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Uticaj razlic¢itih faktora na preZivljavanje arteriovenskih fistula kod bolesnika na

hemodijalizi

REZIME

Uvod: Arteriovesnka fistula (AVF) se smatra vaskularnim pristupom Kkoji je najsigurniji,
najdugotrajniji, ima najmanji broj komplikacija i koji bi trebalo da bude prvi izbor kod
svih bolesnika koji zapoCinju hemodijalizu. Uoceno je da bolesnici koji kao vaskularni
pristup koriste AVF, imaju najmanji mortalitet u poredenju sa onima koji koriste
arteriovenski graft (AVG) ili trajni vaskularni kateter. Istovremeno, uz kardiovaskularni
morbiditet, razlozi povezani sa komplikacijama vaskularnih pristupa za hemodijalizu
koji utiCu na prezivljavanje AVF kao preporu¢enog vaskularnog pristupa od izuzetnog
znacaja. U literaturi je malo podataka koji govore o ulozi faktora endotelne disfunkcije i
genskog polimorfizma pojedinih faktora na prezivljavanje vaskularnog pristupa.

Cilj: Ciljevi istrazivanja su bili ispitivanje uticaja vaskularnih kalcifikacija i uticaja
polimorfizma gena koji imaju uticaj na endotelnu funkciju na prezivljavanje primarnih
AVF - (gena za angiotenzin | konvertuju¢i enzim (ACE), matriks-metaloproteinazu 3
(MMP3) i endotelijalnu azot-oksid sintazu (eNOS)). Takode, ispitivan je uticaj
serumskih koncentracija odabranih endotelnih faktora rasta i parametara endotelne
disfunkcije kao i uremijskih toksina na prezZivljavanje primarnih AVF (transforming
growth factor beta-TGF-B, platlet derived growth factor-PDGF, endotelin-1-ET1,
asimetri¢ni dimetil arginin-ADMA).

Materijal i metode: Ispitivanje prezivljavanja primarnih AVF sprovedeno je kod
bolesnika koji se nalaze na hroni¢nom programu le¢enja hemodijalizama u Klinickom
odeljenju za nefrologiju i metaboli¢e poremecaje sa dijalizom ,Prof. Dr Vasilije
Jovanovi¢“, Klinicko-bolnickog Centra Zvezdara u Beogradu duze od 6 meseci.
Ukupno je bilo obuhvaceno 314 bolesnika. Standardni demografski i laboratorijski
podaci su dobijeni iz istorija bolesti bolesnika. Za skoriranje vaskularnih kalcifikacija
koris¢en je Adragao skor ¢iji rang moze biti od 0 do 8. Ovom skoru dodat je i
rentgenski odreden skor kalcifikacija krvnih sudova regije AVF kojim je analizirano
prisustvo kalcifikacija radijalne i ulnarne arterije kao i samog arteriovenskog spoja i

rangiran je od 0 do 3. Tako je dobijen ukupni kalcifikacioni skor koji moze biti od 0 do



11. Polymerase-chain reaction (PCR) metodom izvrSena je genotipizacija i utvrdivanje
I/D polimorfizma u genu za angiotenzin I konvertuju¢i enzim (ACE), 5A/6A
polimorfizma u genu za matriks-metaloproteinazu 3 (MMP3) i G/T polimorfizma u
genu za endotelijalnu azot-oksid sintazu (eNOS). Serumska koncentracija TGF-f,
PDGF, ET-1 i ADMA odredivana je iz krvi uzete pre srednje hemodijalizne sesije u
nedelji koriS¢enjem komercijalnih enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
testova.

Rezultati: Prezivljavanje primarnih AVF shodno ukupnom kalcifikacionom skoru
prospektivno je praceno 5 godina. Koris¢enjem Cox proportional hazard modela
utvrdeno je da bolesnici sa srednje izrazenim ukupnim kalcifikacionim skorom (skor 4
do 7) imaju povecan rizik za prestanak funkcionisanja AVF sa granicnom statistickom
znacajnosc¢u (hazard rate-HR 3.82, 95% interval poverenja-Cl 1.10-13.23; p=0.055),
dok bolesnici sa najizrazenijim ukupnim kalcifikacionim skorom (skor 8 do 11) imaju
statisticki zna€ajno ve¢i rizik za prestanak funkcionisanja AVF (HR 4.65, 95% interval
poverenja 0.97-22.38; p=0.035). Pracenjem uticaja prisustva kalcifikacija u krvnim
sudovima AVF regije uoceno je da prisustvo ovih kalcifikacija nosi statisti¢ki znacajan
rizik za prestanak funkcionisanja AVF (HR 3.42, 95% interval poverenja 1.00-11.67;
p=0.049).

Sprovedeno je i retrospektivno ispitivanje prezivljavanja primarnin AVF u odnosu na
I/D polimorfizam u genu za ACE, 5A/6A polimorfizam u genu za MMP3 i G/T
polimorfizam u genu za eNOS. lako bez statisticke znacajnosti, uo¢eno je da je nakon
deset godina najslabije prezivljavaju primarne AVF kod Il homozigota poredeci sa ID i
DD polimorfizmima u genu za ACE (log rank test=0.133; p=0.936), a da je nakon 5
godina bolje prezivljavaju primarne AVF kod bolesnika sa prisutnim 6A alelom u genu
za MMP3 u odnosu na one koje ga nemaju (log rank test=3.415; p=0.181) kao i kod GG
homozigota u poredenju sa GT i TT polimorfizmima u genu za eNOS (log rank
test=1.973; p=0.373). Koris¢enjem Cox proportional hazard modela ustanovljeno je da,
lako bez statisticke znacajnosti, prisustvo D alela u genu za ACE smanjuje rizik za
pojavu prestanka funkcionisanja primarne AVF za 14.2% (HR 0.858; CI 0.366-2.013,
p=0.725). Prisustvo 5A alela u genu za MMP3 povecava rizik za pojavu prestanka
funkcionisanja primarne AVF gotovo 2 puta (HR 1.963; CI 0.924-4.168, p=0.079), a
prisustvo T alela u genu za eNOS 1.57 puta (HR 1.578; C1 0.569-4.373, p=0.381).



Prezivljavanje primarnih AVF nakon odredivanja serumskih koncentracija TGF-j,
PDGF, ET-1 i ADMA praceno je 18 meseci. Koris¢enjem Cox proportional hazard
modela ispitivan je uticaj TGF- i ET-1 na prestanak funkcionisanja AVF, dok uticaj
ADMA i PDGF nije, obzirom da su prosec¢ne vrednosti ADMA i PDGF bile vece u
grupi bolesnika koji nisu doZiveli trombozu AVF. lako bez statisticke znacajnosti,
uocava se da jedini¢ni porast vrednosti ET-1 povecava rizik za prestanak funkcionisanja
AVF za 88.3%.

Zakljucak: Sprovedenim ispitivanjem dokazano je da su bolesnici sa izrazenim
vaskularnim kalcifikacijama kao i sa prisutnim kalcifikacijama u krvnim sudovima
regije AVF imali statisticki znacajno povecan rizik za prestanak funkcionisanja
primarnih AVF. lako bez statisticke znacajnosti, bolesnici sa pristunim D alelom u genu
za ACE imali su za 15% manji rizik, dok su bolesnici sa prisutnim 5A alelom u genu za
MMP3 i T alelom u genu za eNOS imali za 1.96 odnosno 1.57 puta povecan rizik za
prestanka funkcionisanja primarne AVF. Od ispitivanih markera endotelne disfunkcije,
povecanje ET-1 i TGF-B vodi porastu rizika od prestanka funkcionisanja primarne AVF,
ali bez statisticke znacajnosti.

Kljuéne re¢i: primarna AVF, prezivljavanje, vaskularne Kkalcifikacije, genski
polimorfizam, markeri endotelne disfunkcije.

Naucna oblast: Nefrologija



Influence of different factors on arteriovenous fistula survival in hemodialysis patients

ABSTRACT

Arteriovenous fistula (AVF) is considered as the safest and longest-running vascular
access (VA), which has the lowest number of complications. Therefore, it was
recommanded to be the first choice in all patients starting hemodialysis. Also, it is
shown that patinets with AVF have the lowest mortality rate comparing with patients
using arteriovenous graft (AVG) or thunneled catheter. Besides cardiovascular
morbidity, complications related to VA are the main reason for hospitalization of
hemodialysis patients. Therefore, the examination of the factors that affect the survival
of AVF is of great importance. In the literature, there is little information about the role
of factors of endothelial dysfunction and genetic polymorphisms of some factors on the
vascular access survival.

Aim: Aim of the study was to analyse the influence of vascular calcifiactions on
primary AVF survival and to analyse the influence of gene polymorphism related to
endothelial function on primary AVF survival: gene for angiotensin | converting
enzyme (ACE), gene for matrix-metalloproteinase 3 (MMP3) and gene for endothelial
nitric oxide synthase (eNOS). In addition, study included the influence of endothelial
growth factors and uremic toxins on primary AVF survival including serum
concentrations of transforming growth factor beta-TGF-p, platlet derived growth factor-
PDGF, endothelin-1-ET1, asimetric dimetilarginin-ADMA).

Matherials and methods: The study about primary AVF survival was conducted in
Clinical Department for Nephrology and Metabolic Disorders with Dialysis ,,Prof. Dr
Vasilije Jovanovi¢®, Zvezdara University Medical Center, Belgrade and included 314
patients who were on regular hemodialysis for more than six months. Standard
demographic and laboratory data were obtained from the medical records. Adragao
method was used for vascular calcification scoring and score ranged from 0 to 8. This
score was supplemented with calcification score of AVF accordig to presence of
vascular calcification in ulnar and radial artery and region of arterio-venous
anastomosis. The calcification score of AVF-region ranged from 0 to 3. Overall
calcification score (Adragao score + AVF-region score) ranged from 0 to 11.

Polymerase-chain reaction (PCR) was performed for genotyping and determination of



I/D polymorphism in ACE gene, 5A/6A polymorphism in MMP3 gene and G/T
polymorphism in eNOS gene. Serum concentrations of TGF-p, PDGF, ET-1 and
ADMA were meseured from blood taken before middle-week hemodialysis using
comercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tests.

Results: Five-year survival of primary AVF according to presence of vascular
calcification was prospectively followed for 5 years. Using Cox proportional hazard
model it was confirmed that patients with moderate overall calcification score (from 4
to 7) had a higher risk of developing AVF failure (HR 3.82, CI 1.10-13.23, p=0.055).
Patients with severe overall calcification score (from 8 to 11) had a 4.65-fold higher risk
of developing AVF failure (Cl 0.97-22.38, p=0.035). By analysing the influence of
calcification in AVF blood vessels on AVF longevity it was shown that patients with
calcified AVF-blood vessels had increased risk to develop AVF failure (HR 3.42 95%
Cl 1.00-11.67; P = 0.049).

The influence of ACE, MMP3 and eNOS gene polymorphism on AVF survival was
analysed by retrospective analysis. Although without statistical significance, it was
confirmed that after ten years, the lowest survival rate had AVFs of patients who were
homozygote Il for ACE gene compared with patients with ID and DD gene
polymorphism (log rank test=0.133; p=0.936). Patients with 6A allele in MMP3 gene
had a better survival rate after five years compared with patients without this allele (log
rank test=3.415; p=0.181). Finally, AVFs in patients who were GG homozygote for
eNOS had better five-year survival than AVFs in patients with GT and GG
polymorphism (log rank test=1.973; p=0.373). Using Cox proportional hazard model it
was shown that presence of D allele in ACE gene lowered risk of developing AVF
failure for 14.2% (HR 0.858; CI 0.366-2.013, p=0.725) although without statistical
significance. Presence of 5A allele in MMP3 gene almost duplicate risk for developing
AVF failure (HR 1.963; CI 0.924-4.168, p=0.079) and presence of T allele in eNOS
gene increased risk for developing AVF failure 1.57-fold (HR 1.578; CI 0.569-4.373,
p=0.381).

Survival of primary AVFs after determination of serum concentrations of TGF-j,
PDGF, ET-1 and ADMA was followed for 18 months. Since the mean serum
concentrations of ADMA i PDGF was higher in group of patients who didn’t develop
AVF failure, Cox proportional hazard model was used to analyse the influence of TGF-



B and ET-1 on AVF falure. Although without statistical significance, it was shown that
ET-1 increase for one unit raised the risk for AVF failure for 88.3% (HR 1.883; CI
0.003-1097.331, p=0.846).

Conclusion: This study has proved that patients with prominent overall vascular
calcification and calcification in AVF region-blood vessels had statistically higher risk
for developing AVF failure. Although without statistical significance, presence of D
allele in ACE gene carried 15% lower risk and presence of 5A allele in MMP3 gene and
T allele in eNOS gene carried 1.96-fold and 1.57-fold higher risk for developing AVF
failure. Among analyzed markers of endothelial dysfunction, increased ET-1 and TGF-j3
were linked to higher risk for developing AVF failure, but without statistical
significance.

Key words: primary AVF, survival, vascular calcification, genetic polymorphysm,

markers of endothelial dysfunction.
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1.1. Terminalna bubrezna slabost, hemodijaliza i vrste vaskularnih pristupa

1.1.1. Epidemiologija terminalne bubrezne slabosti

Broj bolesnika sa terminalnom bubreznom slabos¢u (TBS) koja dovodi do
potrebe za zamenom bubrezne funkcije u znacajnom je porastu u poslednjih 40 godina.
Americki registar bubreznih bolesnika prijavljuje porast ovakvih bolesnika sa 10.000
bolesnika 1973. godine na preko 660.000 bolenika 2013. godine (1). Sli¢na situacija je i
u drugim delovim sveta, ukljucujuci i Srbiju gde u poslednjoj deceniji broj bolesnika sa
TBS konstantno raste, te je 2005. god. bio 3530, 2009. god. 5208, a 2014. god. 5858
bolesnika (2,3,4). Porast broja bolesnika sa TBS moze se objasniti porastom stare
populacije, kao i poveéanom prevalencom osoba sa dijabetes melitusom (DM) i
hipertenzijom (HTA) kao najc¢e$¢im etioloskim uzro¢nicima TBS (5). Podaci Svetske
Zdravstvene Organizacije (SZO) ukazuju da je 1980. god. u ukupnoj svetskoj populaciji
bilo 4.7% osoba sa DM, a ¢ak 8.5% 2014. god. Istovremeno je doslo i do porasta broja
ljudi sa loSe kontrolisanom HTA sa 600 miliona koliko je bilo 1980. god, na gotovo
jednu milijardu 2008. god (6,7).

U Sjedinjenim Ameri¢ckim Drzavama (SAD) na dan 31.12.2013. god.,
hemodijaliza je bila najvise koris¢eni metod zamene bubrezne funkcije i to kod ¢ak
63.7% bolesnika sa TBS, peritoneumsku dijalizu je koristilo svega 6.8% bolesnika, dok
je 29.2% imalo funkcionalni transplantirani bubreg (8). U drZzavama ¢iji su podaci bili
dostupni prilikom formiranja Evropskog registra za 2014. god. pokazana je razliCita
zastupljenost ove tri metode, ali posmatrano sveobuhvatno najveéi broj bolesnika le¢en
je hemodijalizom (49.0%). Peritoneumska dijaliza je svugde bila najmanje zastupljeni
naéin zamene bubrezne funkcije sa svega 5.4% bolesnika, a samo u Danskoj je
prevazilazila 10% (10.7%). U Austriji, Danskoj, Finskoj, Estoniji, Islandu, Norveskoj,
veéini regija Spanije, Svedskoj, Velikoj Britaniji, Holandiji veéi je broj bolesnika sa
funkcionalnim presadenim bubregom nego na hemodijalizi, dok je u Belgiji, Bosni i
Hercegovini, Francuskoj, Gr¢koj, Crnoj Gori, Rumuniji, Srbiji, mursijskom i
valensijskom regionu Spanije predominantna hemodijaliza (9). U Godisnjem izvestaju o

lecenju dijalizama i transplantacijom bubrega u Srbiji 2014. godine, prikazano je da je



77.1% bolesnika leceno hemodijalizom, 8.1% peritoneumskom dijalizom, a 14.1% ima

funkcionalan presadeni bubreg (4).

1.1.2. Hemodijaliza i vrste vaskularnih pristupa

Imaju¢i u vidu zastupljenost hemodijaze kao metode zamene bubrezne funkcije

u Srbiji, opravdano je razmatrati dugovecénost arteriovenske fistule (AVF) kao jedne od

vrsta trajnog vaskularnog pristupa za hemodijalzu. Naime, kvalitet hemodijalize zavisi

od brojnih ¢inilaca ukljucujuéi vrstu hemodijalizne procedure, opSteg stanja samog

bolesnika, ali pre svega od vaskularnog prisupa kojim se omogucava priliv adekvatne

kolic¢ine krvi do hemodijaliznog filtera. Postoje tri osnovne vrste vaskularnih pristupa za

hemodijalizu:

AVF koja predstavlja subkutanu, arteficijalno kreiranu komunikaciju izmedu
lumena arterije i vene, najces¢e na nedominantnoj ruci.

Arteriovenski graft (AVG) koji se interponira izmedu nativne arterije i vene i Koristi
se kada ne postoji mogucénost kreiranja AVF; proteza koja se koristi moze biti od
prirodnog (najces¢e govedeg) ili sintetskog materijala (politetrafluoroetilen-PTFE,
Gore-Tex i sl.).

Dvolumenski centralni venski kateteri (CVK) koji se plasiraju u neku od velikih
vena (v.jugularis, v.subclavia, v.femoralis), koriste se u slucaju kada je potrebno
obavljanje neke od procedura koje zahtevaju hitan pristup krvnom sudu
(hemodijaliza zbog akutne bubrezne slabosti, intoksikacije; terminalna faza
bubrezne slabosti koja zahteva hemodijalizu a ne postoji obezbeden trajni vaskularni
pristup; hroni¢ni program hemodijalize u situacijama kada je trajni vaskularni
pristup prestao da funkcioniSe; neophodna plazmafereza; plasiran kateter za
peritoneumsku dijalizu koji joS ne moze da se koristi; hemodijaliza usled
odbacivanja kalema; potreba za kontinuiranim dijaliznim procedurama)-(10). Postoji
i posebna vrsta dvolumenskih CVK koji se mogu Koristiti kao trajni vaskularni
pristup, uz razlike prilikom same insercije (formira se potkozni tunel uz postojanje
dakronskog mufa) ali i materijala od kojih su izgradeni (sacinjeni su od silikonske
gume niske trombogenosti, fleksibilniji su i meksi). Ovo omogucava da se smanji

rizik od propagacije infekcije i od akcidentalnog deplasiranja katetera.



