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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Ispitati povezanost ukupnog GLA-bogatog proteina (tGRP) s
pokazateljima vaskularne kalcifikacije, arterijske krutosti i odabranim parametrima

mineralnog metabolizma u ispitanika razliitog stupnja bubrezne funkcije.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 185 ispitanika: kontrolna skupina (n =
61), bolesnici s kronichom bubreznom boleS¢u (KBB) stadija lllb—IV (n = 61) te
bolesnici s KBB stadija V na hemodijalizi (HD) (n = 63). Vaskularna kalcifikacija
procijenjena je Kauppila zbrojem, a arterijska krutost mjerenjem brzine pulsnog vala
(PWV). Analizirani su klini¢ki, laboratorijski i vaskularni pokazatelji, ukljuCujuéi tGRP,
dok su fibroblastni ¢imbenik rasta 23 (FGF-23) i B-Klotho (KLb) bili dostupni u

podskupinama ispitanika.

Rezultati: Pokazatelji vaskularne kalcifikacije i arterijske krutosti bili su izrazeniji u
uznapredovalijim stadijima bubrezne bolesti. Koncentracije tGRP-a razlikovale su se
medu skupinama, uz nelinearan obrazac raspodjele i najnize vrijednosti u skupini KBB
stadija lllb—IV. tGRP je u multivarijatnim modelima pokazao statistiC¢ki znacajnu, ali
skromnu neovisnu povezanost s vaskularnim fenotipom, dok je povezanost s FGF-23
i KLb bila izrazenija. Dob, $e¢erna bolest i bubrezna funkcija pokazali su se vaznijim

odrednicama vaskularnog fenotipa od tGRP-a.

Zaklju€ak: Ukupni GLA-bogati protein ne ponasa se kao robustan samostalan biljeg
vec razvijene vaskularne kalcifikacije ni arterijske krutosti u KBB-u. Nalazi upuc¢uju na
to da tGRP vjerojatnije odrazava poremecéeni biokemijski okoli§ kroni¢ne bubrezne
bolesti-mineralno-kostanog poremecaja (KBB—MKP) nego opseg veé uspostaviljenog

vaskularnog oStecenja.

Kljuéne rije€i: Biomarkeri; Brzina pulsnog vala; Kroni¢na bubrezZna insuficijencija;

Vaskularna kalcifikacija; Vitamin K.
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SUMMARY

Objectives: To examine the association of total Gla-rich protein (tGRP) with vascular
calcification, arterial stiffness, and selected parameters of mineral metabolism in

subjects with different levels of renal function.

Patients and Methods: This observational study included 185 participants: a control
group (n = 61), patients with chronic kidney disease (CKD) stages llIb—IV (n =61), and
patients with CKD stage V on maintenance hemodialysis (HD) (n = 63). Vascular
calcification was assessed by the Kauppila score, and arterial stiffness by pulse wave
velocity (PWV). Clinical, laboratory, and vascular parameters were analyzed, including
tGRP, while fibroblast growth factor 23 (FGF-23) and B-Klotho (KLb) were available in

subsets of participants.

Results: Markers of vascular calcification and arterial stiffness were more pronounced
in advanced stages of kidney disease. tGRP concentrations differed significantly
among the groups, showing a nonlinear distribution pattern with the lowest values in
the CKD IlIb—IV group. tGRP showed a statistically significant but modest independent
association with the vascular phenotype in multivariable models, whereas its
associations with FGF-23 and KLb were more pronounced. Age, diabetes, and renal

function were stronger determinants of the vascular phenotype than tGRP.

Conclusion: Total Gla-rich protein does not appear to be a robust independent marker
of established vascular calcification or arterial stiffness in CKD. The findings suggest
that tGRP more likely reflects the disturbed biochemical environment of chronic kidney
disease—mineral and bone disorder (CKD—MBD) than the extent of already developed

vascular damage.

Key words: Biomarkers; Pulse Wave Analysis; Renal Insufficiency, Chronic; Vascular

Calcification; Vitamin K.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1. Epidemiologija i klini€ki znacaj vaskularne kalcifikacije u kroni¢noj

bubreznoj bolesti

1.1.1. Definicija KBB i javnozdravstveni znac¢aj

Kroni€na bubrezna bolest (KBB) definira se kao abnormalnost strukture ili
funkcije bubrega prisutna najmanje tri mjeseca, uz implikacije za zdravlje, a klasificira
se prema uzroku, kategoriji glomerularne filtracije i albuminuriji [1]. Takva klasifikacija
ne odrazava samo stupanj bubrezne disfunkcije, nego i heterogenost rizika progresije
bolesti, razvoja komplikacija te ukupnog, osobito kardiovaskularnog, rizika medu
bolesnicima s KBB [1,2].

U suvremenom javnozdravstvenom kontekstu KBB se viSe ne promatra samo
kao preteCa zavrdnog stadija bubrezne bolesti, nego kao samostalan i rastu¢i uzrok
globalnog morbiditeta i mortaliteta [2—4]. Procjenjuje se da KBB zahvaca viSe od jedne
desetine odrasle populacije u svijetu, odnosno stotine milijuna ljudi globalno [3,4].
Dodatno zabrinjava Cinjenica da teret KBB-a i dalje raste, kako zbog starenja
populacije, tako i zbog sve vece prevalencije SeCerne bolesti, arterijske hipertenzije,
pretilosti i drugih kroni€nih nezaraznih bolesti koje pridonose nastanku i progresiji
bubreznog ostecenja [2,3]. Suvremene epidemioloSke analize pokazuju da KBB sve
znacajnije doprinosi ukupnom globalnom teretu bolesti [2,4]. Prema najnovijim
procjenama Global Burden of Disease Study 2023, KBB je 2023. godine bila deveti
vodedi uzrok smrti u svijetu te dvanaesti vodeci uzrok izgubljenih godina zdravog
Zivota, dok je oSteCcena bubrezna funkcija pridonijela znaajnom udjelu
kardiovaskularnih smrti [4]. Posebno je vazno istaknuti da je KBB medu rijetkim velikim
nezaraznim bolestima kod kojih se tijekom posljednjih desetlje¢a biljezi porast broja

smrtnih ishoda, $to dodatno naglasava njezin rastuéi javnozdravstveni znacaj [2,4].

Klini€ki znaCaj KBB-a dodatno proizlazi iz €injenice da nepovoljni ishodi u ovoj
bolesti nisu ograni¢eni samo na progresiju prema nadomjesnom bubreznom lijecenju,
nego u velikoj mjeri proizlaze iz kardiovaskularnin komplikacija, koje predstavljaju
vodeci uzrok smrti u bolesnika s KBB [2,5]. Zbog toga se KBB danas promatra kao
multisistemska bolest koja zahtijeva rano prepoznavanje, preciznu stratifikaciju rizika
i bolje razumijevanje patofizioloSkih mehanizama koji povezuju bubrezno osteéenje s

kardiovaskularnim pobolom i mortalitetom [2,5].



1.1.2. Kardiovaskularni rizik u KBB: tradicionalni i netradicionalni mehanizmi

Kardiovaskularne bolesti vode¢i su uzrok smrti u svim stadijima kroni¢ne
bubrezne bolesti, a njihova ucestalost i prognostiCka vaznost rastu s pogorSanjem
bubrezne funkcije, osobito u uznapredovaloj KBB i u bolesnika na kroni¢noj dijalizi [5].
Vazno je pritom naglasiti da se poviSeni kardiovaskularni rizik u KBB-u ne pojavljuje
tek u zavrSnom stadiju bolesti, nego je prisutan ve¢ u ranijim fazama smanjenja
bubrezne funkcije, $to upucuje na Cinjenicu da sama KBB predstavlja snazan i

samostalan modulator kardiovaskularnog rizika [6,7].

Tradicionalni €imbenici rizika, poput dobi, arterijske hipertenzije, Secerne
bolesti, pusenja i dislipidemije, nesumnjivo pridonose razvoju aterosklerotske i drugih
kardiovaskularnih bolesti u KBB-u, ali ne mogu u potpunosti objasniti veli€inu
opazenog rizika [5,6,8]. U brojnim epidemioloskim i mehanistiCkim analizama
pokazano je da bolesnici s KBB-om imaju izrazen “rezidualni” ili KBB-specifi¢ni
kardiovaskularni rizik, koji proizlazi iz slozenog medudjelovanja poremecaja
mineralnog metabolizma, kroni¢ne upale, oksidativnog stresa, endotelne disfunkcije,
arterijske krutosti, anemije, volumnog i tlacnog opterecenja te akumulacije uremijskih
toksina [5—11]. Takav se rizik ne manifestira samo pove¢anom ucestaloS¢u koronarne
bolesti, nego i veéom ucestalo$¢u zatajivanja srca, aritmija, nagle sréane smrti,
valvularne bolesti i difuznog vaskularnog remodeliranja, Sto dodatno razlikuje

kardiovaskularni profil KBB-a od onoga u op¢oj populaciji [5,7,8].

Jedna od kljuénih osobitosti KBB-a jest postojanje uremijskog okruzenja,
odnosno sustavnog bioloSkog okruzenja obiljeZzenog retencijom tvari koje se normalno
izluCuju bubrezima, poremecajem ionske i hormonske homeostaze te pojaCanom
aktivacijom upalnih i oksidacijskih puteva [6,10,11]. Uremijski toksini, ukljuujudi
proteinski vezane molekule poput indoksil-sulfata i p-krezil-sulfata, mogu izravno
poticati vaskularnu i miokardnu ozljedu, inducirati oksidativni stres, promicati upalni
odgovor, naruSavati endotelnu funkciju te pogodovati fenotipskoj promjeni vaskularnih
glatkomi8iénih stanica (engl. vascular smooth muscle cell; VSMC) prema
prokalcifikacijskom i proaterogenom obrascu [10,11]. Posljedi¢no se u KBB-u razvija
kardiovaskularni fenotip koji je istodobno aterosklerotski, arteriosklerotski i
metaboli¢ko-kalcifikacijski, s ve¢im udjelom difuzne arterijske krutosti i medijalne

kalcifikacije nego u bolesnika bez bubrezne bolesti [7,12].



Siri konceptualni okvir u kojem se ovi poremeéaiji integriraju esto se opisuje pojmom
kroni¢ne bubrezne bolesti—-mineralno-koStanog poremecaja (KBB—MKP; engl.
chronic kidney disease—mineral and bone disorder, CKD—MBD) koji obuhvaca
laboratorijske abnormalnosti metabolizma fosfata, kalcija, paratireoidnog hormona,
vitamina D, poremecaje osi fibroblastnog ¢imbenika rasta 23 (engl. fibroblast growth
factor 23, FGF-23)/Klotho, promjene koStane pregradnje te vaskularne i mekotkivne
kalcifikacije [9,13]. Vaznost KBB—MKP okvira lezi u tome $to povezuje naizgled
odvojene organske sustave- bubreg, kost, krvne Zile i srce u jedinstven patofizioloSki
kontinuum u kojem poremecaji mineralne homeostaze pridonose ne samo kostanoj
bolesti nego i ubrzanom vaskularnom starenju, kalcifikaciji i nepovoljnim
kardiovaskularnim ishodima [7,9,13,14]. U tom smislu KBB—MKP nije tek biokemijski
konstrukt, nego klinicki relevantan sindrom koji pomaze objasniti zasto standardna
korekcija tradicionalnih ¢imbenika rizika ¢esto ne uspijeva u potpunosti smanijiti

kardiovaskularni pobol i mortalitet u KBB populaciji [5,7,9].

U tom se patofizioloSkom kontekstu vaskularna kalcifikacija namece kao jedna
od klinicki najrelevantnijih komplikacija KBB-a i potencijalni medijator poveznice
izmedu bubrezne disfunkcije i nepovoljnih kardiovaskularnih ishoda [5,9,12]. Ona ne
predstavlja samo pasivni “ostatak” dugotrajnog metabolickog poremecaja, nego
aktivno reguliran proces povezan s mineralnim stresom, gubitkom inhibitora
kalcifikacije, upalom i vaskularnim remodeliranjem, pri ¢emu njezine posljedice
ukljuCuju porast arterijske krutosti, Sirenje tlaka pulsa, poveéano opterecenje lijeve
klijetke (LV) te daljnje pogorSanje ukupnog kardiovaskularnog rizika [5,12,15,16]. Zbog
toga je razumijevanje i fenotipizacija vaskularne kalcifikacije u KBB-u od srediSnje
vaznosti za suvremene modele procjene rizika, osobito kada se istrazuju biomarkeri i
regulatori kalcifikacije koji bi mogli odrazavati bioloski aktivnhu fazu procesa prije

razvoja uznapredovalog strukturnog ostecenja.

1.1.3. Vaskularna kalcifikacija u KBB: definicija, ucestalost i prognosticka

vrijednost

Vaskularna kalcifikacija oznaCava patolosko odlaganje kalcij-fosfatnih
mineralnih depozita u stijenci krvnih Zila te se danas smatra aktivno reguliranim

bioloSkim procesom, a ne samo pasivnim taloZzenjem minerala u oSte¢enom tkivu



[12,17,18]. lako se kalcifikacijske promjene mogu razvijati i u sklopu fizioloSkog
starenja, njihova je pojava u pojedinim bolestima znatno ubrzana, osobito u Secernoj
bolesti i kroni€noj bubreznoj bolesti, gdje uremijsko okruzenje, poremecaji mineralnog
metabolizma, kroni€na upala i gubitak inhibitora kalcifikacije stvaraju izrazito
prokalcifikacijsko okruzenje [5,12,17,18]. U tom smislu vaskularna kalcifikacija u KBB-
u ne predstavlja samo popratnu pojavu kroni¢ne bolesti, nego jednu od srediSnjih

manifestacija poremecéene vaskularne homeostaze u uremiji [5,12,18].

U bolesnika s KBB-om vaskularna kalcifikacija pojavljuje se ranije, napreduje
brze i Cesto doseze veli opseg nego u osoba iste dobi s o€uvanom bubreznom
funkcijom, a osobito je izrazena u zavrSnom stadiju bubrezne bolesti (engl. end-stage
renal disease, ESRD) i u bolesnika na kroni¢noj dijalizi [17—-20]. Klini¢ki i slikovni
podaci pokazuju da je u ESRD populaciji kalcifikacija vrlo Cesta i Cesto progresivna,
pri Cemu mozZe zahvatiti viSe vaskularnih podrucja istodobno, uklju€ujuéi koronarne
arterije, aortu i periferne arterije [19,20]. Vazno je takoder naglasiti da se u KBB-u
vaskularna kalcifikacija ne svodi samo na aterosklerotsku intimalnu bolest, nego se
Cesto oCituje i kao kalcifikacija medije, koja je posebno povezana s arterijskom
krutoS¢éu, nepovoljnpom pulsnom hemodinamikom i povecanim opterecenjem LV
[12,18,21].

Klinicki zna€aj vaskularne kalcifikacije u KBB-u proizlazi iz Cinjenice da ona
odrazava kumulativni uc€inak dugotrajnog metabolickog, upalnog i hemodinamskog
optere€enja na vaskularnu stijenku te predstavlja snazan pokazatelj ukupnog
vaskularnog os$tec¢enja [5,12,18]. U brojnim kohortnim studijama i sustavnim
analizama prisutnost i veci opseg vaskularne kalcifikacije povezani su s viSim rizikom
kardiovaskularnih dogadaja, fatalnih kardiovaskularnih ishoda i ukupnog mortaliteta,

pri Cemu je prognosticka vrijednost osobito izrazena u bolesnika s KBB-om [5,22,23].

Primjerice, meta-analitiCki podaci za abdominalnu aortnu kalcifikaciju pokazuju
da bolesnici s KBB-om i izrazenijom kalcifikacijom imaju znatno vedi rizik buducih
kardiovaskularnih dogadaja, fatalnih kardiovaskularnih ishoda i ukupne smrtnosti nego
oni bez ili s manjim kalcifikacijskim teretom [23]. Stoga se vaskularna kalcifikacija u
KBB-u moze promatrati ne samo kao morfolo$ki biljeg veé nastalog ostecenja, nego i

kao klinicki relevantan prognosticki biljeg koji integrira djelovanje brojnih tradicionalnih



i netradicionalnih Cimbenika rizika te opravdava potrebu za njezinom sustavnom

fenotipizacijom u klini¢kim i istrazivackim modelima KBB.

1.1.4. Fenotip vaskularne kalcifikacije u KBB i hemodinamske posljedice:

arterijska krutost i ishodi

Vazno je istaknuti da vaskularna kalcifikacija u kroni€¢noj bubreznoj bolesti moze
zahvatiti i intimu i mediju, pri ¢emu je kalcifikacija medije osobito karakteristiCna za
KBB i zavrsni stadij bubrezne bolesti te je usko povezana s povecanjem arterijske
krutosti [17,18,21].

S klinickog gledista, vaskularna kalcifikacija nije samo slikovni nalaz, nego
strukturna podloga vaznih hemodinamskih promjena [5,21,24]. Kalcifikacija medije
povecava krutost arterijske stijenke i smanjuje vaskularnu popustljivost, sto pogoduje
porastu sistoliCckog tlaka i tlaka pulsa te povecanju brzine pulsnog vala [15,21,24].
Takve promjene povecavaju tlaéno opterecenje LV, pogoduju razvoju hipertrofije i
remodeliranja miokarda te mogu kompromitirati koronarnu perfuziju tijekom dijastole
[21,24,25]. U tom smislu arterijska krutost predstavlja funkcionalni izraz strukturnog
oSteCenja vaskularne stijenke i jedan od kljuénih mehanizama kojima vaskularna

kalcifikacija doprinosi nepovoljnim kardiovaskularnim ishodima u KBB-u [5,15,24].

Brojne kliniCke studije pokazale su da je povecana aortna krutost, najceSce
procijenjena brzinom pulsnog vala, povezana s vecim rizikom zatajivanja srca,
kardiovaskularnih dogadaja i mortaliteta u bolesnika s uznapredovalom KBB i ESRD
[15,26,27]. Time se vaskularna kalcifikacija u KBB-u moze promatrati ne samo kao
komplikacija kroni¢ne bolesti, nego i kao vazan mehanizam koji pridonosi daljnjem

porastu kardiovaskularnog rizika u toj visokorizi€noj populaciji [5,21].

1.1.5. Procjena vaskularne kalcifikacije u klinickoj praksi: slikovni pokazatelji i

potreba za ranim/bioloskim biljezima

S obzirom na visoku ucestalost i izraZzenu prognosti¢ku vaznost vaskularne
kalcifikacije u kroni¢noj bubreznoj bolesti, njezina precizna karakterizacija ima vazne

implikacije za procjenu kardiovaskularnog rizika i klinicko odluc€ivanje [5,12].



U kliniCkoj se praksi interes stoga usmjerava na kombinaciju slikovnih
pokazatelja kalcifikacijskog tereta i funkcionalnih mjera vaskularnog ostecenja, alii na
metode koje su dovoljno dostupne, reproducibilne i primjenjive u Siroj populaciji
bolesnika s KBB-om [15,23,24]. Medu takvim pristupima osobito je vazna procjena
kalcifikacije abdominalne aorte na lateralnim radiogramima lumbalne kraljeznice,
buduci da je rijeC o jednostavnoj i relativno dostupnoj metodi koja omogucuje
semikvantitativhu procjenu kalcifikacijskog optereéenja [28,29]. Abdominalna aortna
kalcifikacija procijenjena na ovaj nacin pokazala se prediktorom buduceg vaskularnog
morbiditeta i mortaliteta u populacijskim kohortama, a njezina je prognosticka

vrijednost potvrdena i u sustavnim pregledima i metaanalizama [22,23].

U bolesnika s KBB-om i osobito u onih na dijalizi, takve slikovne mjere imaju
dodatnu vrijednost jer pruzaju uvid u vec razvijeni strukturni vaskularni fenotip koji
odrazava dugotrajni mineralni i upalni stres [12,18,29]. Medutim, vazno je naglasiti da
slikovhe metode dominantno biljeze kumulativni teret procesa, odnosno konacni
rezultat viSegodiSnjeg remodeliranja i mineralizacije vaskularne stijenke, a manje
njegovu ranu ili biolo$ki aktivnu fazu [12,30]. Zbog toga se posljednjih godina sve veca
pozornost usmjerava prema biomarkerima i mehanisticki utemeljenim pokazateljima
koji bi mogli odrazavati ranu ili aktivnu kalcifikaciju, poremec¢enu obranu od mineralnog
stresa i sklonost seruma talozenju minerala prije razvoja opseznog morfoloSkog
oStec¢enja [31-33]. U tom su kontekstu osobito zanimljivi cirkulirajuci inhibitori
kalcifikacije, vitamin K—ovisni proteini, kalciproteinske Cestice i funkcionalni testovi
serumske sklonosti kalcifikaciji, jer potencijalno omogucuju uvid u dinamicniju, bioloski
aktivnu komponentu procesa koju same slikovhe metode ne mogu u potpunosti
obuhvatiti [30,31,34].

1.1.6. Vitamin K-ovisni proteini i GRP

U kontekstu prac¢enja vaskularne kalcifikacije opravdano je istraZivati endogene
inhibitore kalcifikacije i vitamin K—ovisne proteine kao potencijalne biljege i modulatore
ovog procesa [35,36]. Vitamin K-ovisni proteini osobito su zanimljivi u kroni¢noj
bubreznoj bolesti, jer njihova bioloSka aktivhost ovisi o y-karboksilaciji, odnosno o
posttranslacijskoj modifikaciji nuznoj za ucinkovito vezanje kalcija i regulaciju

ektopiCne mineralizacije [35,37]. U bolesnika s KBB-om ta je os posebno relevantna



zbog izraZzenog mineralnog stresa, Ceste funkcionalne insuficijencije vitamina K i
istodobne prisutnosti upalnih i uremijskih mehanizama koji pogoduju vaskularnom
remodeliranju i kalcifikaciji [36,38—40].

Medu vitamin K—ovisnim proteinima GLA-bogati protein (GRP) sve se ceSce
prepoznaje kao kandidat s moguc¢om anti-kalcifikacijskom i imunomodulacijskom
ulogom [41-44]. Njegova je istrazivaCka vrijednost u tome Sto potencijalno povezuje
bioloski aktivne mehanizme kalcifikacije, ukljuCujuci interakciju s mineralnim fazama i
upalnim odgovorom, s klinicki mjerljivim vaskularnim fenotipom u bolesnika s KBB-om
[45,46]. Zbog toga GRP predstavlja logi¢an fokus daljnje rasprave o molekularnim

regulatorima vaskularne kalcifikacije u kroni¢noj bubreznoj bolesti [41,46,47].

lako je u ovom radu naglasak stavljen na ulogu GRP-a u kroni¢noj bubreznoj
bolesti i vaskularnoj kalcifikaciji, vazno je istaknuti da bioloSko zna¢enje ovog proteina
nadilazi okvir kroni¢ne bubrezne bolesti-mineralno-kostanog poremecaja (KBB-
MKP). Dosadasnja istrazivanja povezivala su GRP i s drugim stanjima obiljeZzenima
poremecenom mineralizacijom, upalom i remodeliranjem tkiva, ukljuCujuci
osteoartritis, patoloske kalcifikacije mekih tkiva i odredene neoplasti¢ne procese, sto

dodatno podupire njegovu Siru biolosku relevantnost [48-50].

Ipak, u kontekstu ove disertacije od posebne su vaznosti upravo oni aspekti
biologije GRP-a koji ga smjestaju na sjeciSte mineralnog stresa, inhibitora kalcifikacije

i vaskularnog oStecenja u KBB-u.

1.2. Fenotipovi vaskularne kalcifikacije i arterijska krutost

1.2.1. Definicija i klinicki znaéaj vaskularne kalcifikacije

Vaskularna kalcifikacija definira se kao neprimjereno, patolosko odlaganje
mineralnih depozita u obliku kalcij-fosfatnih soli u vaskularna tkiva [17]. Danas se ne
smatra pasivnim taloZzenjem minerala u degenerativho promijenjenoj stijenci krvne
Zile, nego aktivno reguliranim procesom koiji ukljuCuje promjene vaskularnih stanica,
izvanstanicnog matriksa i lokalnih inhibitora mineralizacije [17,51]. lako se
kalcifikacijske promjene mogu razvijati i u sklopu fizioloSkog starenja, njihova
uCestalost | opseg izrazito ovise o prisutnosti komorbiditeta i ukupnom vaskularnom

optereCenju te su osobito izrazeni u aterosklerozi, Secernoj bolesti i kroni¢noj



bubreznoj bolesti [5,17,18]. U tom smislu vaskularna kalcifikacija predstavlja zavrsni
morfoloski izraz sloZzenih metaboli€kih, upalnih i stani¢nih procesa koji se medusobno

preklapaju i pojacavaju [12,51].

Kalcifikacija velikih arterija mijenja mehanicka svojstva vaskularne stijenke,
smanjuje elastiCnost i popustljivost te pridonosi nepovoljnim hemodinamskim
promjenama [21,24]. Klini¢ki, veéi teret vaskularne kalcifikacije povezan je s viSim
rizikom kardiovaskularnih dogadaja i mortaliteta, a prognosticka je vaznost osobito
izraZzena u bolesnika s KBB-om i zavrsnim stadijem bubrezZne bolesti [18,22,23]. Zbog
toga se vaskularna kalcifikacija danas promatra ne samo kao morfoloSki biljeg
vaskularnog ostecenja, nego i kao KkliniCki relevantan pokazatelj nepovoljnog

kardiovaskularnog fenotipa [5,21,23].

1.2.2. Fenotipska podjela: intimalna i medijalna kalcifikacija

Vazno je naglasiti da vaskularna kalcifikacija nije jedinstven entitet, nego
obuhvaca fenotipove koji se razlikuju prema lokalizaciji unutar stijenke krvne Zile,
patofizioloSkom kontekstu i kliniCkim posljedicama [17,21]. Klasi¢no se razlikuju

intimalna i medijalna kalcifikacija [21].

