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Sazetak

Prognosticki znacaj biohemijskih pokazatelja kod pacijenata sa infarktom miokarda sa

ST elevacijom leCenih primarnom perkutanom koronarnom intervencijom

Akutni infarkt miokarda (AIM) je veliki zdravstveni problem. KarakteriSe ga
smrt miocita usled nekroze i apoptoze. U infarktu miokarda sa elevacijom ST-segmenta
(STEMI) dolazi do rupture plaka pracenog formiranjem okluzivnog tromba koji je
najces¢e uzrok ishemije miokarda. Uprkos znacajnom progresu, uvodenjem perkutane
koronarne intervencije (PKI), AIM ostaje jedan od glavnih uzroka smrti i
onesposobljenosti. Sa povecanjem broja i vrste dostupnih biomarkera, povecava se
moguénost da se ovi neinvazivni i pristupacni ,,alati“ koriste u postavljenju dijagnoze,
stratifikaciji rizika i pri izboru terapije.

Glavni cilj ove studije bio je da se utvrdi prognosti¢ki znaaj pojedinacnih
laboratorijskih biomarkera ili njihove kombinacije u odnosu na smrtni ishod u bolnici i
pojavu nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (NKVD) (smrtni ishod, reinfarkt
miokarda, mozdani udar, revaskularizacija ciljne lezije) tokom 30-dnevnog i 1-
godiSnjeg pracenja.

U ovu prospektivnu studiju je bilo uklju¢eno 200 konsekutivnih bolesnika sa
STEMI koji su leceni pPCI i 100 konsekutivnih bolesnika sa prvim prednjim STEMI
uspesno lecenih pPCI (rezidualna stenoza <20% i TIMI protok 3). Bolesnicima
uklju¢enim u studiju uzeti su klini¢ki 1 demografski podaci, uradena antropometrijska
merenja i zabeleZeni faktori rizika za kardiovaskularna oboljenja. Kongestivna sréana
insuficijencija na prijemu definisana je kao prisustvo klini¢kih znakova plu¢ne venske
kongestije 1 oznacena Kilip klasom. Bolesnici sa kardiogenim Sokom su iskljuceni iz
studije. Uraden je ehokardiografski pregled i ejekciona frakcija leve komore (LKEF) je
izraunata prema Simpsonovom pravilu.

Uzoreci krvi za analizu biomarkera uzeti su kod 200 bolesnika sa STEMI lecenih
pPKI u 4 vremenska perioda od 0 do 7. dana, a uzorci krvi 100 bolesnika sa prvim
prednjim STEMI uspesno le¢enim pPKI u 8 vremenskih perioda od 0 do 7 dana. Osim
rutinskih biohemijskih 1 hematoloskih parametara, odredeni su biomarkeri koji
pripadaju grupi markera nekroze, ishemije, inflamacije, hemodinamskog stresa, funkcije

trombocita i hemostaze i dislipidemije. Koriste¢i tehnologiju bio¢ipova odredeno je 32



analita (citokini, citokinski receptori, faktori rasta, adhezione molecule, MMP-9) u
pojedina¢nim uzorcima koriste¢i 5 vrsta bio¢ipova.

Analizom vremenskih profila tradicionalnih biomarkera nekroze (cTnl, masa
CK-MB, mioglobin), inflamacije (CRP), hemodinamskog stresa (BNP, NT-proBNP)
utvrdeno je podudaranje sa poznatim Kkrivama promene koncentracija biomarkera u
akutnom infarktu miokarda. Rezultati korelacione analize potvrduju poznatu povezanost
biomarkera nekroze (cTnl, mase CK-MB), markera inflamacije (CRP) i
hemodinamskog stresa (NT-proBNP) sa oslabljenom sréanom funkcijom. Analiziranjem
kinetike mijeloperoksidaze (MPO) kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI koji su
uspesno leceni pPKI utvrdena je bifazna kriva oslobadanja MPO, pri ¢emu je prvi pik
odgovarao MPO uzetom 4h, a drugi pik MPO uzetom 24h nakon pPKI; utvrdena je
statisti¢ki znacajna korelacija izmedu drugog pika vrednosti MPO 1 vrednosti troponina
I, kao i sréane insuficijencije. Incidenca smrtnog ishoda u bolnici u bolesnika sa prvim
prednjim STEMI lecenih pPKI je bila 6%. MPO na 24h od pPKI je bio nezavisan
prediktor smrtnog ishoda u bolnici. Incidenca pojave NKVD u prvih 30 dana nakon
prvog prednjeg STEMI lec¢enog pPKI je bila 10,6%. Koncentracija Lp-PLA; odredena
pri prijemu bolesnika je bila nezavisan prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana.
Incidenca novonastale atrijalne fibrilacije u bolesnika sa STEMI lecenih pPKI je bila
5,0%. BNP uzet 24h nakon pPKI je bio nezavisan prediktor pojave novonastale atrijalne
fibrilacije. Incidenca smrtnog ishoda u toku jednogodi$njeg pracenja u bolesnika sa
prvim prednjim STEMI lecenih pPKI je bila 5%, a incidenca pojave NKVD u toku
jednogodisnjeg pracenja je bila 10%. Pored tradicionalnih prediktora udaljenog
mortaliteta i pojave NKVD kao §to su sr¢ana insuficijencija i atrijalna fibrilacija, u
ovom istrazivanju je kao prediktor utvrdena i masa CKMB. Dvanaest biomarkera je
ukljuceno u eksploratornu faktorsku analizu na bazi metoda glavnih komponenata i
ortogonalne “varimax” rotacije. Selektovano je Cetiri faktora: faktor 1-sTNFR1,
STNFR2, MMP-9; faktor 2- sSICAM-1, sE-selektin i sL-selektin.; faktor-3 IL-6, IL-8 i
MCP-1 i faktor 4-MIP-1a, IL7 i IL15. Faktori 2 i 3 su bili nezavisni prediktori pojave
NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
uspesno lecenih pPKI. Bolesnici sa faktor 2 ili 3 skorom u najvisem tercilu imali su

statisti¢ki znacajno ¢es¢e NKVD u prvih 30 dana u poredenju sa ostalim tercilima.



Bolje razumevanje biologije, tehnologije i klini¢kih dokaza koji lezi u osnovi
upotrebe kako poznatih, tako i novih biomarkera u AIM, bi¢e od velike koristi U
klinickoj medicini. Progres u korisé¢enju biomarkera trebalo bi da dobije jos ve¢i zamah

u eri personalizovane medicine
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Abstract

Prognostic significance of biomarkers in patients with ST-segment elevation myocardial

infarction treated by primary percutaneous coronary intervention

Acute myocardial infarction (AMI) is a major healthcare problem. It is
characterized by myocardial cell death due to necrosis and apoptosis. In acute ST-
segment elevation (STEMI), myocardial infarction plaque rupture with the formation of
an occluding thrombus is usually the underlying cause of myocardial ischemia. Dispite
significant progress utilizing percutaneous coronary intervention (PCI), AMI remains
one of the main causes of death and disability. With expansion of the number and types of
biomarkers available, the opportunity to improve diagnosis, risk stratification, and selection of
therapy using these noninvasive, affordable tools continues to grow.

The main aim of this study was to determine the prognostic value of laboratory
biomarker or biomarkers combination in relation to in-hospital mortality and occurrence
of major adverse coronary events (MACE) including death, reinfarction, target vessel
revascualarisation and stroke during 30 days and 1 year follow-up in STEMI patients
treated by pPCI.

This prospective study consisted of 300 patients with STEMI who were treated
by primary PCI. One hundred patients had first anterior STEMI and was successfully (<
20% of residual stenosis and TIMI flow 3) treated by primary PCI. The clinical and
demographic characteristics, anthropometric parameters and cardiovascular risk factors
were recorded. Congestive heart failure on admission was defined as the present clinical
evidence of pulmonary venous congestion and it was designated as a Killip class. The
patients with the cardiogenic shock were excluded from the study. Echocardiographic
data were obtained by 2D echocardiographic examination and the left ventricular
ejection fraction (LVEF) was estimated by Simpson’s rule.

Blood samples from 200 patients hospitalized with STEMI treated by primary
PCI were subsequently tested for biomarkers in 4 time points from day 0 to day 7, and
blood samples from 100 patients with the first anterior STEMI successfully treated by
primary PCI were subsequently tested for biomarkers in 8 time points from day 0 to day

7. The spectar of laboratory biomarkers has covered a major class of biomarkers (e.g.,



biomarkers of necrosis, ischemia, inflammation, hemodynamic stress, platelet function and
hemostasis, and dyslipidemia), as routine biochemical and hematological analysis.
Using Biochip Array Technology Quantitative determination of multiple (32) analytes
(cytokine, cytokine receptors, growth factors, adhesion molecules and MMP-9) was
performed in a single sample by 5 different sorts of biochips.

Analizys of time-dependent changes of traditional biomarker of necrosis (cTnl,
CK-MB mass, myoglobin), inflammation (CRP), hemodinamic stress (BNP, NT-
proBNP) confirmed kinetics well known in the literature data. The correlation analysis
results confirm the association between biomarker of necrosis (cTnl, CK-MBmass),
biomarker of inflammation (CRP) and hemodynamic stress (NT-proBNP) and low
LVEF. Analyzing the plasma myeloperoxidase (MPO) Kinetics in patients with the first
anterior STEMI successfully treated by pPCI the followings were observed: MPO
shows a biphasic pattern of release, where MPO concentrations attributed to the first
peak at 4 h and the second one at 24 h after pPCI; there is a significant correlation
between the second peak MPO and troponin | value as well as heart failure. In-hospital
mortality was 6% in the first anterior STEMI patients undergoing pPCI. Plasma MPO
levels at 24 h after pPCI was an independent predictor of in-hospital mortality. The 30-
day MACE occurred in 10% of patients with the first anterior STEMI treated by pPCI.
Plasma Lp-PLA; level was an independent predictor of 30-day MACE in patients with
first anterior STEMI patients treated by primary PCI. Our study reports the usefulness
of BNP, measured 24 h after symptom onset, in prediction of AF in patients with
STEMI treated by primary PCI. The incidence of 1-year mortality and MACE in
patients with first anterior STEMI treated by pPCI were 5% and 10%, respectively. This
study demonstrate that except traditional predictors of long-term mortality and MACE
such as heart failure and atrial fibrillation, CK-MBmass was an independent predictor,
too. Twelve biomarkers were entered into exploratory factor analysis performed using
principal components analysis and orthogonally rotated with the ,,varimax* method.
Four factors emerged: Factor 1-sTNFR1, sTNFR2, MMP-9; Factor 2- sSICAM-1, sE-
selektin i sL-selektin.; Factor-3 IL-6, IL-8 i MCP-1, and Factor 4-MIP-1a, IL7 i IL15.
Factor 2 and 3 were independent predictotrs of 30-days MACE. Subjects with Factor 2
and 3 scores within the upper tertile had significantly higher an event rate for 30-days

MACE compared to patients in the mid and in the lower tertile.



The better understanding of the biology, technology, and clinical evidence
underlying the use of established and novel biomarkers in AIM will be very helpfull in

clinical medicine. The progress in the use of biomarkers is likely to gain even greater

momentum in the era of personalized medicine.

Key words: acute myocardial infarction, biomarkers, percutaneous coronary

intervention, prognosis, STEMI.
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1.UVOD

1.1. Akutni koronarni sindrom
1.1.1. Definicija i klasifikacija

Akutni  koronarni sindrom (AKS) predstavlja Sirok spektar klinickih
manifestacija koje nastaju kao posledica akutne ishemije i/ili nekroze miokarda ¢iji je
uzrok najcesce akutna koronarna lezija, nastala rupturom nestabilnog ateroskleroti¢nog
plaka u koronarnoj atreriji sa prateCom trombozom, inflamacijom, sa ili bez
vazokonstrikcije 1 sa distalnom mikroembolizacijom (1, 2). AKS obuhvata infarkt
miokarda sa elevacijom ST-segmenta (STEMI), infarkt miokarda bez elevacije ST-
sementa (NSTEMI) i nestabilnu anginu pektoris (NAP) (1).

Razlic¢ite prezentacije AKS dele isti patofizioloski supstrat. Glavni simptom koji
inicira dijagnozu je bol u grudima, ali se klasifikacija bolesnika zasniva na
elektrokardiogramu (EKG). U skladu sa tim, postoje dve kategorije bolesnika:

a) bolesnici sa ishemijskim bolom ili njegovim ekvivalentima (najcesce
dispnejom), kod kojih se elektrokardiogramski registruje perzistentna elevacija
ST-segmenta ili novonastali blok leve grane. Kod ovih bolesnika se najcesce
kasnije razvije akutni infarkt miokarda sa Q zupcem;

b) bolesnici sa ishemijskim bolom ili njegovim ekvivalentima bez perzistentne
elevacije ST-segmenta i bez novonastalog bloka leve grane. Kod njih se najcesce
registruje trajna ili prolazna depresija ST segmenta, inverzija, aplatiranost ili
pseudonormalizacija T talasa, nespecificne promene ST-segmenta, a nekada i
nema promena na elektrokardiogramu (1).

1.1.2. Epidemiologija i tok bolesti

Kao najtezi oblik ishemijske bolesti srca, AKS je jedan od najces¢ih uzroka
urgentnog prijema u bolnicu i iznenadne smrti u razvijenim delovima sveta, a poslednjih
nekoliko decenija i u zemljama u razvoju (3, 4). U Srbiji je ishemijska bolest srca veliki
zdravstveni i socioekonomski problem. Prema podacima Instituta za javno zdravlje
Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢-Batut* za 2010. godinu, kardiovaskularne bolesti su sa

54,7% vode¢i uzrok smrtnosti. Ishemijska bolest srca ¢ini 21,4%, a kao njen najtezi
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oblik AKS u toj grupi je zastupljen sa 54,6%. U Srbiji je tokom 2010. godine dijagnoza
STEMI postavljena kod 52,9% bolesnika sa AKS. Prema istom izvoru, od 7887
bolesnika sa STEMI primljenih u koronarne jedinice u Srbiji u toku 2010. godine,
smrtni ishod je zabelezen kod 9,2% obolelih osoba. Ovoj alarmantnoj slici treba dodati i
visoku stopu prevalencije tradicionalnih faktora rizika: puSenje (32,1% populacije),
hipertenzija (73,4 % populacije), gojaznost (19,5 % populacije), dislipidemija (50,7 %
populacije) i Se¢erna bolest (28,1 % populacije) (5).

U srpskoj populaciji je STEMI ¢es¢i nego NSTEMI. Analizom lokalizacije
infarkta miokarda prema EKG utvrdeno je da se infarkt prednjeg zida javlja kod 37,6%
bolesnika. Bolesnici sa STEMI imaju nesto veci bolni¢ki mortalitet nego oni sa NSTE-
AKS (7% prema 5%), ali posle 6 meseci vrednosti mortaliteta kod oba stanja su veoma
slicne (12% odnosno 13%) (6).

1.1.3. Patofiziologija

Ateroskleroza je najéeSée uzrok koronarne arterijske bolesti. Na manifestacije
ateroskleroze opasne po zivot, kao §to je AKS, nadovezuje se aterotromboza na
rupturiranom ili erodiranom ateroskleroticnom plaku, sa ili bez prate¢e vazokonstrikcije
uzrokujuéi iznenadnu i kriticnu redukciju koronarnog protoka. Inicijacija i progresija
ateroskleroti¢nih lezija je kompleksan dugogodiS$nji proces proces u kome razliciti
faktori imaju vaznu ulogu. Najraniji dogadaj u razvoju ateroskleroze je disfunkcija
endotela, pra¢ena adheriranjem monocita i T-limfocita na endotel i njihovom
migracijom u subendotelni prostor. Adhezija i transmigracija monocita pokrec¢e njihovu

e

diferencijaciju u makrofage koje preuzimaju lipide putem receptora “Cistaca”
formirajuci penaste celije, koje su osnovno obelezje ranih lezija u obliku masnih pruga.
Sledi migracija glatkih miSi¢nih ¢elija u intimu, njihova proliferacija i formiranje
fibrozne kape. Nastali ateroskleroti¢ni plak mozZe biti stabilan ili nestabilan u zavisnosti
od stabilnosti njegove strukture. Ruptura ateroskleroticnog plaka posledica je
inflamatornih  procesa koji imaju klju¢nu ulogu u transformaciji strukturno
vulnerabilnog plaka u funkcionalno nestabilan plak praéen arterio-arterijskim

tromboembolizmom (7).



1.1.4. Faktori rizika za razvoj akutnog koronarnog sindroma

Pojam faktora rizika se najCesce koristi u svrhu istrazivanja ucestalosti ishoda
koji je posledica izlozenosti nekom faktoru. Ukoliko se prilikom izloZenosti nekom
faktoru desava odredeni ishod, smatra se da faktor rizika oznacava izlozenost koja je na
neki nacin statisticki povezana sa ishodom (8-10).

Ovom terminu danas se pripisuje nekoliko znaéenja: pokazatelj rizika—svojstvo
ili izlozenost koja je povezana sa ve¢om verovatno¢om za nastanak odredene bolesti, ali
nije nuzno i uzro¢ni faktor; determinanta—neko svojstvo ilil izloZenost koja je povezana
sa vecom verovatnoom za nastanak neke bolesti ili nekog ishoda; modifikator faktora
rizika—determinanta koja se moze modifikovati intervencijom i na taj nacin se moze
smanyjiti verovatnoca pojave bolesti.

Faktorima rizika za koronarnu arterijsku bolest smatraju se oni faktori za koje je
primenom statistickih metoda dokazano da su mnogo ceS$¢i u grupi osoba sa
koronarnom arterijskom bole$¢u nego u kontrolnoj grupi. U nepromenljive faktore
rizika za koronarnu arterijsku bolest spadaju starosna dob, pol, rasa, pozitivna porodi¢na
istorija za ishemijsku bolest srca u ranijem zivotnom dobu (<55 kod muskaraca; <65
godina kod zena) i genetski faktori. Veliki deo do sada poznatih faktora rizika vezan je
uz navike danaSnjeg coveka i1 spada u promenljive faktore rizika: puSenje cigareta ili
1zloZzenost duvanskom dimu, gojaznost (posebno abdominalna gojaznost), povisen krvni
pritisak, dijabetes melitus, hiperlipidemija, fizicka neaktivnost, sedentarni nacin zivota.
Osim navedenih faktora, danas se govori i o0 psihosocijalnim faktorima,
socioekonomskom statusu, inflamatorni faktorima, poremecajima hemostaze itd.
Razvoju koronarne arterijske bolesti posebno doprinosi istovremeno prisustvo vise

¢inilaca €iji se efekti multipliciraju.

1.2. Infarkt miokarda sa elevacijom ST-segmenta

Infarkt miokarda sa elevacijom ST-segmenta (STEMI) se definise elevacijom
ST-segmenta u trajanju duZzem od 20 minuta koja je pra¢ena povecanjem biomarkera
nekroze miokarda. Gotovo svi slu¢ajevi STEMI nastaju kao komplikacija atroskleroze
koronarnih arterija. lako napredovanje ateroskleroticnog plaka cesto dovodi i do

potpunog zacepljenja koronarne arteije, ono po pravilu ne uzrokuje akutni infarkt
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miokarda (AIM) zahvaljuju¢i propratnom razvoju kolateralne koronarne cirkulacije.
Suprotno, patofiziolosku podlogu STEMI ¢ini iznenadno nastali tromb koji okludira
arteriju na mestu disrupcije do tada stabilnog i ve¢inom hemodinamicki neznacajnog
ateroskleroti¢nog plaka.

Po prijemu pacijenta sa bolom u grudima procenjuje se hemodinamsko stanje
bolesnika, a zatim ukoliko je hemodinamski stabilan uzima se kratka anamneza
(prethodne bolesti, faktori rizika, provociraju¢i faktori, prethodna terapija), obavlja
fizikalni pregled, utvrduju elektrokardiografske promene i odreduju vrednosti markera
nekroze miokarda (11).

EKG dijagnoza STEMI podrazumeva novonastalu elevaciju ST segmenta
najmanje 1 mm (0,1 mV) u standarnim odvodima, i najmanje 2 mm u najmanje 2
susedna odvoda (12, 13). Elevacija ST segmenta u odredenim nivoima odreduje
veli¢inu i poziciju AIM: anteroseptalni (V1,V2,V3 i moguce V4), anteriorni (V2-V4),
anterolateralni zid (V4-V6 D1 aVL), lateralni zid (D1 aVL), inferiorni (D2D3 aVF),
inferolateralni (D2 D3 aVF i V5 i V6), izolovani posteriorni (depresija ST V1-V2,
elevacija ST u V7,V8, V9), desna komora (elevacija ST u V4 R). Prema odvodima u
kojima je ST-elevacija prisutna moze se pretpostaviti koja je koronarna arterija ili njena
grana u pitanju.

1.2.1. Lecenje akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom

Zaustavljanje miokardne nekroze putem reperfuzije je oshovni cilj svih
terapijskih postupaka u bolesnika sa AKS. Komplikacije koje mogu da dovedu i do
letalnog ishoda su u korelaciji sa stepenom tezine AKS, a u 50 % se javljaju u prva 4 h
od pocetka simptoma (14—16). Najvazniji zadaci u leCenju bolesnika sa AKS su: rano
prepoznavanje simptoma, brza aktivacija sistema urgentne medicine, rano postavljanje
dijagnoze AKS, trijaza bolesnika koji zahtevaju ranu reperfuziju, rana reperfuzija,
inicijalna medikamentna terapija, prevencija i terapija malignih poremecaja ritma.

Bolesnici sa STEMI, koji po pravilu imaju potpunu okluziju epikardne
koronarne arterije trombom u praksi su kandidati za reperfuzionu terapiju (fibrinolizu ili
perkutanu koronarnu intrvenciju (PKI)). Vrsta reperfuzione strategije se odreduje u
zavisnosti od trajanja simptoma do prvog medicinskog kontakta, starosti bolesnika,

veli¢ine infarkta, telesne tezine bolesnika, sklonosti ka hemoragi¢nim komplikacijama
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kao i dostupnosti da se uradi PCI u roku od 90-120 min. U prehospitalnim uslovima
bitno je proceniti koja je reperfuziona strategija primenljiva kod svakog pojedinacnog

bolesnika.

1.2.1.1. Primarna perkutana koronarna intervencija

Metoda izbora u leenju bolesnika sa STEMI je primarna PKI (pPKI). Primarna
PKI definise se kao perkutana intervencija na koronarnom krvnom sudu odgovornom za
infarkt unutar 12h od nastanka simptoma bez prethodne upotrebe trombolitika. Ova
intervencija je metoda izbora za leCenje STEMI ukoliko bolesnik moze da se
transportuje u salu za kateterizaciju u roku od 90 min od dijagnostikovanja STEMI
(klasa | preporuka, nivo dokaza A) (studije PAMI, GUSTO-I1Ib, C-PORT, DANAMI-2)
(17-19). Ona se takode preporucuje ako je bolesnik u kardiogenom Soku (klasa I
preporuka, nivo dokaza B) ili se na EKG-u odrzava elevacija ST-segmenta (klasa lla
preporuka, nivo dokaza C). Primarna PKI se uspostavlja protok kroz okludiranu
koronarnu arteriju koja je uzrok infarkta i istovremeno dobija uvid u stanje ostalih
krvnih sudova.

Stanje perfuzije, kao i uspesnost rekanalizacije koronarne arterije odgovorne za
infarkt postupcima fibrinolize/PKI moze se opisati na osnovu angiografskog nalaza
pomocu tzv. TIMI sistema bodovanja (prema sistemu bodovanja koris¢enom u TIMI
(Thrombolysis In Myocardial Infarction) studiji). TIMI stupanj 0 oznafava potpunu
okluziju ciljne arterije, stupanj 1 oznaCava delimi¢ni prolaz kontrasta iza mesta
opstrukcije, ali bez perfuzije distalnih delova arterije, stupanj 2 oznacava potpunu
penetraciju kontrasta do periferije krvnog suda ali je ista odlozena u odnosu na
normalne koronarne arterije i stupanj 3 oznaCava prolaz kontrasta kao i u zdravim
arterijama. Bolesnici sa TIMIO 1 TIMII stupnjem protoka imaju znac¢ajno visi mortalitet
u poredenju sa onima kod kojih se postigne TIMI2, a narocito TIMI3 protok. U oko
10-20% bolesnika sa STEMI na inicijalnom koronarogramu, pre pPKI, prezentuje se
spontano otvorena arterija (TIMI2 ili TIMI3), a ovi bolesnici imaju dokazano bolju
prognozu u smislu prezivljavanja i nastanka sr¢anog popustanja.

Treba imati u vidu da optimalna terapija AIM podrazumeva ne samo
uspostavljanje adekvatnog protoka kroz infarktnu arteriju (kvantifikovano Thrombolisis
In Myocardial Infarction (TIMI) protokom 3), ve¢ i obnavljanje adekvatnog protoka
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krvi kroz koronarnu mikrocirkulacju i ponovno uspostavljanje perfuzije miokarda.
Ukoliko se reperfuzija uradi u toku prvog sata od nastanka simptoma kod bolesnika sa
STEMI moze da se “abortira” infarkt miokarda u oko 25% slucajeva (20-22).

Ledenje AIM prolazilo je kroz vise faza. Sezdesetih godina proslog veka podelo
se sa davanjem malih doza streptokinaze u obliku intravenskih infuzija u toku 24h.
Usledila je primena trombolitika (streptokinaza ili tkivni aktivator plazminogena) u
velikim dozama intravenski u relativno kratkom vremenskom periodu od 60—90 minuta.
Medutim, primena trombolize nije uvek bila 100% efikasna u restauraciji protoka kroz
okludiranu arteriju (pogotovo normalnog protoka TIMI 3), postojala je moguénosti
pojave retromboza, mikroembolizacije distalne koronarne cirkulacije, kao i
hemoragijskih komplikacija. Usledila je tehnika mehanickog otvaranja za infarkt
odgovorne arterije balonom i/ili stentom sa ili bez primene male doze trombolitika uz
primenu antiagregacione terapije kojom bi se zastitila mikrocirkulacija (23).
Zahvaljuju¢i brzom tehnoloSkom napretku, a posebno uvodenju intrakoronarnih
stentova u rutinsku primenu, kako metalnih tako i stentova oblozenih farmakoloskom
supstancom sa sporim oslobadanjem, s vrlo povoljnim kratkorocnim i dugorocnim
rezultatima, znatno je prosireno indikacijsko podrucje primene i sigurnost intervencije.

Osim stentova u toku pPKI danas se koriste i druga dostignuca interventne
kardiologije kao Sto su aspiracioni kateteri za aspiraciju tromba iz infarktne arterije
(klasa lla preporuka, nivo dokaza B), intrakoronarna primena adenozina i verapamila
(klasa I1b preporuka, nivo dokaza C), postavljanje filtera distalno od mesta naduvavanja
balona i/ili plasiranje stenta u svrhu zastite mikrocirkulacije od mikroembolusa.

Bolesnici pre upucivanja na pPKI dobijaju dvojnu antiagregacionu terapiju koja
podrazumeva 300 mg acetilsalicilne kiseline (klasa | preporuka, nivo dokaza A) i 600
mg klopidogrela (klasa | preporuka, nivo dokaza B). U toku pPKI bolesnicima se daje
intravenski heparin (klasa I preporuka, nivo dokaza B), a kod nekih bolesnika se u toku
I nakon procedure daju blokatori trombocitnih glikoproteinskog Ilb/Il1a receptora (klasa
lla preporuka, nivo dokaza A). U toku intervencije bolesnicima se umesto heparina
moze dati i bivalirudin kao alternativa heparinu uz blokator glikoproteinskog Ilb/Illa
receptora na trombocitima. Nakon intervencije nastavlja se primena dvojne
antiagregacione terapije (100-300 mg acetilsalicilne kiseline i 75 mg klopidogrela) u
zavisnosti od vrste implantiranog stenta. Postoje izvesna misljenja i preliminarni nalazi

registara 1 studija da je tromboliza primenjena sa fibrin specifi¢nim trombolitikom koji
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se daje u bolusu (Tenecteplase) brza i efikasna u reperfuziji miokarda i da vreme do PKI
ne treba da bude duze od 60 min. Ta zapazanja i nalazi se sada proveravju u velikoj
medjunarodnoj studiji STREAM.

Od pocetka siroke primene pPKI izvedene su brojne randomizirane kontrolisane
studije (19, 24-28) koje su pokazale da pPKI ima prednost nad intravenskom
trombolizom: manja stopa mortaliteta i morbiditeta, efikasnije obnavljanje protoka u
koronarnoj arteriji odgovornoj za infarkt, manja rekurentna miokardna ishemija, manja
stopa ponovne okluzije i ponovnog infarkta, bolja funkcija leve komore i bolji klinicki
ishod, manji mortalitet u kratkorocnom i udaljenom pracenju. Mortalitet
hospitalizovanih bolesnika lecenih pPKI kre¢e se izmedu 0 i 13%, a stopa
prezivljavanja godinu dana po otpustu iz bolnice krec¢e se izmedu 88 1 98%, tri godine
nakon otpusta 87 do 90%.

Uvodenje pPKI kao rutinskog metoda u lecenju bolesnika sa STEMI od
novembra 2005. godine je vazna prekretnica u strategiji leCenja ovih bolesnika u Srbiji.
U studiju ¢iji je osnovni cilj bio da stvori realnu sliku u tome kako se lee pacijenti sa
STEMI u razli¢itim evropskim zemljama bila je ukljucena i Srbija. Podaci iz ove studije
za 2007. godinu pokazuju da je ukupan broj infarkta bio 866, od toga 6079 sa STEMI, a
da je od toga samo 19% svih STEMI lec¢enih pPKI. Broj uradenih PKI u toku 2007.
godine u Srbiji bio je 6395 u 9 centara, od kojih je samo jedan u Klinickom centru
Srbije radio 24h tokom cele godine. U bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI mortalitet u
bolnici je bio 3,3%, dok je kod bolesnika sa STEMI koji su leceni fibrinolitickom
terapijom bio 9,3% (29). Od 2007. godine do danas raste broj uradenih pPKI u salama
za kateterizaciju Klinike za kardiologiju Klinickog centra Srbije koje su otvorene 24h
dnevno. | dok sama procedura spada u domen specijalno edukovanih interventnih
kardiologa, preproceduralnu pripremu i postproceduralno le¢enje sprovode neinvazivni
kardiolozi.

Imajué¢i u vidu znacaj pPKI, kao i njenu prednost nad drugim vidovima
reperfuzione terapije, danas postoji viSe preporuka, vodica i algoritama za njeno

sprovodenje



1.3. Klasifikacija rizika i predvidanje ishoda le¢enja

Prognoza bolesnika sa AIM u najvecoj meri zavisi od veli¢ine infarkta, funkcije
leve komore, pojave sr¢anih aritmija, izloZenosti opstruktivnih lezija koronarnih arterija
(30-37). Ve¢ prilikom prvog pregleda bolesnika sa sumnjom na AIM, uzimanjem
anamnestickih podataka i klinickog statusa, zapocCinje klasifikacija rizika. Fizikalni
nalaz na plu¢ima u bolesnika s AIM u mnogome zavisi od veli¢ine infarktom
zahvacenog podruc¢ja miokarda. Nalaz na prvom uradenom EKG ne samo da pomaze u
postavljanju dijagnoze AIM i odluéuje o indikaciji za leCenje u zavisnosti od trajanja
simptoma bolesti i lokalnim moguénostima, ve¢ sadrzi i kriticne prognosticke
informacije. Ranu evaluaciju nakon postavljene dijagnoze AIM upotpunjuje
identifikacija faktora rizika, kao i serijski tok elektrokardiografskih promena i markera
sréane nekroze (38, 39).

Klasifikacija rizika u ranoj fazi le¢enja AIM ima cilj da identifikuje bolesnike
koji imaju visoki rizik za ponovljeni koronarni dogadaj i/ili iznenadnu smrt, a ¢iji se
ishod moze poboljsati pravovremenom primenom invazivnih terapijskih metoda.
Uprkos primenjenoj reperfuzionoj terapiji, povezanost sa visokim mortalitetom rane
faze leCenja utvrdena je kod starijin bolesnika, sa AIM prednjeg zida miokarda,
tahikardijom, hipotenzijom i sréanim zatajivanjem. Visokorizi¢nu grupu bolesnika ¢ine
I oni sa simptomima postinfarktne ishemije miokarda, ali i pojedini bolesnici nakon
primene tromboliticke terapije sa uspe$no postignutom rekanalizacijom infarktne
koronarne arterije u kojih postoji poveéana sklonost ka nastanku rane koronarne
reokluzije. U kasnijoj fazi oporavka, obi¢no 2. do 5. dana le¢enja, vrsi se dalja procena
rizika upotrebom razli¢itih neinvazivnih tehnika i testova optereéenja, kao 1 invazivnim
tehnikama u ustanovama koje imaju tu moguénost. Rezultati tih testiranja presudni su za
procenu tezine bolesti, ishoda, razvoja i leCenja akutnih i hroni¢nih komplikacija.
Zavrs$na klasifikacija rizika u akutnoj fazi infarkta miokarda vrsi se pre samog otpusta iz
koronarne dogadaje i/ili iznenadnu src¢anu smrt kojima su potrebne intenzivnije mere
sekundarne prevencije (38, 40).

Prognoza bolesnika lecenih pPKI je bolja u odnosu na one lecene
trombolitickom terapijom, ali je evidentno 1 da postoje razlike u kratkoronom i

dugoro¢nom prezivaljavanju bolesnika lecenih pPKI, kao i u pojavi komplikacija. Ove
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razlike su posledica razli¢itih demografskih i klini¢kih karakteristika bolesnika pri
prijemu, razlike u ehokardiografskim parametrima (sistolna funkcija leve komore pre i
posle pPKI), angiografskom nalazom, pridruzenim komorbiditetima (terminalna
hroni¢na bubrezna insuficijencija, raniji hemoragijski mozdani udar, maligniteti, itd.),
pojavi komplikacija u toku pPKI, itd. Osim procene rizika za pojavu mortaliteta, od
izuzetne vaznosti su i rizik za pojavu reinfarkta, mozdanog udara, potrebe za
ponovljenom revaskularizacijom miokarda (PKI i/ili operacija aorto-koronarnog
bajpasa) zbog rekurentne ishemije ili ponovljenih anginoznih bolova. Pojava smrtnog
ishoda ili reinfarkta miokarda ili mozdanog udara ili potreba za hitnom
revaskularizacijom miokarda zbog ishemije oznacava se kao nezeljeni kardiovaskularni
dogadaj (NKVD). To je kompozitni dogadaj i u razli¢itim studijama moze da ukljucuje
sve navedene nezeljene kardiovaskularne dogadaje ili samo neke od njih. NKVD
obavezno obuhvata smrtni ishod i reinfarkt miokarda. Rizik za pojavu NKVD najve¢i je
u prvih mesec dana, a zatim opada, ali je i dalje prisutan, pa je zbog toga neophodna
procena kako kratkoro¢nog, tako i dugoroc¢nog rizika. Buduc¢i da oko 25% smrtnih
ishoda tokom prve godine nakon AIM nastaje unutar prvih 48 sati lecenja (45% do 7.
dana, a 57% do 30. dana bolesti) (38), sve se vise pridaje znacaj ranoj proceni rizika.

Procena rizika za pojavu NKVD bitna je u planiranju lecenja bolesnika, otpusta
iz bolnice, rehabilitacije, personalizacije terapije lekovima, reSavanja lezija na ostalim
obolelim arterijama, itd. Ona sa sobom nosi i ekonomsku komponentu, tj. smanjuje
duzinu boravkabolesnika u bolnici i smanjuje cene lecenja.

Atrijalna fibrilacija (AF) predstavlja jednu od vaznijih komplikacija AIM i
udruzena je sa nepovoljnim prognostiCkim informacijama, povec¢anim bolnickim 1
udaljenim mortalitetom. Incidenca AF u toku anteriornog AIM moze da bude i do 19%
(41), a u toku inferiornog AIM i do 12% (42). Uzroci za nastanak AF u toku AIM mogu
biti: ishemija ili infarkt pretkomora, infarkt miokarda komora sa hemodinamskom
dekompenzacijom, perikarditis, izmenjen tonus autonomnog nervnog Sistema,
poremecaj elektrolita (hipokalemija, hipomagnezijemija) i acido-baznog statusa,
hipoksija ili rezultat pratece terapije (43). Atrijalna fibrilacija u AIM je obi¢no udruzena
sa sréanom insuficijencijom, komorskim aritmijama, poveéanim rizikom od
tromboembolijskih komplikacija (44—46). Starije Zivotno doba i kongestivna sréana
insuficijencija su dva glavna faktora udruzena sa nastankom AF u AIM (44, 45, 47-50).

Medutim, posto je AF mnogo ceSca u bolesnika sa klinickim i hemodinamskim
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manifestacijama ekstenzivnog infarkta, koji i sami imaju lo$iju prognozu, postojala je
kontroverza da li je AF samo marker loSije prognoze (44, 51-54) ili ima nezavisnu
prediktivnu vrednost za povecani mortalitet (45, 55-57).

Do iznenadne sréane smrti u bolesnika s AIM moze do¢i usled rupture neke od
sréanih struktura (slobodnog zida leve komore (LK), interventrikularnog septuma ili
papilarnog misic¢a). Nastanak te komplikacije u veéini slucCajeva je nepredvidiv, a
leCenje izbora predstavlja hitan kardiohirurski zahvat. Sréani zastoj s kardiogenim
Sokom takode je znacajan uzrok smrti u bolesnika s AIM. U vecini slu¢ajeva nastaje kao
posljedica gubitka > 40% mase miokarda. Starosna dob, pol i karakteristike infarkta u
EKG zapisu su faktori na koje se ne moze uticati leCenjem. Sr¢ana frekvencija i
hemodinamske vrijednosti mogu se meriti, ali i promeniti te stoga imaju karakteristi¢nu
prediktivnu vrednost koja zavisi od primenjene farmakoloske terapije, intervencije i/ili
kardiohirurskog lecenja (58).

U klini¢koj praksi najbolje je prihvacena 1 najduze se koristi klinicka
klasifikacija po Killipu iz 1967. godine (59). Ova klasifikacija bolesnika sa AIM koji su
leCeni u koronarnoj jedinici zasniva se na pracenju fizikalnog nalaza na plu¢ima koji
umnogome zavisi od veli¢ine infarkta (60, 61). Jednostavna podela u Cetiri klase ne
zavisi od starosne dobi, pola, komorbiditeta ili lokalizacije infarkta: Killip klasa
I-pacijenti nemaju klinicke znakove sréane dekompenzacije niti sr¢ane insuficijencije;
klasa Il-pojava sréane insuficijencije sa dijagnosti¢kim kriterijumima koji ukljucuju i
pluénu hipertenziju, a znaci pluc¢e kongestije se javljaju u oko polovinu pluénih krila;
klasa Ill—-izrazena sr¢ana insuficijencija uz znake pluénog edema koji obuhvataju oba
pluéna krila; klasa IV—kardiogeni $ok sa klini¢kim znacima hipotenzije (<90 mm Hg) i
perifernom vazokonstrikcijom predstavljenom oligurijom, cijanozom i dijaforezom.