1.1.3. Arteriovenska fistula i njene prednosti

Arteriovesnka fistula se u razli¢itim internacionalnim preporukama smatra
vaskularnim pristupom koji je najsigurniji, najdugotrajniji, ima najmanji broj
komplikacija i koji bi trebalo da bude prvi izbor kod svih bolesnika koji zapocinju
hemodijalizu (11-14). Naime, spajanjem nativne arterije i vene, fistulna vena
marterijalizuje® te se na taj nafin moze pristupiti arterijskoj krvi bez punkcije same
arterije. Za ovaj proces maturacije AVF neophodno je da protekne 4-6 nedelja. Najcesca
mesta kreiranja AVF su: podlaktica (pravi se spoj a. radialis i v. cephalicae - AVF
radiocephalica) i lakat (spoj a. brachialis i v. cephalicae - AVF brachiocephalica).
Alternativno, moZze se kreirati i nadlakatna AVF (spoj a.brachialis i v. basilicae — AVF
brachiobasilica) uz ¢esto neophodnu transpoziciju i superficijalizaciju v.basilicae
obzirom na njenu dublju poziciju u unutrasnjoj strani nadlaktice. Anastomoza se moze
kreirati izmedu bo¢nog zida arterije i bo¢nog zida vene (latero-lateralni tip anastomoze)
ili izmedu bo¢nog zida arterije i zavrSetka vene (latero-terminalni tip anastomoze). U
oba slucaja oCuvan je distalni protok krvi kroz arteriju. Rede se koriste termino-
terminalne i termino-lateralne anastomoze (izmedu zavrSetka vene i zavrSetka arterije
odnosno izmedu zavrSetka arterije i bo¢nog zida vene). Nakon kreiranja AVF,
neophodno je svakodnevno pratiti njeno sazrevanje pipanjem ,trila“ i sluSanjem
sistolno-dijastolnog Suma iznad mesta anastomoze.

Brojne studije su dokazale da bolesnici sa AVF imaju najmanji broj
komplikacija i najniZzu stopu mortaliteta u odnosu na ostale forme vaskularnih pristupa.
Istrazivanjem Pastana i sar. ustanovljeno je da je kod bolesnika kojima se hemodijaliza
obavlja preko vaskularnog katetera mortalitet 15.2%, kod onih koji imaju AVG 9.1%, a
najmanji je kod bolesnika sa funkcionalnom AVF - 7.3% (15). Sli¢ni rezultati dobijeni
su i CHOICE studijom kojom je pokazano da je mortalitet kod bolesnika ¢ija se
hemodijaliza obavlja preko vaskularnog katetera bio 16.1%, kod bolesnika sa AVG
14.2%, a kod bolesnika sa AVF 11.7% (16).

Pored mortaliteta, i poveéan broj hospitalizacija ima uticaja kako na samog
bolesnika, tako i na finansijsko opterecenje zdravstvenog sistema. Pored Kkardio-
vaskularnih razloga, pokazano je da komplikacije povezane sa vaskularnim pristupom,
kao i prestanak rada vaskularnih pristupa u SAD predstavljaju ¢est razlog hospitalizacije

bolesnika na hemodijalizi (17).



Iz ovih razloga je istraZzivanje faktora koji uticu na dugoro¢no prezivljavanje

AVF posebno znacajno.

1.2. Faktori koji uti¢u na prezivljavanje arteriovenskih fistula

1.2.1. Karakteristike bolesnika i uslovi dijaliznog le¢enja

ViSe studija se bavilo ispitivanjem karakteristika bolesnika i njihovog uticaja na
loSije prezivljavanje AVF. Najcesce navodeni uzroci su bili DM, Zenski pol i starost
koji su studijom Salmele i sar. pronadeni kao faktori koji smanjuju stepen sazrevanja
AVF, za razliku od Sedlaceka i sar. koji su utvrdili da DM nije nezavisni faktor rizika
za loSu maturaciju AVF (18,19). Sli¢ne rezultate navode i Allon i sar. po kojima ni DM
ni starost nemaju negativan uticaj na sazrevanje AVF, ali znacajno uticu na povecan
proces neointimalne hiperplazije, koji dovodi do stenoze i tromboze AVF (20).

Na osnovu radova Petersona i sar. i Rodrigeza i sar. postojalo je miSljenje da
bolesnici preko 65 godina imaju slabije prezivljavanje vaskularnih pristupa (21-23).
Medutim, Lok i sar. na osnovu svojih rezultata donose zakljucak da godine ne bi trebale
biti ograniavaju¢i faktor u izboru vrste vaskularnog pristupa dok Tordoir i sar.
savetuju da bi se kod straijih, zbog ¢eS¢e pojave kalcifikovanih krvnih sudova, trebalo
ranije planirati trajni vaskularni pristup (24,25).

U nekim istrazivanjima pronaden je znacajan negativni uticaj zenskog pola na
produZeno sazrevanje i prezivaljavanje AVF (18,21,26,27). U nekim drugim studijama
ovakav uticaj nije potvrden (20,28).

O uticaju razli¢itih karakteristika bolesnika na dugoro¢no prezivljavanje AVF
nema jedinstvenog misljenja. Istrazivanje Ravanija i sar. ukazalo je da prisustvo
kardiovaskularne bolesti, kratko vreme maturacije AVF (ispod 15 dana) i koriS¢enje
CVK pri zapoc€injanju hemodijalize predstavljaju faktore koji povecavaju rizik za loSije
prezivljavanje AVF (29). Studija Asuna i sar. isti¢e da je jedino prethodno koriséenje
CVK nezavisni faktor koji utiCe na dugoro¢no prezivljavanje AVF (30). Lee i sar.
sproveli su trogodisnje ispitivanje kojim su pokazali da su jedino intervencije na AVF
pre maturacije nezavisno uticale na prezivljavanje AVF dok pol, starost preko 65
godina, rasa, prisustvo DM, prisustvo periferne vaskularne bolesti, lokalizacija AVF i

morbidna gojaznost nisu imali uticaj na prezivljavanje AVF (31). Rad azijskih autora



ukazao je da muskarci imaju duplo vecu Sansu za prezivljavanje radio-cefaliéne AVF
(32), dok rad autora iz Micigena ne pronalazi ni jedan nezavisan faktor rizika (starost,
indeks telesne mase, pol, prisustvo DM, prisustvo HTA, hiperlipidemija) koji uti¢e na
prezivljavanje AVF (33) Sto navodi na zaklju¢ak da nema uniformnog misljenja o
uticaju razlicitih karakteristika bolesnika na prezivljavanje AVF.

Hipotenzija se prepoznaje kao jedan od faktora rizika koji uti¢e na preZivljavanje
I pojavu tromboze vaskularnog pristupa AVF (34,35). Medutim, tokom godina je
tehnoloski napredak (koriS¢enje bikarbonatne dijalize, high-flux membrana, upotreba
hemodijafiltracije, hladenje dijalizata, profilisanje koncentracije Na u dijaliznoj te¢nosti
i profilisanje ultrafiltracije) doveo do popravljanja uslova sprovodenja hemodijaliznih
tretmana i smanjenje pre, post i intradijalizne hipotenzije. Ipak, ostaje otvoreno pitanje
da li vrsta dijalizne membrane ili dijalizne tehnike ima uticaja na smanjenje pojave

hipotenzije, a samim tim i na prezivljavanje vaskularnih pristupa.

1.2.2. Komplikacije AVF
Najces¢e komplikacije arteriovenskih pristupa su stenoza, tromboza, ishemija
ekstremiteta, ishemijska polineuropatija, formiranje aneurizmi i pseudoaneurizmi,

infekcija, zastojna sr¢ana slabost.
1.2.2.1. Stenoza je uz trombozu najc¢es¢a komplikacija AV pristupa (36). U osnovi
nastanka stenoze je proces neointimalne hiperplazije koji nastaje u venskom delu tj.
posle arterio-venske anastomze, a za koju su odgovorne sa jedne strane povreda
endotelijalnih ¢elija (tokom operacije, punkcije AVF, izmenjene hemodinamske sile)
kao i1 odgovori na ovu povredu (adhezija inflamatornih ¢elija, proliferacija i migracija
glatkih miSi¢nih celija iz medije u intimu) (37). Naime, intravasklurano delovanje
hemodinamskih sila moZe se podeliti na pritisak i trenje (38). Pritisak je delovanje na
zid krvnog suda koje je zavisno od varijacija pulsnog pritiska. Trenje je mehanicko
delovanje na povrsinu zida krvnog suda, a potice od proticanja krvi. U zavisnosti od
protoka krvi, trenje moze biti laminarno (kada krv proti¢e u jednom smeru) ali i
poremeceno ili oscilatorno (kada je protok krvi turbulentan i povremeno povratan).
Prisustvo laminarnog trenja igra veliku ulogu u normalnom funkcionisanju vaskulature
obzirom da sprecava inflamaciju i hiperplaziju endotelnih celija (39). Nasuprot tome,

prisustvo poremecenog trenja vodi endotelijalnoj disfunkciji i nastanku neointimalne



hiperplazije (40). Nakon kreiranja AVF, u venskom delu se povecava pritisak, menja se
trenje u smislu pojave oscilacija, te je jasna patofiziologija nastanka oStecenja
endotelnih ¢elija (41,42). Ovako ostecene endotelijalne Celije produkuju inflamatorne
medijatore koji aktiviraju agregaciju trombocita i privlace leukocite na oSte¢eno mesto.
Istovremeno, aktivirane endotelijalne ¢elije povecavaju ekspresiju faktora rasta (Histone
deacetylase 3-HDAC3 i platlet-derived growth factor-PDGF) koji dovode do migracije
glatko-misiénih ¢elija iz medije u intimu kao i njihove proliferacije (43). Ova
proliferacija je prac¢ena odlaganjem ekstracelularnog matriksa, sli¢no kao kod stvaranja
oziljka (42,44). Postoji i potvrda da u slucajevima izrazene neointimalne hiperplazije
dolazi do migracije fibroblasta iz adventicije u mediju gde “dozivljavaju” fenotipski
preobrazaj u migratorne miofibroblaste (45-48). Posledica svih ovih dogadaja je
formiranje neointimalne hiperplazije koja u stvari predstavlja fibro-muskularno
zadebljanje zida krvnog suda usled migracije i proliferacije glatkomisSi¢nih ¢elija iz
medije u intimu (49). Postoji i drugi mehanizam oStecenja endotelijalnih ¢elija i
pokretanja kaskade formiranja neointimalne hiperplazije, a to je hipoksija izazvana
ishemijom tokom same operacije kreiranja AVF kao i povrede koje se javljaju kod
ponavljane kanulacije AVF (obzirom na klemovanje krvnih sudova i povrede vasa
vasorum). Hipoksija pokrece izlu¢ivanje reaktivnih oksigenih citokina kao $to su HIF-
la (hypoxia-inducible factor 1-alpha) i IEX-1 gen (immediate-early responsive gene)
koji aktiviraju endotelijalne ¢elije, inflamatorne ¢elije i vaskularne glatko-miSiéne celije
(50-52). Naime, sa jedne strane ovi citokini uticu na proliferaciju tako $to deluju na
ushodnu regulaciju VEGFa (vascular endothelial growth faktora), posebno VEGF-A
koji, aktiviranjem matrix-metaloproteinaza (MMP), pogotovo MMP-2, MMP-9,
ADAMTS-1 uti¢e na remodelovanje ekstracelularnog matriksa i povecanje endotelne
celularne proliferacije (51, 53-57). Istovremeno, hipoksija aktivira PDGF (platelet-
derived growth factor) koji poveéava broj miofibroblasta (52,56,58,59). Sa druge strane
VEGF-A, IEX-1, HIF-1a uti¢u na propagaciju inflamacije, obzirom da VEGF-A
privlaci leukocite, dok HIF-1a aktivira inflamatorne ¢elije (60). Ovi, ali i drugi citokini
povezni su i sa aktivacijom IL-8 i MCP-1 koji preko CXCR motif receptora privlace
monocite, memorijske-T limfocite i ¢elije prirodne ubice ka regiji AVF (61). Postoji jos

molekula koji u¢estvuju u procesu neointimalne hiperplazije:



e Heme oxygenase-1 (HO-1)-vazoprotektivni stres protein koji smanjuje
inflamaciju, proliferaciju i fibrozu deluju¢i preko plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1), MCP-1, MMP2 i MMP9 (62,63)

e Heme oxygenase-2 (HO-2)-sli¢nog delovanja kao HO-1 (64)

e Transforming-growth factor-beta (TGF-f1)-predvodnik promena u
ekstracelularnom matriksu, celularnoj proliferaciji i formiranju tromba

e Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)-inflamatorni citokin koga luce
leukociti, glatkomiSi¢ne i endotelne ¢éelije pod dejstvom hipoksije i deluje na
ushodnu regulaciju vascular cell adhesion molekula-1 (VCAM-1) i IL-1.
Dokazano je da uti¢e i na fibroblastnu celularnu proliferaciju (23,65)

Treba napomenuti da bolesnici sa TBS i pre formiranja vaskularnog pristupa
imaju znacajno poviSene parametre inflamacije i oksidativnog stresa kao $to su veé
pominjani TNF-a, zatim IL-6, te proliferativni citokin TGF-B (45,66-70). Neki od
uremijskih faktora kao homocistein ili endogeni inhibitor azot-monoksid sintaze-
asimetri¢na dimetilargini¢na kiselina (ADMA) mogu imati direktan toksi¢ni efekat na
endotelne Celije i pokrenuti pomenute kaskade formiranja neointimalne hiperplazije
(71). Shematizovan patofizioloski proces nastanka neointimalne hiperplazije
predstavljen je shemom 1.

Sumnju na stenozu treba postaviti ako postoji: rekurentna pojava tromba,
otezano plasiranje igala prilikom kanulacije, teSko uspostavljanje hemostaze nakon
zavrsenog hemodijaliznog tretmana ili ako je ruka duZze vreme otecena. Incidenca
stenoza se prijavljuje u 14-42% AVF (72).
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1.2.2.2. Tromboza — pored neointimalne hiperplazije koja je u osnhovi nastanka
stenoze, posledi¢no i tromboze, postoji i dodatni patofizioloski proces koji ucestvuje u
nastanku tromboze, a nastaje nakon kreiranja arteriovenske anastomoze. Naime,
oste¢ene endotelijalne celije, pored drugih citokina, oslobadaju i von Willebrand-ov
faktor ¢ime se stvara mogucnost za adheziju trombocita (67). U nastavku procesa
formiranja tromba, adherisani trombociti lu¢e tromboksan A2 (TxA2) 1 adenozin-
difosfat (ADP) koji deluju kao stimulatori dalje adhezije. Istovremeno, ,,0goljeni
kolagen i oslobadanje tkivnog faktora dovode do pokretanja koagulacione kaskade
aktiviranjem faktora X, koji zajedno sa faktorom V, jonima kalcijuma i fosfolipidima
oslobodenim iz trombocita formiraju faktor V kompleks. Ovaj kompleks dovodi do
konverzije protrombina u trombin, koji dovodi do pretvaranja fibrinogena u fibrin.
Aktivirani faktor VIII vodi umrezavanju fibrinskih polimera ¢ime se stvara ,,potka® za
dalji rast tromba (shema 2).

Ucestalost tromboze kao komplikacije AVF je izmedu 17-25% (72). Sumnja na
trombozu se postavlja u slu¢aju pojave bola u regionu AVF, palpiranjem tromba u AVF
te gubitkom ,trilla“ iznad AVF.

Terapijski, stenoza se moZze tretirati perkutanim intervencijama (balon dilatacija
stenoze, implantacija stenta) ili hirurSkom intevencijom. lako manje invazivne,
perkutane intervencije nose rizik od restenoze (73,74). VrSena su i ispitivanja
koriS¢enja raznih farmakoloskih sredstava za koja se pretpostavljalo da bi mogla imati
efekat na spreCavanje stenoze 1 tromboze. Pokazano je da klopidogrel korisS¢enjem od
momenta kreiranja AVF smanjuje pojavu tromboze u prvih 6 nedelja od operacije, ali
ne i nakon 4-5 meseci. (75,76). Udruzeno koris¢enje dipiridamola i aspirina statistic¢ki
znacajno popravlja jednogodisnje prezivljavanje AVG (77). Rezultati ovih velikih
studija sugeriSu da je prvencija stenoze i tromboze u lokalnom, a ne u sistemskom
delovanju. Stoga je i pokuSano koriS¢enje stentova koji izlu¢uju lek (najcesc¢e neki
antiproliferativni agens, npr. Paclitaxel ili Sirolimus) s obzirom da su preliminarni
rezultati istrazivanja na animalnim modelima, ali i kod bolesnika na hemodijalizi bili
dobri (78,79). Medutim, ovakvi stentovi su uglavnom koris¢eni za AVG, a i
randomizovana klinicka studija je prekinuta u fazi Il zbog povecanog rizika od
infekcije. Koris¢enje Vascugel®, gela koji sadrzi endotelne celije, tokom samog

kreiranja AVF mogao bi spreiti razvoj neointimalne hiperplazije 1 stenoze.



Preliminarni rezultati su bili zadovoljavaju¢i i u pogledu terapijskog uspeha ali i
bezbednosti, dok je randomizovana multicentricna studija u toku (80). Vascular
endothelial growth factor D (VEGF-D) genska terapija u sprecavanju pojave stenoza
kod bolesnika kojima se plasira AVG je i dalje u fazi klinickog ispitivanja. Davanje
rekombinantne elastaze (PRT-201) u animalnom modelu dovelo je do dilatacije i u
arterijskom i u venskom delu AVF Sto ubrzava maturaciju dok je randomizovana
klinicka studija u toku (81). Za razliku od nabrojanih terapijskih moguc¢nosti koje se
primenjuju uglavnom u trenutku kreacije vaskularnog pristupa, Adventa® catheter koji
predstavlja mikroiglu omogucava da se bilo koji lek moZe, gotovo bez oSte¢enja krvnog
suda, aplikovati u svakom trenutku i da se, kada se ukaZe potreba, pokuSa produzavanje

zZivota vaskularnog pristupa ubrizgavanjem odredene supstance (82).
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Shema 2: Prikaz patofizioloSskog procesa nastanka tromboze nakon kreiranja

arteriovenske anastomoze

1.2.2.3. Ishemija ekstremiteta - Ishemija ekstremiteta se moze pojaviti distalno od
AV pristupa u bilo kom trenutku nakon njegove kreacije, a nastaje zbog neadekvatnog
protoka krvi distalno od anastomoze. Stepen ishemije moze biti razliCit: od blage
(prezentuje se osec¢ajem hladnoce, promenom u boji ekstremiteta) do izrazene (,,steal
fenomen: izrazen bol u ruci, pojava ulceroznih promena) (83,84). IzraZzena ishemija
predstavlja indikaciju za hirurski tretman tj. zatvaranje pristupa mada se mogu koristi i
rekonstruktivne vaskularne operacije sa ciljem ponovnog obezbedivanja perfuzije (85).

Veci rizik za razvoj ishemije imaju pacijenti sa DM, aterosklerozom, pusaci (86).
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Ucestalost ishemija ekstremiteta se prijavljuje u 10-25% sSlucajeva u razlicitim
studijama kada se za kreiranje AV pristupa koristi a. brachialis, a svega u 1-2% kod
radiocefali¢ne AVF (87).

1.2.2.4. Ishemijska polineuropatija — javlja se brzo nakon kreacije vaskularnog
pristupa, cesta je kod dijabeticara koji ve¢ imaju perifernu arterijsku bolest,
pogotovu kada se koristi i a.brachialis za formiranje pristupa. Osnovni simptomi
su: slabost ruke, parestezije, bol. Neuroloskim pregledom obi¢no se konstatuje
slabost miSi¢éne grupe inervisane n.medianusom (72,88). Ucestalost ove
komplikacije je izmedu 11 10% (72).

1.2.2.5. Formiranje aneurizmi i pseudoaneurizmi — Aneurizma AVF predstavlja
prosirenje krvnog suda koje je ograni¢eno zidom krvnog suda, dok je pseudoaneurizma
takode proSirenje krvnog suda, uz otok perivaskularnog tkiva uz postojanje
komunikacije sa krvnim sudom. Najces¢i razlozi nastanka aneurizmi i pseudoaneurizmi
AV pristupa su neadekvatna hemostaza i ekstravazacija krvi iz ubodnih mesta nakon
vadenja igala za hemodijalizu, slabost zida venskog krvnog suda koja nastaje zbog
Cestih punkcija, te oSteenje proteze Cestim punkcijama. Kada je ve¢ formirana,
K/DOQI vodi¢ savetuje da se aneurizmatski izmenjen deo ne upotrebljava tj. da se
izbegava za punkciju (89). Isti vodi¢ preporucuje da se, ukoliko je uo¢eno uvecanje
aneurizme ili postoji izrazena stenoza na AVF, pristupi hirurskoj resekciji.

