.

12.Rezultati ROC analize su pokazali da se prediktpotencijal logisitkog regresionog
modela sa pet faktora nije sta&li znatajno razlikovao od multivarijabilnih
logistickih modela sa 19 parametara podvrgnutih faktorskwlizi i sa 31 polaznih
biomarkera kardiovaskularnog rizika, u predikcijispstva koncentracija hsCRP koje
ukazuju na umereno povisen i visok rizik.
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13. Sistemska inflamacija, kardiorenalna funkcija, egeni lipidni profil, hemodinamski i
metaboléki status nezavisno doprinose patofiziologiji heow, subklintke inflamacije
u aterosklerozi, koju oslikava koncentracija hsCRP.

14.Faktorskom analizom 18 ispitivanih parametara (@kijuci i hsCRP) koji ne ulaze u
izracunavanje FRS, globalnog FRS i skora 30-godisnjega;j izdvojeno je pet
klastera, identifikovanih kao ,faktor sistemskelamhacije” (hsCRP, fibrinogen, SAA,
Al1AGP, haptoglobin, C3 i C4 komponente komplementgpktor aterogene
dislipidemije* (LDL i non-HDL holesterol, apo B rigliceridi), ,kardiorenalni faktor”
(kreatinin, mokréna kiselina, Cys-C, hs-cTnT), ,hemodinamski fakt@{T-proBNP) i
Jlipoproteinski faktor* (apo A-lI i Lp(a)), kojimag objasnjeno 67,4% varijacije u
sistemu.

15. Logisticka regresiona analiza je pokazala da ,faktor siskemnflamacije” nije imao
statistéki znataj u predikciji vrednosti povanog rizika na osnovu FRS (>10%).
.Lipoproteinski faktor® nije bio zn&jan prediktor vrednosti ni standardnog ni
globalnog FRS. Kod procene 30-godisSnjeg rizika i,oompletne” i od ,teSke“ KVB,
za vrednosti iznad optimalnih/normalnih za odgojasigpol i starost ,hemodinamski
faktor” nije imao statistki znatajan prediktivni potencijal. lako u prediktivnom
modelu pet izdvojenih faktora sastavljenih od bidmea koji ne ulaze u algoritme
izracunavanja kori&enih skorova rizika bar jedan faktor nije bio &ajan prediktor
poveanog rizika, ROC analiza je pokazala da se lagfistinodel sa izdvojenih pet
faktora nije statistki znaajno razlikovao u predianju povéanog kardiovaskularnog
rizika od modela sa svih 18 polaznih biomarkera.

16. Aterogena dislipidemija, kardiorenalna funkcija enmodinamski status nezavisno
doprinose powsmanom 10-godiSnjem riziku od smrtnog ishoda kao gubise KBS,
infarkta miokarda, stabilne i nestabilne angine tpe& procenjenim na osnovu
standardnog FRS.

17.Povean rizik od svih oblika KVB, ukljauju¢i smrtni ishod KVB, pojavu svih oblika
KBS, Slog, stanu insuficijenciju i intermitentne klaudikacije nanovu globalnog FRS
povezan je sa sistemskom inflamacijom, aterogenwtipidiemijom, kardiorenalnom

funkcijom i hemodinamskim statusom.
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18. Dugoranom, 30-godiSnjem riziku iznad normalnog/optimalnag pojavu teskih
komplikacija KVB (teSke manifestacije KBS —¢ana smrt, infarkt miokarda, fatalni i
nefatalni Slog) i za pojavu svih oblika kardiovalsknih komplikacija (teSka KBS,
sikana insuficijencija, angina pektoris, Slog, traozit ishemijski atak, intremitentne
klaudikacije i kongestivha &na insuficijencija) nezavisno doprinose sistemska
inflamacija, aterogena dislipidemija, kardiorendiniakcija i status lipoproteina

19.0vo ispitivanje je ogradeno malim brojem ¢esnika od kojih je w@na imala nizak
kardiovaskularni rizik, bilo na osnovu konvenciamal procene ili na osnovu
koncentracije hsCRP. Matim, zakljutci mogu biti zn&ajni s obzirom da osobe sa
niskim rizikom ¢ine oko dve tréne ukupne populacije sa rizikom i oko 20% svih

kardiovaskularnih komplikacija se deSava u odsustaicionalnih faktora rizika.
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U3jaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa aucepTauuja nog Hacnosom

«G)aKTopcxa aHanm3a v NoBe3aHOCT NMNNAOHUX, Ia"lHd)J'IaI\.r‘IaTOpHMX, cpYaHunx n
BybpexHux Buomapkepa ca LI-peaktmBHUM NPOTEUHOM Y KaTeropusauunjm
KapauoBacKynapHOr pusvika»

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPAXWBa4Kor paaa,

e [a npeanoxeHa auceprauuja y UenNvHW HKU Yy AenoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobwjare Ouno koje gunnome npema CTyAWjCKMM nporpamuma apyrux
BUCOKOLLIKOMCKMX YCTaHoBa,

e [a Cy pe3yntaTtu KOpPeKTHO HaBedeHW U

e [a HUCaM KpLMO/Na ayTopcka npaBa WM KOPUCTUO WHTENEKTyarnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.
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M3jaBa 0 NICTOBETHOCTYU LITAMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpCKor paaa