Veza izmedu ranije hospitalizacije zbog sréanog oboljenja i losije prognoze tih
bolesnika je logi¢na i bitna, buduc¢i da su to, najcesée, bolesnici sa ve¢ oStecenim
sr¢anim misSi¢em i sledstveno, smanjenom adaptivnom sposobnoséu sréanog misc¢a za
nova oboljenja i opterecenja istog (62).

Doba primene modernih informatickih tehnologija u kardiologiji dovela je do
stvaranja velikog broja alata za predikciju rizika, od kvalitativnih, polukvantitativnih do
kvantitativnih. Visestruke analize varijabli iz velikih klinickih istrazivanja, kao skorovi
rizika, nisu rezultirale zadovoljavaju¢im modelom za rutinsku klinicku praksu koji bi
optimalno razlikovao bolesnike s visokim od onih s niskim rizikom i mogao optimalno
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da proceni rizik od neZeljenog ishoda. Razlog verovatno leZi u ¢injenici da bolesnici iz
klinickih istrazivanja nemaju isti Stepen rizika kao svakodnevni bolesnici iz klinicke
prakse (63, 64).

1.4. Biohemijski markeri u akutnom infarktu miokarda
1.4.1. Biomarkeri

Biomarkeri su “alat” za bolju identifikaciju visoko-rizi¢nih bolesnika, za ta¢no i
pravovremeno postavljanje dijagnoze, za efikasnu prognozu i leCenje bolesnika sa
odredenim oboljenjem. National Institutes of Health (NIH) radna grupa je 2001. god.
standardizovala definiciju biomarkera (65) kao karakteristiku koja se objektivno moze
izmeriti i oceniti kao indikator normalnog bioloskog procesa, patoloskog procesa ili
farmakoloski odgovor na primenjenu terapiju i definisala tipove biomarkera: tip
O—prognosticki marker, tip 1-marker bioloske aktivnosti (odgovor na terapiju) i tip
2—surogat marker (marker koji substituise klini¢ki ishod, predvida terapijsku efikasnost)
(66).

Izrazom biomarker u medicini se oznacava najce$ée protein izmeren u krvi Cija
koncentracija ukazuje na normalan ili patoloski odgovor organizma, kao i na
farmakoloski odgovor na primenjenu terapiju. Sire gledano biomarker je bilo koji
pokazatelj koji se koristi kako indikator intenziteta nekog oboljenja ili drugog
fizioloskog stanja u organizmu. On moze da se meri u biouzorku (uzorak krvi, urina ili
tkiva), moze da se dobija direktno od osobe (krvni pritisak, EKG ili Holter) ili moze da
se dobije snimanjem (ehokardiogram ili CT snimak).

Biomarkeri se dele na: 1) antecedentne biomarkere koji ukazuju na rizik od
nastanka bolesti, 2) »screening« biomarkere kojima se utvrduje subklinicka forma
bolesti, 3) dijagnosticke biomarkere koji otkrivaju postojeéu bolest, 4) »staging«
biomarkere koji definiSu stadijum i teZinu bolesti 1 5) prognosticke biomarkere koji
prognoziraju tok bolesti i odgovor na primenjenu terapiju.

Biomarkeri obezbeduju vazne informacije za klinicku procenu bolesnika sa
sumnjom na AKS od ranih 1950-tih godina i njihovo kori$¢enje je znacajno evoluiralo u
poslednjih pola veka. Nasuprot tradicionalnoj definiciji infarkta miokarda koju je dala
Svetska zdravstvena organizacija i u kojoj se navodi obavezno prisustvo dva od tri

navedena kriterijuma ukljucujuéi i biohemijska odredivanja, redifinisanjem definicije
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infarkta miokarda ve¢ 2007. godine se uvodi obavezna biohemijska potvrda infarkta

miokarda odredivanjem markera nekroze (sr¢anog troponina), kao i 2010. god. donetoj
novoj redefiniciji AIM (67, 68).

Karakteristike idealnog sr¢anog markera bi bile sledece (69):

veli¢ina: manji markeri izlaze brze iz oSte¢enog tkiva,

¢elijska lokalizacija: rastvorljivi citoplazmatski marker je bolji od strukturnog
markera,

apsolutna sr¢ana tkivna specificnost: marker ne treba da postoji u drugim
tkivima u fizioloskim ili patoloskim uslovima,

visoka tkivna specifi¢nost: zastupljenost u sréanom tkivu i otsustvo u plazmi,
specifi¢nost za ireverzibilno oStec¢enje: mora da ima sposobnost razlikovanja
reverzibilnog (ishemija) od ireverzibilnog (nekroza) oStecenja,

izlazak: izlazak iz miokarda mora da bude potpun nakon oSte¢enja i u direktnoj
proporciji s veli¢inom oStecenja (veli¢ina infarkta),

stabilnost: maker mora da dostigne maksimalni nivo ubrzo nakon ostecenja i da
se zadrzi u cirkulaciji nekoliko sati kako bi omogucéio pogodan dijagnosticki
okvir,

Klirens: marker mora da se uklanja brzo kako bi omogucio dijagnostikovanje
ponovnog ostecenja,

primena: mora da omoguci pracenje reperfuzije, reokluzije ili oba procesa i to
pri ranom i kasnom dijagnostikovanju sr¢anog oStecenja,

pogodnost odredivanja: treba da postoji mogucénost brzog, kvantitativnog i
pristupacnog odredivanja markera u punoj krvi.

Pedesetih godina proslog veka kada je objavljeno prvo izdanje knjige Harrison’s

Principles of Internal Medicine jednog od najpoznatijih udzbenika interne medicine u

poglavlju koje se odnosilo na diskusiju o infarktu miokarda nije bilo ni pomena o mestu

laboratorije u dijagnostici i leCenju ovih bolesnika. Kada je trideset godina kasnije

objavljeno prvo izdanje ,,Braunwald’s Heart Disease, A Textbook of Cardiovascular

Medicine®, ¢ak dve strane od ukupno 1943 teksta sadrzale su diskusiju o laboratorijskim

odredivanjima u AIM. Narednih decenija svedoci smo dramati¢nog porasta broja

objavljenih radova u vodeim medunarodnim casopisima na temu koriS¢enja

laboratorijskih odredivanja sréanih markera u dijagnostici bolesnika sa AIM. Termini

kao $to su sr€ani enzimi zamenjeni su terminom sréani biomarkri. Broj dijagnostickih
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testova je rastao vrtoglavom brzinom, a karakteristike ovih testova znacajno su se
poboljSavane iz dana u dan. Danas se biomarkeri koriste za postavljanje dijagnoze
kardiovaskularnih bolesti, procenu rizika i pri izboru terapije.

Glavne klase biomarkera su: biomarkeri ishemije miokarda, biomarkeri nekroze
miokarda, markeri vulnerabilnosti, rupture plaka i tromboze, biomarkeri inflamacije,
biomarkeri hemodinamskog stresa, biomarkeri funkcije trombocita i hemostaze,
biomarkeri dislipidemije i modifikacije lipida, kao i proteomski i genetski biomarkeri.

Integracija biomarkera u klinicku praksu dramati¢no raste. Poznati markeri
dobijaju novu primeni, broj novootkrivenih markera raste i znacaj sr¢anih biomarkera u
donosenju klinicke odluke dobija sve znacajnije mesto. Ovaj progres u koris¢enju
biomarkera trebalo bi tek da dostigne svoj maksimum u eri personalizovane medicine.
Sa ekspanzijom broja i vrste biomarkera, povecava se moguénost da se pravovremeno
postavi dijagnoza, proceni rizik od pojave NKVD, da se izabere odgovarajuca terapija
koriste¢i relativno neinvazivne metode.

Za mnoge novootkrivene biomarkere postoji eksperimentalni dokaz koji
podrzava njihovu patofizioloSsku ulogu i preliminarnu korisnost za klini¢ku primenu.
Kriterijumi koji novi sr€ani biomarker mora da ispuni za definitivhu klinicku
implementaciju su (70):

e definisan analiticki metod, ispitani preanaliticki faktori koji mogu da uticu na
rezultat odredivanja—tip i stabilnost uzorka, analiticki faktori—karakteristike
kalibratora, specifi¢nsot atitela, osetljivost i preciznost, interferencije);

e definisana osetljivost/specificnost u specificnom kontekstu (razmotriti
prevalenciju bolesti): prediktivna vrednost;

e definisana optimalna/e "cut-off” vrednost/i (Cesto zavise od metode);

e vreme merenja (kinetika oslobadanja biomarkera);

e evaluacija vrednosti markera u smislu postavljanja dijagnoze i procene rizika
kod bolesnika sa AKS;

e uticaj na lecenje pacijenta i ishod bolesti i isplativost.

Biomarkeri koji su indikatori ateroskleroze cesto ne mogu da budu korisni u
detekciji akutnih dogadaja (postavljanja dijagnoze). Neizbezno, postoji preklapanje
izmedu ove dve funkcije, obi¢no jer ¢e se pozitivnim testom identifikovati bolesnik koji
ima bolest sa loSom prognozom, mada se upotreba sr¢anih markera za procenu rizika se
razlikuje od koriSenja u postavljanju dijagnoze. Srcani biomarkeri se s toga mogu
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podeliti u dijagnosticke biomarkere kojima se prepoznaje preklinicka ili klinicka bolest,
kao Sto je ruptura plaka ili akutna ishemijska bolest srca, i prognosticke (predikcija
rizika od budu¢ih NKVD). Osim odredivanja referentnih intervala koji daju jednostavnu
deskriptivnu biolosku informaciju bez direktne klnicke implikacije, koriS¢enje (i
definicija) granica odlucivanja za rizik u potpunosti zavisi od vrednsoti biomarkera i
njegove predlozene klinicke primene. Posebno, dijagnosti¢ki biomarkeri, kao $to su
markeri za detekciju rupture plaka i/ili ishemije miokarda zahtevaju definisanje granice
odlucivanja koja predstavlja optimalnu koncentraciju koja moze da razdvoji zdrave od
bolesnih. Dijagnosticka vrednost biomarkera se obi¢no prvo procenjuje odredivanjem
djagnosticke osetljivosti i specifiénosti pomoc¢u ROC (receiver operating characteristic)
krive. Odgovarajuca evaluacija biomarkera zahteva koris¢enje Bayes-ove metode, koja
integriSe pre-test verovatnocu (prevalenciju bolesti) sa tacnos¢u biomarkera (izrazenu
osetljivosc¢u/specificnoséu) da bi izracunali prediktivnu vrednost biomarkera (post-test
verovatnocu bolesti).

Svedoci smo pojave velikog broja sr€anih biomarkera od kojih veéinu ceka
klju¢na analiti¢ka i klinicka evaluacija i dug put do Sire primene u klinickoj praksi.
Teorijski, multimarkerska strategija koja bi obuhvatala patobioloski razli¢it set
biomarkera, mogla bi zna¢ajno da pomogne u proceni bolesnika sa kardiovaskularnim
oboljenjima. Markeri destabilizacije plaka i/ili markeri ishemije miokarda mogu biti
pridodati postoje¢im biomarkerima nekroze miokarda ukoliko se pokaZze da pruZaju
dodatne prognosticke informacije.

Od velikog znacaja je izdrada vodica, uputstava za primenu biomarkera koji su
zasnovani na dobro definisanim 1 sprovedenim procenama odredivanja nekog

biomarkera u AMI.

1.4.2. Biomarkeri nekroze miokarda

Od Sezdesetih godina proslog veka do danas svedoci smo ogromne
transformacije u primeni biohemijskih markera za utvrdivanje nekroze miokarda. Prvi
koriS¢eni marker bio je enzim aspartat aminotransferaza, a zatim su usledile laktat
dehidrogenaze i kreatin kinaza (CK). Veoma rano je otkriveno da ovi testovi imaju malu
osetljivost i specifi¢nost za detekciju nekroze miokarda. Uvodenjem elektroforetskog

razdvajanja izoenzima kreatin kinaze i laktat dehidrogenaze povecana je specifi¢nost,
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ali ovi testovi nisu bili prikladni za rutinsko odredivanje zbog svoje dugotrajnosti i
zametnosti. Usledilo je odredivanje aktivnosti izoenzima CK-MB metodom
imunoinhibicije. Razvojem imunoodredivanja omoguceno je odredivanje koncentracije
enzima, nezavisno od njihove aktivnosti. Princip odredivanja ,,mase* omogucio je i
odredivanje proteinskih markera koji ne poseduju enzimsku aktivnost.

Primenom radioimunoodredivanja odreden je mioglobin kao prvi proteinski
biomarker za detekciju nekroze miokarda. Mioglobin je mali hem protein molekulske
mase 17,8 kDa koji se nalazi u citoplazmi srcanih i skeletnih misic¢a, ali ne i u glatkim
misi¢ima. Nalazi se u skoro svim organima u telu (71). Njegova osnovna fizioloSka
uloga je transport intracelularnog kiseonika (72). Odnos mioglobina u tkivu i plazmi je
veoma Visok, tako da po nekrozi tkiva, koncentracija mioglobina u cirkulaciji naglo
raste. Mioglobin je generalno prihvaéen kao najraniji marker koji se rutinski moze
odrediti za procenu bolesnika sa AKS. On se oslobada odmah nakon nekroze, dostize
pik koncentracije izmedu 6 i 12h i opada u toku 24h. Mioglobin je isklju¢ivo marker
nekroze, ali ne i marker sréane ishemije (73). Povecanje koncentracije mioglobina moze
biti posledica oste¢enja mnogih tkiva jer je sekvenca aminokiselina ista u sréanom i
skeletnom miSi¢u. Mioglobin se eliminiSe putem bubrega, pa bubrezna insuficijencija
moze biti uzrok povecanja koncentracije mioglobina u krvi u odsustvu akutnog
osteCenja tkiva (74, 75). Odredivanje mioglobina ima malu dijagnosti¢ku osetljivost i
specificnost za nekrozu miokarda. Medutim, najkorisnija primena mioglobina je u
iskljué¢ivanju AIM sa negativnom prediktivnom vrednoséu od oko 96% (73) imajuci u
vidu vremenski period od pocetka akutnog bola do prvog kontakta sa lekarom, kao i
kinetiku mioglobina.

Znacajan pomak u detekciji nekroze miokarda napravljen je 1985. godine kad je
po prvi put opisano odredivanje mase MB izoforme kreatin kinaze. Test je omogucavao
brzu detekciju povisenih vrednosti i imao je vecu klini¢ku osetljivost za AIM. 1zoenzim
kreatin kinaze, CK-MB, je heterodimer sastavljen iz dva tipa subjedinica oznacenih kao
M-mis$i¢na i B-mozdana. Kod bolesnika sa stenozom aorte, koronarnom arterijskom
bolescu, izoenzim CK-MB ¢ini oko 20% ukupnog CK u ovom tkivu (76), dok CK-MB
¢ini <3% CK u skeletnom misi¢u (77). Miokard sadrzi jednu izoformu proteina CK-
MB. Nakon nekroze ¢elije i oslobadanja u cirkualciju M subjedinica CK-MB iz tkiva
podleze posttranslacionoj modifikaciji cepanjem C-terminalnog lizina pomocu

karboksipeptidaze N (78). Ova modifikacija stvara drugacije naelektrisanu formu CK-
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MB, nazvanu CK-MB1, koja moze da se razdvoji od tkivnhe forme CK-MB2
elektroforetski (78). Oslobadanje CK-MB u cirkualciju javlja se nakon nekroze, ali ne i
kod ishemije miokarda (79). U proslosti se odredivanje mase CK-MB smatralo zlatnim
standardom za dijagnozu AIM (80). Prvi porast vrednosti CK-MB nakon AMI javlja se
4-6h nakon pocetka simptoma. Povecanje vrednosti mase CK-MB definise se kao
vrednost veca od 99-tog percentila. Vrednosti CK-MB su specifi¢ne za pol. Bolesnicima
treba odredivati masu CK-MB pri prijemu i 6-9h kasnije da bi se utvrdilo
povisenje/snizenje vrednosti, kao i u dodatnom uzorku od 12—-24 h ukoliko prethodne
vrednosti nisu bile povisene, a klini¢ar sumnja na infarkt (81).

Prava revolucija na polju sréanih markera belezi se pocetkom devedesetih
godina proslog veka, sa otkriCem troponina. Sr¢ani troponin (cTn) je u odnosu na sve
poznate markere, biomarker izbora za dijagnozu nekroze miokarda zbog velike
osetljivosti i1 specifi¢nosti ovog biohemijskog markera za oste¢enje/nekrozu miokarda.
Danas je troponin inkorporiran u univerzalnu definiciju dijagnostike infarkta. Dijagnoza
AIM postavlja se detekcijom povecanja i/ili smanjenja sréanih biomarkera (narocito
troponina) sa najmanje jednom koncentracijom veéom od 99-tog percentila zdrave
populacije i najmanje jednim simptomom ishemije (promene u EKG, pojava patoloskog
Q talasa u EKG ili dokaz novog gubitka vijabilnosti miokarda ili nove regionalne
abnormalnosti u pokretljivosti zida). National Academy of Clinical Biochemistry je
nedavno izdala skoro identi¢ne preporuke (81-83). Treba naglasiti da optimalna
preciznost (%KV) na 99th percentilu za svaki koriS¢eni test za odredivanje troponina
treba bi da bude < 10%.

Troponin je proteinski kompleks na tankim filamentima sarkomere poprecno
prugastih misica i ukljucen je u regulaciju misi¢ne kontrakcije. Sastoji se od tri proteina
koja su kodirana razli¢itim genima. Srcani troponin I (¢Tnl, molekulske mase 23 kDa)
inhibira intreakciju aktin-miozin inhibirajuéi Mg** ATP-azu i uslovljava relaksaciju
misica; troponin C (cTnC, 18 kDa) vezuje kalcijumov jon i troponin T (cTnT, 35 kDa)
vezuje se za tropomiozin olakSavajuci kontrakciju. Oko 6-8% cTnT i 3—4% cTnl od
ukupnog troponina nalazi se slobodno u citozolu (84). Troponin se oslobada u uslovima
ireverzibilnog oStecenja miocita. Koris¢enjem testova koji nisu visoko osetljivi za
merenje Tn, merljivo oslobadanje Tn pocinje izmedu 4 1 6 h nakon celijske smrti,
dostize pik izmedu 18 1 24 h, a moze se detektovati u krvi 1 do 14 dana. Oslobadanje Tn
u kontekstu reverzibilne nekroze miocita nije jo§ uvek razjasnjeno. Pretpostavlja se da
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oslobadanje citozolne komponente moze da bude povezano sa povecanjem
propustljivosti membrane miocita, kao §to je to npr. u sepsi. Nasuprot cTnC, cTnT i
c¢Tnl su kodirani razli¢itim genima u sr€anom miSi¢u 1 sporim i brzim skeletnim
miSi¢ima. Kao posledica toga, u razli¢itim skeletnim misi¢ima, eksprimiraju se skeletne
ali ne 1 srcane izoforme. Zbog ekspresije njihove kardiospecificne izoforme, ¢TnT i
cTnl po oslobadanju u cirkulaciju mogu da se koriste kao osetljivi i specifi¢ni markeri
oSte¢enja miokarda. Fetalne izoforme ¢TnT mogu da se jave u skeletnim misi¢ima koji
su oboleli ili se regenerisu. UsavrSavanjem testova za odredivanje Tn iz generacije u
generaciju, eliminisan uticaj ovih izoformi (85-88). Iz oSte¢enih miocita cTnl se
oslobada kao slobodan i kao kompleks sa cTnC (dominantan oblik je kompleks cTnl-
cTnC) i nesto manje kao kompleks sa ¢TnT (¢TnT-cTnl-cTnC kompleks) (89-94).
Sr€ani troponini se degradiraju delovanjem intracelularnih proteaza u miokardu
(kalpain-1, kaspaze, matriks metaloproteinazom (MMP)-2) i u krvi (90, 94). Sréani Tnl i
TnT oslobadaju se iz nekroti¢nog miokarda kao intaktni proteini i kao degradacioni
produkti (94). Src¢ani TnT uglavnom cirkuliSe kao slobodan, ali su opisani i
imunoreaktivni fragmenti (91). Povec¢anje Tn u cirkulaciji moze da bude posledica
ostecenja miokarda, a ne samo ishemije, ali poviSene vrednosti ne definiSu uzrok
oste¢enja. Tako, koncentracije Tn mogu biti poviSene kod oStecenja povezanih sa
sekundarnom ishemijom miokarda (tahi- ili bradiaritmija, disekcija aorte i ozbiljna
bolest aortnih zalistaka, hipo ii hipertenzija, hemoragijski Sok, akutna ili hroni¢na
bubrezna insuficijencija, hipertrofi¢éna karidiomiopatija, disfunkcija sréanog endotela),
kod ostecenja koje nije povezano sa ishemijom miokarda (kontuzija srca, primena
radiofrekvencija ili krioablativne terapije, rabdomioloiza, miokarditis, kardiotoksi¢ni
agensi, ozbiljne opekotine) ili sa nekim drugim oboljenjima kao §to su plu¢na embolija
ili plu¢na hipertenzija, sepsa, bubrezna insuficijencija, amiloidoza, sarkoidoza itd.
Odredivanje Tn ne samo da ima dijagnosticku vrednost, ve¢ je i odlican
prognosticki marker o cemu svedoce brojne studije. Uvodenje nove generacije visoko
osetljivih testova u laboratorijsku praksu moglo bi da unapredi klini¢ku praksu u smislu
ranijeg postavljanja dijagnoze AIM ili iskljuCivanja istog, procene rizika od pojave

NKVD u buduénosti i prac¢enju terapije lekovima koji su potencijalno kardiotoksic¢ni.
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1.4.3. Biomarkeri vulnerabilnosti, rupture plaka i tromboze

CD40 ligand

CDA40 ligand (CD40L) poznat pod nazivom CD154 je 33 kDa tip Il proteina
membrane koji pripada familiji faktora nekroze tumora (TNF). Uglavnom se eksprimira
na aktiviranim T ¢elijama i trombocitima, ali 1 u endotelnim ¢elijama, glatkim misi¢nim
¢elijama, makrofagama, dendritiénim ¢elijama i epitelnim ¢elijama (95-101). Kao i
ve¢ina drugih ¢lanova TNF familije, CD40L moze da se detektuje u solubilnoj formi
(sCD40L). Solubilni CD40L uglavnom nastaje delovanjem proteaza (metaloproteinaza)
na CD40L na membrani trombocita (102, 103).

CD40L (CD154) gen nalazi se na hromozomu X, region g26.3—q27.1, obuhvata
13 kb, a sasatoji se od pet egzona i Cetiri introna. CD154 gen kodira protein od 261
aminokiseline (ak). Na karboksiterminalnom kraju nalazi se cisteinom bogat
ekstracelularni domen sastavljen od 215 ak, transmembranski domen od 24 ak i N-
treminalni intracelualrni domen sastavljen od 22 ak koji nema signalni peptid (104,
105). Svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za receptore i to za njegov glavni receptor
CDA40, kao i za novootkrivene allb B3, a5 B1 i aMB2 (Mac-1) integrine. CD40 receptor
pripada tipu | proteina membrane, takode TNF superfamiliji, a njegov gen lociran je na
hromozomu 20 (q12-q13.2) i eksprimira se na monocitima/makrofagama, endotelnim
¢elijama, glatkim miSié¢nim ¢elijama i trombocitima (106). Konstitutivno se eksprimira
na mnogim tipovima celija ukljucujuéi endotelne Ccelije, glatke miSiéne celije 1
trombocite. Transkripcija gena rezultira proteinom sastavljenim od 277 ak od cega
ekstracelularni domen sadrzi 171, transmembranski 22, a citoplazmati¢ni 62 ak. Osim
uloge u timus-zavisnom humoralnom imunom odgovoru CD40L ostvaruje niz uloga u
humanom organizmu (105,107) .

Za membranu vezani ili solubilni CD40L je u obliku trimera. Nakon vezivanja
CDA40L za CDA40 receptor, dolazi do oligomerizacije receptora, stvaranja dimera izmedu
cisteinskih ostataka 238 lociranih u intracelularnom domenu CD40. Ova
homodimerizacija je preduslov za dalju signalizaciju koja ukljucuje aktivaciju PI-3K i
ekspresiju B7-2 na B ¢elijama. CD40L, vezan za membranu ili solubilan trimer, vezuje
se i za allbB3 integrin, ¢lan superfamilije integrina koji je eksprimiran na trombocitima
I megakariocitima. Vezivanje CD40L za aktivni ili neaktivni allb 33 integrin rezultira
agregacijom trombocita, kao i stabilizacijom arterijskog tromba (108-110). CD40L
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takode se vezuje 1 za neaktivnu formu a5 B1 integrinskog receptora, Sto uslovljava
fosforilaciju ekstracelularnim signalom regulisane kinaze 1/2 (ERK 1/2) i ekspresijom
interleukina (IL)-8 iRNK u ¢elijama koje ga eksprimiraju (111). Cetvrti receptor za
CD40L je aMB2 integrin poznat i kao Mac-1 koji se eksprimira na neutrofilima, kao i
monocitima/makrofagama. Interakcijom trimera CD40L sa aktivhom formom ovog
receptora, stimuliSe Se adheziju 1 migraciju monocita 1 oslobadanje njihove
mijeloperoksidaze (MPQ) in vitro. CD40L takode povecava ekspresiju Mac-1 receptora,
posredujuci tako u komunikaciji sa aktivirnim trombocitima na mestu povrede (112).
CD40L indukuje mnoge bioloske uloge u vaskularnim c¢elijama. CD40L
stimuli$e endotelne ¢elije da povecano eksprimiraju adhezione molekule (E-selektin,
VCAM-1, ICAM-1) i tkivni faktor, kao i povecanu produkciju proinflamatornih
citokina (IL-8, MCP-1, MIP-3a, RANTES, IL-6, IL-15), metaloproteinaza (MT1-MMP,
MMP-1, MMP-2, MMP-9) i vazoaktivnih faktora (endotelin-1, superoksidni anjon),
smanjenu sintezu kardioprotektivnih faktora (apelin, endotelna NO sintaza). U
trombocitima je pokazano da CD40L reaguje sa najmanje dva receptora, CD40 i
allbp3. Vezivanjem za allbp3 integrin CD40L podstice aktivaciju trombocita.
Vezivanjem CD40L za CD40 trombocita indukuje se sinteza P-selektina i aktivaciju
trombocita, kao i oslobadanje sadrzaja njihovih a-granula i gustih granula, Sto vodi
agregaciji trombocita, produkciju proinflamatornih citokina (MCP-1, IL-1p, IL-6 i IL-8)
i metaloproteinaza (MMP-1,-2, -3,-9) i povecanju ekspresiju tkivnog faktora (113-121).
Poslednjih godina je pokazano da je interakcija CD40L/CD40 ukljucena u svaku
fazu ateroskleroze, od inicijacije do nastanka rupturi sklonog plaka. Inicijalno, CD40L
eksprimiran na aktiviranim T-Celijama interaguje sa CD40 eksprimiranim na
aktiviranim endotelnim c¢elijama S§to indukuje oslobadanje citokina kao i1 ekspresiju
adhezionih molekula, povecavaju¢i infiltraciju subendotelnog prostora leukocitima. Za
membranu vezan ili solubilan CD40L iz infiltriranih T ¢elija interaguje sa CD40 na
makrofagama u leziji (ukljuc¢ujucéi 1 penaste Celije) 1 na proliferaciju glatkih miSiénih
¢elija koje migriraju iz medije u intimu. Ova interakcija ¢e indukovati dalje oslobadanje
citokina, kao i produkciju MMP prevodeci leziju u nestabilno stanje sklono rupturi. U
tom trenutku, lezija je bogata tromboti¢kim komponentama kao Sto je tkivni faktor koji
¢e aktivirati spoljasnji put koagulacije i sam CD40L koji ¢e aktivirati trombocite. Ako

dode do rupture plaka, sledi aterotromboticki proces. Inhibicija vezivanja CD40L i

19



specificnog receptora moglo bi da promeni CD40L-indukovani ¢elijski odgovor bez
uticaja na ostale efekte CD40L i da se primeni u terapijske svrhe.

Veza izmedu CD40/CD40L i kardiovaskularnih oboljenja ispitivana je u brojnim
studijama koje su pokazale povecanu ekspresiju CD40 u nestabilnom, ateroskleroticnom
plaku sklonom rupturi (122). Povecane vrednosti CD40L utvrdene su kod bolesnika sa
asimptomatskom hiperholesterolemijom, nestabilnom anginom i AIM. Povecane
vrednosti SCD40L povecavaju rizik od nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja kod
bolesnika sa AKS (123, 124). Mada ove studije ukazuju da sCD40L ima znacajnu ulogu
u patogenezi, njegova uloga u prognozi bolesnika sa AKS ostaje kontroverzna.
CD40/CD40L koekspresija na trombocitima povezuje se sa restenozom, tako da CD40L
moze da se koristi i kao marker za procenu rizika od restenoze pre planiranja intrvencija

na arterijama u bolesnika sa vasularnim patologijama.

Mijeloperoksidaza

Mijeloperoksidaza (MPO), donor, vodonik peroksid oksidoreduktaza, EC
1.11.1.7) pripada familiji peroksidaza, koja obuhvata i laktoperoksidazu, eozinofilnu
peroksidazu i tiroidnu peroksidazu. MPO je jedan od najzastupljenijih proteina u
humanim polimorfonuklearnim neutrofilima, a ne$to manje u monocitima i tkivnim
makrofagama (125, 126). MPO se ¢uva u azurofilnim granulama polimorfonuklearnih
neutrofila i monocita. MPO se sintetiSe tokom mijeloidne diferencijacije u kostanoj srzi.
Samo promijelociti 1 promijelomonociti aktivno sintetiSu MPO. Njena sinteza pocinje u
endoplazmati¢nom retikulumu iz prekurzora preproMPO (80 kDa) koji se sastoji od
velike subjedinice o (55-64 kDA, 466 ak) i male subjedinice p (10-15 kDa, 108
minokiselina). Nakon cepanja signalnog peptida i inkorporiranja manoznih
oligosaharinih lanaca nastaje 90 kDa apoproMPO. On se udruzuje sa ¢aperonima CRT,
a kasnije 1 sa CLN 1 hemom formiraju¢i aktivan enzim proMPO koji se transportuje u
Goldzi aparat. Nakon izlaska iz Goldzi aparata propeptid se uklanja iz proMPO. Finalna
obrada odvija se u azurofilnim granulama, gde se formira simetri¢ni homodimer MPO
(144 kDa) u kome su monomeri povezani disulfidnom vezom (127). MPO je katjonski
protein; optimalni pH za dejstvo je 5.5, ali je enzim aktivan u Sirokom opsegu pH. MPO
je kodirana genom na 17 hromozomu (1723.1) sastavljena od 12 egzona i 11 introna
(128).
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Mijeloperoksidaza se povezuje sa inflamacijom i oksidativnim stresom. U
inflamaciji, MPO se oslobada iz azurofilnih granula aktiviranih leukocita, uglavnom
neutrofila i monocita. Oslobadanje MPO i formiranje reaktivnih vrsta moze biti
indukovano slede¢im mehanizmima: inflamacija indukuje privlacenje i aktivaciju
leukocita, neutrofili u cirkulaciji se vezuju za oS$te¢eni endotel i minimalno
modifikovane LDL cestice u intimi mogu da pokrenu ulaz monocita koji sazrevaju u
makrofage (neke od njih eksprimiraju MPO).

MPO je jedini humani enzim koji katalizue reakciju stvaranje hipohloritne
kiseline i drugih reaktivnih vrsta koje imaju antimikrobnu aktivnost. Hipohlorit prevodi
slobodne i za protein vezane tirozinske ostatke u 3-hlor tirozin (129, 130). U reakciji
oksidacije NO formiraju se nitriti; nitriti se sa vodonik peroksidom pod dejstvom MPO
prevode u azotdioksidni radikal (131, 132). Visoki nivoi 3-hlor tirozina i 3-nitro tirozina
u LDL detektovani su u humanim ateroskleroticnim plakovima (133, 134). Nastali
proizvodi indukuju oksidativno oSteé¢enje tkiva koje utice na endotelnu disfunkciju,
razvoj ateroskleroze, destabilizaciju plaka itd. MPO je takode katalizator za oksidativnu
modifikaciju lipoproteina, on oksiduje i nitrira LDL in vivo, ¢ine¢i LDL veoma
potentnim ligandom za makrofagni receptor cista¢ (“scavenger” receptor). Sistem MPO-
vodonik peroksid-nitrit (MPO-H,0,-NO;") identifikovan je kao potencijalni mehanizam
za konverziju LDL u azotdioksid-LDL koji se vezuje za CD36 receptor u makrofagama
i dovodi do formiranja penastih ¢elija (135). Ovi podaci ukazuju da je MPO ukljucen u
oksidativnu modifikaciju LDL u intimi krvnog suda, Sto rezultira konverzijom LDL u
njegovu aterogenu formu.

Osim LDL, HDL je takode osetljiv na oksidativnu modifikaciju kojom nastaje
disfunkcionalni HDL kod ljudi. Nastali hipohlorit u reakciji katalizovanoj MPO
modifikuje Tyr (Tyrl92) i Met ostatke u apo Al nitriranjem ili halogenovanjem.
Oksidacija apo Al sa MPO inhibira dva stupnja reverznog transporta holesterola:
oksidaciju apo Al koji nije vezan za lipide sa MPO inhibira efluks holesterola u ABCAL
putu i oksidacija apo Al vezanog za lipide sa MPO sprecava aktivaciju LCAT. Ovi
procesi kao posledicu imaju povecano formiranje penastih ¢elija i aterogenezu (136).

Mijeloperoksidaza uti¢e i na funkciju endotela. NO je vrlo znacajan faktor u
odrzavanju antiateroskleroti¢nih osobina endotela. NO deluje na adheziju monocita i
leukocita za endotel i interakciju trombocita i zida krvnog suda, smanjenje
permeabilnosti endotela i smanjenje tonusa krvnog suda, koji inhibiraju aktivnost NO
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sintaze ili redukcionih kofaktora kao Sto je NADPH. Ovo uzrokuje poremecaj u
vazodilataciji, agregaciji trombocita, privlacenju i aktivaciji leukocita i disfunkciju
endotela (137).

MPO aktivira matriks metaloproteinaze (MMP). Matriks metaloproteinaze uticu
na remodelovanje i stabilnost ateroskleroticnog plaka. Hipohlorit nastao delovanjem
MPO ubrzava degradaciju ekstracelualrnog matriksa fibroznog sloja degradacijom
kolagena i proteoglikana (138).

MPO moze da posreduje u degradaciji proteoglikana, §to je povezano sa
smanjenom adhezijom endotelnih ¢elija za subendotelni ekstracelularni matriks,
ubrzava povrsinske erozije i moze da uzrokuje AKS, posebno u slucaju fibroznog plaka
(139).

MPO inaktivira inhibitore proteaza kao §to su al-antitripsin, tkivni inhibitori
metaloproteinaza i inhibitor aktivatora plazminogena-1. Kao jako bazni protein, MPO se
vezuje za negativno naelektrisane glukozaminglikane ekstracelularnog matriksa i
povrsinu endotelnih ¢elija (140). Ovo doprinosi akumulaciji MPO u atroskleroti¢nom
plaku. S druge strane davanje heparina moze da uslovi oslobadanje vezanog MPO.
MPO je povezan sa aktivacijom proapoptotickih puteva, indukuje aktivaciju i agregaciju
trombocita i mogucnost stvaranja intrakoronarnog tromba (141).

Literaturni podaci pokazuju da su povecane koncentracije MPO nezavisan
prediktor za bududi rizik od nefatalnog AIM ili hospitalizacije kod zdravih osoba (142) i
da mogu biti prediktor razvoja koronarnih dogadaja kod osoba sa dokazanim
subklini¢kim ateroskleroti¢nim plakom (143). Brojne studije su se bavile ispitivanjem
vrednosti MPO kod bolesnika sa nestabilnom anginom, AKS, AIM kako u smislu
dijagnoze tako i prognoze.

Plazma protein A povezan sa trudnocom

Plazma protein A povezan sa trudnocom (PAPP-A, papalizin-1, EC 3.4.24.79)
pripada familiji metcincina (144,145) i inicijalno je otkrivena u plazmi trudnica.
Humani gen za PAPP-A nalazi se na hromozomu 9q33.1 i sadrzi 22 egzona duzine od
72-1063 nukleotida i 21 introna (146). Primarni transkripcioni produkt sastoji se od
1626 aminokisleina, ukljucujuéi i signalni peptid od 22 ak, proprotein od 58 i zreo
protein od 1546 ak (147, 148). PAPP-A ima pet domena: lamininu G slican domen,
proteoliticki domen koga karakteriSe prisustvo dva Lin-12/Notch ponovka, centralni
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domen, domen koji je definisan CCP (,,complement control protein”) modulima i kratak
C-terminalni domen. Enzimski aktivan PAPP-A se sastoji od dve disulfidnom vezom
povezane identi¢ne subjedinice i formira homodimer od 400 kDa (149). lako je placenta
glavno mesto njene sinteze, ekspresija PAPPA i njegove iRNK utvrdena je u razli¢itim
reproduktivnim i1 nereproduktivnim tkivima ukljucujuéi jajnike, endometrijum, testise,
bubrege i debelo crevo (150). In vitro studija je pokazala da se sintetiSe i u humanim i
svinjskim glatkim miSi¢nim ¢elijama koronarne arterije (151). Najznacajniji stimulatori
ekspresije PAPP-A u humanim fibroblastima i glatkim misi¢énim i endotelnim ¢éelijama
su proinflamatorni citokini faktor nekroze tumora a, inteleukin-1p (152). IL-6 deluje
stimulatorno u glatkim misi¢ima humanih koronarnih arterija (149), a transformisuci
faktor rasta p u humanim osteoblastima (153).

Evidentno je da se PAPP-A koji se sintetiSe tokom trudnocée razlikuje od one
prisutne u erodiranom ili rupturiranom ateroskleroticnom plaku. PAPP-A koja se
sinteti$e u trudnoci u trofoblastima placente stvara kompleks sa inhibitorom, uglavnom
eozinofilnim proMBP (glavnim baznim proteinom) i sa njim gradi proteoliti¢ki
neaktivan heterotetramer od 500 kDa, dok se PAPP-A u plaku ne vezuje za inhibitor.
Ova slobodna (“free”) PAPP-A oslobada IGF-1 iz kompleksa sa inhibitorima IGFBP-2,
-4 i -5, vrSe¢i proteolizu inhibitornih proteina (IGFBP), i onemogucavaju¢i njihovo
vezivanje za IGF-1. Na ovaj nacin ostaje slobodan IGF-1. Jedan od glavnih zadataka
PAPP-A je da omoguc¢i interakciju IGF-1 sa receptorima na membranama Ccelija
(154-160). IGF-1 moze da deluje proaterogeno indukcijom migracije makrofaga,
hemotakse, preuzimanjem LDL-holesterola u makrofage i oslobadanjem
proinflamatornih citokina i hemotaksu. Medutim, on moze da deluje i antiaterogeno
tako Sto Stiti endotelnu funkciju, stabilizuje plak i1 pokazuje antiinflamatorne i
antioksidativne efekte (158—169).