1.2.2.6. Infekcija - veoma se retko javlja na AVF, svega u oko 3% slucajeva Sto je
10 puta rede nego na AVG (90). Ako postoje lokalni znaci infekcije regije oko AVF,
trebalo bi uzeti bris i zapoceti antibiotsku terapiju u ukupnom trajanju od 4-6 nedelja.

1.2.2.7. Zastojna sréana slabost — moze se pojaviti kod pacijenata koji ve¢ imaju
grani¢nu sréanu rezervu, a kod kojih postoji visokoprotoéna AVF (91,92). Ceiée se
javlja kod bolesnika koji imaju fistulu u nadlaktici ili u femoralnom predelu. MoZe se
pokuSati sa hirurS§kom intervencijom u cilju smanjenja protoka. Dugoro¢no gledano,

prisustvo AV pristupa ne bi trebalo da ima uticaj na sr¢anu funkciju (93).
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1.2.3. Hiperkoagulabilno stanje

lako je uremija tradicionalno smatrana stanjem koje nosi povecéani rizik od
krvarenja, poslednjih godina je sve viSe radova koji TBS povezuju i sa visokom
prevalencom trombotic¢kih dogadaja kakvi su akutni infarkt miokrada, ishemijski infarkt
mozga ali i tromboza AVF (94). Dokazano je da se sa pocetkom koriséenja
biokompatibilnih membrana za hemodijalizu smanjuje aktivacija svih Celija pa i
trombocita §to bi trebalo povoljno da uti¢e i na pojavu krvarenja i na pojavu tromboze.
(95). Medutim, ispitivanja uticaja jedne hemodijalizne sesije na pojavu protrombotskog
stanja donela su kontraverzne rezultate bez obzira na vrstu dijaliznih membrana. Studija
Milburna i sar. na 55 hemodijaliznih bolesnika pokazala je da se nakon hemodijalizne
sesije (koris¢ene biokompatibilne membrane) povecava trombocitna, endotelijalna i
koagulaciona aktivacija u gotovo svim ispitivanim markerima. Kao markeri trombocitne
funkcije koris¢eni su: ekspresija P-selektina nestimulisana i stimulisana adenozin-
difosfatom (ADP), vezivanje fibrinogena za trombocite, agregabilnost trombocita,
solubilni P-selektin i solubilni CD40-ligand. | P-selektin i CD40-ligand nalaze se
deponovani u alfa granulama trombocita i luce se kada se ove celije aktiviraju. Kao
markeri endotelne aktivacije kori$¢eni su vonWillebrandov faktor (VWF) i hs-CRP dok
su kao koagulacioni marker koris¢eni trombin-antitrombin Il kompleks (TAT) i D-
dimer (96). Ovim ispitivanjem pokazano je da je nakon dijalizne sesije povecana
ekspresija kako nestimulisanog tako i stimulisanog P-selektina te solubilnog P-selektina
i CD40-liganda, a povecano je i vezivanje fibrinogena za trombocite. Jedini trombocitni
marker koji se smanjio nakon dijalize je agregabilnost trombocita Sto se moze objasniti
delovanjem heparina za koji je dokazano da smanjuje ovu pojavu (97). Istovremeno,
dokazan je porast i TAT (marker intravaskularnog formiranja trombina) i D-dimera
(marker ushodne regulacije koagulacione kaskade) kao i markera endotelijalne
aktivacije (VWF i hs-CRP). Neka druga ispitivanja nisu imala ovakve, gotovo
uniformne rezultate koji idu u prilog prokaogulaciji. Ispitivanje Aggarwalla i sar.
donelo je suprotne rezultate. Naime, njihovim istrazivanjem pokazano je da je
ekspresija stimulisanog P-selektina bila niza nakon hemodijalize, a vezivanje
fibrinogena za trombocite izraZenije (98). TAT je i u drugim studijama rastao nakon HD
(99,100). Pre i postdijalizne vrednosti D-dimera se u nekim istraZivanjima nisu zna¢ajno

menjale, dok su Inoue i sar. i Yu i sar. dokazali njegov porast (99,101). Ispitivanje
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vrednosti VWF (medijator adhezije trombocita za vaskularni endotel) takode je dovelo
do raznolikih rezultata obzirom da su neke studije dokazale njegov postdijalizni porast
(102,103), neke smanjenje (104), a u nekim nije postojala pre i postdijalizna razlika
(105). CRP moze dovesti do endotelne aktivacije indukcijom adhezionih molekula,
hemokina i potenciranjem neutrofilne migracije (106). Koulouridis i sar. svojim

ispitivanjem takode su dokazali postdijalizni porast hs-CRPa (107).

Ranije je dokazano da ekstrakorporalna cirkulacija bez primene antikoagulanasa
ima snazan protrombogeni efekat. Ipak, i pored primene antikoagulanasa i proizvodnje
sve savremenijih biokompatibilnih membrana, zbog njihove velike povrsine, rizik za
pojavu tromboze je i dalje veliki (108,109). Kako je napomenuto, pored drugih
tromboembolijskih dogadaja, ovakvo prokoagulantno stanje moze potencirati i
trombozu AVF.

1.2.4. Vaskularne kalcifikacije

Vaskularne kalcifikacije se ¢esto vidaju kod bolesnika sa TBS, posebno kod onih
na dijalizi. Mogu se razlikovati dva tipa vaskualrnih kalcifikacija: kalcifikacije tunicae
mediae arterija (Monckeberg-ova Kalcifikacija; calcific arteriosclerosis) 1 ubrzana
kalcifikacija plaka intime (calcific atherosclerosis) (110,111). Obe vrste dovode do
redukovanog elasticiteta arterija i do ubrzanja brzine pulsnog talasa (111). Na
diferencijaciju kontraktilnih vaskularnih glatkomisi¢nih ¢elija u osteoblaste-like celije
uti¢u povisene koncentracije fosfora, bone morphogenetic proteina-2 (BMP-2), kao i
prisustvo sekundarnog hipereparatireoidizma (112,113). Uoceno je i da poviSene
koncentracije endotelnih  matriksnih  metaloproteinaza potenciraju  formiranje
kalcifikacija, dok smanjena koncentracija cathespina S, enzima koji uti¢e na elasti¢nost
arterija, uo¢ena u TBS ima uticaj na potenciranje vaskularnih kalcifikacija. (114,115). |
neki od lipida kao Sto su palmitinska kiselina i low-density lipoproteini (LDL) mogu
uticati na mineralizaciju i diferencijaciju u osetoblast-like ¢elije (116,117). Dokazano je
I da mikro-RNK kao i povecana ekspresija adipokine clg/tumour necrosis factor-
related protein-3 potenciraju nastanak vaskularnih kalcifikacija (118,119). Dijabetes i
koris¢enje pojedinih lekova su takode povezani sa nastankom vaskularnih kalcifikacija.

Kori$¢enje kumarinskih produkata (Varfarin) inhibise ciklus vitamina K a samim tim i
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smanjenu aktivnost dokazanog inhibitora nastanka vaskularnih kalcifikacija: matrix-gla
proteina (MGP).

Stetni efekat vaskularnih kalcifikacija na preZivljavanje AVF moZe se objasniti
njihovim delovanjem na promenu mehanickih sila pri protoku krvi ta¢nije na silu trenja
koja kada je poremecena vodi oSte¢enju endotelijalnih ¢elija i pokretanju kaskade koja
vodi do neointimalne hiperplazije, a posledi¢no i pove¢anom riziku za trombozu AVF,
kako je ve¢ objasnjeno u delu 2.2.1. (120). Istovremeno, dokazano je da endotelne
mikropartikule posreduju u samom nastanku vaskularnih kalcifikacija (121). Dakle,
moze se spekulisati da postoji circulus viciosus tj da se tokom kreiranja AVF, kao i
kasnije njenim koriS¢enjem formiraju endotelne mikropartikule koje uti¢u na nastanak
vaskularnih klacifikacija koje vode daljem oStecenju endotela i pokretanju nastanka
neointimalne hiperplazije.

Takode, pokazano je da pojedini uremijski toksini, kao Sto su p-
Cresyl sulfate (PCS) i indoxyl sulfate (IS) favorizuju nastanak vaskularnih kalcifikacija,
a istovremeno imaju negativan uticaj na prezivljanje AVF (122).

Pored nabrojanih promotera vaskualrnih kalcifikacija, postoje i inhibitori:

e Fetuin A-smanjuje direktno citotoksi¢no delovanje kalciproteinskih
partikula koje su okida¢ nastanka ektopic¢nih kalcifikacija i vezuje se
direktno za BMP-2, BMP-4 i BMP-6 i tako spreCava njihovu
osteohondrogeni¢ku aktivnost (123,124)

e Matrix-gla protein (MGP)- nejasan tatan mehanizam delovanja,
verovatno blokiranjem BMP-2 i BMP-4 (125)

e Osteoprotegerin-inhibira vezivanje RANKLA za RANK c¢ime se
smanjuje osteoklastna aktivnost (126)

e Pirofosfat-utice na regulaciju  ekstracelularnog  fosfata, niske
koncentracije kod dijaliznih bolesnika obrnuto srazmerno povecéavaju
rizik za nastanak kalcifikacija (127)

e Osteopontin-inhibiSe narastanje kalcijumskih kristala i njegov nedostatak
potencira nastanak vaskularnih kalcifikacija (128)
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1.2.5. Polimorfizam gena za pojedine endotelne faktore

Imaju¢i u vidu da su endotelni poremecaji u centru razvoja stenoze i tromboze
AVF, pretpostavlja se da bi genski polimorfizam vezan za neke od gena koji reguliSu
funkciju endotela mogli imati uticaja na prezivljavanje AVF. Cesto je ispitivan
polimorfizam u genu koji kodira osnovne komponente RAS-a; polimorfizam 1/D u genu
za angiotenzin | konvertuju¢i enzim (ACE). Medutim, rezultati su inkoherentni. U
studiji Senera i sar. nije dokazano postojanje razlike u distribuciji polimorfizma medu
gupama sa i bez dozivljene tromboze AVF (129). Isbir i sar. su ispitivali polimorfizam
kod bolesnika sa AVG i njihov zakljuéak je da bolesnici sa ID polimorfizmom imaju
najveci rizik stvaranja tromboze (130). Rad Heinea i sar. je pokazao da najbolje 12-
mesecno prezivljavanje imaju AVF kod bolesnika sa DD polimorfizmom (131) dok je
potpuno obrnut nalaz istrazivanja Moona i sar. kojim je praceno prezivljavanje AVF 58
meseci u kome upravo bolesnici sa DD polimorfizmom imaju statisticki znacajno kraéi
vek AVF (132).

Endotelne matriksne metaloproteinaze (MMP) su znaajan regulator
kardiovaskularnog tonusa na nivou samih krvnih sudova. Istovremeno, predstavljaju i
medijatore u procesu neointimalne hiperplazije. Cesto ispitivani polimorfizam je onaj u
genu za matriks-metaloproteinazu 3 (6A/5A) i referisano je da u populaciji
hemodijaliznih bolesnika, 6A/6A homozigoti imaju znaajno izrazenije kalcifikacije
koronarnih arterija (133). U opseznoj studiji Lina i sar. sa preko 500 HD bolesnika,
6A/6A polimorfizam je bio znacajno vise zastupljen od preostala dva medu bolesnicima
koji su imali trombozu AVF (134).

Azot monoksid (NO) je potentan vazodilatator koga proizvode endotelijalne
¢elije procesom koga kataliSe endotelna azot-oksid sintaza (eNOS). Ispitan je uticaj
genskog polimorfizma (G/T) u genu za ovaj enzim kod bolesnika na hemodijalizi i
pokazano je da T/T homozigoti imaju izraZenije promene na karotidnim arterijama
(135). Studija Leeja i sar. nije pokazala uticaj razli¢itih polimorfizma gena za eNOS na
prezivljavanje AVF (136).
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1.2.6. Koncentracija pojedinih endotelnih faktora

Ispitivan je uticaj brojnih markera neointimalne hiperplazije na prezivljavanje
AVF, a medu njim su i endothelin-1 (ET-1), transforming-growth factor-beta (TGF-
beta) i platlet-derived growth-factor (PDGF) (137). ET-1 je protein koji je endotelni
produkt, snazan je vazokonstriktor i pored svoje uloge u patogenezi hipertenzije,
dokazano je i da uCestvuje u procesu neointimalne hiperplazije nakon Kkreiranja
vaskularnog pristupa za hemodijalizu (138,139). Ispitivanja njegove serumske
koncentracije na pojavu tromboze AVF nije radeno. TGF-beta je citokin koga
produkuju leukociti i u€esnik je brojnih signalnih procesa medu kojima je i kaskada
neointimalne hiperplazije i formiranje tromba AVF (137,140,141). IstraZzivanje Wanga i
sar posredno je dokazalo da povisenje TGF-beta dovodi do prestanka funkcionisanja
AVF. Naime, oni su pokazali da se blokiranjem aktiviranja Nocth gena sprecava
formiranje neointimalne hiperplazije, a aktivator Noctha je upravo TGF-beta (142).

PDGF je jedan od fakotra rasta, posebno znaCajan u procesu angiogeneze,
deponovan u alfa granulama trombocita i izluCuje se po njihovoj aktivaciji (143).
Predstavlja i jedan od markera stenoze AVF, a u studiji Simonea i sar. upravo je njemu
dodeljena centralna uloga u ovom procesu (141,144).

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) se normalno nalazi u plazmi i “konkurent”
je L-argininu u produkciji NO, te povecane koncentracije ADMA negativno uti¢u na
endotelijalnu funkciju tj. vazodilataciju. Jedan je od uremijskih toksina i prepoznat je
kao faktor koji utiCe na ubrzanu progresiju bubrezne slabosti, kao 1 na mortalitet kod
bolesnika na hemodijalizi. Studija Wua i sar. dokazala je da povecana serumska
koncentracija ADMA uti¢e na pojavu restenoze AVF nakon perkutane intervencije
(145).
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CILJEVI ISTRAZIVANJA:

Ciljevi ovog istrazivanja ukljucuju ispitivanje slede¢ih faktora na prezivljavanje
primarnih AVF:
1) Uticaj vaskularnih kalcifikacija na prezivljavanje primarnih AVF
2) Uticaj polimorfizma odabranih gena koji imaju uticaj na endotelnu funkciju (gen
za angiotenzin I konvertujué¢i enzim (ACE), matriks-metaloproteinazu 3
(MMP3) i endotelijalnu azot-oksid sintazu (eNOS) na prezivljavanje primarnih
AVF
3) Uticaj serumskih koncentracija odabranih endotelnih faktora rasta i parametara
endotelne disfunkcije kao i uremijskih toksina (TGF-p, PDGF, endotelina-1,
ADMA) na prezivljavanje primarnih AVF
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MATERIJAL | METODE

3.1. Bolesnici

Ispitivanje prezivljavanja primarnih AVF sprovedeno je kod bolesnika koji se
nalaze duze od 6 meseci na hroni¢cnom programu le¢enja hemodijalizama u Klini¢kom
odeljenju za nefrologiju i metabolicke poremecaje ,,Prof. dr Vasilije Jovanovic¢®,
Klini¢ko-bolnickog Centra Zvezdara u Beogradu. Ukupno je bilo obuhvaceno 314
bolesnika.

Iz dijaliznih istorija bolesti dobijeni su podaci o polu, godinama starosti,
osnovnoj bolesti koja je dovela do TBS, duzini hemodijaliznog staza, vrsti i lokalizaciji
vaskularnog pristupa, pusackom statusu, prisustvu DM, poviSenog krvnog pritiska,
periferne vakularne bolesti, koris¢enju ACE inhibitora, ARBa, blokatora kalcijumskih
kanala, statina, koris¢enju eritropoetina i prosec¢noj dozi eritropoetina u poslednjih 6
meseci, koris¢enju antiagreganasa i/ili antikoagulanasa, vrsti koris¢enog antiagregansa,
koris¢enju vezivaca fosfata, koris¢enju metabolita vitamina D. Navedene su i
informacije o tome da li je bolesnik do zapocinjanja ispitivanja imao samo jedan, dva ili
vise vaskularnih pristupa, kolika je duzina koriséenja aktuelnog pristupa do
zapocinjanja ispitivanja, koja je vrsta aktuelnog hemodijaliznog lecenja ukljucujuéi i
vreme trajanja pojedinacne sesije, koliki je protok krvi kroz vaskularni pristup tokom
hemodijalze.

Iz istorija bolesti, navedene su laboratorijske analize:

e KoriS¢ene su proseCne godiSnje serumske vrednosti hemoglobina,
trombocita, proteina, albumina, kalcijuma, fosfora, holesterola,
triglicerida, alkalne fosfataze, intaktnog parathormona, natrijuma,
kalijuma, CRPa (predstavljene su kao srednja vrednosttstandardna
devijacija; odredene standardnim biohemijskim tehnikama)

e izracunat je body-mass index (BMI), Kt/V, proizvod kalcijuma i fosfora

Za svakog bolesnika je odreden i skor komorbiditeta tako Sto je dodeljen poen za
prisustvo svake od sledecih bolesti: infarkt miokarda, sr¢ana slabost, cerebrovaskularni
insult. BMI je izracunat po formuli: telesna tezina bolesnika izrazena u kg podeljena sa

telesnom visinom izrazenom u kvadratnim metrima
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Kt/V je izracunat po formuli Daugirdasa iz 1993.god:
Kt/V = (-1) * log(Ratio-(0.03)) + ((4-(3.5 * Ratio)) * (Ultrafiltracioni Volumen / TeZina
na kraju HD)); Ratio=Postdijalizna koncentracija uree/Predijalizna koncentracija ureje
(146)
Vrednosti  intaktnog  parathormona  (iPTH)  odredene su  koriS¢enjem
hemiluminiscencnog eseja (DPC, Diagnostic Product Corporation, USA).

Kako je kod pojedinih grupa bolesnika vrSeno specificno ispitivanje
(kalcifikacije, genetsko testiranje, odredivanje markera endotelne disfunkcije) stoga su

kod tih bolesnika korisc¢eni relevantni pokazatelji/analize za dato testiranje.

3.1.1. Bolesnici kod kojih je ispitivan uticaj vaskularnih kalcifikacija na
prezivljavanje primarnih AVF

Ovim delom ispitivanja obuvaceno je 90 bolesnika. Ukljuceni su oni bolesnici
koji od pocetka hemodijaliznog tretmana imaju prvu AVF kao svoj vaskularni pristup
dok ostali bolesnici (sa drugom i sa vise od dve AVF, AVG ili trajnim vaskularnim
kateterom) nisu ukljuceni u pracenje. Svi bolesnici su imali radiocefalicne AVF.