Intimalna kalcifikacija tipi¢no je povezana s aterosklerotskim plakom, upalom i
aterotrombotskim rizikom, dok medijalna kalcifikacija, odnosno kalcifikacija medije,
primarno zahvaca elasticne slojeve i vaskularne glatkomiSicne stanice medije te je
osobito povezana s gubitkom arterijske elastiCnosti i porastom arterijske krutosti
[18,21,52]. Ova podjela nije samo histoloSka, nego ima jasnu klini¢ku implikaciju:
intimalna kalcifikacija u pravilu viSe odrazava aterosklerotski teret i rizik ishemijskih
dogadaja, dok medijalna kalcifikacija viSe doprinosi nepovoljnoj pulsnoj hemodinamici,

povidenju sistoliCkog tlaka i tlaka pulsa te posljedicnom opterecenju LV [18,21,24].

Unatoc€ konceptualnoj koristi ove podjele, u klinickim i slikovnim studijama Cesto
nije moguce potpuno jasno razluciti intimalnu od medijalne komponente, Sto dodatno
naglasava potrebu za integracijom morfoloskih i funkcionalnih pokazatelja
vaskularnog osteéenja [17,21]. U praksi, osobito u kroni¢noj bubreznoj bolesti, ta se
dva procesa Cesto preklapaju i mogu koegzistirati u istoj vaskularnoj regiji, ali se

razlikuju prema dominanthom mehanizmu nastanka i prema tome na koji nacin



moduliraju klinicki rizik [17,18,21]. Upravo je takvo preklapanje osobito vazno u KBB-
u, gdje se aterosklerotski i metaboli¢ko-kalcifikacijski mehanizmi medusobno

pojacavaju te zajednicki oblikuju vaskularni fenotip bolesnika [5,17,18].

1.2.3. Intimalna kalcifikacija i aterosklerotski proces

Intimalna kalcifikacija tipicno se razvija u sklopu aterosklerotskog plaka, u
kontekstu dislipidemije, endotelne disfunkcije, kroni€ne upale i lokalnog remodeliranja
vaskularne stijenke [51,52]. Ateroskleroza je difuzna, sporo progresivna bolest koja
moze istodobno zahvatiti viSe arterijskih bazena, zbog €ega velik dio bolesnika ostaje
asimptomatski godinama ili desetljecima prije prve kliniCke manifestacije. Kada se
bolest klinicki o€ituje, simptomi su naj¢eSce posljedica postupnog suzenja lumena i
smanjenja protoka ili, u akutnim situacijama, destabilizacije plaka praéene trombozom

i okluzijom arterije [52].

KliniCka prezentacija stoga ovisi o zahvacenom vaskularnom teritoriju te moze
ukljuCivati stabilnu anginu i akutni koronarni sindrom, ishemijski mozdani udar,
simptome periferne arterijske bolesti ili renovaskularnu hipertenziju i progresiju
bubrezne disfunkcije. U tom okviru intimalna kalcifikacija moze sluziti kao slikovni
biljeg aterosklerotskog tereta, buduci da odraZava dugotrajan lokalni uc€inak upale,
lipida, stani¢ne smrti i reparacijskih procesa unutar plaka. Medutim, njezin odnos
prema stabilnosti plaka nije jednoznacan. Naime, klinicko znacenje kalcifikacije ovisi
o morfologiji, veli€ini i distribuciji kalcifikacijskih depozita, kao i o istodobno prisutnim
upalnim, lipidnim i fibrozno-remodelacijskim procesima unutar aterosklerotske lezije
[51,52].

Vazno je pritom naglasiti da intimalna kalcifikacija nije samo “pasivni ostatak”
aterosklerotskog procesa, nego odrazava dinami¢nu interakciju izmedu upalnih
stanica, VSMC i izvanstani¢nog matriksa [17,51]. U tom smislu ona predstavlja dio
Sire biologije aterosklerotskog plaka, a ne izdvojeni morfoloSki nalaz [51-53]. Zbog
toga intimalnu kalcifikaciju ne treba tumaciti izolirano, nego u Sirem kliniCkom i
patobioloSkom kontekstu, uzimajuéi u obzir ukupnu aterosklerotsku bolest,

komorbiditete i lokalni vaskularni fenotip [21,52].
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U bolesnika s KBB to je osobito vazno, jer se aterosklerotski mehanizmi Cesto
preklapaju s metaboliCko-kalcifikacijskim i uremijskim cCimbenicima pa intimalna
komponenta vaskularne Kkalcifikacije moze biti dio sloZenijeg i heterogenijeg
vaskularnog ostecenja nego u opcoj populaciji [5,17,18]. Takvo preklapanje dodatno
oteZava jednostavno tumacenje slikovnih nalaza i podupire potrebu za integracijom
morfoloskih, funkcionalnih i bioloSkih pokazatelja vaskularnog ostecenja u KBB-u
[12,17,21].

1.2.4. Medijalna kalcifikacija, povezanost s KBB i Se¢éernom bolesti

Medijalna kalcifikacija, odnosno kalcifikacija medije, tradicionalno opisana i kao
Monckebergova skleroza, zahvaca tunicu mediju, koja je gradena od VSMC uronjenih
u mrezu elasti¢nih i vezivnih vlakana [21]. Za razliku od intimalne kalcifikacije,
medijalna kalcifikacija nije primarno obiljeZje aterosklerotskog plaka, nego odrazava
poremecaj vaskularne homeostaze i mineralizacije unutar same stijenke krvne zile
[17,21]. Ovaj fenotip kalcifikacije osobito je Cest u Secernoj bolesti i kroni€noj
bubreznoj bolesti te se mozZe razvijati i bez izrazene luminalne stenoze [18,21,54]. To
dodatno podupiru noviji pregledni podaci koji pokazuju da hiperglikemija izravno potice
osteogenu diferencijaciju vaskularnih glatkomiSi¢nih stanica, ¢ime Secerna bolest

aktivno sudjeluje u nastanku prokalcifikacijskog vaskularnog fenotipa [55].

lako bolesnici s KBB-om mogu razviti i intimalnu i medijalnu kalcifikaciju, u KBB-
u i zavrSsnom stadiju bubrezne bolesti medijalna je komponenta Cesto posebno
izrazena i KkliniCki vazna zbog svojih funkcionalnih posljedica na arterijsku krutost i
pulsnu hemodinamiku [17,18,21]. U pedijatrijskoj KBB, gdje klasi¢na ateroskleroza
nije dominantan proces, medijalna kalcifikacija Cesto prevladava, $to dodatno
podupire vaznost metabolickih, mineralnih i uremijskih Cimbenika u njezinu nastanku.
Upravo taj nalaz snazno sugerira da se medijalna kalcifikacija ne moze svesti samo
na “starenje krvne Zzile”, nego predstavlja poseban patobioloski odgovor na

poremeceni mineralni i upalno okruzenje [21,56].

Premda se medijalna kalcifikacija neko¢ smatrala relativnho “benignom” jer nije
nuzno stenoti€na ni trombogena, danas je jasno da je povezana s nepovoljnim
ishodima, uklju€ujuci vec¢u kardiovaskularnu smrtnost, pogorsanje arterijske krutosti i,

u odredenim populacijama poput bolesnika sa Se¢ernom boleScu ili ESRD-om,
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povecan rizik ishemijskih komplikacija i amputacija [18,21,57]. Dodatno, sve je viSe
dokaza da unutar kategorije medijalne kalcifikacije postoje heterogeni mehanizmi te
da starenje, metaboliCki poremecaji, SeCerna bolest i uremijsko okruzenje mogu
djelovati kumulativno i ubrzavati proces mineralizacije [21,58,59]. Zbog toga medijalnu
kalcifikaciju treba promatrati kao klini€ki relevantan i mehanistiCki specifican fenotip

vaskularnog ostecenja, osobito u bolesnika s KBB-om [21].

1.2.5. Hemodinamske posljedice medijalne kalcifikacije

Hemodinamske posljedice medijalne kalcifikacije bitno se razlikuju od onih koje
se primarno povezuju s aterosklerotskom, intimalnom kalcifikacijom [18,21]. Difuzno
odlaganje mineralnih depozita u mediji povecava krutost arterijske stijenke i smanjuje
vaskularnu popustljivost, ¢ime se umanjuje sposobnost arterijskog sustava da tijekom
sistole apsorbira dio udarnog volumena i amortizira porast tlaka [16,17,21]. Takve
promjene dovode do porasta sistolickog tlaka i tlaka pulsa, povecanja brzine pulsnog
vala te ranijeg povrata reflektiranih pulsnih valova iz perifernih arterijskih segmenata
prema srediSnjim arterijama, $to zajedno povecava srediSnje tlatno opterecenje
[16,24]. Istodobno se snizava dijastoliCki tlak, Sto moze kompromitirati koronarnu
perfuziju tijekom dijastole, osobito u prisutnosti istodobne aterosklerotske bolesti
[16,21].

Takve promjene imaju vazne posljedice na srce i cijeli arterijski sustav [15,24].
Povecéano sistoli¢ko i pulsno optereéenje pogoduje razvoju hipertrofije i remodeliranja
LV, povecava potrebu miokarda za kisikom i doprinosi nastanku dijastoliCke disfunkcije
[24,25]. U bolesnika s KBB, kod kojih su i volumno opterecenje, hipertenzija i
metaboliCki poremecaiji Cesto istodobno prisutni, u€inak arterijske krutosti moze biti
dodatno izrazen [5,15,25]. Time medijalna kalcifikacija i s njom povezana arterijska
krutost predstavljaju vazan mehanistiCki most izmedu strukturnog vaskularnog
oStecenja i klini¢ki relevantnih ishoda, ukljuCujuéi zatajivanje srca, ishemijske

dogadaje i povecani mortalitet u populaciji s KBB-om [5,15,26].
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1.2.6. Procjena arterijske krutosti: brzina pulsnog vala

Arterijska krutost u kliniCkoj se praksi najéeSce procjenjuje mjerenjem brzine
pulsnog vala (engl. pulse wave velocity, PWV) duz definiranog arterijskog segmenta
[16]. Karotidno-femoralni PWV smatra se referenthom neinvazivnom metodom za
procjenu aortne krutosti, no u svakodnevnoj kliniCkoj i istrazivackoj praksi sve se ¢eSce
primjenjuju i oscilometrijske metode koje omogucuju jednostavniju i reproducibilnu
procjenu arterijske krutosti [15,16]. Sto je arterijska stijenka kruéa, to se pulsni val kroz

arterijski sustav Siri brze [16].

PWV je dinamian parametar koji ne odrazava samo trenutacéne
hemodinamske uvjete, osobito razinu arterijskog tlaka, nego i strukturna svojstva
arterijske stijenke, ukljuCujuéi remodeliranje, gubitak elasti¢nosti i kalcifikacijski teret
[15,16,24]. Upravo zbog toga PWV predstavlja funkcionalni izraz kumulativnog
vaskularnog oStecenja i moze pruZziti dodatnu prognosticku informaciju uz standardne
parametre krvnog tlaka [16,60]. U bolesnika s kronicnom bubreZznom bolesti njegova
je vaznost osobito velika, jer se u toj populaciji arterijska krutost razvija pod utjecajem
i tradicionalnih ¢imbenika rizika i KBB-specificnih mehanizama, uklju€ujuci uremijsko

okruzenje, poremecaje mineralnog metabolizma i medijalnu kalcifikaciju [5,15,24].

U skladu s time, visi PWV u KBB populaciji povezan je s nepovoljnijim ishodima;
primjerice, u CRIC kohorti pokazano je da je PWV neovisno povezan s progresijom
KBB i mortalitetom [15]. U praktichom smislu, PWV se stoga moze promatrati kao
funkcionalni “otisak” strukturnih promjena u arterijskoj stijenci te kao korisna dopuna
klasicnim hemodinamskim mjerama u procjeni ukupnog kardiovaskularnog rizika u
bolesnika s KBB-om [15,16,24].

1.2.7. Procjena kalcifikacijskog tereta: Kauppila i radioloSki biljezi

Za Kklini¢ki relevantnu fenotipizaciju vaskularnog ostecenja osobito je korisno
kombinirati funkcionalne mjere arterijske krutosti s procjenom kalcifikacijskog tereta
dostupnim slikovnim metodama [15,23,24]. Takav pristup omogucuje istodobnu
procjenu strukturnog opterecenja kalcifikacijom i njegovih funkcionalnih posljedica na
arterijsku hemodinamiku [17,21,24]. U tom je kontekstu osobito vazna procjena
kalcifikacije abdominalne aorte (engl. abdominal aortic calcification, AAC) na

lateralnim radiogramima lumbalne kraljeznice, koja omogucéuje jednostavnu i
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reproducibilnu semikvantitativhu procjenu kalcifikacijskog tereta [28]. Bodovni sustav
koji su opisali Kauppila i suradnici, poznat i kao AAC zbroj, temelji se na procjeni
opsega kalcifikacijskih depozita uz prednju i straznju stijenku abdominalne aorte u
razini lumbalnih kraljezaka te je zbog svoje prakticnosti Siroko prihva¢en u klinickim i

istraZzivackim studijama [23,28].

Prognosti¢ka vrijednost abdominalne aortne kalcifikacije potvrdena je u
populacijskim kohortama, gdje se pokazalo da je AAC neovisni prediktor vaskularnog
morbiditeta i mortaliteta [22]. Noviji sustavni pregledi i metaanalize dodatno su potvrdili
da prisutnost i vec¢i opseg AAC nose povecani rizik buduéih kardiovaskularnih
dogadaja, fatalnih kardiovaskularnih ishoda i ukupne smrtnosti, pri ¢emu je

prognostic¢ka vaznost osobito izraZena u bolesnika s KBB [23].

U bolesnika na dijalizi AAC procijenjen na nativnim radiogramima opisan je i u
okviru CORD studije, $to dodatno podupire primjenjivost ove metode u KBB/ESRD
populaciji [29]. U prakticnom smislu, kombinacija AAC-a kao pokazatelja strukturnog
opterecenja kalcifikacijom i PWV-a kao funkcionalnog pokazatelja arterijske krutosti
omogucuje cjelovitiju procjenu vaskularnog fenotipa [15,23,24]. Takav je pristup
osobito relevantan u KBB-u, gdje se medijalna kalcifikacija i arterijska krutost ¢esto
razvijaju paralelno, medusobno pojacavaju hemodinamske posljedice i zajedno nose

prognosticku tezinu [5,17,21].

1.2.8. Poseban entitet: kalcifilaksija (kalcificirajuéa uremijska arteriolopatija)

Poseban, rijedak, ali izrazito morbiditetan oblik kalcifikacije u uznapredovaloj
kroni€noj bubreznoj bolesti jest kalcificiraju¢a uremijska arteriolopatija, odnosno
kalcifilaksija [61,62]. Rije€ je o teSkoj vaskulopatiji malih i srednjih arteriola obiljezenoj
medijalnom Kalcifikacijom, intimalnom proliferacijom, trombozom i posljedichom
ishemijskom nekrozom koze i potkoznog tkiva [61,63]. Klini¢ki se naj¢eSée ocituje
izrazito bolnim koznim lezijama i nekrozama, a povezana je s vrlo visokom smrtnos¢u.
lako kalcifilaksija predstavlja ekstremni fenotip vaskularne kalcifikacije, njezina je
vaznost u tome Sto ilustrira do koje mjere poremecaji mineralnog metabolizma,
vaskularne homeostaze i uremijskog okruzenja u KBB-u mogu dovesti do dramati¢nih,
zivotno ugrozavaju¢ih manifestacija vaskularne patologije [62]. U tom smislu

kalcifilaksija nadilazi znaCenje rijetke komplikacije te predstavlja snazan klinicki dokaz
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da su kalcifikacija i tromboinflamatorno vaskularno oste¢enje u KBB-u dio istog
patobioloskog kontinuuma [61,63]. Razumijevanje razlika izmedu intimalne i medijalne
kalcifikacije te izmedu mjera arterijske krutosti i kalcifikacijskog tereta stoga
predstavlja vazan temelj za razmatranje mehanizama Kkoji povezuju uremijsko
okruzenje, KBB-MKP i regulatore kalcifikacije, ukljuCujuci vitamin K—ovisne proteine
[17,21,61].

1.3. Patogeneza vaskularne kalcifikacije u KBB: uremijsko okruzenje,

fenotipska transformacija VSMC i sustavni regulatori

Fenotipske razlike izmedu intimalne i medijalne kalcifikacije, kao i njihove
razliCite funkcionalne i kliniCke implikacije, jasno upucuju na to da vaskularna
kalcifikacija u KBB-u predstavlja sloZen, viSerazinski i aktivno reguliran proces [17,21].
U suvremenom shvacanju, vaskularna kalcifikacija u KBB nije pasivno talozenje kalcij—
fosfatnih soli, nego dinami¢no preoblikovanje vaskularne stijenke pod utjecajem
uremijskog i metabolickog okruzenja. SrediSnje mjesto u tom procesu zauzimaju
VSMC koje, pod utjecajem tih €imbenika, gube kontraktilni fenotip i postupno
poprimaju osteohondrogeni program, uz remodeliranje izvanstanicnog matriksa,
pojavu prokalcifikacijskih vezikula i promjene u ravnotezi inhibitora i promotora

mineralizacije [17,51].

1.3.1. Uremijsko okruzenje i KBB-MKP kao “okidaci” prokalcifikacijskog

preusmjeravanja

U kroni¢noj bubreznoj bolesti razvija se sloZen sklop poremecaja poznat kao
kroni€na bubrezna bolest—-mineralno-kostani poremecaj (KBB-MKP), obiljezen
retencijom fosfata, promjenama koncentracije kalcija, sekundarnim
hiperparatireoidizmom, poremecajem metabolizma vitamina D te promjenama u osi
FGF-23/Klotho [9,17]. Zajedni¢ki uCinak tih poremecaja stvara trajni prokalcifikacijski
pritisak na vaskularni sustav i remeti fizioloSku ravnotezu izmedu promotora i inhibitora
mineralizacije [5,17]. U takvom uremijskom i metabolickom okruzenju vaskularna
stijenka ne djeluje kao pasivna meta oSteCenja, nego kao aktivno tkivo koje odgovara
na mineralni stres, upalu i hormonske promjene fenotipskim i strukturnim

preoblikovanjem [17,51].
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Vazno je naglasiti da se u KBB-u vaskularna kalcifikacija Cesto razvija u mediji,
gdje dominiraju rigidnost i gubitak elasti¢nosti arterijske stijenke, dok je intimalna
komponenta CeS€e povezana s aterosklerotskom upalom, lipidnim opterecenjem i
razvojem plaka. lako se intimalna i medijalna kalcifikacija u praksi ¢esto preklapaju,
upravo je medijalni obrazac osobito karakteristiCan za KBB i ESRD, sto dodatno
upucuje na vaznost KBB-MKP osi i uremijskog okruzenja u nastanku
prokalcifikacijskog vaskularnog fenotipa [17,18,21]. U tom se smislu KBB-MKP ne
moze promatrati samo kao poremecaj laboratorijskin parametara i koStanog
metabolizma, nego kao sredisnji patofizioloski okvir koji povezuje bubreznu disfunkciju
s vaskularnom Kkalcifikacijom i njezinim hemodinamskim i klinickim posljedicama
[5,9,64].

1.3.2. Fosfat kao kljucni signal: ulazak u stanicu i osteogeni poticaj

Fosfat u KBB ne predstavlia samo laboratorijski biljeg poremecenog
mineralnog metabolizma, nego i izravni bioloski signal koji u VSMC potiCe promjenu
fenotipa prema osteo/hondrogenom profilu [17,65,66]. Klasicni in vitro modeli pokazali
su da povisene koncentracije fosfata mogu inducirati mineralizaciju VSMC te izazvati
promjene u ekspresiji gena obiljezene supresijom kontraktilnin markera i aktivacijom
osteogenih ¢imbenika [51,65]. Time se VSMC postupno udaljuju od svojeg fizioloSkog
kontraktilnog fenotipa i ulaze u program sliCan onome koji se vida u kostanom i

hrskavi¢nom tkivu [17,51].

Klju¢an korak u tom procesu jest stani¢ni unos fosfata putem natrij-ovisnog
fosfatnog kotransportera tipa lll, osobito PiT-1 [67]. Pokazano je da inhibicija ili
smanjenje ekspresije PiT-1 moze ublaziti ili blokirati fosfatom induciranu kalcifikaciju i
fenotipsku modulaciju VSMC, §to upucuje na to da je intracelularni unos fosfata nuzan
za pokretanje osteogenog odgovora. U tom smislu fosfat ne djeluje samo kao pasivni
supstrat za precipitaciju minerala, nego kao aktivni signalni okida¢ koji mijenja

stani¢no pona$anje i program ekspresije gena [65,67].

Nadalje, u uremijskom okruzZenju osteogeni program dodatno poja¢avaju upalni
medijatori, oksidativni stres i promjene u izvanstanichom matriksu, ukljucujuci
elastolizu i gubitak zastitnih svojstava vaskularne stijenke [12,17,51]. Zbog toga se
VSMC u KBB-u ne ponaSaju kao pasivni “prijemnici” fosfata, nego kao dinamican
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efektorni sustav u kojem se zbrajaju metabolicki, upalni i strukturni signali [17,51].
Takva integracija podrazaja dodatno objasnjava zasto je fosfatom inducirana
kalcifikacija u KBB-u osobito izraZzena te zasto je prijelaz VSMC prema osteogenom

fenotipu jedan od sredisSnjih dogadaja u patogenezi vaskularne kalcifikacije [5,17,51].

1.3.3. Izvanstanicne vezikule i nukleacija minerala: “mikro-Zarista” kalcifikacije

Jedan od koncepata koji je posebno vaZzan za suvremeno razumijevanje
patogeneze vaskularne kalcifikacije jest da se inicijalna mineralizacija Cesto odvija na
razini izvanstani¢nih vezikula (EV), ukljuCujuéi egzosome i matriks-vezikule, koje
djeluju kao platforme za nukleaciju i rast kristala [68]. Te vezikule ne predstavljaju
samo pasivne ostatke stani¢ne aktivnosti, nego aktivhe mikrodomene u kojima se
koncentriraju komponente pogodne za inicijaciju mineralne depozicije [68,69].
Kapustin i suradnici pokazali su da je kalcifikacija VSMC posredovana reguliranom
sekrecijom egzosoma te da stres kalcijem i fosfatom, uz gubitak kontraktilnog fenotipa,

potiCe oslobadanje vezikula koje olakSavaju lokalnu mineralizaciju [68].

Ovaj je mehanizam osobito vazan jer povezuje stani¢ni fenotip VSMC, sastav i
bioloSka svojstva EV-a te lokalni nastanak Kkalcifikacijskih zarista [12,68]. U
prokalcifikacijskom okruZenju vezikule mogu biti osiromasSene inhibitorima
mineralizacije i istodobno obogacene komponentama koje pogoduju nukleaciji
kristala, Cime postaju svojevrsna “mikro-zarista” vaskularne kalcifikacije [30,68].
Suvremeni pregledi dodatno naglasavaju da je oslobadanje matriks-vezikula i drugih
oblika EV-a sastavni dio osteogenog preusmjeravanja VSMC te da taj proces u KBB-

u pojaCavaju fosfatni stres, upala i oksidativni podrazaiji [12,30].

U tom smislu EV predstavljaju vaznu vezu izmedu staniénih promjena i
nastanka vidljive mineralizacije u stijenci krvne Zzile [12,68,70]. Njihova Klini¢ka
relevantnost proizlazi iz Cinjenice da omogucuju bolje razumijevanje kako se
molekularni i stanicni signali prevode u lokalnu depoziciju minerala, a u KBB-u i iz
mogucnosti da posluze kao bioloSki pokazatelji aktivne faze kalcifikacije ili Cak kao

potencijalna terapijska meta [30,71].
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1.3.4. Kalcijproteinske Cestice i T50: integrativna mjera kalcifikacijske sklonosti

seruma

Buduc¢i da su serum i intersticijski prostor u fizioloSkim uvjetima blizu
hipersaturacije kalcijem i fosfatom, organizam odrzava mineralnu homeostazu
zahvaljujuci tzv. mineralnom puferu, odnosno sustavu inhibitora koji vezu i stabiliziraju
mineral u manje Stetnim oblicima [31,34]. U tom su kontekstu kalcijproteinske Cestice
(CPP) vazan koncept mineralne homeostaze, jer predstavijaju kompleksne
nanocCestice sastavljene od kalcij-fosfathog minerala i proteina, ponajprije fetuina-A
[31,33]. Prijelaz iz primarnih u zrelije, sekundarne CPP mozZe se kvantificirati testom
T50, koji odrazava ukupnu intrinziChu sposobnost seruma da odgada precipitaciju

kalcij-fosfatnih soli i stabilizira mineralni stres [33,34].

U populaciji s kroni€énom bubreznom bolesti CPP i T50 sve se ¢eS¢e promatraju
kao funkcionalni biomarkeri vaskularnog rizika. Pregledni radovi naglasavaju da CPP
i TS0 odrazavaju ravnotezu izmedu promotora i inhibitora mineralizacije, uklju€ujuci
fosfat, kalcij, magnezij, bikarbonat, fetuin-A i druge upalne odnosno signalne
komponente te na taj nacin povezuju “biokemiju” s vaskularnim fenotipom [31,33]. Nizi
T50, koji odrazava brzu transformaciju prema sekundarnim CPP i vecu sklonost
kalcifikaciji, povezan je s nepovoljnijim ishodima u razli¢itim KBB populacijama.
Prospektivho je pokazano da nizi TS50 predvida loSije ishode u predijaliznoj KBB, a

slicne povezanosti opisane su i u primatelja bubreznog presatka [31,72,73].