Literaturni podaci ukazuju na potencijalnu korisnost PAPP-A kao dijagnosti¢kog
1 prognostickog markera kod pacijenta sa koronarnom arterijskom boles¢u (154, 170),
vecéu osetljivost za ranu dijagnozu AKS u odnosu na troponin T ili CK-MB (155, 171),
kao i to da je bolji prediktor nezeljenih dogadaja od CRP. PAPP-A nije samo marker
nestabilnosti plaka ve¢ je i indikator loSije prognoze ¢ak i nakon pojave akutnog
ishemijskog dogadaja uzrokovanog nestabilno$¢u plaka (170). Implantacija stenta i
reperfuziona terapija u STEMI uzrokuje povecanje PAPP-A i do nekoliko puta odmah

nakon intervencije u poredenju sa bazalnim vrednostima pre pocetka lecenja (172, 173).
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Razvoj novih testova kojima ¢e se omoguciti odredivanje slobodnog PAPP-A doprinece

ispitivanju patofiziologije PAPP-A na molekularnom i ¢elijskom nivou.

Matriks metaloproteinaza-9

Matriks metaloproteinaze (MMPs) su grupa endopeptidaza koje mogu da cepaju
nekoliko komponenata ekstracelularnog matriksa u zidu krvnog suda, potencijalno
menjaju¢i sastav atroskleroticnog plaka. Matriks metaloproteinaza-9 (MMP-9) ili
gelatinaza B, pripada grupi gelatinaza (174). Humani gen za MMP-9 nalazi se na 20.
hromozomu. Matriks metaloproteinaza-9, molekulske mase 92 kDa pripada tipu
kolagenaza i ima sposobnost da degradira razli¢ite supstrate matriksa i to kolagen tip I,
IV i V, koji ¢ine znacajnu komponentu humane ateroskleroti¢ne lezije (175, 176).
Matriks metaloproteinaza-9 se sintetise kao pre—pro—enzim koji sadrzi
signalni peptid, prodomen, kataliticki domen i1 hemopeksinu sli¢an domen. Aktivirana
MMP-9, plazmin ili druge proteaze uklanjaju prodomen $to rezultira prevodenjem pro-
MMP-9 u njen aktivni oblik. Matriks metaloproteinaza-9 se razlikuje od drugih MMP
insercijom tri cisteinom bogata ponovka u katalitickom domenu ¢ija je sekvenca sli¢na
fibronektinu tipa Il i koji su neophodni za vezivanje i cepanje ekstracelualrnog matriksa
(177, 178). U fizioloskim uslovima sekretuju je osteoklasti, neutrofili, makrofage,
trofoblasti, neuroni hipokampusa i keratinociti (177), dok je u humanim
ateroskleroti¢nim plakovima uglavnom eksprimirana na makrofagama i glatkim mis$i¢ni
¢elijama (179). Matriks metaloproteinaza-9 je u ateroskleroti¢noj leziji lokalizovana u
fibroznoj kapi i ,,;-amenom* regionu (180, 181). Vezivanjem TIMP-1 Kkoji reverzibilno
inhibira MMP-9, menja se kinetika aktivacije enzima, ali se ne inhibira kataliticku
aktivnost MMP-9.

Matriks metaloproteinaza-9 ima proaterotromboti¢nu ulogu. Medutim nekoliko
studija pokazuje da MMP-9 osim §to je uljucena u formiranje i destabilizaciju plaka,
moze da uestvuje i u stabilizaciji plaka i U ,,zaceljivanju® infarkta. U MMP-9 i apoe
dvostrukih ,.knockout™ miseva nadeni su znacajno vec¢i plakovi u odnosu na kontrole
(182), dok su u drugoj studiji uprkos zapazanju da deficit MMP-9 dovodi do smanjenja
hiperplazije intime, na ,.knockout misevima utvrdili smanjenu migratornu aktivnost
glatkih miSi¢nih Celija i kapacitet delovanja na kolagen, ukazuju¢i da MMP-9 ne deluje
samo na degradaciju ekstracelualrnog matriksa, ve¢ 1 na reorganizaciju ekstracelualrnog

matriksa i remodeliranje arterija (183). Na C57BL/6 miSevima koriste¢i odstranjivanje
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dela zajednicke karotidne arterije do bifurkacije pokazano je da povecanje aktivnosti
MMP-9 prethodi pozitivnom geometrijskom remodelovanju arterija, $to ukazuje na
njenu potencijalnu korisnost (184).

PoviSene vrednosti MMP-9 utvrdene su kod bolesnika sa AKS (185, 186),
stabilnom koronarnom arterijskom boles¢u (187, 188), hipertenzijom (189), perifernom
arterijskom boles¢u (187, 188), stenozom karotidne arterije (190), dijabetes melitusom
(191) i restenozom nakon PKI sa metalnim stentovima (192), a mogu biti i prediktor
reinfarkta u bolesnika sa prelezanim AIM (193).

1.4.4. Biomarkeri inflamacije

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je neglikozilirani protein akutne faze, molekulske
mase 115 kDa sa homopentamernom strukturom (194). On je pentraksin, sastavljen od 5
jednakih subjedinica od 206 ak koje su kombinovane u trodimenzionalnu strukturu.
Svaki protomer CRP sadrzi po dva kalcijumova jona koja su esencijalna za vezivanje
liganada i znacajno stabilizuju strukturu protomera (195). Glavno mesto sinteze CRP su
hepatociti jetre. Sinteza CRP je pod izrazito osetljivom regulacijom transkripcije preko
proinflamatornih citokina interleukina (IL)-6, IL-1 i TNF-o (194, 196). Postoje
pretpostavke da monomer CRP nastao disocijacijom CRP pentamera ostvaruje
proateroskleroti¢ne efekte (197). Utvrdena je i ekstrahepati¢na sinteza CRP u epitelu i
makrofagama respiratornog trakta, bubregu i neuronima (198, 199). Kolokalizacija CRP
sa komplementom u ateroskleroti¢noj leziji ukazuje na lokalnu sintezu CRP (200).
Smatra se da CRP u ateroskleroticnim lezijama sintetiSu glatke miSi¢ne celije 1
makrofage; koncentracija iIRNK CRP je i do deset puta veca u plaku u poredenju sa
normalnom arterijjom. Lokalna sinteza 1 sekrecija CRP u ateroksleroti¢noj leziji
parakrinom/autokrinom stimulacijom moze da uslovi visoku lokalnu koncentraciju CRP
u plaku koja moze da doprinese proinflamatornim proaterogenim efektima. Celije zida
krvnog suda, glatke miSi¢ne Celije, humani zreli adipociti takode sintetiSu CRP. C-
reaktivni protein se kataboliSe u hepatocitima (201) i poluvreme Zivota kod ljudi je isto i
iznosti 19 h bez obzira na prisustvo bolesti ili koncentraciju CRP u cirkulaciji. Zato je
jedina determinanta koncentracije CRP u plazmi stepen njegove sinteze (202).
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C-reaktivni protein se vezuje za razli¢ite ligande. Fosfoholin je prirodni ligand
za koji se CRP vezuje najve¢im afinitetom i ovaj klju¢ni ligand je prisutan na polarnim
grupama fosfatidil holina u ¢elijskim mebranama 1 lipoproteinima plazme i1 kao
konstituent mnogih bakterija, gljivica i biljaka. C-reaktivni protein se osim za
pneumokokne polisaharide, fosfolipide, vezuje i za modifikovani LDL, faktor aktivacije
trombocita, apoptoticne celije, ribonukleoproteinske cestice i faktore komplementa
(203, 204). Takode, C-reaktivni protein se vezuje za FCy receptore (FCyRIIa/CD32,
FCyRI/CD68) §to je preduslov za proces opsonizacije. C-reaktivni protein ostvaruje
efekte kroz nekoliko signalnih puteva: aktivaciju ekstracelularnim signalom regulisane
kinaze (ERK) 1/2, koja je uklju¢ena u indukciju ekspresije MMP u endotelnim ¢elijama
i makrofagama, sintezu IL-8, sintezu vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) u
makrofagama i proliferaciju glatkih misi¢nih ¢elija (205-210). Ova signalna kaskada je
uklju¢ena u procese proliferacije, diferencijacije, migracije 1 apoptoze i1 sledi FCyR
ukrSteno vezivanje sa CRP. Rho/Rho-kinazni put, ukljucujuéi aktivaciju nuklearnog
faktora kB (NF-xB) doprinosi vaskularnom remodelovanju i aterosklerozi (211, 212).
Poznato je da NFxB ima znaCajnu ulogu u inflamaciji 1 nestabilnosti plaka,
povecavajuci ekspresiju kaskade prokoagulantnih i proinflamatornih gena. Aktivacijom
NFkB CRP amplifikuje inflamatorne stimuluse (213, 214). CRP takode indukuje i
ekspresiju tkivnog inhibitora aktivatora plazminogena (PAI-1).

Vrednosti CRP u plazmi zavise od brojnih faktora kao $to su pusenje, gojaznost,
fizicka aktivnost, sociodemografski faktori (starost, obrazovanje, rasa), nacin Zivota 1
primena hormonske teraije, pusenje, unos alkohola), dijabetes melitus, genetski faktori
(215-219).

CRP je veoma osetljiv marker inflamacije i ukljuen je u patofiziologiju
ateroskleroze. CRP deluje na svakom stupnju aterogeneze, od inicijalnog privlacanja
leukocita i endotelne disfunkcije do klinickih dogadaja. Povecane koncentracije
indukuju disfunkciju endotela. C-reaktivni protein povecava ekspresiju adhezionih
molekula (ICAM, VCAM, E-selektin, protein-1 koji privlaci monocite (MCP-1)) sto
povecava adheziju monocita za endotelne Celije. Osim toga, on smanjuje aktivnost
endotelne NOS. Takode, CRP indukuje sintezu endotelnog receptora za oksidovani
LDL (LOX-1), sto poveéava adheziiju humanih monocita za endotelne celije i
uslovljava povecano preuzimanje oksLDL od strane tih ¢elija i povecano formiranje

penastih cellija. U penastim c¢elijama u ateroskleroticni lezijama, CRP aktivira
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komplement. U procesu prevodenja masnih pruga u fibrozni aterom dominantnu ulogu
imaju glatke miSi¢ne Celije koje migriraju u intimu, gde proliferiSu stvaraju¢i fibroznu
kapu. C-reaktivni protein povecava proliferaciju i migraciju glatkih misi¢nih Celija,
stimuliSe inducibilnu NO sintazu, povecava produkciju reaktivnih oblika kiseonika
(ROS), MMP, MCP-1. CRP moze da stimuliSe apoptozu glatkih miSi¢nih ¢elija $to je
kljuéni korak u stvaranju nestabilnog plaka. CRP modulira inflamaciju uticajem na
interakciju CD40/CD40L, povecavajuéi ekspresiju obe komponente (220).

Danas su na trzistu dostupni i visoko osetljivi testovi za odredivanje CRP. Ovo
oznacava merenje CRP u uzorcima seruma ili plazme imunoodredivanjima sa
dovoljnom osetljivos¢éu da kvantifikuju CRP u njegovom normalnom opegu nasuprot
starijjim testovima koji su imali ve¢i detekcioni limit 1 koji su bili pogodni za
odredivanje CRP kao proteina akutne faze. Cak i umereno poveéane bazalne
koncentracije CRP povezane su sa rizikom od ateroskleroze i koronarne bolesti u opstoj
populaciji i pokazuju prediktivnu vrednost. CRP se moze odredivati i u smislu
sekundarne prevencije, kako kod bolesnika sa hroni¢nom stabilnom anginom, tako i kod
bolesnika sa AKS. CRP je ispitivan i kao prognosticki marker za pojavu NKVD po

prelezanom AIM.

Citokini
Klasifikacija citokina

Citokini su grupa kratko-deluju¢ih proteina, glikoproteina i peptida koji se
sintetiSu u razli¢itim celijama imunog sistema 1 vaskularnim c¢elijama i1 deluju u
pikomolarnim ili nanomolarnim koncentracijama, tako S§to aktiviraju specificne
receptore 1 moduliraju funkcije mnogih ¢elija i tkiva. Neki citokini mogu biti vezani za
membranu ili udruzeni sa ekstracelularnim matriksom 1 prelaz izmedu solubilne 1
membranske forme moze biti znacajan regulatorni dogadaj. Razliiti tipovi ¢elija mogu
da sintetisSu iste citokine 1 jedan citokin moze delovati na vise tipova Celija (plejotropija)
1 ispoljavati razlicite bioloske aktivnosti u zavisnosti od tipa celije, vremena i konteksta
(221). Sli¢ne funkcije mogu biti regulisane razli¢itim citokinima (,,cross-talk®) (222).
Zbog funkcionalnog preklapanja citokina, teSko je ponekad proceniti njihovu
patofiziolosku ulogu. Takode citokini se nekad sintetiSu u kaskadama, poSto jedan

citokin moze da stimuliSe ciljne Celije da sintetiSu druge citokine. Citokini mogu da
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deluju sinergisticki ili antagonisticki. Generalno citokini se mogu podeliti u nekoliko

grupa:

Faktori nekroze tumora (TNF),

Interleukini (IL), citokini koje sintetise jedna vrsta leukocita, a deluju na drugu
vrstu leukocita,

Limfokini, inicijalno se smatralo da ih sintetiSu samo limfociti,

Monokini, inicijalno se smatralo da ih sintetiSu samo monociti,

Interferoni (IFN), mislilo se da su ukljuceni u antivirusni odgovor i obuhvataju
IFN-a, -B, -v,

Faktor stimulacije kolonija (CSF), incijalno se smatralo da podrzavaju rast celija
u polu¢vrstim medijima i obuhvata granulocitni G-CSF, monocitni M-CSF, i
granulocitno-monocitni faktor GM-CSF,

TransformiSu¢i faktori rasta (TGF) ukljucuju TGF-B1, 2, 1 3, koStane morfogene
proteine (BMPs), aktivine i inhibine,

Hemokini, smatralo se da su ukljuceni u hemotaksu. Superfamilija hemokina
obuhvata cetiri podfamilije (XC, CC, CXC, 1 CX3C). Podela se zasniva na
prisustvu konzervisanih cisteinskih ostataka na amino-terminalnom kraju i
varijabilnog regiona X. Podfamilija XC obuhvata XCL1 i XCL2, koji privlace
limfocite. Hemokini CC dominantno privlace mononuklearne ¢elije. Hemokini
CXC podeljeni su na bazi prisustva sekvence glutaminska kiselina-leucin—
arginin (ELR motiv) u blizini amino-terminalnog kraja. ELR+ CXC hemokini su
hemoatraktanti za neutrofile sa angiogenim osobinama. ELR-CXC su
hemoatraktanti za limfocite sa angiostatickim osobinama. Podfamilija CX3C
obuhvata CX3CL1 (fraktalkine). Hemokini mogu imati razli¢ita imena npr. IL-8
(CXCL8), trombocitni faktor-4 (PF-4/CXCL4), makrofagni inflamatorni protein
(MIP)-1a (CCL3), MIP-1B(CCL4), RANTES (regulisan aktivacijom,
normalnom T-ekspresijom i sekrecijom, CCL5), i hemoatraktantni proteini
monocita (MCP)-1 (CCL2), -2(CCLS8), -3, i -4,

Drugi proteini (223).

U zavisnosti od Celije koja ih sintetiSe, citokini se mogu podeliti u dva tipa: tip 1

citokina koga sintetiSu Th1 T-pomoc¢ne (,,helper) éelije i obuhvataju IL-2, IL-12, IFN-
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v, 1 TNF-B; 1 tip 2 citokina koji sintetiSu Th2 T-pomocne (,,helper®) ¢elije i obuhvataju
IL-4, -5, -6, -10, i -13. Thl citokini pokrecu celijski imuni odgovor ukljucujuci
aktivaciju makrofaga. Th2 citokini imaju ulogu u razli¢itim inflamatornim procesima
ukljucujuéi alergijske reakcije, astmu i atopi¢ni dermatitis i mogu inhibirati odredene
oblike autoimunosti (224). Citokini mogu takode da se podele na proinflamatorne i anti-
inflamatorne citokine. Proinflamatorne citokine sintetiSu uglavnom aktivirane
makrofage uklju¢ene u ushodnu regulaciju infalamtornih reakcija i mogu delovati kao:

e endogeni pirogeni (TNF-a, IL-1, IL-6),

e ushodni regulatori inflamatornih reakcija (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-19, IFN-B),

e stimulatori reaktanata akutne faze (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-11, IFN-y, TGF-p),

e hemoatraktanti (IL-8, MIP-1a, MIP-13, RANTES, PF-4, MCP-1, -2, -3),

e stimulatori proinflamatornih citokina (IL-12).

Anti-inflamatorni citokini su uklju¢eni u nishodnu regulaciju inflamatornih
reakcija i obuhvataju IL-4, IL-10, IL-13, IFN-a i TGF-p. Medutim, jasna klasifikacija
citokina u proinflamatorne ili antiinflamatorne nije jednostavna, jer inflamatorni
odgovor ne odreduje samo ravnoteza izmedu pro- i anti-inflamatornih citokina, ve¢ i
vreme njihovog oslobadanja, sredina u koju se oslobadaju, prisustvo sinergistickih ili

kompetitivnih faktora, gustina receptora za citokine i odgovor tkiva na citokine.

Izvori citokina
Citokini se sintetiSu kao odgovor na inflamatorne stimuluse u makrofagama, T
¢elijama 1 monocitima, kao i1 trombocitima, endotelnim ¢elijama i1 glatkim miSiénim
¢elijama krvnog suda i adipocitima. Makrofage su ipak glavna mesta sinteze citokina.
One sintetisu proinflamatorne citokine TNF-a, IL-1, -6, -12, -15, -18, i -32, kao i anti-
inflamatorne citokine IL-10 i TGF-B. Autokrina aktivacija IL-12 i IL-18 moze uticati na
sintezu IFN-y. Makrofage takode eksprimiraju i brojne hemokine MCP-1/CCL2, MCP-
4/CCL13 i IL-8/CXCLS8 (225). T ¢elije sekretuju brojne citokine ukljucujuéi IFN-y i IL-
4. Trombociti su takode veoma znacajan izvor citokina, hemokina i faktora rasta. Oni su
uskladisteni u o-granulama i oslobadaju se tokom aktivacije trombocita. Trombociti
takode sekretuju CXC hemokine kao S§to su PF4/CXCL4 i CC hemokini (MIP-1
(CCL3), RANTES (CCL5)) (226). Celije zida krvnog suda su istovremeno i mesto
oslobadanja 1 mesto delovanja citokina. Endotelne celije sintetiSu IL-1a 1 IL-1p, dok
glatke miSi¢ne Celije sintetiSu TNF-a, IL-1a 1 IL-1p.
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Receptori za citokine

Citokini ostvaruju svoje bioloske efekte vezivanjem za specificne receptore na
povrsini ciljnih ¢elija. Superfamilija receptora za citokine ukljucuje nekoliko proteina
koji dele iste ekstracelularne motive, ali imaju ograni¢enu slicnost u njihovim
citoplazmatskim domenima.

1. Hematopoietinski receptori su najbolje okarakterisani receptori. Oni su dimeri
ili trimeri sa konzervisanim cisteinima u njihovim ekstracelularnim domenima i
konzervisanom Trp-Ser-X-Trp-Ser sekvencom. Primeri su receptori za IL-2, IL-7 1 GM-
CSF. Oni imaju generalno dve subjedinice, jednu specificnu za citokin i jednu za
provodenje signala. Npr. subfamilija GM-CSF ima jedinstvenu subjedinicu koja
specifi¢no vezuje ili GM-CSF, IL-3 ili IL-5 malim afinitetom, i subjedinicu B koja
provodi signal koji povecava afinitet vezivanja citokina. Vezivanje citokina uslovljava
dimerizaciju o 1 B subjedinica, koje se zatim udruzuju sa citoplazmatskim tirozin-
kinazama 1 fosforiliSu proteine koji aktiviraju transkripciju iRNA. GM-CSF i IL-3
deluju na hematopoetske stem celije 1 progenitorne Celije 1 aktiviraju monocite. GM-
CSF, IL-3 i IL-5 takode mogu stimulisati proliferaciju eozinofila i degranulaciju
bazofila. Sva tri receptora fosforiliSu isti citoplazmatski protein i antagonisticka
aktivnost GM-CSF i IL-3 moze da se objasni njihovom kompeticijom za ogranic¢enu
koli¢inu B subjedinice. Podfamilija IL-2R receptora za IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 i IL-15
ima jedinstveni citokin-specifican a lanac, ali svi imaju uobicajeni prenosnik signala y
lanac. IL-2 i IL-15 su trimeri i dele IL-2R B lanac. Monomerni IL-2R o ima mali afinitet
za IL-2, dimer IL-2R By ima srednji afinitet, a trimer IL-2R afy vezuje IL-2 sa velikim
afinitetom. IL-2R o lanac se eksprimira u aktiviranim T ¢elijama. Neaktivirane T-Celije
i NK ¢elije (¢elije ,,ubice*) konstitutivno eksprimiraju mali broj IL-2R By (227)

2. IFN receptori: Ovi receptori imaju konzervisane cisteinske ostatke, ali ne Trp-
Ser-X-Trp-Ser sekvencu i ukljucuju receptore za [FNa, IFNf ilFNy (228).

3. TNF receptori imaju cCetiri ekstracelularna domena i ukljucuju receptore za
solubilni TNFa i TNFP kao i za membranu vezani CD40 i Fas. Opisana su dva TNF
receptora, TNFR1 i TNFR2. TNF receptori CD40 i Fas vezuju ligie CD40L i FasL na
efektornim T celijama. CD40 je eksprimiran na plazma membranama B ¢elija i
makrofaga. T ¢elijski CD40L vezuje se za B ¢elijski CD40 1 stimuliSe proliferaciju B
¢elija 1 izotipski ,,switching®. Vezivanje T celijskog CD40L za makrofagni CD40

stimuliSe makrofage da sekretuju TNFa 1 postanu mnogo senzitivnije na IFNy.
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Vezivanje T Celijskog FasL za Fas vodi aktivaciji kaspaznih proteaza koje iniciraju
apoptozu c¢elija koje eksprimiraju Fas (229).

4. Hemokinski receptori: Ovi receptori imaju sedam transmembranskih heliksa i
kuplovani su sa proteinom G. Ova familija obuhvata receptore za IL-8 (CXXR2), MIP-
1, MCP-1 (CCR2), fraktalkin/CX3CR1 i RANTES (230).

Solubilni receptori citokina

Osim receptora koji su vezani za membranu, mnogi lanci receptora za citokine
javljaju se u solubilnoj (s) formi i nastaju ili proteolizom ekstracelularnog domena za
membranu vezanog receptora ili skra¢enog receptora iz alternativnog transkripta.
Sinteza solubilnih receptora pomocu oba mehanizma se obi¢no povecava sa aktivacijom
¢elija. Solubilni receptori mogu imati razlicite fizioloske uloge: desenzitizacija celija
koje imaju ovaj receptor, inhibicija delovanja citokina kompeticijom sa receptorima
vezanim za membranu, zastita solubilnih citokina od degradacije, transport citokina i
uceS¢e u formiranju funkcionalnog receptora. Relativna koncentracija solubilnih
receptora za citokine, relativan afinitet za solubilni receptor i moguénost interakcije sa
drugim molekulama. Najbolje prouceni solubilni receptori za citokine su slL-6a., SIL-
2R, STNFR1 i sSTNFR2 (230, 231).

Citokinima indukovana celijska signallizacija

Mada su broj i uloge citokina razli¢ite, ve€ina njih ima isti mehanizam
delovanja. Mnogi citokini se sintetiSu u neaktivnoj formi a nakon cepanja postaju
aktivni. Interakcija citokina sa specifiécnim receptorima na razli¢itim tipovima celija,
pracena je aktivacijom intracelularnih signalnih puteva koji aktiviraju transkripcione
faktore kao §to su prenosici signala i aktivatora transkripcije (STAT), NF-kB, sa sma- i
mad-povezanim proteinima (Smad) i na taj na¢in deluju kao gen-regulatorni protein
(225, 233). Rezultat ove interakcije ukljucuje adheziju ¢elija, promenu permeabilnosti i
apoptozu. Vecina citokina stimuliSe proliferaciju i diferencijaciju ¢elija imunog sistema.
Citokini takode indukuju rast i migraciju ¢elija zida krvnog suda. Citokini mogu da
povecaju produkciju reaktivnih kiseoni¢nih radikala i u endotelnim ¢elijama modifikuju
sintezu/aktivnost vazodialtatornih medijatora kao §to su NO, prostaciklin, bradikinin,
kao i vazoaktivni medijatori endotelin i angiotenzin II. Citokini takode mogu da

interaguju sa glatkim misi¢nim éelijama i aktiviraju Ca?*, protein kinazu C, Rho kinaze,
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MAPK puteve, koji dovode do rasta i migracije ¢elija. Citokini takode mogu da
interaguju sa integrinima i MMP 1 modifikuju sastav ekstracelualrnog matriksa.
Perzistentno povecanje citolkina praceno je vaskularnom disfunkcijom 1

aterosklerozom.

Interleukin 1

Clanovi IL-1 familije citokina su proinflamatorni citokini koji su eksprimirani u
gotovo svim tipovima c¢elija uklju¢enim u proces ateroskleroze i predstavljaju prve
citokine koji su izu¢avani na polju inflamacije zida krvnog suda. IL-1 familija se sastoji
od pet proteina koji pokazuju zna¢ajnu homologiju sekvence (234, 235): IL-1a, IL-1p,
IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra), IL-18 (IFNy-indukuju¢i faktor), ligand ST2L
receptora i 1L-33. IL-1 je primarni proinflamatorni citokin (236, 237) koji se javlja u
dva glavna bioloski aktivna oblika: IL-1ou i IL-1f. I IL-1a i IL-1f se sintetiSu kao veliki
prekurzorni proteini. Pro IL-1a je bioloski aktivan i cepanjem pod dejstvom kalpaina
nastaje zreo protein IL-1a. Obe forme ostaju unutar celije sve dok ne dode do smrti
¢elija. Pro-IL-1B nije bioloski aktivan 1 proteteolitickim cepanjem pomocu
intracelularnog IL-1B-konvertuju¢eg enzima (ICE ili kaspaze-1) nastaje zreo protein
(238). Mada je vecina IL-1pB prekurzora lokalizovana u citozolu, jedan deo se pomera u
sekretorni lizozom gde se kolokalizuje sa prokaspazom-1 (239).

IL- 1B je dominantna izoforma u cirkulaciji kod ljudi. IL-1a i IL-1f vezuju se za
dva IL-1 receptora (IL-1R): tip i tip Il. Kada se IL-1 (IL-1a ili IL-1p) veze za IL-1 tip |
receptora (IL-1RI), za kompleks IL-1/IL-1RI formira kompleks sa IL-1 receptor
pomoénim proteinom (IL-1RACP). Ovo rezultira prenosom signala koji je odgovoran za
ve¢inu dejstava posredovanih IL-1. Signalizacija je izazvana p38 mitogenom-
aktiviranom protein kinazom (MAPK)-aktiviranom fosforilacionom kaskadom. Ovo
rezultira aktivacijom transkripcionog NF-kB i aktiviraju¢eg proteina-1 (AP-1) i
ekspresijom razlic¢itih proinflamatornih gena, ukljucuju¢i IL-1 (240-243). Tip Il
receptora (IL-1RII), poznat kao ,,mamac* receptor, deluje kao plivajuci receptor, nema
intracelularni signalni domen i ne provodi signal. Pretpostavlja se da deluje kao
unutra$nji put koji negativno regulise aktivnost IL-1 (244—246).

Celijske komponente zida krvnog suda imaju dvojaku ulogu: da generisu IL-1

signalizaciju i da budu ,,mete* dejstva IL-1 signalizacije. IL-1 je jedan od prvih citokina
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koji su ukljuceni u razvoj i progresiju vaskularne inflamacije u atrosklerozi. IL-1
stimuliSe ekspresiju adhezionih molekula na vaskularnim endotelnim celijama,
povecavajuci vaskularnu permeabinost, indukujuci proliferaciju glatkih misi¢nih celija,
indukujuéi prokoagulantnu aktivnost i sekreciju citokina u endotelnim glatkim misi¢énim
¢elijama i monocitima/makrofagama zida krvnog suda (247-249). Sve ove celijske
komponente imaju sposobnost da sintetisu IL-1 (250).

IL-1 je uklju¢en u sve faze ateroskleroze od ranog formiranja plaka do
destabilizacije i rupture lezije. U procesu aterogeneze, IL-1 povecava adheziju leukocita
na endotelne celije (251) i posreduje u transmigraciji leukocita u intimu zida krvnog
suda (252). Lokalno sintetisan IL-1 moze dalje da podrzava odrzavanje inflamatornog
mikro-okruzenja uticajem na ekspresiju citokina i adhezionih molekula. U
uznapredovalom plaku, IL-1-indukovana ushodna regulacija MMP moze destabilizovati
fibroznu kapu lezije i doprineti rupturi plaka (253). Hipoteza o znacajnoj ulozi IL-1 u
svakom aspektu aterogeneze je i klini¢ki potkrepljena brojnim studijama. Povecéane
koncentracije IL-13 u serumu izmerene su kod bolesnika sa koronarnom src¢anom
bolescu (254). Povecane koncentracije IL-1fB takode su utvrdene u perikardnoj te¢nosti
bolesnika sa nestabilnom anginom pektoris (255). U populacionoj geneti¢koj studiji,
Momiyama i sar. (256) su utvrdili znacajnu asocijaciju polimorfizma IL-1f gena i
incidence infarkta miokarda kod bolesnika seropozitivnih na hlamidiju pneumoniae.
Klini¢ka ispitivanja su takode pokazala da su koncentracije IL-1p u serumu povecane
kod bolesnika sa AIM unutar prvih nekoliko sati od pocetka bola (257). Medutim, druge
studije nisu pokazale povecanje koncentracije IL-1p u bolesnika sa AIM; one nisu bile
povecane ni u jednoj maloj grupi bolesnika sa komplikovanim infarktima (Killip klasa 3
i 4) i kod bolesnika koji su primili fibrinoliticku terapiju (258). Uprkos znacajnoj
lokalnoj ushodnoj regulaciji IL-1B u infarktom zahvacenom miokardu, povecanje u
serumu se teSko detektuje jer se citokini vezuju za velike proteine kao Sto je a2
makroglobulin, komponente komplementa ili solubilni tip 11 IL-1 receptora (236).

Nakon infarkta miokarda, IL-1 reguliSe inflamatorni odgovor i ukljucen je u
razvoj nepozeljnog remodelovanja povecavajucéi ekspresiju MMP. IL-1 signalizacija
moze da bude osnovni medijator u patogenezi srCane insuficijencije, suprimiranjem
kontraktilnosti sr€anog miSi¢a, ubrzvanjem hipertrofije miokarda i1 indukovanjem

apoptoze kardiomiocita (259).
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Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) je proinflamatorni citokin molekulske mase 15,5 kDa,
sastavljen iz 133 ak i Cetvorostrukog a-heliksa. Gen za IL-2 lokalizovan je na 4926 i
sastavljen od cetiri egzona. Mehanizam regulacije ekspresije obuhvata regulaciju
transkripcije i stabilizaciju iIRNK. Njegova osnovna funkcija je proliferacija i
diferencijacija NK celija, kao i T 1 B ¢elija, eliminacija auto-reaktivnih T-Celija i
stvaranju i homeostazi regulatornih T c¢elija (Treg) koje imaju ulogu u patogenezi
autoimunih oboljenja (260, 261). Svoje efekte ostvaruje vezivanjem za visoko-afinitetni
receptor koji se sastoji iz tri subjedinice IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122) i y. (CD132)
koje su koeksprimirane na Treg c¢elijama i na antigenom aktiviranim T limfocitima.
Nakon vezivanje IL-2 za receptor transdukcija signala se odvija preko puta koji
ukljucuje JAK1 (Janus kinase 1), JAK3 i STATDS. Interakcija IL-2 sa B- i y-lancem vodi
fosforilaciji receptora i JAK1 i JAK3 koje su povezane sa B-i y-lancem. Zatim se
STATS vezuje za fosforilisani receptor i sam se fosforiliSe na klju¢nom tirozinskom
ostatku, nakon ¢ega se odvaja od receptora i dimerizuje. Fosforilisani STATS dimeri se
translociraju u nukleus i deluju na transkripciju ciljnih gena (262—-264). Kvaternarni
kompleks IL-2-1L2R se brzo internalizuje, a IL-2, IL-2Rp, i yc se brzo degradiraju, ali
se IL-2Ra reciklira na povrsinu Celije (265, 266).

Interleukin-3

Interleukin-3 (IL-3) je glikoprotein sastavljen od 152 ak, molekulske mase 17 kDa.
Humani gen lociran je na 5931 hromozomu samo 9kb od gena za GM-CSF u klasteru sa
GM-CSF, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13 (267, 268). Svoje dejstvo ostvaruje preko visoko
afinitetnog receptora koji je heterodimer i sastoji se iz a-subjedinice koja je specifi¢na
za IL-3 i B-subjedinice koja je odgovorna za transdukciju signala i koju dele receptori za
IL-3, faktor 2 stimulacije rasta kolonija (CSF2/GM-CSF) i IL5. Beta subjedinica se
aktivira vezivanjem liganda i neophodna je za biolosku aktivnost IL3. Transdukcija
signala obavlja se sistemom JAK2/STATS, a indukcija c-myc (progresija celijskog
ciklusa i sinteza DNK) i aktivacija Ras puta (supresija apoptoze) (269—272). SintetiSu
ga aktivirane T-¢elije, moniciti/makrofage i stroma celije. Ovaj citokin je multipotentni
hematopoetski faktor rasta, indukuje proliferaciju, sazrevanje i verovatno i samo-
obnavljanje pluripotentne hematopoetske stem celije i ¢elija mijeloidne, eritrocitne i
magakariocitne loze. IL-3 ima vaznu ulogu na bazofilima i mast ¢elijama.

34



IL-3, eksprimiran aktiviranim T-limfocitima u ranoj fazi i u uznapredovalom
ateroskleroti¢nom plaku moze da deluje direktno na proces ateroskleroze ili aktivacijom
migracije glatkih miSi¢nih ¢elija i proliferacije ili indirektno sintezom VEGF (273).
Uloga IL-3 u patofiziologiji ateroskleroze dokazana je u nekoliko studija. U endotelnim
¢elijama humane umbilikalne vene IL-3 stimuliSe ekspresiju P-selektina, proaterogene
molekule koja posreduje u adheziji i transmigraciji leukocita i monocita (274). U
glatkim miSi¢nim c¢elijama krvnog suda, utvrdeno je da IL-3, koga sintetiSu aktivirane
T-c¢elije iz ateroskleroti¢ne lezije , pokrece sintezu DNK i transkripciju gena za VEGF u
vaskularnim glatkim misiénim ¢elijama (272, 273, 275). 1L-3 dovodi se u vezu i sa

restenozom posle uradene PKI kod bolesnika sa koronarnom arterijskom boles¢u (276).

Interleukin-4

Interleukin-4 (IL-4) je plejotropni imunomodulatorni citokin koga sekretuju Th2
¢elije 1 koji je tradicionalno smatran anti-inflamatornim citokinom (277-279).
Eozinofili, bazofili i mast ¢elije takode mogu da sintetisu 1L-4 (280, 281). Medutim,
danas je jasno opisana njegova proaterogena uloga. Studije su pokazale da IL-4
indukuje proinflamatorni odgovor u vaskularnim endotelnim celijama stimuliSuci
ekspresiju VCAM-1, E-selektina, MCP-1 i IL-6 (282—-291). Humani gen za IL-4 lociran
je na 5931 hromozomu. IL-4 deluje preko IL-4 receptora (IL-4R) koji se sastoji iz dve
subjedinice, o lanca (IL-4Ra) i y lanca (yc). IL-4Ra je komponenta i IL-4 i IL-13
receptorskog kompleksa. Gen za ovaj receptor, IL4RA gen, lociran je na 16. hromozomu
(16p12.1). Signalizacija obuhvata slede¢e puteve: insulin receptor supstrat-1 (IRS-1),
fosfoinozitid-kinazni put, Ras/MAPK put, JAK1,3/STAT6 (292—294). Utvrdeno je da
vrednosti IL-4 pre i nakon PKI koreliraju sa disfunkcijom leve komore (295).

Interleukin-5
Interleukin-5 (IL-5) je homodimerni glikoprotein molekulske mase 45—60kDa.
Varijacije u molekulskoj masi su posledica dodavanja heterogenih ugljenohidratnih
lanaca. Uklanjanje ugljenih hidrata iz IL-5 uzrokuje gubitak termostabilnosti, ali ne
uti¢e na biolosku aktivnost in vitro. Uglavnom ga stvaraju Th2 ¢elije nakon stimulacije
antigenima (Mycobacterium tuberculosis, Toxocara canis) ili alergenima i mast Celije
nakon stimulacije sa alergen/IgE kompleksom. IL-5 gen je lociran na 11. hromozomu u
blizini gena koji kodiraju IL-3, IL-4, GM-CSF (296) koji su ¢esto koeksprimirani u Th2
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¢elijama. IL-5 deluje na ciljnu Celiju vezivanjem za receptor (IL-5R) koji se sastoji od
a-lanca (IL-5Ra) i B lanca (Bc). IL-5 se specifi¢no vezuje za a-lanac, a B¢ je odgovoran
za transdukciju signala koju deli sa IL-3R i GM-CSFR. Proksimalna sekvenca
citoplazmaticnog domena bogata prolinom (PPXP motiv) i IL-5Ra i B¢ su neophodne
za IL-5 indukovanu transdukciju signala. IL-5 aktivira tri razli¢ita signalna puta i to
JAK2/STATS5, Btk i Ras/ERK (297-299). Vec¢ina B1-limfocita konstitutivno eksprimira
IL-5Ra i odgovara na IL-5 za proliferaciju i diferencijaciju u plazma celije koje
sekretuju antitela. Glavna mesta sinteze IL-5 su Th2, Tc2, mast ¢elije, eozinofili, yoT
¢elije, NK T-Celije i epitelne Celije (300-302).

IL-5 ima znacajnu ulogu U patogenezi astme, hipereozinofilnim sindromima, i sa
eozinofilima povezanim infalamtornim oboljenjima. Osim toga smatra sa da je IL-5
veza izmedu urodenog i steenog imuniteta specificnog za epitope oksLDL i da ima

ateroprotektivna svojstva, delimi¢no stimuliSuci sintezu ateroprotektivnih IgM antitela
specifi¢na za oksidovani LDL (303).