Osnovni podaci o bolesnicima predstavljeni su tabelom 1.
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Tabela 1. Osnovni podaci o bolesnicima kod kojih je odredivano prisustvo vaskularnih

kalcifikacija
Br (%) ili X£SD

Pol (muski) 49 (54%)
Starost, godine 63+10 (min 39-max 83)
Osnovna bolest
HTN 42 (47%)
DM 7 (8%)
ADPBB 11 (12%)
UA 15 (17%)
HGN 12 (13%)
NZ 3 (3%)
Vrsta dijalize (LF/HF/HDF) | 18/55/17 (20%/61.1%/18.9%)
DM, da 10 (11%)
HTA, da 41 (46%)
PuSenje, da 21 (23%)
Duzina kori$¢enja AVF do 87156 (12-260)
odredivanja kalcifikacija,
meseci
Protok krvi, ml/min 261+31 (180-330)
iPTH, pg/ml 5094566
IPTH grupe*
<150 pg/mi 22 (26%)
150-650 pg/ml 44 (49%)
>650 pg/ml 24 (27%)
Kalcijum, mmol/L 2.331£0.16
Fosfor, mmol/L 1.54+0.39

HTN: hipertenzivna nefroangioskleroza; DM: dijabetesna nefropatija; ADPBB: autozomno-dominantna

......

hroni¢ni glomerulonefritis; NZ: nepoznat uzrok TBS; iPTH: intaktni serumski parathormon; LF-low-flux;
HF: high-flux; HDF-hemodijafiltracija; *prema KDIGO smernicama (147)
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Kod 50 bolesnika (55%) protok krvi kroz AVF tokom hemodijalize bio je preko
250 ml/min, kod njih 23 (26%) je bio 250 ml/min, dok je kod preostalih 17 (19%) bio
ispod 250 ml/min. Bolesnici kod kojih je protok krvi bio manji od 250 ml/min su
ukljuceni u studiju obzirom da protok nije bio smanjen zbog loSeg funkcionisanja same
AVF, ve¢ zbog drugih, uglavnom kardioloSkih razloga (sréana slabost, nestabilna
angina pectoris, poremecaji sréanog ritma) i zato ove AVF nisu smatrane
hipofunkcionalnim.

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje brzine pulsnog talasa

Bolesnicima ukljucenim u deo ispitivanja o uticaju vaskularnih kalcifikacija na
prezivljavanje primarnih AVF, odredena je brzina pulsnog talasa izrazena u m/s
koris¢enjem Complior SP system-a (Artech Medical, Pantin, France) sa dva senzora
(karotidnim i femoralnim) za simultanu procenu brzine pulsnog talasa izmedu ove dve
tacke. Obuceni istraziva¢ je svakom bolesniku izvrSio dva merenja, a u istraZzivanju je

koris¢ena prosecna vrednost.

3.2.2. Odredivanje vaskularnih kalcifikacija

Bolesnicima ukljucenim u deo ispitivanja o uticaju vaskularnih kalcifikacija na
prezivljavanje primarnih AVF, konvencionalnim radiografskim pregledom Kkarlice i
Saka odredeno je prisustvo kalcifikacija na ilijacnim i femoralnim arterijama odnosno na
ulnarnoj, radijalnoj i interdigitalnim arterijama. Te Kkalcifikacije se definiSu kao
kalcifikacije medije (AKM). Skoriranje kalcifikacija medije odredeno je koris¢enjem
Adragao skora (148)-Slike 1 i 2. Ukupan skor je suma svih polja, rangiran od 0 do 8.
Ovom skoru dodat je i rentgenski odreden skor kalcifikacija krvnih sudova regije AVF
kojim je analizirano prisustvo linearnih kalcifikacija radijalne i ulnarne arterije kao i
samog arteriovenskog spoja. Detekcija linearnih kalcifikacija na svakoj od tih struktura
racunata je kao 1, te je skor kalcifikacija krvnih sudova regije AVF rangiran od 0-3
(149)-Slika 3. Ukupan skor (Adragao + skor AVF-krvnih sudova) rangiran je od 0-11.
Analiza svakog snimka vrSena je od strane tri nezavisna ispitivaca, neupucenih u
informacije o bolesnicima, a rezultat je izrazen kao konsenzus 2 istrazivaca. U slucaju

tri razli¢ita nalaza vrSena je ponovna analiza.
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Slika 1. Rentgenski snimak Saka: regija svake Sake je podeljena zamisljenom linijom
koja prolazi kroz gornju ivicu metakarpalnih kostiju te se tako dobijaju 4 polja. Za
pojavu linearnih kalcifikata u svakom od polja dobija se po jedan bod (maksimalno 4

boda). Strelice oznacavaju kalcifikovane krvne sudove (li¢ni podaci)

Slika 2. Rentgenski snimak karlice: regija karlice podeljena je dvema zamisljenim
linijama od kojih jedna prolazi kroz gornju ivicu glava femoralnih kostiju, a druga kroz
ki¢meni stub te se tako dobijaju 4 polja. Za pojavu linearnih kalcifikata u svakom od
polja dobija se po jedan bod (maksimalno 4 boda). Strelice oznac¢avaju kalcifikovane

krvne sudove (li¢ni podaci)
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Slika 3. Rentgenski snimak podlaktice sa AVF. Uocava se prisustvo linearnih
kalcifikacija u radijalnim, ulnarnim krvnim sudovima i/ili u regiji anastomoze (li¢ni

podaci)

Na osnovu ukupnog kalcifikacionog skora, bolesnici su podeljeni u tri grupe: u
grupi A su bolesnici sa blago izrazenim kalcifikacijama (ukupni kalcifikacioni skor O-
3), u grupi B su bolesnici sa srednje izrazenim Kkalcifikacijama tj. oni sa ukupnim
kalcifikacionim skorom od 4-7, a u grupi C sa najizrazenijim kalcifikacijama su oni sa
ukupnim kalcifikacionim skorom od 8-11.

Na osnovu prisustva/odsustva kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF
bolesnici su, takode, podeljeni u dve grupe. U prvoj grupi (grupa 1) su bolesnici bez
prisustva kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF, a u grupi Il su bolesnici sa
uocenim kalcifikacijama u krvnim sudovima regije AVF.

Odredivanje kalcifikacionog skora i brzine pulsnog talasa sprovedeno je 2009
godine, a potom je prospektivno pre¢eno prezivljavanje AVF u narednih pet godina

odnosno do transplantacije ili letalnog ishoda.
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3.1.2. Bolesnici kod kojih je izvrSena genotipizacija i ispitivan uticaj
polimorfizma odabranih gena koji imaju uticaj na endotelnu funkciju (gen za
angiotenzin I konvertujuéi enzim (ACE), matriks-metaloproteinazu 3 (MMP3) i

endotelijalnu azot-oksid sintazu (eNOS) na prezivljavanje primarnih AVF

U ovaj deo istrazivanja ukljuceno je 200 bolesnika koji su 2010. godine bili na
hroni¢nom programu le¢enja hemodijalizama duze od 6 meseci. Svim bolesnicima je
uradena genotipizacija za navedene gene. Osnovni podaci 0 bolesnicima predstavljeni

su tabelom 2.

Tabela 2. Osnovni podaci o bolesnicima kod kojih je vrSena genotipizacija gena za
ACE, MMP3 i eNOS

Br (%) ili X+SD
Pol (muski) 114 (57%)
Starost, godine 63+11 (30-87)
DuZina dijaliznog staza, godine 715
Osnovna bolest
HTN 91 (45.5%)
DM 25 (12.5%)
ADPBB 21 (10.5%)
UA 32 (16%)
HGN 24 (12%)
NZ 7 (3.5%)
DM, da 30 (15%)
HTA, da 109 (54.5%)
IPTH, pg/ml 4231487

HTN: hipertenzivna nefroangioskleroza; DM: dijabetesna nefropatija; ADPBB: autozomno-dominantna

......

hroniéni glomerulonefritis; NZ: nepoznat uzrok TBS; iPTH: intaktni serumski parathormon
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Retrospektivnom analizom uoceno je da je od 200 ispitivanih bolesnika, kod 173
kao primarni trajni vaskularni pristup koris¢ena AVF. Kod 13 od ovih 173 bolesnika
AVF nije funkcionisala duze od 6 meseci, pa oni nisu uvr$éeni u analizu prezivljavanja.
Tacnije, kori$¢eni su podaci o duzini funkcionisanja 160 primarnih AVF koje su trajale
duze od 6 meseci, a iskljuceni su bili i bolesnici kod kojih je kao primarni vaskularni
pristup koris¢en AVG ili trajni vaskularni kateter. Vrsta koriS¢ene dijalizne membrane
je kod 49 (24.5%) bolesnika bila low-flux dok je kod ostalih 124 (75.5%) koris¢ena
high-flux membrana medu kojima je i 25 (12.5%) bolesnika bilo na hemodijafiltraciji.

Prestanak funkcionisanja primarne AVF verifikovan je kod 55 bolesnika
(34.4%) 1 ovi bolesnici su €inili grupu B, dok su grupu A €inili bolesnici kod kojih je u
trenutku genotipizacije i dalje koris¢ena primarna AVF kao trajni vaskularni pristup za

hemodijalizu.

3.2.3. Genotipizacija

Za izolaciju dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) koris¢ena je puna krv sa
antikoagulantom EDTA (5ml sveZe krvi, ¢uvana na +4°C najduZe 4 dana ili duZe na -
20°C). DNK iz pune krvi izolovana je makrometodom isoljavanja (150). Metoda se
zasniva na lizi ¢elija, enzimskoj i hemijskoj ekstrakciji sa svrhom uklanjanja ¢elijskih
proteina, RNK i drugih makromolekula, nakon ¢ega sledi taloZzenje DNK u apsolutnom
alkoholu.

Za genotipizaciju koriS¢ena je metoda lancane reakcije polimeraze (PCR). PCR
reakcija se odvija u mikrotubi (zapremine 0,2ml) gde se podvrgava cikli¢nim
promenama temperature S$to ima za posledicu amplifikaciju tatno odredenog gena ili

dela gena. Jedan ciklus Cine:
-denaturacija DNK matrice zagrevanjem na 94°C-96°C.
-hibridizacija prajmera sa matricom (annealing) pri temperaturi od 50-65°C i

-elongacija prajmera - sinteza novog lanca komplementarnog DNK regionu ograni¢enog
prajmerima pomocu termostrabilne DNK polimeraze na temperaturi od 72°C.
Ponavljanje ovakvih ciklusa 25-45 puta rezultira eksponencionalnim umnoZavanjem
Zeljenog segmenta DNK. Uspesnost PCR amplifikacije proverava se elektroforezom na

agaroznom gelu, nakon ¢ega se pozitivni uzorci koriste za dalju analizu restrikcionim
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endonukleazama. Restrikcioni enzimi su pre¢iS¢eni iz bakterija i pripadaju grupi
endonukleaza, a supstrat im je dvolan¢ana DNK. Specifi¢nost se ogleda u tome Sto za
razliku od drugih nukleaza prepoznaju kratke redoslede nukleotida definisanog
redosleda (restrikciona mesta) i seku DNK u okviru njih. Tretiranjem DNK
restrikcionim enzimima dobijamo fragmente razli¢ite duzine. Duzina 1 broj fragmenata
zavise od veli¢ine genoma i od broja 1 rasporeda odgovarajuc¢ih restrikcionih mesta u
genomu. Restrikcioni fragmenti se razdvajaju na osnovu duzine jer se razli¢ito ponasaju
tokom elektroforeze. U elektricnom polju u blago alkalnom puferu, molekul DNK ¢e se
kretati kroz agarozni matriks od katode ka anodi, pri ¢emu brzina kretanja DNK
molekula zavisi od njegove veli¢ine, od veli¢ine pora u ovom matriksu, od gustine
agaroznog gela, primenjene elektricne struje i drugih parametara. Poredenjem brzine
kretanja molekula DNK koji ispitujemo sa brzinom kretanja molekula DNK poznate
velicine (DNK marker-ledder), elektroforezom u agaroznom matriksu mozemo

proceniti veli¢inu dobijenog DNK fragmenta.

3.2.3.1. Odredivanje I/D polimorfizma u genu za angiotenzin konvertujudi
enzim (ACE)

Fragment DNK od 287pb, koji predstavlja delecioni fragment u intronu 16
amplifikovan je PCR metodom. U procesu genotipizacije I/D polimorfizma, fragmenti
dobijeni PCRom su bili duzine od 490kb i 190kb, a kori$¢enjem specifi¢nih insercionih
setova prajmera dobijeni su fragmenti duzine 335bp. U reakciji su koris¢eni: 2.5l
puferizovanog rastvora za PCR, 0.75ul MgCly, 0.5 pl dNTP, 1 pl prajmera I, 1 pl
prajmera Il, 0.2 ul DNK polimeraze, 5 ul genomske DNK u ukupnoj zapremini od 25
pl. Reakcija je radena u GeneAmp PCR System 2700, AB Applied Biosystem.
Aplifikacija se sastojala od 30 ciklusa, ukljucujuéi i denaturaciju na 94°C u duZzini od
jednog minuta, prajmeri su hibridizovani jedan minut na 58°C, a DNK elongacija dva
minuta na 72°C. Fragmenti bez insercije (D alel) od 190bp i sa insercijom (I alel) od
490bp su detektovani koris¢enjem 2% agaroznog matriksa sa etidium bromidom.

Radi poboljSanja specificnosti DD genotipa koriS¢ena je amplifikacija koriS¢enjem seta
specifi¢nih insercionih prajmera u uslovima kao za PCR: 1 minut denaturacije na 94°C,
praceno sa 30 ciklusa na 94°C, hibridizacijom na 67°C i 2 minuta elongacije na 72°C.
Samo prisustvo | alela dovodi do formiranja fragmenata duZine od 335-bp, Sto je

identifikovano uz pomo¢ elektroforeze na 3% agaroza gelu. Umnozeni uzorak sa Alu
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insercionom sekvencom predstavlja fragment of 490bp (genotipe I1), dok DNA
fragment od 190 bp predstavlja sekvencu sa delecijom u posmatranom alelu (genotip

DD). Prisustvo oba fragmenta predstavlja heterozigot (genotip ID).

3.2.3.2. Odredivanje 5A/6A polimorfizma u genu za matriksnu-

metaloproteinazu-3 (MMP3)

Za genotipizaciju 5A/6A polimorfizma koris¢ena je PCR-RFLP metoda.
Reakcija je uradena slede¢im zapreminama: 2.5 pl puferizovanog rastvora za PCR,
0.75ul MgCly, 0.5 pl dNTP, 1 pl prajmera I, 1 pl prajmer I, 0.2 pl DNK polimeraze, 5
pl genomske DNK u ukupnoj zapremini od 25 ul. PCR produkti od 130 bp duZine
izdvojeni su pomoc¢u RSy | restricting enzima, koji prepoznaje 5-GACN| NNGTC-3'
sekvencu DNK koja sadrzi 5A alel. Prisustvo 6A alela produkuje fragmente od 130-bp
duZine, dok je 5A alel formira krace fragmente od 110bp. Heterozigot 5A/6A sadrZi oba

fragmenta.

3.2.3.3. Odredivanje G/T polimorfizma u genu za endotelijalnu azot-

monoksid sintazu (eNOS)

Za genotipizaciju G/T polimorfizma koriS¢ena je PCR metoda. U reakciji je
koris¢eno: 2 pl puferizovanog rastvora za PCR, 1 pul BAN 11, 1 pl prajmera 5, 0.2 ul
DNK polimeraze, 5 pl genomske DNK u ukupnoj zapremini od 25 pl. PCR produkti od

27 bp duzine izdvojeni su uz pomo¢ prajmera 5.
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3.1.3. Bolesnici kod kojih je ispitivan uticaj serumskih koncentracija odabranih
endotelnih faktora rasta, parametara endotelne disfunkcije kao i uremijskih
toksina (endothelin-1 (ET-1), transforming-growth faktor-beta (TGF-beta), platlet-
derived growth-faktor (PDGF) i asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA)) na

prezivljavanje primarnih AVF

Ovim delom ispitivanja obuvacéeno je 176 bolesnika koji su u aprilu 2015. bili na
hroni¢nom programu le¢enja hemodijalizama duze od 6 meseci, koji su kao tajni
vaskularni pristup koristili AVF ili AVG. Osnovni podaci o bolesnicima uklju¢enim u
ovaj deo ispitivanja prikazane su u tabelama 3, 4, 5 i 6.

Tabela 3. Osnovni podaci o bolesnicima kod kojih su ispitivani markeri

endotelne disfunkcije

Br (%) ili X+SD

Pol, muski 103 (58.5%)

Godine starosti 63+12 (25-87)
Osnovna dijagnoza

HTN 65 (36.9%)

DM 33 (18.8%)

ADPBB 19 (10.8%)

UA 14 (8%)

HGN 24 (13.6%)

NZ 21 (11.9%)

Duzina hemodijaliznog staza, meseci 8075 (6-343)

Vrsta koriéene dijalize (LF/HF/HDF) 21/103/52 (11.9%/58.5%/29.5%)
Trajanje jedne hemodijalizne sesije u satima 4.07+0.32

KtV 1.41+0.30

HTA, da 157 (89.2%)

DM, da 42 (23.9%)
Periferna vaskularna bolest, da 19 (10.8%)

Skor komorbiditeta (0/1/2/3) 2717417015 (15%/42%/40%/3%)

HTN: hipertenzivna nefroangioskleroza; DM: dijabetesna nefropatija; ADPBB: autozomno-dominantna

......

hroniéni glomerulonefritis; NZ: nepoznat uzrok TBS
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Tabela 4. Osnovni podaci o kori$¢enoj terapiji bolesnika kod kojih su ispitivani markeri

endotelne disfunkcije

Varijabla Br (%) ili X+SD
Statini, da 43 (24.4%)
ACE inhibitori, da 99 (56.3%)
ARB, da 24 (13.6%)
ACE+ARB, da 16 (9.1%)
Kalcijumski anatgonisti, da 75 (42.6%)
Vezivaci fosfata, da 148 (84.1%)
Broj tbl. vezivaca fosfata za godinu dana 980+366
Analozi vitamina D, da 72 (40.9%)
Broj tbl. vit. D od 0.25mcg za godinu dana 383+243
Antiagregansi, da 117 (66.5%)
Acetilsalicilna kiselina 26 (22.2%)
Tiklopidin 52 (44.4%)
Klopidogrel 39 (33.3%)
Oralni antikoagulanasi, da 15 (8.5%)
ASE preparat, da 152 (86%)
Prose¢na nedeljna doza ASE preparata, i.j. 5500+4067

tbl.-tableta; vit.-vitamin; mcg-mikrogram; ASE-agens stimulacije eritropoeze; i.j.-internacionalna jedinica

Tabela 5. Osnovni podaci o vaskularnim pristupima bolesnika kod kojih su ispitivani

markeri endotelne disfunkcije

Varijabla

Br (%) ili X+SD

Prvi vaskularni pristup, da

104 (59.1%)

Lokalizacija vaskularnog pristupa

AVF antebrachii |.sin.
AVF cubiti I.sin.

AVF antebrachii l.dex.
AVF cubiti l.dex.

AVG bilo koje lokalizacije

100 (56.8%)

25 (14.2%)

29 (16.5%)

3 (1.7%)

19 (10.8%)

Duzina kori$c¢enja pristupa pre odredivanja markera, meseci 59+65 (1-343)
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Tabela 6. Vrednosti odredenih laboratorijskih parametara bolesnika kod kojih su

ispitivani markeri endotelne disfunkcije

Varijabla X+SD
Hgb, g/dL 104+15
Trombociti, x10%/L 202+67
Proteini, g/L 6915
Albumini, g/L 37+3
Kalcijum, mmol/L 2.32+0.22
Fosfor, mmol/L 1.45+0.46
Holesterol, mmol/L 4.6x1.3
Trigliceridi, mmol/L 2.0+1.3
iIPTH, pg/mL 222+354
Alkalna fosfataza, U/L 7745
Natrijum, mmol/L 136+3
Kalijum, mmol/L 5.240.8
CRP, mg/L 8.8+12.5

iPTH: intaktni serumski partahormon; CRP-C-reaktivni protein

Bolesnicima uklju¢enim u ispitivanje je pre zapo€injanja srednje hemodijalizne
sesije u nedelji uzeta krv radi odredivanja vrednosti serumskih koncentracija TGF-f,
PDGF, ET-1i ADMA.