Dodatno, noviji podaci upuéuju na to da CPP u uremijskom okruzenju nisu
samo pasivni biljezi, nego i aktivni efektori vaskularnog osteé¢enja [31,42].
Eksperimentalni i translacijski radovi pokazuju da CPP i EV mogu ulaziti u VSMC,
poticati osteohondrogenu diferencijaciju, pojaCavati upalni odgovor i sudjelovati u
stvaranju prokalcifikacijskog okruzenja [42]. Time CPP/T50 koncept postaje posebno
vazan jer omogucuje povezivanje sistemske mineralne homeostaze, stani¢nih

mehanizama kalcifikacije i klini¢ki mjerljivog vaskularnog fenotipa u KBB-u [31,33,42].

1.3.5. Gubitak inhibitora kalcifikacije i slabljenje zaStite: uloga Matrix GLA

proteina (MGP) i Sirih inhibitornih sustava

Vaskularna mineralizacija ne ovisi samo o prisutnosti promotora kalcifikacije,

nego i o integritetu zastitnih mehanizama koji u fizioloSkim uvjetima aktivho koce
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ektopiCnu depoziciju minerala [35,74]. U tom finom balansu inhibitora i promotora
kalcifikacije Matrix GLA Protein (MGP) zauzima posebno vazno mjesto kao jedan od
najpotentnijih lokalnih inhibitora vaskularne kalcifikacije [35,75]. Njegova bioloSka
aktivnost uvjetovana je vitamin K—ovisnom y-karboksilacijom pa MGP svoju zastitnu
funkciju moZze ucinkovito ostvarivati samo kada je posttranslacijski aktiviran [35,37]. U
tom smislu vitamin K—ovisna aktivacija MGP-a predstavlja svojevrsni regulacijski
mehanizam koji odreduje hoce li lokalni inhibitorni sustav biti funkcionalan ili ¢e

vaskularna stijenka postati podloznija ektopi¢noj mineralizaciji [37].

U KBB ovaj je zastitni sustav osobito ranjiv [36,39]. Uremijsko okruzenje,
dijetalne restrikcije, poremecena apsorpcija, polifarmacija i druge metabolicke
okolnosti pridonose Cestoj funkcionalnoj insuficijenciji vitamina K, zbog ¢ega raste udio
neaktivnih, nekarboksiliranih oblika vitamina K—ovisnih proteina [36,38,39]. Vaznost
oCuvanog vitamin K—ovisnog zastitnog sustava dodatno se ocituje u opazanjima da je
primjena antagonista vitamina K povezana s ve¢im opsegom vaskularne i valvularne
kalcifikacije [76]. Posljedi¢no dolazi do slabljenja zastite protiv medijalne kalcifikacije,
Sto se sve viSe prepoznaje kao jedan od vaznih mehanizama progresije vaskularnog
ostecenja u KBB-u [39,77]. Takvo tumacenje dodatno podupire Cinjenica da su niski
vitamin K status i poviSene razine neaktivnog MGP-a povezani s ubrzanom
vaskularnom kalcifikacijom i nepovoljnijim vaskularnim fenotipom u razli¢itim KBB
kohortama [36,78,79].

lako je MGP najCeS¢e navoden kao prototip vitamin K—ovisnog inhibitora
kalcifikacije, on se ne mozZe promatrati izolirano [35,78]. Vaskularna homeostaza ovisi
o Sirem inhibitornom sustavu koji ukljuCuje i druge lokalne i sistemske zastitne
¢imbenike od mineralizacije, poput fetuina-A, pirofosfata (PPi) i srodnih regulatornih
mehanizama [80,81]. Ipak, MGP ostaje osobito vazan, jer elegantno povezuje
nutritivni ¢imbenik, posttranslacijsku aktivaciju proteina i stvarni vaskularni fenotip
[37,78]. Upravo zato vitamin K—ovisni mehanizmi, a potom i drugi srodni regulatori
poput GRP-a, predstavljaju logi¢an nastavak razmatranja molekularne “obrane” od
vaskularne kalcifikacije u KBB-u [35,41].
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1.3.6. Uremijski toksini, upala i oksidativni stres: pojacavanje osteogenog

odgovora

Uz KBB-MKP, uremijsko okruzenje obiljezavaju i brojni netradicionalni
Cimbenici koji dodatno pojacavaju sklonost vaskularne stijenke kalcifikaciji [5]. Medu
njima se osobito istiCu uremijski toksini, kroni¢na upala, endotelna disfunkcija i
oksidativni stres, koji zajedno stvaraju bioloSko okruzenje pogodno za osteogeno
preusmjeravanje VSMC [12,82]. Uremijski toksini, osobito protein-vezane molekule
poput indoksil-sulfata i p-krezil-sulfata, ne djeluju samo kao pasivni markeri retencije,
nego kao aktivni medijatori vaskularnog ostecenja [5,82]. Pokazano je da mogu
poticati medijalnu kalcifikaciju putem medudjelovanja upalnih, koagulacijskih i lipidnih
putova, ali i kroz epigenetske mehanizme koji moduliraju odgovor vaskularne stijenke

na mineralni stres [82].

Kao primjer specificnog signalnog puta, indoksil-sulfat mozZe ubrzati kalcifikaciju
VSMC preko miR-29b ovisne aktivacije Wnt/B-katenin signalizacije, ¢ime se dodatno
pojaCava osteohondrogeni program [83]. Medutim, djelovanje uremijskih toksina ne
treba promatrati izolirano. U KBB-u upala i oksidativni stres djeluju sinergisticki s
fosfatnim i kalcijskim optere¢enjem, Cine vaskularnu stijenku osjetljivijom za
prokalcifikacijske signale i ubrzavaju prijelaz VSMC u fenotip sklon mineralizaciji
[12,82]. U tom smislu uremijski toksini, upala i oksidativni stres djeluju kao pojacivaci
vec postojeceg KBB—MKP pritiska, ¢ime se vaskularna kalcifikacija pokazuje ne samo
kao metaboli¢ki, nego i upalno i signalno posredovan proces [5,12,82]. Takvo
poimanje vazno je, jer dodatno objasnjava zasto je vaskularna kalcifikacija u KBB-u
Cesto agresivnija i brze progresivnha nego u populacijama bez uremijskog okruzenja
[5,12].

1.3.7. Pirofosfat (PPi) kao endogeni inhibitor: vaZzna, ¢esto zanemarena os

Posebno zanimljiv inhibitorni sustav u vaskularnoj kalcifikaciji povezanoj s KBB-
om predstavlja ekstracelularni PPi, snazan fizioloSki inhibitor taloZenja kalcij-fosfatnih
soli [84]. Na konceptualnoj razini PPi se smatra jednim od klju¢nih “Cuvara” protiv
ektopi€ne mineralizacije, jer vaskularni matriks i ionsko okruzenje ve¢ u fizioloSkim
uvjetima pogoduju nastanku kalcifikacijskih depozita [81]. Stoga odrzavanje

odgovarajuce razine PPi ima vaznu zastitnu ulogu u sprje€avanju spontane nukleacije
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i rasta kristala u stijenci krvne Zile [81,84]. U KBB biljeZe se niZe razine PPi i pojacana
aktivnost enzima uklju€enih u njegovu razgradnju, osobito tkivno nespecificne alkalne

fosfataze (TNAP), Sto moze olakSati progresiju vaskularne kalcifikacije [84].

Vaznost PPi osi proizlazi i iz €injenice da taj inhibitor ne djeluje izolirano, nego
je dio Sire mreze regulatora mineralizacije koji odrzavaju ravnotezu izmedu mineralnog
stresa i zasStitnih mehanizama vaskularne stijenke. Kada je ta ravnoteza naruSena,
kao u KBB-u, smanjenje PPi dodatno pomice sustav prema prokalcifikacijskom stanju
[81,84]. Klinicki, u ESRD i KBB kohortama opisana je negativha povezanost
plazmatskog PPi i vaskularne kalcifikacije, uz nalaze da razine PPi nisu bitno
odredene samim modalitetom dijalize, nego prije ukupnim poremecajem PPi
metabolizma u uremijskom okruzZenju. To dodatno podupire tumacenje da je PPi vazan
endogeni inhibitor C€iji gubitak pridonosi “propadanju zastite” od vaskularne

mineralizacije u KBB-u [81,85].

1.3.8. Poveznica prema GRP-u: mjesto vitamin K-ovisnih proteina u modernim

modelima vaskularne kalcifikacije

Unutar ovako slozene patofizioloSke mreze, vitamin K-ovisni proteini
predstavljaju logiénu toCku spajanja metabolicke, odnosno mineralne, i upalne
komponente vaskularne kalcifikacije [35,78]. Njihova je vaznost osobito izrazena u
KBB, gdje se mineralni stres, funkcionalna insuficijencija vitamina K i uremijsko
okruzenje medusobno preklapaju te stvaraju uvjete u kojima zastitni mehanizmi protiv
ektopiCne mineralizacije mogu biti kompromitirani [36,78]. U tom kontekstu GLA-
bogati protein (GRP) osobito je zanimljiv jer, uz potencijalnu antikalcifikacijsku ulogu,
sudjeluje i u procesima Kkoji povezuju mineralizaciju, upalu i izvanstani¢ne

nanostrukture [41,47].

Posebna vrijednost GRP-a proizlazi iz €injenice da se pojavljuje i u kontekstu
CPPa i EV-a, odnosno u strukturama koje u uremijskom okruZenju mogu postati
prokalcifikacijske i proinflamatorne [42]. Eksperimentalni i translacijski podaci upucuju
na to da y-karboksilirani GRP moze imati inhibitorni u€inak na procese indukcije
kalcifikacije i upale, dok promjene u njegovu statusu ili raspodjeli unutar CPP/EV
sustava mogu odrazavati pomak od zastitnog prema Stetnom mineralnom fenotipu

[41,42]. Time GRP ne djeluje samo kao potencijalni biljeg nego i kao molekularni
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modulator na sjeciStu mineralnog stresa, stani¢ne signalizacije i vaskularnog fenotipa
[41,46].

Upravo takav polozaj GRP-a u suvremenim modelima vaskularne kalcifikacije
opravdava njegovu detaljniju razradu u nastavku uvoda, osobito s obzirom na
mehanizme djelovanja, karboksilacijski status, biomarkerni potencijal i povezanost s

klini¢ki mjerljivim vaskularnim fenotipom u bolesnika s KBB-om [42,46,47].

1.4. KBB-MKP i mineralni stres: CPP, fetuin-A i sklonost kalcifikaciji

1.4.1. Mineralni stres u KBB-u: fosfat, kalcij i uremijsko okruZenje kao ¢cimbenici

prokalcifikacijskog okolisa

U KBB progresivno se narusava fina ravnoteza izmedu unosa, eliminacije i
hormonalne regulacije minerala, $to rezultira stanjem trajno poviSsenog “mineralnog
stresa” [9,86]. Retencija fosfata, promjene u koncentraciji kalcija, sekundarni
hiperparatireoidizam te poremecaji u osi vitamina D i FGF-23/Klotho zajedno stvaraju
bioloSko okruzenje koje pogoduje nukleaciji i rastu kalcij—fosfatnih kompleksa, osobito

u uznapredovalim stadijima KBB-a i tijekom dijalize [17,87,88].

U kontekstu poremecene endokrine regulacije u KBB-u vazno je kratko
razlikovati a-Klotho od p-Klotho (KLb), buduéi da se ova dva proteina ¢esto pogresno
promatraju unutar iste signalne osi. Dok je a-Klotho kanonski koreceptor za FGF-23 i
ima srediSnju ulogu u regulaciji fosfathe homeostaze, B-Klotho primarno sudjeluje u
signalizaciji FGF-19 i FGF-21 te je viSe povezan s metabolickom i endokrinom
prilagodbom nego s klasicnom FGF-23/a-Klotho osi [87,89]. U tom smislu, ukljucivanje
KLb u ovo istrazivanje nije zami$lieno kao izravna procjena kanonske FGF-23
signalizacije, nego kao proSireni biokemijski pokazatelj KBB—MKP i poremecenog
metaboliCkog okoliSa [89,90]. Takav pristup moZze biti osobito koristan u istrazivanjima
koja nastoje povezati vaskularni fenotip s cirkuliraju¢im biomarkerima, jer omogucuje
Siri uvid u endokrino-metaboli€ke prilagodbe koje prate progresiju kronicne bubrezne
bolesti [90]. Istodobno, pri interpretaciji povezanosti KLb s drugim biomarkerima,
osobito s GRP-om i FGF-23, potreban je oprez, jer takvi odnosi ne moraju odrazavati
izravnu ligand—koreceptor povezanost, nego prije zajedniCku pripadnost istom
poremecenom biokemijskom okruzenju uznapredovale KBB [89,90]. U takvom
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okruzenju vaskularni sustav nije izlozen samo kronichom metabolickom optereceniju,
nego i trajnpom prokalcifikacijskom pritisku koji remeti ravnotezu izmedu promotora i

inhibitora mineralizacije [5,17].

Vazno je pritom naglasiti da je krv, odnosno plazma, fizioloSki metastabilan
sustav u odnosu na kalcij i fosfat; i u zdravih osoba ionsko je okruzZenje dovoljno blizu
zasicenja da bi bez zastitnih mehanizama bilo sklono precipitaciji minerala. Zato se
homeostaza oslanja na inhibitorne i “pufer” sustave koji mineral privremeno veZzu,
stabiliziraju i usmjeravaju prema manje Stetnim oblicima. Jedan od klju¢nih sistemskih
elemenata te obrane je fetuin-A, plazmatski protein koji veZe mineralne
nanokomplekse i sudjeluje u formiranju CPP-a, ¢ime modulira njihov daljnji bioloski

ucinak i smanjuje sklonost ektopi¢noj mineralizaciji [31,80].

U KBB-u se upravo taj sustav mineralnog pufera nalazi pod trajnim
optere¢enjem [30,31]. Sto je veéi mineralni stres, to je veéa potreba za proteinskim i
koloidnim sustavima koji odrZavaju topljivost minerala i sprjeCavaju spontanu
nukleaciju kristala u mekim tkivima [31,80]. Kada se kapacitet te zastite iscrpi ili
pomakne prema stvaranju bioloski aktivnijih oblika mineralnih kompleksa, otvara se
prostor za prijelaz od kompenzirane mineralne homeostaze prema prokalcifikacijskom
vaskularnom fenotipu [30,31,91]. U tom smislu mineralni stres u KBB-u predstavlja
temeljni patofizioloski okvir za razumijevanje CPP/fetuin-A osi i koncepta serumske

“sklonosti kalcifikaciji” koji ¢e biti razmotren u nastavku [31,80].

1.4.2. Fetuin-A i CPP: vezanje minerala i zaStita od precipitacije

Fetuin-A djeluje kao sredisSnji “mineralni Saperon” u cirkulaciji: veze inicijalne
kalcij—fosfatne nanoklastere i stabilizira ih u koloidnom obliku, ¢ime smanjuje
vjerojatnost nekontrolirane precipitacije i taloZzenja minerala u mekim tkivima,
ukljuCujuéi vaskularnu stijenku [80,92]. U suvremenim modelima mineralne
homeostaze ti se fetuin-A—mineral kompleksi organiziraju u CPP, koje predstavljaju

funkcionalnu sastavnicu mineralnog pufera krvi [31,92].

CPP se najceSce opisuju kao dinami€an sustav sazrijevanja: primarne CPP,
koje su CeSce amorfnog karaktera i biolodki manje reaktivhe, s vr.emenom mogu

” X

prelaziti u sekundarne CPP, kristalnije i potencijalno bioloski “aktivnije” Cestice s vecim
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proinflamatornim i prokalcifikacijskim potencijalom. U kroni¢noj bubreznoj bolesti taj je
sustav trajno opterecen viSkom fosfata i promjenama u sastavu plazme, ukljuCujuci
upalu, oksidativni stres i promjene u koncentraciji magnezija i bikarbonata, pa raste

udio Cestica koje nose vedéi prokalcifikacijski potencijal [31,33].

Klinicka relevantnost CPP okvira u KBB-u poduprta je nalazima da su fetuin-A-
sadrzavajuce, fosforilirane CPP povezane s “prokalcifikacijskim okruzenjem” i
pove¢anom aortnom krutoS¢u u predijaliznoj KBB [93]. Ti podaci sugeriraju da CPP
nisu samo laboratorijski koncept, nego mjerljiva poveznica izmedu mineralnog stresa,
serumske biokemije i vaskularnog fenotipa [33,93]. U tom smislu CPP i fetuin-A
predstavljaju vazan most izmedu sistemske mineralne homeostaze i lokalnih
vaskularnih posljedica KBB—MKP-a [31,80,93].

1.4.3. T50 kao funkcionalna mjera serumske sklonosti kalcifikaciji

Kako koncept CPP-a u praksi odrazava ravnotezu promotora i inhibitora
mineralizacije, razvijen je funkcionalni pristup procjeni serumske “sklonosti
kalcifikaciji” [33]. U tom okviru, test serumske kalcifikacijske sklonosti (T50) kvantificira
vrijeme transformacije primarnih, manje zrelih CPP u zrelije, sekundarne Cestice te na
taj nacin predstavlja integrativnu mjeru intrinziCne sposobnosti seruma da odgada
precipitaciju kalcij-fosfatnih soli i stabilizira mineralni pufer [31,34]. Za razliku od
pojedinacnih laboratorijskih parametara, T50 u jednoj funkcionalnoj mjeri objedinjuje
uCinke fosfata, kalcija, magnezija, bikarbonata, fetuina-A i drugih Cimbenika koji

odreduju serumski odgovor na mineralni stres [33,34].

U klini¢kim studijama nizi T50, odnosno krace vrijeme transformacije prema
sekundarnim CPP, povezan je s nepovoljnijim ishodima u razli€itim populacijama
bolesnika s KBB [33,94]. Prospektivno je pokazano da nizi T50 predvida loSije ishode
u predijaliznoj KBB, a sli€ne povezanosti opisane su i u transplantiranih bolesnika
[72,73,94]. U kohortama bolesnika na hemodijalizi (HD) T50 je takoder identificiran
kao neovisni prediktor ukupnog mortaliteta, iako dodatna prognosticka vrijednost, uz

postojece modele rizika moze varirati medu studijama [95].

Vazno je istaknuti i terapijsku perspektivu. lako je T50 u nacelu “modificirajuca”

mjera, jer ovisi o0 biokemijskom sastavu seruma i raspolozivosti inhibitora
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mineralizacije, ucinci pojedinih intervencija nisu uniformni [33,96]. Primjerice, u
randomiziranom ispitivanju u bolesnika s KBB stadija IllIb/IV sevelamer karbonat
tijekom 12 tjedana nije znacajno promijenio T50 u odnosu na placebo, Sto sugerira da
sama manipulacija fosfatnim optere¢enjem u ranijim stadijima bolesti mozda nije
dovoljna za mijerljivu promjenu serumske kalcifikacijske otpornosti ili da su za to
potrebne dulje i kompleksnije intervencije [96]. U tom smislu T50 nije samo biljeg
postojeceg mineralnog stresa, nego i potencijalni funkcionalni alat za procjenu koliko

je sustav mineralnog pufera uopc¢e podlozZan terapijskoj modulaciji [34,96].

1.4.4. Slabljenje obrane od mineralnog stresa u KBB-u i njegove posljedice

U KBB dolazi do viSestrukog “pucanja” zastitnih slojeva koji u fizioloSkim
uvjetima odrzavaju mineralnu homeostazu i spreCavaju ektopi¢nu kalcifikaciju [31,80].
S jedne strane raste mineralno opterecenje, obiljezeno retencijom fosfata,
poremecenom Ca/P dinamikom i signalnim promjenama unutar KBB—MKP osi [9,17].
S druge strane, kroni¢na upala, malnutricija—inflamacija fenotip i uremijsko okruzenje
mogu smanijiti dostupnost i funkcionalnu ucinkovitost sistemskih inhibitora
mineralizacije, ukljuCujuéi fetuin-A, koji se ponasa i kao negativni protein akutne faze
[97,98]. U dijaliznih bolesnika nize koncentracije fetuin-A povezane su s visom
kardiovaskularnom smrtnoS¢u, $8to snazno podcrtava KkliniCku vaznost ove

“‘obrambene osi” [97].

Nadalje, sustav CPP-a nije samo pasivni “spremnik” za visak minerala [31,99].
CPP se moraju ucinkovito uklanjati iz cirkulacije, a eksperimentalno je pokazano da
se klirens fetuin-A—CPP odvija preko fagocitnih mehanizama, uklju€ujuci scavenger
receptor-A (SR-A) [100]. To je patofizioloSki vazno jer zasi¢enije ili poremeca;j klirensa
moze povecati cirkuliraju¢i mineralni stres i potencijalno omoguciti vecCu interakciju

CPP-a sa stani¢nim komponentama vaskularnog zida [31,100].

U tom smislu CPP se mogu promatrati i kao veza izmedu metabolicke i
imunoloske komponente uremijskog okruzenja [31,101]. U eksperimentalnim
sustavima pokazano je da fetuin-A—sadrzavaju¢e CPP mogu ublazavati mineralni
stres u makrofagima, Sto dodatno podupire ideju da su kvaliteta i stupanj maturacije
CPP-a, kao i dinamicka ravnoteza njihova stvaranja i klirensa, klju¢ni za to hoce i
prevladati zastitni ili Stetni u€inak [101]. Kada se ravnoteZa tog sustava pomakne
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prema vecem udjelu zrelijih sekundarnih CPP i nizim vrijednostima T50, sistemski
mineralni pufer djelomi¢no gubi svoju zastitnu funkciju, a rezultat se postupno prevodi
u mjerljiv vaskularni fenotip, uklju€ujuéi povecanu arterijsku krutost i veci kalcifikacijski
teret [31,33,93].

Zaklju¢no, KBB—MKP i uremijsko okruzenje u KBB-u stvaraju stanje kronicne
prokalcifikacijske napetosti u kojem se sistemski mineralni pufer moze iscrpiti ili
usmijeriti u patoloSkom smjeru [31,80]. Upravo to slabljenje obrane pomaZe objasniti
zasSto u KBB-u serumski i stani¢ni mehanizmi zasStite od mineralizacije viSe ne
uspijevaju oduprijeti trajpom mineralnom stresu te zasto se taj disbalans na kraju

oCituje kao vaskularna kalcifikacija i arterijska krutost [5,31].

1.5. Vitamin K-ovisni inhibitori vaskularne kalcifikacije (MGP kao prototip)

1.5.1. Vitamin K-ovisni proteini i vaznost y-karboksilacije za funkcionalnost

inhibitora kalcifikacije

U vaskularnoj stijenci postoji niz endogenih zastitnih mehanizama Ccija je
osnovna uloga sprijeCiti ektopicnu mineralizaciju u uvjetima kroni¢nog mineralnog
stresa [35]. Posebno vaznu skupinu Cine vitamin K—ovisni proteini, Cija bioloSka
aktivnost ovisi o posttranslacijskoj modifikaciji, odnosno y-karboksilaciji glutamatnih
(GLU) ostataka u y-karboksi-glutamat (GLA) [35,37]. Tek karboksilirani GLA-ostaci
omogucuju visokoafinitetno vezanje kalcija i interakciju s mineralnim fazama, poput
hidroksiapatita, ¢ime vitamin K—ovisni proteini stjeCu svoj puni anti-kalcifikacijski
kapacitet u tkivima koja nisu predvidena za mineralizaciju [37,74,102]. U tom smislu
vitamin K ne djeluje samo kao nutritivni Cimbenik, nego kao funkcionalni kofaktor koji

odreduje hoce li lokalni inhibitori kalcifikacije uopce biti bioloski aktivni [37].

Koncept funkcionalne insuficijencije vitamina K osobito je relevantan u KBB, jer
se u toj populaciji istodobno pojacava prokalcifikacijski poticaj, ukljuCujuci fosfatno i
kalcijsko opterecenje, uremijsko okruzenje i kroni¢nu upalu, dok se “koCnice”
mineralizacije mogu nadéi u stanju relativnhe neaktivnosti [36,39]. Upravo zato se MGP
Cesto navodi kao paradigmatican primjer inhibitora “kojem treba vitamin K”: bez
adekvatne karboksilacije MGP gubi dio svoje zastitne funkcije i ostaje prisutan
pretezno u bioloski neaktivnim oblicima [35,37,103]. U KBB-u je suboptimalan status
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vitamina K Cest i viSefaktorski uvjetovan. Dijetalne restrikcije, promijenjena crijevna
apsorpcija, polifarmacija te kroni¢na upala i uremijsko okruzenje mogu dovesti do
stanja u kojem je dostupnost vitamina K u perifernim tkivima nedostatna u odnosu na

potrebe, osobito u uvjetima pove¢anog mineralnog stresa [36,38,39].

Vazno je pritom naglasiti da se ne radi nuzno o apsolutnom deficitu vitamina K,
nego o funkcionalnoj insuficijenciji koja rezultira ve¢im udjelom nekarboksiliranih,
dakle bioloSki neaktivnijih frakcija vitamin K—ovisnih proteina [36,37]. Takvo stanje
nadovezuje nutritivno-metaboliCku komponentu na vec postojece KBB—MKP okidace
i dodatno pomiCe ravnotezu prema ektopiCnoj mineralizaciji i vaskularnom
remodeliranju [17,39]. Time vitamin K-ovisna os postaje osobito konceptualno
priviatna, jer povezuje potencijalno modificiraju¢i Cimbenik s vrlo konkretnim
molekularnim preduvjetom funkcije inhibitora kalcifikacije [36,37]. KliniCki i translacijski
interes dodatno pojaCava Cinjenica da se neaktivhost MGP-a mozZe pratiti kroz
cirkulirajuce frakcije, osobito de-fosforilirani, ne-karboksilirani MGP (dp-ucMGP), koji
se Cesto interpretira kao funkcionalni pokazatelj perifernog, odnosno
ekstrahepati¢kog, statusa vitamina K i posredno inaktivirane anti-kalcifikacijske
obrane [104]. U KBB-u razine dp-ucMGP u pravilu rastu s padom procijenjene
glomerularne filtracije (eGFR) te su povezane s ve¢im kalcifikacijskim teretom, Sto
podupire hipotezu da je poremecena vitamin K—ovisna aktivacija MGP-a relevantna

za vaskularni fenotip u uremiji [79].