Interleukin-6

IL-6 je multifunkcionalni proinflamatorni citokin 1L-6 familije citokina.
Eksprimiran je u maloj koncentraciji kod zdravih osoba, ali su povecane koncentracije
IL-6 utvrdene kod osoba koje imaju neku infekciju ili traumu, u razli¢itim hroni¢nim
oboljenjima kao §to su ateroskleroza, infarkt miokarda, tip Il dijabetesa i gojaznost
(304, 305). Gen za IL-6 lociran na 7. hromozomu kodira protein molekulske mase 21
kDa sastavljen od 185 ak. SintetiSu ga brojne Celije kao $to su fibroblasti, endotelne
¢elije, mononuklearni fagociti, neutrofili, hepatociti, T 1 B limfociti, neuroni, astrociti 1
glija ¢elije (306,307). IL-6 se na ciljnim celijama vezuje za receptor IL-6R koji se
sastoji od dve subjedinice, tj. dva razli¢ita udaljena glikoproteina. Subjedinica o
(80kDa) vezuje ligand IL-6, dok subjedinica B (130kDa) ima funkciju transduktora
signala i naziva se gp130. Za razliku od a-subjedinie koja je prisutna dominantno u
hepatocitima i monocitima, B-subjedinica je prisutna u skoro svim tkivima. IL-6
alternativno moze da se veze i1 za sIL-6R. U ovom alternativnom putu-
transsignalizaciji, IL-6 se vezuje za sIL-6R, a zatim se nastali kompleks IL-6/sIL-6R
vezuje za gpl130 molekul na ciljnim ¢elijama koje ne poseduju IL-6R. Vezivanjem IL-6
kompleksa za gpl30 subjedinicu nastaje heksamerni kompleks koji rezultira

signalizacijom u ciljnim ¢elijama vodeci aktivaciji transkripcionog faktora C/EBP preko
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Ras-ERK-MAPK kaskade. Dalje se aktivira transkripcioni faktor STAT3 koga
aktiviraju janus kinase (JAK), sto vodi indukciji STATS3 ciljnih gena (308—313).

IL-6 ima nekoliko vaznih uloga u organizmu: indukuje sintezu CRP; ucestvuje u
regulaciji diferencijacije i1 aktivacije T-¢elija; kontroliSe proliferaciju i rezistenciju T-
¢eija na apoptozu indukujuéi sintezu IL-2 i aktivaciju STAT3 (314-316). Takode, IL-6
aktivira sintezu Th2 citokina u CD4+ T limfocitima preko transkripcionog faktora
C/EBP (317). IL-6 je glavni regulator ravnoteze izmedu regulatornih T-¢eija (Treg) i
efektornih Th17 ¢elija (318). Njegovo specifi¢no dejstvo je da indukuje sintezu Th17
¢elija zajedno sa TGFP (319-322), kao i da inhibira deferencijaciju regulatorninin T
¢elija (323-326). Kao rezultat, IL-6 deluje proinflamatorno i suprimira odgovor T reg
¢elija. IL-6 trans-signalizacija je odgovorna za sekreciju IL-17 u T limfocitima u

inflamacijom zahva¢enom tkivu (327). IL-6 reguliSe i akutnu inflamaciju in vivo (328,
329).

Interleukin-7

Humani gen za interleukin-7 (IL-7) lociran je na hromozomu 8q12-13 i sastoji se od
6 egzona. Kodira protein od 177 ak ukljucujuci i signalni peptid od 25 ak, a nakon
glikozilacije njegova molekulska masa je 25kDa. IL-7 priprada tipu 1 kratkolan¢anih
citokina hematopoetinske familije, grupi kojoj pripadaju IL-2, IL-3, IL-4, IL-5GM-
CSF, IL-9, IL-13, I1L-15, M-CSF i faktor stem éelija (SCF) (330, 331). Celije brojnih
tkiva sintetiSu IL-7; prvenstveno stromalne i epitelne celije, a neSto manje i koStana srz
(332-340). IL-7 ostvaruje svoje dejstvo vezivanjem za receptor IL-7R. Receptor je
heterodimer i sastoji se iz a. i yc lanaca. Vezivanjem IL-7 za IL-7Ra lanac (CD127) i yc
dovodi do heterodimerizacije ovih komponenti i do jukstapozicioniranja intracelularnih
signalnih molekula JAK3 i 1. Fosforilacijom tirozinskih ostataka u citoplazmaticnom
domenu IL-7Ra lanca i JAK1 molekule rezultira aktivacijom signalnih puteva koji
uklju¢uju STAT5a i STATSb, PI3-kinaze (PI3K), Src kinaze. Dodatno, IL-7
signalizacija utiSe na ekspresiju i lokalizaciju Bcl-2 familije faktora. Osnovna uloga IL-

7 je modulacija razvoja T i B ¢elija i homeostaza T ¢elija (341, 342).

Interleukin-8
Interleukin-8 (IL-8) je identifikovan kao hemotaksi¢ni faktor za neutrofile u

supernatantu  aktiviranih  humanih  monocita. Interleukin-8 pripada familiji
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proinflamatornin  CXC hemokina. Transkripcijom 1L-8 gena lociranog na 4q
hromozomu, nastaje protein sastavljen od 99 ak, a nakon cepanja signalnog peptida
protein sastavljen od 77 ak (u neimunim ¢elijama) ili od 72 ak u monocitima i
makrofagama. IL-8 sekretuju brojne normalne i tumorske humane ¢elije. Uglavnom ga
sekretuju monociti i endotelne ¢elije. Ekspresija IL-8 je primarno regulisana proteinom
aktivatorom i/ili NF-x3 posredovanom transkripcionom aktivnos¢u. Osim toga,
ekspresija IL-8 je regulisana brojnim drugim stimulusima kojiobuhvataju inflamatorne
signale (TNFa, IL-1B), hemijske ili faktore sredine (izlaganje hemioterapijskim
agensima i hipoksiji), steroidnim hormonima (pirogeni, estrogeni, deksametazon) (343).
Bioloske efekte IL-8 ostvaruje vezivanjem za dva povrSinska receptora kuplovana sa
proteinom G- CXCR1 i CXCR2. Geni za CXCR1 i CXCR2 locirani su na 2qg35
hromozomu. Receptori pokazuju veliku sli¢nost u sekvencama (77%). CXCR1 receptor
se aktivira samo vezivanjem IL-8 ili granulocitnog hemoatraktantnog proteina 2, dok
CXCR ima brojne ligande (344-348). Nakon stimulacije receptora sa IL-8, aktivira se
mali heterotrimerni protein G koji dalje aktivira kaskadno primarne efektore fosfatidil-
inozitol-3 kinazu ili fosfolipazu C, a zatim i Akt, PKC, uslovljava mobilizaciju
kalcijuma i/ili aktivira MAPK signalne kaskade.Ovi signalni putevi kao posledicu imaju
translaciju proteina i regulaciju aktivnosti spektra transkripcionih faktora. 1L-8
signalizacija takode aktivira familiju RhoGTPaza 1 brojne tirozin kinaze (Src familija
kinaza i FAK) koje reguliSu akrhitekturu ¢elijskog citoskeleta i njegovu interakicju sa
ekstracelularnim prostorom. IL-8 signalizacija dovodi do angiogenog odgovora u
endotelnim ¢elijama, povecava proliferaciju i prezivaljavanje endotelnih i ¢elija kancera
1 potencija migraciju kancerogenih celija, endotelnih ¢elija 1 infiltraciju neutrofila u

tumor (349-354).

Interleukin-10
Interleukin-10 (IL-10) je jedan od najznacajnijih antiinflamatornih citokina. Pre
¢elijski klonovi i koji inhibira sintezu IL-2 i IFN-y u Thl ¢elijskim klonovima. Nazvan
je inhibitorni faktor sinteze citokina, a kasnije preimenovan u IL-10. Od njegovog
otkrica do danas brojne grupe su ispitivale biologiju IL-10 (355). Gen koji kodira
humani IL-10 lociran je na 1.hromozomu i sastavljen je od 5 egzona (356). IL-10 gen
kodira protein od 178 ak, koji se sekretuje nakon cepanja signalnog peptida od 18 ak.
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Struktura IL-10 vrlo je slicna strukturi IFN-y (357). Humani IL-10 je 35 kDa
homodimer sastavljen iz dva nekovalentno povezana monomera. Nedavno je
identifikovana nova familija humanih molekula sli¢nih IL-10, nazvana IL-10 familija
koju ¢ine 1L-10, IL-19, IL-20, IL-22, 1L-24, IL-26 (358). Njihova sli¢nost u sekvenci ne
rezultira 1 istim bioloskim funkcijama. Danas je poznato da moguénost sinteze IL-10
osim T-limfocita imaju i skoro svi leukociti (359). Veoma znacajan izvor sinteze in vivo
su monociti, makrofage i Th ¢elije (360—363). Ali i dendritiéne celije, B ¢elije,
citotoksi¢ne T celije, regT celije, NK celije, mast celije, kao 1 neutrofili i eozinofili
takode sintetisu IL-10 (364-372).

Plejotropna dejstva IL-10 se ostvaruju vezivanjem IL-10 za specifican
receptorski kompleks. IL-10 receptor (IL-10R) sastoji se iz dva razli¢ita lanca IL-10R1 i
IL-10R2. Oba lanca pripadaju Kklasi Il familije receptora za citokine (CRF2). CRF2 su
obi¢no transmembranski glikoproteini ¢iji se ekstracelularni domeni sastoje od 210 ak,
formirajuci dva fibronektin tip III domena i imaju nekoliko konzerviranih pozicija ak
§to je od znacaja za njihovu sekundarnu strukturu. IL-10R1 je glikozilirani protein
molekulske mase 90-110 kD, kodiran genom na hromozomu 11 (373, 374). Nedavno je
protein koji je poznat jo§ od 1993. godine kao CRF2-4 identifikovan kao IL-10R2
(375). Gen koji kodira ovaj lanac nalazi se na 21. hromozomu. Dok je IL-10R1
specifican za IL-10 receptorski kompleks, IL-10R2 je dodatni deo receptorskih
kompleksa drugih liganada: 1L-22, IL-26, IL-28a, IL-28b i IL-29. Afinitet IL-10 za IL-
10R kompleks je znacajno veci u odnosu na izolovan IL-10R1. Vezivanje IL-10 za
njegov receptorski kompleks je dvostepeni proces. Prvo se IL-10 vezuje za IL-10R1. IL-
10/IL-10R1 interakcija menja konformaciju citokina omogucavajuci asocijaciju IL-
10/1L-10R1 kompleksa sa IL- 10R2 (376-378). IL-10R2 sam nema moguénost da veze
IL-10 (377, 379). Blizina ove dve komponente receptorskog kompleksa vodi
reciprocnoj aktivaciji sa receptorom udruzene Jakl (udruzena sa IL-10R1) i Tyk2
(udruzena sa IL-10R2). Nakon fosforilacije tirozina u citoplazmati¢nom delu IL-10R1,
STAT3 molekule se vezuju i fosforilisu janus kinazama. Dodatno se aktiviraju STATL,
a u nekim ¢elijama i STAT. STAT homo- ili heterodimeri ulaze u nukleus gde se vezuju
za STAT vezujuée elemente razliCitth promotora u cilju indukcije transkripcije
odgovarajuc¢ih gena.

IL-10 kao jedan od najznacajnijih antiinflamatornih i imunosupresivnih citokina

glavne efekte ostvaruje na monocitima (380). IL-10 deluje na tri glavne funckije
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monocita/makrofaga: prezentaciju antigena, oslobadanje imunih medijatora i
fagocitozu. On suprimira sve funkcije monocita/makrofaga koje su odgovorne za
njihovu efektornu funkciju u specificnom i nespecificnom imunom odgovoru. IL-10
inhibira ekspresiju MHC klasa Il i kostimulatorne molekule i produkciju IL-1f 1 TNF-
o, medijatora sa najznaCajnijim inflamatornim Kkarakteristikama (381-383).
Istovremeno, on omogucava inhibiciju, indukuje toleranciju i ,,scavenger* funkcije ovih
¢elija (380). U bolestima u kojima je evidentna prekomerna sinteza 1L-10, mogu se
registrovati nezeljeni imunosupresivni efekti IL-10 i rast nekih tumora. Kod oboljenja sa
relativnim ili absolutnim deficitom IL-10 kao S$to su Kronova bolet, psorijaza,
reumatoidni artritis, nakon transplantacije organa, javlja se stalna aktivacija imunskog
sistema (384).

Interleukin-12

Interleukin-12 (I1L-12) je heterodimer molekulske mase 70 kD sastavljen od
kovalentno vezanih p40 i p35 subjedinica (385). Subjedinica p40 je homolog
citokinskih receptora gde je p35 subjedinica slicna IL-6 i G-CSF (386). Geni koji
kodiraju humani p35 i p40 locirani su na razli¢itim hromozomima (hromozom 3 i 5 kod
ljudi) i ekspresija proteina je s toga nezavisno regulisana. Kada se koeksprimiraju u istoj
¢eliji, ove subjedinice formiraju bioloski aktivan heterodimer p70 (387). IL-12p40 moze
da se sintetiSe kao slobodan monomer ili homodimer (p40;) u velikom visku u odnosu
na IL-12p70 heterodimer in vitro i in vivo. Fizioloska uloga IL-12p40 je hemoatraktant
makrofaga. Za razliku od p40, p35 se ne sekretuje kao monomer. Antigen-prezentujuce
¢elije 1 fagocitne Celije, ukljucujuéi monocite 1 makrofage, dendriti¢ne ¢elije 1 neutrofile
su primarna mesta sinteze IL-12. IL-12 indukuje proliferaciju, sintezu IFN-y u NK i T
¢elijama, povecava citotoksicnu aktivnost ovih ¢elija 1 indukuje polarizaciju CD4+ T
¢elija u Thl fenotip. IL-12 u kombinaciji sa IL-18, takode deluje na makrofage i
dendritiéne celije 1 indukuje sintezu IFN-y ¢ak 1 u antigen prezentujuéim celijama
(388—391). Nasuprot tome, IL-12 i IFN-y antagonizuju Th2 diferencijaciju i sintezu IL-
4, IL-5 i IL-13. IL-12 svoje efekte ostvaruje preko IL-12 receptora (IL-12R) koji se
eksprimira na T-¢eijama, NK c¢elijama i dendriti¢nim ¢elijama (392). IL-12R se sastoji
iz dve subjedinice, B1 i B2, koje su strukturno povezane sa tipom | superfamilije
citokinskih receptora i homologi su sa gp130 (393-395). Geni za 1 i B2 nalaze se na

hromozomima 19p13.1 i 1p31.2. Afinitet IL-12 za samu B1 ili B2 subjedinicu je mali,
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tako da je koekspresija obe B subjedinice neophodna za vezivanje IL-12 (395). IL-
12p40 subjedinica vezuje se za B1 subjedinicu receptora, a p35 uglavhom sa 2
subjedinicom. 2 jedinica je odgovorna za prenos signala. Mehanizam signalizacije IL-
12 ukljucuje aktiviranje JAK/STAT puta. IL-12p40 vezuje se za IL-12RB1 i L-12p35
za IL-12Rp2. Vezivanje liganda rezultira transfosforilacijom JAK (JAK2 i TYK2) i
daljom fosforilacijom receptorskih lanaca pomocu aktiviranih JAKova. IL-12Rp2 je
fosforilisan i sluzi kao mesto za vezivanje STAT4. Nakon vezivanja za receptorski
lanac, STAT4 ¢e se fosforilisati. Homodimeri STAT4 ulaze u nukleus gde se vezuju za
STAT vezujuéa mesta u promotorskom regionu IFN-y i indukuju transkripciju gena za
IFN-y (396—-402). Uz 1L-23, IL-12 predstavlja jedan od osnovnih regulatora urodenog i

steCenog imuniteta.

Interleukin-13

Interleukin-13 (1L-13) je glikoprotein molekulske mase 17 kD. Humani 1L-13 gen
nalazi se na 531 hromozomu u Klasteru sa genima za IL-4, IL-3, IL-5, IL-9 i GM-CSF
I sastoji se iz 4 egzona. Humani IL-13 sastoji se 0d132 ak od ¢ega signalni peptid ima
20 ak. IL-13 eksprimiraju CD4+ T ¢elije, CD8+ T celije, mast ¢elije, bazofili, eozinofili
i NK T celije (403-406). IL-13 svoje delovanje ostvaruje nakon reakcije sa IL-13
receptorom (IL-13R). IL-13R je funkcionalni heterodimer sastavljen od IL-13Ral lanca
(IL-13Ral) i IL-4Ra lanca (IL-4Ra), i deluje takode i kao tip 1T IL-4R (292, 407). Kada
IL-13 indukuje hetrodimerizaciju IL-4Ra i IL-13Ral, dolazi do fosforilacije i aktivacije
JAK. Aktivirani JAK fosforilise tirozinske ostatke IL-4R. Supstrat za insulinski receptor
(IRS) 1 STAT6 fosforiliSu se JAKom. Fosforilisani IRS1/2 se udruZuje sa signalnim
molekulama koje kaskadno dovode do rasta i proliferacije ¢elija. Fosforilisani STAT6
proteini se dimerizuju i translociraju u jedro gde se vezuju za specifi¢ne sekvence DNK.
IL-13R (IL-4R/IL-13Ral) se eksprimira na hematopoetskim i nehematopoetskim
¢elijama, kao $to su B ¢elije, monociti/makrofage, dendriticne Celije, eozinofili, bazofili,
fibroblasti, endotelne c¢elije (408). Drugi IL-13R receptor Kkoji je izolovan je
identifikovan i nazvan IL-13Ro2. Smatralo se da je to ,plutajuci receptor” zbog
njegovog kratkog citoplazmati¢nog domena i njegovog velikog afiniteta za IL-13, ali ne

i za IL-4. Nedavno je otkriveno da on sadrzi motiv koji kaskadno aktivira TGF-f
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promotor i sintezu kolagena. IL-13Ra2 moze fizi¢ki da se spoji sa IL-4Ra subjedinicom
i da na taj nacin blokira njenu aktivnost i utie na ispoljavanje efekata IL-4 (409).
Interleukin-15

Interleukin-15 (IL-15) je plejotropni citokin i pripada istoj familiji citokina kao i
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 i IL-21. U strukturi ima Cetiri a-heliksa. Humani I1L-15 gen nalazi
se na hromozomu 4q25-35 (410). IL-15 iRNK se konstitutivno eksprimira u velikom
broju cCelija i1 tkiva uklju¢uju¢i monocite/makrofage, dendriticne celije, keratinocite,
¢elije epiderma koze, fibroblaste i epitelne Celije razliCitog porekla, neurone, bubreg,
placentu, srce i skeletne miSi¢e (411). IL-15 ima molekulsku masu 14-15 kDa.
sastavljen je od 114 ak, a sadrzi dve disulfidne veze i dva mesta za N-glikozilaciju na C-
terminalnom kraju (412). Za ostvarivanje svojih bioloskih efekata IL-15 Koristi
subjedinice receptorskog kompleksa IL-2 (B (IL-2/IL-15RpB) i y-lanac) ali se takode
vezuje i za jedinstveni receptor IL-15Ra, koji se javlja kako vezan za membranu tako i
u solubilnoj formi (411, 413). IL- 15R kompleks se eksprimira na monocitima,
dendriti¢nim ¢elijama, NK ¢elijama, T ¢elijama i fibroblastima (414). Karakteristika IL-
15 i IL-15Ra je sposobnost da stimulisu susedne ¢elije mehanizmom trans-penetracije
(415). Vezivanje IL-15 za IL-15R kompleks indukuje aktivaciju razli¢itih signalnih
puteva u zavisnosti od tipa ¢elije (411). Sinteza IL-15 je kontrolisana na viSe nivoa,
ukljucujuéi transkripciju, translaciju i intracelularni transport. Opisane su dve izoforme
IRNK za IL-15 od kojih nastaje IL-15 prekurzorni protein sa dugackim signalnim
peptidom od 48 ak i kra¢im signalnim peptidom od 21 ak (411). Obe izoforme IL-15
daju u procesu translacije isti protein veli¢ine 114 ak. Signalni peptidi odreduju sudbinu
nastalog IL-15. Duzi signalni peptid je udruzen sa sekretovanim IL-15, a kraéi signalni
peptid se Cuva u celiji (411). Poznato je da je IL-15 u velikoj meri eksprimiran u
makrofagama ateroskleroticnog plaka, te se s toga moze smatrati veoma znacajnim
induktorom funkcije IL-15 u aterosklerozi (416—417). Najnovija studija ukazuje da IL-
15 i njegov receptorski kompleks mogu da doprinose integritetu ateroskleroti¢nog plaka

moduliranjem glatkih miSi¢nih ¢éelija posredstvom trombocitnog faktora rasta (418).

Interleukin-23
Interleukin-23 (IL-23), proinflamatorni citokin, pripada tipu 1 heterodimera, IL-
12 je slic¢an citokin i sastoji od 19 kD o subjedinice (IL-23p19) koja je disulfidnom
vezom povezana za 40kD B subjedinicom (IL-12p40). Formiranje bioloski aktivnog IL-
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23 zahteva sintezu obe subjedinice p40 i p19 u istoj Celiji (419, 420). Subjedinice IL-23,
p40 i pl19, kodirane su IL-12B genom na hromozomu 5 i IL-23A na hromozomu 12
(421). 1L-23 i IL-12 dele subjedinicu u njihovom receptorskom kompleksu zbog
prisutne subjedinice p40. Ovaj receptorski kompleks je heterodimer sastavljen od dve
subjedinice, 1L-23R i IL-12p1 (419, 422). IL-23R koji se sastoji od ekstracelularnog N-
terminalnog imunoglobulinu slicnom domenu i dva citokinska receptorska domena,
vezuje 1L-23p19, dok IL-12B1 subjedinica sadrzi tri membranska-proksimalna
fibronektina tipa 111 i dva citokinska receptorska domena koja interaguju sa IL-12/23p40
(419, 420). Tip 1 makrofaga i dendriti¢ne celije perifernih tkiva (koze, intestinalne
mukoze i1 pluca) (423) odgovorne su za ekspresiju [1-23 i njegovog receptora.
Produkcija IL-23 je stimulisana aktivacijom ,.toll-like” receptora njegovim ligandima
(lipopolisaharidima, peptidoglikanima, CpG DNA i poly I:C). Ove interakcije
rezultiraju povecanom ekspresijom p40 i p19, $to povecava i stvaranje 1L-23 (424).
Aktivacija dendriti¢nih ¢elija preko TLR2 indukuje sintezu IL-23 mnogo viSe u odnosu
na IL-12 (425, 426). Drugi faktori kao sto su prostagliin E2 i GM-CSF mogu modulirati
sintezu IL-23 antigen prezentujucih celija. Medutim, ova stimulacija je dozno i
vremenski zavisna (420). Dodatno sinteza IL-23 moze da se poveca interakcijom CD40-
CDA40L, sto aktivira mehanizam pozitivne povratne sprege i dovodi do povecanja
sinteze 1L-23 u antigen-prezentuju¢im c¢elijama. (420, 424). Kod ljudi, visoke
koncentracije IL-23 receptora su detektovane na aktiviranim/memorijskim T ¢elijama,
NK ¢elijama, makrofagama, dendriticnim celijama (poreklom iz koStane srzi) i
monocitima.

Stimulacija receptorskog kompleksa aktivira JAK2 1 TYK2, rezultirajuci
fosforilacijom receptorskog kompleksa i formiranju mesta za vezivanje STAT-ova (1, 3,
4 1 5). Sledi dimerizacija STAT-ova, fosforilacija i translokacija u nukleus, $to dovodi
do aktivacije ciljnih gena (426). Znacajno je da je fosforilacija STAT4 esencijalna za
povecanje sinteze INF-y i dalju diferencijaciju Thl c¢elija (427) posto je STAT3
znacajan za stvaranje Th17 celija (428). IL-23 je kljucni citokin koji povezuje urodeni i
steCeni imuni odgovor (420). Njegova sinteza je odgovorna za rani lokalni imuni
odgovor (423). Utvrden je 1 znacaj I1L-23 u aktivaciji NK ¢elija, povecanju proliferacije
T-Celija i regulaciji produkcije antitela (422). IL-23 takode regulise proinflamatorne
citokine, npr. IFNy, koji su znacajni u Th 1 odgovoru i ¢elijskom imunom odgovoru na

intracelijske patogene. (420). IL-23 se povezuje sa inflamatornim oboljenjima kao $to
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su reumatoidni artritis, gastritis udruzen sa infekcijom Helicobacter pylori itd.,
uglavnom zbog velikog kapaciteta da indukuje jak Th1l tip imunog odgovora. IL-23 je
takode povezan sa Th17 odgovorima i citokinima koje produkuju antigen prezentujuce
¢elije, tj. odnos IL-12 i IL-23 determiniSe delimi¢no da li je odgovor Thlili Thl7 (419,
420, 422, 424-429).

Iako je u literaturi poznata je povezanost polimorfizma u 3’ netranslatiranom
regionu IL-12B gena (rs3212227) sa tipom 1 dijabetesa (430, 431), multiplom
sklerozom (432) i psorijazom (429), malo je podataka 0 povezanosti sa
kardiovaskulranim oboljenjima. Mala japanska studija nije detektovala asocijaciju ovog
polimorfizma sa koronarnom arterijskom boles¢u (433).

Poznata je cinjenica da ateroskleroza kao hroni¢no inflamatorno oboljenje
uklju¢uje i T limfocite (434—-436). Ushodna regulacija T helper (Th) 1 odgovora
urvrdena je u lokalnim ateroskleroticnim lezijama i cirkuliSu¢im limfocitima u
animalnom modelu ateroskleroze, kao i kod bolesnika sa AKS, ukazuju¢i da odnos
Th1/Th2 ima znacajnu ulogu u rupturi plaka i nastanku AKS (437-440).

Nedavno je utvrdeno da CD4+CD25+ regulatorne T (Treg) Celije 1 Th17 Celije
dva razli¢ita podtipa Thl 1 Th2 celija. Treg celije eksprimiraju Foxp3 transkripcioni
faktor 1 imaju antiinflamatornu ulogu i mogu imati znacajnu ulogu u patogenezi
destabilizacije plaka i pocCetka AKS. Kod bolesnika sa AKS utvrdeno je znacajno
povecanje broja perifernih Th17 kao i sa Th17 povezanih citokina (IL-17, IL-6 i IL-23)
1 transkripcionog faktora (RORyt) kao 1 znaCajno smanjenje broja Treg, sa Treg-om
povezanih citokina (IL-10 i TGF-B1) i transkripcionog faktora Foxp3 u poredenju sa
zdravim osobama ili osobama sa stabilnom anginom (441).

Protein-1 koji privlaci monocite

Protein-1 koji privla¢i monocite (MCP-1, CCL2) je prvo identifikovan kao
protein koji ima mogucénost da privla¢i monocite in vitro (442-444). Gen za MCP-1
nalazi se na hromozomu 17911.2-921.1 (445) i kodira polipeptid od 76 ak koji je ¢lan
familije CC hemokina, malih proteina koji vezuju heparin. Poznato je da ¢lanovi CC
familije hemokina imaju ulogu u privlac¢enju monocita/makrofaga i ulasku u zid krvnog
suda na mestima zahvacenim atrosklerozom (223, 446). MCP-1 svoje dejstvo ostvaruje
vezivanjem za hemokinski receptor CCR2 1 igra znacajnu ulogu u formiranju

hiperplazije intime nakon povrede arterije (223, 446, 447) i ukljucen je u rani stadijum
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razvoja ateroskleroze (448). MCP-1 sekretuju endotelne Celije kao $to su glatke miSi¢ne
¢elije 1 njegova ekspresija je ushodno regulisana oksLDL in vitro (449). U
eksperimentalnim zivotinjskim modelima, kao 1 kod ljudi pokazana je najveca
ekspresija MCP-1 u oblastima ateroskleroti¢nih lezija bogatim makrofagama (450).

Na MCP-1/CCR2-deficijentnim miSevima je pokazana znacajna supresija Th2 i Thl
odgovora (451). Njegova znacajna uloga u pategnezi aterosklerozi potvrdena je u studiji
na apolipoprotein E ,,knockout* misevima, kod kojih je intramuskularnim transferom
mutiranog MPC-1 gena blokiran MCP-1/CCR2 signalni put i razvoj ateroskleroze
(452).

Klinicke studije su utvrdile povezanost MCP-1 sa faktorima rizika za
kardiovaskularne bolesti, kao §to su hiperlipidemija (453) i povecani cirkuliSuci nivoi
MCP-1 kod bolesnika sa AIM u poredenju sa bolesnicima sa stabilnom anginom (454).

Takode, koncentracije MCP-1 u plazmi bile su vise kod bolesnika sa AKS nego
kod bolesnika sa stabilnom anginom (455), kao i kod bolesnika sa nestabilnom anginom
u poredenju sa bolesnicima sa stabilnom anginom, dok su obe grupe imale vise
vrednosti MCP-1u cirkulaciju u odnosu na ispitanike sa normalnim angiografskim
nalazom koronarnih arterija (456). Bolesnici sa perifernom arterijskom bole$¢u takode
su imali povisene vrednosti MCP-1, dok je rizik od ishemijske bolesti srca znacajno
rastao sa povecanjem koncentracije MCP-1 za jednu standardnu devijaciju nezavisno od
pokazale da statini smanjuju nivoe MCP-1u cirkulaciji (458, 459). MCP-1 je evidentno
nezavisan prognosticki faktor u akutnoj i hroni¢noj fazi AKS, ali je neophodna dalja
evaluacija kao prognostickog markera i potencijalnog terapijskog cilja (460, 461) kako

bi se MCP-1 uvrstio u red klini¢ki relevantnih markera.

Makrofagni inflamatorni protein-1«

Makrofagni inflamatorni protein-1 (MIP-1) je proinflamatorni citokin CC
subfamilije hemokina. Izolovan je kao prvi od Cetiri ¢lana MIP familije koju ¢ine CCL3
(MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL9/10 (MIP-13) i CCL15 (MIP-1y). Utvrdena su tri
humana MIP-/a gena (LD78a, LD78f, LD78y ) locirana na 17. hromozomu (g21.1—
021.3) koji se sastoje iz tri egzona i dva introna. CCL3 se sintetiSe kao prekurzor od 92
ak, a cepanjem hidrofobnog signalnog peptida nastaje zreo protein sastavljen od 69 ak.

SintetiSe ga vec¢ina hematopoetskih celija, ¢elije direktno uklju¢ene u imuni odgovor,
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makrofage, T i B limfociti, neutrofili, dendriti¢ne Celije, mast i NK ¢elije. Sekretuju ga
jos 1 trombociti, osteoblasti, astrociti 1 mikroglije, epitelne Celije, fibroblasti, glatke
miSi¢ne ¢elije. MIP-1la svoje dejstvo ostvaruje vezivanjem za dva tipa hemokinskih
receptora CC—CCR1 i CCR5 koji pripadaju superfamiliji receptora kuplovanih sa G
proteinom. Vezivanje za receptor ukljucuje visokoafinitetne interakcije i dalju kaskadu
intracelularnih dogadaja koji dovode do hemotakse, degranulacije, fagocitoze i sinteze
medijatora. Transdukcija signala je inicirana kompleksom sa G proteinom §to vodi
indukciji fosfoinozitid kinaze 3 1 fosflipaze C. U signalizaciju su uklju¢eni MAP kinazni
put i JAK/STAT put. MIP-1 proteini su vazni ¢inioci u patogenezi brojnih inflamatornih
stanja i oboljenja ukljucuju¢i astmu, formiranje granuloma, artritis, pneumoniju,
psorijazu, itd. (462, 463).

Faktor stimulacije kolonija makrofaga

Faktori stimulacije kolonija (CSF) su hematopoetski citokini, koji imaju klju¢nu
ulogu u prezivljavanju, proliferaciji 1 diferencijaciji mijeloidnih progenitornih ¢elija kao
i u funkcionalnoj aktivaciji zrelih mijeloidnih éelija. Cetiri faktora ove familije su
Klonirana i okarakterisana: multi-CSF/IL-3 (stvaraju ga Thl i Th2 ¢elije), granulocitno
makrofagni-CSF (GM-CSF), makrofagni CSF (M-CSF, CSF-1) i granulocitni CSF (G-
CSF) (464). Gen za GM-CSF nalazi se na hromozomu 5g22-31. GM-CSF je
glikoprotein koji se sintetiSe kao prekurzor sastavljen od 144 ak, a nakon cepanja
hidrofobnog signalnog petida nastaje protein od 127 ak, molekulske mase 22kDa,
sastavljen od Cetiri o heliksa. U hematopoetskim ¢elijama, GM-CSF ostvaruje svoje
efekte vezivanjem za visoko afinitetni, heterodimerni receptorski kompleks na ciljnim
¢elijama. Receptor se sastoji iz o i B subjedinice. Alfa subjedinica-GM-Ra. je receptor
za GM-CSF i vezuje ligand malim afinitetom. Beta subjedinicu (Bc) deli sa IL-5R i IL-
3R (270). Signalni putevi ukljuc¢uju JAK/STAT, MAPK i fosfatidilinozitol 3-kinazu
(P13-K) (465). Bioloska dejstva CSF se znacajno preklapaju. G-CSF i M-CSF ucestvuju
u donosenju odluke da ¢elije udu u specifican put sazrevanja (prekurzori neutrofila i
makrofaga), dok GM-CSF i IL-3 takode mogu da stimuliSu druge tipove ¢elija. Postoji
niz dokaza da CSF-ovi mogu da deluju u kardiovaskularnim bolestima i u aterosklerozi
(466, 467).

Osim njegovog dejstva na hematopoetske progenitorne celije u koStanoj srzi,

GM-CSF moze efektivno da modulira proliferaciju, migraciju i druge bioloske
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karakteristike brojnih nehematoloskih ¢elija, ukljucujuci i1 fibroblaste koStane srzi,
tumorske celijske linije i endotelne celije (468—470). GM-CSF-indukovana sinteza
adhezionih molekula povecava ulaz cirkuliSu¢ih leukocita, posebno monocita u
endotelne celije (471, 472). GM-CSF takode povecava broj cirkulisu¢ih monocita koji
su ukljuceni u angiogenezu i remodelovanje leve komore (473—-475), a nivo GM-CSF u
cirkulaciji je povecan i kod bolesnika sa ishemijskom dilatacionom kardiomiopatijom
(476).

GM-CSF ima klju¢nu ulogu u aterosklerozi. On selektivno reguliSe rast i
prezivljavanje mononuklearnih fagocita (477). Oksidovani LDL indukuje ekspresiju
ovog faktora u makrofagama (478-481). Humane ateroskleroticne lezije sadrze
povecane nivoe imunoreaktivnog GM-CSF, koga eksprimiraju endotelne, glatke
misiéne Celije i makrofage (480, 481). Proliferaciju makrofaga u leziji, prati i povecana
ekspresija GM-CSF (482). GM-CSF regulise sintezu tipa VIII kolagena u
ateroskleroti¢nim lezijama (483) i stimulise makrofage da produkuju MPO (139) i ROS
(481), povecava MMP (484) i redukuje sekreciju apoE u makrofagama (485).

GM-CSF takode poseduje 1 potencijalne anti-ateroskleroticne osobine.
Farmakoloske doze smanjuju koncentraciju holesterola u plazmi, smanjuju sintezu
holesterola u jetri (486), povecavaju ekspresiju VLDL receptora (487) i smanjuju
ekspresiju receptora ¢istaca u kulturi humanih monocita, $to vodi redukciji akumulacije
estara holesterola (488). Monociti stimulisani sa GM-CSF produkuju visoke nivoe
antagonista IL-1 receptora (489, 490), povecavajuci ekspresiju PPAR-y (491, 492) i
suprimiraju dejstvo INF-y (493). GM-CSF takode indukuje monocite da sekretuju
solubilni VEGF receptor-1, sprecavaju¢i VEGF-A signalizaciju i angiogenezu (494).
Davanje suprafizioloskih koncentracija GM-CSF redukuje aterosklerozu, broj glatkih
misiénih Celija i sadrzaj kolagena (495). Kratkotrajna primena GM-CSF kod bolesnika
sa hroni¢nom ishemijom miokarda poboljsava kolateralni protok (496). Primena GM-
CSF u bolesnika sa kancerom prolazno povecava LVES dimenzije i smanjuje
kontraktilnost miokarda (497). Uticaj i uloga fizioloskih nivoa endogenog GM-CSF na

formiranje ateroskleroti¢ne lezije nisu jo§ poznati.

Interferon-y
Interferon-y (INF-y) identifikovan je kao antivirusni faktor, mnogo pre nego $to
je prepoznat kao interleukin. Humani gen za INF-y nalazi se na hromozomu 12924
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duzine 6kb. SintetiSe se kao prekurzor od 166 ak ukljucujucéi sekretorni signalni peptid
od 23 ak. INF-y je dimer, sastavljen od dve subjedinice od 146 ak. SintetiSe se u CD4+
Thl 1 CDS8+, citotoksicnim T limfocitima, NK 1 NKT celijama, makrofagama,
dendriticnim ¢elijam i B-limfocitima (498). Smatra se da su IL-12 i IL-18 primarni
induktori sinteze INF-y u inflamatornim reakcijama (385, 388, 499-502).

INF-y receptori su eksprimirani na skoro svim celijama koje imaju jedro i
sastavljeni su od dva 90 kDa INFyR1 proteina i dva 62 kDa INFyR2 proteina (503).
Humani IFNGR1 gen sadrzi sedam egzona i nalazi se na 6. hromozomu (504).
Ekstracelularni domen IFNyR1 sadrzi domen koji vezuje ligand, dok intracelularni deo
sadrzi domen koji je neophodan za transdukciju signala i recikliranje receptora (503,
505). Humani IFNGR2 gen takaode sadrzi sedam egzona i nalazi se na 21. hromozomu
(506, 507). Ekstracelularni domen IFNyR2 interaguje sa IFNyR1/IFNy kompleksom, ali
sam nema moguénost da vezuje ligand (503). Intracelularni domen IFNyYR2 je
neophodan za transdukciju signala (508). Interakcijom IFN-y sa receptorom pokrece se
signalni kaskadni odgovor koji ukljucuje JAK/STAT put i JAK1 i 2, kao i STAT1 (509,
510). IFN-y stimuliSe niz Ccelijskih odgovora ukljucujuéi regulaciju prezentacije
natigena, kontrolu steCenog imunog odgovora T limfocita Thl i1 Th2, sekreciju
hemokina 1 aktivaciju imunih celija, kao 1 proliferaciju 1 stimulaciju apoptoze koji
zajedno ucestvuju u aterogenezi (511). S obzirom da IFN-y ima i proinflamatorne i
inflamatorne karakteristike on u aterosklerozi ispoljava obe svoje funkcije (512). Ova
suprotna dejstva mogu biti gen-specifi¢na posto je poznato da je Cetvrtina svih gena u
transkriptomu makrofaga, klju¢nih ¢elija ukljucenih u aterosklerozu, osetljiva na INF-y
(513). IFN-y reguliSe imuni odgovor na aterosklerozu oslobadanjem hemokina i
steCenim Th1 odgovorom. IFN-y indukuje oslobadanje MCP-1, CXCL16 i CXCL9-11
hemokina koji privlate monocite i CD4+ T limfocite u ateroskleroti¢nu leziju. CXCR6
receptor takode doprinosi ovome i takode stimuliSe sintezu IFN-y u CD4+ T
limfocitima. IFN-y povecava ekspresiju adhezionih molekula npr. VCAM-1 $to pomaze
infiltraciju monocita. CD4+ T limfociti prepoznaju penaste celije i aktiviraju se Sto
dovodi do ekspanzije Thl T limfocita. IFN-y ubrzava formiranje penastih celija
povecavaju¢i preuzimanje modifikovanog LDL od strane receptora CD36 1 SRA, 1
smanjujuci odliv holesterola. IL-12 i IL-18, koje sekretuju glatke misicne celije i

makrofage stimuliSu Thl odgovor indirektno, pove¢avanjem broja Thl celija. IFN-y

48



takode doprinosi aterosklerozi inhibicijom proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija. Drugi
tipovi Celija u ateroskleroticnoj leziji kao §to su NKT ¢éelije, dendriticne Celije 1 mast
¢elije takode mogu da sitetiSu INF-y. Medutim, nastali regulatorni T limfociti mogu da

inhibiraju steeni Th1 imuni odgovor negirajuéi dejstvo CD4+ T limfocita (514).