Wme v npeanme aytopa CHexxaHna Josuuuh

bpoj nHaekca 64/06

CTtyawjckv nporpam LOKTOpPCKE CTyanje 3 meauumHcke buoxemumje

Hacnoe paga __ «dakropcka aHanusa U NOBe3aHOCT NUNUAHUX, MHDNamMaTopHKX,
cpyaHux 1 BybpexHux Buomapkepa ca Ll-peakTMBHMM NPOTEMHOM Y KaTeropusauujv
KapAuoBacKyNnapHOr pusnka»

MeHTop Mpodb. ap Hapa Majkuh-Singh

[MoTnucaxwn/a CHexana Josuinh

M3jaBrbyjem Aa je wramnaHa sepsuja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA ENeKTPOHCKO)
BEP3WjM KOjy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany Aduratandor
peno3uTopujyma YHuBep3uTteta y Beorpaay. '

[oseorbaBam ga ce objaBe MOjUM NWUYHW nojaun BesaHw 3a pgobujare akagemckor
3Bara AOKTOpa Hayka, Kao LUTo CYy UMe U npe3uMe, roauHa n mecto pohewa u gatym
oabpaHe paga.

OBW nwMyHWM nopaum Mory ce o6jaBuTv Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama awurutanHe
BubnnoTeke, y eneKTPOHCKOM kaTtanory vy nybnukauunjama YHvueepauteta y beorpaay.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpaay, 21.06.2013.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkoeuh® ga y [durutanyu
peno3unTopujym YHvBepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKYy AucepTtauujy nof
Hacnosom:

«®daKkTopcka aHanu3a 1 NOBE3aHOCT NUNUAHWX, MHPNAMaTOPHUX, CPHaHUX 1
OybpexHux Buomapkepa ca Li-peakTMBHUM NPOTENHOM Yy KaTeropvsaumju
KapauosackynapHor pusnka»

KOja je Moje ayTopcko Aeno.

[wvcepTauujy ca cBnM npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBuparse.

Mojy OOKTOpCKY AvcepTauunjy noxparseHy y AurutanHu penosutopujym YHusepauteTa
y Beorpagy mory aa kopucte CBW KOju NowTyjy oapeabe cagpxaxe y ogabpaHom tvny
nuueHue KpeaTtueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO
@yropcrao - HekomepLmjanHo
3. AyTopcTBO — HekoMmepuujanHo — 6es npepage
4. AYyTOPCTBO — HEKOMepUWjanHo — AenuTu No4 NCTUM ycrnosuma
5. AytopcTeo — 6e3 npepage
6. AyTOpCcTBO — AENUTU NoA UCTUM YCrnoBMmMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jedHy Of WecCT MNOoHYReHWx nuueHuwn, Kpatax onuc
nuueHun aart je Ha nonefunu nucra).

MoTnuc noxkTopat/1a

Y Beorpagy, 21.06.2013.
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1. AytopcTteo - [lozsBorbaearte yMHOXaBake, AUCTpudyuwjy U jaBHO caonwTaBawe
aena, v npepage, ako ce Hasefe vMe aytopa Ha HauyuH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa
Wiy Aesaoya nuuedye, Yak u y komepumjante cepxe. Oeo je HajcnoboaHnja og cBux
AMUEHLIN,

@Aympcmo — HekomepuujanHo. [lo3Borbaearte yMHOXaBake, AUCTpUByunjy U jaBHo

aonwrasBare gena, v npepage, ako ce Haseae MMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH oa
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOSfbasBa KoMepuwmjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuwjanHo — 0Ge3 npepapge. [lo3sBorbasaTe yMHOXaBatbe,
avctpubyumjy wu jasHo caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosBaka wunu
y|".o‘rpe6e Aena y ceom geny, ako Cce Hasege vmMme ayTopa Ha HadvuH onpef]eH oA
CTpaHe ayTopa wnwn gasaoua nuueHue. Osa nuueHua He Ao3BoSbaBa KomepuujanHy
ynoTpeby pena. ¥ ogHocy Ha cee ocTane nuueHue, 0BOM NUUEHUOM ce orpaHudaea
Hajeehn oBum npasa kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEepuujanHo — AenuTh noa ucTum ycnosuma. [Jossorbaeare
yMHOMaBare, AucTtpubyuurjy v jasHo caonwTaearse Aena, U Npepage, ako ce Hasene
ume aytopa Ha HauduH oapefleH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua NUUEHUE WM ako ce
npepaga Auctpubyupa nog WMCTOM wUnKM cnu4HoM nuueHuom. OBa nuueHua He
[l03BOMbABa KoMepuwujandy ynotpeby aena v npepaga.

5. Aytopcteo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYUM)y WU jaBHO
‘caonwTasawe Aena. 6e3 npomexa, npeobnukosatka unv ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBejde wme ayTopa Ha HadvH oapefheH o4 cTpaHe ayTtopa vwnu Aaesaoua
nuueHye. OBa nNuueHUua [03BOMbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTtopcTBO - OenuTtu nofd MCTUM ycrnosuma. [lo3BorbaeaTte  YMHOXaBare,
AvcTpuByun)y 1 jaBHO caonwiTaBarke Aena, U Npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha
HauuH oapeheH of cTpaHe aytopa wnu gasaouya NUUEHUE W ako ce npepaga
avcTpubyupa nog uCTOM wWnU cnvyHoM nnueHuom. OBa nvueHua [o3Bosbasa
komepuujandy ynotpeby aena v npepaga. CnuyHa je codTBEpPCKMM NuueHuama,
OHOCHO NUUEHUaMa OTBOPEHOr Koaa.