I

Dodatni, metodoloski vrlo “Cist” dokaz vaznosti ove osi dolazi iz farmakoloSke
antagonizacije vitamina K [105]. Inhibicija recikliranja vitamina K, primjerice vitamin K
antagonistima poput varfarina, funkcionalno onemogucuje y-karboksilaciju vitamin K—
ovisnih proteina, uklju€uju¢i MGP, i time moZe ukloniti vazan dio lokalne zastite od
mineralizacije [37,105]. U eksperimentalnom modelu KBB-a, terapijske doze varfarina
znacajno su povecale podloznost vaskularnoj kalcifikaciji i pogor$ale hemodinamske
pokazatelje, dok je visok unos vitamina K; ublazio razvoj kalcifikacije [105,106]. U
skladu s time, i u humanim longitudinalnim analizama varfarin je povezan s ubrzanjem
progresije medijalne arterijske kalcifikacije, pri E¢emu je ucinak osobito izrazen u ESRD
populaciji [107]. lako je logi¢no ocekivati da bi nadoknada vitamina K mogla ponovno
aktivirati dio vitamin K—ovisne zastite, $to bi se vidjelo kroz smanjenje dp-ucMGP,

ucinci na Kkalcifikacijski teret i klinicke ishode nisu uniformni medu studijama
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[36,78,108]. To vjerojatno odrazava heterogenost KBB populacije, razli€ite fenotipove

kalcifikacije i slozenost uremijskog okruzenja [5,78].

1.5.2. MGP kao dokaz koncepta: kljucni lokalni inhibitor i most prema GRP-u

MGP se smatra jednim od najvaznijin lokalnih inhibitora ektopi¢ne
mineralizacije u stijenci krvnih Zila te se s razlogom promatra kao prototip vitamina K—
ovisnog anti-kalcifikacijskog sustava [35]. Njegova klju¢na fizioloSka uloga
najuvjerljivije je potvrdena u genetskim modelima, u kojima manjak MGP-a dovodi do
spontane i fulminantne kalcifikacije arterija i hrskavice, uz teSke strukturne i klinicke
posljedice, sto predstavlja jedan od najsnaznijih dokaza da je vaskularna kalcifikacija

aktivno reguliran proces koji zahtijeva stalno endogeno koc¢enje [109].

Vaznost MGP-a potvrdena je i u ljudi: mutacije gena MGP uzrokuju Keutelov
sindrom, rijedak nasljedni poremecaj obiljezen abnormalnom kalcifikacijom hrskavice
i karakteristicnim vaskularnim manifestacijama, ¢ime se fizioloSka relevantnost ovog

proteina jasno proteZe i izvan eksperimentalnih sustava [110].

Mehanisticki, MGP se ne moze promatrati samo kao pasivni mineral-vezujuéi
protein [35]. Naprotiv, njegova je uloga znatno S8ira jer zahvaéa i regulaciju
proosteogenih signalnih putova u vaskularnoj stijenci. Pokazano je da MGP interferira
sa signalizacijom kostanog morfogenetskog proteina 2 (engl. bone morphogenetic
protein 2; BMP 2), $to je osobito vazno jer BMP-2 potice osteohondrogenu
diferencijaciju i transdiferencijacijski program sliCan onome Kkoji se opaza tijekom
fenotipske transformacije VSMC u KBB [111]. Drugim rije¢ima, MGP djeluje upravo na
presjeku mineralne homeostaze i signalne biologije, odnosno na mjestu gdje se u
uremijskom okruzenju preklapaju fosfatni stres, upala i osteogeni odgovor vaskularne
stijenke [112].

U kontekstu KBB-a i zavrSnog stadija bubrezne bolesti, vaznost MGP-a
dodatno raste jer se medijalna kalcifikacija ¢esto razvija usporedno s porastom
arterijske krutosti i nepovoljnim hemodinamskim posljedicama [113]. Pritom je bioloSka
aktivnost MGP-a izravno uvjetovana njegovom y-karboksilacijom, dok je u uremijskom
okruzenju ucestalo prisutan povecan udio neaktivnih, nedovoljno karboksiliranih

frakcija [114]. Stoga MGP nije tek jo$ jedan inhibitor kalcifikacije, nego konceptualni
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model koji pokazuje kako poremecaj jedne posttranslacijske modifikacije (vitamin K—
ovisne karboksilacije) moze metabolicki i nutritivni disbalans prevesti u mijerljiv

vaskularni fenotip [105].

Dodatnu tezinu toj koncepciji daje Cinjenica da antagonizacija vitamina K,
osobito tijekom lije€enja varfarinom, moze ubrzati kalcifikaciju medije, $to je pokazano
i u eksperimentalnim modelima, i u klinickim opazanjima [75,105]. Time se potvrduje
da vitamin K—ovisna inhibitorna mreza nije tek popratna pojava, nego funkcionalno i

bioloski relevantan mehanizam koc€enja ektopine mineralizacije.

Upravo zato je logi¢an sljedeci korak u razradi uvoda prosiriti fokus s MGP-a
na druge vitamina K—ovisne proteine koji bi mogli djelovati na slicnim ¢voristima
mineralnog stresa, signalizacije i upale [35,115]. U tom okviru GRP postaje osobito
zanimljiv kandidat jer se, uz vitamin K—ovisnu karboksilaciju i prisutnost GLA-domena,
sve CeSc¢e razmatra i u kontekstu mineralnih nanostruktura, uklju€ujuci CPP i EV, kao
i u kontekstu imunomodulacije [42,116]. Takvo pozicioniranje €ini GRP potencijalnim
medijatorom bioloSki aktivne faze vaskularne kalcifikacije te kandidatom za
povezivanje molekularnih mehanizama mineralizacije s klinicki relevantnim

vaskularnim fenotipom u KBB-u [41].

Ipak, pri interpretaciji vitamin K-ovisne osi u kroni¢noj bubreznoj bolesti
potrebno je zadrzati odredeni oprez [117]. Biomarkeri poput dp-ucMGP-a korisni su
pokazatelji funkcionalnog statusa vitamina K, ali njihove koncentracije ne odrazavaju
isklju€ivo stupanj vaskularne kalcifikacije, nego na njih mogu utjecati i bubrezna
funkcija, upalni status, nutritivno stanje te istodobna terapija, zbog Cega se
povezanosti s vaskularnim promjenama i kliniCkim ishodima medu razliCitim

kohortama ne moraju u potpunosti podudarati [79,118].

Nadalje, iako suplementacija vitaminom K u pravilu dovodi do ocekivanih
promjena biomarkera, osobito do smanjenja dp-ucMGP-a, njezini u€inci na progresiju
vaskularne kalcifikacije i na tvrde klinicke ishode zasad nisu dosljedno potvrdeni
[117,119]. Takva nedosljednost vjerojatno odraZzava bioloSku i kliniCku heterogenost
samog procesa, uklju€ujuéi razlike izmedu intimalne i medijalne kalcifikacije, razliCite
stadije bolesti, poCetni teret kalcifikacije te Cinjenicu da slikovne metode ponajprije
biljeze kumulativni rezultat dugotrajnog procesa, a ne nuzno njegovu bioloSki

najaktivniju fazu [21].
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Upravo zato ima smisla razmotriti i druge vitamin K—ovisne kandidate koji bi
mogli bolje povezati mineralni stres, upalu i aktivhu fazu mineralizacije, s klinicki
mijerljivim vaskularnim fenotipom, §to dodatno opravdava fokus na GRP-u u nastavku

ovog uvoda [41,42].

1.6. GRP: bioloSke zna€ajke i dokazi u vaskularnoj kalcifikaciji/KBB

1.6.1. Nomenklatura, struktura i vitamin K—ovisna y-karboksilacija

GLA-bogati protein (GRP) pripada skupini vitamin K—ovisnih proteina te se u
literaturi Cesto navodi i pod nazivom UCMA (Upper zone of growth plate and cartilage
matrix associated protein) [120]. GRP je inicijalno opisan kao novi vitamin K—ovisni
protein identificiran u hrskavici, a njegova visoka oCuvanost medu kraljeznjacima
upucuje na vaznu biolosku funkciju. IstiC¢e se posebno bogatom GLA domenom, sto
upucuje na funkcionalnu specijalizaciju za vezanje kalcija i interakciju s mineralnim

fazama, odnosno za sudjelovanje u regulaciji procesa mineralizacije [44,50,121].

Kao i kod drugih vitamin K—ovisnih proteina, bioloSka aktivhost GRP-a ovisi 0
y-karboksilaciji glutamatnih ostataka, odnosno o pretvorbi GLU u GLA, procesu koji
zahtijeva vitamin K kao kofaktor [117,120]. U uvjetima mineralnog stresa, ukljuCujuci
poviSene koncentracije fosfata, poremeéenu ravnotezu kalcija i fosfata te uremijsko
okruzenje, upravo je ova posttranslacijska modifikacija klju¢na, jer odreduje hoce li
GRP djelovati kao aktivni inhibitor ektopi€ne mineralizacije ili ¢e dominantno biti

prisutan u funkcionalno slabije aktivnim oblicima [120].

U KBB to je osobito relevantno, jer se istodobno susreCu snazan
prokalcifikacijski poticaj, povezan s KBB—MKP-om, upalom i oksidativnim stresom te
visoka prevalencija funkcionalne insuficijencije vitamina K [117]. Takvo bioloSko
okruZenje stvara uvjete u kojima zastitna uloga vitamin K—ovisnih proteina moze biti

naru$ena, uklju€ujuci i potencijalno zastitno djelovanje GRP-a [117,120].

Stoga se GRP ve¢ na razini osnovne biologije nameée kao kandidat koji
povezuje mineralni stres, poremecéaj vitamin K-ovisne karboksilacije i oslabljenu

endogenu obranu od patoloske kalcifikacije [120,121].
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1.6.2. Tkivna distribucija i lokalizacija: od cirkulacije do mjesta patoloske

mineralizacije

lako je GRP prvotno opisan u kontekstu hrskavi¢nog tkiva, vazan iskorak u
razumijevanju njegove vaskularne relevantnosti bio je nalaz da je prisutan i u serumu
te da se akumulira na mjestima patoloske kalcifikacije [44,122]. Takva distribucija ima
jasnu patofizioloSku logiku: u uvjetima nestabilnosti sustava kalcija i fosfata, proteini
sposobni vezati kalcij i mineralne nanostrukture mogu se regrutirati na mjesta
nukleacije i rasta kristala ili se ugradivati u ve¢ formirane mineralne depozite [120,122].
U vaskularnom sustavu, a osobito u kroni¢noj bubreznoj bolesti, to znaci da se GRP
moze promatrati kao dio Sire mreze molekula koje ne samo da prate, nego

potencijalno i moduliraju proces ektopi¢ne mineralizacije [41,42].

U tom se smislu GRP konceptualno nadovezuje na paradigmu MGP-a: oba
proteina pripadaju skupini vitamin K—ovisnih proteina, oba su usko povezana s
mineralno-regulatornom biologijom, a njihovo se djelovanje moze promatrati kroz
prizmu funkcionalne aktivacije y-karboksilacijom u uvjetima kroni€énog mineralnog
stresa [35,117,120].

GRP ipak pokazuje i odredene posebnosti [120]. Uz lokalnu prisutnost u
kalcificiranim lezijama, sve se viSe naglasava njegova uloga u nanostrukturnim
oblicima mineralnog pufera, osobito u CPP i EV, kao i njegova moguc¢a povezanost s
upalnim odgovorom [41,42]. Upravo ta kombinacija cirkulirajuce prisutnosti, lokalne
akumulacije na mjestima patoloSke mineralizacije te povezanosti s mineralnim i
upalnim signalima €ini GRP osobito zanimljivim kandidatom u istrazivanju vaskularne
kalcifikacije u KBB-u [42,122].

1.6.3. Antikalcifikacijski u¢inci: mehanisti¢ki okvir (mineralna interakcija, VSMC

fenotip, signalizacija)

Eksperimentalni i translacijski podaci podupiru koncept da GRP djeluje kao
inhibitor kalcifikacije u kardiovaskularnom sustavu. U humanim kardiovaskularnim
tkivima GRP je opisan kao protein povezan s kalcificiranim podrucjima, ali istodobno i
kao funkcionalni inhibitor mineralizacije, $to upucéuje na to da njegova lokalna
prisutnost ne odrazava samo pasivnu kolokaciju s depozitima, nego i potencijalno

zastitnu ulogu u regulaciji kalcifikacijskog procesa [41]. Nadalje, iz biokemijske
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perspektive, vazno je da GRP moze imati izravnu interakciju s bazicnim kalcij-
fosfatnim kristalima, Sto podupire model prema kojem sudjeluje u modulaciji

nukleacije, rasta i sazrijevanja mineralne faze [41,123].

Na razini VSMC, koje predstavljaju sredisSnji efektorski stanicni tip medijalne
kalcifikacije u KBB-u, posebno je vaZzan nalaz da GRP inhibira fosfatom induciranu
kalcifikaciju VSMC-a putem signalizacije koStanih morfogenetskih proteina (engl. bone
morphogenetic proteins, BMP) ovisne o signalnim proteinima SMAD (engl. suppressor
of mothers against decapentaplegic, SMAD) [124]. Taj je mehanizam patofizioloSki
osobito relevantan jer BMP os i osteohondrogena reprogramacija VSMC-a &ine jednu
od kljuénih zavrSnih putanja kroz koje fosfatni i uremijski stres prelaze u stvarni
kalcificirajuci fenotip [124,125]. Time GRP dobiva dodatnu mehanisticku tezinu, bududi
da se ne svodi samo na biljeg prisutan u kalcificiranim depozitima, nego se uklapa u
model aktivnhog modulatora signalnih putova ukljuéenih u osteogeni odgovor

vaskularne stijenke [41,124].

Vazno je naglasiti da se u KBB-u antikalcifikacijski u€inci GRP-a vjerojatno ne
mogu objasniti jednim dominantnim mehanizmom [123]. Umjesto toga, oni se
vjerojatno ostvaruju unutar Sire mreze inhibitora i promotora mineralizacije, u kojoj
mineralni stres, gubitak vitamin K—ovisne zastithe komponente, upala i uremijski
toksini zajedniCki odreduju hoce li VSMC prijeci u osteohondrogeni program i hoce li
lokalni mikrookoli§ pogodovati stabilnoj nukleaciji kristala [123,125]. U takvom
mreznom okviru GRP je osobito zanimljiv, jer potencijalno zahvaca viSe razina
istodobno: mineralnu, kroz interakciju s kristalima i mineralnim Cesticama; stani¢nu,
kroz modulaciju odgovora VSMC-a te sistemsku, kroz povezanost s CPP i EV
[123,126].

1.6.4. GRP u CPP/EV i veza s mineralnim stresom: od pufera do efektora

Jedna od najvaznijih suvremenih poveznica izmedu serumske biokemije i
vaskularnog fenotipa u KBB jest koncept mineralnog pufera, u kojem fetuin-A i CPP
privremeno stabiliziraju prezasiceni kalcij-fosfatni sustav, dok njihova destabilizacija

odrazava porast kalcifikacijskog stresa [33,127].
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U tom su okviru osobito vazne cCinjenice da CPP i EV izolirane iz cirkulacije
bolesnika s uznapredovalom KBB mogu poticati vaskularnu kalcifikaciju te da je GRP
konstitutivna sastavnica tih nanostruktura, sto ga izravno povezuje s cirkuliraju¢im
odgovorom na mineralni stres [42,44]. Takav nalaz ima viSe neposrednih implikacija:
GRP se moze nalaziti u ,transportnim” i/ili ,tampon” strukturama koje privremeno
vezuju mineralni teret, ali istodobno, ovisno o sastavu i zrelosti tih Cestica, moZe biti

uklju€en i u prijelaz prema prokalcifikacijskom fenotipu [42,126].

U kontekstu KBB-a to je osobito vazno jer se smanjena serumska sposobnost
odgadanja sazrijevanja CPP-a, mjerena T50 testom, tumaci kao povec¢ana sklonost
kalcifikaciji, odnosno poremecaj mineralnog pufera [33,127]. U takvom okruzenju GRP
bi mogao, ne samo odrazavati, nego i djelomi¢no sudjelovati u prijelazu iz relativho
zastitnog u Stetniji mineralni fenotip, osobito ako se njegova raspodjela mijenja izmedu
slobodne serumske frakcije i CPP/EV-vezanog oblika [42,126]. Ako je pritom i
karboksilacijski status GRP-a promjenjiv, ovisno o statusu vitamina K i uremijskim
Cimbenicima, tada nije svejedno mijeri li se ukupni GRP ili pojedine funkcionalne
frakcije [120,126].

Upravo zato GRP postaje osobito zanimljiv kandidat za povezivanje serumske

sklonosti kalcifikaciji s kliniCki mjerljivim vaskularnim fenotipom u KBB-u.

1.6.5. Klinicki podaci u KBB-u i dijalizi: biomarkerni potencijal i povezanost s

vaskularnim fenotipom

Klini¢ki interes za GRP u KBB proizlazi iz pretpostavke da njegove cirkulirajué¢e
razine, odnosno potencijalno i pojedine funkcionalne frakcije, mogu odrazavati bioloski
aktivnu fazu vaskularne kalcifikacije ili iscrpljivanje zastitnih mehanizama usmjerenih
protiv patoloSke mineralizacije [46]. U pilot presje€noj studiji provedenoj u bolesnika
sa Secernom bolescu tipa 2 i KBB-om, snizene serumske koncentracije GRP-a bile su
povezane s tezim stupnjem bubrezne disfunkcije, poremecajima mineralnog
metabolizma i vecéim teretom vaskularne kalcifikacije, zbog ¢ega je GRP predlozen
kao rani i novi biljeg vaskularnog ostecenja u toj populaciji [46]. lako takav dizajn ne
omogucuje zaklju€ivanje o uzro¢nosti, vaznost takvih nalaza lezZi u tome Sto pokazuju
da GRP varira zajedno s klini¢ki relevantnim fenotipovima u populaciji obiljezenoj

ubrzanom kalcifikacijom i visokim kardiovaskularnim rizikom [46].
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Dodatnu klinicku relevantnost daju noviji podaci iz populacije bolesnika na
peritonejskoj dijalizi, u kojoj je GRP bio povezan s vaskularnom kalcifikacijom, upalnim
pokazateljima i billezima mineralnog metabolizma [47]. Takvi rezultati dodatno
podupiru koncept da GRP nije nuzno samo ,Cisti” mineralni biljeg, vec biljeg koji moze
odrazavati presjek mineralne i upalne biologije u uznapredovaloj KBB [47,123]. To je
osobito vazno u dijaliznih bolesnika, kod kojih mineralni stres, kroniCna upala i
poremecaji KBB-MKP osi Cesto djeluju medusobno pojaCavajuce i zajedno oblikuju
vaskularni fenotip [123]. Upravo zato GRP ostaje zanimljiv kandidat za daljnju
fenotipizaciju u KBB-u, ali uz oprez da se njegova interpretacija zasad temelji pretezno
na presjecnim i asocijacijskim podacima, a ne na longitudinalnoj potvrdi prediktivhe
vrijednosti [46,47].

1.6.6. Ogranic¢enja dosadasnjih radova: frakcije, metodologija i konfuzori

(vitamin K status, upala, stadij bolesti)

Unato€ rastu¢em interesu za GRP u kroni¢noj bubreznoj bolesti, interpretacija
dosadas$njih nalaza ostaje optereéena znaCajnom metodoloskom i bioloSkom

heterogenoséu [116].

Prvo, kao i kod drugih vitamin K—ovisnih proteina, funkcionalna relevantnost
GRP-a vjerojatno ovisi o njegovu karboksilacijskom statusu pa rezultati razli€itih
studija ne moraju biti izravno usporedivi ako se mjeri ukupni GRP (tGRP), pojedine
frakcije ili GRP vezan uz CPP i EV [42,116].

Drugo, u KBB-u je status vitamina K ¢esto kompromitiran, a dodatnu slozenost
unose terapijski Cimbenici, osobito lijekovi koji interferiraju s ciklusom vitamina K, zbog
C¢ega koncentracije i funkcionalna aktivnost vitamin K-ovisnih proteina mogu

odrazavati ne samo bolest, nego i terapijski ili ijatrogeni ucinak [78,117].

TreCe, uremijsko okruzenje sam po sebi stvara velik broj potencijalnih
konfuzora: upala, malnutricija, oksidativni stres i uremijski toksini mogu istodobno
utjecati na razine cirkulirajucih proteina, mineralni pufer, serumsku sklonost kalcifikaciji
i sam vaskularni fenotip [33,123]. Zbog toga se bez paZljive multivarijatne prilagodbe
teSko moze razluciti predstavlja li opazena povezanost GRP-a neovisni signal ili tek
odraz Sireg patobioloskog konteksta [46,47].
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Konacno, velik dio dosadasnje literature temelji se na presjecnim dizajnima,
dok slikovne metode dominantno odrazavaju kumulativni teret ve¢ nastale kalcifikacije
[33,46]. Stoga je moguce da GRP bolje odrazava aktivnu biologiju procesa, ukljuCujuci
dinamiku CPP/EV sustava, nego kumulativni kalcifikacijski teret vidljiv na slikovnim

mjerama vaskularne kalcifikacije [33,42].

Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, GRP je opravdano promatrati kao
potencijalnog biljega i moguc¢eg modulatora vaskularne kalcifikacije u KBB-u, ali uz
nuzan metodoloski oprez: potrebno je preciznije definirati koju frakciju GRP-a mjerimo,
u kakvom je odnosu s vitamin K statusom i kako se povezuje s pokazateljima
mineralnog stresa, poput CPP-a i T50 te s klini¢ki relevantnim vaskularnim
fenotipovima [33,42,116].

1.7. Fenotipizacija u ovom radu: logika odabira PWV-a, Kauppila AAC-a i

ehokardiografske procjene aortnog zaliska i lijeve klijetke

1.7.1. Zasto je potrebna viSerazinska fenotipizacija?

U KBB vaskularna kalcifikacija i arterijska krutost rijetko predstavljaju odvojene
fenomene; mnogo CeSce one Cine sastavnice Sireg kardiovaskularnog fenotipa
uremije, u kojem se strukturne promjene u stijenci Zile preklapaju s funkcionalnim

hemodinamskim posljedicama i posljedicnim oSte¢enjem ciljnih organa [21,59].

Kalcifikacija medije i druge forme vaskularne kalcifikacije u KBB-u povezane su
s povecanjem arterijske krutosti, porastom tlaka pulsa i nepovoljnim promjenama
pulsne valne refleksije, Sto povecava sistolicko optereé¢enje LV i pogoduje razvoju
hipertrofije, dijastoliCke disfunkcije i progresiji sréanog remodeliranja [128-130]. U
istom patobioloSkom okviru valvularna, osobito aortna, kalcifikacija ne predstavlja
izolirani nalaz, nego dio kontinuuma KBB-MKP povezanog kardiovaskularnog
oStecenja [13,129]. Upravo zato je u ovom radu opravdano primijeniti viserazinsku
fenotipizaciju koja kombinira funkcionalne pokazatelje pulsne hemodinamike i
arterijske krutosti, strukturnu procjenu kalcifikacijskog tereta te ehokardiografski prikaz
posljedica na razini srca i zalistaka [9,15]. Takav pristup omogucuje da se potencijalni

bioloSki signal, primjerice poremecaj inhibitora kalcifikacije ili marker mineralnog
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stresa, ne promatra izolirano, nego u odnosu prema Klinicki mjerljivim i prognosticki

relevantnim manifestacijama vaskularnog i kardijalnog remodeliranja [13,21].

U tom je smislu uklju€ivanje PWV-a, Kauppila AAC zbroja te ehokardiografske
procjene aortnog zaliska (AV) i LV metodoloSki logi¢no, jer obuhvaca tri medusobno
povezana sloja istog procesa: vaskularnu funkciju, kumulativni kalcifikacijski teret i

organsku posljedicu na srcu [130-132].

1.7.2. PWYV kao funkcionalni “otisak” krutosti i medijalne mineralizacije

PWV predstavljaja funkcionalni izraz kroni€nog remodeliranja arterijske stijenke
[130]. U KBB medijalna kalcifikacija, gubitak elasti¢nih svojstava i fibroelasti¢no
remodeliranje aorte i velikih arterija dovode do smanjenja arterijske popustljivosti,
povecCanja brzine pulsnog vala te porasta sistolickog i pulsnog opterecenja LV
[24,130]. Na taj nacin PWV ne odrazava samo ,tvrdoc¢u” arterije u uskom mehani¢kom
smislu, nego i hemodinamsku posljedicu kumulativhog strukturnog ostecenja

vaskularne stijenke.

PWYV pritom zauzima posebno mjesto jer, iako je djelomi¢no pod utjecajem
trenutaCnog arterijskog tlaka, integrira i stabilnije strukturne karakteristike arterijske
stijenke pa zato nadilazi informaciju koju daju same konvencionalne vrijednosti krvnog
tlaka [130]. U populaciji s KBB-om to je osobito vazno jer su vecée vrijednosti PWV-a
povezane s progresijom bubrezne bolesti i ve€im rizikom smrti, Sto je pokazano i u
CRIC kohorti, dok su raniji radovi u uznapredovaloj bubreznoj bolesti pokazali snaznu
povezanost aortne krutosti s preZivljenjem [15]. Zbog dobre reproducibilnosti, jasne
patofizioloSke utemeljenosti i prognosti¢ke vrijednosti, procjena arterijske krutosti
PWV-om, prepoznata je i u suvremenim smjernicama kao relevantan pokazatelj
subklini¢kog ostecenija ciljnih organa i dodatni element stratifikacije kardiovaskularnog
rizika [133].