Faktori nekroze tumora

Faktor nekroze tumora o (TNF-o), mocan proinflamatorni citokin, otkriven je
kao cirkuliSu¢i faktor koji moze da uzrokuje nekrozu tumora (515). Humani gen za
TNF-a nalazi se na hromozomu 6p21.3. TNF-a se sintetiSe kao protein tip II sastavljen
od 212 ak molekulske mase 26 kDa i formira stabilan homotrimer kao transmembranski
TNF-a (tmTNFa). Proteolitickim cepanjem pod dejstvom MMP TNF-a konvertujuceg
enzima (TACE, ADAML17) (516) iz membranske forme oslobada se solubilni
homotrimer TNF-a (sTNFa). Biosinteza TNF-a je vrlo precizno regulisana i on se jedva
moze detektovati kod nestimuliranih ¢elija ili u plazmi zdravih osoba. Inflamatorni
stimulusi kao $to su lipopolisaharidi i1 drugi produkti bakterija, virusne ili parazitarne
infekcije, akutna povreda kao Sto je ishemija, moze da dovede do oslobadanja velikih
koli¢ina sTNF-a iz makrofaga, limfoidnih celija, mast celija, endotelnih celija,
fibrroblasta i nervnog tkiva unutar nekoliko minuta (517-520). Subakutna I/R miokarda
takode rezultira prolongiranom autokrinom ushodnom regulacijom formiranja TNF-a i
njegovog oslobadanja iz srca (521-524). Povecanje koncentracije TNF-a u miokardu
nakon mikroembolizacije posredovano je delovanjem NO nastalog dejstvom NO
sintaze.

TNF-o ostvaruje svoje dejstvo preko dva receptora TNFa receptor tip 1
(TNFR1; CD120a; p55/60) i TNFa receptor tip 2 (TNFR2; CD120b; p75/80). TNFR1 i
TNFR2 pripadaju transmembranskim glikoproteinima tip I i eksprimiraju se kao trimeri.
Ovi receptori sastoje iz ekstracelularnog, transmembranskog i intracelularnog domena.
Dok su njihovi ekstracelularni domeni veoma sli¢ni i sadrze Cetiri cisteinom bogata
domena i pre-ligand vezuju¢i domen, njihovi intracelularni domeni se razlikuju Sto
objasnjava razli¢itu signalizaciju nakon stimulacije TNF (525). Vezivanje TNF za
TNFR1 koji sadrzi ,,smrtonosni domen™ u intracelularnom domenu vodi brzom
privlatenju molekula adaptera TRADD, RIP1 i TRAF2, $to rezultira stvaranjem
kompleksa-1. On inicira fosforilaciju i aktivaciju MAPK i NF-«B, koji uzrokuju

ushodnu regulaciju proinflamatornin  molekula i anti-apoptotickih gena za
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prezivljavanje. Sledi formiranje kompleksa-I1, za koji se vezuju FADD, TRADD i RIP1
koji aktivira kaspazu-8. Ovaj drugi signal je proapoptoti¢ki, ali se u vecini celija
prevazilazi ranom indukcijom anti-apoptoti¢kih gena za prezivljavanje (526). Za razliku
od TNFR1, TNFR2 ne privla¢ci TRADD zato Sto nema ‘“smrtonosni“ domen U
intracelularnom domenu. Medutim, TNFR2 moze da privlaci TRAF2 i na taj nacin da
aktivira NF-xB put i MAPK. TNFR2 moze takode da senzitivise Celije za apoptozu
kompeticijom sa TNFR1 za TRAF2 i Ciap molekule, koji su znacajni za formiranje
kompleksa-1 (527). Ovo moze da vodi smanjenju ekspresije gena za prezivljavanje i
omogucava kompleksu-II da indukuje apoptozu. Koji od faktora odlucuje o ishodu u
¢elijama koje eksprimiraju oba receptora nije u potpunosti jasno; smatra se da bi odnos
TNFR1/TNFR2 mogao da bude uklju¢en u ovu odluku (528).

TNF sam moze da deluje kao receptor i da prenosi signale u celiju koja ga
eksprimira. Ovaj signalni mehanizam poznat je kao reverzna signalizacija 1 moze da
indukuje znacajne signale (529). Utvrdeno je da ovaj mehanizam in vitro modulira
funkciju makrofaga i T-¢elija, a znacajan je i za aktivaciju NK celija (530). TNFR1 se
eksprimira konstitutivno u gotovo svim ¢elijama/organima ukljucujuci vaskularne ¢éelije
i Celije miokarda (531), osim eritrocita, dok je ekspresija TNFR2 inducibilna i
ogranicena na ¢elije imunog sistema, endotelne ¢éelije i neurone. Oba TNFR mogu da se
prevedu u solubilne oblike receptora—sSTNFR1 i STNFR2. Ovo stvara dvostruki sistem
povratne sprege. S jedne strane, solubilni receptori mogu da vezu svoj ligand u
cirkulaciji, §to ograni¢ava koli¢inu liganda koji moze da produkuju bioloski signal, a s
druge strane skracenje receptora smanjuje koli¢inu signalnih komponenti receptora koje
su jo§ uvek vezane za membranu. Dok se TNFRI1 aktivira i sa solubilnom i
transmembranskiom formom TNF, dotle se TNFR2 aktivira uglavnom
transmembranskom formom, tmTNF (532).

Vaskularni efekti TNF-a. obuhvataju promene metabolizma i funkcije endotela,
agregaciju trombocita 1 interakciju endotelnih ¢elija i ¢elija krvi, funkciju 1 proliferaciju
glatkih misi¢nih celija (533). TNF-a deluje na vaskularni endotel povecavajuci
ekspresiju proinflamatorni citokina, prokoagulantnih, proliferativnih i proapoptotickih
gena (534). Uobicajeni incijalni korak za ove promene je smanjenje bioraspolozivosti
NO (535, 536), sekundarno pove¢anom preuzimanju NO ROS-om i/ili smanjenjem
aktivnosti NO-sintaze (535, 536). TNF-o takode moze da promeni fizioloske

karakteristike interakcije endotelne Ccelije-Celije krvi, indukujuc¢i sintezu celijskih
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adhezionih moleukla na povrSini endotelnih ¢elija delovanjem na TNFR1. TNF-a utice
primarno na spoljasnji put koagulacije sa njegovom centralnom komponentom tkivnim
faktorom (537) i suprimira fibrinolizu (538). TNF-a. deluje i na vaskularne strukture:
TNFa destabilizuje endotelni citosklet fosforilacijom tirozina u kadherinu i poveéava
permeabilnost endotela (539). TNF-a indukuje apoptozu endotelnih celija, kao i
angiogenezu, migraciju, proliferaciju i apoptozu glatkih miSi¢nih ¢elija. TNF osim
proinflamatornih karakteristika deluje i imunomodulatorno, tj. interaguje sa antigen
prezentuju¢im celijama 1 T celijama. Interakcija TNF sa TNFRI1 na antigen
prezentuju¢im celijama inhibira sintezu IL12/IL23 p40 1 IL10. TNFR2 je ukljucen u
aktivaciju regulatornih T ¢elija.

Koncentracije TNFa povezane su sa stepenom rane ateroskleroze i koreliraju sa
metabolickim i ¢elijskim promenama koje mogu biti od znacaja za proces ateroskleroze.
Ovo podrzava pretpostavku da je povecana sinteza TNF-o rani i centralni dogadaj u
aterogenezi (540). Brojne studije su pokazale da su koncentracije TNF-a povezane sa
prognozom nakon ishemijskog mozdanog udara i pokazalo se da su koncentracije TNF-
a u plazmi razli¢ite kod razli¢itih podtipova ishemijskog mozdanog udara i da mogu da
posluze za postavljanje dijagnoze pri prijemu pacijenta (541-543). Povecane
koncentracije TNF-o. mogu da ukazu na ozbiljnost lezija u perforiranim arterijama i
mogu biti prediktor prognoze ishoda lakunarnih infarkta (544).

Dodatno, povec¢ane koncentracije TNF-a u plazmi mogu biti nezavisan prediktor
koronarne endotelne disfunkcije kod hipertenzivnih bolesnika. TNFa moze biti koristan
za identifikaciju visokorizi¢ne grupe hipertenzivnih bolesnika sa koronarnom
endotelnom disfunkcijom i mogu da daju znacajne indicije 0 povezanosti sistemske
inflamacije sa razvojem koronarne ateroskleroze (543, 545). U mnogim formama
kardiomiopatije utvrdena je brza ekspresija proinflamatornih citokina kao §to je TNF-a
koji posreduju u razli¢itim procesima kao Sto su ekspresija gena, rast ¢elije ili apoptoza.
U pocetnim stadijumima miokarditisa, ekspresija proinflamatornih citokina u miokardu
je deo inflamatornog procesa (543) i moze da se koristi kao sistemski kardiovaskularni
marker. Inflamacija ima znacajnu ulogu u razvoju posledica metabolickog sindroma
ukljucujuéi dislipidemiju 1 promenjenu toleranciju na glukozu. Ove metabolicke
promene ¢ine supstrat za dalji razvoj ateroskleroti¢nog plaka i insulinsku rezistenciju.

Hroni¢na inflamacija, a naro¢ito TNF-a izgleda da predstavljaju pokretaca

reumatoidnog artritisa, ateroskleroze i poremecene osetljivosti na insulin koje mogu da
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se jave simultano kod obolelih (543, 546). Medu inflamatornim markerima, izgleda da
je TNF-o kljuéni element u patogenezi dislipidemije i poremecene tolerancije na
glukozu. lako su promene koncentracije lipida korisne za bolesnika u sluc¢aju akutnih
stanja sa povisenim TNF-a, produzene TNF-a-indukovane modifikacije lipida povecace
kardiovaskularni rizik, morbiditet i mortalitet (546). Evidentno je da TNF-a ima kljué¢nu
ulogu u patogenezi kardiovaskularnih oboljenja i istovremeno moze da se koristi kao
marker za detekciju promena koje mogu biti povezane sa kardiovaskularnim
oboljenjima i kao terapeutski cilj u borbi protiv razvoja i progresije posledica
metabolickog sindroma. Terapija atorvastatinom kod hiperholesterolemiénih bolesnika
znacajno smanjuje koncentracije proinflamatornih citokina sliénih TNF-o (IL-1 i IL-6)
kao i SICAM-1 i CRP, ukazujuéi na znacaj farmakoloSke i klinicke uloge statina u
kardiovaskularnim oboljenjima (546). 1z svega navedenog, moze se zakljuciti da TNF-a
moze biti biomarker za koronarnu arterijsku bolest, marker prognoze NKVD, akutnog
ishemijskog mozdanog udara i koronarne endotelne disfunkcije.

Gen za TNF-B (limfotoksin A) lociran je na hromozomu 6p23-6g12 i sastoji se
od cetiri egzona udaljen samo 1,2 kb od TNF-a gena. TNF-3 je N-glikozilirani protein
koji se sastoji od 171 ak, molekulske mase 25 kDa. TNF-f i TNF-a pokazuju oko 30%
homologije u sekvenci. SintetiSu ga T-limfociti, fibroblasti, astrociti, endotelne Celije,
epitelne celije, a sintezu stimuliSu interfereni i IL2, a inhibira IL10. TNF-$ indukuje
sintezu GM-CSF, G-CSF, IL1, kolagenaze, i prostaglandina E, u fibroblastima,
indukuje sintezu G-CSF u monocitima, mitogen je za B limfocite, u neutrofilima
indukuje produkciju ROS. TNF-p deluje preko TNFR2 receptora (547, 548).

Epidermalni faktor rasta

Epidermalni faktor rasta (EGF) je mitogeni faktor i pripada EGF familiji u kojoj
se osim EGF nalaze i transformiSucéi faktor rasta 3, amfiregulin, EGF sli¢an faktor rasta
koji vezuje heparin, betacelulin, epiregulin i heregulin (549-551). Gen za EGF nalazi se
na 4925. EGF je polipeptid sastavljen od 53 ak od kojih su 6 cisteini (552-554). Ovi
cisteini formiraju tri intramolekulske disulfidne veze (555) koje su znaCajne za
odrzavanje bioloske aktivnosti EGF. Epidermalni faktor rasta se sintetse kao prekurzor,
tip-1 transmembranskog proteina sastavljen od 1217 ak. Ovaj protein ima ekstracelularni
domen koji sadrzi sekvencu faktora rasta, hidrofobni transmembranski domen i

citoplazmaticni domen. U plazma membrani on podleze proteolizi sa ¢lanom familije
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disintegrina i metaloproteinaza ADAM 10, pri ¢emu nastaje rastvorljivi, bioloski
aktivan faktor rasta (550, 556). Prekurzor EGF je glikozilirani transmembranski protein
molekulske mase 140-150 kDa. Ovaj prekurzor se takmici sa zrelim EGF za vezivanje
za EGF receptor. Interakcija izmedu EGF prekurzora u jednoj ¢eliji i EGF receptora
susedne ¢elije moze da uti¢e na migraciju Celija, rast celija itd. (557). Receptor za EGF
(EGFR) je glikoprotein molekulske mase 170 kDa sa tirozin kinaznom aktivnoscéu.
Sastavljen je od jednog polipeptidnog lanca od 1186 aminokielina koji nastaje cepanjem
prekurzora od 1210 ak. Kodiran je genom koji se nalazi na 7p11.2 hromozomu, ima 28
egzona i dugacak je oko 200 kbp (558). Familiju EGFR ¢ine ¢etiri ¢lana: ErbB1 (EGFR,
HER1), ErbB2 (HER2, p185, ili neu), ErbB3 (HER3 ili p160) i ErbB4 (HER4).
Epidermalni faktor rasta se vezuje za ErbB1 receptor. EGFR se dimerizuje, aktivira,
autofosforiliSe na ostacima tirozina, a zatim se za njega vezuje EGF (559). Sledi
vezivanje razli¢itih signalnih molekula, kao $ti su adaptorni protein GRB2 i Nck, PLC-
v, SHC, STATSs itd. Aktivirani EGFR se uklanjaju sa povrsine ¢elije endocitozom i dalje
degradiraju u lizozomima §to rezultira manjom aktivno$éu i manjom koli¢inom. Ligand
se degradira u lizozomima, dok se receptor ili degradira ili reciklira nazad na povrSinu
celije.

EGF je mitogen glatkih misi¢nih celija intime (560). Epidermalnim faktorom
rasta stimulisan EGFR u glatkim miSiénim ¢elijama aktivira MAPK put i inhibira
delovanje angiotenzina 1l (561, 562). Mada su trombociti glavni izvor EGF tokom
aterogeneze, oni nemaju sposobnost biosinteze proteina i ukljucuju se kasnije u
aterogeni proces. Postoji moguc¢nost da se EGF sintetiSe u megakariocitima i ¢uva u
trombocitima, ili da ga trombociti preuzimaju iz nekog drugog izvora. Pretpostavlja se i
da EGF potice iz koStane srzi, a da se oslobada u plazmu tokom procesa koagulacije
(563).

Vaskularni endotelni faktor rasta

Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) inicijalno je otkriven kao vaskularni
permeabilni faktor ¢ija je osnovna uloga da deluje na ekstravazaciju proteina iz
tumorom zahvacenog krvnog suda. Kasnije je otkrivena njegova osobina vezivanja za
heparin i specificno mitogeno dejstvo na endotelne celije. Familija VEGF obuhvata
grupu faktora i to VEGF (VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E (virusni), i

dodatni ¢lan nazvan placentarni faktor rasta (564-567).
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Gen za humani VEGF lociran je na 6p21.3 hromosomu, a ¢ine ga osam egzona i
sedam introna (568). Ekspresija VEGF pozitivno je regulisana tkivnom i lokalnom
hipoksijom, acidozom, slobodnim radikalima, faktorima rasta, citokinima i aktivacijom
razli¢itim onkogenima (569). Nastali protein nakon sinteze podleze daljim post-
translacionim modifikacijama. Alternativnim spajanjem razli¢itih delova sintetisanih
delova lanaca stvara se nekoliko varijanti VEGF sa duzinama lanaca 121, 145, 165, 183,
189 i 206 ak. Razlicite izoforme VEGF proteina imaju razli¢it afinitet za heparin i
heparin sulfat. Veéina celija eksprimira razli¢ite varijante VEGF, dominantno
VEGF121 i VEGF165 (570). VEGF (VEGFA) ostvaruje svoje dejstvo vezivanjem za
dva receptora na povrsini ¢elije i to za tirozin kinazne receptore VEGFR-1, VEGFR-2 i
neuropiline 1 1 2 (receptori za semaforine, molekule ukljucene u razvoj aksona). Gen za
VEGFR-1 lociran je na hromozomu 13q12-g13, a gen za VEGFR-2 na hromozomu
4q11-g12. Molekulske mase ovih receptora su VEGFR-1 180 kGa, a VEGFR-2 195
kDa. Aktivne forme VEGF-su koje se vezuju za ove receptore su uglavnom homodimeri
molekulske mase 45 kDa (571). Nakon vezivanja homodimera za receptor VEGF inicira
kaskadnu signalizaciu koja pocinje dimerizacijom receptora, autofosforilacijom i
formiranjem aktivnog receptora. Signalizacija u cCeliji obuhvata viSe puteva 1 to
fosfolipaza C-y/protein kinaza C, Ras put, fosfatidil inozitol-3 kinazni put, MAPK put i
druge (572-574) §to za posledicu ima njegova dejstva ne permeabilnost krvnog suda,
prezivljavanje Celija i proliferaciju i migraciju (572).

Osnovne uloge VEGF su: antiapoptoticka aktivnost, limfangiogeneza (575,
576), imunosupresija (577), a s druge strane stimulacija i privlacenje endotelnih i
hematopoetskih prekurzornih ¢elija koStane srzi u angiogenezi (578, 579), i regulaciju
prezivljavanja hematopoetskih stem celija. Sekundarni efekti VEGF odnose se na
indukciju brojnih supstanci, npr. NO, aktivatora plazminogena, itd. (580, 581).

Od izuzetnog znacaja je uloga VEGF u hipoksijom i inflamacijom indukovanim
odgovorima koji su kriti¢ni osim u kanceru i u kardiovaskularnim oboljenjima. VEGF je
vazan za o€uvanje integriteta endotela, a samim tim 1 za vaskularnu funkciju. S druge
strane, VEGF moze da deluje na formiranje plaka i njegovu destabilizaciju kao
inflamatorni citokin (582). Neovaskularizacija ima protektivnu ulogu u ishemijskoj
bolesti srca poboljSavajuéi njegovu perfuziju i funkciju leve komore. Faktori rasta mogu
da posreduju u procesu angiogeneze i arteriogeneze. Koncentracija VEGF znacajno

raste u prva 24h nakon hipoksije i vra¢a se na bazalne vrednosti nakon 24h od
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uspostavljanja  adekvatne oksigenacije miokarda (583). S druge strane,
neovaskularizacija je prepoznata kao kao znacajan proces u progresiji i destabilizaciji
ateroskleroticnog plaka. Nastala mreza krvnih sudova je vazan izvor inflamatornih
¢elija koje doprinose nestabilnosti plaka. Hemoragija unutar plaka moze da dovede do
akumulacije fosfolipidima i slobodnim holesterolom bogatim membranama eritrocita
uticuéi na nestabilnost velikog nekroticnog jezgra. Poznato je da je progresija plaka
povezana sa privlaCenjem inflamatornih celija i oksLDL. Oksidovani LDL povecava
sintezu i sekreciju VEGF in vitro (584), a broj VEGF pozitivnih ¢elija korelira sa
stepenom vaskularizacije ateroskleroticnog plaka (585). Destabilizacija atero-
skleroti¢nog plaka vodi rupturi plaka, intravaskularnoj trombozi i posledi¢no infarktu

miokarda.

Adhezione molekule

Celijske adhezione molekule su prema definiciji Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontology.org/) “molekule koje su eksprimirane na povrSini Celije 1
posreduju u adheziji ¢elije na druge Celije ili ili ekstracelularni matriks ”. One imaju
brojne funkcije na povrsini ¢elije i u njenom okruzenju-drugoj sli¢noj ili razlicitoj ¢eliji,
ekstracelualrnom matriksu ili ponekad rastvorljivim elementima. Adhezione molekule
su Siroko distribuirane 1 prakti¢no svaka celija eksprimira ¢elijske adhezione molekule.
Opisane su cetiri grupe adhezionih molekula: imunoglobulini, selektini, integrini i
kadherini. Samo su prve tri grupe zanaCajne u regulisanju transporta leukocita,
kadherini su odgovorni za interakciju ¢elija-Celija 1 pomaZu odrZavanje integriteta tkiva.

Superfamilija imunoglobulina ukljucuje intercelularne adhezione molekule
(ICAMs) 1 vaskularne celijske adhezione molekule (VCAMs); selektini obuhvataju
endotel-leukocit adhezionu molekulu (E-selektin), P-selektin i leukocitnu adhezionu
molekulu (L-selektin);

Selektini

Selektini su kalcijum zavisni tip-1 transmembranskih glikoproteina koji se
vezuju za sijalinizirane ugljenohidratne komponente (ligande) na ciljnim proteinima
(586). Ovi proteini sadrze N-terminalni C-tip lektinski domen ili domen koji prepoznaje
ugljene hidrate, zatim epidermalnom faktoru rasta slican domen, varijabilni broj kratkih
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konsenzus ponovaka slicnih onima kod komplement-regulatornih proteina, kratki
transmembranski deo i mali citoplazmati¢ni domen.

Tri ¢lana familije selektina dobila su naziv prema njihovim glavnim mestima
ekspresije: L-selektin se eksprimira u leukocitima, E-selektin je specifican za endotelne
¢elije 1 P-selektin je uglavnom naden na trombocitima, ali ga eksprimiraju i endotelne
¢elije. Geni za selektine P, E i L locirani su na hromozomu 1923-25. Svaka od molekula
selektina ima specifican model ekspresije. L-selektin (CD62L, LAM-1, LECAM-1,
gp90MEL, DREG), molekulske mase 80 kDa, se konstitutivno eksprimira na vecini
leukocita, na nekim T 1 B c¢elijama 1 nekim NK c¢elijama u zavisnosti od mesta
aktivacije. U nekim modelima inflamacije, L-selektin posreduje u privla¢enju neutrofila
u kasnijoj fazi imunog odgovora (587, 588). P-selektin (CD62P, GMP-140, PADGEM,
LECAM-3), molekulske mase 140 kDa, se ¢uva u a-granulama trombocita i Vajbel-
Paladovim telascima endotelnih Celija i eksprimira se na povrSini aktiviranih ¢elija u
roku od nekoliko minuta. On Cesto posreduje u ranom privla¢enju leukocita tokom
imuniih odgovora (588, 589). Transkripciju P-selektina indukuju IL-4, IL-13 ili
onkostatin (590-592), dok TNFa, LPS, IL-1 ne povecavaju sintezu iRNK u humanim
¢elijama, verovatno zbog nedostatka vezujuc¢eg mesta za NF-kB u promotoru humanog
gena za P-selektin (593). E-selektin (CD62E, ELAM-1, LECAM-2), molekulske mase
115kDa koji je prisutan samo u endotelnim ¢elijama; njegova transkripcija je regulisana
LPS, IL-1, TNF-a ili INF-y pod kontrolom redoks-regulisanih transkripcionih faktora
kao §to su NF-kB i AP-1. Ova indukcija traje nekoliko sati i zna¢ajno se smanjuje po
dostizanju optimalne ekspresije (586, 594, 595)

Nakon aktivacije celije, selektini se brzo uklanjaju sa povrSine Ccelije
mehanizmima internalizacije i lizozomalne degradacije (P- 1 E-selektin) ili
proteolitickim cepanjem (L-, E-selektin). Solubilne izoforme E- i L-selektina, koje
mogu da se izmere u Krvi su rezultat ovog procesa (596, 597). Ove molekule nisu samo
degradacioni produkti, one mogu imati odgovaraju¢e funkcije, potencijalno kao
inhibitori ili kao agonisti. Selektini su ukljuceni u najraniju fazu privlacenja leukocita u
inflamatorne lezije, i neophodni su za privlacenje i kotrljanje leukocita duz endotela na

mestima inflamacije (P, E i L selektini) i adheriranje na endotelne ¢elije (E-selektin).
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Solubilni P-selektin

Cirkulisu¢i solubilni P-selektin (sP-selektin) detektovan je u plazmi kako
zdravih tako i obolelih od razli¢itih oboljenja (598, 599). Njegovi nivoi su znacajno veci
kod bolesnika sa jednosudovnom boles¢u nego kod zdravih osoba (600, 601).
Koncentracije sP-selektina u plazmi zdravih osoba su niske (30-60 ng/mL) (602).
Medutim u bolesnika sa vaskularnim oboljenjima kao S$to su hipertenzija (603),
hiperholesterolemija (604) ili nestabilna angina (605) nivoi sP-selektina su oko 120—200
ng/mL, a ekstremno mogu da se nadu i vrednosti do 1000 ng/mL (599). Tako, sP-
selektin moze da se svrsta u grupu klinickih biomarkera bolesti. Animalni modeli
pokazuju da je ekspresija P-selektina bez citoplazmati¢cnog domena povezana sa
prokoagulantnim statusom (607—609). Utvrdeno je da nivoi sP-selektina u krvi poti¢u
uglavnom iz trombocita i koreliraju sa progresijom ateroskleroze kod ljudi (610, 611),
ukazuju¢i da sP-selektin moze da predstavlja dodatni faktor u aterogenezi. Direktna
uloga sP-selektina u aterosklerozi je takode opisana (598, 612), kao i potencijalno
znacajna uloga povecanih nivoa sP-selektina u regulaciji adhezije leukocita u bolesnika
sa uznapredovalom aterosklerozom (598). P-selektin se moze smatrati znacajnim
biomarkerom za prognozu ateroskleroze, nestabilne angine, hipertenzije i
hiperholesterolemije.

Solubilni E-selektin

Malo je podataka o funkciji sE-selektina kod zdravih osoba ili u inflamatornim
stanjima. Studije su pokazale da su koncentracije SE-selektina povecane u serumu
bolesnika sa dijabetes melitusom ili hipertenzijom u poredenju sa zdravim osobama.
Takode, povecane koncentracije sE-selektina utvrdene su i kod tipa 2 diajbetes u
poredenju sa zdravim osobama (613, 614). Klinicka ispitivanja su pokazala da se
povecane koncentracije sE-selektina javljaju u tipu-2 dijabetesa rano u asimptomatskoj
perifernoj arterijskoj okluzivnoj bolesti, Sto moZe da ukaZe na esencijalnu ulogu u
patogenezi ateroskleroti¢ne vaskualrne bolesti u dijabetesu (615). Nije utvrdena razlika

u koncentraciji sE-selektina izmedu

Superfamilija imunoglobulina
Clanovi superfamilije imunoglobulina (Ig) su glikoproteinski receptori

membrane koji sadrze varijabilan broj ekstracelualrnih Ig domena. Ovi domeni sadrze
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od 70-100_ak i sastavljeni su od dve B presavijene povrsine i prouzrokuju uvijanje Ig
koje im omoguéava delovanje na mestu adhezije. Alternativno spajanje je Cesta pojava u
genima ove familije i omogucava stvaranje razlicitih izoformi.

Intercelularne adhezione molekule (ICAM) pripadaju subfamiliji od pet ¢lanova
ICAM-1,2,3,4, i 5. ICAM-1(CD54) je eksprimiran na bazalnom nivou i moze biti
ushodno regulisan proinflamatornim citokinima u leukocitima i endotelnim ¢elijama,
dok je ekspresija ICAM-2 (CD102) prisutnog na leukocitima, trombocitima i endotelu
inhibirana inflamatorni medijatori.ICAM-3(CD50) se detektuje na endotelnim ¢elijama
i leukocitima i jedini je iCAM molekul na neutrofilima. Solubilne forme ICAM-1 i
ICAM-3 nastaju cepanjem. ICAM-4 se eksprimira u eritroidnim ¢éelijama, a ICAM-5 u
mozgu. Gen za IVAM 1 i 3 locirani su na hromozomu 19p13, za ICAM-2 na 17¢23-25.
Ligandi za ove ICAM molekule su specifi¢ni B2-integrini leukocita i svaka od ovih
molekula ima moguénost da se vezuje za vise liganada koriste¢i razli¢ite domene.
Dimerizacija ili stvaranje ve¢ih multimera doprinosi povecava afinitet vezivanja za
ligande. ICAM-1,2 i 3 posreduju u adheziji leukocita na aktivirani endotel stvaranjem
¢vrstih veza sa integrinima 1 indukujuéi ¢vrsto vezivanje inflamatornih ¢elija za endotel
I posreduju u ekstravazaciji leukocita (597, 616—618).

Vaskularni ¢elijski adhezioni molekul 1 (VCAM-1, CD106), marker endotelne
aktivacije, eksprimira se na endotelnim ¢elijama, ali ga mogu eksprimirati 1 drugi tipovi
¢elija kao $to su makrofage, mioblasti, dendriti¢ne ¢elije. Gen za VCAM-1 nalazi se na
romozomu 1p31-32. VCAM-1 deluje vezivanjem integrina a4p1, poznatim kao veoma
kasni antigen 4 (VLA-4), proteina membrane koga eksprimiraju monociti, limfociti i
eozinofili (619). Integrin a4B7 je drugi ligand za VCAM-1 i ukljucen je privlacenje
limfocita. Nakon ekspresije VCAM-1, ¢elije sa receptorima za VCAM-1 adheriraju
prevashodno na mesta i dalje stimuliSu migraciju u subendotelni prostor.Finalnu fazu
migracije  leukocita izmedu endotelnith  Celija  ukljutuje 1 PECAM-1
(trombocitnoendotelni Celijski adhezioni molekul) koji se nalazi na spojevima
endotelnih Celija i olakSava dijapedezu leukocita (620).

Endotelne (,,cell-selective®) adhezione molecule, nedavno otkriven c¢lan
superfamilije imunoglobulina, koji se nalazi na spoju endotelnih ¢elija i na aktiviranim
trombocitima takode posreduje u dijapedezi neutrofila i minocita kroz endotel (621).

Solubilne forme adhezionih molekula mogu se detektovati u cirkulaciji u
razli¢itim stanjima uz adhezione molekule vezane za membranu reflektujuéi aktivaciju

58



endotela i oStecenje (622, 623). PoviSenje nivoa solubilnih formi VCAM-1 i ICAM-1 je
rezultat ili povecane ekspresije u aktiviranim endotelnim celijama ili poveéane
proteolize za endotel vezanih adhezionih molekula koje su posledica oste¢enja
endotelne Celije (624).

Veliki broj studija ispitivao je povezanost posebno P-selektin, VCAM-1 i
ICAM-1 sa razli¢itim patoloskim stanjima, posebno sa aterosklerozom i vaskularnim

oboljenjima.

1.4.5. Biomarkeri hemodinamskog stresa

B-tip natriuretickog peptida (BNP) i N-terminalni proB-tip natriuretickog peptida (NT-
proBNP)

Humana familija natriureti¢kih peptida sastoji se od atrijalnog (ANP), B-tipa
natriuretickog peptida (BNP) i C-tipa natriuretickog peptida (CNP) i tri receptora:
natriuretickiog receptora -A (NPR-A ili guaninil ciklaza-A),-B (NPR-B ili ili guaninil
ciklaza-B) i -C (NPR-C ili klirens receptor). Gen za BNP nalazi se na hromozomu
1p36.2. BNP iRNK se translacijom prevodi u preproBNP sastavljen od 134 ak. Nakon
uklanjanja signalnog peptida od 26 ak nastaje proBNP-108 sastavljen od 108 ak. U
Goldzi aparatu proBNP-108 podleze posttranslacionoj glikozilaciji na N-terminalnom
kraju (Ser36, Thr37, Thr44, Thr48, Thr53, Ser58 iThr71). Ako ne dode do O-
glikozilacije na poziciji Thr-71, proBNP-108 se u trans-Goldzi aparatu pod dejstvom
furina, korina i sli¢nih peptidaza cepa u BNP-32 (mali cikli¢ni peptid molekulske mase
3,5 kDa) i NT-proBNP-76. BNP-32 i NT-proBNP-76 se zatim sekretuju u
ekvimolarnim koli¢inama. Njihova sekrecija je konstitutivna, bez ¢uvanja u sekretornim
granulama. Ako je proBNP O-glikoziliran na poziciji Thr-71, ne dolazi do cepanja i
glikozilirani proBNP-108 se kao takav sekretuje u cirkulaciju (625—627). Atrijalno i
ventrikularno tkivo sadrze dva osnovna oblika proBNP-108 i BNP-32. BNP-32 je
dominantan (~60%) u atrijalnom tkivu, dok je proBNP-108 dominantan (~60%) u
ventrikularnom tkivu (628). BNP, sr¢ani hormone, dominantno sintetiSu i sekretuju
ventrikularni miociti (629), poveéan pritisak i1 zapremina punjenja (,,overload®),
ishemiju miokarda, neurohumoralne faktore i cytokine (630-632). U ljudskom mozgu
nije detektovan BNP, §to ukazuje na to da se tkivna distribucija BNP razlikuje izmedu

vrsta. Zahvaljujuéi prisustvu konzervisane sekvence ponovaka AUUUA u 3’-
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netranslatiranom regionu, BNP iRNK se brzo degradira sli¢no limfokinim genima i
onkogenima. Ekspresija gena za BNP se dinamicki menja u zavisnosti od fizioloskih i
patofizioloskih uslova.

BNP ostvaruje svoju aktivnpst vezivanjem za NPR-A ili guaninil ciklazu-A. Gen
za humani NPR-A nalazi se na hromozomu 1g21-g22, sastvljen je od 22 egzona i kodira
protein sastavljen od 1061 ak. Strukturno je organizovan u ekstracelualrni domen (450
ak), transmembranski domen (21 ak) i intracelularni domen (566 ak) koga ¢ine
jukstammbranski domen, kinazi sli¢an domen, ,hinge* domen i kataliticki odmen
gvanilat ciklaze). NPR-A je eksprimiran u brojnim tkivima: adipoznom tkivu,
nadbubreznoj Zzlezdi, bubregu, placenti, ileumu, cerebelumu, srcu, hipofizi, timusu,
ovarijumu. NPR-A je oligomer koji je u osnovnom stanju fosforilisan na Sest poznatih
mesta u kinazi slicnim domenima. BNP se vezuje za receptor, signal se prenosi kroz
membranu, sledi dimerizacija gvanilat ciklaznog domena i sinteza cGMP koji aktivira
cGMP protein zavisne kinaze, deluje na fosfodiesteraze i utice na ¢cGMP regulisane
jonske kanale (633). Produzena ekspozicija ligandom stimuliSe defosforilaciju
receptora, Sto rezultira smanjenom aktivnosc¢u kroz proces homologne desenzitizacije.
Defosforilacija primarno rezultira inhibicijom procesa fosforilacije. Oslobadanje liganda
i refosforilacija vra¢aju enzim u njegovo osnovno stanje (634).

Na ovaj nac¢in BNP ostvaruje brojne fizioloSke funkcije vezane prvenstveno za
bubreznu i funkciju kardiovaskualrnog sistema i obuhvata vazodilataciju, stimulaciju
natriureze i diureze, inhibiciju simpati¢kog nervnog sistema, sitema renin-angiotenzin-
aldosteron, antifibroticke efekte, kao i1 inhibitorne 1 korisne efekte na fizioloske
mehanizme vezane za kardiovaskualrni sistem (635—-638).

Glavni mehanizam klirensa BNP je endocitoza preko klirens receptora-NPR-C
koji nema enzimsku aktivnost i kontrolise lokalnu koncentraciju BNP endocitozom i
lizozomalnom degradacijom. NPR-C se eksprimira u glomerularnim i vaskularnim
strukturama bubrega, nadbubreznoj zlezdi, srcu, plu¢ima, mozgu (639, 640, 641). Drugi
mehanizam klirensa BNP je enzimska degradacija neutralnom endopetidazom 24.11.
koja je eksprimirana u tubulima bubrega, vaskularnom endotelu, srcu i plu¢ima (642).
Klirens NT-proBNP obavlja se na nivou bubrega ili preko retikuloendotelnog sistema.
Poluvreme zivota BNP je 22 minuta, a NT-proBNP 120 minuta (643). NT-proBNP
pokazuje manju intraindividualnu varijabilnost u odnosu na BNP, ali na BNP manje

utic¢e starosna dob i bubrezna funkcija (644).
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Koncentracije BNP su povecane u razli¢itim patoloskim stanjima kao Sto su
sr¢ana insuficijencija, infarkt miokarda, hipertenzija, hipertrofija leve komore i akutna
pluéna embolija. Tokom poslednjih godina ovi hormoni su duboko promenili lecenje
bolesnika sa sréanom insuficijencijom i preporucuju se za dijagnozu, procenu rizika i

podesavanje terapije.
1.4.6. Biomarkeri funkcije trombocita i hemostaze

Fibrinogen

Fibrinogen je solubilni glikoprotein molekulske mase 340 kDa, sastavljen od
dve identi¢ne subjedinice koje sadrze tri polipeptidna lanca Aa, Bp i y-lanca koji su
povezani disulfidnim vezama. U procesu koagulacije krvi (tre¢a faza) dolazi do
pretvaranja fibrinogena u fibrin. Trombin cepa fibrinopeptide A i B iz fibrinogena pri
¢emu nastaje monomer fibrina koji se zatim polimerizuju stvaraju¢i fibrinski, nestabilan
koagulum. Nastali koagulum se stabilizuje delovanjem transglutaminaze (faktora
koagulacije XIIl). Poznato je da se fibrinogen vezuje za ollbB3 receptor na
trombocitima preko C-terminalnog kraja y-lanca, indukujuc¢i adheziju i agregaciju
trombocita, $to stimuli$e proces koagulacije krvi (645-647).

Medutim, nezavisno od njegove uloge u procesu koagulacije, fibrinogen se
smatra i molekulom sa Sirokim spektrom funkcija vezanih za inflamatorne reakcije.
Cesto oznadavan kao protein akutne faze, fibrinogen je znalajno poveéan u
inflamatornim stanjima (648, 649). On se sintetiSe u hepatocitima jetre i sekretuje u
cirkulaciju. U fizioloSkim uslovima, fibrinogen se nalazi u cirkulaciji u koncentraciji od
2—4 g/L, ali nakon ostecenja tkiva ili inflamacije njegove koncentacije se mogu povecati
i nekoliko puta (648), sto ga svrstava u faktore rizika za kardiovaskularna oboljenja
(650, 651), mozdani udar (652) i Alzheimer—ovu bolest (653). Fibrinogen ostvaruje
svoje razli¢ite bioloSke efekte vezivanjem za integrinske 1 neintegrinske receptore
eksprimirane na razli¢itim tipovima celija. Fibrinogen se vezuje za integrin allbf3 na
trombocitima, $to vodi agregaciji trombocita koja je neophodna za proces koagulacije
krvi. Fibrinogen se vezuje za integrine CD11b/CD18 (Mac-1, CR3, aMp2),
CD11c/CD18 uslovljavajuéi ekspresiju makrofaga, a vezivanjem za neintegrinski TLR-
4 i ekspresiju hemokina (654, 655). Vezivanjem fibrinogena za integrin aVVB3 i ICAM-

1 na endotelnim celijama dovodi do adhezije, dok vezivanjem za neintegrinski VE-
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kadherin reguliSe druge funkcije endotelnih celija, kao Sto su migracija i formiranje
kapilarne tube (656, 657). Interakcijom sa allbpB3 na mastocitima reguliSe njihovu
adheziju i aktivaciju (658).