Potom je, prospektivno, pra¢eno prezivljavanje primarnih AVF u narednih 18
meseci ili do pacijentove smrti ili transplantacije. Od 176 bolesnika ukljué¢enih u
ispitivanje, u trenutku odredivanja TGF-B, PDGF, endotelina-1 i ADMA, njih 104 je
kao aktuelni trajni vaskularni pristup za hemodijalizu imalo i dalje primarnu AVF.
Bolesnici su podeljeni u dve grupe: grupa I-bolesnici kod kojih je primarna AVF
prestala da funkcioniSe i grupa lIl-bolesnici kod kojih je primarna AVF funkcionisala i

posle 18 meseci pracenja.
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3.24. ELISA metoda za odredivanje serumskih koncentracija TGF-p,
PDGF, ET-1i ADMA

Svim bolesnicima je izvadena puna krv, a da bi se izdvojio serum. Epruvete su
bile ostavljene na sobnoj temperaturi tokom 30 min da bi se odigrao proces koagulacije
nakon ¢ega su centrifugirane 10 minuta na brzini od 3000 obrtaja/min. Uzorci seruma su
Cuvani na — 80°C do testiranja. Serumska koncentracija navedenih citokina odredivana
je na aparatu Eti-Max 3000 koris¢enjem komercijalnih ELISA testova. Za odredivanje
serumske koncentracije PDGF koris¢en je ELISA test proizvodaca ALPCO, verzija
23.11.14(22). Za odredivanje serumske koncentracije ADMA koris¢en je ELISA test
proizvodaca DLD Diagnostika GMBH, verzija EA201/96. Za odredivanje serumske
koncentracije ET-1 koris¢en je ELISA test proizvoda¢a Biomedica Medizinprodukte
GmbH & Co KG, verzija 140722 (replacing: 140603). Za odredivanje serumske
koncentracije TGF-p koris¢en je ELISA test proizvodata Cusabio, verzija CSB-
E04725h.

3.3. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza podataka obuhvata metode deskriptivne statistike. Provera
normalnosti distribucije podataka vrSena je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Za
poredenje varijabli izmedu razli¢itih grupa bolesnika koriséen je t-test, Mann-Whitney
test, y? test, FiSerov exact test ili ANOVA u zavisnosti od broja grupa i normalnosti
raspodele. Uticaj pojedinih varijabli na postojanje vaskularnih kalcifikacija ispitivan je
multivarijantnom binarnom logistickom regresijom. Kaplan-Meierovom metodom, uz
korisc¢enje log-rank testa (modifikovani y> test) vrSena je analiza prezivljavanja gde je
kao ishodna (outcome) varijabla koriS¢ena: prestanak funkcionisanja AVF. Prediktivna
vrednost ispitivanih varijabli, odnosno njihov uticaj na prezivljavanje AVF odredeni su
univarijantnom i multivarijantnom Coxovom regresionom analizom. Sve varijable za
koje je univarijantnom regresionom analizom dobijena statisticka znacajnost na nivou

0,05 uklju¢ivane su u multivarijantne modele prema razli¢itim kriterijumima.
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REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitivanje uticaja vaskularnih Kkalcifikacija na prezivljavanje
primarnih AVF

Ovim delom ispitivanja obuvaceno je 90 bolesnika. Ukljuceni su oni bolesnici
koji od pocetka hemodijaliznog tretmana imaju prvu AVF kao svoj vaskularni pristup
dok ostali bolesnici (sa drugom i sa viSe od dve AVF, AVG ili trajnim vaskularnim
kateterom) nisu uklju¢eni u pracenje. Svi bolesnici su imali radiocefaliche AVF.
Ovim bolesnicima odreden je ukupni kalcifikacioni skor. Svega 4 bolesnika (4.4%) je
imalo ukupni kalcifikacioni skor 0 (ukljucujuéi i kalcifikacije regije AVF), dok je 9
bolesnika (10%) imalo maksimalni kalcifikacioni skor.

Analize su radene shodno opisanoj metodologiji koja ukljucuje tri grupe
bolesnika kreirane na osnovu ukupnog skora kalcifikacija (grupe A,B i C) i dve grupe

shodno prisustvu/odsustvu kalcifikacija regije AVF (grupe Ii I1)
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4.1.1. Ispitivanje uticaja ukupnog kalcifikacionog skora na prezivljavanje

primarnih AVF

U tabeli 7 predstavljeno je poredenje tri grupe bolesnika na osnovu ukupnog

kalcifikacionog skora u osnovnim bazalnim varijablama. Uoc¢eno je da se grupe

razlikuju po polu obzirom da je jedna polovina muskih ispitanika u grupi sa

najizrazenijim kalcifikacijama, potom po prisustvu dijabetes melitusa gde u grupi sa

niskim prisustvom kalcifikacija nema nijednog bolesnika sa dijabetesom, dok je u grupi

sa srednje izrazenim kalcifikacijama tek jedan bolesnik sa DM. U ostalim ispitivanim

varijablama nije bilo statisticki znacajne razlike medu ovim grupama bolesnika.

Tabela 7. Osnovni podaci o bolesnicima shodno vrednostima ukupnog kalcifikacionog

skora
Grupa A Grupa B Grupa C p*
(skor 0-3) | (skor 4-7) | (skor 8-11)
Broj bolesnika 36 24 30
Pol (muski/zenski) 14/22 12/12 23/7 0.008
Starost, godine 63+11 64+9 61+11 0.582
DM, da/ne, Br 0/36 1/23 9/21 <0.001
HTA, da/ne, Br 20/16 13/11 16/14 0.983
PuSenje, da/ne, Br 8/28 6/18 7/23 0.969
Duzina kori$¢enja AVF do 87.5+53.5 | 77.7x47.4 | 95.0+65.9 | 0.536
odredivanja kalcifikacija, 77,56 72.5;61.5 85;98.5
meseci (X£SD; Mediana;IQR)
Protok krvi, ml/min 261+34 265+29 258+29 0.657
(X£SD; Mediana;1QR) 257.5;48 260;30 260;43
iPTH, pg/mL 414+302 557737 583+649 0.429
(X+£SD; Mediana;IQR) 312;442.5 | 201.5;745 | 347,632
Kalcijum, mmol/L 2.34+0.14 | 2.32+0.20 | 2.33+0.17 |0.939
Fosfor, mmol/L 1.48+0.35 | 1.51+0.44 | 1.64+0.39 | 0.229
BPT, m/s 9.63+2.36 | 10.06+2.96 | 10.27+£3.18 | 0.442

iPTH: intaktni serumski parathormon; BPT: brzina pulsnog talasa; 1QR:

testu ili jednosmernom ANOVA testu u zavisnosti od vrste podataka;

interkvartilni rang; *prema 2
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Multiplom linearnom logistickom regresijom ispitivan je uticaj razli¢itih
varijabli na kalcifikacioni skor i pronadeno je da pol, prisustvo dijabetesa, duZina
koris¢enja AVF pre odredivanja kalcifikacija, brzina protoka krvi i vrednosti iPTH

statisticki znacajno uticu na pojavu kalcifikacija (tabela 8).

Tabela 8. Multipla linearna regresiona analiza uticaja povezanosti ukupnog

kalcifikacionog skora i ostalih varijabli

b beta 95% CI for b p

Pol -3.11 -0.432 -4.41 t0-1.86 <0.001
Diabetes mellitus, da 6.06 0.526 3.92t08.21 <0.001
HTA, da 0.81 0.111 -0.46 to 2.08 0.210
PuSenje, da 0.87 0.010 -1.425 to 1.599 0.909
Koris¢enje AVF pre odredivanja

kalcifikacija, meseci 0.017 0.262 0.005 to 0.029 0.005
Godine 0.013 0.036 -0.06 to 0.08 0.733
Protok krvi kroz AVF -0.026 -0.217 -0.048t0 -0.003 | 0.026
IPTH* 0.001 0.191 0.000 to 0.002 0.032
Kalcijum -3.005 -0.136 -7.046 to 1.036 0.143
Fosfor 1.025 0.110 -0.711 to 2.760 0.243
BPT** 0.038 0.029 0.76to 0.28 0.761

* IPTH: intaktni serumski parathormon; **BPT: brzina pulsnog talasa

Prezivljavanje primarne AVF shodno ukupnom Kkalcifikacionom skoru
prospektivno je praceno 5 godina. Uticaj razliCite izrazenosti kalcifikacija na
prezivljavanje AVF odredeno je koris¢enjem Cox proportional hazard modela uz
prilagodavanje za razlike prezentovane u tabeli 8. U odnosu na referentnu grupu
bolesnika koji imaju ukupni kalcifikacioni skor od 0-3, bolesnici sa srednje izrazenim
ukupnim kalcifikacionim skorom imaju povecan rizik za prestanak funkcionisanja AVF
sa grani¢nom statistickom znacajno$¢u (HR 3.82, 95% interval poverenja 1.10-13.23;
p=0.055), dok bolesnici sa najizrazenijim ukupnim Kkalcifikacionim skorom imaju
statisticki znacajno veci rizik za prestanak funkcionisanja AVF (HR 4.65, 95% interval
poverenja 0.97-22.38; p=0.035) (Tabela 9).

35



Tabela 9. Uticaj ukupnog kalcifikacionog skora na pojavu prestanka funkcionisanja

AVF

Grupe po ukupnom kalcifikacionom skoru  p HR 95% ClI
Nizak ukupan kalcifikacioni skor (0-3) - 1.00 -
Srednji ukupan kacifikacioni skor (4-7) 0.055| 3.82 1.10-13.23
Najveci ukupan kalcifikacioni skor (8-11) |0.035| 4.65 0.97-22.38

HR-hazard rate (stopa opasnosti); Cl-confidence interval (interval poverenja);

Slikom 4 graficki je prikazan Cox proportional hazard model uticaja pripadnosti

razli¢itim grupama ukupnog kalcifikacionog skora na petogodiSnje preZivljavanje

primarnih AVF.
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Slika 4. Prezivljavanje AVF shodno ukupnom kalcifikacionom skoru
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Apsolutni broj AVF koje su prestale da funkcioniSu tokom vremena pracenja

prikazan je tabelom 10. Ovom tabelom predstavljeno je da je nakon petogodisnjeg

pracenja od ukupno 36 AVF u grupi bolesnika sa niskim ukupnim kalcifikacionim

skorom i dalje funkcionisalo 32 (88.9%). U grupi bolesnika sa srednjim kalcifikacionim
skorom, funkcionalno je bilo 17 od 24 AVF (70.8%), dok je u grupi bolesnika sa

najve¢im ukupnim kalcifikacionim skorom, nakon pet godina pracenja 1 dalje

funkcionisalo 24 od 30 AVF (80%).

Tabela 10. Prikaz broja bolesnika sa funkcionalnom AVF tokom praéenja do 60 meseci

Broj funkcionalnih AVF

Ukupan skor Pocetak Nakon Nakon Nakon
kalcifikacija ispitivanja 12 meseci 36 meseci 60 meseci
0-3 36 35 32 32
4-7 24 21 18 17
8-11 30 27 27 24
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4.1.2. Ispitivanje uticaja prisustva kalcifikacija u krvnim sudovima regije

AVF na prezivljavanje primarnih AVF

Kako smo potvrdili da ukupan skor vaskularnih kalcifikacija ima uticaja na
prezivljavanje AVF, pokuSali smo da jednostavnijom i dostupnijom metodom
potvrdimo znacaj vaskularnih kalcifikacija na preZivljavanje AVF. U tom smislu smo
upotrebili prisustvo kalcifikacija krvnih sudova u regiji AVF i u tabeli 11 predstavljeno
je poredenje dve grupe bolesnika u osnovnim karakteristikama formiranim na osnovu
prisustva/odsustva isklju¢ivo kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF. Grupe se
statisticki znacajno razlikuju po polu obzirom na prisustvo veceg broja muskaraca u
grupi bolesnika sa kalcifikacijama u krvnim sudovima regije AVF kao i po prisustvu
dijabetes melitusa sa napomenom da su svi bolesnici sa dijabetesom u grupi sa
prisutnim kalcifikacijama u krvnim sudovima AVF regije. U ostalim ispitivanim

varijablama nema statisticki znacajne razlike izmedu ove dve grupe bolesnika.
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Tabela 11. Osnovni podaci o bolesnicima shodno kalcifikacijama u krvnim sudovima

AVF regije
Ukupno Grupa | Grupa Il p*

Broj pacijenata 90 34 56
Pol, m/Z, Br 49/41 12/22 37/19 0.008
Starost, godine 63+10 64111 62+10 0.374
Dijabetes mellitus, da/ne, Br 10/80 0/34 10/46 0.012
Hipertenzija, da/ne, Br 49/41 14/20 27129 0.663
Pusenje, da/ne, Br 21/69 9/25 12/44 0.614
Duzina kori$¢enja AVF do 87+56 75+46 94+61 0.104
odredivanja kalclifikacija, 77:69 66:48 81;90
meseci (X£SD; Mediana; IQR)
Protok krvi, ml/min (X+SD; 261+31 259+37 263+26 0.530
Mediana; IQR) 260;30 255;65 260;30
iPTH, pg/mL 509+566 385+329 584+661 0.062
(X+£SD; Mediana; IQR) 284;538 235;455 334,666
Kalcijum, mmol/L 2.33+0.16 | 2.31+0.15 2.34+0.17 0.326
Fosfor, mmol/L 1.54+0.39 1.49+0.44 1.57+0.36 0.367
BPT, m/s 9.96+2.80 | 9.88+2.30 10.01+3.07 0.815

iPTH: intaktni serumski parathormon; BPT: brzina pulsnog talasa; IQR: interkvartilni rang; X-srednja

vrednost; SD-standardna devijacija; * prema 2 testu, Studentovom t testu ili Mann-Whitney testu u

zavisnosti od vrste podataka

Binarnom logistickom regresijom analiziran je uticaj varijabli na prisustvo

kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF. Ustanovljeno je da na pojavu kalcifikacija

statisticki znacajan uticaj imaju muSki pol, prisustvo dijabetes melitusa i duZina

koris¢enja AVF pre odredivanja kalcifikacija (Tabela 12).
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Tabela 12. Uticaj razli¢itih varijabli na pojavu kalcifikacija u krvnim sudovima regije

AVF (binarna logisticka regresija)

OR 95% ClI p

Pol 0.134 0.04-0.45 0.001
Diabetes mellitus, da* 39.498 |1.22-139.50 0.034
HTA, da 2.624 0.92-8.03 0.071
Pusenje, da 0.857 0.239-2.949 0.786
Koris¢enje AVF pre odredivanja

kalcifikacija (meseci) 1.014 1.004-1.029 0.009
Godine 0.99 0.926-1.077 0.903
Protok krvi kroz AVF 0.992 0.977-1.016 0.729
iPTH 1.001 1.000-1.002 0.103
Kalcijum 2.505 0.076-121.129 0.556
Fosfor 1.004 0.265-6.025 0.769
BPT 1.081 0.850-1.322 0.603

Cl-interval poverenja; iPTH-intaktni serumski parathormon; BPT-brzina pulsnog talasa; OR-odds ratio-
odnos verovatnoce
*dijagnoza DM je nasumiéno dodeljena jednom bolesniku iz grupe bez prisustva kalcifikacija u AVF-

krvnim sudovima (Yates-ova korekcija)

Prezivljavanje AVF shodno prisustvu kalcifikacija u krvnim sudovima regije
AVF prospektivno je praéeno pet godina. Uticaj prisustva kalcifikacija u krvnim
sudovima AVF regije na prezivljavanje AVF ispitan je koris¢enjem Cox proportional
hazard modela uz prilagodavanje za varijable koje su pokazane da imaju uticaj na
nastanak kalcifikacija u AVF-krvnim sudovima (muski pol, dijabetes mellitus i duzina
koris¢enja AVF do odredivanja kalcifikacija). Ustanovljeno je da bolesnici sa prisutnim
kalcifikacijama u krvnim sudovima AVF regije u odnosu na bolesnike bez prisustva
kalcifikacija u regiji AVF imaju statisticki znacajan rizik za prestanak funkcionisanja
AVF-hazard rate (HR) je 3.42 (95% interval poverenja 1.00-11.67; p=0.049). Slikom 5
graficki je predstavljen Cox proportional hazard model uticaja prisustva/odsustva
vaskularnih kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF na petogodisnje prezivljavanje
AVF.
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Slika 5. Uticaj kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF na preZivljavanje AVF

U tabeli 13 predstavlijen je broj funkcionalnih AVF u grupama sa/bez
kalcifikacija u regiji AVF.

Tabela 13. Broj funkcionalnih AVF nakon 5 godina ispitivanja u grupama bolesnika bez
I sa kalcifikacijama u krvnim sudovima regije AVF

Broj bolesnika sa funkcionalnom AVF
Na pocetku pracenja Nakon petogodiSnjeg pracenja
Grupa | 36 32
Grupa Il 54 41
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4.2. Ispitivanje uticaja polimorfizma odabranih gena koji imaju uticaj na
endotelnu funkciju (gen za angiotenzin I konvertujuéi enzim (ACE), matriks-
metaloproteinazu 3 (MMP3) i endotelijalnu azot-oksid sintazu (eNOS)) na

prezivljavanje primarnih AVF

Ispitivanje uticaja polimorfizma odabranih gena sprovedeno je retrospektivno
obzirom na konstantnost genskog miljea. Naime, od 200 bolesnika kod kojih je
izvrSena genotipizacija za navedene polimorfizme gena, kod 173 (86.5%) je kao
primarni trajni vaskularni pristup koris¢ena AVF. Kako kod 13 od ovih 173 bolesnika
primarna AVF nije funkcionisala duze od 6 meseci, ni prezivljavanje ovih AVF nije
koriS¢eno u analizi. Ta¢nije, koriS¢eni su podaci o duzini funkcionisanja 160 primarnih
AVF koje su trajale duze od 6 meseci, a iskljuceni su bili bolesnici kod kojih je kao
primarni vaskularni pristup koris¢en AVG ili trajni vaskularni kateter. Prosecno vreme
funkcionisanja ovih primarnih AVF bilo je 5.7+5.5 godina (0.5 godina-25.5 godina),
prosecan protok kroz ove AVF je bio 254+£30 ml/min (150ml/min-330ml/min). Vrsta
koris¢ene dijalizne membrane je kod 49 (24.5%) bolesnika bila low-flux dok je kod
ostalih 124 (75.5%) koris¢ena high-flux medu kojima je i 25 (12.5%) bolesnika na
hemodijafiltraciji.

U trenutku genotipizacije, prestanak funkcionisanja primarne AVF dozivelo je
55 bolesnika (34.4%) i1 ovi bolesnici su €inili grupu B, dok su grupu A ¢inili bolesnici
kod kojih je i dalje koris¢ena primarna AVF kao trajni vaskularni pristup za
hemodijalizu.