U prakti€nom okviru ovog rada PWV stoga Cini funkcionalnu os fenotipizacije,
odnosno mjeru preko koje se potencijalni ucinci mineralnog stresa i medijalne
kalcifikacije mogu povezati s klini¢ki mjerljivim hemodinamskim fenotipom u KBB-u
[15,130].
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1.7.3. Kauppila AAC kao dostupna i validirana mjera strukturnog
kalcifikacijskog tereta

Za razliku od PWV-a, koji primarno odrazava funkcionalnu posljedicu
arterijskog remodeliranja i krutosti, abdominalna aortna kalcifikacija (AAC)
procijenjena prema Kauppila zbroju daje uvid u strukturni teret vecC razvijene

vaskularne kalcifikacije [28].

Vazna prednost ove metode jest to Sto se temelji na lateralnoj radiografiji
lumbalne kraljeznice, odnosno na Siroko dostupnoj, relativno jeftinoj i standardiziranoj
slikovnoj pretrazi koja omogucuje semikvantitativhu procjenu opsega kalcifikacijskih
promjena u stijenci abdominalne aorte [28]. Prognosti¢ka vrijednost AAC-a potvrdena
je jos u populacijskim kohortama, u kojima je veci teret AAC-a bio povezan s veéim
rizikom kardiovaskularnih dogadaja i smrtnosti [22]. U populaciji bolesnika s KBB-om
i osobito u dijaliznih bolesnika, klinicka relevantnost AAC-a dodatno je ojacana
studijama poput CORD-a, koje su pokazale da je ova mjera izvediva u rutinskim
uvjetima i da dobro odrazava visok teret vaskularne kalcifikacije u uznapredovaloj KBB
[29].

U metodoloskom smislu AAC po Kauppili dobro nadopunjuje PWV: dok jedna
mjera opisuje kumulativni strukturni teret kalcifikacije, druga opisuje njezin
funkcionalni hemodinamski ucinak [28,130]. Upravo je ta komplementarnost osobito
vrijedna u fenotipizaciji bolesnika s KBB-om, u kojih se strukturalne i funkcionalne

posljedice KBB—MKP-a i vaskularnog remodeliranja medusobno prozimaju [29,130].

Dodatno, sintetizirani dokazi u HD bolesnika upucuju na to da AAC nosi
prognosticku informaciju za buduce kardiovaskularne dogadaje i mortalitet, Sto
podupire njegovu korisnost kao prakti¢nog i kliniCki relevantnog strukturnog fenotipa

u istrazivaCkom dizajnu [23,134].

1.7.4. Ehokardiografska procjena aortnog zaliska i lijeve klijetke: organske
posljedice vaskularnog fenotipa (valvularna kalcifikacija i remodeliranje

lijeve klijetke)

Treca komponenta fenotipizaciie u ovom radu odnosi se na posljedice

vaskularnog i mineralno-metabolickog remodeliranja na razini ciljnog organa, odnosno
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srca [128]. U KBB kroni¢no pulsno opterecenje, povecana aortna krutost i nepovoljan
metaboliCko-upalno okruzenje zajedni¢ki doprinose razvoju hipertrofije LV,
poremecaju dijastolicke funkcije i progresiji prema zatajivanju srca [6,128].
Ehokardiografija je u tom kontekstu posebno vazZna, jer omogucuje procjenu
geometrije, mase i funkcije LV u stvarnom klinickom okruzZenju te tako predstavlja
najprakticniji nacin prikaza kardijalne posljedice vaskularnog procesa [135,136]. U
bolesnika s uznapredovalom KBB-om i ESRD strukturne promjene LV imaju jasnu
prognosti¢ku vaznost, zbog ¢ega je ehokardiografska fenotipizacija u ovom kontekstu
vazna, jer prikazuje organsku, sréanu posljedicu kronicnog vaskularnog i
hemodinamskog opterecenja, ponajprije kroz valvularnu kalcifikaciju i remodeliranje
LV [137,138].

Usporedno s time, kalcifikacija AV i progresija prema aortnoj stenozi u KBB-u
Cesto su ubrzane u odnosu na opc¢u populaciju te se uklapaju u Siri okvir KBB—MKP-a
i sustavnog mineralnog stresa [139,140]. lako valvularna kalcifikacija nije u potpunosti
identicna vaskularnoj kalcifikaciji, jer ukljuCuje djelomi¢no razliitu mikrookolinu i
lokalne mehanizme, u bolesnika s KBB-om obje se Cesto razvijaju unutar istog
prokalcifikacijskog i proinflamatornog  okruzenja [139,141]. Zbog toga
ehokardiografska procjena morfologije i funkcije AV predstavlja vazan dodatni
fenotipski sloj koji povezuje sistemsku sklonost mineralizaciji s klini¢ki relevantnim

valvularnim ishodima [129,139].

1.7.5. SazZetak logike odabira mjera u ovom radu

Kombinacija PWV-a, AAC procijenjene prema Kauppila zbroju te
ehokardiografske procjene AV i LV omogucuje viSerazinsku, odnosno ,vertikalnu”
fenotipizaciju kardiovaskularnog osteé¢enja u KBB [29,130,142]. U tom okviru PWV
predstavlja funkcionalnu komponentu fenotipa, jer odrazava hemodinamsku
posljedicu arterijske krutosti i kroni€énog remodeliranja velikih arterija; AAC po Kauppili
daje strukturnu informaciju o kumulativnom Kkalcifikacijskom teretu; dok
ehokardiografija prikazuje posljedice tog procesa na razini cilinog organa, ukljuCujudi
remodeliranje LV i valvularni fenotip [15,28,29,130,142].

Takav pristup omogucuje da se potencijalni bioloski signal, primjerice

poremecaj inhibitora kalcifikacije ili bilieg mineralnog stresa, ne promatra izolirano,
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nego kroz vise medusobno povezanih razina iste patobioloSke cjeline [29,130,142].
Upravo je to osobito vazno u KBB-u, gdje nijedna pojedina mjera sama po sebi ne
moze dovoljno obuhvatiti heterogenost procesa koji istodobno ukljuCuje mineralni
stres, vaskularno remodeliranje, arterijsku krutost i kardijalne posljedice
[130,134,142].

Stoga ovakav dizajn pruza racionalan okvir za ispitivanje povezanosti vitamin
K—ovisnih regulatora mineralizacije, a osobito GRP-a, s mijerljivim vaskularnim i
kardioloskim fenotipom u KBB-u [15,29,130,142].

1.8. Praznine u znanju i kljuéna metodoloSka ograni¢enja

lako su klinicko znacCenje vaskularne kalcifikacije i arterijske krutosti u KBB-u te
mehanistiCke veze izmedu KBB-MKP-a, mineralnog stresa, vitamin K-ovisnih
proteina i CPP/EV osi danas znatno jasnije, jo$ uvijek postoje vazne praznine koje

ograni¢avaju razvoj pouzdanih biljega i klini¢ki primjenjive stratifikacije rizika [47,123].

Prvo, iako je bioloSka aktivnost GRP-a vjerojatno snazno odredena njegovim
karboksilacijskim statusom, u klini¢kim se studijama naj¢es¢ée mjeri ukupni cirkulirajuci
GRP (tGRP) standardnim imunokemijskim pristupima, bez jasnog razluCivanja
funkcionalno razli¢itih proteoformi i bioloSkih okruZenja u kojima je protein prisutan
[42,46,47]. Posljedi¢no, opazene povezanosti izmedu tGRP-a i vaskularnih fenotipova
mogu predstavljati mjeSoviti signal viSe bioloskih stanja, pri ¢emu odnos prema
kalcifikaciji i arterijskoj krutosti moze varirati ovisno o statusu vitamina K, stupnju

bubrezne disfunkcije i intenzitetu mineralnog stresa [46,143].

Drugo, iako je patofizioloSki vrlo uvjerljivo oCekivati da se signal inhibitora
kalcifikacije najbolje prepoznaje kada se istodobno procjenjuju i struktura i funkcija
vaskularnog sustava, takvi integrirani modeli u KBB-u jo§ su razmjerno rijetki
[144,145]. Dostupni podaci pokazuju da su abdominalne vaskularne kalcifikacije i
aortna krutost povezane u bolesnika s KBB stadija llI-1V, ali ovakvi pristupi jo$ nisu
standardizirani, niti su rutinski povezani s novijim molekularnim kandidatima poput
GRP-a [144]. To znaCi da i dalje nedostaju dovoljno dobro integrirane kohorte u kojima
bi se istodobno i sustavno povezali molekularni biljezi, strukturni kalcifikacijski teret i
funkcionalne posljedice vaskularnog remodeliranja [144,145].
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TrecCe, dosadasnje klinicke studije o GRP-u u KBB-u uglavnom su presjecne i
heterogene, zbog Cega ostaje nedovoljno razjasnjeno predstavlja li GRP neovisni
biomarker vaskularnog fenotipa ili prije svega odrazava Siri KBB—MKP i upalni
kontekst. To je osobito vazno jer bez robusne multivarijatne prilagodbe na klju¢ne
determinante, ukljuCujuci funkciju bubrega, mineralni metabolizam, upalu i terapijske
utjecaje, nije moguée pouzdano procijeniti dodanu vrijednost GRP-a u stratifikaciji
rizika [46,47].

Dodatnu slozenost unosi i €injenica da mnogi biljezi vitamin K—ovisne osi,
ukljuCujuéi cirkulirajuce pokazatelie MGP-a, ovise o bubreznoj funkciji, $to nas
upozorava da se sli¢an interpretacijski oprez mora primijeniti i pri razmatranju GRP-a.
[143].

Konacno, slikovhe metode dominantno odrazavaju kumulativni teret vec
razvijene kalcifikacije, dok bi cirkuliraju¢i biomarkeri i CPP/EV dinamika mogli bolje
odrazavati bioloski aktivnhu fazu procesa [42,145]. Upravo ta vremenska i bioloSka
neuskladenost izmedu aktivnog mineralnog stresa i kumulativnhog strukturnog
opterecenja vidljivog na slikovnim metodama moze objasniti zasto korelacije izmedu
molekularnih pokazatelja i vaskularnog fenotipa ponekad ispadaju slabe ili varijabilne,
osobito izmedu razli€itih stadija KBB-a i razli€itih kohorti [33,42].

Zbog svega navedenog opravdano je provesti istrazivanje u kojem se u jasno
okarakteriziranoj populaciji bolesnika s KBB-om istodobno kvantificiraju strukturni
kalcifikacijski teret, pulsna hemodinamika i arterijska krutost te ehokardiografski AV/LV
fenotip, a zatim ispituje povezanost GRP-a s tim fenotipovima i procjenjuje ostaje li ta
povezanost neovisna nakon prilagodbe na klju¢ne kliniCke i biokemijske determinante
KBB-MKP osi [46,47,144].

Takav pristup osmisljen je kako bi pridonio boljem razumijevanju nekih od
glavnih praznina postojece literature, osobito problema mijeSanih GRP signala,
nedostatka integrirane fenotipizacije i ograni¢enja presjec¢nih, heterogenih kohorti.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1.

2.1.1.

2.1.2.

2.2

2.2.1.

Hipoteze istrazivanja

Glavna hipoteza:

Serumske vrijednosti ukupnog GLA-bogatog proteina (tGRP) povezane su s
vaskularnom kalcifikacijom i nepovoljnim vaskularnim fenotipom u bolesnika s

KBB te mogu sluZziti kao biljeg ranog vaskularnog ostecenja.

Specifi¢ne hipoteze:

. Serumske vrijednosti tGRP-a razlikuju se izmedu kontrolnih ispitanika,

bolesnika s KBB-om stadija llIb—IV i bolesnika na kroni¢noj HD.

tGRP je povezan sa stupnjem bubrezne disfunkcije i pokazateljima poremecaja

mineralnog metabolizma u KBB-u.

Nize serumske vrijednosti tGRP-a povezane su s vec¢im stupnjem vaskularne

kalcifikacije.

tGRP je povezan s funkcionalnim i strukturnim vaskularnim fenotipom,

uklju€ujuéi arterijsku krutost i AAC.

Povezanost tGRP-a s vaskularnim fenotipom ostaje prisutna i nakon prilagodbe

na kljucne klinicke i biokemijske cimbenike KBB-a.

Serumske vrijednosti tGRP-a povezane su s nepovoljnim kardiovaskularnim

ishodima u bolesnika s KBB-om.

Ciljevi istrazivanja
Opdéi cilj:
Ispitati mozZe li se ukupni GLA-bogati protein (tGRP) koristiti kao biljeg

vaskularne kalcifikacije i nepovoljnog vaskularnog fenotipa u bolesnika s KBB-

om.
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2.2.2.

Specific¢ni ciljevi:

. Odrediti serumske vrijednosti tGRP-a u kontrolnih ispitanika, bolesnika s KBB-

om stadija Illb—IV i bolesnika s KBB-om stadija V na kronic¢noj HD.

. Usporediti serumske vrijednosti tGRP-a medu navedenim skupinama

ispitanika.
Ispitati povezanost tGRP-a s pokazateljima bubrezne funkcije, osobito s eGFR.

Ispitati povezanost tGRP-a sa strukturnim pokazateljima vaskularne

kalcifikacije, osobito s AAC procijenjenom prema Kauppila zbroju.

Ispitati povezanost tGRP-a s funkcionalnim pokazateljima arterijske krutosti i

pulsne hemodinamike, osobito s PWV.

Ispitati povezanost tGRP-a s ehokardiografskim obiljeZjima kardiovaskularnog

fenotipa, uklju€ujuci kalcifikaciju AV i remodeliranje LV.

Ispitati povezanost tGRP-a s odabranim biokemijskim pokazateljima KBB-

MKP osi i upale.

. Procijeniti jesu li serumske vrijednosti tGRP-a povezane s nepovoljnim

kardiovaskularnim ishodima i mortalitetom tijekom pracenja.

Procijeniti ostaje li povezanost tGRP-a s vaskularnim i kardioloSkim
fenotipovima neovisna nakon prilagodbe na kljuéne kliniCke i biokemijske

¢imbenike.
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ISPITANICI | METODE
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3.1. Dizajn istrazivanja

Ovo istrazivanje osmiSljeno je kao prospektivha, opservacijska studija
provedena u Opcoj bolnici ,Dr. lvo Pedisi¢“ Sisak u suradnji s Medicinskim fakultetom
Sveudilista u Rijeci. U istrazivanje su uklju€ivani odrasli ispitanici tijekom razdoblja od
prosinca 2022. do rujna 2023. godine. Ispitanici su rasporedeni u tri skupine: kontrolnu
skupinu bez kroni¢ne bubrezne bolesti, skupinu bolesnika s kroni€énom bubreZznom
bolesc¢u stadija llIb—IV te skupinu bolesnika s kronicnom bubreznom bolescu stadija V
na programu kroni¢ne HD. Stadij kroni¢ne bubrezne bolesti odredivan je na temelju
eGFR-a, izraCunatog primjenom jednadzbe Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (CKD-EPI).

Istrazivanje prikazano u ovom doktorskom radu temelji se na kohorti Ciji je dio
rezultata prethodno objavljen u izvornom znanstvenom radu Lon¢aric i sur. u ¢asopisu

Journal of Clinical Medicine [146].

3.2. Ispitanici — ukljuéni i iskljuéni kriteriji
U skupinu bolesnika s kronicnom bubreznom bolescu ukljucivani su ispitanici u
dobi od 18 do 85 godina sa stadijem lllb—IV KBB-a ili bolesnici sa zavrSnim stadijem

bubrezne bolesti na programu kroniéne HD. Svi su ispitanici prije uklju€ivanja potpisali

pisani informirani pristanak.

|z istraZivanja su iskljuCeni ispitanici mladi od 18 i stariji od 85 godina, trudnice
i dojilje, bolesnici nakon transplantacije bubrega, bolesnici s aktivnom malignom
bolesti, kroni€nom boleScu jetre te bolesnici s poremecajima mineralno-kostanog
metabolizma koji nisu bili povezani s kroniénom bubreznom boleS¢éu. U skladu s
izvornom prijavom teme, dodatno nisu ukljucivani ispitanici koji nisu mogli dati

informirani pristanak.

Kontrolnu skupinu Cinili su ispitanici bez kroni€¢ne bubrezne bolesti stadija Ill ili
viseg, s eGFR-om = 60 mL/min/1,73 m?, bez poznate vaskularne kalcifikacije i bez
dokazane aterosklerotske kardiovaskularne bolesti. Kontrolni ispitanici nisu smjel
imati anamnezu koronarne bolesti, periferne arterijske bolesti, infarkta miokarda,
mozdanog udara ni prethodnih koronarnih ili perifernih revaskularizacijskih zahvata.

Takoder su iskljuCeni ispitanici s kroni€nim sistemskim bolestima koje mogu znacajno
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utjecati na vaskularni status, poremecajima mineralno-koStanog metabolizma,
aktivnom malignom bolesti te oni koji su primali terapiju koja zna¢ajno utjeCe na

kostani ili mineralni metabolizam.

Ovakav odabir kontrolne skupine omogucio je referentnu populaciju s
minimalnim teretom ocCite vaskularne bolesti, uz svijest da takav pristup moze smanijiti

opc¢u primjenjivost rezultata i naglasiti razlike medu skupinama.

3.3. Eticki aspekti istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom i temeljnim
bioetickim nacelima. Protokol istrazivanja odobrila su eticka povjerenstva Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci i Opée bolnice ,Dr. lvo PediSi¢" Sisak. Svi ispitanici prije

ukljucivanja potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

3.4. Kilinicka procjena i osnovni podaci

Pri ukljuivanju su prikuplieni demografski podaci, komorbiditeti i podaci o
terapiji. Arterijski tlak mjeren je nakon najmanje pet minuta mirovanja u sjedec¢em

poloZaju, a za analizu su koriStene srednje vrijednosti ponovljenih mjerenja.

3.5. Laboratorijske analize i biomarkeri

Venska krv uzorkovana je jednokratno tijekom studijskog razdoblja. Rutinske
laboratorijske analize obradene su neposredno nakon uzorkovanja, dok su uzorci
seruma za odredivanje biomarkera centrifugirani, alikvotirani i pohranjeni do daljnje
obrade. U bolesnika na HD uzorci krvi uzimani su neposredno prije dijalizne
procedure. Nakon pocCetne pohrane u lokalnoj ustanovi na =20 °C do jednog mjeseca,
uzorci su preneseni na Medicinski fakultet u Rijeci, gdje su ¢uvani na -80 °C do
serijske analize, uz nastojanje da se broj ciklusa smrzavanja i odmrzavanja svede na

minimum.

Serumske koncentracije ukupnog GLA-bogatog proteina (tGRP), fibroblastnog
¢imbenika rasta 23 (FGF-23) i B-Klotha (KLb) odredene su komercijalno dostupnim

imunoenzimskim metodama (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA),
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prema uputama proizvodaCa. Za odredivanje GRP-a koristen je Human GLA-rich
protein (GRP) ELISAKit (Cat. No. E6794Hu; BT Lab/Bioassay Technology Laboratory,
Shanghai, China), za FGF-23 Human Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23) ELISA
Kit (Cat. No. EO059Hu; BT Lab/Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China), a
za 3-Klotho Human Klotho beta (KLb) ELISA kit (Cat. No. E2782Hu; BT Lab/Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, China).

Koristeni GRP test kvantificira ukupni cirkuliraju¢i GRP (tGRP) i ne razlikuje
karboksilirane od nekarboksiliranih frakcija; stoga se u ovom istrazivanju analiziraju
odnosi tGRP-a s vaskularnim fenotipovima i biokemijskim obiljezjima KBB-MKP osi.

Laboratorijsko osoblje nije bilo upoznato s klini¢kim, ni slikovnim podacima ispitanika.

3.6. Procjena vaskularne kalcifikacije

Vaskularna kalcifikacija procijenjena je na lateralnim radiogramima lumbalne
kraljeznice prikazom abdominalne aorte. Teret kalcifikacije kvantificiran je primjenom
validiranog Kauppila zbroja abdominalne aortne kalcifikacije, u rasponu od 0 do 24
[28]. Radiograme su neovisno ocjenjivala dva evaluatora koji nisu imali uvid u kliniCke
i laboratorijske podatke, a neslaganja su razrijeSena konsenzusom. Ovakav pristup u
skladu je i s prijavom teme i s kasnijim rukopisom, u kojem je Kauppila zbroj koridten

kao glavni strukturni pokazatelj kalcifikacijskog tereta.

3.7. Procjena arterijske krutosti i pulsne hemodinamike

Arterijska krutost procijenjena je neinvazivno, oscilometrijskim mjerenjem
brzine pulsnog vala (PWV) i sredidnjih hemodinamskih parametara pomocu uredaja
Agedio B900 (IEM GmbH, Stolberg, Njemacka). Mjerenja su izvodena nakon
standardiziranog razdoblja mirovanja u leZzecem polozaju. Za svakog ispitanika
provedena su tri uzastopna mjerenja u razmacima od pet minuta, a u analizi je

koriStena srednja vrijednost dobivenih mjerenja.

Procjena PWV-a bila je unaprijed planirani dio vaskularne fenotipizacije u
sklopu istrazivackog protokola. Zbog organizacijskih okolnosti i ograniCene
dostupnosti uredaja, mjerenje nije za sve ispitanike nuzno provedeno istoga dana kao

ukljuCivanje u istrazivanje ili uzorkovanije krvi, nego u sklopu zasebnog mjernog ciklusa
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unutar provedbe istrazivanja. Stoga se PWV u ovom radu tumaci kao jednokratna
funkcionalna procjena vaskularnog fenotipa, a ne kao ponavljana longitudinalna mjera

arterijske krutosti.

3.8. Ehokardiografska procjena

Transtorakalna ehokardiografija provedena je pomocu ultrazvuénog sustava
Vivid S6 (GE Vingmed Ultrasound AS, Horten, Norway). Preglede su izvodila dva
iskusna kardiologa, kao ciljane ehokardiografske procjene usmjerene na strukturne
parametre relevantne za protokol istrazivanja. 1z standardnih parasternalnih presjeka
odredivane su dimenzije LV i debljina stijenki. Takoder je semikvantitativho
procjenjivan stupanj kalcifikacije AV prema vizualnoj ljestvici od 0 do 4, u skladu s
prethodno opisanom metodologijom [147]. Ukratko, ocjena 0 oznacCavala je odsutnost
kalcifikacije, ocjena 1 parcijalnu kalcifikaciju jednog kuspisa, ocjena 2 parcijalne
kalcifikacije dvaju kuspisa, ocjena 3 izrazeniju kalcifikaciju dvaju kuspisa, a ocjena 4
opseznu kalcifikaciju sva tri kuspisa. lako su tijekom rutinskih pregleda dobiveni i
doplerski parametri transvalvularnih brzina i gradijenata, oni nisu ukljuceni u glavnu

analizu jer sistolicka funkcija LV nije bila sustavno procijenjena u svih ispitanika.

3.9. Pracenje i klini¢ki ishodi

Ispitanici su praceni do 24 mjeseca nakon ukljuCivanja u istrazivanje. Podaci o
prezivljenju i kardiovaskularnim dogadajima prikupljani su iz medicinske
dokumentacije i tijekom kontrolnih kontakata. Primarni ishod bio je ukupna smrtnost,
a sekundarni ishodi obuhvacali su velike nezZeljene kardiovaskularne dogadaje. U
skladu s izvornom prijavom teme, tijekom pracenja biljezeni su smrt od bilo kojeg
uzroka, smrt zbog infarkta miokarda, smrt zbog mozdanog udara, preboljeli sr¢ani ili
mozdani udar te intervencijski ili kirurSki revaskularizacijski zahvati. Vaskularni
fenotipovi, ukljuCuju¢i Kauppila zbroj i PWV, procijenjeni su jednokratno i nisu

ponavljani tijekom pracéenja.
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3.10. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je programom IBM SPSS Statistics, verzija 25.
Normalnost distribucije kontinuiranih varijabli procijenjena je Kolmogorov—
Smirnovljevim testom. Buduci da vecina varijabli nije slijedila normalnu distribuciju,
kontinuirani podaci prikazani su kao medijan i interkvartilni raspon, a kategoricki kao
apsolutni i relativni brojevi. Sve su analize bile dvosmjerne, a vrijednost p < 0,05
smatrana je statistiCki znacajnom. Za unaprijed definirane skupine viSestrukih
usporedbi primijenjena je Bonferronijeva korekcija. Za usporedbu triju skupina
ispitanika koriSten je Kruskal-Wallisov test za kontinuirane varijable te hi-kvadrat test
ili Fisherov egzaktni test za kategoriCke varijable, prema potrebi. Kada je ukupni
ucCinak skupine bio znacajan, provedene su post hoc parne usporedbe Mann—
Whitneyjevim U testom za kontinuirane varijable, uz odgovaraju¢u korekciju za
viSestruka testiranja. Povezanosti izmedu GRP-a i kontinuiranih odnosno ordinalnih

varijabli procjenjivane su Spearmanovim koeficijentom korelacije.

Za procjenu neovisnih prediktora vaskularnog kalcifikacijskog tereta i arterijske
krutosti koristeni su viSestruki linearni regresijski modeli sa zasebnim modelima za
Kauppila zbroj i PWV kao zavisne varijable. U modele su unaprijed uklju€eni dob,
Seéerna bolest i eGFR, a GRP je dodatno uveden kao "forced-entry" prediktor radi
procjene njegove neovisne povezanosti s pojedinim vaskularnim fenotipom.
Pretpostavke linearne regresije provjerene su standardnim dijagnostickim
postupcima, uklju€ujuci procjenu kolinearnosti, distribucije reziduala te linearnosti i
homoskedastiCnosti. Rezultati regresijske analize prikazani su kao nestandardizirani
(B) i standardizirani (B) koeficijenti s pripadnim p-vrijednostima. U eksploratornim
analizama pracéenja razlike u koncentracijama GRP-a prema pojavi klini¢kih dogadaja

procjenjivane su Mann—-Whitneyjevim U testom.
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4. REZULTATI
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4.1. Osnovna obiljezja ispitivane populacije i raspodjela ispitanika po

skupinama

U istrazivanje je uklju€eno ukupno 185 ispitanika, rasporedenih u tri skupine
prema bubreznoj funkciji i modalitetu lijecenja: kontrolna skupina (n = 61), skupina
bolesnika s KBB stadija Illb—IV (n = 61) te skupina bolesnika s KBB stadija V na
programu kronicne HD (n = 63). Osnovna kategoriCka obiljezja ispitivane populacije

prema skupinama prikazana su u Tablici 1.