Fibrinogen ima znacajnu ulogu u bakterijskim infekcijama vezivanjem za
specificne proteine zida bakterija koji reguliSu adheziju i prezivljavanje bakterija u telu
domacina. Fibrinogen ucestvuje u ranim fazama formiranja ateroskleroticnog plaka,
posto se direktno inkorporira u zid arterija i pretvara u fibrin i njegove produkte
razgradnje. Dodatno, vezuje se za HDL i stvara ¢ak i vece koliCine istog (659).
Fibrinogen i njegovi produkti razgradnje posreduju u transportu adhezionih molekula na
povrsinu endotela i njihovu dalju migraciju u intimu i pokrecu proliferaciju i migraciju
glatkih migiénih celija (660, 661). Sto se ti¢e inflamatornih aspekata fibrinogena,
inflamatorni proces je uglavnom posredovan interakcijom fibrinogena sa leukocitima
koja je posredovana integrinima. Dva glavna receptora za fibrinogen na povrSini
leukocita su MAC-1 i aXB2. Monaociti indukuju povezivanje fibrinogena za receptor
MAC-1 (662, 663). Fibrinogen moze da se vezuje za ICAM i da povecéava interakciju
monocita i endotelnih Celija (664—666). Fibrinogen povecava koncentraciju ICAM-1 na
povrsini endotelnih ¢elija §to vodi povecanju leukocita na povrSini endotelnih Celija, Cak
i u uslovima koji su okarakterisani prisustvom povecanog stresa (667). Vezivanje
fibrinogena za ICAM-1 posreduje u adheziji trombocita. Interakcijom fibrinogena sa
¢elijama koje eksprimiraju ICAM-1 je povezano sa povecanjem celijske proliferacije
(668). Vezivanjem fibrinogena za receptore na leukocitima, fibrinogen povecava
hemotakticki odgovor igraju¢i na taj nacin znacajnu ulogu u inflamatornom procesu
(669). Jedan od predlozenih mehanizama kojima fibrinogen indukuje inflamatorne
promene u leukocitima ukljucuje povecanje intracelualrnog kalcijuma i1 povecanje
ekspresije faktora aktivacije neutrofila, Sto rezultira pove¢anjem fagocitoze, toksic¢nosti
leukocita koja je posredovana antitelima i odlaganjem apoptoze (670).

U infarktu uloga fibrinogena je u stimulaciji inflamatornog odgovora,
interakcijom sa brojnim receptorima na razliCitim ¢elijama. Fibrinogen se vezuje za
endotelni receptor vaskularni endotelni kadherin, $to povecava infiltraciju leukocita 1
veli¢inu infarkta nakon reperfuzije (656). Vezivanjem fibrinogena preko N-terminalnog
dela B lanca za vaskularni endotelni kadherin (657) takode regulise druge funkcije
endotela kao S$to su migracija i formiranje kapilarne tube (657, 671). Fibrinogen se
dodatno vezuje za preko udaljene RGD sekvence u C-treminalnom delu Aa lanca za
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integrin avp3 (672—674) i preko sekvence u y lancu za ICAM-1 (675) posredujuéi u
adheziji endotelnih ¢elija.

Ipitivane su uloge nivoa fibrinogena u prediksiji ateroskleroze i buducih
kardiovaskularnih dogadaja, predikcija kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika sa i
bez kardiovaskularnih bolesti. Smatra se da on moze da pruzi dodatne prognosticke
informacije u odnosu na lipidne parametre. Studije ukazuju da modifikacija nivoa
fibrinogena lekovima moze da smanji rizik od kardiovaskularnog morbiditeta 1
mortaliteta. Odredivanje fibrinogena u multimarkerskom pristupu proceni
kardiovaskularnih faktora rizika takode je znacajno da bi fibrinogen mogao da se svrsta

u klini¢ki znacajne rutinske markere.

1.4.7. Biomarkeri dislipidemije i modifikacije lipida

Lipidi i apolipoproteini

Poslednjih nekoliko decenija, veliki broj klini¢kih studija pokazao je da
dislipidemija moze da bude prediktor kardiovaskularnih oboljenja. Istorijski gledano,
sadrzaj holesterola u lipoproteinima, a posebno LDL-holesterola je prototipski marker
koronarne arterijske bolesti. Sadrzaj holesterola u lipoproteinima, sluzio je kao pogodni,
mada neadekvatni surogat marker za kvantifikaciju koncentracije specificnih
lipoproteina. Kasnije je kod bolesnika sa familijarnom hiperholesterolemijom ¢ije su
koncentracije LDL-holesterola bile vece od 500 mg/dL i koji su imali infarkt i od njega
holesterola uzrok u patogenezi koronarne arterijske bolesti. LDL je bez svake sumnje
smatran glavnim atrogenim proteinom, a redukcija LDL-holesterola davanjem statina
smanjuje kardiovaskularna oboljenja kao §to su AIM i mozdani udar kako u primarnoj
tako i u sekundarnoj prevenciji. Zbog toga sve nacionalne i internacionalne preporuke
definisu LDL kao primarni lipidni faktor rizika i terapijski supstrat za terapiju statinima.
Poznato je da je HDL jedna od glavnih klasa lipoproteina koja prenosi holesterol u krvi.
Poznat je kao antiaterogena cestica Cija je prva opisana funkcija ucesée u reverznom
transportu holesterola, a koja pokazuje i antioksidantnu i antiinflamatornu aktivnost.

Klinicari su zbog navedenih osobina uvek najvisSe paznje obracali na ova dva
glavna lipidna faktora rizika. Medutim, ne treba zanemarivati ni trigliceride, koji iako su
u negativnoj korelaciji sa nivoima HDL-holesterola, predstavljaju nezavisan faktor
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rizika. Mnoge osobe sa hipertrigliceridemijom takode imaju i male guste LDL cestice.
Ove osobe takode imaju poveéane koncentracije non-HDL-holesterola, drugog markera
kardiovaskularnog rizika. Osim njega, visoke vrednosti odnosa ukupan holesterol/HDL-
holesterol LDL-/HDL-holesterol, i non-HDL-/HDL-holesterol takode su povezane sa
povecanim kardiovaskularnim rizikom. |1 mada je LDL-holesterol primarni fokus
evaluacije rizika i terapije, treba imati u vidu i druge lipidne frakcije, kao Sto predlazu
brojne preporuke. Medutim, ono $to uvek ostaje kao otvoreno pitanje je da li klini¢ari
mogu da koriste sve ove parametre u klinickoj praksi, i da li evaluacija bolesnika moze
da se uradi na laksi nac¢in? Tu na scenu stupaju apolipoproteini, medu njima svakako
najeksploatisaniji apolipoprotein (apo) B koji odrazava aterogene i apo Al koji odrazava
antiaterogene lipoproteine pokazali su se superiornijim u odnosu na konvencionalne
lipide u predvidanju rizika i redukciji nezeljenih dogadaja u studijama koje su ispitivale
statine. Odnos apo B/apo Al koji reflektuje holesterolski balans losih i dobrih lipida,
pokazao se mnogo boljim u odnosu na LDL i druge lipide kao marker rizika i terapijski
cilj. ApoB je glavni apoliporotein u svim potencijalno aterogenim ¢esticama, kao §to su
VLDL, IDL, LDL cestice. Svaka Cestica sadrzi samo jedan apoB, pa se zbog toga
smatra da nivoi apoB u plazmi reflektuju holesterolom i delimi¢no trigliceridima bogate
Zestice. Cestica koja sadrzi najvise apoB je mala gusta LDL &estica, koja &ini 90% svih
apoB-cestica. ApoAl je glavni protein HDL gestica, on je glavni inicijator i pokretac
reverznog transporta holesterola. ApoAl pokazuje antiaterogene efekte; deluje
antioksidantno 1 antiinflamatorno efekte, stimuliSe endotelnu sintezu NO kao 1
oslobadanje prostaciklina iz endotela. Medutim novije studije ukazuju da apo Al moze
da bude oksidativno modifikovan i da doprinese aterogenim osobinama HDL koje do
sada nisu bile poznate. Metode za odredivanje apolipoproteina su davno
standardizovane, pacijenti ne moraju da gladuju pre uzimanja krvi, visoke koncentracije
triglicerida ne interferiraju, odnos apo B i apo Al identifikuje broj LDL cestica velike
gustine, sumiraju rizik povezan sa neravnotezom aterogenih 1 antiaterogenih
lipoproteina, dobar prediktor za kardiovaskularna oboljenja, predvida ishod u studijama
koje ispituju dejstvo statina itd.

Jedan od lipoproteina koji ni do danas nije izgubio na aktuelnosti je lipoprotein
(a). Lp(a) cestica sadrzi glikoproteinsku komponentu apo (a) koja je disulfidnom vezom
vezana za apoB-100 na LDL cesticama. Apo(a) je sastavljen od kringlova IV 1 V i
inaktivnog proteaznog domena koji pokazuje veliku homologiju (75% do 98%) sa

64



plazminogenom. Kringl 1V je sastavljen od 10 podtipova, od kojih su ponovci kringl
IV-tip 2 veoma polimorfni i mogu se javiti u 2 do 43 kopije, dok je drugih 9 kringlova
podtipa V-2 prisutno samo u jednoj kopiji. Nivoi u plazmi su determinisani stepenom
apo(a) u jetri, pri cemu se manje izorforme (sa manje ponovaka kringl 1V-2) sekretuju
brze od velikih izoformi Sto rezultira viSom koncentracijom u plazmi. Broj ponovaka
kringl V-2 je umereno inverzno povezan sa koncentracijom Lp(a)u plazmi. Od
sedamdesetih godina proSlog veka je poznato da su povisene koncentracije Lp(a) u
plazmi nezavisni faktor rizika za kardiovaskualarne bolesti. Sli¢nost u strukturi Lp(a) i
plazminogena vodilo je spekualcijama o ulozi Lp(a) u aterotromboti¢nim oboljenjima
zasnovanoj na dvojnoj strukturi ovog lipoproteina. U ovom scenariju, LDL doprinosi
proaterogenim osobinama ove dCestice, dok apo(a) interferira sa fibrinolitickom
funkcijom plazminogena, inicirajuéi razlaganje tromba prisutnog u krvnom sudu.
Mnoge studije su ukazale na protromboticku ulogu Lp(a) koja se pripisuje komponenti
apo(a). Medutim postoje brojne karakteristike kojima apo(a) doprinosi delovanju Lp(a),
a koje su potpuno nezavisne od njegove sli¢nosti sa plazminogenom. One ukljucuju
mogucnost apo(a)/Lp(a) da deluje na funkciju trombocita, na disfunkciju endotela, kao i
na to da inhibira klirens hilomikronskih ostataka u transgenim misijim modelima.
Nedavno je otkrivena i potencijalna uloga Lp(a) u vezivanju oksidovanih fosfolipidnih
adukta za jedan od kringl motiva apo(a). Veli¢ina apo(a) izoformi dovodi se u vezu sa
rizikom od kardiovaskularnih bolesti, nezavisno od koncentracije Lp(a) u plazmi
(676-686).

Oksidovani LDL

Primarni dogadaj u patogenezi ateroskleroze je akumulacija 1 dalja modifikacija
LDL u subendotelnom matriksu. Da bi postale aterogene, nativne LDL cestice podlezu
modifikacijama, ukljucujuéi lipolizu, proteolizu, glikozilaciju ili agregaciju. Mnoge
komponente u LDL cesticama ukljucujuéi apoB, fosfolipide, holesterol i nezasi¢ene
amsne Kiseline mogu da se oksiduju (687).

Hipoteza oksidativne modifikacije predlaze da je najznacajniji dogadaj u
formiranju rane lezije oksidacija lipida, stavljaju¢i oksLDL na centralno mesto u
aterogenezi. Oksidovani LDL (oksLDL) ima znacajnu ulogu u formiranju
ateroskleroti¢nog plaka i progresiji ateroskleroze (688, 689). Nativni LDL se oksiduje u
subendotelnom prostoru razlic¢itim reaktivnim vrstama superoksidom, MPO, 15-
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lipooksigenazom i peroksinitritom (690). U zavisnosti od stepena oksidacije formiraju
se minimalno modifikovani LDL (mm-LDL) ili potpuno modifikovani LDL. Mm-LDL
koga nativni LDL-receptori jo§ uvek prepoznaju stimuli$e endotelne ¢Celije da produkuju
¢elijske adhezione molekule kao $to su ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, MCP-1 i M-CSF
(691, 692), rezultiraju¢i adhezijom monocita za endotel i daljom dijapedezom u zid
krvnog suda. Oslobadanjem M-CSF iz endotelnih ¢elija, mmLDLs takode favorizuje
proliferaciju monocita i diferencijaciju u tkivne makrofage, kritic¢an korak koji bi mogao
biti odgovoran za konverziju mmLDL u potpuno modifikovan oksLDL. Dalja
oksidacija ukljucuje nekoliko enzima kao Sto su lipooksigenaze, MPO, sekretorna
fosfolipaza i lipooksigenaze.

Medutim, nativni LDL receptori ne prepoznaju potpuno modifikovani LDL
(negativnije naelektrisan u odnosu na nativni LDL i gubi afinitet za LDL receptor).
Potpuno modifikovani LDL vezuje se za receptore ,Cistace“-CD-36 i SR-A na
makrofagama. Makrofage postaju bogate lipidima i smanjuje im se pokretljivost. Ovo
rezultira formiranjem aktivirane penaste Celije koja doprinosi stvaranju masnih pruga.
Sledi progresija lezije sa migracijom glatkih misi¢nih ¢elija u intimu ili subendotelni
prostor. Glatke miSiéne Celije proliferiSu 1 preuzimaju modifikovane lipoproteine koji
doprinose procesu ateroskleroze (689). Potpuno oksidovani LDL se brzo uklanja iz
plazme; preuzimaju ga celije retikuloendotelnog sistema, posebno Kupferove celije i
sinusoidalne endotelne ¢elije ili se uklanja postojecim cirkuliSu¢im autoantitelima. (687,
693). Za razliku od njega minimalno modifikovani LDL ima duzi poluzivot, moze se
naci u cirkulaciji i preuzeti u arterijsku leziju doprinoseci daljoj progresiji ateroskleroze
(687).

Povecanje oksLDL u plazmi zdravih osoba moze biti povezano sa starosnom
dobi, gojaznoS¢u, hipertenzijom, hiperholesterolemijom, hipertrigliceridemijom,
inflamacijom, dijabetes melitusom, hiperurikemijom, hiperhomociteinemijom,
pusenjem, povecanim unosom alkohola, smanjenom fizickom aktivnoséu (694).

Proaterogena dejstva oksLDL uklju¢uju brojna bioloSka dejstva i njihove
posledice: oksLDL favorizuje formiranje penastih ¢elija u subendotelnom prostoru
(direktno preuzimanje holesterola receptorima ,,Cista¢ima“ makrofaga-CD36 i SR-A
koji nisu nishodno regulisani kada se sadrzaj holeterola u ¢elijama povecava); deluje
hemotakticki na monocite i T-limfocite (povecanjem ekspresije MCP-1 i direktnim
hemostatskim efektom), ,,zarobljavanjem ,,makrofaga u intimi (inhibicija pokretljivosti
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makrofaga), vazokonstriktorni efekat (inhibicija oslobadanja ili funkcije NO), adhezija
monocita za endotel (poveéana ekspresija adhezionih molekula), ruptura plaka
(poveéano stvaranje MMP-1,-3,-9), proliferacija celija (indukcija faktora rasta),
trombogeneza (stimulacija agregacije trombocita i povecanje tkivnog faktora), indukcija
¢elijske smrti (indukcija Fas-posredovane apoptoze), indukcija proinflamatornih gena
(aktivacija NF- kf3, povecana antigenost indukcijom formiranja autoantitela) (695).

Oksidovani LDL se ne nalazi u normalnim arterijama ili ga ima u vrlo malim
koli¢inama u fibroti¢nim ili lezijama koje su podlegle regresiji (696). Nalazi se u skoro
svim tipovima lezija ukljucuju¢i veoma rane lezije aorte fetusa ¢ije su majke bile
hiperholesterolemi¢ne tokom trudnoce ¢ak pre nego $to monociti udu u zid krvnog suda,
ukazujuci da je oksidacija LDL uklju¢ena apriori u razvoj ateroskleroti¢ne lezije (697).
Humane karotidne i koronarne arterije su znac¢ajno bogatije oksLDL, a nestabilan plak
je prvenstveno bogat oksLDL (698,699). Kod zivotinja, OXLDL u plaku se smanjuje
nakon regresione/antioksidantne dijete (700-702), a kod ljudi nakon terapije statinima
(703). Oksidovani LDL nije homogeni entitet, ve¢ podrazumeva viSestruke hemijske i
imunogene modifikacije lipida i apoB na LDL. Termin oksLDL koristi se u generickom
smislu da se opisu razli¢iti tipovi oksLDL. Da bi mogli da se tumace i uporeduju
rezultati dobijeni u razli¢itim studijama treba imati u vidu koja su antitela kori$¢ena za
odredivanje oksLDL (npr. OXLDL-E06 meri OxPL epitope na apoB koriste¢i misija
antitela E06) (704, 705).

Danas, postoje tri glavna ELISA testa za odredivanje oxLDL i oni koriste
razli¢ita miSija monoklonska antitela DLH3, 4E6 1 EO6 koja prepoznaju razlicite epitope
oksLDL. Antitela DLH3 detektuju oksidovane fosfatidilholin epitope na LDL i koristi
se izolovani LDL, §to nije pogodno za rutinsko analiziranje (OxLDL-DLH3) (706).
Antitelo 4E6 vezuje se za derivatizirani apoB kada je najmanje 60 Lys grupa
modifikovano, ali vezuje i Cu oksLDL i malondialdehid-LDL (OxLDL-4EG6).
Oksidovani LDL-4E6 je dostupan komercijalno u istrazivacke svrhe kao sendvi¢
ELISA. U nekoliko studija utvrdena je dobra korelacija oksLDL- 4E6 i LDL-holesterola
(707-710). Prirodno misije antitelo E06 specifi¢no se vezuje za fosforilholin grupu
oksidovanog, ali ne i nativnih fosfolipida (704, 705, 711, 712) da bi se izmerio oksLDL-
E06.

Jasno je da oksLDL mozZe da posluzi kao atraktivan biomarker koji bio povezao

poremecaje lipoproteina i inflamaciju. Brojne studije su poslednjih godina, ispitivale
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ulogu oksLDL u preklini¢koj aterosklerozi, endotelnoj disfunkciji, stabilnoj koronarnoj
arterijskoj bolesti, AKS, PKI i odgovoru na statine. Samo nekoliko studija bavilo se
prognostickim znacajem ovog markera u razvoju koronarne bolesti, progresiji

zadebljanja karotidne intime-medije.

Lipoproteinska fosfolipaza A;

Lipoproteinska fosfolipaza A, (LpPLA;) je ¢lan superfamilije fosfolipaza A,
enzima koji hidrolizuju fosfoliide (713). Opisane su dve izoforme ovog enzima,
intracelualrna i ekstracelularna (sekretorna) forma (714, 715). One se sintetiSu
uglavnom u monocitima, makrofagama, T-limfocitima, jetri i mastocitima (715-717).
Lp-PLA; je 45-kDa protein sastavljen od 441 ak (718). Enzimi imaju kanoni¢nu
tercijarnu uvijenu strukturu i formiraju paralelne beta povrSine sa heliksnim
esterazama nego drugim ¢lanovima superfamilije fosfolipaza A, (719). Gen za Lp-PLA;
(PLA2GT7) sastoji se od 12 egzona i lociranje na hromozomu 6p21.2-12 (720, 721). Tri
ak, Y205, W115 i L116, su klju¢ne za vezivanje Lp-PLA; za LDL(722). Identifikovane
su genetske varijante PLA2G7 i pokazano je da one uti¢u na aktivnost Lp-PLA,, ali
njihov klini¢ki znacaj jo§ uvek nije utvrden (723-725). Aktivnost Lp-PLA; je povezana
sa makrofagama 1 utvrdeno je da je ushodno regulisana u atroskleroti¢nim lezijama,
posebno u kompleksnim plakovima (726), kao i u fibroznoj kapi koronarne lezije sklone
rupturi (727). Dok se Lp-PLA; vezuje za lipoproteine koji sadrze apolipoprotein (apo)
B-100 (722), ukljuc¢uju¢i HDL, Lp(a) i ostatke lipoproteina, ve¢ina Lp-PLA; vezuje se
za cirkulisu¢i LDL (728). Nedavno je utvrdeno da su nosaci za Lp-PLA; u humanoj
plazmi i trombocitne mikro¢estice (729, 730). Lp-PLA; ima znafajnu ulogu u
aterosklerozi (731). Smatra se da je enzim povezan sa HDL protektivan za
aterosklerozu, dok je Lp-PLA; vezan za LDL verovatno proaterogen. Zapravo, Lp-
PLA; je inicijalno otkrivena kao faktor aktivacije trombocita acetil hidrolaza (PAF-
AH), reflektuju¢i njegovu antiaterogenu aktivnost: hidrolizu i inaktivaciju
proinflamatornog fosfolipida PAF (1-O-alkil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfoholin) (da
katalizuje degradaciju PAF) (732) i sprecavajuéi dalju oksidativnu modifikaciju LDL
(718, 733, 734). Dodatno, frakcija Lp-PLA; udruzena sa HDL moze takode da inhibira

formiranje penastih celija i poveca efluks holesterola iz makrofaga.
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S druge strane, Lp-PLA; moze da doprinosi oksidaciji LDL (731, 735, 736).
Oko 70% Lp-PLA; u krvi nalazi se na LDL. Medutim, oni se ne sekretuju zajedno veé
se po ulasku u cirkulaciju, Lp-PLA; vezuje za LDL preko karboksiterminalnog kraja
apo B. LDL tako obezbeduje cirkuliSu¢i rezervoar u kome Lp-PLA; ostaje neaktivna
sve dok ne dode do oksidativne modifikacije. Nakon oksidacije LDL u zidu arterije,
kratka acil grupa na sn-2 poziciji fosfolipida podleze hidrolitickom delovanju Lp-PLA;
koja cepa oksidovani fosfatidil holin lipoproteinske cestice, stvaraju¢i dva potentna
proinflamatorna i proaterogena medijatora: lizofosfatidilholin i oksidovane masne
kiseline. Od posebnog je znacaja naglasiti da Lp-PLA; deluje samo na oksidativno
modifikovani LDL i da hidroliza oksidovanog LDL moze da se vrsi iskljuc¢ivo sa Lp-
PLA, (737, 738). Proinflamatorna delovanja lizofosfatidilholina, kao i oksidovanih
masnih kiselina pokre¢u kaskadu dogadaja koji mogu direktno da uticu na aterogenezu.
Lizofosfatidilholin stimuliSe ekspresiju adhezionih molekula, ushodno regulise citokine
I CD40L u T-¢elijama, citotoksi¢an je pri koncentracijama veé¢im od 30-50 pumol/L,
stimuliSe proliferaciju makrofaga, stimuliSe migraciju vaskularnih glatkih miSi¢nih
¢elija, hemoatraktant je za monocite, makrofage i T-Celije, indukuje apoptozu u glatkim
misiénim c¢elijama i makrofagama, potentni hemoatraktant za T-¢elije i monocite,
stimuliSe disfunkciju endotelnih Celija, stimuliSe proliferaciju makrofaga i1 indukuje
apoptozu u glatkim miSi¢énim Celijama, deluje na oslobadanje arahidonske kiseline iz
endotelnih ¢elija, ukljucen je u antigenost oksidovanog LDL, indukuje MCP-1 i gene za
faktore rasta, inhibira stvaranje endotelnog NO (737, 739-741). Na ovaj nacin, dolazi
do privlagenja monocita u intimu krvnog suda, gde oni diferentuju u makrofage, a zatim
i penaste Celije dok se istovremeno lokalno produkuje vise Lp-PLA,. Lizofosfatidil
holin je citotoksi¢an za vaskularne glatke miSi¢ne ¢elije i moze da indukuje lokalnu
sintezu MMP, koje mogu da istanje fibroznu kapu i da destabilizuju ateromatozni plak,
povecavaju¢i njegovu sklonost ka rupture (742, 743). Inflamatorne celije u
ateroskleroticnom plaku dalje produkuju vise Lp- PLA2, §to rezultira ushodnom
regulacijom Lp-PLA, i daljom progresijom ateroma (744). Lp-PLA, je raskrsnica
metabolizma lipida 1 inflamatornog odgovora. Tako Lp-PLA; moze predstavljati
znacajnu vezu izmedu oksidativne modifikacije LDL u intimi arterijskog zida 1
inflamatornog procesa u ateroskleroticnom plaku.

Utvrdeno je da oksLDL stimulise ekspresiju Lp-PLA; u monocitima. Ova
ushodna regulacija je zbog oksidovanih fosfolipida (pravih supstrata Lp-PLA), ali ne i
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produkta hidrolize lizofosfatidil holina. OksLDL indukuje efekte preko PI3K i p38
MAPK puta. Koncentracije Lp-PLA, pokazuju konzistentne nivoe kod osoba i nasuprot
CRP nisu pod uticajem sistemske infekcije ili inflamacije (745). Koncentracije Lp-PLA;
mogu da se procenjuju kao enzimska aktivnost ili kao merenje mase enzima i njihova
korelacija je dobra. Utvrdeno je povecanje koncentracije sa godinama (746, 747),
statisticki vec¢i nivoi kod Zena u odnosu na muskarce (746, 747), rasno-etnicke razlike
(747).

Odredivanje koncentracije Lp-PLA, predlozeno je kao dopuna tradicionalnim
faktorima rizika za predikciju kardiovaskualrnog rizika kako kod zdravih osoba, tako za
primarnu tako i za sekundarnu prevenciju. Iz dana u dan raste broj studija koje povezuju

koncentraciju ovog parametra sa AKS i mozdanim udarom.
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2.CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Odredivanje vremenskog profila biomarkera nekroze, inflamacije, hemodinamskog

stresa, dislipidemije i modifikacije lipida kod bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI.

2. Utvrdivanje korelacije biomarkera nekroze, inflamacije, hemodinamskog stresa,
dislipidemije i modifikacije lipida sa demografskim karakteristikama, faktorima rizika i

karakteristikama postinfarktnog toka kod bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI.

3. Odredivanje  prognostickog znaCaja biomarkera nekroze, inflamacije,
hemodinamskog stresa, dislipidemije i modifikacije lipida u odnosu na smrtni ishod u
bolnici i pojavu nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja u 30-dnevnom i jednogodi$njem

pracenju kod bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI.

4. Utvrdivanje faktorske strukture citokina, solubilnih citokinskih receptora, solubilnih
adhezionih molekula i molekula funkcionalno povezanih sa citokinima i ispitivanje
povezanosti dobijenih faktora i kratkoro¢ne prognoze kod bolesnika sa STEMI lecenih

PPKI.
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3MATERIJALI METODE
3.1. Ispitivana populacija

U ispitivanje je bilo ukljuc¢eno 300 bolesnika sa akutnim infarktom miokarda sa
elevacijom ST segmenta lecenih primarnom PKI u Koronarnoj jedinici Urgentnog
centra Klinickog centra Srbije. Primarna PKI je izvodena u Sali za Kateterizaciju srca
Klinike za kardiologiju Klini¢kog centra Srbije. Laboratorijska dijagnostika bolesnika
uradena je u Sluzbi za urgentnu laboratorijsku dijagnostiku Centra za medicinsku

biohemiju Klinickog centra Srbije.

U studiju je bilo ukljuc¢eno 200 konsekutivnih bolesnika sa STEMI koji su leceni
pPKI. Od 200 bolesnika sa STEMI u statisticku analizu uklju€eno je 189 bolesnika.
Cetiri bolesnika je ,,izgubljeno* u praéenju, a za sedam bolesnika nije bilo dovoljno
bioloskog materijala za odredivanje svih laboratorijskih biomarkera ili su u uzorcima
biolo§kog materijala utvrdene interferencije (,jaka*“ hemoliza ili lipemija) koje bi
znacajno uticale na rezultate odredivanja nekih biomarkera. Drugu grupu bolesnika
¢inilo je 100 bolesnika sa prvim prednjim STEMI koji su uspesno leceni pPKI (< 20%
rezidualne stenoze i TIMI protok 3).

Kriterijumi za ukljucivanje bolesnika u ispitivanje bili su: prijem u Urgentni centar
u prvih 12h od pocetka infarktnog bola (za prvu grupu bolesnika) ili u prvih 6h (za
drugu grupu bolesnika). EKG dijagnoza STEMI podrazumeva novonastalu elevaciju ST
segmenta najmanje 1mm (0,1mV) u standardnim odvodima, i najmanje 2mm u
najmanje dva susedna prekordijalna odvoda ili pojavu novonastalog bloka leve grane,

kao 1 poviSene vrednosti Tnl.

Kriterijumi za neukljucivanje bolesnika u ispitivanje bili su: operacija ili trauma u
protekla 2 meseca, istorija febrilnih stanja, akutna ili hroni¢na inflamacija pri prijemu,
istorija autoimunih oboljenja sa ili bez imunosupesivne terapije, prethodni infarkt
miokarda u proteklih 6 meseci, znacajna krvarenja koja zahtevaju transfuziju tokom PKI
ili neposredno nakon nje, predhodna renalna ili hepati¢na disfunkcija, malignitet, ili

izostanak saglasnosti bolesnika da ucestvuje u ispitivanju.
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Pri prijemu u Urgentni centar bolesnicima je uzeta detaljna anamneza i uraden

klini¢ki pregled.

Anamnezom su uzeti:

a) demografski podaci (pol, starost, telesna visina i tezina na osnovu kojih je
izracunat indeks telesne mase),

b) podaci o prethodnoj koronarnoj bolesti (prethodna angina pektoris, prethodni
infarkt miokarda, prethodna revaskularizacija miokarda (PKI ili CABG)),

c) podaci o faktorima rizika za koronarnu bolest (hipertenzija, dijabetes, pusenje,
naslede, hipelipoproteinemija).

Hipertenzija je definisana kao vrednosti arterijskog krvnog pritiska >140/90 mmHg
ili uzimanje antihipertenziva. Dijabetes mellitus definisan je kao glukoza na taste >7
mmol/L ili uzimanje insulina ili oralnih antidijabetika. Hiperholesterolemija je
dijagnostikovana merenjem koncentracije ukupnog holesterola i definisana cut-off >5,2
mmol/L ili uzimanjem statina i sl. Pacijenti su smatrani pusac¢ima ukoliko su pusili >1
cigarete/dan u vreme prijema ili prethodnih 12 meseci.

d) podaci o prethodnoj medikamentnoj terapiji (ACE inhibitori ili blokatori AT-1I
receptora, diuretici, beta-blokatori, statini).

Klinickim pregledom pri prijemu verifikovani su klini¢ki parametri kao §to su
sréana insuficijencija oznac¢ena Killip klasom, sréana frekvencija. U toku hospitalizacije
pracena je pojava sréane insuficijencije oznacena Kilip klasom, pojava sr¢anih aritmija
(pretkomorskih i komorskih), kao i poremecaj provodenja (atrioventrikularni blok).
Svim bolesnicima je slikan EKG.

Prema zakonskoj obavezi, svi bolesnici koji su imali indikaciju za pPKI dali su
pismenu saglasnost za njeno izvodenje na standardnom formularu Klinike. Nakon toga
bolesnici su dobijali preporuc¢enu premedikaciju dvojnom agregacionom terapijom (300
mg aspirina i 600 mg klopidogrela per 0s).
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Analizirani su i parametri vezani za samu intervenciju, tj. pPKI:
a) Preproceduralni parametri—vreme od pocetka bola do pPKI;

b) Proceduralni parametri

Koronarografski nalaz ukljucivao je: broj obolelih koronarnih arterija sa zna¢ajnim
suzenjem (jedno-, dvo- ili trosudovna bolest), infarktnu arteriju (LAD, Cx, RCA),
stenozu glavnog stabla leve koronarne arterije (LM), TIMI protok kroz infarktnu arteriju
pre intervencije, vrstu implantiranog stenta, duzinu i dijametar stenta, upotrebu
glikoprotein I1b/I1la inhibitora;

c) Postproceduralni parametri—TIMI protok po postavljanju stenta.

Ehokardiografski pregled uraden je posle pPKI i uklju¢ivao je merenje end-
dijastolne i end-sistolne dimenzije leve komore, dimenzije leve pretkomore i desne
komore, kao i odredivanje ukupne ejekcione frakcije leve komore po Simpsonovoj
metodi.

Terapija bolesnika po =zavrSenoj pPKI sastojala se iz dvojne ili trojne
antiagregacione terapije koja je podrazumevala 100 mg aspirina/dan, 75 mg
klopidogrela/dan i kod nekih bolesnika primenu blokatora glikoproteinskog llb/Illa
receptora u Kontinuiranoj i.v. infuziji slede¢a 24h. Indikaciju za primenu blokatora
glikoproteinskog Ilb/llla receptora postavljao je interventni kardiolog i infuzija je
zapoceta u toku pPKI. Bolesnici su u toku boravka u bolnici dobijali i ostalu terapiju
koja se koristi u le¢enju AIM i to B-blokatore, ACE inhibitore, blokatore AT-II
receptora, statine, nitrate, antikoagulantnu terapiju. Odluku o primeni ove terapije
donosio je ordinirajuéi lekar. Pojava komplikacija (aritmije, sr¢ana insuficijencija,

mehanicke komplikacije, rekurentna ishemija) tretirane su u skladu sa preporukama.

Kratkoro¢na prognoza je definisana kao smrtni ishod u bolnici (bolnicki mortalitet),
odnosno pojava NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta (smrtni ishod, reinfarkt
miokarda, revaskualarizacija ciljne lezije, mozdani udar). Uradeno je jednogodis$nje
pracenje bolesnika tokom kog perioda je registrovana pojava novih NKVD (smrtni

ishod, reinfarkt miokarda, revaskularizacija ciljne lezije, mozdani udar).
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3.2. Uzorci bioloskog materijala i laboratorijska odredivanja

Po dolasku u bolnicu pre pPKI, a zatim 24h, 48h, 72h i 7. dana po zavr$enoj
intervenciji bolesnicima sa STEMI je uzeta krv za biohemijske analize. Bolesnicima sa
prvim prednjim infarktom biohemijske analize su uradene pre pPKI, a zatim 4, 8, 12,
18, 24, 48, i 7 dana po zavrsenoj pPKI. Analiziranje citokina, citokinskih receptora,
faktora rasta, adhezionih molekula, sSCD40L, i insulina uradeno je u 4 uzorka (pre PKI,
nakon 24h, 48h i 7 dana), koncentracija Lp PLA; pre i posle pPKI, dok je HbAlc

odreden kod bolesnika samo na prijemu.

Za uzimanje bioloskog materijala koris¢eni su zatvoreni sistemi (Vacutainer tubes,

BD Vacutainer Systems, Franklin Lakes, New Jersey).

U tabeli 1 je prikazan spisak parametara, vrsta bioloSkog materijala u kome je

parameter odredivan, kao i metod odredivanja.

Tabela 1. Spisak parametara, vrsta bioloskog materijala i metod odredivanja parametara

Parametar Bioloski materijal Metod
Hemoglobin venska krv sa EDTA spektrofotometrija
Hematokritna vrednost venska krv sa EDTA izraCunavanje
Broj eritrocita venska krv sa EDTA Impedanca, VCS
Eritrocitni parametri venska krv sa EDTA
Srednji volumen eritrocita-MCV venska krv sa EDTA Impedanca, VCS
Srednji sadrzaj hemoglobina u ) .
T venska krv sa EDTA izraCunavanje
eritrocitu-MCH
Srednja koncentracija hemoglobina ) )
T venska krv sa EDTA izracunavanje
u eritrocitu-MCHC
Koeficijent varijacije distribucije ) )
T venska krv sa EDTA izracunavanje
volumena eritrocita-RDW
Broj trombocita venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Trombocitni parametri venska krv sa EDTA
Srednji volumen trombocita-MPV venska krv sa EDTA izratunavanje
Sirina distribucije volumena venska krv sa EDTA izraCunavanje

75




trombocita-PDW

Leukociti venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Limfociti venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Mononuklearne ¢elije venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Granulociti venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Eozinofili venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Bazofili venska krv sa EDTA impedanca, VCS
Glukoza serum GOD/PAP, _enzimska
sa heksokinazom
Urea serum ureaza/GLDH,
Kineticki
Kretinin serum IDMS
Mokra¢na kiselina serum urikaza/peroksidaza
Ukupni proteini serum biuret
Albumin serum bromkrezol zeleno,
brom krezol crveno
Ukupan bilirubin serum diazo sa sqlfanllnom
Kiselinom
AST serum IFCC metod, Tris
pufer, sa/bez PP
ALT serum IFCC metod, Tris
pufer, sa/bez PP
CK serum enzimska,HK/G-6PDH
CK-MB serum __enzimska
imunoinhibicija
LDH serum enzimska, piruvat
ALP serum p-NPP, AMP pufer
GGT serum L-y-g_lutar_nil-3-_ _
karboksi-4-nitroanilid
j jon-selektivna
Natrijum serum elektroda, indirektna
IMT
j jon-selektivna
Kalijum serum elektroda, indirektna
IMT
Gvosde serum kolorime_trijskc_)_ sa
deproteinizacije
TIBC serum Gvozde + UIBC
Feritin serum

imunoturbidimetrija
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Holesterol serum holesterol-oksidaza
enzimska
HDL-holesterol serum kolorimetrijska
(CHE i CHO)
Trigliceridi serum lipaza/GK/GPO/POD
Apo Al serum imunoturbidimetrija
Apo B serum imunoturbidimetrija
Lp(a) serum imunoturbidimetrija
hsCRP serum imunoturbidimetrija
Troponin | serum CMIA
masa CKMB serum CMIA
Mioglobin serum CMIA
MPO EDTA plazma CMIA
BNP EDTA plazma CMIA
NT-proBNP serum ECLIA
PAPP-A serum ECLIA
Lp-PLA EDTA plazma imunoturbidimetrija
oksLDL EDTA plazma ELISA
CD40L citratna plazma ELISA
oksLDL EDTA plazma ELISA
Lp-PLA, EDTA plazma imunoturbidimetrija
MMP-9 serum imunoodredivanje
IL-1o EDTA plazma imunoodredivanje
IL-18 EDTA plazma imunoodredivanje
IL-2 EDTA plazma imunoodredivanje
IL-3 serum imunoodredivanje
IL-4 EDTA plazma imunoodredivanje
IL-5 serum imunoodredivanje
IL-6 EDTA plazma imunoodredivanje
IL-7 serum imunoodredivanje
IL-8 EDTA plazma imunoodredivanje
IL-10 EDTA plazma imunoodredivanje
IL12 p70 serum imunoodredivanje
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IL-13 serum imunoodredivanje
IL-15 serum imunoodredivanje
IL-23 serum imunoodredivanje
INF-y EDTA plazma imunoodredivanje
MCP-1 EDTA plazma imunoodredivanje
TNF-a EDTA plazma imunoodredivanje
TNF- serum imunoodredivanje
GM-CSF serum imunoodredivanje
MIP-1a. serum imunoodredivanje
sIL-2Ra serum imunoodredivanje
sIL-6R serum imunoodredivanje
STNFRI serum imunoodredivanje
STNFRII serum imunoodredivanje
EGF EDTA plazma imunoodredivanje
VEGF EDTA plazma imunoodredivanje
P-selektin EDTA plazma imunoodredivanje
E-selektin EDTA plazma imunoodredivanje
L-selektin EDTA plazma imunoodredivanje
VCAM-1 EDTA plazma imunoodredivanje
ICAM-1 EDTA plazma imunoodredivanje

U tabeli 2 je prikazan spisak parametara, analizatori na kojima je odredivanje

izvr$eno, kao i prozvodac/proizvodaci komercijalnih reagenasa/analizatora.