Tabelom 14 predstavljena je zastupljenost odredenih polimorfizama medu svim

ispitivanim bolesnicima.
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Tabela 14. Distribucija polimorfizama ispitivanih gena kod svih ispitivanih bolesnika

ACE polimorfizam (I/D) Br (%)
I/l 20 (10%)
I/D 110 (55%)
D/D 70 (35%)
MMP3 polimorfizam (5A/6A)
5A/5A 12 (6%)
5A/6A 144 (72%)
6A/6A 44 (22%)
eNOS polimorfizam (G/T)
T/T 67 (33.5%)
GIT 114 (57%)
GIG 19 (9.5%)

Osnovni podaci 0 grupama bolesnika kod kojih je, u trenutku genotipizacije, i
dalje funkcionalna odnosno nije funkcionala primarna AVF data je u tabeli 15. U
ispitivanim varijablama nema statisticki znaCajne razlike izmedu ove dve grupe
bolesnika. Tabelom 16 predstavljena je distribucija polimorfizama ispitivanih gena.

Nema statisticki znacajne razlike u ovim raspodelama izmedu dve ispitivane grupe.
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Tabela 15. Osnovni podaci o bolesnicima sa funkcionalnom primarnom AVF (grupa A)

I nefunkcionalnom primarnom AVF (grupa B) u trenutku genotipizacije

Varijabla Grupa A Grupa B p*
Broj bolesnika 105 55

Starost, godine 63+11 64+10 0.365
Pol, muski 62 (59%) 31 (56.4%) 0.866
Duzina dijaliznog staza, 7.545.3 7.845.2 0.552
godine

Osnovna dijagnoza 0.286
HTN 50 (47.6%) 26 (47.3%)

DM 11 (10.5%) 7 (12.7%)

ADPBB 15 (14.3%) 5 (9.1%)

UA 16 (15.2%) 9 (16.4%)

HGN 12 (11.4%) 4 (7.3%)

NZ 1 (1.0%) 4 (7.3%)

Prisustvo HTA, da 50 (47.6%) 28 (50.9%) 0.409
Prisustvo DM, da 13 (12.4%) 8 (14.5%) 0.438
Vrsta kori$éene dijalize 0.285
LF 26 (24.8%) 20 (36.4%)

HF 63 (60%) 29 (52.7%)

HDF 16 (15.2) 6 (10.9%)

Protok krvi kroz AVF, 258+29 250+32 0.095
ml/min

iPTH, pg/mL 4724528 352+461 0.106

HTN-hipertenivna nefroangioskleroza;

policisticna bolest bubrega;

DM-dijabetes
UA-uroloSke abnormalnosti;

ADPBB-autozomno dominantna

HGN-hroni¢ni glomerulonefritis; NZzZ-

nepoznato; LF-low flux; HF-high flux; HDF-hemodijafiltracija; iPTH-intaktni serumski parathormon

*prema 2 testu, Studentovom t testu ili Mann-Whitney testu u zavisnosti od vrste podataka
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Tabela 16. Distribucija ACE, MMP3 i eNOS polimorfizama kod bolesnika sa
funkcionalnom primarnom AVF (grupa A) i nefunkcionalnom primarnom AVF (grupa

B) u trenutku genotipizacije

Varijabla Grupa A Grupa B P
Br (%) 105 55
ACE polimorfizam (I/D) 0.789
I/l 9 (8.6%) 6 (10.9%)
/D 57 (54.3%) 27 (49.1%)
D/D 39 (37.1%) 22 (40%)
MMP3 polimorfizam (5A/6A) 0.209
5A/5A 6 (5.7%) 3 (5.5%)
5A/6A 71 (67.6%) 44 (80%)
6A/6A 28 (26.7%) 8 (14.5%)
eNOS polimorfizam (G/T) 0.586
TIT 38 (36.2%) 16 (29.1%)
GIT 56 (53.3%) 34 (61.8%)
GIG 11 (10.5%) 5(9.1%)

Kaplan-Meier-ovom metodom ispitivanja nije pronaden statisticki znacajan

uticaj ispitivanih polimorfizama na prezivljavanje primarnih AVF.

Ispitivanje prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na I/D polimorfizam u genu

za ACE prikazano je Slikom 6. Iako bez statisticke znacajnosti, uocava se da je nakon

deset godina pracenja najslabije prezivljavanje AVF kod bolesnika sa /1 genotipom (log

rank test=0.133; p=0.936).
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Slika 6. Kaplan-Meire-ova kriva prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na I/D

polimorfizam u genu za ACE

Tabelom 17 predstavljeno je jednogodiSnje, petogodiSnje i desetogodisnje
prezivljavanje primarne AVF u odnosu na I/D ACE polimorfizam. Uocava se da je
jednogodisnje prezivljavanje gotovo jednako u sve tri grupe (I/1, I/D, D/D). Ipak, posle
5 i 10 godina, zapaza se smanjen procenat i dalje funkcionalnih primarnih AVF kod
bolesnika sa I/ genotipom u odnosu na I/D i D/D genotipom (56% vs 71% i 56% vs
68.6% i 63.6%).
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Tabela 17. PreZivljavanje primarne AVF u zavisnosti od I/D polimorfizma u genu za
ACE

ACE polimorfizam Jednogodisnje Petogodisnje Desetogodisnje
prezivljavanje prezivljavanje prezivljavanje

I/ 86.7% 56.0% 56.0%

I/D 85.7% 71.0% 68.6%

D/D 85.2% 71.7% 63.6%

Ispitivanje prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na 5A/6A polimorfizam u
genu za MMP3 prikazano je Slikom 7 i Tabelom 18 (log rank test=3.415; p=0.181).
Iako bez statisticke znacajnosti, nakon 5 godina, procentualno bolje prezZivljavaju

primarne AVF kod bolesnika sa prisutnim 6A alelom, a pogotovu kod 6A/6A
homozigota.

Tabela 18. Prezivljavanje primarne AVF u zavisnosti od 5A/6A polimorfizma u genu za
MMP3

MMP3 polimorfizam Jednogodisnje Petogodisnje Desetogodisnje
prezivljavanje prezivljavanje prezivljavanje
5A/5A 88.9% 76.2% 50.8%
5A/6A 84.3% 65.4% 63.8%
6A/6A 88.9% 82.6% 75.2%
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Slika 7. Kaplan-Meire-ova kriva prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na 5A/6A

polimorfizam u genu za MMP3

Ispitivanje prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na G/T polimorfizam u genu
za eNOS prikazano je Slikom 8 i Tabelom 19 (log rank test=1.973; p=0.373). lako bez

statisticke znacajnosti, nakon 5 godina, procentualno je bolje prezivljavanje primarne
AVF kod G/G homozigota.

Tabela 19. Prikaz procentualnog prezivljavanja primarninh AVF u zavisnosti od G/T

polimorfizma u genu za eNOS

eNOS polimorfizam

Jednogodisnje

prezivljavanje

Petogodisnje

prezivljavanje

Desetogodisnje

prezivljavanje

T/T 87% 68.1% 64.7%
GIT 83.3% 68.0% 64.3%
G/G 93.8% 85.9% 76.4%
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Slika 8. Kaplan-Meire-ova kriva prezivljavanja primarnih AVF u odnosu na G/T

polimorfizam u genu za eNOS

Koris¢enjem Cox proportional hazard modela dobijeni su relativni rizici uticaja
pojednih polimorfizama na prestanak funkcionisanja primarne AVF (Tabela 20). lako
bez statisticke znacajnosti, prisustvo D alela u genu za ACE, smanjuje rizik za pojavu
prestanka funkcionisanja primarne AVF za 14.2%. Prisustvo 5A alela u genu za MMP3
povecava rizik za pojavu prestanka funkcionisanja primarne AVF gotovo 2 puta, a
prisustvo T alela u genu za eNOS 1.57 puta.
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Tabela 20. Cox proportional hazard model analize uticaja polimorfizama ispitivanih

gena na pojavu prestanka funkcionisanja primarne AVF

polimorfizmi HR Cl 95% p

DD+ID (ACE) 0.858 0.366-2.013 0.725
5A/5A+5A/6A (MMP3) 1.963 0.924-4.168 0.079
TT+GT (eNOS) 1.578 0.569-4.373 0.381
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4.3. lIspitivanje uticaja serumskih koncentracija odabranih endotelnih
faktora rasta, parametara endotelne disfunkcije kao i uremijskih toksina
(endothelin-1 (ET-1), transforming-growth faktor-beta (TGF-beta), platlet-derived
growth-faktor (PDGF) i asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA)) na prezivljavanje
primarnih AVF

Kod svih 176 bolesnika, prose¢ne vrednosti odabranih endotelnih faktora rasta,
parametara endotelne disfunkcije i uremijskih toksina su bile:

e TGF-B: 38.1+27.7 pg/mL

e PDGF: 534+369 pg/mL

e ET-1:0.30+0.16 pmol/L

e ADMA: 0.48+0.28 mcmol/L

Od svih ispitanika, u trenutku odredivanja odabranih markera (TGF-B, PDGF,
endotelina-1, ADMA) njih 104 je kao aktuelni trajni vaskularni pristup za hemodijalizu
imalo i dalje primarnu AVF. Od toga je 89 AVF (85.5%) bilo u levoj podlaktici, 3
(2.9%) u kubitalnom regionu leve ruke, 11 (10.6%) u desnoj podlaktici, a preostala 1
(1.0%) u kubitalnom regionu desne ruke. Tokom 18-mese¢nog pracenja, kod njih 8
(7.7%) je primarna AVF prestala da funkcioniSe. Tako su i bolesnici podeljeni u dve
grupe: grupa I-bolesnici kod kojih je primarna AVF prestala da funkcioniSe i grupa Il-
bolesnici kod kojih je primarna AVF funkcionisala i posle 18 meseci pracenja.

Osnovni podaci o bolesnicima u ove dve grupe predstavljeni su tabelama 21, 22 i
23. Statisticki znacajna razlika uocena je u srednjoj vrednosti trombocita koja je viSa u
grupi bolesnika kod kojih je doslo do prestanka funkcionisanja primarne AVF dok su
srednje vrednosti iPTH 1 PDGF statisticki znacajno vise u grupi bolesnika kod kojih je

primarna AVF funkcionalna i nakon 18-mese¢nog pracenja.
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Tabela 21. Osnovni podaci 0 bolesnicima kojima je odredivana serumska koncentracija
TGF-B, ET1, PDGF i ADMA

Varijabla Grupa | (No=8) Grupa Il (No=96) p*
Pol, muski 6 (75%) 64 (66.7%) 1.000
Godine starosti 71+11 63+13 0.102
Osnovna dijagnoza 0.473
HTN 3 (37.5%) 40 (41.7%)

DM 3 (37.5%) 13 (13.5%)

ADPBB 1 (12.5%) 9 (9.4%)

UA 0 9 (9.4%)

HGN 0 11 (11.5%)

NZ i ostalo 1(12.5%) 14 (14.6%)

Komorbiditet (0/1/2/3) 0/2/6/0 17/40/34/5 0.148
HTA, da 7 (87.5%) 89 (92.7%) 0.485
DM, da 3 (37.5%) 18 (18.8%) 0.201
PVB, da 2 (25%) 8 (8.3%) 0.170
Duzina hemodijaliznog staza, 80454 71475 0.237
meseci

Vrsta koriS¢ene dijalize 1/3/4 15/53/28 0.468
(LF/HF/HDF)

Trajanje jedne hemodijalizne 4.1+0.4 4.1+0.3 0.678
sesije, sati

Kt/V 1.47+0.38 1.37+0.25 0.323

*prema 2 testu, Fisherovom exact testu, Studentovom t testu ili Mann-Whitney testu u zavisnosti od vrste
podataka; HTN-hipertenzivna nefroangioskleroza; DM-dijabetes melitus; ADPBB-autozomno
dominantna policisti¢na bolest bubrega; UA-uroloSke abnormalnosti; HGN-hroni¢ni glomerulonefritis;

NZ-nepoznato; PVB-periferna vaskularna bolest; LF-low-flux; HF-high-flux; HDF-hemodijafiltracija
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Tabela 22. Podaci o koriS¢enoj terapiji kod bolesnika kojima je odredivana serumska
koncentracija TGF-B, ET1, PDGF i ADMA

Br (%) ili X+SD

Varijabla Grupa | (No=8) Grupa Il (No=96) p*
Statini, da 1 (12.5%) 22 (22.9%) 0.681
ACE inhibitori, da 4 (50%) 59 (61%) 0.709
ARB, da 1 (12.5%) 15 (15.6%) 1.000
ACE+ARB, da 0 11

Kalcijumski anatgonisti, da 5 (62.5%) 39 (40.6%) 0.278
Vezivadi fosfata, da 7 (87.5%) 76 (79.2%) 1.000
Broj koris¢enih tbl. vezivaca fosfata 1003+359 1304+464 0.127
za godinu dana

Analozi vitamina D, da 4 (50%) 41 (42.7%) 0.724
Broj koris¢enih tbl. vit. D od 362+2 351+223 0.475
0.25mcg za godinu dana

Antiagregansi, da 4 (50%) 58 (60.4%) 0.712
Vrsta antiagregansa 0.137
Acetilsalicilna kiselina 3 17

Tiklopidin 0 21

Klopidogrel 1 20

Oralni antikoagulanasi, da 1 (12.5%) 8 (8.5%) 0.536
ASE preparat, da 8 (100%) 82 (85.4%) 0.594
Nedeljna doza ASE, ij. 4375+1996 5679+3720 0.356

tbl.-tableta; vit.-vitamin; mcg-mikrogram; ASE-agens stimulacije eritropoeze;

i.j.-internacionalna

jedinica; *prema 2 testu, Fisherovom exact testu, Studentovom t testu ili Mann-Whitney testu u zavisnosti

od vrste podataka
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Tabela 23. Poredenje srednjih vrednosti odredivanih laboratorijskih parametara kod

bolesnika kojima je odredivana serumska koncentracija TGF-f, ET1, PDGF i ADMA

Varijabla Grupa | (No=8) Grupa Il (No=96) p*
Hgb, g/dL 10.3+1.0 10.3+1.6 0.998
Trombociti, x10%/L 233+53 193461 0.046
Proteini, g/L 7244 6915 0.086
Albumini, g/L 3742 37£3 0.971
Kalcijum, mmol/L 2.29+0.13 2.331£0.23 0.659
Fosfor, mmol/L 1.60+0.33 1.46+0.49 0.416
Holesterol, mmol/L 4.6+2.0 4.5+1.2 0.871
Trigliceridi, mmol/L 1.6+0.4 1.9+1.1 0.529
iIPTH, pg/mL 48+40 227+286 0.007
Alkalna fosfataza, U/L 52+15 74+39 0.123
Natrijum, mmol/L 138+2 136+3 0.189
Kalijum, mmol/L 5.2+0.6 5.2+0.8 0.922
CRP, mg/L 5.3+3.7 9.5+14.1 0.817
TGF beta, pg/mL 40.62+25.10 38.99+27.44 0.702
ET1, pmol/L 0.31+0.17 0.29+0.17 0.737
ADMA, mcmol/L 0.43+£0.24 0.49+0.28 0.537
PDGF, pg/mL 254.5+321.8 559.1+363.3 0.006
*prema Studentovom t testu ili ili Mann-Whitney testu u zavisnosti od vrste podataka

Hgb-hemoglobin; iPTH-intakt partathormon; CRP-C reaktivni protein; TGF beta- transforming-growth
faktora-beta; ET1- endothelin-1; ADMA-asimetri¢ni dimetil arginin; PDGF-platlet-derived growth-faktor

Kori$¢enjem Cox proportional hazard modela ispitivan je uticaj transforming-
growth faktora-beta (TGF-B) i endothelina-1 (ET-1) na prestanak funkcionisanja AVF,
dok uticaj asimetricnog dimetil arginina (ADMA) i platlet-derived growth-faktora
(PDGF) nije obzirom da su prose¢ne vrednosti ADMA i PDGF veée u grupi II.
Relativni rizici i intervali poverenja korigovani za starost, pol, osnovno oboljenje,
komorbiditet, duzinu koris¢enja AVF pre odredivanja serumskih koncentracija

ispitivanih parametara ali i za vrednosti trombocita i iPTH koji su se statisticki znac¢ajno
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razlikovali u ispitivanim grupama predstavljeni su u tabeli 24. lako bez statisti¢ke

znacajnosti, uocava se da jedini¢ni porast vrednosti ET-1 88.3% povecava rizik za

prestanak funkcionisanja AVF.

Tabela 24. Cox proportional hazard model analize uticaja ET-1 | TGF-beta na pojavu

prestanka funkcionisanja AVF

Varijabla HR Cl 95% p
TGF-beta (pg/mL) 1.017 0.974-1.061 0.447
ET1 (pmol/L) 1.883 0.003-1097.331 0.846

Koris¢enjem ROC analize odredena je i cut-off vrednost endotelina-1 iznad koje

Se sa specifi¢no$¢éu od 62.5% i senzitivno$cu od 52.1% povecava rizik za prestanak

funkcionisanja AVF i ta vrednost iznosi 0.230 (AUC 0.536; p=0.737; CI 95% 0.333-

0.738-Slika 9).
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DISKUSIJA

Otkri¢a 1 kasnija usavrSavanja dijaliznih procedura dovela su do razvoja
savremenog hemodijaliznog lec¢enja koje omogucéava da se veliki broj bolesnika kojima
je neophodna zamena bubreZne funkcije leCe sa sve manje komplikacija i sa sve manjim
mortalitetom. Paralelno sa tehnoloSko-medicinskim razvojem hemodijalize, u svetu je
rastao broj bolesnika sa TBS koji zahtevaju zamenu bubrezne funcije. Ovaj porast je
nastao kao posledica epidmije DM i HTA poslednjih decenija, a poznatao je da su ove
bolesnika sa TBS od 1973. do 2013 porastao sa 10.000 na ¢ak 660.000. (1). Podaci iz
Srbije govore da je samo u 21. veku broj bolesnika sa TBS gotovo udvostrucio od 2005.
god. kada je bilo 3530 bolesnika do 2014. god. kada je bilo 5858 bolesnika koji su
koristili neku metodu zamene bubrezne funkcije (2,4). Istovremeno, hemodijaliza je u
SAD, Belgiji, Bosni i Hercegovini, Francuskoj, Grékoj, Crnoj Gori, Srbiji, Rumuniji i
nekim regijama Spanije najéescée koridéeni vid zamene bubrezne funkcije (8,9).

Kvalitet hemodijalize kao metode zavisi od brojnih ¢inilaca ukljucujuéi vrstu
hemodijalizne procedure, opSte stanje bolesnika, ali pre svega zavisi od kvaliteta
vaskularnog pristupa. Naime, kvalitetan vaskularni pristup je “conditio sine qua non”
adekvatne dijalize jer omogucava priliv dovoljne koli¢ine krvi do hemodijaliznog
filtera.

Stoga je uspesno kreiranje i dugotrajno prezivljavanje AVF bilo predmet brojnih
istrazivanja. Obzirom da je hemodijaliza i dalje najzastupljeniji vid zamene bubrezne
funkcije u Srbiji, ispitivanja u vezi sa vaskularnim pristupom su od posebnog znacaja u
nasih bolesnika. Ovaj rad je zato pokuSao da rasvetli neke aspekte koji potencijalno
utiCu na prezivljavanje AVF, ukljucujuci vaskularne kalcifikacije, genski polimorfizam
pojedinih gena i izabrane markere endotelne disfunkcije.

Pokazano je da su za prestanak funkcionisanja AVF najodgovornije vaskularne
kalcifikacije kako ukupne tako i lokalne u krvnim sudovima regije AVF §to je prikazano
Tabelama 91 13, kao i Slikama 4 i 5.