Analiza kategoriCkih varijabli pokazala je da se skupine razlikuju u nizu klinicki
vaznih obiljezja. U odnosu na kontrolnu skupinu, bolesnici s KBB imali su vecu
prevalenciju  arterijske  hipertenzije, SeCerne bolesti, hiperlipidemije i
hiperparatireoidizmma. U skupinama s KBB-om takoder je zabiljezena veca uCestalost
prethodnih kardiovaskularnih dogadaja i zahvata, osobito prethodnog infarkta
miokarda i perkutane koronarne intervencije. Spolna raspodjela medu skupinama nije

se statisticki znacajno razlikovala.

Promatrano po pojedinim skupinama, arterijska hipertenzija bila je gotovo
univerzalno prisutna u bolesnika s KBB-om, dok je hiperparatireoidizam bio osobito
izrazen u skupini bolesnika na HD. Seéerna bolest i hiperlipidemija takoder su bile
uCestalije u KBB skupinama nego u kontrolnoj skupini, Sto potvrduje ocCekivano
nepovoljniji kardiometabolicki profil bolesnika s uznapredovalijom bubreznom boles¢éu.
U skupini bolesnika na HD zabiljeZzena je i veCa uCestalost uzimanja varfarinske

terapije.

S obzirom na velik broj kategori¢kih usporedbi, rezultate je potrebno tumaditi
uz oprez i u kontekstu korekcije na viSestruko testiranje. Najkonzistentnije i klini¢ki
najvaznije razlike medu skupinama odnosile su se na arterijsku hipertenziju, Se¢ernu
bolest, hiperlipidemiju, hiperparatireoidizam, prethodni infarkt miokarda i prethodnu

perkutanu koronarnu intervenciju.

Ukupno gledano, ispitivana populacija pokazuje ocekivanu gradaciju
kardiovaskularnog i metabolickog opterecenja kroz stadije KBB, pri Cemu bolesnici s

uznapredovalom KBB-om i osobito oni na HD imaju najveci teret komorbiditeta.
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Takva raspodjela klinickih obiljezja vazna je za interpretaciju daljnjih analiza, jer
upucuje na to da razlike medu skupinama ne odraZavaju samo stupanj bubrezne

disfunkcije, nego i Siri integrirani fenotip uznapredovale KBB.

Tablica 1. KategoriCka obiljezja ispitivane populacije prema skupinama

Kontrola (n = | KBB llIb-IV (n

Varijabla HD (n =63
j 61) - 61) ( ) p
Spol, muski, n (%) 24 (39,3) 31 (50,8) 36 (57,1) 0,134
Arterijska hipertenzija,
36 (59,0) 61 (100,0) 61 (96,8) <0,001
n (%)
Seéerna bolest, n (%) 14 (23,0) 35 (57,4) 29 (46,0) <0,001
Hiperlipidemija, n (%) 27 (44,3) 51 (83,6) 38 (60,3) <0,001
Fibrilacija atrija, n (%) 4 (6,6) 13 (21,3) 18 (28,6) 0,006
Hiperparatireoidizam,
5(8,2) 30 (49,2) 62 (98,4) <0,001
n (%)
Uzimanije varfarina, n
2 (3,3) 8 (13,1) 19 (30,2) <0,001
(%)
Prethodni infarkt
. 0 (0,0) 12 (19,7) 12 (19,0) 0,001
miokarda, n (%)
Prethodna PCI, n (%) 0 (0,0) 14 (23,0) 10 (15,9) 0,001
Prethodni CABG, n
0 (0,0) 2(3,3) 3 (4,8) 0,248
(%)
Prethodni CVI, n (%) 0 (0,0) 3 (4,9) 6 (9,5) 0,048
Ukupna smrtnost
tijekom pracenja, n 1(1,6) 4 (6,6) 9 (14,3) 0,027
(%)
Kardiovaskularna
smrtnost tijekom 0 (0,0) 1(1,6) 3 (4,8) 0,179

pracenja, n (%)

Podaci su prikazani kao broj ispitanika i postotak, n (%). Razlike medu skupinama

ispitane su hi-kvadrat testom, odnosno Fisherovim egzaktnim testom kada je to bilo
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prikladno. HD- hemodijaliza; KBB- kroniCna bubrezna bolest; PCI- perkutana
koronarna intervencija; CABG- kirurSko premostenje koronarnih arterija; CVI-

cerebrovaskularni inzult.

4.2. Razlike u kontinuiranim klini€kim, ehokardiografskim, vaskularnim i

biokemijskim varijablama medu skupinama

Kontinuirane klinicke, ehokardiografske, vaskularne i biokemijske varijable
prema skupinama prikazane su u Tablici 2. Buduci da vecina analiziranih varijabli nije
slijedila normalnu distribuciju, razlike medu trima skupinama ispitane su Kruskal—
Wallisovim testom, a za post hoc usporedbe koriSten je Mann—Whitneyjev U test, uz

Bonferronijevu korekciju.

Analiza je pokazala statistiCki znaCajne razlike medu skupinama u nizu varijabli
koje odrazavaju bubreznu funkciju, vaskularni fenotip, ehokardiografske strukturne
pokazatelje i obiljezja poremecaja mineralnog metabolizma. Ocekivano, eGFR se
progresivho smanjivao od kontrolne skupine prema bolesnicima s KBB-om stadija
[lIb—IV i dalje prema bolesnicima na HD. Istodobno su se vrijednosti PWV-a i Kauppila
zbroja povecavale kroz stadije bolesti, Sto upucuje na progresivno povecanje arterijske

krutosti i kalcifikacijskog optereéenja s napredovanjem bubreZne disfunkcije.

Medu ehokardiografskim varijablama zabiljezene su znacajne razlike u debljini
interventrikularnog septuma, debljini straznje stijenke LV i semikvantitativnom zbroju
kalcifikacije AV, pri ¢emu su viSe vrijednosti uglavnom opazene u skupinama s KBB,
osobito u bolesnika na HD. Slicno tomu, sistolicki arterijski tlak bio je viSi u
uznapredovalijim stadijima bolesti, dok za dijastolicki tlak nije utvrdena statisticki

znacajna razlika medu skupinama.

Od biokemijskih pokazatelja, medu skupinama su utvrdene znacajne razlike u
koncentracijama tGRP-a, KLb-a, FGF-23, kalcija, fosfata i paratireoidnog hormona
(PTH). Posebno je vazno da su vrijednosti tGRP-a pokazivale nelinearan obrazac, s
najnizim medijanom u skupini bolesnika s KBB-om stadija IlIb—IV, dok su viSe
vrijednosti opazene i u kontrolnoj skupini i u skupini bolesnika na HD. Nasuprot tome,
PWV i Kauppila zbroj pokazivali su oCekivani progresivni porast kroz stupnjeve
bubrezne bolesti.
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Vrijednosti PTH-a i fosfata bile su najviSe u skupini bolesnika na HD, dok su
vrijednosti kalcija bile nize u toj skupini nego u kontrolnoj i predijaliznoj KBB skupini.
KLb i FGF-23 takoder su se znacajno razlikovali medu skupinama, $to je u skladu s

poremecajem KBB-MKP osi u uznapredovaloj KBB.

Ukupno gledano, rezultati pokazuju jasnu gradaciju vaskularnog,

ehokardiografskog i biokemijskog fenotipa kroz stadije KBB, ali i izdvajaju tGRP kao
biomarker s obrascem raspodjele koji nije linearan u odnosu na progresiju bubrezne
disfunkcije. Upravo je taj nalaz bio dodatni razlog za detaljniju analizu povezanosti

tGRP-a s vaskularnim i biokemijskim obiljezjima u daljnjim dijelovima rezultata.

Tablica 2. Kontinuirane kliniCke, ehokardiografske, vaskularne i biokemijske

varijable prema skupinama

Varijabla Kontrola (n = KBB stadij HD (n =63) X p
61) llIb—IV (n = 61)
Dob, godine | 63 (58-65,5) | 73 (65,5-76,5) 69 (62-76) 34,84 | <0,001
eGFR 83 (74,5-91,5) 31 (22-37) 6 (4-8) 163,12 | <0,001
(mL/min/1,73
m?2)
IVS (mm) 11 (10-11) 12 (11-13) 12 (11-14) 34,98 | <0,001
LVPW (mm) 10 (9-11) 11 (10-12) 12 (10-13) 34,75 | <0,001
AO zbroj 1(0-2) 2 (1-3) 3 (2-3) 49,33 | <0,001
LvDd (mm) 49 (46-52) 51 (47-55) 53 (48-55) 9,28 | 0,010
Sistoli¢ki tlak | 130 (122,5— 135,4 (128- 141,9 (134- | 27,50 | <0,001
(mmHg) 138,5) 144.5) 148)
Dijastolicki 82 (78-87,5) 83 (80-87) 82,5 (77-87) | 0,96 | 0,620
tlak (mmHg)
PWV (m/s) | 8,7 (7,95-9,6) | 9,6 (8,7-10,5) 10,5 (9,9- 46,41 | <0,001
11,1)
BMI (kg/m?) 27,5 (24,9- 29,6 (26,9— 27,9 (24,6— 11,14 | <0,001
29,45) 32,25) 33,4)
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Kauppila 3 (1-7,5) 12 (4,5-20,5) 14 (5-23) 41,74 | <0,001
Zbroj
KLb (nmol/L) | 25,33 (17,9- | 21,47 (17,39— | 30,98 (23,38- | 23,70 | <0,001
31,8) 23,74) 68,74)
tGRP (ng/L) 994,93 638,67 (499,4— 1028,41 42,10 | <0,001
(607,98— 781,1) (751,80-
994,93) 1574,07)
FGF-23 246,26 188,25 264,12 23,66 | <0,001
(pg/mL) (188,82— (161,68— (228,85-
323,28) 215,79) 444 ,28)
Kalcij 2,35 (2,28- 2,38 (2,29— 2,21 (2,11- 41,89 | <0,001
(mmol/L) 2,41) 2,48) 2,31)
Fosfat 1,23 (1,11— 1,23 (1,09— 1,49 (1,22— | 26,85 | <0,001
(mmol/L) 1,34) 1,42) 1,78)
PTH 7,93 (5,81- 9,8 (6,17— 26,27 (16,52— | 72,07 | <0,001
(pmol/L) 10,66) 16,57) 41,72)

Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Razlike medu skupinama
ispitane su Kruskal-Wallisovim testom. eGFR- procijenjena glomerularna filtracija;
HD- hemodijaliza; IVS- debljina interventrikularnog septuma; LVPW- debljina straznje
stijenke LV; AO zbroj- semikvantitativni zbroj kalcifikacije AV; LVDd- enddijastoli¢ki
promjer LV; PWV- brzina pulsnog vala; BMI- indeks tjelesne mase; KLb- B-Klotho;
tGRP- ukupni GLA-bogati protein; PTH- paratireoidni hormon. KLb i FGF-23 bili su

dostupni samo u podskupinama ispitanika.

Radi preglednijeg prikaza najvaznijih razlika medu skupinama, raspodjela
odabranih vaskularnih i biokemijskih pokazatelja prikazana je u nastavku na slikama
1-8.
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Slika 1. Raspodjela tGRP-a prema skupinama. Prikazan je box-plot ukupnog GLA-
bogatog proteina (tGRP) u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija Illb—IV
i skupini bolesnika s KBB stadija V na HD. Sredidnja linija unutar kutije oznaCava
medijan, rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne
vrijednosti. Razlike medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon
Cega su provedene post hoc parne usporedbe Mann—Whitneyjevim U testom uz
korekciju za multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statistiCki znaCajnu razliku
izmedu odgovaraju¢ih skupina. Graficki prikaz pokazuje nelinearan obrazac
raspodjele tGRP-a, s najnizim vrijednostima u skupini KBB Illlb—IV te viSim

vrijednostima u kontrolnoj i HD skupini.
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Slika 2. Raspodjela PWV-a prema skupinama. Prikazan je box-plot brzine pulsnog
vala (PWV) u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija Illb—IV i skupini
bolesnika s KBB stadija V na HD. SrediSnja linija unutar kutije oznacava medijan,
rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne vrijednosti.
Razlike medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega su
provedene post hoc parne usporedbe Mann—-Whitneyjevim U testom uz korekciju za
multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statisticki zna€ajnu razliku izmedu
odgovarajuc¢ih skupina. Graficki prikaz pokazuje progresivan porast PWV-a od
kontrolne skupine prema bolesnicima s KBB-om stadija IlIb—IV i dalje prema
bolesnicima na HD, $to je u skladu s porastom arterijske krutosti u uznapredovalijim
stadijima KBB.
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Slika 3. Raspodjela Kauppila zbroja prema skupinama. Prikazan je box-plot Kauppila
zbroja u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija Illb—IV i skupini bolesnika
s KBB stadija V na HD. Sredisnja linija unutar kutije oznaCava medijan, rubovi kutije
interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne vrijednosti. Razlike
medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢{ega su
provedene post hoc parne usporedbe Mann—Whitneyjevim U testom uz korekciju za
multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statistiCki znacajnu razliku izmedu
odgovarajucih skupina. Graficki prikaz pokazuje vecée vrijednosti Kauppila zbroja u
obje skupine bolesnika s kronicnom bubreznom boleS¢u u odnosu na kontrolnu
skupinu, $to upucuje na veci teret abdominalne aortne kalcifikacije u uznapredovalijim

stadijima bolesti.
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Slika 4. Raspodjela PTH-a prema skupinama. Prikazan je box-plot paratireoidnog
hormona (PTH) u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija lllb—IV i skupini
bolesnika s KBB stadija V na HD. SrediSnja linija unutar kutije oznacava medijan,
rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne vrijednosti.
Razlike medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega su
provedene post hoc parne usporedbe Mann—-Whitneyjevim U testom uz korekciju za
multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statisticki znac€ajnu razliku izmedu
odgovarajuc¢ih skupina. GrafiCki prikaz pokazuje porast vrijednosti PTH-a kroz

uznapredovalije stadije KBB, s najviS§im vrijednostima u skupini bolesnika na HD.
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Slika 5. Raspodjela FGF-23 prema skupinama. Prikazan je box-plot fibroblastnog
Cimbenika rasta 23 (FGF-23) u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija lllb—
IV i skupini bolesnika s KBB stadija V na HD. SrediSnja linija unutar kutije oznacava
medijan, rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne
vrijednosti. Razlike medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon
Cega su provedene post hoc parne usporedbe Mann-Whitneyjevim U testom uz
korekciju za multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statistiCki znaCajnu razliku
izmedu odgovaraju¢ih skupina. Grafi¢ki prikaz pokazuje nelinearan obrazac
raspodjele FGF-23, s nizim vrijednostima u skupini KBB IlIb—IV te viSim vrijednostima
u kontrolnoj i HD skupini.
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Slika 6. Raspodjela p-Klotho prema skupinama. Prikazan je box-plot 3-Klotho (KLb) u
kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija Illb—IV i skupini bolesnika s KBB
stadija V na HD. SrediSnja linija unutar kutije oznaCava medijan, rubovi kutije
interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i maksimalne vrijednosti. Razlike
medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon c{ega su
provedene post hoc parne usporedbe Mann—-Whitneyjevim U testom uz korekciju za
multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statisticki zna€ajnu razliku izmedu
odgovarajucih skupina. Grafi¢ki prikaz pokazuje nelinearan obrazac raspodijele KLb,

s najnizim vrijednostima u skupini KBB IlIb—IV te viSim vrijednostima u HD skupini.
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Slika 7. Raspodjela eGFR-a prema skupinama. Prikazan je box-plot procijenjene
glomerularne filtracije (eGFR) u kontrolnoj skupini, skupini bolesnika s KBB stadija
[lIb—IV i skupini bolesnika s KBB stadija V na HD. SrediSnja linijja unutar kutije
oznaCava medijan, rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a whiskeri minimalne i
maksimalne vrijednosti. Razlike medu skupinama analizirane su Kruskal-Wallisovim
testom, nakon Cega su provedene post hoc parne usporedbe Mann—Whitneyjevim U
testom uz korekciju za multipla testiranja. Zvjezdica (*) oznaCava statisticki znacajnu
razliku izmedu odgovarajucih skupina. Grafi¢ki prikaz pokazuje o¢ekivano progresivno
smanjenje eGFR-a od kontrolne skupine prema bolesnicima s KBB-om stadija Illb—IV
i dalje prema bolesnicima na HD, §to odrazava gradaciju bubrezne disfunkcije medu

promatranim skupinama.

62



0.5 -

0.0 A

Kontro\a (B oY g8V O

Slika 8. Raspodjela AO zbroja prema skupinama. Prikazan je box-plot
semikvantitativnog zbroja kalcifikacije AV (AO zbroj) u kontrolnoj skupini, skupini
bolesnika s KBB stadija IlIb—IV i skupini bolesnika s KBB stadija V na HD. SrediSnja
linija unutar kutije oznaCava medijan, rubovi kutije interkvartilni raspon (IQR), a
whiskeri minimalne i maksimalne vrijednosti. Razlike medu skupinama analizirane su
Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega su provedene post hoc parne usporedbe
Mann-Whitneyjevim U testom uz korekciju za multipla testiranja. Zvjezdica (*)
oznacava statistiCki znac€ajnu razliku izmedu odgovarajuéih skupina. GrafiCki prikaz
pokazuje porast AO zbroja kroz uznapredovalije stadije KBB, s najviSim vrijednostima
u skupini bolesnika na HD, &to je u skladu s veéim teretom valvularne kalcifikacije u

uznapredovaloj bolesti.
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4.3. Povezanost GRP-a s bubreznom funkcijom, vaskularnim fenotipom i

biokemijskim pokazateljima KBB—MKP osi

Povezanosti izmedu kontinuiranih varijabli ispitane su Spearmanovim
koeficijentom korelacije, a rezultati su prikazani u Tablici 3. S obzirom na velik broj
usporedbi, za interpretaciju korelacija primijenjena je Bonferronijeva korekcija, pri

¢emu je prag statistiCke zna€ajnosti postavljen na p < 0,003.

Analiza je pokazala da je tGRP bio znacajno, negativno povezan s eGFR-om,
Sto upucuje na povezanost tGRP-a s progresijom bubrezne disfunkcije kroz spektar
KBB. Istodobno je tGRP pokazao znacajnu pozitivhu povezanost s KLb, FGF-23 i
fosfatom, odnosno s biokemijskim pokazateljima koji odrazavaju poremecaj KBB—

MKP osi i mineralnog metabolizma.

Nasuprot tome, tGRP nije pokazao statistiCki znaCajnu povezanost s glavnim
vaskularnim fenotipskim pokazateljima nakon korekcije na viSestruko testiranje. Nije
utvrdena znacajna korelacija tGRP-a s PWV-om, Kauppila zbrojem, ni AO zbrojem.
Takoder nije nadena znacajna povezanost s dobi, serumskim kalcijem, ni s PTH nakon

Bonferronijeve korekcije.

Dobiveni nalazi upucuju na to da je u ovom uzorku tGRP bio znatno snaznije
povezan s biokemijskim poremecajima karakteristichima za KBB-MKP, nego sa
strukturnim ili funkcionalnim vaskularnim fenotipom. Drugim rije€ima, tGRP se u
korelacijskoj analizi nije pokazao kao snazan odraz vaskularnog kalcifikacijskog
optereCenja ili arterijske krutosti, nego prije kao marker biokemijskog okoliSa

uznapredovale KBB.

Istodobno, korelacijska matrica potvrduje i oCekivane odnose medu ostalim
varijablama: nizi eGFR bio je povezan s viSim vrijednostima PWV-a, Kauppila zbroja,
fosfata i PTH-a, dok su dob i sistoli¢ki tlak bili pozitivno povezani s pokazateljima
arterijske krutosti i kalcifikacijskog tereta. Takav obrazac dodatno podupire
pretpostavku da vaskularni fenotip u KBB nastaje djelovanjem viSe medusobno
povezanih ¢imbenika, pri Eemu se tGRP u ovoj fazi analize jate veze uz KBB-MKP

biokemijski profil, nego uz same vaskularne manifestacije.
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Tablica 3. Spearmanovi koeficijenti korelacije izmedu kontinuiranih varijabli u istrazivanju

Varijabla 1.Dob | 2. 3.1VS | 4. 5.A0 | 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15.Ca | 16. P | 17.
eGFR LVPW | zbroj LvVDd | Sistola | Dijastola | PWV | BMI Kauppila | KLb tGRP | FGF- PTH
23
1. Dob 1,00 - 0,171 | 0,132 | 0,458* | -0,090 | - 0,088 0,568* | 0,018 | 0,547* -0,258 | -0,059 | -0,111 | 0,071 | -0,090 | 0,139
0,300* 0,340*
2.eGFR 1,00 - - - -0,195 | - 0,097 - -0,095 | -0,429* | - - -0,291 | 0,351* | - -
0,411* | 0,409* | 0,535* 0,338* 0,486* 0,344* | 0,220* 0,391* | 0,669*
3.1VS 1,00 0,858* | 0,452* | 0,275* | 0,176 | 0,021 0,198 | 0,270* | 0,267* -0,090 | -0,025 | -0,077 | -0,139 | 0,142 | 0,233*
4. LVPW 1,00 0,445* | 0,333* | 0,170 | 0,016 0,212 | 0,204 | 0,249* -0,014 | 0,036 | -0,030 | -0,196 | 0,120 | 0,262*
5. AO zbroj 1,00 0,271* | 0,371* | 0,022 0,478* | 0,122 | 0,533* -0,041 | 0,100 | -0,069 | -0,168 | 0,143 | 0,332*
6. LvDd 1,00 0,159 | -0,038 0,093 | 0,300* | 0,075 -0,038 | 0,029 | 0,076 | - 0,065 | 0,160
0,292*
7. Sistola 1,00 0,460* 0,666* | 0,059 | 0,566* 0,020 | 0,117 | 0,190 | -0,083 | 0,151 | 0,165
8. Dljastola 1,00 0,111 | 0,131 | 0,021 0,094 | -0,044 | 0,004 | -0,003 |-0,142 | -0,189
9. PWV 1,00 0,022 | 0,813* 0,073 | 0,149 | 0,200 |-0,097 | 0,176 | 0,314*
10. BMI 1,00 0,102 -0,066 | -0,104 | -0,057 | -0,077 | 0,099 | 0,008
11. 1,00 -0,125 | 0,064 | 0,008 | 0,015 | 0,219* | 0,221*
Kauppila
12. KLb 1,00 0,720* | 0,673* | -0,192 | 0,221 | 0,307
13. tGRP 1,00 0,625* | -0,209 | 0,241* | 0,185
14. FGF-23 1,00 -0,109 | 0,211 | 0,274
15. Ca 1,00 -0,211 | -
0,379
16. P 1,00 0,330*
17. PTH 1,00
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Podaci su prikazani kao Spearmanovi koeficijenti korelacije (p). StatistiCki znacajne
povezanosti nakon Bonferronijeve korekcije oznacene su zvjezdicom (*), pri Cemu je
prag znacajnosti postavljen na p < 0,003. eGFR- procijenjena glomerularna filtracija;
IVS- debljina interventrikularnog septuma; LVPW- debljina straznje stijenke LV; AO
zbroj- semikvantitativni zbroj kalcifikacije AV; LVDd- enddijastoli¢ki promjer LV; PWV-
brzina pulsnog vala; BMI- indeks tjelesne mase; KLb- B-Klotho; tGRP- ukupni GLA-
bogati protein; FGF-23- fibroblastni imbenik rasta 23; PTH- paratireoidni hormon.

|z prikazanih rezultata vidljivo je da je tGRP bio znac¢ajno negativno povezan s
eGFR-om te pozitivno povezan s KLb, FGF-23 i fosfatom, dok nakon Bonferronijeve
korekcije nije pokazao znacajnu povezanost s PWV-om, Kauppila zbrojem, ni AO

zbrojem.

Ovakav nalaz upucuje na to, da je u ovom uzorku tGRP bio izrazenije povezan
s biokemijskim obiljezjima KBB—MKP osi nego s glavnim vaskularnim fenotipskim

pokazateljima.

4.4. Vrijednosti GRP-a prema klinickim dogadajima tijekom pracéenja i

varfarinskoj terapiji

Kako bi se dodatno procijenila mogucéa Kklinicka relevantnost tGRP-a,
analizirane su razlike u njegovim vrijednostima s obzirom na pojavu pojedinih klinickih
dogadaija tijekom pracenja, kao i s obzirom na uzimanje varfarinske terapije. Rezultati
ovih analiza prikazani su u Tablici 4. Obrziom da su distribucije bile nenormalne, za

usporedbu skupina koristen je Mann—Whitneyjev U test.

Analiza nije pokazala statistiCki znacCajne razlike u vrijednostima tGRP-a
izmedu ispitanika s obzirom na pojavu infarkta miokarda, perkutane koronarne
intervencije, kirurSkog premostenja koronarnih arterija, cerebrovaskularnog inzulta,
amputacije, kardiovaskularne smrti, ni ukupne smrtnosti tijekom razdoblja pracenja.
Takoder nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u vrijednostima tGRP-a izmedu

ispitanika koji su uzimali varfarin i onih koji nisu bili na varfarinskoj terapiji.

Dobivene rezultate potrebno je tumaciti oprezno. Naime, broj ispitanika s
pojedinim dogadajima tijekom pracenja bio je vrlo malen, zbog Cega je statistiCka

snaga ovih analiza bila ograniCena. Stoga izostanak statistiCki znaCajne razlike ne
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moze biti tumacen kao ¢vrst dokaz nepostojanja povezanosti izmedu tGRP-a i klinickih

ishoda, nego prije kao nalaz koji u ovom uzorku nije dosegnuo statistiCku uvjerljivost.