Tabela 2. Spisak parametara, analizatori na kojima je izvrseno odredivanje

prozvodac/proizvodaci komercijalnih reagenasa/analizatora

) Proizvodac
Parametar Analizator ]
testa/analizatora
Hemoglobin HmX Beckman-Coulter
Hematokritna vrednost HmX Beckman-Coulter
Broj eritrocita HmX Beckman-Coulter
Eritrocitni parametri HmX Beckman-Coulter
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Srednji volumen eritrocita-MCV HmX Beckman-Coulter
Srednji sadrzaj hemoglobina u
T HmX Beckman-Coulter
eritrocitu-MCH
Srednja koncentracija hemoglobina
T HmX Beckman-Coulter
u eritrocitu-MCHC
Koeficijent varijacije distribucije
T HmX Beckman-Coulter
volumena eritrocita-RDW
Broj trombocita HmX Beckman-Coulter
Trombocitni parametri HmX Beckman-Coulter
Srednji volumen trombocita-MPV HmX Beckman-Coulter
Sirina distribucije volumena
] HmX Beckman-Coulter
trombocita-PDW
Leukociti HmX Beckman-Coulter
Limfociti HmX Beckman-Coulter
Mononuklearne Celije HmX Beckman-Coulter
Granulociti HmX Beckman-Coulter
Eozinofili HmX Beckman-Coulter
Bazofili HmX Beckman-Coulter
Olympus AU400, )
Glukoza . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, .
Urea ) ) Olympus, Siemens
Dimension RXL max
o Olympus AU400, )
Kretinin . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
o Olympus AU400, _
Mokraéna kiselina ) . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
) o Olympus AU400, )
Ukupni proteini . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
) Olympus AU400, )
Albumin . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400,

Ukupan bilirubin

Dimension RxL max

Olympus, Siemens
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Olympus AU400,

AST . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, .
ALT ) ) Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, _
CK ) ) Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, _
CK-MB ) ) Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, )
LDH ) ] Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, .
ALP . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
Olympus AU400, .
GGT . . Olympus, Siemens
Dimension RXL max
N Olympus AU400, ]
Natrijum . . Olympus, Siemens
Dimension RxL max
. Olympus AU400, )
Kalijum ) ] Olympus, Siemens
Dimension RxL max
Olympus AU400, )
Gvozde . . Olympus, Siemens
Dimension RxL max
Olympus AU400, .
TIBC ) ] Olympus, Siemens
Dimension RxL max
o Olympus AU400, )
Feritin . . Olympus, Siemens
Dimension RxL max
Holesterol Cobas 6000 Roche
HDL-holesterol Cobas 6000 Roche
Trigliceridi Cobas 6000 Roche
Apo Al Cobas 6000 Roche
Apo B Cobas 6000 Roche
Lp(a) Cobas 6000 Roche
hsCRP Cobas 6000 Roche
Troponin | Architect 12000 Abbott

80




masa CKMB Architect i2000 Abbott
Mioglobin Architect 12000 Abbott
MPO Architect i2000 Abbott
BNP Architect i2000 Abbott
NT-proBNP Cobas 6000 Roche
PAPP-A Cobas 6000 Roche
Lp-PLA Cobas 6000 Roche
oksLDL BNII Behring
CD40L BNII Behring
oksLDL BNII Mercodia AB
Lp-PLA; Cobas 6000 Diadexus/Roche
MMP-9 Evidence investigator Randox
IL-1a Evidence investigator Randox
IL-1B Evidence investigator Randox
IL-2 Evidence investigator Randox
IL-3 Evidence investigator Randox
IL-4 Evidence investigator Randox
IL-5 Evidence investigator Randox
IL-6 Evidence investigator Randox
IL-7 Evidence investigator Randox
IL-8 Evidence investigator Randox
IL-10 Evidence investigator Randox
IL12 p70 Evidence investigator Randox
IL-13 Evidence investigator Randox
IL-15 Evidence investigator Randox
IL-23 Evidence investigator Randox
INF-y Evidence investigator Randox
MCP-1 Evidence investigator Randox
TNF-a Evidence investigator Randox
TNF-B Evidence investigator Randox
GM-CSF Evidence investigator Randox
MIP-1a Evidence investigator Randox
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sIL-2Ra Evidence investigator Randox
sIL-6R Evidence investigator Randox
STNFRI Evidence investigator Randox
STNFRII Evidence investigator Randox
EGF Evidence investigator Randox
VEGF Evidence investigator Randox
P-selektin Evidence investigator Randox
E-selektin Evidence investigator Randox
L-selektin Evidence investigator Randox
VCAM-1 Evidence investigator Randox
ICAM-1 Evidence investigator Randox

Koncentracija LDL-holesterola izraunata je koris¢enjem Friedewaldove formule
(748) za uzorke u kojima je koncentracija triglicerida <4,5 mmol/L. U uzorcima u
kojima je koncentracija triglicerida bili >4,5 mmol/L koncentracija LDL-holesterola
odredena je direktnom metodom. Kao indikator bubrezne funkcije koriSéena je
izraCunata jacina glomerularne filtracije (¢GFR) prema MDRD (Modification of Diet in
Renal Disease study) formuli (749).

Tehnologija biocipova

Tehnologija bioCipova (,,biochip array technology*) se koristi za istovremeno
kvantitativno odredivanje viSe analita iz jednog uzorka bolesnika. Odredivanje se
zasniva na hemiluminiscentnom imunoodredivanju. Osnova tehnologije je Randox-ov
bioCip veli¢ine 9 mm? koji sadrzi imobilizovana antitela specificna za razlicite citokine,
citokinske receptore, faktore rasta ili adhezione molekule u nizovima diskretnih test
regiona. Po dodavanju uzorka bolesnika, analiti iz uzorka se vezuju za antitela na
povrsini bio¢ipa. Zatim se dodaju multianalit konjugati (antitela obelezena enzimom-
peroksidazom rena) koja se vezuje za drugu funkcionalnu grupu analita. Po dodavanju
signalnog reagensa (rastvor luminol/pojacéiva¢ i rastvor peroksida u odnosu 1:1),
produkuje se svetlosni signal koji je direktno proporcionalan koncentraciji analita u
uzorku bolesnika.
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Mehanizam reakcije:

1. HRP + H0, — Jedinjenje | + H,O

2. Jedinjenje | + Luminol - Jedinjenje Il + Luminol radikal
Jedinjenje I + P (Pojacivac signala) — Jedinjenje Il + P radikal
Jedinjenje Il + P — HRP + P radikal
P radikal + Luminol — P + Luminol radikal

3. Pradikal + oksidant — Luminol endoperoksidaza

\

krajnji produkt + emisija svetlosti

Svetlosni signal koji generiSe svaki od ovih test regiona na bioCipu se detektuje
koriste¢i digitalnu tehnologiju snimanja (CCD kamera) i uporeduje se sa standardnom
krivom. Koncentracija analita prisutnog u uzorku se racuna iz sacuvane standardne
krive. Za detekciju i kvantifikaciju svetlosnog signala, tj. kvantitativno odredivanje
razli¢itth biomarkera koriS¢en je Randox-ov ,banchtop* analizator Evidence
investigator ™.

Na jednom nosacu nalazi se devet bioCipova u formatu 3x3, a pakovanja
regenasa sadrze 6 bioCipova. Omoguceno je odredivanje nekoliko panela citokina,
citokinskih receptora i faktora rasta, kao i adhezionih molekula. Za simultano
odredivanje vise analita u 1 uzorku potrebno je samo 100 pL uzorka (25 uzorka uL za
adhezione molekule). Uz svaku seriju odredivanja, kao i za svaku kutiju reagensa
potrebno je uraditi kalibraciju u 9 tacaka i odrediti koncentracije ispitivanih biomarkera
u tri kontrolna uzorka.

Za odredivanje koncentracije citokina, citokinskih receptora i faktora rasta u
ovoj disertaciji koris¢emo je Cetiri testa (Cetiri vrste ¢ipova) i to Evidence investigator
™ Cytokine & Growth Factors array (CTK) (IL-1o, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, EGF, IFN-y, MCP-1, TNF-o, VEGF), Evidence investigator ™ Cytokine Array Il1
(IL-5, IL-15, GM-CSF, MIP-10, TNF-B), Evidence investigator "™ Cytokine Array IV
(MMP-9, sIL-2Ra, sIL-6R, sTNFRI, sTNFRII) i Evidence investigator ™ Cytokine
Array V (IL-3, IL-7, IL-13, IL-12 p70, IL-23). Za odredivanje koncentracije adhezionih
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molekula koriS¢en je test Evidence investigator '™ Adhesion molecules array (ADM)
(E-, L-, P-selektin, sVCAM-1, sSICAM-1).

Shematski prikaz postupaka za odredivanje citokina, citokinskih receptora i

faktora rasta koje sprovodi korisnik:

VI

VIl

VI

DODAVANJE REAGENSA
Dodavanje pufera na bioCip u nosacu

DODAVANJE UZORKA
Dodavanje standarda odredene koncentracije,
kontrolnog uzorka, uzorka seruma/plazme

INKUBACIJA
Biocip u nosacu se inkubira na 37 °C i
mesa na 370 rpm u termomesalici 60 minuta

ISPIRANJE
BioCip se ispira rastvorom za ispiranje

DODAVANJE REAGENSA
Dodavanje multi-analit reagensa
(konjugata-HRM obelezena antitela) na bioCip u nosacu

INKUBACIJA
Bioc¢ip u nosacu se inkubirana 37 °C 1
mesa na 370 rpm u termomesalici 60 minuta

ISPIRANJE
BioCip se ispira rastvorom za ispiranje

DODAVANJE SIGNALNOG REAGENSA
Dodavanje smese luminola i peroksida
koji ¢e usloviti stvaranje signala

INKUBACIA
na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 min

SLIKANJE I IZRACUNAVANJE
Nosac ¢ipova se postavlja u Evidence investigator sistem
CCD kamera beleZi signal i sistem kvantifikuje rezultat

Slika 1. Shematski prikaz postupaka za odredivanje citokina, citokinskih receptora i

faktora rasta

84



Shematski prikaz postupaka za odredivanje adhezionih molekula koje sprovodi korisnik

(slika 2):

VI

VIl

VI

DODAVANJE REAGENSA
Dodavanje pufera na bio¢ip u nosacu

DODAVANJE UZORKA

Dodavanje standarda odredene koncentracije, kontrolnog

uzorka, uzorka seruma/plazme

INKUBACIJA
Bio¢ip u nosacu se inkubirana 37 °C 1
mesa na 370 rpm u termomesalici 60 minuta

DODAVANJE REAGENSA
Dodavanje multi-analit reagensa

(konjugata-HRM obelezena antitela) na bioCip u nosacu

INKUBACIA
Bio¢ip u nosacu se inkubira na 37 °C 1
mesa na 370 rpm u termomesalici 60 minuta

ISPIRANJE
Biocip se ispira rastvorom za ispiranje

DODAVANJE SIGNALNOG REAGENSA
Dodavanje smeSe luminola 1 peroksida
koji ¢e usloviti stvaranje signala

INKUBACIJA
na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 min

SLIKANJE I IZRACUNAVANIJE

Nosac ¢ipova se postavlja u Evidence investigator sistem

CCD kamera belezi signal i sistem kvantifikuje rezultat

Slika 2. Shematski prikaz postupaka za odredivanje adhezionih molekula
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3.3. Statisti¢ka analiza

Normalnost raspodele numerickih obelezja testirana je Kolmogorov-Smirnov
testom. Deskripcija numerickih obelezja sa normalnom raspodelom uradena je
metodama deskriptivne statistike i to aritmetickom sredinom od srednjih vrednosti, a od
mera varijabiliteta standardnom devijacijom i rezultati su prikazani kao aritmeticka
sredina + standardna devijacija. Numericke varijable koje nisu imale normalnu
raspodelu prikazane su kao medijana i interkvartilni opseg (25-ti i 75-ti percentil).
Atributivne varijable merene nominalnom skalom merenja prikazane su kao relativni
(procenat) brojevi. U zavisnosti od toga da li su podaci normalno distribuirani ili ne za
poredenje izmedu dve grupe podataka koris¢eni su Student—ov t-test, odnosno Mann-
Whitney U-test. Poredenje kategorijalnih varijabli izmedu grupa uradeno je
Pearsonovim y? testom. S obzirom na eksperimentalni dizajn studije koji podrazumeva
ponovljena merenja biomarkera, kod poredenja numerickih obelezja (koja nisu imalA
normalnu raspodelu) izmedu dve grupe podataka koriS¢en je Wilcoxon—ov test
ekvivalentnih parova, a za vise od dve grupe podataka koriS¢ena je neparametarska
analiza varijanse jednog faktora varijabiliteta—Fridman—ov test. Korelacija izmedu
ispitivanih varijabli uradeno je Pearson—ovom Kkorelacijom za normalno distribuirane
varijable i Spearman—ovom korelacijom za varijable koje nisu normalno distribuirane.

Regresioni modeli su koriS¢eni za ispitivanje odnosa nezavisnih varijabli u
odnosu na definisane ishode. U analize su bili ukljuceni logisti¢ki regresioni model 1
Cox—ov regresioni model.

Na pocetku ispitivanja koriS¢ena je univarijantna logisticka regresiona analiza
(enter model) za izdvajanje varijabli koje su statisti¢ki znacajno povezane sa ishodom.
Zatim su varijable koje su bile statisticki znacajno povezane sa ispitivanim ishodom
(P<0,05) bile uklju¢ene u multivarijantnu logisti¢ku regresionu analizu, sa ,,korak po
korak (,,stepwise®) formiranjem zavr$nog modela. U prikazu rezultata univarijantne i
multivarijantne regresione analize navedeni su unakrsni odnos Sansi-OR (skrac¢enica od
engleskog naziva ,,0dds ratio®) ili OR za promenu jedne standardne devijacije ispitivane
varijable, 1 njegov 95% interval poverenja (CI) (skracenica od engleskog naziva

,confidence interval®) i verovatnoca (P).
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Za identifikaciju nezavisnih prediktora za pojavu ispitivanih ishoda u toku
jednogodisnjeg pracenja koriS¢en je Cox—ov proporcionalnl hazardni model
(univarijantni 1 multivarijantni), po principu »korak po korak« (,Stepwise) do
formiranja zavrSnog multivarijantnog modela. U prikazu rezultata navedeni su
koeficijent rizika-HR (po engleskom nazivu ,hazard ratio®), 95% interval poverenja
(Cl) i verovatnoca (P).

Za analizu vremenskog intervala do pojave ispitivanog ishoda koriS¢ena je
Kaplan-Meier—ova ocena funkcije prezivljavanja. Poredenje pojave NKVD ispitivanih
grupa uradeno je Log-rank testom.

Analiza ROC (Receiver Operating Characteristics) krive koris¢ena je za
odredivanje grani¢ne vrednosti (engl. ,,cut-off) biomarkera za predikciju ispitivanog
ishoda. Takode su izracunate i uporedene povrSine ispod kriva ¢ija je mera c-statistika.
DeLongh algoritam je koriS¢en za odredivanje statisticke znacajnosti.

Za redukciju broja varijabli odnosno dimenzija prostora, uradena je
eksploratorna faktorska analiza pri ¢emu je kao metod koriS¢ena analiza glavnih
komponenata i ortogonalna “varimax” rotacija sa Kaiser—ovom normalizacijom. Odluka
0 broju faktora za ekstrakciju doneta je na osnovu Kaiserov—og kriterijuma (kriterijum
latentnog korena), kriterijuma procenta varijanse i Cattell-ovog dijagrama (kriterijuma
skri testa). Izracunate su varijanse zajednickih faktora, komunaliteti varijabli, matrica
faktorske strukture i faktorski rezultati. Za kvantifikovanje stepena interkorelacija medu
varijablama i podesnosti faktorske analize odredena je mera adekvatnosti uzorkovanja
(MSA). Primenom Bartletovog testa sferi¢nosti testirana je nulta hipoteza da je matrica
interkorelacija varijabli ukljucenih u proceduru matrica identiteta. Faktorska opterecenja
nakon rotacije ve¢a od 0,5 smatrana su zna¢ajnim.

Dobijeni podaci su obradeni i1 prikazani tabelarno 1 graficki. Nivo verovatnoce
(P) manji ili jednak 0,05 ukazivao je na odbacivanje odgovarajuce nulte hipoteze, tj.
postojanje statisticki znacajne razlike. Za statistiCku analizu kori$¢eni su sledeci
statisticki programi: SPSS (Statistical Package for Social Sciencies, SAD) for Windows
ver.20.0, Power Analysis and Sample Size Software (PASS, NCSS, SAD) i MedCalc
(MedCalc Inc, Mariakerke, Belgija).
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4 REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivanih bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI

U tabeli 3 su prikazane demografske karakteristike i faktori rizika u grupi

bolesnika sa STEMI.

Tabela 3. Demografske karakteristike i faktori rizika ispitivane grupe bolesnika sa

STEMI

Starost (godine) 58,31+ 10,06
Muski pol (%) 70,4

BMI (kg/m?) 27,05 + 3,79
Hipertenzija (%) 65,1

Diabetes mellitus (%) 16,1

Pusenje (%) 67,6
Hiperholesterolemija (%) 42,0

Naslede (%) 27,8

BMI-indeks telesne mase

U tabeli 4 su prikazane prethodne bolesti/intervencije ispitivane grupe bolesnika

sa STEMI.

Tabela 4. Prethodne bolesti/intervencije ispitivane grupe bolesnika sa STEMI

AIM (%) 75
PKI (%) 0,5
Mozdani udar (%) 5,4

AlM-akutni infarkt miokarda, PKI-perkutana koronarna intervencija

U tabeli 5 su prikazane klini¢ke Kkarakterisitike ispitivane grupe bolesnika sa

STEMI pri prijemu.
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Tabela 5. Klini¢ke karakteristike bolesnika sa STEMI pri prijemu

Vreme od pocetka bola (h) 2,6 (1,6-4,5)
Killip klasa>1 na prijemu (%) 8,5

Prednji AIM (%) 35,1

SAP (mm Hg) 135,94 £ 27,33
DAP (mm Hg) 84,80 + 19,65
Sréana frekvencija (otkucaj/min) 76,81 + 17,52

AlM-akutni infarkt miokarda, SAP-sistolni arterijski pritisak, DAP-dijastolni arterijski

pritisak

U tabeli 6 su prikazane vrednosti hematoloskih parametara kod bolesnika sa

STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 6. Vrednosti hematoloskih parametara kod bolesnika sa STEMI

Hemaoglobin (g/L)

145,85 £ 15,95

Hematokritna vrednost 0,42 + 0,04
Broj eritrocita (x10%%/L) 4,60 + 0,55
Eritrocitni parametri
MCV (fL) 91,97 + 3,70
MCH (pg) 31,35+ 1,89
MCHC (g/L) 347,07 + 12,91
RDW (%) 13,0 (12,80—14,00)

Trombociti (x10°/L)

246,00 (210,00-296,00)

Trombocitni parametri

MPV (fL) 8.56 = 1.83
PDW 16,79 £ 0,73
Leukociti (x10°/L) 11,35+ 2,87

Limfociti (x10%/L)

2,26 (1,44-3,70)

Mononuklearne ¢elije (x10%/L)

0,49 (0,28-0,70)

Neutrofili (x10%/L)

7,39 £2,73
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Eozinofili (x10%L)

0,20 (0,10-0,30)

Bazofili (x10°/L)

0,05 (0,00-0,10)

MCV- srednji volumen eritrocita, MCH-srednji sadrzaj hemoglobina u eritrocitu,
MCHC-srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitu, RDW- koeficijent varijacije
distribucije volumena eritrocita, MPV-srednji volumen trombocita, PDW-$irina

distribucije volumena trombocita

U tabeli 7 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 7. Vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa STEMI

Glukoza (mmol/L) 8,98 + 4,40
Urea (mmol/L) 598 +1,77
Kreatinin (umol/L) 98,09 + 25,77
eGFR (mL/min) 69,79 £+ 14,85

Mokra¢éna kiselina (umol/L)

319,90 + 91,62

Ukupni proteini (g/L) 67,15+8,13
Albumin (g/L) 45,43 + 7,26
Fibrinogen (g/L) 3,95 (3,40-4,48)
Ukupan bilirubin (umol/L) 10,10 + 2,31

AST (U/L)

26,00 (20,00-41,50)

ALT (U/L) 24,00 (18,00-39,50)
CK (U/L) 154,00 (93,00-585,00)
CK-MB (U/L) 4,00 (1,90-9,60)

LDH (U/L) 393,50 (306,75-468,50)
ALP (U/L) 101,08 = 16,89

GGT (U/L) 26,00 (16,00—43,00)
Natrijum (mmol/L) 139,85 £ 3,11

Kalijum (mmol/L) 4,23 +0,44

Gvozde (umol/L) 16,30 + 3,71

TIBC (umol/L) 64,6 + 8,89
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Feritin (ug/L)

93,3 (47,0-107,5)

Holesterol (mmol/L) 6,03 + 1,49
HDL-holesterol (mmol/L) 1,24 £0,45
LDL-holesterol (mmol/L) 4,00 £ 1,34

Trigliceridi (mmol/L) 1,63 (1,18-2,40)

Apo Al (g/L) 1,54 + 0,30

Apo B (g/L) 1,04 + 0,34

Lp(a) (mg/L) 220,00 (210,00-440,00)
HbALc (%) 6,20 (5,50—6,45)

Insulin (uIU/L)

11,29 (7,38-21,79)

eGFR-ja¢ina glomerularne filtracije, AST-aspartat aminotransferaza, ALT-alanin
aminotransferaza, CK-kreatin kinaza, CK-MB izoenzim kreatin kinaze, LDH-laktat
dehidrogenaza, ALP-alkalna fosfataza, GGT-y-glutamil transferaza, TIBC-ukupan
kapacitet vezivanja gvozda, HDL-lipoproteini velike gustine, LDL-lipoproteini male

gustine, Apo-apolipoprotein, Lp-lipoprotein, HbAlc-glikozilirani hemoglobin

U tabeli 8 su prikazane vrednosti markera nekroze, vulnerabilnosti plaka i

tromboze, hemodinamskog stresa, markera dislipidemije i modifikacije lipida kod

bolesnika sa STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 8. Vrednosti markera nekroze, vulnerabilnosti plaka i tromboze, hemodinamskog

stresa, markera dislipidemije i modifikacije lipida kod bolesnika sa STEMI

Tnl (ng/L)

0,16 (0,08-1,43)

CK-MB (ug/L)

4,80 (2,10-13,75)

Mioglobin (ug/L)

616,00 (496,50-1437,50)

hsCRP (mg/L)

6,55 (2,80-9,57)

MPO (pmol/L)

746,00 (320,00-2086,00)

PAPP-A (mU/L)

11,83 (10,82—14,88)

CDA40L (ng/mL)

3,97+ 1,19

BNP (pg/mL)

114,25 (43,58-201,25)

NT-proBNP (pg/mL)

232,95 (113,25-504,60)
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oksLDL (U/L) 73,68 + 27,04

Tnl-troponin |, CK-MB-izoenzim kreatin kinase, hsSCRP-C-reaktivni protein odreden
testom velike osetljivosti, MPO-mijeloperoksidaza, PAPP-A-protein udruzen sa
trudnoc¢om, L-ligand, BNP- B-tip natriuretickog peptida, NT-proBNP-N-terminalni pro
B-tip natriureti¢kog peptida, oks-oksidovani

U tabeli 9 su prikazane ehokardiografske karakterisitike ispitivane grupe
bolesnika sa STEMI.

Tabela 9. Ehokardiografske karakteristike ispitivane grupe bolesnika sa STEMI

LP (mm) 37,61 £7,28
LK EDD (mm) 53,45 46,65
LK ESD (mm) 38,38 +6,50
LKEF (%) 47,28 £9,86
Mitralna regurgitacija (ne/1+/2+/3+) 19/54/22,6/4,2

LP-leva pretkomora, LK EDD-dijastolna dimenzija leve komore, LK ESD-sistolna
dimenzija leve komore, EF-ejekciona frakcija leve komore

U tabeli 10 su prikazane angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI.

Tabela 10. Angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI

Infarktna arterija (%)
LAD (%) 39,2
RCA (%) 40,6
Cx (%) 19,6
Jednosudovna koronarna bolest (%) 21,1
Dvosudovna koronarna bolest (%) 23,7
Trosudovna koronarna bolest (%) 26,3
TIMI 0 pre intervencije (%) 83,5

LAD-leva prednja silazna koronarna arterija, RCA-desna koronarna arterija, Cx-leva
cirkufleksna koronarna arterija, TIMI- trombolize u infarktu miokarda
U tabeli 11 su prikazane proceduralne i postproceduralne Kkarakteristike

bolesnika sa prvim prednjim STEMI.
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Tabela 11. Proceduralne i postproceduralne karakteristike bolesnika sa STEMI

Broj implantiranih stentova 1(1-2)
Metalni stent (%) 94,2

Stent sa oslobadanjem leka (%) 5,8
Maksimalna Sirina stenta (mm) 3,5(3,0-3,5)
Maksimalna duZina stenta (mm) 20 (18-23)
Disekcija koronarke (%) 3,2

Finalni protok TIMI 3 (%) 88,9

TIMI- trombolize u infarktu miokarda

U tabeli 12 je prikazana terapija koju su bolesnici dobijali tokom hospitalizacije.

Tabela 12. Primenjena terapija kod bolesnika sa STEMI u toku hospitalizacije

NFH/NMH (%) 93,6
ACE inhibitori/ARB (%) 76,2
Diuretici (%) 24,9
Statini (%) 92,1
B-blokatori (%) 90,5

NFH-nefrakcionisani heparin, NMH-niskomolekularni heparin, ACE-angiotenzin
konvertujuéi enzim, ARB-antagonisti AT-II receptora

U tabeli 13 su prikazane intrahospitalne komplikacije kod bolesnika sa STEMI.

Tabela 13. Intrahospitalne komplikacije kod bolesnika sa STEMI

Aritmije
AV blok 111 stepena (%) 4,5
VTIVF (%) 14,7
Atrijalna fibrilacija (%) 4,8
Sr¢ana insuficijencija
Kilip klasa>1 20,8
Smrtni ishod (%) 5,8

AV-atrioventrikularni, VT-komorska tahikardija, VF-komorska fibrilacija
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U tabeli 14 prikazani su nezeljeni kardiovaskularni dogadaji kod bolesnika sa

STEMI u prvih 30 dana nakon infarkta.

Tabela 14. Nezeljeni kardiovaskularni dogadaji kod bolesnika sa STEMI u prvih 30

dana nakon infarkta

Smrtni ishod (%) 5,8
Reinfarkt (%) 1,6
Mozdani udar (%) 0,0
Revaskularizacija ciljne lezije (%) 79
NKVD (%) 15,8

NKVD-nezeljeni kardiovaskularni dogadaji

U tabeli 15 prikazani su nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji

kod bolesnika sa STEMI u toku jednogodis$njeg pracenja.

Tabela 15. Nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji kod bolesnika sa

STEMI u toku jednogodiS$njeg prac¢enja

Smrtni ishod (%) 1,0
Reinfarkt (%) 2,7
Mozdani udar (%) 0,5
Revaskularizacija ciljne lezije (%) 79
NKVD (%) 10,6

NKVD-nezZeljeni kardiovaskularni dogadaji
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4.2. Karakteristike ispitivanih bolesnika sa prvim prednjim STEMI le¢enih pPKI

U tabeli 16 su prikazane demografske karakteristike i faktori rizika u grupi

bolesnika sa prvim prednjim STEMI.

Tabela 16. Demografske karakteristike i faktori rizika ispitivane grupe bolesnika sa

prvim prednjim STEMI

Starost (godine) 60,36 + 11,99
Muski pol (%) 68,0

BMI (kg/m°) 26,68 + 3,31
Hipertenzija (%) 77,2

Diabetes mellitus (%) 22,8

Pusenje (%) 37,2
Hiperholesterolemija (%) 55,1

Naslede (%) 30,8

BMI-indeks telesne mase

U tabeli 17 su prikazane klinicke karakteristike bolesnika sa prvim prednjim

STEMI pri prijemu.

Tabela 17. Klinicke karakteristike bolesnika sa prvim prednjim STEMI pri prijemu

Vreme od pocetka bola (h) 2 (2-4)

Killip klasa>1 na prijemu (%) 27,1

Prednji AIM (%) 100,0

SAP (mm Hg) 137,37 + 24,83
DAP (mm Hg) 84,47 +15,41
Srcana frekvencija (otkucaj/min) 82,16 + 16,42

AlM-akutni infarkt miokarda, SAP-sistolni arterijski pritisak, DAP-dijastolni arterijski

pritisak
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U tabeli 18 su prikazane vrednosti hematoloskih parametara kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 18. Vrednosti hematoloskih parametara kod bolesnika sa prvim prednjim

STEMI
Hemaoglobin (g/L) 143,74 £ 14,46
Hematokritna vrednost 0,43 + 0,04
Broj eritrocita (x10%/L) 4,67 + 0,50
Eritrocitni parametri
MCV (fL) 93,08 + 3,82
MCH (pg) 30,83 + 1,58
MCHC (g/L) 331,47 + 8,04
RDW (%) 13,04 + 0,95

Trombociti (x10%/L)

222,00 (190,00-252,50)

Trombocitni parametri

MPV (fL) 8,45+ 1,01
PDW 16,49 + 0,59
Leukociti (x10%/L) 12,44 + 3,69

Limfociti (x10°/L)

1,70 (1,25-2,30)

Mononuklearne ¢éelije (x10%/L)

0,60 (0,50-0,80)

Neutrofili (x10%/L)

9,81 +3,32

Eozinofili (x107/L)

0,10 (0,00-0,10)

Bazofili (x10”/L)

0,10 (0,00-0,10)

MCV- srednji volumen eritrocita, MCH-srednji sadrzaj hemoglobina u eritrocitu,
MCHC-srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitu, RDW- koeficijent varijacije
distribucije volumena eritrocita, MPV-srednji volumen trombocita, PDW-$irina

distribucije volumena trombocita

U tabeli 19 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.
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Tabela 19. Vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Glukoza (mmol/L) 8,91 +3,18
Urea (mmol/L) 6,44 £2,27
Kreatinin (umol/L) 83,24 £ 25,06
eGFR (mL/min) 88,53 +27,89
Mokraéna kiselina (umol/L) 288,93 + 77,28
Ukupni proteini (g/L) 71,33 £6,25
Albumin (g/L) 42,63 +£5,17
Fibrinogen (g/L) 3,80 (3,20-4,60)
Ukupan bilirubin (umol/L) 9,43 +4.95

AST (U/L)

35,00 (24,00-64,00)

ALT (U/L) 27,00 (17,00-46,00)
CK (U/L) 229,00 (131,00-523,00)
CK-MB (U/L) 35,00 (22,00—66,00)
LDH (U/L) 476,00 (394,00-736,25)
ALP (U/L) 71,73 £ 20,15

GGT (U/L) 22,00 (15,00-35,00)
Natrijum (mmol/L) 138,39 + 3,27

Kalijum (mmol/L) 4,18 £0,57

Gvozde (umol/L) 13,13 + 6,61

TIBC (umol/L) 56,16 + 10,94

Feritin (ug/L) 163,96 + 109,80
Holesterol (mmol/L) 6,15+1,18
HDL-holesterol (mmol/L) 1,19+ 0,39
LDL-holesterol (mmol/L) 4,08 £ 1,06

Trigliceridi (mmol/L) 1,53 (1,12-2,22)

Apo Al (g/L) 1,44 +0,26

Apo B (g/L) 1,13+£0,28

Lp(a) (mg/L)

174,00 (61,00-426,00)
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HbALc (%) 5,75 (5,40—6,20)

HbAlc (mmol/mol) 39,50 (36,00—44,00)

Insulin (ulU/L) 10,66 (7,24-21,35)

eGFR-ja¢ina glomerularne filtracije, AST-aspartat aminotransferaza, ALT-alanin
aminotransferaza, CK-kreatin kinaza, CK-MB-izoenzim kreatin kinaze, LDH-laktat
dehidrogenaza, ALP-alkalna fosfataza, GGT-y-glutamil transferaza, TIBC-ukupan
kapacitet vezivanja gvozda, HDL-lipoproteini velike gustine, LDL-lipoproteini male
gustine, Apo-apolipoprotein, Lp-lipoprotein, HbAlc-glikozilirani hemoglobin

U tabeli 20 su prikazane vrednosti markera nekroze, vulnerabilnosti plaka i
tromboze, hemodinamskog stresa, markera dislipidemije i modifikacije lipida kod

bolesnika sa prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 20. Vrednosti markera nekroze, vulnerabilnosti plaka i tromboze,
hemodinamskog stresa, markera dislipidemije i modifikacije lipida kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI

Tnl (ug/L) 0,61 (0,11-4,71)
CK-MB (ug/L) 8,70 (3,80-37,10)
Mioglobin (ug/L) 459,70 (173,80-1326,70)
hsCRP (mg/L) 3,31 (1,40-8,35)

MPO (pmol/L) 301,35 (192,36-579,12)
PAPP-A (mU/L) 12,47 (11,00-16,56)
CDA40L (ng/mL) 4,45+ 0,87

BNP (pg/mL) 320,04 (158,76—487,62)
NT-proBNP (pg/mL) 276,25 (126,30—825,05)
Lp PLA; (ng/mL) 413,94 + 112,61
oksLDL (U/L) 96,39 + 21,02

MMP-9 (ng/mL) 213,26 + 154,85

Tnl-troponin 1, CK-MB- izoenzim kreatin kinase, hsCRP-C-reaktivni protein odreden
testom velike osetljivosti, MPO-mijeloperoksidaza, PAPP-A-protein udruzen sa
trudnoc¢om, L-ligand, BNP- B-tip natriuretickog peptida, NT-proBNP-N-terminalni pro
B-tip natriuretiCkog peptida, LpPLA,-lipoproteinska fosfolipaza A, oks-oksidovani,
MMP-matriks metaloproteinaza
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U tabeli 21 su prikazane vrednosti citokina, citokinskih receptora i faktora rasta

kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 21. Vrednosti citokina, citokinskih

prvim prednjim STEMI

receptora i faktora rasta kod bolesnika sa

IL-1a (pg/mL)

0,79 £ 0,23

IL-1B (pg/mL)

2,84+2,73

IL-2 (pg/mL) 6,02 (5,52-7,25)
IL-3 (pg/mL) 8,15 (7,71-13,67)
IL-4 (pg/mL) 4,55+0,73

IL-5 (pg/mL) 6,68 (3,17-23,97)
IL-6 (pg/mL) 6,01 (3,25-12,55)
IL-7 (pg/mL) 2,76 (1,57-6,30)
IL-8 (pg/mL) 6,18 (5,11-9,14)
IL-10 (pg/mL) 3,64 (1,36-7,75)
IL-12 p70 (pg/mL) 10,95+ 11,52
IL-13 (pg/mL) 9,52 + 14,14

IL-15 (pg/mL)

0,77 (0,56-1,05)

IL-23 (pg/mL)

0,00 (0,00-0,00)

sIL-2Ra. (ng/mL)

0,13 (0,10-0,17)

sIL-6R (ng/mL) 1,63 +£0,83
STNFRI (ng/mL) 0,53 (0,35-0,73)
STNFRII (ng/mL) 0,67 + 0,50
TNF-a (pg/mL) 427 +2,66
TNF-B (pg/mL) 3,39 +2.41
INF-y (pg/mL) 3,65+ 1,20

MCP-1 (pg/mL)

215,18 (153,60-307,95)

MIP-1a (pg/mL)

8,08 (5,57—12,49)

GM-CSF (pg/mL)

2,66 + 1,24
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EGF (pg/mL)

6,00 = 4,49

VEGF (pg/mL)

56,72 £41,45

IL-interleukin, s-solubilni (rastvorljivi), R-receptor, TNF-faktor nekroze tumora, INF-

interferon, MCP-protein-1 koji privla¢i monocite, MIP-makrofagni

inflamatorni

protein-la, GM-CSF- faktor stimulacije kolonija makrofaga, EGF-epidermalni faktor
rasta, VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta

U tabeli 22 su prikazane vrednosti solubilnih adhezionih molekula kod bolesnika

sa prvim prednjim STEMI pri prijemu u bolnicu.

Tabela 22. Vrednosti solubilnih adhezionih molekula kod bolesnika sa prvim prednjim

STEMI

sP-selektin (ng/mL)

164,32 (127,13-216,59)

sE-selektin (ng/mL)

29,54 £ 14,02

sL-selektin (ng/mL)

2649,07 + 890,47

sVCAM-1 (ng/mL)

1290,70 + 457,28

sICAM-1(ng/mL)

438,43 + 165,30

s-solubilni (rastvorljivi), VCAM-vaskularne celijske adhezione molekule, ICAM-

intercelularne adhezione molekule.

U tabeli 23 su prikazane ehokardiografske karakterisitike ispitivane grupe

bolesnika sa prvim prednjim STEMI.

Tabela 23. Ehokardiografske karakteristike bolesnika sa prvim prednjim STEMI

LP (mm) 3,65+0,51
LK EDD (mm) 5,24 + 0,57
LK ESD (mm) 3,80 + 0,64
LKEF (%) 46,65 + 12,11

LP-leva pretkomora, LK EDD-dijastolna dimenzija leve komore, LK ESD-sistolna
dimenzija leve komore, EF-ejekciona frakcija leve komore.
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U tabeli 24 su prikazane angiografske karakteristike bolesnika sa prvim
prednjim STEMI.

Tabela 24. Angiografske karakteristike bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Infarktna arterija (%)

LAD (%) 100,0
Jednosudovna koronarna bolest (%) 44,9
Dvosudovna koronarna bolest (%) 30,8
Trosudovna koronarna bolest (%) 24,4

LAD-leva prednja silazna koronarna arterija

U tabeli 25 su prikazane proceduralne i postproceduralne karakteristike

bolesnika sa prvim prednjim STEMI.