Pored AVF, AVG i dvolumenski CVK se mogu koristiti kao vaskularni pristupi
za hemodijalizu. Parametri kvaliteta vaskularnih pristupa se mogu meriti na viSe nacina:

brojem komplikacija, dugovecnoséu vaskularnog pristupa, mortalitetom bolesnika
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shodno koris¢enom vaskularnom pristupu, brojem hospitalizacija u vezi sa vaskularnim
pristupom. Smatra se da je AVF najsigurniji, najdugotrajniji i vaskularni pristup sa
najmanjim brojem komplikacija te da bi trebalo da bude prvi izbor vaskularnog pristupa
kod svih bolesnika koji zapocinju hemodijalizni program (11-14). Studijom Pastana i
sar. (15) ustanovljeno je da bolesnici koji kao vaskularni pristup imaju AVF imaju i
manji mortalitet u odnosu na one koji koriste AVG ili CVK. Naime, ovom
retrospektivno-prospektivnom analizom obuhvaceno je preko 7000 bolesnika iz vise
hemodijaliznih Centara u SAD i pracena je njihova smrtnost u zavisnosti od vrste
vaskularnog pristupa i ustanovljeno je da je mortalitet bolesnika koji su koristili CVK
kao trajni vaskularni pristup bio 15.2%, kod onih koji su imali AVG 9.1%, a najmanji je
kod bolesnika sa AVF-7.3%. Cesto se navode i rezultati CHOICE studije (16), koja je
bila prospektivna i koja je obuhvatila 1041 incidentnog hemodijaliznog bolesnika u 79
dijaliznih Centara u viSe americkih drzava, a potom je pracena njihova smrtnost u
naredne tri godine. Mortalitet bolesnika kod kojih se hemodijaliza obavljala preko
vaskularnog katetera bio je 16.1%, kod bolesnika sa AVG 14.2%, a kod bolesnika sa
AVF 11.7%. Kada se razmatra broj hospitalizacija, podaci iz Americkog registra
bubreznih bolesnika pokazuju da su nakon kardiovaskularnih razloga, komplikacije
vezane za vaskularni pristup drugi najceS¢i uzrok indikacija za hospitalizaciju medu
bolesnicima na hemodijalizi (17). Ipak, dokazano je da su komplikacije AVF rede nego
drugih vaskularnih pristupa za hemodijalizu (151).

Od ovih parametara kvaliteta vaskularnog pristupa, mi smo ispitivali
prezivljavanje primarnih AVF kao i faktore rizika preZivljavanja, a ne broj
hospitalizacija i mortalitet bolesnika.

Istrazivanje faktora koji utiCu na dugoro¢no prezivljavanje AVF posebno je
znacajno 1 ukljucuje brojne parametre: karakteristike bolesnika, markere procesa
neointimalne hiperplazije, vaskularne kalcifikacije, genski polimorfizam pojedinih gena
koji uti¢u na funkciju endotela.

Karakteristike bolesnika koji zapoc¢inju hemodijalizu imaju uticaj i1 na
prezivljavanje njihovih AVF, ali rezultati istrazivanja nisu uniformni. U naSem
istrazivanju DM se pokazao kao faktor koji utice na pojavu vaskularnih kalcifikacija za
koje je dokazano da statisticki znac¢ajno povecavaju rizik za prestanak funkcionisanja

AVF. U drugim delovima naSeg istrazivanja dijabetes se nije izdvojio kao faktor koji
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utice na prestanak funkcionisanja primarnih AVF. U delimi¢noj saglasnosti sa nasim
rezultatima su i oni Salmele i sar. (18), koji su sproveli studiju u koju je bilo uklju¢eno
218 bolesnika prac¢enih od 2.3 do 5.8 godina koji su ustanovili da prisustvo DM skracuje
prezivljavanje AVF. Sli¢ne rezultate prezentovali su i Rodrigez i sar. (22) koji su 13
godina pratili 1033 trajna vaskularna pristupa za hemodijalizu sa zakljuckom da je
najbolji vaskularni pritsup radiocefalicna AVF, ali da dijabetiari imaju slabije
prezivljavanje vaskularnih pristupa. Drugacije zakljucke donelo je istrazivanje
ameriCkih autora Sedlaceka i sar. (19) sprovedeno na 195 bolesnika koje je bilo
fokusirano na DM kao faktor rizika koji skracuje prezivljavanje AVF i gde negativan
uticaj prisustva DM nije dokazan. Sli¢ne rezultate dobili su i Fokou i sar. (152) koji su
pratili 518 AVF (mediana pracenja 275 dana) sa registrovanom pojavom 188
komplikacija kod kojih prisustvo dijabetesa nije imalo statisticki znacajan uticaj na
pojavu komplikacija.

I u pogledu uticaja godina starosti na prezivljavanje AVF rezultati istraZivanja su
kontradiktorni. U naSem istrazivanju, bolesnici kod kojih je doSlo do prestanka
funkcionisanja primarne AVF nisu bili statisticki znacajno stariji od onih kod kojih je
AVF i dalje funkcionisala. U saglasnosti sa naSim su i rezultati studije Loka i sar. (24)
koji su minimum 6 meseci pratili preZivljavanje 444 AVF (248 kod mladih od 65
godina, a 196 kod starijih od 65 godina). Kako u posmatrane dve grupe nije bilo razlike
u prezivljavanju AVF zakljucili su da godine ne bi trebale biti odlucujuéi faktor
prilikom odluke da li bolesniku kreirati AVF. Nasuprot njima, Rodrigez i sar. (22) su
dokazali da bolesnici stariji od 65 godina imaju krace vreme prezivljavanja AVF.
Slicnog misljenja su i Tordoir i sar. (25) koji savetuju da se kod starijih, zbog cesce
pojave kalcifikovanih krvnih sudova, ranije planira trajni vaskularni pristup i da bi
brahiobazilicna AVF bila dobra opcija obzirom na smanjenje lumena distalnih krvnih
sudova, ali uz rizik za prolongiranu maturaciju AVF.

Kada se razmatra uticaj pola na prezivljavanje AVF, nasSim istrazivanjem je
dokazano da bolesnici muskog pol imaju izrazenije kalcifikacije, a samim tim i veci
rizik za prestanak funkcionisanja AVF. Ipak, u suprotnosti sa naSim rezultatima su oni
prezentovani u studijama Salmele i sar. (18) i Rodrigeza i sar. (22) kod kojih je
dokazano da kod osoba Zenskog pola l0Sije prezivljavaju AVF odnosno trajni vaskularni

pristupi. Asano i sar. (30) takode napominju da je rizik od prestanka funcionisanja AVF
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38% veci kod osoba Zenskog pola u njihovih ispitivanoj populaciji sa preko 2000
bolesnika sa AVF. Takode, rad Loa i sar. (32) koji su maksimalno 6 godina pratili 436
AVF ukazao je da muskarci imaju dvostruko bolje prezivaljavanje radio-cefali¢nih AVF
u odnosu na zene.

Pored karakteristika bolesnika, veliku paznju istrazivac¢a prezivljavanja AVF
privlaci proces neointimalne hiperplazije koji je u osnovi nastanka stenoze i tromboze
kao najcescih komplikacija AVF. Proces neointimalne hiperplazije nastaje u venskom
delu AVF nakon njenog kreiranja, a predstavlja fibro-muskularno zadebljanje zida
krvnog suda usled migracije i proliferacije glatkomiSi¢nih ¢elija iz medije u intimu (49).
Osnova ovog procesa je oStecenje endotelnih ¢elija. Naime, u krvnim sudovima deluju
dve hemodinamske sile: pritisak i trenje i obe se menjaju nakon kreiranja AVF obzirom
da u venski krvni sud ulazi krv pod ve¢im pritiskom nego inace, a istovremeno zbog
novonastale anastomoze krv viSe ne proti¢e laminarno, ve¢ oscilatorno sto povecava
trenje (38,40,41,42). Ovakve promene hemodinamskih sila dovode do oStec¢enja
endotelnih celija. Preostali nac¢ini oStecenja endotelnih celija su: direktno toksicno
delovanje nekih od uremijskih faktora (homocistein, ADMA); hipoksija izazvana
ishemijom tokom kreiranja AVF i direktno oStecenje endotelnih celija prilikom
ponavaljanih punktiranja maturirane AVF. OStecene endotelne c¢elije produkuju
inflamatorne medijatore koji aktiviraju agregaciju trombocita i privlace leukocite na
oSteceno mesto, a istovremeno povecavaju ekspresiju faktora rasta koji dovode do
migracije glatkomiSi¢nih ¢elija iz medije u intimu kao i njihove proliferacije (43). Ova
proliferacija je pra¢ena odlaganjem ekstracelularnog matriksa, slicno kao kod stvaranja
oziljka (42,44). Posledica svih ovih dogadaja je formiranje neointimalne hiperplazije. |
pre nego Sto se pristupi kreiranju AVF, odnosno pre nastanka opisanih nacina oStec¢enja
endotelnih ¢celija, bolesnici sa TBS imaju poviSene pojedine parametre inflamacije i
oksidativnog stresa ¢ime je proces neointimalne hiperplazije kasnije olak3an (45,66-70).

Kako u ovom slozenom patofizioloSkom procesu ucestvuju brojni citkini, stoga
je 1 ovaj rad ukljucio ispitivanje serumskih koncentracija endotelina-1 (ET-1),
transforming-growth factora-beta (TGF-beta), platlet-derived growth-factora (PDGF) i
asimetricnog-dimetilarginina (ADMA) na prestanak funcionisanja primarne AVF.

U naSem 18-mese¢nom pracenju prestanka funkcionisanja AVF, nije dokazan

statisticki znacCajan uticaj porasta serumske koncentracije ET! na prestanak
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funkcionisanja primarne AVF, ali je pokazano da jedini¢ni porast ET1 1.88 puta
povecava rizik za prestanak funkcionisanja primarne AVF. Iako bez statisticke
znacajnosti, kao cut-off vrednost iznad koje raste rizik za prestanak funkcionisanja AVF
oznac¢ena je serumska vrednost ET1 od 0.230 pmol/l. Inace, ET-1 je endotelni produkt i
snaZan je vazokonstriktor ali i znacajan faktor koji vodi nastanku hipertenzije (153).
Wilkie i sar. (154) su jo§ 1992. god. dokazali da bolesnici na hemodijalizi imaju
znaCajno vece serumske koncentracije ET1 u odnosu na zdravu populaciju, ali da
bolesnici sa AVF imaju vecu koncentraciju nego oni sa CVK. Kasnije je ispitivanjem
Weissa i sar. (137) dokazano da u krvnim sudovima koji u¢estvuju u gradi vaskularnog
pristupa, a kod kojih je doSlo do prestanka funkcionisanja istog, postoji izrazeno
nakupljanje ET1 u neointimi sa Sirenjem ka subintimalnim slojevima Sto se ne vidi u
uzorcima krvnih sudova zdravih volontera. U njihovoj grupi bolesnika sa prestankom
funkcionisanja vaskularnog pristupa bilo je bolesnika sa AVF, ali i sa AVG. Ispitivanje
uticaja serumske koncentracije ET-1 na pojavu tromboze AVF do sada nije radeno.
TGF-beta je citokin koga produkuju leukociti i ucesnik je brojnih signalnih
procesa medu kojima je i kaskada neointimalne hiperplazije i formiranja tromba AVF
(137,140,141). NasSe istrazivanje je pokazalo da se prose¢na serumska koncentracija
TGF-beta nije statisticki znacajno razlikovala izmedu grupa bolesnika kod kojih je
doslo/nije doslo do prestanka funkcionisanja primarne AVF nakon 18-mese¢nog
pracenja. Slicne rezultate prezentovali su i Stracke i sar. (155) koji su sa jedne strane
dokazali da postoji poja¢ana ekspresija TGF-beta u neointimi i mediji uzoraka krvnih
sudova ruku bolesnika ¢iji je vaskularni pristup prestao da funkcioniSe u poredenju sa
uzorcima krvnih sudova uremicara koji nisu imali stenozu i zdravih volontera, ali su
istovremeno merili i serumsku koncentraciju TGF-beta u pomenute tri grupe bolesnika i
pronasli da nema statisticki znacajne razlike. IstraZivanjem Wanga i sar. (143)
sprovedenom na miSevima, dokazano je da blokiranje aktiviranja Notch gena sprecava
formiranje neointimalne hiperplazije. Kako je aktivator Notch gena TGF-beta, moze se
zakljuciti da ovaj citokin svojim uticajem na stvaranje neointimalne hiperplazije utice i
na prestanak funkcionisanja AVF. lako posredno, suprotno naSim rezultatima su oni
prezetnovani u studiji Heinea i sar. (156) u kojoj je ispitivano prezivljavanje AVF u
zavisnosti od polimorfizma gena za TGF-beta u dva kodona. Na osnovu razlika u ovim

polimorfizmima, 120 bolesnika je rasporedeno u tri grupe: visoki, srednji i niski
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proizvodaci TGF-beta. Nakon trogodiSnjeg pracenja statisticki su najlosije prezivljavale
AVF u grupi bolesnika koji spadaju u visoke proizvodace TGF-beta. Sli¢no Strackeu i
sar. (155) i japanska grupa autora na Celu sa Ikegayaom (157) je dokazala pojacanu
eskpresiju TGF-beta u uzorku stenoti¢nog dela krvnog suda kod 16 dijalznih bolesnika
kod kojih je AVF prestala da funkcioniSe u poredenju sa drugim delovima krvnog suda.
U korelaciji sa njihovim bili su i rezultati Weissa i sar. (137) koji su, pored ET-1,
dokazali i pojacanu ekspresiju TGF-beta u neointimi i mediji krvnih sudova njihovih
bolesnika koji su doziveli trombozu AVF u poredenju sa zdravim volonterima.

PDGF je jedan od faktora rasta, deponovan u alfa granulama trombocita i
izluCuje se po njihovoj aktivaciji i znacajan je u procesu angiogeneze (143). PoviSena
serumska koncentracija kod dijaliznih bolesnika u odnosu na zdrave volontere je
pokazana, ali bez statisticke znacajnosti (158). U naSem istrazivanju PDGF je,
paradoksalno, bio statisticki znac¢ajno visi u grupi bolesnika kod kojih nije doslo do
pojave prestanka funkcionisanja AVF. Ovo se moZe objasniti, pre svega, malim brojem
dogadaja na osnovu kojeg su pacijenti podeljeni u grupe, kratkim vremenom pracéenja,
ali 1 samo jednokratnim uzimanjem krvi radi odredivanja vrednosti serumskih
koncentracija ispitivanin markera endotelne disfunkcije odnosno nepoznavanjem
variranja vrednosti ovog markera tokom vremena. Uloga PDGF u procesu neointimalne
hiperplazije i AVG i AVF je dokazana u poslednjoj deceniji proslog veka (159). Weiss i
sar. (137) su u svojoj seriji bolesnika dokazali njegovu pojacanu ekspresiju, kako u
samoj neointimi tako i u neovaskulaturi koja je jedan od sastavnih delova neointimalne
hiperplazije. Sli¢ne rezultate su predstavili i Roy-Chaudhury i sar. (160) u grupi od 11
bolesnika sa AVG. Najopseznija studija vezana za uticaj PDGF u neointimalnoj
hiperplaziji vezanoj za AVF objavljena je 2014.god, sprovedena je od strane grupe
istrazivaca iz Barija. Naime, Simone i sar. (144) su prose¢no 26 meseci pratili 45
bolesnika sa novokreiranom AVF 1 u period pracenja desilo se 10 prestanka
funkcionisanja AVF, svi uzrokovani stenozom AVF. Uzorci krvnih sudova uzeti su
svim bolesnicima na pocetku pracenja tj. prilikom kreiranja primarne AVF kao i u
momentu reintervencije kada je za to bilo potrebe. Ispitivana je histoloSka ekspresija

......

receptora B za PDGF u uzorcima krvnih sudova AVF koje su prestale da funkcionisu u
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odnosu na one uzete na pocetku studije. Ipak, do sada nije radeno ispitivanje uticaja
serumske koncentracije PDGF na prestanak funkcionisanja AVF.

Asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) se normalno nalazi u plazmi i “konkurent”
je L-argininu u produkciji NO, tako da povecane koncentracije ADMA negativno uticu
na endotelnu funkciju tj. vazodilataciju. U naSem istraZzivanju koje je podrazumevalo
18-mese¢no pracenje funkcije 104 primarne AVF nije dokazano da je serumska
koncentracija ADMA faktor rizika za prestanak funkcionisanja AVF. Njene
koncentracije bile su veée u grupi bolesnika sa i dalje funkcionalnom AVF, ali bez
statisticke znacajnosti. Razlog ovome se mozda moze naci, pored ranije navedenih
limitiraju¢ih strana studije (kratko vreme pracenja, mali broj dogadaja), u izvesnom
broju bolesnika koji su umrli tokom trajanja studije ali sa funkcionalnom AVF. Naime,
ADMA ima znacajnu patofiziolosku ulogu i u drugim vaskularnim os$tec¢enjim kao $to
su cerebrovaskularna i kardiovaskularna te su mozda povecane koncentracije ADMA u
ovih bolesnika uticale da njena koncentracija bude veca u grupi sa funkcionalnom AVF
(161,162). Jos 1992. god. Vallance i sar. (163) su prezentovali rad u kome su serumske
koncentracije ADMA znacajno viSe kod bolesnika sa TBS u odnosu na zdravu
populaciju i od tada ADMA spada u grupu uremijskih toksina. Do sada najveca studija
koja je ispitivala uticaj serumske koncentracije ADMA na neki aspekt AVF je ona Wua
i sar. (145) i donela je rezlutate koji nisu u saglasnosti sa nasim. Naime, ovom studijom
pracen je uticaj ADMA serumske koncentracije na pojavu restenoze AVF nakon
prethodne perkutane intervencije na fistuli. Ova grupa istrazivaca je pratila 100 AVF
kojima je radena perkutana intervencija i dokazali su da su ADMA koncentracije u
trenutku intervencije znacajno viSe u odnosu na 30 kontrolnih bolesnika na
hemodijalizi. Sestomeseénim praéenjem 46 AVF je pokazalo znake disfunkcije, a kao
nezavisni prediktor ovakvog stanja izdvojila se serumska koncentracija ADMA uz
dijabetes i LDL holesterol. Ovi rezultati nisu u saglasnosti sa onim dobijenim naSim
ispitivanjem.

Kardiovaskularne kalcifikacije kod bolesnika sa hroni¢nom i terminalnom
bubreznom slabo$¢u su veoma zastupljene i predstavljaju znacajan prediktor
kardiovaskularnog mortaliteta ovih bolesnika (110). Dve su vrste kalcifikacija koje
nastaju kod ovih bolesnika: Kkalcifikacija medije arterijskih krvnih sudova

(Mo6nckebergova skleroza) i ubrzana Kkalcifikacija intimalnih plakova. Nastanak
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ekstraosealnih kalcifikacija kod bolesnika sa TBS objaSnjava se poremecenom
homeostazom promotera i inhibitora kalcifikacija (164). Dokazani su mnogobrojni
promoteri i inhibitori kalcifikacija. Promoteri kalcifikacija su: BMP 2,4 i 6, osteokalcin,
kostani sialoprotein, alkalna fosfataza, kalcijum i fosfat, oksidativni stress, inflamatorni
citokini (IL6, IL1, TNF), dijabetes (hiperglikemija, AGE), izmenjeni lipidi i holesterol,
derivati kumarina, matriksne vezikule/apoptozni derivati, MMP 2, 3i 7, Run X2, Sox9,
Osterix/Sp7.  Inhibitori  kalcifikacija su: Matirx Gla protein, osteopontin,
osteoprotegerin, fetuin A, klotho, pirofosfat, karbo-anhidraza, BMP 7, vitamin K,
magnezijum, natrijum-tiosulfat (110).