Posebno je vazno naglasiti da je u ovom istraZivanju odredivan ukupni GRP
(tGRP), a ne njegove funkcionalne frakcije povezane s karboksilacijskim statusom.
Zbog toga se ni izostanak razlike prema varfarinskoj terapiji ne moze interpretirati kao
dokaz da vitamin K antagonizam nema utjecaja na GRP-ovisnu biologiju, nego samo
kao pokazatelj da u ovom uzorku nije utvrdena razlika u koncentracijama ukupnog

cirkulirajuceg proteina.

Ukupno gledano, ove eksploratorne analize nisu poduprle jasnu povezanost
tGRP-a s kratkoro¢nim klinickim dogadajima tijekom praéenja. Glavna vrijednost ovog
dijela rezultata stoga nije u potvrdi prognosticke uloge tGRP-a, nego u pokazivanju da
se eventualna klinicka relevantnost ovog biomarkera u buducim istraZivanjima mora

procjenjivati na vec¢im uzorcima i uz dulje pracenje.

Vrijednosti tGRP-a prema kliniCkim dogadajima tijekom pracenja i prema

uzimanju varfarinske terapije prikazane su u Tablici 4.

Tablica 4. Vrijednosti tGRP-a prema varfarinskoj terapiji i kliniCkim

dogadajima tijekom pracenja

Dogadaj / stanje | Bez dogadaja/bez | Dogadaj/stanje U p
stanja tGRP, prisutno tGRP,
medijan (IQR) medijan (IQR)
Infarkt miokarda 798,31 (608,40- 772,97 (492,27—- 621,00 0,989
tijekom pracenja 1017,22), n =178 1574,07),n =7
PCI tijekom 789,24 (608,82— 959,34 (479,51— 470,00 0,603
pracenja 1013,84), n =179 2402,99),n =6
CABG tijekom 807,12 (608,40— 638,67 (619,58— 159,00 0,215
pracenja 1027,63), n = 182 660,08), n =3
CVI tijekom 789,24 (607,15— 1371,39 (1291,34— | 59,00 0,099
pracenja 999,31), n = 183 1451,45),n =2
Amputacija 791,13 (608,82— 826,88 (400,65— 342,50 0,854
tijekom pracenja 1006,57), n = 181 1459,15),n =4




Kardiovaskularna | 791,13 (607,98- 874,68 (524,16— 353,00 0,932
smrt tijekom 1020,61), n = 181 1424,65),n =4

pracenja

Smrt od bilo kojeg | 791,13 (600,49— 829,98 (665,79— 1061,00 | 0,480
uzroka 999,31), n =171 999,31), n =14

Uzimanje 790,18 (602,16— 834,75 (617,98— 2117,00 | 0,584
varfarina 994,93), n = 156 1250,44), n = 29

Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon). Razlike medu skupinama
ispitane su Mann-Whitneyjevim U testom. tGRP- ukupni GLA-bogati protein; PCI-
perkutana koronarna intervencija; CABG- kirurS§ko premostenje koronarnih arterija;

CVI- cerebrovaskularni inzult.

4.5. Multivarijatni model prediktora Kauppila zbroja

Kako bi se ispitalo doprinosi li tGRP neovisno teretu vaskularne kalcifikacije uz
poznate klinicke odrednice, provedena je multipla linearna regresijska analiza s
Kauppila zbrojem kao zavisnom varijablom. U model su kao nezavisne varijable
uklju€eni dob, Secerna bolest, tGRP i eGFR. Rezultati multiplog linearnog regresijskog

modela za prediktore Kauppila zbroja prikazani su u Tablici 5.

Regresijski model bio je statistiCki znacajan (F(4,180) = 36,471; p < 0,001) te
je objasnjavao 39,4% varijance Kauppila zbroja (R* = 0,394). Ve¢a dob, prisutnost
Seéerne bolesti, visi tGRP i niZzi eGFR bili su neovisno povezani s visSim Kauppila
zbrojem. Medu uklju€¢enim prediktorima najsnazniji standardizirani doprinos imali su
dob i eGFR, dok je neovisni doprinos tGRP-a bio statistiCki znacajan, ali skromnog

intenziteta.

Dobiveni nalazi pokazuju da su starija dob, prisutnost Secerne bolesti i niZi
eGFR bili oCekivano povezani s viSim Kauppila zbrojem. Za tGRP je takoder
postignuta statistiCcka znaCajnost, medutim njegov je uc€inak bio slab, Sto je vidljivo iz
manjeg standardiziranog regresijskog koeficijenta u odnosu na dob, Secernu bolest i
eGFR. Stoga se tGRP u ovom modelu ne mozZe smatrati snaznim neovisnim
prediktorom vaskularne kalcifikacije, nego biomarkerom s malim, ali statistiCki

prisutnim dodatnim doprinosom.
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Ukupno gledano, ovaj model podupire tumacenje da tGRP nije dominantna

odrednica vaskularne kalcifikacije, nego biomarker sa slabijom, ali statisticki prisutnom

neovisnom povezano$c¢u unutar Sireg kliniCkog i KBB-povezanog fenotipa.

Tablica 5. Multipli linearni regresijski model prediktora Kauppila zbroja

Varijabla B SE B t p
Konstanta -12,178 4,237 — -2,874 0,005
Dob 0,330 0,056 0,372 5,865 <0,001
Secerna 3,808 1,022 0,224 3,727 <0,001
bolest

tGRP 0,002 0,001 0,135 2,235 0,027
eGFR -0,062 0,016 -0,248 -3,833 <0,001

Prikazan je multipli linearni regresijski model s Kauppila zbrojem kao zavisnom
varijablom. B- nestandardizirani regresijski koeficijent; SE- standardna pogreska; B-
standardizirani regresijski koeficijent; tGRP- ukupni GLA-bogati protein; eGFR-
procijenjena glomerularna filtracija. Statistika modela: F(4,180) = 36,471; p < 0,001;
R2=0,394.

4.6. Multivarijatni model prediktora PWV-a

Kako bi se ispitalo doprinosi li tGRP neovisno arterijskoj krutosti uz poznate
klinicke odrednice, provedena je multipla linearna regresijska analiza s PWV-om kao
zavisnom varijablom. U model su kao nezavisne varijable uklju¢eni dob, Secerna
bolest, tGRP i eGFR. Rezultati multiplog linearnog regresijskog modela za prediktore

brzine pulsnog vala prikazani su u Tablici 6.

Regresijski model bio je statistiCki znacajan (F(4,180) = 37,794; p < 0,001) te
je objasnjavao 45,6% varijance PWV-a (R? = 0,456). Vecéa dob, viSi tGRP i nizi eGFR
bili su neovisno povezani s viSim vrijednostima PWV-a, dok Secerna bolest nakon
prilagodbe nije ostala statistiCki znacajan prediktor. Medu ukljuéenim varijablama
najveci standardizirani doprinos imao je dob, zatim bubrezna funkcija, dok je doprinos
tGRP-a bio maniji.
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Dobiveni nalazi upucCuju na to da je arterijska krutost u ovom uzorku
prvenstveno odredena ocekivanim klinickim €imbenicima, osobito dobi i stupnjem
bubrezne disfunkcije. lako je za tGRP i u ovom modelu postignuta statisticka
znacajnost, veliina njegova ucinka bila je slaba, odnosno osjetno manja od ucinka
dobi i bubrezne funkcije. Takav rezultat upuéuje na to da tGRP nije glavni prediktor
arterijske krutosti, nego pokazuje tek skromnu neovisnu povezanost s PWV-om nakon

prilagodbe na kljucne klinicke Cimbenike.

Ukupno gledano, ovaj model podupire tumacenje da tGRP nije dominantna
odrednica arterijske krutosti, nego biomarker sa slabijom, ali statistiCki prisutnom
neovisnom povezano$cu unutar Sireg kliniCkog i KBB-povezanog fenotipa. Taj je nalaz
u skladu s prethodnim opazanjem da je tGRP u analizi bez prilagodbe izrazenije
povezan s biokemijskim pokazateljima KBB—MKP osi, nego sa samim vaskularnim

manifestacijama bolesti.

Tablica 6. Multipli linearni regresijski model prediktora brzine pulsnog vala
(PWV)

Varijabla B SE B t p
Konstanta 5,403 0,622 — 8,688 <0,001
Dob 0,064 0,008 0,464 7,736 <0,001
Secerna 0,281 0,150 0,107 1,874 0,063
bolest

tGRP 0,0002 0,0001 0,140 2,450 0,015
eGFR -0,013 0,002 -0,325 -5,415 <0,001

Prikazan je multipli linearni regresijski model s PWV-om kao zavisnom varijablom. B-
nestandardizirani regresijski koeficijent; SE- standardna pogres$ka; B- standardizirani
regresijski koeficijent; tGRP- ukupni GLA-bogati protein; eGFR- procijenjena
glomerularna filtracija. Statistika modela: F(4,180) = 37,794; p < 0,001; R? = 0,456.
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4.7. Povezanost tGRP-a s biokemijskim pokazateljima KBB-MKP osi:
multivarijatni modeli za KLb i FGF-23

Kako bi se dodatno ispitala povezanost tGRP-a s biokemijskim pokazateljima
KBB-MKP osi, provedene su dvije multiple linearne regresijske analize: jedna s f3-
Klotho (KLb), a druga s FGF-23 kao zavisnom varijablom. U oba modela kao

nezavisne varijable ukljuceni su eGFR i tGRP.

U modelu za regresijski model bio je statistiCki znacajan (F(2,78) = 204,30; p <
0,001) te je objasnjavao 83,9% varijance KLb-a (R? = 0,839). U tom modelu tGRP se
pokazao statistiCki znacajnim neovisnim prediktorom, dok eGFR nije ostao znacajan
nakon prilagodbe. Standardizirani regresijski koeficijent za tGRP bio je vrlo visok, §to
upucuje na izrazito snaznu povezanost izmedu tGRP-a i KLb-a u ovom poduzorku

ispitanika.

Sli¢no prethodnom je i model za FGF-23 bio je statistiCki znacajan (F(2,80) =
147,028; p < 0,001) te je objasSnjavao 78,5% varijance FGF-23 (R? = 0,785). U ovom
je modelu tGRP ostao statisti¢ki znacajan neovisni prediktor, dok eGFR nije pokazao
neovisnu povezanost nakon prilagodbe. Kao i u modelu za KLb, standardizirani

doprinos tGRP-a bio je izrazito velik.

Dobiveni nalazi dodatno podupiru zaklju€ak da je tGRP u ovom istrazivanju bio
znatno izraZenije povezan s biokemijskim obiljezjima KBB-MKP osi nego sa
strukturnim i funkcionalnim vaskularnim fenotipom. Drugim rije€ima, dok je u modelima
za Kauppila zbroj i PWV za tGRP postignuta statisticka znac¢ajnost uz slab ucinak, u

modelima za KLb i FGF-23 njegova je povezanost bila osjetno snaznija.

Ipak, ove rezultate treba tumaciti oprezno. Naime, KLb i FGF-23 bili su dostupni
samo u podskupinama ispitanika, a dodatne analize pokazale su da su se ispitanici s
dostupnim vrijednostima tih biomarkera razlikovali od ostatka uzorka prema spolu i
bubreznoj funkciji. Stoga se visoke vrijednosti objasnjene varijance u ovim modelima
ne smiju tumaciti kao konaCan dokaz izravne bioloSke povezanosti, nego prije kao
snazan signal unutar specificnog poduzorka, koji zahtijeva potvrdu u veéim i

metodolo$ki ujednacenijim kohortama.

Ukupno gledano, rezultati ovih analiza podupiru tumacenje da tGRP u ovom
istrazivanju prije svega odrazava biokemijski KBB—MKP profil, a manje izravno sam
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vaskularni fenotip. To je u skladu s prethodnim korelacijskim i regresijskim analizama
te dodatno podupire interpretaciju tGRP-a kao biomarkera poremecenog biokemijskog
okoliSa uznapredovale kronicne bubrezne bolesti. Rezultati multiplih linearnih

regresijskih modela za prediktore B-Klotho i FGF-23 prikazani su u Tablicama 7. i 8.

Tablica 7. Multipli linearni regresijski model prediktora KLb

Varijabla B SE B t p
Konstanta 4,777 2,754 — 1,735 0,087
eGFR -0,053 0,043 -0,057 -1,235 0,221
tGRP 0,029 0,001 0,904 19,434 <0,001

Prikazan je multipli linearni regresijski model s KLb kao zavisnom varijablom. B-
nestandardizirani regresijski koeficijent; SE- standardna pogreska; B- standardizirani
regresijski koeficijent; tGRP- ukupni GLA-bogati protein; eGFR- procijenjena
glomerularna filtracija. Statistika modela: F(2,78) = 204,30; p < 0,001; R? = 0,839.

Tablica 8. Multipli linearni regresijski model prediktora FGF-23

Varijabla B SE B t p
Konstanta | 69,931 22,333 — 3,131 0,002
eGFR -0,395 0,340 -0,062 -1,165 0,248
tGRP 0,210 0,013 0,875 16,558 <0,001

Prikazan je multipli linearni regresijski model s FGF-23 kao zavisnom varijablom. B-
nestandardizirani regresijski koeficijent; SE- standardna pogreska; B- standardizirani
regresijski koeficijent; tGRP- ukupni GLA-bogati protein; eGFR- procijenjena
glomerularna filtracija. Statistika modela: F(2,80) = 147,028; p < 0,001; R* = 0,785.

4.8. Analiza dostupnosti vrijednosti KLb i FGF-23

S obzirom da vrijednosti KLb i FGF-23 nisu bile dostupne za sve ispitanike,

provedena je dodatna analiza kako bi se ispitalo razlikuju li se ispitanici s dostupnim i
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nedostupnim vrijednostima tih biomarkera prema odabranim klinickim i fenotipskim
obiljezjima.

Analiza je pokazala da se ispitanici s dostupnim i nedostupnim vrijednostima
KLb razlikuju prema spolu i eGFR-u, dok nisu utvrdene znacajne razlike u dobi,
prisutnosti Secerne bolesti, arterijske hipertenzije, Kauppila zbroju, PWV-u i BMI-u.

Sli¢an obrazac opazen je i za FGF-23: znacCajne razlike utvrdene su prema spolu i

eGFR-u, dok za ostale analizirane varijable nije bilo statistiCki znacajnih razlika.

Ovi nalazi upucuju na mogucénost selekcijske pristranosti u podskupinama s
dostupnim vrijednostima KLb i FGF-23, osobito u odnosu na spol i bubreznu funkciju.
Stoga rezultate regresijskih modela za ove biomarkere treba tumaciti oprezno,
uzimajuci u obzir da se ne odnose na potpuno reprezentativan presjek cjelokupnog
uzorka. Istodobno, €injenica da nisu utvrdene znacajne razlike u glavnim vaskularnim
fenotipskim varijablama, ukljuCuju¢éi PWV i Kauppila zbroj, djelomi¢no podupire
interpretacijsku vrijednost tih analiza. Rezultati analiza dostupnosti vrijednosti KLb i
FGF-23 prikazani su u Tablicama 9. i 10.

Tablica 9. Usporedba ispitanika prema dostupnosti vrijednosti KLb

Varijabla KLb nedostaje KLb izmjeren Test p

Dob, godine 67 (62-73),n =106 |67 (61-75),n=79 | U=4049,50 | 0,702

Spol, muski, n |45 (42,5) 46 (58,2) x> =4,507 |<0,05

(%)

Seéerna bolest, n | 44 (41,5) 34 (43,0) 2 =0,043 >0,05

(%)

Arterijska 87 (82,1) 71 (89,9) x> =2,208 |>0,05

hipertenzija, n

(%)

eGFR 36,0 (10,75-78,25), | 23,0 (6,0—-42,0), n | U =3254,00 | 0,010

(mL/min/1,73 m?) | n = 106 =79

Kauppila zbroj 7,0 (2,75-15,0), n = | 12,0 (3,0-20,0), n | U =3523,00 | 0,065
106 =79
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PWV (m/s) 9,6 (8,57-10,5), n = | 9,8 (8,4-10,7), n= | U = 3740,50 | 0,215
106 79

BMI (kg/m?) 28,0 (26,0-30,1), n = | 29,1 (25,5-32,9), | U =3796,00 | 0,278
106 n=79

Kontinuirane varijable prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon), a kategoricke

kao broj i postotak, n (%). Za usporedbu kontinuiranih varijabli koristen je Mann—

Whitneyjev U test, a za kategoriCke hi-kvadrat test. e GFR- procijenjena glomerularna

filtracija; PWV- brzina pulsnog vala; BMI- indeks tjelesne mase.

Tablica 10. Usporedba ispitanika prema dostupnosti vrijednosti FGF-23

Varijabla FGF-23 FGF-23 izmjeren | Test p
nedostaje

Dob, godine 68 (62-73), n =|67(61-74),n=81 | U=4194,00 | 0,960
104

Spol, muski, n (%) | 44 (42,3) 47 (58,0) x> =4,500 |<0,05

Secéerna bolest, n |45 (43,3) 33 (40,7) x?=0,119 >0,05

(%)

Arterijska 85 (81,7) 73 (90,1) x> =2,208 |>0,05

hipertenzija, n (%)

eGFR (mL/min/1,73 | 33,5 (10,0-78,0), | 26,0 (6,0—-44,0), n | U =3485,00 | 0,044

m?) n =104 =81

Kauppila zbroj 8,0 (3,0-15,0),n =1 11,0 (2,5-20,0), n | U=3816,00 | 0,272
104 =81

PWV (m/s) 9,65 (8,6—-10,5), n | 9,8 (8,35-10,7), n | U=3953,50 | 0,215
=104 =81

BMI (kg/m?) 27,95 (25,92—- | 29,3 (25,7- | U=3657,00 | 0,125
29,95), n =104 33,15), n = 81

Kontinuirane varijable prikazane su kao medijan (interkvartilni raspon), a kategori¢ke

kao broj i postotak, n (%). Za usporedbu kontinuiranih varijabli koristen je Mann—

Whitneyjev U test, a za kategoriCke hi-kvadrat test. e GFR- procijenjena glomerularna

filtracija; PWV- brzina pulsnog vala; BMI- indeks tjelesne mase.
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Sazeto, dobiveni rezultati pokazuju da se tGRP razlikuje medu skupinama
ispitanika duz spektra KBB-a te da je njegova povezanost izrazenija s biokemijskim
pokazateljima KBB—-MKP osi, nego s glavnim strukturnim i funkcionalnim vaskularnim
fenotipovima. lako je u multivarijatnim modelima za Kauppila zbroj i PWV za tGRP
postignuta statistiCka znaCajnost, veli€ina ucinka bila je skromna, dok je povezanost s
KLb i FGF-23 bila osjetno snaznija. Ovakav obrazac nalaza zahtijeva paZzljivu
interpretaciju u kontekstu patofiziologije KBB—MKP-a, uloge tGRP-a u mineralnom
stresu te metodoloskih ograniCenja provedenog istrazivanja, Sto Ce biti razmotreno u

sljedecem poglaviju.
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5. RASPRAVA
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U ovom istrazivanju analizirana je povezanost tGRP-a s pokazateljima
vaskularne Kkalcifikacije, arterijske krutosti i odabranim parametrima mineralnog
metabolizma u ispitanika razli€itog stupnja bubrezne funkcije, uklju€ujuéi bolesnike s
KBB stadija lllb—IV, bolesnike s terminalnim stadijem KBB na HD te ispitanike

kontrolne skupine bez uznapredovale bubrezne bolesti [5,6,9].
Glavni nalazi ovog istrazivanja mogu se sazeti u nekoliko toCaka.

Prvo, koncentracije tGRP-a znacajno su se razlikovale medu ispitivanim
skupinama, pri ¢emu je uoCena nelinearna raspodjela vrijednosti, s najnizim
koncentracijama u skupini bolesnika s KBB stadija Illb—IV i viSim vrijednostima u
kontrolnoj i HD skupini [46,47,123].

Drugo, pokazatelji vaskularne kalcifikacije i arterijske krutosti rasli su o¢ekivano
s progresijom bubrezne bolesti, potvrdujuéi da se u uznapredovaloj KBB kumulativho

povecéava opterecenje vaskularnim ostec¢enjem [17,25,130,142].

Trece, unato€ mehanistiCkoj utemeljenosti GRP-a kao inhibitora patoloske
mineralizacije, u ovoj kohorti nije potvrdena njegova neovisna povezanost s
morfoloSkim pokazateljima vaskularne kalcifikacije, niti s PWV-om kao funkcionalnim

pokazateljem arterijske krutosti [41,42,124].

Nasuprot tomu, tGRP je pokazao znacajnije odnose s parametrima KBB—MKP
osi, osobito s FGF-23 i KLb, $to upuéuje na mogucnost da cirkulirajuéi tGRP u
bolesnika s KBB odrazava prije svega poremeceni biokemijski i regulatorni okolis
mineralnog metabolizma, a manje ve¢ formirani vaskularni fenotip [87,123,147]. Ovi
nalazi prethodno su prikazani u nasem izvornom radu objavljenom u ¢asopisu Journal
of Clinical Medicine [146].

Takav obrazac nalaza vazan je jer smjeSta GRP u realniji patofizioloSki okvir.
Naime, u eksperimentalnim i translacijskim istrazivanjima GRP se sve viSe prepoznaje
kao protein s antikalcifikacijskim, imunomodulacijskim i protuupalnim svojstvima,
uklju€en u regulaciju mineralizacije, komunikaciju putem EV-a i modulaciju fenotipa
VSMC-a [120,126,148,149]. Upravo zato rezultati ovog rada pridonose razjasnjavanju
pitanja odrazava li cirkuliraju¢i tGRP u KBB populaciji prije svega aktivne regulatorne
procese povezane s KBB-MKP-om, ili pak predstavlja izravan biljeg opterecenja

vaskularnom kalcifikacijom. Nasi rezultati viSe podupiru prvo tumacenje [46,47].
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razlikovao medu skupinama, ali ne na jednostavno linearan nacin. Intuitivno bi se
moglo oCekivati da biljeg koji je povezan s poremecenim mineralnim metabolizmom i
vaskularnom kalcifikacijom progresivno raste ili pada usporedno s pogorSanjem
bubrezne funkcije. Medutim, nasi rezultati ukazuju na slozeniji obrazac, $to sugerira
da tGRP ne odrazava samo stupanj bubreznog ostecenja, nego vjerojatno i promjene
u ekspresiji, potrosniji, klirensu, posttranslacijskim modifikacijama te bioloskoj ulozi

proteina u razli€itim fazama bolesti [42,116,123,146].

Jedno od moguéih objasnjenja nizih vrijednosti tGRP-a u bolesnika s KBB
stadija lllb—IV jest da upravo u toj fazi dolazi do intenziviranja ranih poremecaja
mineralnog metabolizma, fosfatnog optereCenja, upalnih podrazaja i promjene
fenotipa VSMC-a, pri ¢emu se zastitni inhibitori ektopicne mineralizacije relativho
troSe, nedostatno sintetiziraju ili postaju funkcionalno nedostatni [13,14,65]. Takav
model podsjeca na ono to se u literaturi opisuje i za druge proteine ukljuCene u zastitu
od kalcifikacije, osobito u kontekstu vitamin K-ovisnih inhibitora poput MGP-a, kod
kojih ukupna koncentracija ne mora nuzno odgovarati stvarnoj bioloskoj aktivnosti
[35,37,79,118]. Drugim rije€ima, u intermedijarnim fazama KBB moguce je postojanje
svojevrsnog relativnog deficita funkcionalne zastite, ¢ak i ako ukupne cirkuliraju¢e

koncentracije nekog proteina ne upucuju jasno na takvo stanje [36,77,78].

S druge strane, vise vrijednosti tGRP-a u HD skupini ne moraju znadciti povoljniji
ili zastitniji profil [47,123]. U terminalnoj fazi KBB-a i tijekom kroni¢ne HD dolazi do
dubokih promjena unutarnjeg okoli$a: izrazenije retencije uremijskih toksina, jaceg
upalnog stanja, tezih poremecaja fosfatno-kalcijskog metabolizma, hormonalne
disregulacije i promjene sinteze i razgradnje brojnih proteina [10,82,83]. U takvim
okolnostima poviSenje tGRP-a moze odrazavati kompenzatorno poja¢anu ekspresiju,
smanjen klirens, nakupljanje nefunkcionalnih oblika ili poveéano otpustanje iz tkiva, a
ne nuzno povecanje efektivne antikalcifikacijske aktivnosti [42,116,126]. Ovdje je
osobito vazno naglasiti da je u ovom istrazivanju mjeren tGRP, a ne pojedine
funkcionalne frakcije, primjerice karboksilirani i nekarboksilirani oblici. Buduéi da
bioloSka aktivnost vitamin K-ovisnih proteina u velikoj mjeri ovisi o posttranslacijskoj
y-karboksilaciji, odredivanje samo ukupne koncentracije moze prikriti kljuCne razlike

izmedu bioloski aktivhog i neaktivnog proteina [35,75,119].
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Nasi rezultati pokazali su da su i slikovni pokazatelji vaskularne kalcifikacije i
funkcionalni pokazatelji arterijske krutosti bili izraZeniji u uznapredovalijim stadijima
bubrezne bolesti, osobito u bolesnika na HD [20,131,144]. Takav nalaz u potpunosti
je u skladu s danasnjim razumijevanjem KBB-a kao sustavne bolesti obiljezene
progresivnim mineralnim stresom, kronicnom upalom, oksidativnim stresom,
inhibitorima i promotorima kalcifikacije [5,11,12,30]. U tom smislu naSi podaci ne
predstavljaju iznenadenje, nego potvrdu da je ispitivana kohorta bioloSki konzistentna
s oCekivanim KBB—MKP fenotipom [9].