Odredivanje prisustva vaskularnih kalcifikacija moze se vrSiti na viSe nacina.
Neki od njih obuhvataju pregled arterija ultrazvu¢nim B-modom (165), dok neki
zahtevaju upotrebu kompjuterizovane tomografije i koris¢enje Agatston skora (166,
167). Ovakva ispitivanja obuhvataju uglavnom jedan tip arterija (koronarne, karotidne,
aortu..), zahtevaju skupu opremu uz izlaganje bolesnika znac¢ajnom zra¢enju. Stoga smo
u nasem istrazivanju iskoristili jednostavan i najcesce koris¢en kalcifikacioni skor koji
je predlozila Teresa Adragao (148) koji podrazumeva tri rentgenska snimka: RTG
snimak obe Sake i RTG snimak Kkarlice sa kukovima gde se opisuje prisustvo linearnih
kalcifikacija. Ovaj kalcifikacioni skor dopunjen je i rentgenskim snimkom podlaktice u
kojem se nalazi AVF radi pronalazenja kalcifikacija u ulnarnoj arteriji, radijalnoj arteriji
ili regiji anastomoze. Prednost ovakvog tipa odredivanja ekstraosealnih kalcifikacija je
U jednostavnosti, manjoj dozi zraCenja, ispitivanju razli¢itih arterijskih korita i manjoj
ceni.

Patofizioloski, prisustvo kalcifikacija menja silu trenja koja deluje u krvnim
sudovima AVF, S$to dovodi do oSteCenja endotelnih celija i pokretanja kaskade
formiranja neointimalne hipeplazije (168). Medutim, ispitivanja uticaja vaskularnih
kalcifikacija na prezivljavanje AVF nisu Cesto sprovodena, pogotovo ne na dugotrajno
prezivljavanje AVF. U prvom delu naSeg ispitivanja uticaja ukupnog kalcifikacionog
skora na prezivljavanje AVF uz prilagodavanje za pol, prisustvo DM, koris¢enje AVF
pre odredivanja prisustva kalcifikacija, protok krvi kroz AVF i iPTH, pokazano je da
bolesnici sa srednje izrazenim ukupnim kalcifikacionim skorom imaju povecan rizik za
prestanak funkcionisanja AVF, ali bez statisticke znacajnosti (HR 3.82, 95% interval

poverenja 1.10-13.23; p=0.055), dok bolesnici sa najizrazenijim ukupnim
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kalcifikacionim skorom imaju statisti¢ki znacajno vecéi rizik za prestanak funkcionisanja
AVF (HR 4.65, 95% interval poverenja 0.97-22.38; p=0.035). Kako odredivanje
ukupnog kalcifikacionog skora podrazumeva 4 rentgenska snimka, pokusali smo da
pronademo pristupacniju metodu koja bi bila jednostavnija, a precizna u smislu
utvrdivanja rizika prisustva kalcifikacija na prezivljavanje primarnih AVF. Tako je
pokazano da snimak podlaktice u kojoj se nalazi AVF i nalaz linearnih kalcifikacija u
ulnarnoj, radijalnoj ili regiji anastomoze uz prilagodavanje za varijable koje su
pokazane da imaju uticaj na nastanak kalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF,
predstavlja statisticki znacajan rizik za prestanak funkcionisanja AVF-hazard rate (HR)
je 3.42 (95% interval poverenja 1.00-11.67; p=0.049). Poredeé¢i rezultate naSeg
ispitivanja sa drugim, sli¢ne rezultate prikazali su Choi i sar. (169) koji su pratili 114
incidentnih hemodijalznih bolesnika i kojima je prilikom kreiranja AVF uziman uzorak
krvnog suda za odredivanje prisustva mikrokalcifikacija. Nakon jednogodisnjeg
prac¢enja zakljucili su da su AVF u grupi bolesnika sa prisutnim mikroklacifikacijama
imale znacajno losije prezivljavanje od onih koji nisu imali mikroklacifikacije. Sli¢nu
studiju sproveli su Allon i sar. (170) na 127 bolesnika sa zaklju¢kom da prisustvo
mikrokalcifikacija nema uticaja na maturaciju AVF, pojavu stenoze i na vreme do prve
intervencije. Razlika u rezultatima izmedu ovog i naSeg istrazivanja bi se mogla pronaci
u tome $to je studija istrazivaca iz Alabame bila fokusirana na kratkoro¢ne dogadaje
vezane za funkciju AVF. Georgiadis i sar. (171) su, sli¢no nasem istrazivanju, prisustvo
kalcifikacija odredivali rentgenskim snimkom podlaktice na kojoj se planira kreairanje
AVF. U njihovo ispitivanje ukljuc¢eno je 72 bolesnika sa TBS i DM. Nakon
cetvorogodiSnjeg pracenja, zakljucili su da je prezivljavanje AVF statisticki niZze u grupi
koja je imala kalcifikacije pre kreiranja AVF Sto je sli¢an zakljucak nasem. Ipak, razlika
naseq i istrazivanja autora iz Gréke je u tome $to su oni ukljucili samo bolesnike sa DM
i incidentne bolesnike dok je naSe istraZzivanje obuhvatilo prevalentne bolesnike od
kojih je njih 10% imalo DM. U radu Tajvanskih autora (172) kao surogat sistemskih
kalcifikacija koriS¢eno je prisustvo kalcifikacija luka aorte na rentgenskom snimku
pluca. Na osnovu njega stepen kalcifikacija je gradiran od 0-3. U studiju su ukljuceni
incidentni bolesnici kojima je kreirana AVF, a potom je trajanje fistule praceno
maksimalno 7 godina. Rezultati njihovog istraZzivanja su u saglasnosti sa naSim tj. kao

nezavisni faktori rizika prestanka funkcionisanja primarnin AVF izdvojili su se stepen
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kalcifikacija aortnog luka gradiran kao 3 i visok nivo iPTH. Poredenjem ovih pet
istrazivanja, medu naSim bolesnicima je ¢ak kod 62% potvrdeno prisustvo kalcifikacija
u krvnim sudovima AVF regije. U studiji Tajvanskih autora procenat bolesnika sa
prisutnim kalcifikacijma luka aorte je i veci (79%) §to je znacajno vise nego kod ostalih
autora (Choi i sar 38%; Allon i sar. 40%; Georgiadis i sar. 54%). Objasnjenje se moze
na¢i u ispitivanoj populaciji. Naime, mi smo obuhvatili prevalentne bolesnike na
hemodijalizi, dok su ostali istrazivaci ispitivanje sproveli na incidentnim bolesnicima, a
poznata je Cinjenica da proces Kalcifikacije napreduje kako raste dijalizni staz (173).
Istovremeno, primetno je da je procenat bolesnika sa kalcifikacijama u istraZzivanjima
koji su Koristili radiografiju za dokazivanje kalcifikacija viSi nego u onima gde je
koris¢eno dokazivanje mikrokalcifikacija u uzorku krvnog suda. Takode je vredno
napomenuti da su u Srbiji dostupni samo kalcijumski vezivaci fosfata koji se neretko
koriste 1 u dozama ve¢im od preorucenih.

Obzirom da endotel ima centralnu ulogu u nastanku neointimalne hiperplazije
Sto posledi¢no vodi stenozi i trombozi, a samim tim i prezivljavanju AVF, ispitivan je
uticaj genskih polimorfizama pojedinih gena koji uticu na funkciju endotela na
prezivljavanje AVF. Jedan od naj¢esce analiziranih je polimorfizam u genu koji kodira
osnovne komponente RAS-a i to I/D polimorfizam u genu za angiotenzin I konvertujuéi
enzim (ACE). Rezultati naSeg ispitivanja nisu pokazala razliku u distribuciji I/D
polimorfizma u grupama bolesnika koji su doziveli trombozu primarne AVF i koji u
trenutku genotipizacije i dalje imaju funkcionalnu primarnu AVF. Sli¢ne rezultate
predstavili su turski autori Sener i sar. (129) kod kojih je takode ispitivana distribucija
I/D polimorfizma u tri grupe bolesnika: 47 hemodijaliznih bolesnika koji su doziveli
trombozu AVF, 51 hemodijaliznih bolesnik koji nisu imali trombozu AVF i 40 zdravih
osoba. Zaklju¢ak njihovog ispitivanja je bio da nema statisticki znaCajne razlike u
distribuciji 1/D polimorfizma u genu za ACE medu ove tri grupe bolesnika. lako se ne
moze porediti sa naSim istrazivanjem obzirom da se studija bavila pojavom tromboze u
AVG femoralne lokalizacije, vredno je pomena da su Isbir i sar. (130) dokazali da su
bolesnici koji su heterozigoti u genu za I/D polimorfizam kasnijim prospektivnim
pracenjem doziveli najveéi broj tromboza AVG. Rad Heinea i sar. (131) je ispitvao 137
bolesnika kojima je kreirana primarna AVF, a potom je pracen prestanak funkcionisanja

istih. Raspored distribucija genotipova je komparabilan sa nasim istrazivanjem (37%
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DD, 49% ID i 14% Il-Heine i sar. vs 35% DD, 55% ID, 10% Il u naSem istraZivanju), a
tokom pracenja oni su registrovali 70 prestanaka funkcionisanja AVF. Kao i u nasem
istrazivanju, ni kod njih nije pronadena statisticki znafajna razlika u distribuciji
polmorfizama, ali je 12-mese¢no i 24-mesecno pracenje ukazalo da je najbolje
prezivljavanje AVF bilo kod bolesnika koji su Il homozigoti. Suprotno od njihovog
istrazivanja, kod naSih bolesnika najloSije 5-godiSnje i 10-godiSnje prezivljavanje
primarnih AVF je bilo upravo u grupi Il homozigota, dok je 12-mese¢no prezivljavanje
bilo gotovo jednako kod svih polimorfizama. Ipak, potpuno poredenje naSeg istrazivanja
1 istrazivanja Nemackih naucnika nije moguce obzirom da je njihovo ispitivanje bilo
prospektivno, a naSe retrospektivno. Sli¢no nasem ispitivanju u kome je pokazano da
prisustvo D alela ima zastitnu ulogu na prezivljavanje primarnih AVF, rad Moona i sar.
(132) je pracenjem 58-mesecnog prezivljavanja primarnih AVF kod 155 bolesnika,
potvrdio da AVF kod bolesnika koji su DD homozigoti statisticki znacajno bolje
prezivljavaju u odnosu na one koji su Il homozigoti kao i heterozigoti.

Endotelne matriksne metaloproteinaze (MMP) pored toga Sto su znacajan
regulator kardiovaskularnog tonusa na nivou samih krvnih sudova, predstavljaju i
medijatore u procesu neointimalne hiperplazije. Cesto je ispitivan polimorfizam u genu
za MMP 3 (6A/5A) i u studiji Lina i sar. (134) sa preko 500 hemodijaliznih bolesnika,
6A/6A polimorfizam je bio znacajno vise zastupljen od preostala dva genotipa medu
bolesnicima koji su imali trombozu AVF. Suprotno njihovom istrazivanju, nase je
pokazalo da AVF kod bolesnika koji imaju 6A alel, a pogotovu kod 6A/6A homozigota
bolje prezivljavaju, ali bez statisticke znacajnosti. Najveca razlika naseg i istraZivanja
Tajvanskih autora je u broju bolesnika, ali i konceptu studije obzirom da su oni pratili
samo pojavu tromboze, dok im duzina koris¢enja AVF nije bila cilj istrazivanja. Drugih
studija koje ispitaju uticaj ovog polimorfizma na prezivljavanje AVF nije bilo.

Azot monoksid (NO) kao potentan vazodilatator koga proizvode endotelijalne
¢elije procesom koga katalise endotelna azot-oksid sintaza (eNOS) mogao bi imati
uticaj 1 na prezivljavanje AVF. Jedino do sada objavljeno ispitivanje je sprovedeno od
strane Leeja i sar. (136) u kome je retrospektivno ispitivan uticaj razli¢itih
polimorfizama u genu za eNOS i nijedan nije pokazo uticaj na pojavu tromboze AVF.
Ipak, do sada ni jedan rad nije ispitivao uticaj G/T polimorfizma u genu za eNOS na

prezivljavanje AVF. Nase istrazivanje je pokazalo, da iako bez statisticke znacajnosti,
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procentualno najbolje prezivljavanje imaju AVF kod bolesnika koji su homozigoti za G
alal, a da prisustvo T alela 1.57 puta povecava rizik za prestanak funkcionisanja
primarne AVF.

Postoje i brojni drugi faktori koji bi mogli uticati na prezivljavanje AVF (ranije
prisustvo CVK, intervencije na AVF pre maturacije, gojaznost, kardiovaskularni
morbiditet, poremecaji koagulacije, intradijalizna hipotenzija) koji nisu bili obuhvaceni
nasim ispitivanjem. Ipak, ni o uticaju ovih karakteristika bolesnika na dugoroc¢no
prezivljavanje AVF nema jedinstvenog misljena. Istrazivanje Ravanija i sar. (29) na
535 bolesnika sa primarnom AVF koji su praceni prosecno 42 meseca otkrilo je da
prisustvo kardiovaskularne bolesti, kratko vreme maturacije AVF (ispod 15 dana) i
koris¢enje CVK pri zapo€injanju hemodijalize predstavljaju faktore koji povecavaju
rizik za losije prezivljavanje AVF. Studija Asuna i sar. (30) u koju je uklju¢eno preko
2000 bolesnika sa AVF isti¢e da je jedino prethodno koris¢enje CVK nezavisni faktor
koji nepovoljno uti¢e na dugoro¢no prezivljavanje AVF. Lee i sar. (31) sproveli su
trogodisnje ispitivanje 173 AVF kojim su jedino intervencije na AVF pre maturacije
nezavisno uticale na prezivaljavanje AVF dok pol, starost preko 65 godina, rasa,
prisustvo dijabetesa, prisustvo periferne vaskularne bolesti, lokalizacija AVF i morbidna
gojaznost nisu imali uticaj na prezivljavanje AVF. Istrazivanje autora iz Micigena koji
su maksimalno 6 godina pratili 165 AVF koje su bile ili radiocefalicne ili
brahiobaziliénene ne pronalazi ni jedan nezavisan faktor (starost, BMI, pol, prisustvo
DM, prisustvo HTA, hiperlipidemija) uticaja na prezivljavanje AVF (33). Kada je u
pitanju intradijalizna hipotenzija, dokazan je njen nedvosmisleni uticaj na nastanak
tromboze AVF, a samim tim i na prezivljavanje AVF. Kao primer se moze navesti post-
hoc analiza podataka 1426 bolesnika koji su ucestvovali u HEMO studiji i koji su
praceni prosecno 3.1 godinu. Naime, Chang i sar. (34) su ove bolesnike podelili u
kvartile shodno stepenu intradijalizne hipotenzije i dokazali da bolesniuci sa
najizrazenijom intradijalznom hipotenzijom imaju 2.45 puta veci rizik za pojavu
tromboze AVF. Kako je intradijalizna hipotenzija jedna od najces¢ih komplikacija
dijalize, napredak same dijalizne procedure, biotehnoloSko usavrSavanje dijalizatora i
preciznija kontrola ultrafiltracije dovela je do smanjena pojave intradijalizne hipotenzije
kod vecine, ali ne i kod onih bolesnika kod kojih je interdijalizni prinos i dalje veliki

(174).

67



NaSe ispitivanje ima svojih nedostataka. Analiza prevalentnih bolesnika daje
manje pouzdane podatke od analize incidentnih bolesnika. lako se deo rezultata odnosi
na retrospektivnu analizu funkcionisanja AVF, to se moze tolerisati imajuci u vidu da su
u tom delu rada ispitivani genski polimorfizmi, prisutni od rodenja Sto je analogno
prospektivhom prac¢enju. Takode, deo rada koji se odnosi na markere endotelne
disfunkcije je sproveden u vremenskom intervalu od 18 meseci tokom kog perioda se
desilo svega 8 tromboza primarnih AVF Sto predstavlja malu statisticku grupu. Uz to,
jedokratno pracenje serumskih markera je manje pouzdano od visekratnog, ali ni drugi
autori nisu sugerisali ponavljanje analiza. Ipak, i pored ovih nedostataka ovako opsezno
ispitivanje dovelo je do znacajnih rezultata koji bi se daljim pracenjem 1 istraZivanjem

mogli poboljSati na vecoj populaciji bolesnika i u duzem vremenskom periodu praéenja.
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ZAKLJUCCI

Ovo ispitivanje vezano za prezivljavanje primarnih AVF je obuhvatilo

vaskularne kalcifikacije, polimorfizam odredenih gena koji ucestvuju u funkciji

endotela 1 pojedine makere endotelne disfunkcije koji su ucesnici procesa neointimalne

hiperplazije. Sprovedenim ispitivanjem dokazano je da:

1.

Linearna multivarijantna regresiona analiza je pokazala da su faktori rizika
za povecavanje ukupnog Kkalcifikacionog skora: muski pol, prisustvo DM,
duzina korisS¢enja AVF pre odredivanja kalcifikacija, brzina protoka krvi
kroz AVF i vrednosti iPTH

Bolesnici sa srednje izrazenim ukupnim kalcifikacionim skorom (skor 4 do
7) imaju povelan rizik za prestanak funkcionisanja AVF, na granici
statisticke znacajnosti (HR 3.82, 95% interval poverenja 1.10-13.23;
p=0.055), dok bolesnici sa najizrazenijim ukupnim kalcifikacionim skorom
(skor 8 do 11) imaju statisticki znaCajno veéi rizik za prestanak
funkcionisanja AVF (HR 4.65, 95% interval poverenja 0.97-22.38; p=0.035).
Binarna multivarijantna regiresiona analiza je pokazala da su faktori rizika za
pojavu Kkalcifikacija u krvnim sudovima regije AVF bili muski pol, prisustvo
DM i duzina koriS¢enja AVF

Bolesnici sa kalcifikacijama u krvnim sudovima regije AVF imaju statisticki
poveéan rizik za prestanak funkcionisanja AVF (HR 3.42, 95% interval
poverenja 1.00-11.67; p=0.049).

Distribucija ACE, MMP3 i eNOS genskog polimorfizma se nije znacajno
razlikovala izmedu bolesnika sa funkcionalnom primarnom AVF i bolesnika
sa tromboziranom primarnom AVF

Iako bez statisticke znacCajnosti, bolesnici sa pristnim D alelom u genu za
ACE imali su za 15% manji rizik, dok su bolesnici sa prisutnim 5A alelom u
genu za MMP3 i T alelom u genu za eNOS imali 1.96 odnosno 1.57 puta
povecan rizik za prestanak funkcionisanja primarne AVF.

Od ispitivanih markera endotelne disfunkcije, povecanje serumske
koncentracije ET-1 i TGF-beta vodi porastu rizika za prestanak

funkcionisanja primarne AVF, ali bez statistiCke znacajnosti.
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8. Prikazani rezultati ukazuju na znaCaj prevencije 1 eventualnog leCenja
vaskularnih kalcifikacija imajuéi u vidu da je to bio najznacajniji faktor Koji

je uticao na prezivljavanje primarnih AVF
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Potpisani-a Aleksandar Jankovi¢
broj upisa NF-02/11

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom
Ucestalost razliitih faktora na preZivljavanje arteriovenskih pritsupa kod bolesnika na

hemodijalizi
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saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na na¢in odreden od strane autora
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4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje,
distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nadin
odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sli¢énom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saop$tavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nadin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slinom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno
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