Vaskularna kalcifikacija u KBB nije pasivno taloZenje kalcija i fosfata, nego
aktivno reguliran proces koji ukljuuje osteohondrogenu transdiferencijaciju VSMC-a,
stvaranje i sazrijevanje CPP-a, gubitak endogenih inhibitora mineralizacije te
kompleksno medudjelovanje lokalnih i sistemskih medijatora [31,80,81]. S progresijom
bubrezne bolesti dolazi do retencije fosfata i hormonalnih promjena koje uklju€uju
FGF-23, Klotho, PTH i vitamin D os, a sve to pridonosi stvaranju prokalcifikacijskog
okruzenja [14,87]. U tom je kontekstu logi¢no da morfoloSki pokazatelji kalcifikacije i

arterijska krutost rastu kako bolest napreduje [15,113].

Vazno je medutim naglasiti da vaskularna kalcifikacija i arterijska krutost, iako
usko povezane, nisu potpuno istovjetni fenomeni [24,25]. Kalcifikacija je prije svega
strukturna promjena, dok PWV predstavlja integrirani funkcionalni pokazatelj koji ovisi
ne samo o kalcifikaciji, nego i o dobi, vrijednostima arterijskog tlaka, elasti¢nosti Zilne
stijenke, remodeliranju medije, kolagenskom sastavu i akuthom hemodinamskom
statusu [16,24]. Stoga je metodoloski i patofizioloSki o¢ekivano da se neki bilieg moze

pokazati povezanijim s jednim od tih fenomena, a ne s drugim.

lako je GRP u eksperimentalnim modelima prepoznat kao inhibitor ektopicne
mineralizacije, u ovoj kohorti nismo dokazali njegovu neovisnu povezanost sa
slikovnim pokazateljima vaskularne kalcifikacije [41,125]. Takav nalaz moze se na prvi
pogled doimati suprotnim bioloSkoj ulozi proteina, no zapravo je vrlo vjerojatno rezultat
razlike izmedu lokalne tkivne biologije i cirkuliraju¢eg biljega u presjecnoj klini¢koj
studiji [46,47,122].

Prvo, vaskularna kalcifikacija je dugotrajan, kumulativan i u znac¢ajnoj mijeri

ireverzibilan proces [19,58]. Jednokratno mjerenje cirkuliraju¢eg tGRP-a predstavlja
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snimku trenutacnog biokemijskog stanja, dok slikovne metode registriraju rezultat
viSemjesecne ili visSegodiSnje izlozenosti prokalcifikacijskom okoliSu [22,28]. Stoga
odsustvo presjeCne povezanosti izmedu jednog biomarkera i slikovno vidljive
kalcifikacije ne iskljuCuje bioloSku uklju¢enost tog biomarkera u ranije faze patoloskog

procesa [46,47].

Drugo, lokalna tkivna ekspresija GRP-a i njegova prisutnost u ekstracelularnom
matriksu (ECM) ili u kalciproteinskim kompleksima mogu biti mnogo relevantniji za
stvarni antikalcifikacijski u€inak od same cirkulirajuée koncentracije [42,122,150].
Drugim rijeCima, koli¢ina tGRP-a mjerena u serumu ili plazmi mozda nije dobar
pokakazatelj za ono Sto se dogada u stijenci aorte, arterijama srednjeg kalibra ili

zaliscima [41,42].

Trece, u populaciji s KBB-om vaskularna kalcifikacija snazno je odredena dobi,
dijabetesom, trajanjem bubrezne bolesti, opsegom fosfatnog opterecenja, dijaliznim
stazem i nizom drugih ¢imbenika [5,59]. U na8im multivarijatnim modelima upravo su
dob, dijabetes i bubrezna funkcija bili vazni prediktori kalcifikacijskog opterecenja, sto
upucuje na to da potencijalni signal tGRP-a, ako postoji, moze biti slabiji i nadja¢an

dominantnim klinickim determinantama.

Cetvrto, pitanje funkcionalnih frakcija ovdje je vjerojatno od presudne vaZnosti.
Ako se antikalcifikacijska aktivnost GRP-a oslanja na adekvatnu y-karboksilaciju i
dodatne posttranslacijske modifikacije, tada ukupna koncentracija moze biti bioloski
nijema mjera [37,75]. Slicno iskustvo ve¢ postoji s drugim vitamin K-ovisnim
proteinima, osobito MGP-om, kod kojeg je upravo diferencijacija funkcionalnih oblika
bitna za interpretaciju povezanosti s vaskularnom kalcifikacijom [79,118]. Nasi rezultati
stoga ne opovrgavaju antikalcifikacijsku ulogu GRP-a, nego prije ukazuju na to da
ukupni cirkuliraju¢i tGRP mozda nije optimalan klini¢ki marker etablirane vaskularne
kalcifikacije [46,47].

Sliéno kao i za vaskularnu kalcifikaciju, u nasoj kohorti nije potvrdena robustna
neovisna povezanost tGRP-a s PWV-om. Taj je nalaz takoder vazno paZljivo
interpretirati. Arterijska krutost u KBB-u nastaje kao posljedica viSse medusobno
povezanih procesa, koji ukljuCuju gubitak elasti¢nih vlakana, pove¢ano odlaganje
kolagena, kalcifikaciju medije, hipertenziju, volumno opterecenje, promjene tonusa

glatkih misi¢a i starenje Zilne stijenke [11,16,25]. Drugim rije€ima, PWV nije samo
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prozor u kalcifikaciju, nego integrirani zavrSni funkcionalni ishod mnogih kronicnih

vaskularnih promjena [16].

Zbog toga je sasvim moguce da pojedini biljeg povezan s KBB—MKP osovinom
nece pokazati linearnu ili izravnu korelaciju s PWV-om, osobito kada je rije€¢ o
heterogenoj populaciji s razliCitim stupnjem bubreznog osStecenja, dobi i
komorbiditetima [24,130]. U nasem istrazivanju dob i eGFR pokazali su oCekivano
vaznu povezanost s PWV-om, $to je u skladu s poznatom Cinjenicom da su starenje i
pogorsSanje bubrezne funkcije medu najvaznijim determinantama arterijske krutosti
[15,130].

Ovaj nalaz moze se tumaditi i kroz Siri koncept mineralnog stresa i CPP-a. Noviji
podaci dodatno podupiru koncept da CPP nisu samo pokazatelj poremecenog
mineralnog okoli$a, nego i aktivni medijatori vaskularne disfunkcije i arterijske krutosti,
s negativnim u€inkom na vaskularne stanice i biomehanicka svojstva zile [31,151]. U
tom okviru GRP mozZze biti blize regulatorima i modulatorima tih procesa nego samom

zavrSnom funkcionalnom izrazu u obliku povisenog PWV-a [42,149].

U interpretaciji ovih nalaza vazno je uzeti u obzir i metodoloski aspekt mjerenja
arterijske krutosti u naSem istrazivanju. Naime, PWV nije bio mjeren strogo u istom
vremenskom trenutku u odnosu na uklju€ivanje za sve ispitanike, nego je zbog
ograni¢ene dostupnosti uredaja bio prikupljan u zasebnom mjernom ciklusu. Stoga
PWV ne treba promatrati kao potpuno uniformni pocetni parametar za cijelu kohortu,
nego kao jednokratnu funkcionalnu procjenu vaskularnog fenotipa u sklopu
istraZzivaCkog protokola. Takva vremenska neujednac¢enost mogla je dodatno oslabiti
mogucnost detekcije suptilnijih povezanosti izmedu tGRP-a i arterijske krutosti,
osobito ako se uzme u obzir da i biomarker i funkcionalna vaskularna svojstva mogu
varirati tijekom progresije bolesti i pod utjecajem interkurentnih klini¢kih ¢imbenika.
Zbog toga skromnu povezanost izmedu tGRP-a i PWV-a treba tumaciti oprezno, kao
nalaz koji ne podupire snazan i izravan odnos tGRP-a s arterijskom kruto$¢u, ali ne
isklju€uje mogucnost slabijih ili vremenski osjetljivin povezanosti koje bi se jasnije

pokazale u strogo sinkroniziranom ili longitudinalnom dizajnu.

Za interpretaciju naSih rezultata osobito je vazna povezanost tGRP-a s FGF-23
i KLb [89,90]. Dok se veza s vaskularnim fenotipom nije pokazala dovoljno snaznom,

odnosi s ovim parametrima upucuju na to da tGRP sudjeluje u biokemijskom i
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regulatornom okoliSu KBB—-MKP-a [87,123]. Upravo je to mozda klju¢na poruka ovog

rada.

FGF-23 je jedan od sredisSnjih hormona poremec¢enog mineralnog metabolizma
u KBB. Njegovo poviSenje pojavljuje se rano tijekom progresije bolesti, prije nego sto
postanu jasno izrazene neke druge laboratorijske abnormalnosti, i odrazava pokusaj
organizma da odrzi fosfatnu ravnotezu [87]. Istodobno, kroni¢no poviseni FGF-23
povezan je s nepovoljnim kardiovaskularnim i bubreznim ishodima te s vaskularnim
remodeliranjem [147]. Ako je tGRP povezan s FGF-23, to mozZe znaciti da sudjeluje u
istoj patofizioloskoj zoni, odnosno u ranom i trajnom odgovoru na mineralni stres,

fosfatno opterecenje i progresivno naruSenu homeostazu [87,123].

Povezanost s KLb dodatno €ini ovu pri€u zanimljivom. Premda se u kontekstu
KBB CeSc¢e naglasava a-Klotho, svaka konzistentna povezanost GRP-a s Klotho osi
sugerira da bi ovaj protein mogao biti integriran u Siri regulatorni odgovor koji povezuje
mineralni metabolizam, stanicni stres, diferencijaciju i kalcifikacijske procese [89,90].
Vazno je i to da je novija metaanaliza pokazala povezanost FGF-23 i Klotho osi s
arterijskom kalcifikacijom, debljinom stijenke i arterijskom krutosti, $to dodatno
podupire interpretaciju da je tGRP u nasoj kohorti blizi KBB-MKP regulatornom
okoliSu nego samom kona¢nom vaskularnom fenotipu [152]. U nasSim regresijskim
modelima tGRP se zadrZzao kao znacajan prediktor FGF-23 i KLb, dok su njegove
neovisne povezanosti s PWV-om i slikovho odredenim stupnjem kalcifikacije bile
znatno skromnije, Sto podupire tumacenje da tGRP prije odrazava poremeceni
molekularni okoli§ koji pogoduje kalcifikaciji, nego opseg vec¢ razvijenog vaskularnog

oStecenja [146].

Vazno je naglasitida FGF-23 i KLb nisu bili dostupni za sve uklju¢ene ispitanike,
nego za podskupine sudionika. Razlog tomu nisu bili unaprijed planirana selekcija ni
klinicki odabir ispitanika, nego tehniCko-logistiCki problemi tijekom pohrane
biomaterijala, ukljuCujuéi kvar zamrzivaca i posljedicno djelomi¢no otapanje dijela
uzoraka, zbog ¢ega dio prethodno prikupljenog materijala nije bio prikladan za daljnju
analizu. Dodatna analiza dostupnosti pokazala je da su se ispitanici s dostupnim
mjerenjima u oba slucaja razlikovali prvenstveno prema spolu i bubreznoj funkciji: u
podskupinama s izmjerenim KLb i FGF-23 je bio veéi udio musSkaraca uz nize
izmjerene vrijednosti eGFR-a u odnosu na ispitanike bez dostupnih mjerenja, dok nisu
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utvrdene znacajne razlike u dobi, prisutnosti Secerne bolesti, arterijske hipertenzije,
PWV-u i BMI-u i Kauppila zbroju, uz tek grani¢nu tendenciju prema visim vrijednostima
u podskupini s dostupnim KLb (Tablice 9. i 10.). To upucuje na mogucnost selekcijske
pristranosti prvenstveno u odnosu na spol i tezinu bubrezne disfunkcije, a manje u
odnosu na glavne vaskularne fenotipske pokazatelje. Stoga povezanosti tGRP-a s
FGF-23 i B-Klothom treba smatrati bioloski informativnima, ali ih interpretirati uz oprez

i potvrditi u ve¢im kohortama sa sustavno dostupnim uzorcima.

Rezultate ovog rada potrebno je promatrati u svjetlu rastuce, ali joS uvijek
relativno ogranicene literature o GRP-u u KBB i vaskularnoj biologiji [120,126].
Dosada$nja istrazivanja uglavnom podupiru tezu da GRP ima bioloSka svojstva
inhibitora patoloSke mineralizacije te da moze sudjelovati u modulaciji upale,
diferencijacije stanica i interakciji s mineralnim kompleksima [41,148]. Posebno su
vazni noviji podaci koji ukazuju da GRP utje€e na osteogenu diferencijaciju VSMC-a,
mineralizacijska svojstva EV-a i imunomodulatorne puteve, ¢ime se dodatno prosiruje

njegovo mjesto u suvremenom modelu vaskularne kalcifikacije [149].

U translacijskim istraZivanjima nije neuobiCajeno da protein s jasnom bioloSkom
ulogom u tkivu ne pokazuje jednako jasnu ili linearnu povezanost kada se mjeri u
perifernoj krvi [46,47]. Razlozi za to su brojni: razlika izmedu lokalne i sistemske
ekspresije, heterogenost populacije, utjecaj bubreznog klirensa, posttranslacijske
modifikacije, vremenska nepodudarnost izmedu biljega i kliniCkog fenotipa te
ogranicenja samih metoda mjerenja [32,116]. Nasi nalazi stoga nisu u suprotnosti s
eksperimentalnim konceptom antikalcifikacijskog djelovanja GRP-a, nego upucuju na

potrebu oprezne kliniCke interpretacije cirkuliraju¢eg tGRP-a [41,42].

Iz kliniCke perspektive nasSi rezultati sugeriraju da tGRP, barem kada se
odreduje kao ukupna cirkuliraju¢a koncentracija, vjerojatno nema dovoljnu snagu da
se koristi kao samostalan marker vaskularne kalcifikacije ili arterijske krutosti u
bolesnika s KBB-om [46,47]. To je vazno naglasiti kako bi se izbjegla pretjerana
interpretacija biomarkera koji je bioloski zanimljiv, ali jo§ nema jasno definiranu klini¢ku
ulogu [36,78].

Medutim, istodobno bi bilo pogreSno zakljuditi da je GRP klini¢ki nevazan.
Naprotiv, nasi rezultati upucuju na to da bi njegova potencijalna primjena mogla biti

drukcija od one koja se na prvi pogled oCekuje. Umjesto da bude marker ve¢ nastalih
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vaskularnih promjena, tGRP bi mogao biti koristan kao komponenta Sire platforme
biljega za procjenu poremeé¢enog KBB—MKP okoli$a, osobito u kombinaciji s FGF-23,
Klotho, MGP-om, fetuinom-A i drugim parametrima mineralnog metabolizma
[31,80,87].

Rezultate ovog istrazivanja potrebno je interpretirati u svjetlu nekoliko vaznih

ogranicenja.

Prvo, rije€ je o opservacijskom istrazivanju s preteZzito presje¢nim dizajnom, Sto

onemogucuje zaklju€ivanje o uzrocnosti [46,47].

Drugo, istrazivanje je provedeno u jednoj ustanovi i na umjereno velikom

uzorku, Sto moZze ograniciti generalizabilnost nalaza.

Trece, mjeren je tGRP, a ne njegove funkcionalne frakcije, $to je vjerojatno
jedno od najvaznijih ogranienja jer antikalcifikacijska i bioloska aktivnost vitamin K-
ovisnih proteina ne ovisi samo o njihovoj ukupnoj koncentraciji nego i o njihovom

stupnju posttranslacijske aktivacije [35,116,119].

Cetvrto, procjena vaskularne kalcifikacije temeljila se na semikvantitativnim
metodama koje su klinicki korisne, ali ipak ne pruzaju istu razinu detaljnosti kao

naprednije tomografske kvantifikacijske metode [22,23].

Peto, PWV, iako Klini¢ki relevantan pokazatelj arterijske krutosti, podlozan je
utjecaju hemodinamskih i tehni¢kih ¢imbenika [16]. Dodatno, mjerenje PWV-a nije za
sve ispitanike bilo provedeno strogo u istom vremenskom trenutku u odnosu na
ukljucivanje i uzorkovanje, nego u sklopu zasebnog mjernog ciklusa uvjetovanog
dostupnos$éu uredaja. Stoga se povezanosti PWV-a s biokemijskim pokazateljima
trebaju tumaciti kao odnosi izmedu jednokratno procijenjenih obiljezja vaskularnog i

biokemijskog fenotipa, a ne kao strogo sinkrone ili longitudinalne promjene.

Sesto, FGF-23 i KLb nisu bili dostupni za sve ukljudene ispitanike, nego za
podskupine sudionika, i to ne zbog unaprijed planirane selekcije ni klinickog odabira,
nego zbog tehniCko-logistickin problema tijekom pohrane biomaterijala, ukljuCujuci
kvar zamrzivaCa i posljedicno djelomi¢no otapanje dijela uzoraka, zbog €ega dio
prethodno prikupljenog materijala nije bio prikladan za daljnju analizu. Dodatne analize
pokazale su da su se ispitanici s dostupnim mjerenjima FGF-23 i KLb razlikovali od

ostatka uzorka prvenstveno prema spolu i bubreznoj funkciji, uz veci udio muskaraca
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i nize vrijednosti eGFR-a, dok za glavne vaskularne fenotipske pokazatelje, ukljuCujuci
PWV i Kauppila zbroj, nisu utvrdene znacajne razlike, osim grani¢ne tendencije prema
viSim vrijednostima Kauppila zbroja u podskupini s dostupnim KLb-om. Zbog toga se
ne moze u potpunosti iskljuCiti mogucnost selekcijske pristranosti, osobito u odnosu
na spol i tezinu bubrezne disfunkcije pa rezultate ovih analiza treba smatrati bioloski
relevantnima i informativnima, ali ih je potrebno potvrditi u vec¢im i metodoloski

ujednacenijim kohortama.

Sveukupno, rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da je tGRP u bolesnika s KBB-
om ukljucen u poremeceni biokemijski okolis KBB—MKP-a, ali se ne ponasa kao
robustan samostalan marker ve¢ razvijene vaskularne kalcifikacije, ni arterijske
krutosti [46,47].

Njegova nelinearna distribucija medu skupinama upucuje na slozenu biologiju
povezanu s progresijom bubrezne bolesti, kompenzacijskim odgovorima, mogucim
promjenama klirensa i Cinjenicom da ukupna koncentracija ne odrazava nuzno

funkcionalnu aktivnost proteina [37,116,123].

U tom smislu nasi nalazi podupiru koncept prema kojem GRP treba promatrati
prije svega kao dio Sire mreZe regulatora mineralnog stresa i ektopi¢ne kalcifikacije, a
ne kao izolirani kliniCki billeg vaskularnog fenotipa [31,80,125,149]. Njegova
potencijalna vrijednost stoga vjerojatnije lezi u rasvjetljavanju podloge poremecéenog
mineralnog metabolizma i vaskularne kalcifikacije u KBB-u, nego u samostalnoj

kliniCkoj primjeni kao biljega vec¢ razvijeno vaskularnog oste¢enja [87,123,125].
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6. ZAKLJUCCI
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. Koncentracije tGRP-a znacajno su se razlikovale medu ispitivanim skupinama,
pri. ¢emu je wuoCena nelinearna raspodjela vrijednosti, s najnizim
koncentracijama u bolesnika s KBB stadija Illb—IV te viSim vrijednostima u

kontrolnoj i HD skupini.

. Pokazatelji vaskularne kalcifikacije i arterijske krutosti bili su izrazeniji u
uznapredovalijim stadijima KBB, osobito u bolesnika na HD, Sto potvrduje
povezanost progresije bubrezne disfunkcije s rastu¢im vaskularnim

opterecenjem.

. tGRP nije se pokazao kao robustan samostalan biljeg vec¢ razvijene vaskularne
kalcifikacije, ni arterijske krutosti. lako je u multivarijatnim modelima zadrzao
statisticki znacajnu, ali skromnu povezanost s Kauppila zbrojem i PWV-om,
veliCina tog ucinka bila je manja od ucCinka dobi, Secerne bolesti i bubrezne

funkcije, dok su povezanosti s FGF-23 i KLb bile izrazenije.

. tGRP je pokazao znacajnije odnose s parametrima KBB-MKP osi, osobito s
FGF-23 i KLb, nego s morfoloskim i funkcionalnim vaskularnim fenotipom, Sto
sugerira da vjerojatnije odrazava poremeceni biokemijski i regulatorni okolis
mineralnog metabolizma nego opseg veé¢ uspostavljene vaskularne

kalcifikacije.

. Dob, dijabetes i bubrezna funkcija pokazali su se vaznijim odrednicama
vaskularne kalcifikacije i arterijske krutosti od tGRP-a, $to podupire koncept da
je vaskularni fenotip u KBB-u rezultat sloZzenog medudjelovanja brojnih klini¢kih

i metaboli¢kih ¢imbenika.

. Rezultate povezanosti tGRP-a s FGF-23 i KLb treba tumacditi uz oprez zbog
dostupnosti tih parametara samo u podskupinama ispitanika, pri Cemu je maniji
broj uzoraka bio posljedica tehniCko-logistiCkih problema tijekom pohrane

biomaterijala, uklju€ujuci kvar zamrzivaca i djelomi¢no otapanje dijela uzoraka.

. Ukupno gledajuci, nalazi ovog istrazivanja podupiru koncept prema kojemu
GRP treba promatrati prije svega kao dio Sire mreze regulatora mineralnog
stresa i ektopi¢ne kalcifikacije u KBB, a ne kao izolirani klini¢ki bilieg veé

razvijenog vaskularnog ostecenja.
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8. Nelinearan obrazac raspodjele tGRP-a medu skupinama upucuje na to da se
biologija GRP-a u KBB-u ne moze tumaciti kao jednostavan linearni odraz
pogorSanja bubrezne funkcije, nego vjerojatno uklju€uje sloZzene promjene u

ekspresiji, klirensu, funkcionalnoj aktivaciji i odgovoru na mineralni stres.

9. Mijerenje ukupnog tGRP-a, bez razlikovanja njegovih funkcionalnih frakcija,
predstavlja vazno metodoloSko ograniCenje i ujedno upucuje na potrebu da
buduca istrazivanja preciznije razjasne odnos izmedu karboksilacijskog statusa

GRP-a, KBB-MKP poremecaja i vaskularnog fenotipa.
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8. POPIS SLIKA

Slika 1.

Slika 2.

Slika 3.

Slika 4.

Slika 5.

Slika 6.

Slika 7.

Slika 8.

Raspodjela tGRP-a prema skupinama.
Raspodjela PWV-a prema skupinama.
Raspodjela Kauppila zbroja prema skupinama.
Raspodjela PTH-a prema skupinama.
Raspodjela FGF-23 prema skupinama.
Raspodjela B-Klotho prema skupinama.
Raspodijela eGFR-a prema skupinama.

Raspodijela AO zbroja prema skupinama.
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9. POPIS TABLICA

Tablica 1. KategoriCka obiljezja ispitivane populacije prema skupinama.

Tablica 2. Kontinuirane klinicke, ehokardiografske, vaskularne i biokemijske varijable

prema skupinama.

Tablica 3. Spearmanovi koeficijenti korelacije izmedu kontinuiranih varijabli u

istrazivanju.

Tablica 4. Vrijednosti tGRP-a prema varfarinskoj terapiji i klinickim dogadajima

tijekom pracéenja.

Tablica 5. Multipli linearni regresijski model prediktora Kauppila zbroja.
Tablica 6. Multipli linearni regresijski model prediktora brzine pulsnog vala.
Tablica 7. Multipli linearni regresijski model prediktora 3-Klotho.

Tablica 8. Multipli linearni regresijski model prediktora FGF-23.

Tablica 9. Usporedba ispitanika prema dostupnosti vrijednosti 3-Klotho.

Tablica 10. Usporedba ispitanika prema dostupnosti vrijednosti FGF-23.
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10. POPIS POKRATA

AAC — abdominalna aortna kalcifikacija

AO zbroj — semikvantitativni zbroj kalcifikacije aortnog zaliska

AV — aortni zalistak

B-Klotho — beta-Klotho

BMI — indeks tjelesne mase

BMP — kostani morfogenetski protein (engl. bone morphogenetic protein)
BMP-2 — koStani morfogenetski protein 2 (engl. bone morphogenetic protein 2)
Ca — kalcij

CKD - kroni¢na bubrezZna bolest (engl. chronic kidney disease)

CKD-EPI — Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration

CKD-MBD - kroni¢na bubrezna bolest—mineralno-kosStani poremecaj (engl. chronic

kidney disease—mineral and bone disorder)
CPP — kalcijproteinske Cestice

CRIC - Chronic Renal Insufficiency Cohort
ECM - izvanstani¢ni matriks

eGFR — procijenjena glomerularna filtracija
ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
ESRD - zavr$ni stadij bubreZne bolesti (engl. end-stage renal disease)
EV — ekstracelularne vezikule

FGF-23 — fibroblastni ¢imbenik rasta 23

GLA - y-karboksiglutaminska kiselina

GLU — glutaminska kiselina

GRP — GLA-bogati protein
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HD — hemodijaliza/hemodijalizni bolesnici

KBB — kroni¢na bubrezna bolest

KBB-MKP — kroni¢na bubrezna bolest—mineralno-kostani poremecaj
LV — lijeva klijetka

MGP — matrix GLA protein

P — fosfor

PPi — pirofosfat

PTH — paratireoidni hormon

PWYV — brzina pulsnog vala

SMAD - obitelj signalnih proteina SMAD (engl. suppressor of mothers against
decapentaplegic)

SR-A — scavenger receptor A

T50 — funkcionalni test serumske sklonosti kalcifikaciji / vrijeme prijelaza primarnih u

sekundarne kalcijproteinske Cestice

tGRP — ukupni GLA-bogati protein

UCMA — upper zone of growth plate and cartilage matrix associated protein
UDK - univerzalna decimalna klasifikacija

VKA — antagonisti vitamina K

VSMC - vaskularne glatkomiSi¢ne stanice
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