Tabela 25. Proceduralne i postproceduralne karakteristike bolesnika sa prvim prednjim
STEMI

Broj implantiranih stentova 1(1-2)
Metalni stent (%) 95

Stent sa oslobadanjem leka (%) 5
Maksimalna Sirina stenta (mm) 3(3-3,5)
Maksimalna duZina stenta (mm) 23 (18-38)
Disekcija koronarke (%) 4,3

Finalni protok TIMI 3 (%) 100

TIMI- trombolize u infarktu miokarda

U tabeli 26 je prikazana terapija koju su bolesnici sa prvim prednjim STEMI

dobijali tokom hospitalizacije
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Tabela 26. Primenjena terapija kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI u toku
hospitalizacije

NFH/NMH (%) 98,7
ACE inhibitori/ARB (%) 85,9
Diuretici (%) 29,5
Statini (%) 96,2
B-blokatori (%) 89,7
Gpllb/Illa antagonisti 32,1

NFH-nefrakcionisani heparin, NMH-niskomolekularni heparin, ACE-angiotenzin
konvertujuéi enzim, ARB- antagonisti AT-11 receptora, Gp-glikoprotein

U tabeli 27 prikazane su intrahospitalne komplikacije kod bolesnika sa prvom
prednjim STEMI.

Tabela 27. Intrahospitalne komplikacije kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Aritmije

VTIVF (%) 13

Atrijalna fibrilacija (%) 11,5
Sr¢ana insuficijencija

Kilip klasa>1 27,3
Smrtni ishod (%) 6,0

VT-komorska tahikardija, VF-komorska fibrilacija

U tabeli 28 prikazani su nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji

kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI u prvih 30 dana nakon infarkta.
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Tabela 28. Nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji kod bolesnika sa prvim
prednjim STEMI u prvih 30 dana nakon infarkta

Smrtni ishod (%) 6,0
Reinfarkt (%) 3,0
Mozdani udar (%) 0,0
Revaskularizacija ciljne lezije (%) 6,0
NKVD (%) 10,0

NKVD-nezeljeni kardiovaskularni dogadaji

U tabeli 29 prikazani su nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji

kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI u toku jednogodisnjeg pracenja.

Tabela 29. Nezeljeni kardiovaskularni i drugi nezeljeni dogadaji kod bolesnika sa prvim

prednjim STEMI u toku jednogodis$njeg pracenja

Smrtni ishod (%) 50
Reinfarkt (%) 50
Mozdani udar (%) 0,0
Revaskularizacija ciljne lezije (%) 5,0
NKVD (%) 10,0

NKVD-nezeljeni kardiovaskularni dogadaji

4.3. Vremenski profili biomarkera kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
le¢enih pPKI

Prednost u analizi vremenskih profila biomarkera u ovoj studiji data je grupi
bolesnika sa prvim prednjim STEMI jer su oni imali krac¢i vremenski period od pocetka
infarktnog bola do pPKI, prethodno nisu imali infarkt miokarda, imali su samo prednji
STEMI, svi su imali kompletnu reperfuziju infarktne arterije (TIMI 3), a uzorkovanje
biolo§kog materijala je bilo ¢eSce, tj. u kra¢im vremenskim intervalima. Na slikama 3—
13 prikazani su vremenski profili biomarkera nekroze, inflamacije, hemodinamskog

stresa kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI.
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Slika 3. Vremenski profil Tnl kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 4. Vremenski profil mase CK-MB kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 5. Vremenski profil mioglobina kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 6. Vremenski profil NT-proBNP kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 7. Vremenski profil CRP kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 8. Vremenski profil MPO kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 9. Vremenski profil sVCAM-1 kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 10. Vremenski profil sIL-6R kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 11. Vremenski profil STNFR2 kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 12. Vremenski profil MMP-9 kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI
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Slika 13. Vremenski profil IL-7 kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

4.4. Korelacija biomarkera nekroze, inflamacije, hemodinamskog stresa,
dislipidemije i modifikacije lipida sa demografskim karakteristikama, faktorima
rizika i karakteristikama postinfarktnog toka kod bolesnika sa prvim prednjim
STEMI lecenih pPKI

U tabeli 30 su prikazane statisticki znacajne korelacije pikova (maksimalnih
vrednosti) ispitivanih biomarkera nekroze, hemodinamskog stresa, dislipidemije i
modifikacije lipida sa demografskim Kkarakteristikama, faktorima rizika i
karakteristikama postinfarktnog toka kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI uspesno
lecenih pPKI. Pikovi ispitivanih markera utvrdeni su na osnovu prethodno odredenih

profila ispitivanih biomarkera.
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Tabela 30. Korelacija biomarkera kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

eGFR

Tnl

CK-MB

CRP

MPO

Starost

-0,309™

0,222

Pol

0,230

-0,258"

BMI

-0,293"

Dijabetes melitus

-0,268"

Pusenje

Hipertenzija

Hiperholesterolemija

0,309

Vreme od pocetka bola

Kilip klasa na prijemu>1

0,242

KSI tokom hospitalizacije

0,290

0,295

AF

LKEF

-0,376

-0,4737

-0,3327

ViSesudovna KB

0,285

0,345

0,450"

eGFR

-0,286

Pik Tnl

0,774

0,346

Pik CK-MB

0,342

Pik CRP

0,218"

Pik MPO

Pik PAPP-A

Pik sCD40L

Pik BNP

Pik NT-proBNP

Pik Lp-PLA;

Pik oksLDL

p<0,05, **p<0,01.

Vrednosti su prikazane kao Spearman—ovi koeficijenti korelacije.
BMI-indeks telesne mase, AF-atrijalna fibrilacija, LKEF-ejekciona frakcija leve
komore, eGFR-jacina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, CK-MB-izoenzim kreatin

kinase,

hsCRP-C-reaktivni

protein odreden testom velike osetljivosti,

MPO-

mijeloperoksidaza, PAPP-A- protein udruzen sa trudno¢om, s-solubilni, L-ligand, BNP-
B-tip natriuretickog peptida, NT-proBNP-N-terminalni pro B-tip natriuretickog peptida,

LpPLA;-lipoproteinska fosfolipaza A, oks-oksidovani.
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Tabela 30. Korelacija biomarkera kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI (nastavak)

PAPPA | sCD40L | BNP | NTproBNP | LpPLA, [oksLDL
Starost 0,343

Pol 0,319

BMI -0,294

Dijabetes melitus

Pusenje 0,444~ -0,123 | 0,386~ | 0,331"
Hipertenzija 0,399
Hiperholesterolemija

Vreme od pocetka bola 0,261
Kilip klasa na prijemu . « o

o1 -0,224" | 0,275" |0,666

KSI tokom .
hospitalizacije 0,669 0:305
AF

LKEF 0,36 | -0,397"

Videsudovna KB 0,242 0,440 | 0,303

eGFR -0,274"

Pik Tnl

Pik CK-MB 0,271

Pik CRP 0,525

Pik MPO 0,238 0,287
Pik PAPP-A 1 -0,228"

Pik sCD40L 1 0,231 0,251

Pik BNP 1 0,249* | 0,215 | 0,273"
Pik NT-proBNP 1

Pik Lp-PLA, 1

Pik oksLDL 1

p<0,05, **p<0,01.

Vrednosti su prikazane kao Spearman—ovi koeficijenti korelacije.

BMI-indeks telesne mase, AF-atrijalna fibrilacija, LKEF-ejekciona frakcija leve
komore, KB-koronarna bolest, eGFR-jacina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, CK-
MB-izoenzim kreatin kinase, hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom velike
osetljivosti, MPO-mijeloperoksidaza, PAPP-A- protein udruzen sa trudno¢om, s-
solubilni, L-ligand, BNP- B-tip natriureti¢kog peptida, NT-proBNP-N-terminalni pro B-
tip natriuretickog peptida, LpPLA,-lipoproteinska fosfolipaza A,, oks-oksidovani.
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4.5. Povezanost biomarkera sa kratkoroénom prognozom u bolesnika sa STEMI,
odnosno bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Prognosticki znacaj mijeloperoksidaze u predikciji mortaliteta u toku boravka u bolnici

kod bolesnika sa STEMI lecenih pPKI

Analizom ROC krive (slika 14) utvrdeno je da je MPO >840 pmol/L prediktor
smrtnog ishoda u bolnici sa osetljivoséu od 81,8% 1 specificnoséu 68,5%. Povrsina
ispod ROC krive je bila 0,747 (p=0,006).

Bolesnici su podeljeni u dve grupe prema izracunatoj cut-off vrednosti MPO:
grupa sa vrednostima MPO >840 pmol/L oznaéena je kao grupa sa visokim MPO, a
grupa sa MPO <840 pmol/L kao grupa sa niskim MPO. Dve grupe su bile sli¢ne
starosne dobi, pola, imale su slicne kardiovaskularne faktore rizika, slicno vreme od
pocetka bola do prijema u bolnicu, kao i incidence prethodnog AIM ili mozdanog udara.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u koncentracija Tnl, hs-CRP i eGFR izmedu
grupa. Medutim incidenca prednjeg AIM 1 Kilip klase >1 na prijemu bila je statisticki
znacajno visa u grupi sa visokim MPO u odnosu na grupu sa niskim MPO. Takode
bolesnici u grupi sa visokim MPO imali su statisticki znac¢ajno veci broj leukocita i1 vise
koncentracije MPO i BNP u odnosu na drugu grupu.

U tabeli 31 prikazane su osnovne karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj
(MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L).
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Slika 14. ROC kriva za procenu sposobnosti MPO za predikciju smrtnog ishoda u

bolnici

Tabela 31. Demografske karakteristike i faktori rizika bolesnika sa STEMI u niskoj
(MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO > 840 pmol/L P

(n=124) (n=65)
Starost (godine) 57,94 £ 9,70 59,03 £ 10,75 0,489
Muski pol (%) 67,7 72,3 0,518
Hipertenzija (%) 63,7 67,7 0,587
Diabetes mellitus (%) 12,9 22,6 0,091
Hiperholesterolemija (%) 41,4 43,1 0,828
Pusenje (%) 70,9 60,7 0,179
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U tabeli 32 su prikazane prethodne ispitivanih bolesnika sa STEMI u niskoj
(MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO > 840 pmol/L).

Tabela 32. Prethodne bolesti ispitivane grupe bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840
pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO >840 pmol/L P
(n=124) (n=65)
Prethodni AIM (%) 7,3 8,1 0,844
Prethodni mozdani udar (%) 4,8 6,5 0,646

AlM-akutni infarkt miokarda

U tabeli 33 su prikazane klinicke karakteristike bolesnika sa STEMI pri prijemu
u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO > 840 pmol/L).

Tabela 33. Klinicke karakterisitike bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840 pmol/L) i
visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L | MPO >840 pmol/L P

(n=124) (n=65)
Vreme od pocetka bola (min) 150 (96-270) 180 (115-270) 0,530
Prednji AIM (%) 25,0 54,7 <0,001
Killip klasa>1 na prijemu (%) 4.8 15,4 0,013
Reinfarkt (%) 0,9 1,7 0,620
Smrtni ishod u bolnici (%) 1,6 13,8 0,001

AlM-akutni infarkt miokarda
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U tabeli 34 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI pri prijemu u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi

(MPO > 840 pmol/L).

Tabela 34. Vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO
<840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO >840 pmol/L P

(n=124) (n=65)
Leukociti (XlOglL) 10,81 + 2,48 12,14 + 3,02 0,011
eGFR (mL/min) 68,47 + 14,39 72,39+15,52 0,101
Tnl (ng/L) 44,00 (20,92-76,05) 45,61 (21,15-82,02) 0,686
hs-CRP (mg/L) 14,65 (8,42—23,65) 18,20 (8,55-38,70) 0,178
MPO (pmol/L) 399,75 (202,5-560,92) 1564 (1024,11-2028,75) | <0,001
BNP (pg/mL) 286,08 (158,86-506,85) 347,02 (216,77-809,95) 0,029

eGFR-jacina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, hs-CRP-C-reaktivni protein odreden
testom velike osetljivosti, MPO-mijeloperoksidaza, BNP-B-tip natriuretickog peptida

Spearman—ova korelacija je pokazala statisticki znacajnu korelaciju izmedu

nivoa MPO u plazmi i broja leukocita (p=0,159; p=0,036). Nije utvrdena statisticki

znacajna korelacija izmedu nivoa MPO u plazmi i Tnl (p=0,060; p=0,427), kao i MPO i
hs-CRP (p=0,081; p=0,296).

U tabeli 35 su prikazane ehokardiografske karakterisitike ispitivane grupe
bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO > 840

pmol/L).
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Tabela 35. Ehokardiografske karakteristike ispitivane grupe bolesnika sa STEMI u
niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO > 840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L | MPO > 840 pmol/L P
(n=124) (n=65)
LP (mm) 37,70 £ 6,97 37,45+ 7,89 0,826
LK EDD (mm) 53,44 £ 7,05 53,47 £5,90 0,979
LK ESD (mm) 38,18 £ 6,42 38,78 £ 6,69 0,573
LKEF (%) 48,60 + 8,84 4478 £ 11,21 0,011

LP-leva pretkomora, LK EDD-dijastolna dimenzija leve komore, LK ESD-sistolna

dimenzija leve komore, EF-ejekciona frakcija leve komore

U tabeli 36 su prikazane angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI u
niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L).

Tabela 36. Angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840
pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO >840 P
(n=124) pmol/L (n=65)
Visesudovna koronarna bolest (%) 59,1 55,6 0,679
Infarktna arterija (%) 0,000
LAD (%) 24,1 62,5
LCX (%) 25,3 10,7
RCA (%) 49,4 26,8
LM (%) 1,1 0,0

LAD-leva prednja silazna koronarna arterija, RCA-desna koronarna arterija, Cx-leva
cirkufleksna koronarna arterija, LM-glavno stablo leve koronarne arterije
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U tabelama 37 i 38 su prikazane proceduralne i postproceduralne karakteristike

bolesnika sa prvim prednjim STEMI u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi

(MPO >840 pmol/L).

Tabela 37. Proceduralne karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840
pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L | MPO >840 pmol/L P

(n=124) (n=65)
Broj implantiranih stentova 1(1,2) 1(1, 2) 0,491
Metalni stent (%) 95,3 92,6 0,505
Stent sa oslobadanjem leka (%) 2,4 5,6 0,323
Maksimalna Sirina stenta (mm) 3(3,3,5) 3(3,3,5) 0,174
Maksimalna duZina stenta (mm) 20 (18-24) 20 (18,75-23) 0,994

Tabela 38. Postproceduralne karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj (MPO <840
pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO >840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO >840 pmol/L P
(n=124) (n=65)
Finalni protok TIMI 3 (%) 0,368
TIMI protok O 1,6 0
TIMI protok 1 0 2,9
TIMI protok 2 6,6 11,8
TIMI protok 3 91,8 85,3
Akutna okluzija stenta (%) 2,3 33 0,696

TIMI- trombolize u infarktu miokarda

117




Angiografski nalazi su pokazali da se finalni TIMI protok, zastupljenost
viSesudovne koronarne bolesti i broj implantiranih stentova nisu razlikovali izmedu
grupe sa niskim i visokim MPO. Ehokardiografski, LKEF bila je znac¢ajno niza u grupi
sa visokim MPO u odnosu na grupu sa niskim MPO. Utvrdena je ukupna incidenca
bolni¢kog mortaliteta od 5,8% 1 bila je znacajno veca u grupi sa visokim MPO u odnosu

na grupu sa niskim MPO.

U tabeli 39 prikazana je primenjena terapija kod bolesnika sa prvim prednjim
STEMI u toku hospitalizacije u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO
>840 pmol/L).

Tabela 39. Primenjena terapija kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI u toku
hospitalizacije u niskoj (MPO <840 pmol/L) i visokoj MPO grupi (MPO > 840 pmol/L)

Grupa sa Grupa sa
MPO <840 pmol/L MPO >840 pmol/L P
(n=124) (n=65)
NFH/NMH (%) 95,2 90,8 0,240
ACE inhibitori/ARB (%) 76,2 76,2 0,995
Diuretici (%) 21,0 34,1 0,090
Statini (%) 91,4 93,2 0,720

NFH-nefrakcionisani heparin, NMH-niskomolekularni heparin, ACE inhibitori, ARB-
antagonisti angiotenzinskih receptora

Koriste¢i binarnu logisticku regresionu analizu, u univarijantnoj analizi je
dobijen OR 3,07 (95% CI 1,37-6,86; P=0,006). U multivarijantnoj analizi sa poznatim
prediktorima, MPO je ostao prediktor za smrtni ishod u bolnici sa OR 3,88 (95% ClI
1,13-13,34; P=0,031) (Tabela 40).
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Tabela 40. Univarijantna i multivarijantna binarna logisticka regresiona analiza za

predikciju smrtnog ishoda u bolnici

Varijabla OR (95% CI) P
“Unadjusted” model

InNMPO 3,07 (1,37-6,86) 0,006
“Multivarijantni” model

LnMPO 3,88 (1,13-13,34) 0,031
LnTnl 2,64 (0,94—7,45) 0,065
Lnhs-CRP 0,55 (0,26-1,16) 0,120
LnBNP 4,40 (1,11-17,37) 0,034
Leukociti 1,19 (0,97-1,47) 0,083
Starost 1,03 (0,96-1,10) 0,363
Pol 1,39 (0,31-6,12) 0,659
Hipertenzija 1,71 (0,32-9,15) 0,526
Dijabetes melitus 1,72 (0,35-8,49) 0,501
Prethodni M1 4,85 (0,73-32,11) 0,101
Prednji AMI 1,65 (0,40-6,83) 0,488
Kilip klasa >1 10,76 (1,23-94,01) 0,032
Pusenje 1,12 (0,23-5,32) 0,880
Ln vreme od pocetka simptoma 1,43 (0,50-4,03) 0,498
LKEF (%) 0,88 (0,80-0,97) 0,009
eGFR 0,93 (0,88-0,99) 0,035

OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, MPO-mijeloperoksidaza, Tnl-
troponin I, hs-CRP-C-reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti, BNP-B-tip
natriuretickog peptida, MI-infarkt miokarda, AlM-akutni infarkt miokarda, LKEF-
ejekciona frakcija leve komore, eGFR-jacina glomerulske filtracije

119




Prognosticki znacaj mijeloperoksidaze u predikciji mortaliteta u toku boravka u bolnici
kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI lecenih pPKI

Analizom vrednosti laboratorijskih biomarkera u ovom radu, posebno u grupi sa
prvim prednjim STEMI gde je uzorkovanje bioloskog materijala vrseno u 8 vremenskih
tacaka, utvrdeni su vremenski profili laboratorijskih biomarkera. Na slici prikazane su
promene vrednosti MPO od trenutka prijema do 7. dana kod bolesnika sa prvim
prednjim STEMI leceni pPKI. Utvrden je bifazni ritam oslobadanja MPO kod ovih
bolesnika. Najvisu vrednost MPO je dostizala 4h nakon pPKI. Znacajno smanjenje u
odnosu na ovu vrednost utvrdeno je 8h i 12h nakon zavrSene intervencije. Zatim sledi
blagi skok vrednosti MPO 24h po zavrSenoj pPKI Koji je dalje praéen postepenim
snizenjem vrednosti MPO i zatim MPO dostize najnize koncentracije 7 dana. Nije

utvrdena statisticki znacajna razlika u MPO tokom vremena (X2=125,52; P<0,001).

Tabela 41. Korelacije koncentracija MPO 4h i MPO 24h sa biohemijskim i klinickim

parametrima

MPO 4h MPO 24h
Smrtni ishod u bolnici 0,265** 0,290**
Kilip klasa>1 na prijemu 0,174 0,242*
Leukociti 0,220* 0,343**
Neutrofili 0,287** 0,382**
oksLDL 0,298* 0,287*
Tnl 4h 0,110 0,083
Tnl 24h 0,230* 0,223*
hsCRP 0,047 0,153
eGFR -0,185 —0,286**

*p<0.05, **p<0.01. Vrednosti su prikazane kao Spearmanovi koeficijenti korelacije.
oks-oksidovani, Tnl-troponin I, hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom velike
osetljivosti, eGFR-jacina glomerularne filtracije
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Korelacije izmedu MPO 4 h i MPO 24 h sa biohemijskim i klinickim

parametrima prikazane su u tabeli 41. Koncentracije mokra¢ne kiseline uzete pre

izvodenja pPKI znaCajno su korelirale sa muskim polom (r=0,240; P=0,017), BMI

(r=0,268; P=0,019), hsCRP (r=0,339; P=0,028) i eGFR (r= —0,430; P<0,001).

Analizom ROC kriva utvrdene vremenski zavisne promene u dijagnosti¢koj

osetljivosti i specificnosti MPO za smrtni ishod u bolnici i odgovarajuce povrsine ispod

krivih, kao i cut-off vrednosti prikazane su u tabeli 42. Tabela 42. Vremenski zavisne

promene u dijagnosti¢koj osetljivosti 1 specificnosti MPO za smrtni ishod u bolnici 1

odgovarajuce cut-off vrednosti.

Vreme Cut-off | Osetljivost | Specifi¢nost
0 AUC 95 % ClI P (omoli) o) %)
0 0,491 0,942
4 0,823 0,631-1,015 0,008 1065 83,3 86,2
8 0,793 0,628-0,958 0,017 693 66,7 83,0
12 0,755 0,601-0,909 0,037 567 66,7 72,3
18 0,725 0,539-0,911 0,065 349 66,7 57,4
24 0,853 0,690-1,016 0,004 916 83,3 86,2
48 0,793 0,607-0,978 0,017 621 83,3 80,9
168 0,812 0,525-1,029 0,011 452 83,3 86,2

OR-odnos $ansi, 95 % ClI- 95 % interval pouzdanosti

Univarijantnom logistickom regresijom utvrdeno je da su statisticki znacajni

prediktori smrtnog ishoda u bolnici kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI MPO 4 h,
MPO 24 h, mokracna kiselina, Kilip klasa >1 i LKEF (Tabela 43).
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Tabela 43. Univarijantna analiza prediktora smrtnog ishoda u bolnici kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI

Varijabla OR 95 % ClI P
“Unadjusted” model

MPO 4h 2,201 1,19-4,04 0,011
MPO 24h 3,475 1,57-7,69 0,002
Tnl 1,564 0,97-2,53 0,068
hs-CRP 1,678 0,74-3,82 0,218
NT-proBNP 1,948 0,95-4,01 0,070
oksLDL 3,879 0,97-15,4 0,055
Mokraéna kiselina 2,438 1,09-5,42 0,029
Glukoza 1,293 0,69-2,43 0,424
Leukociti 1,597 0,82-3,12 0,170
Neutrofili 1,875 0,95-3,69 0,069
Starosna dob 1,316 0,56-3,11 0,532
Pol 0,483 0,21-1,10 0,083
Hipertenzija 0,689 0,31-1,52 0,356
Dijabetes melitus 0,898 0,34-2,37 0,827
Killip klasa >1 2,279 1,03-5,04 0,042
Pusenje 1,064 0,43-2,62 0,893
Vreme od pocetka bola 1,546 0,72-3,32 0,264
LKEF % 0,257 0,09-0,73 0,010
eGFR 0,428 0,16-1,13 0,087

OR-odnos Sansi za promenu 1SD (standardna devijacija), 95% CI-95% interval
pouzdanosti za promenu 1SD; MPO-mijeloperoksidaza, Tnl-troponin I, hs-CRP-C-
reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti, NT-proBNP- N-terminalni proB-tip
natriuretickog peptida, oks-oksidovani, LKEF-ejekciona frakcija leve komore, eGFR-
jacina glomerulske filtracije
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Multivarijantnom logistickom regresijom utvrdeni su prediktori smrtnog ishoda
u bolnici. MPO na 4 h i MPO na 24 h su testirane u dva modela A i B. U modelu B,
MPO na 24 h je ostala nezavisan prediktor smrtnog ishoda u bolnici sa OR 3,34 (95%
Cl 1,13-9,86; P=0,029), dok je u modelu A samo koncentracija mokra¢ne kiseline na

prijemu bila nezavisan prediktor smrtnog ishoda u bolnici (Tabela 44).

Tabela 44. Multivarijantna analiza prediktora smrtnog ishoda u bolnici kod bolesnika sa
prvim prednjim STEMI

OR 95 % ClI P

Model A

MPO 4h 1,984 0,982-4,269 0,080
Mokraéna kiselina 3,514 1,047-11,79 0,042
Kilip klasa >1 2,187 0,713-6,712 0,171
LKEF % 0,424 0,140-1,283 0,129
Model B

MPO 24h 3,345 1,135-9,860 0,029
Mokracéna kiselina 4,072 0,932-17,79 0,062
Kilip klasa >1 1,771 0,516-6,082 0,364
LKEF % 0,445 0,165-1,199 0,109

OR-odnos Sansi za promenu 1SD (standardna devijacija), 95% CI-95% interval
pouzdanosti za promenu 1SD, MPO-mijeloperoksidaza, LKEF-ejekciona frakcija leve
komore

Utvrdena je snaga od 46,6%, 83,0%, 89,0%, 49,9% i 89,7% na nivou od 5% da
detektuje razliku u jednoj standardnoj devijaciji za varijable MPO 4h, MPO 24 h,
mokraéna kiselina, Kilip klasa i LKEF% sa incidencom dogadaja 0,06.
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Prognosticki znacaj lipoproteinske fosfolipaze A, u predikciji pojave NKVD u prvih 30
dana nakon infarkta kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI lecenih pPKI

Na slici 15 je prikazana ROC kriva Lp-PLA; za predikciju NKVD u prvih 30
dana nakon infarkta kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI le¢enih pPKI.
Koncentracije Lp-PLA; u plazmi > 463 ng/mL odredene pri prijemu bolesnika imale su
osetljivost 80,0 % i specificnost 72,2 % za predikciju pojave NKVD u prvih 30 dana.
Povrsina ispod ROC krive je bila 0,728 (p=0,018).

Bolesnici su podeljeni u dve grupe prema odredenoj cut-off vrednosti: grupa sa
vrednostima Lp-PLA; >463 ng/mL oznacena je kao grupa sa visokim Lp-PLA,, a grupa
sa Lp-PLA; <463 ng/mL kao grupa sa niskim Lp-PLA;. Izmedu grupa nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u demografskim karakteristikama, kardiovaskularnim
faktorima rizika (dijabetes, hiperholesterolemija, hipertenzija) i vremenu od pojave bola
u grudima do prijema u bolnicu. Takode, nije utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu ove dve grupe u angiografskim karakteristikama i podacima koji se odnose na
pPKI. Incidenca smrtnog ishoda u prvih 30 dana nakon infarkta bila je 18,2 % (6/33) u
visokoj Lp-PLA, grupi, dok u niskoj Lp-PLA, grupi nije zabelezen smrtni ishod
(p<0,001). Uzrok smrti bilo je kardiovaskularno oboljenje. Trend prema vecoj
ucestalosti pojave reinfarkta utvrden je kod bolesnika u visokoj Lp-PLA; grupi. Deset
bolesnika je imalo NKVD (10 % od ukupnog broja) tokom 30-dnevnog pracenja;
NKVD se javio kod 3 % bolesnika u niskoj Lp-PLA; grupi i 24,2 % bolesnika u visokoj
Lp-PLA; grupi (p=0,001).
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Slika 15. ROC kriva Lp-PLA; za predikciju NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta
U tabeli 45 prikazane su osnovne karakteristike bolesnika sa prvim prednjim

STEMI u niskoj (Lp-PLA; < 463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463
ng/mL)

U tabeli 46 su prikazane klini¢ke karakterisitike bolesnika sa prvim prednjim

STEMI pri prijemu u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA;
>463 ng/mL).
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Tabela 45. Demografske karakteristike i faktori rizika bolesnika sa prvim prednjim
STEMI u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA, >463

ng/mL)
Grupa sa Lp-PLA; | Grupa sa Lp-PLA;
<463 ng/mL >463 ng/mL P
(n=67) (n=33)

Starost (godine) 60,26 + 12,51 60,58 + 11,06 0,902
BMI (kg/m?) 26,84 £ 3,41 26,39 + 3,16 0,566
Muski pol (%) 64,2 75,8 0,243
Hipertenzija (%) 73,1 84,8 0,191
Diabetes mellitus (%) 23,5 25,0 0,968
Hiperholesterolemija (%) 55,2 54,5 0,937
Pusenje (%) 37,3 37,0 0,926

BMI-indeks telesne mase

Tabela 46. Klinicke karakterisitike bolesnika sa prvim prednjim STEMI u niskoj
(Lp-PLA, <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463 ng/mL)

Grupa sa Lp-PLA,

Grupa sa Lp-PLA,

<463 ng/mL >463 ng/mL P
(n=67) (n=33)

Vreme od pocetka bola (min) 2 (2-3) 3,5(1,3-4,3) 0,724
Killip klasa>1 na prijemu (%) 25,3 30,3 0,602
Reinfarkt (%) 0,0 8,3 0,052
Smrtni ishod u prvih 30 dana nakon

infarkta (%) o0 16.2 <0001
Revaskularizacija ciljne lezije (%) 4,5 8,0 0,555

U tabeli 47 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa

prvim prednjim STEMI u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-

PLA; >463 ng/mL). Koncentracije LDL-holesterola, apoB i Lp-PLA; bile su znacajno
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vise, a eéGFR znacajno niZze u grupi sa visokom u poredenju sa grupom sa niskom

koncentracijom Lp-PLA, (Tabela 49).

Tabela 47. Vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463 ng/mL)

Grupa sa Lp-PLA; Grupa sa Lp-PLA; P
<463 ng/mL >463 ng/mL
(n=67) (n=33)
Leukociti (x10%/L) 12,16 + 3,54 12,92 +3,93 0,359
Neutrofili (x10%/L) 9,66 + 3,30 10,05 + 3,37 0,600
Fibrinogen (g/L) 3,70 (3,15-5,10) 3,90 (3,30-4,60) 0,664
Ukupan holesterol (mmol/L) 597 +1,18 6,49 +1,12 0,042
HDL-holesterol (mmol/L) 1,22 £0,41 1,11+0,33 0,190
LDL-holesterol (mmol/L) 3,91+ 0,98 439+1,11 0,033
Glukoza (mmol/L) 8,74 + 3,32 9,24 + 2,86 0,460
Trigliceridi (mmol/L) 1,47 (1,02-1,95) 1,75 (1,19-2,54) 0,102
Apo Al (g/L) 1,46 + 0,27 1,39+ 0,20 0,204
Apo B (g/L) 1,08 + 0,27 1,21 40,26 0,032
eGFR (mL/min/1, 73m2) 93,52 + 28,49 79,15 + 24 47 0,018
Tnl (ng/L) 0,87 (0,18-5,48) 0,53 (0,03-2,59) 0,360
CK-MB (ug/L) 10,45 (4,62-41,97) 6,90 (1,90-31,50) 0,169
hs-CRP (mg/L) 3,25 (1,37-8,30) 3,90 (1,99-11,50) | 0,410
NT-proBNP (pg/mL) 257,9 (94,8-782,1) | 300,7 (152,7-1062,0) | 0,305
Lp-PLA, (ng/mL) 353,48 + 77,37 536,69 + 60,77 0,000

HDL-lipoproteini velike gustine, LDL-lipoproteini male gustine, apo-apolipoprotein,
eGFR-jacina glomerularne filtracije, Tnl-troponin I, CK-MB-izoenzim kreatin kinaze,
hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti, NT-proBNP- N-
terminalni proB-tip natriuretickog peptida, Lp PLA,-lipoproteinska fosfolipaza A;
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U tabeli 48 su prikazane ehokardiografske karakterisitike ispitivane grupe
bolesnika sa prvim prednjim STEMI u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-
PLA; grupi (Lp-PLA, >463 ng/mL).

Tabela 48. Ehokardiografske karakteristike ispitivane grupe bolesnika sa prvim
prednjim STEMI u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA;

>463 ng/mL)

Grupa sa Lp-PLA; | Grupa sa Lp-PLA;
<463 ng/mL >463 ng/mL P
(n=67) (n=33)
LP (mm) 36,6 +55 23,4 + 2,80 0,959
LK EDD (mm) 51,8+6,2 53,5+4,7 0,432
LK ESD (mm) 37,8 £6,5 385+6,4 0,773
LKEF (%) 47,58 £ 11,39 44,86 + 13,42 0,328

LP-leva pretkomora, LK EDD-dijastolna dimenzija leve komore, LK ESD-sistolna
dimenzija leve komore, EF-ejekciona frakcija leve komore

U tabeli 49 su prikazane angiografske, proceduralne (tokom pPKI) i
postproceduralne (nakon pPKI) karakteristike bolesnika sa prvim prednjim STEMI u
niskoj (Lp-PLA2 <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463 ng/mL).

U tabeli 50 prikazan je primenjena terapija bolesnika sa prvim prednjim STEMI

u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463 ng/mL).
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Tabela 49. Angiografske, proceduralne i postproceduralne karakteristike bolesnika sa

prvim prednjim STEMI u niskoj (Lp-PLA; <463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-

PLA; >463 ng/mL)
Grupa sa Lp-PLA; | Grupa sa Lp-PLA;
<463 ng/mL >463 ng/mL P
(n=67) (n=33)

Visesudovna koronarna bolest (%) 55,0 54,0 0,836
Infarktna arterija (%)

LAD (%) 100,0 100,0
Broj implantiranih stentova 1(1-2) 2 (1-2) 0,489
Maksimalna Sirina stenta (mm) 3,5(3,0-3,5) 3,5(3,1-3,5) 0,745
Maksimalna duZina stenta (mm) 23 (18 - 33) 30 (24-44) 0,120
Finalni protok TIMI 3 (%) 100,0 100,0

LAD- leva prednja silazna koronarna arterija, TIMI- trombolize u infarktu miokarda

Tabela 50. Primenjena terapija bolesnika sa prvim prednjim STEMI u niskoj (Lp-PLA;
<463 ng/mL) i visokoj Lp-PLA; grupi (Lp-PLA; >463 ng/mL)

Grupa sa Lp-PLA; | Grupasa Lp-PLA;
<463 ng/mL >463 ng/mL P
(n=67) (n=33)
NFH/NMH (%) 98,5 100,0 0,481
ACE inhibitori/ARB (%) 83,6 90,9 0,321
Diuretici (%) 28,3 33,3 0,610
Statini (%) 98,5 93,9 0,208

NFH-nefrakcionisani heparin, NMH-niskomolekularni heparin, ACE inhibitori, ARB-
antagonisti angiotenzinskih receptora

Poredenjem koncentracija Lp-PLA; u plazmi kod bolesnika sa i bez prisutnih
faktora rizika, utvrdene su statisticki zna¢ajno vise vrednosti Lp-PLA; kod muskaraca u
odnosu na Zene i znacajno vise vrednosti Lp-PLA; kod pusasa u odnosu na nepusace
(Tabela 51).
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Tabela 51. Poredenje koncentracija Lp-PLA; u plazmi kod bolesnika sa i bez prisutnih
faktora rizika

Lp-PLA; (ng/mL) P
Muskarci 380,59 + 110,83 0,042
Zene 429,63 + 110,78
Starost <65 godina 412,93 + 111,30 0,820
Starost >65 godina 418,30 + 116,56
Dijabetes melitus (+) 422,36 + 99,56 0,809
Dijabetes melitus (-) 415,82 + 111,44
Hipertenzija (+) 418,36 + 63,12 0,909
Hipertenzija (-) 421,50+ 111,14
Hiperholesterolemija (+) 410,92 + 108,29 0,863
Hiperholesterolemija (-) 414,92 + 118,75
Pusenje (+) 467,08 + 116,37 0,000
Pusenje () 379,89 + 99,94
eGFR < 60 mL/min/1,73m* 421,22 + 72,91 0,896
eGFR > 60 mL/min/1,73m? 416,94 + 117,52

eGFR-jacina glomerularne filtracije, Lp PLA,-lipoproteinska fosfolipaza A;

Utvrdena je statistiCki znacajna korelacija izmedu koncentracije Lp-PLA; i
koncentracije ukupnog holesterola (r=0,232; p=0,022), LDL-holesterola (r=0,266;
p=0,009), apoB (r=0,276; p=0,005), i eGFR (r=-0,211; p=0,043) (Tabela 52).

Univarijantnom logistickom regresijom utvrdeno je da je Lp-PLA; znaajan
prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta (OR 1,007 (95 % CI
1,001-1,013; P=0,034)). U multivarijantnoj logisti¢koj regresiji, Lp-PLA, je bio
nezavisan prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta (OR 1,011 (95% CI
1,001-1,021; P=0,037)) (Tabela 53).
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Tabela 52. Korelacije koncentracije Lp-PLA; i biohemijskih i klini¢kih parametara

Lp-PLA; (ng/mL)
Leukociti (x10°/L) 0,065
Neutrofili (x10°/L) 0,033
Fibrinogen (g/L) —0,066
Ukupan holesterol (mmol/L) 0,232*
HDL-holesterol (mmol/L) -0,122
LDL-holesterol (mmol/L) 0,266**
Glukoza (mmol/L) 0,089
Trigliceridi (mmol/L) 0,072
Apo Al (g/L) 0,119
Apo B (g/L) 0,276**
Tnl (ug/L) -0,045
CK-MB (ug/L) 0,022
hs-CRP (mg/L) 0,077
NT-proBNP (pg/mL) 0,128
eGFR (mL/min/1.73m?) -0,211*
Vreme od pocetka bola (min) 0,180
Kilip klasa >1 na prijemu (%) 0,020
LKEF (%) ~0,099
Visesudovna koronarna bolest (%) —-0,013

*p<0,05, **p<0,01.

Vrednosti su prikazane kao Pearsonovi koeficijenti korelacije.

Lp PLA.-lipoproteinska fosfolipaza A,, HDL-lipoproteini velike gustine, LDL-
lipoproteini male gustine, Apo-apolipoprotein, Tnl-troponin 1, hs-CRP-C-reaktivni
protein odreden testom velike osetljivosti; NT-proBNP-N-terminalni proB-tip
natriuretiCkog peptida, oks-oksidovani, eGFR-jacina glomerulske filtracije, LKEF-
ejekciona frakcija leve komore
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Tabela 53. Univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza za predikciju

pojave NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta

Varijable OR (95 % CI) P
“Unadjusted ” model

Lp-PLA; 1,007 (1,001-1,013) 0,034
"Multivarijantni ”model

Lp-PLA; 1,011 (1,001-1,021) 0,037
Glukoza 1,331 (1,042-1,700) 0,022
Mokraéna kiselina 1,008 (0,997-1,020) 0,158
In Fibrinogen 0,622 (0,041-9,463) 0,733
Ukupan holesterol 0,536 (0,210-1,371) 0,193
LDL-holesterol 0,481 (0,194-1,196) 0,116
In Trigliceridi 1,143 (0,304—-4,297) 0,843
In Tnl 1,114 (0,800-1,553) 0,522
In CK-MB 1,322 (0,807-2,164) 0,267
In hs-CRP 0,937 (0,536-1,639) 0,819
In NT-proBNP 1,130 (0,670-1,905) 0,648
BMI 1,264 (0,937-1,706) 0,125
Leukociti 1,113 (0,905-1,370) 0,310
Starost 0,978 (0,916-1,046) 0,520
Pol 4,552 (0,705-29,402) 0,111
Hipertenzija 2,227 (0,289-17,134) 0,442
Dijabetes melitus 1,164 (0,192-7,041) 0,869
Hiperholesterolemija 3,394 (0,664-17,354) 0,142
Pusenje 2,581 (0,505-13,188) 0,255
In vreme od pocetka simptoma 1,805 (0,018-179,531) 0,801
Kilip klasa >1 1,756 (0,343-8,991) 0,499
LKEF (%) 0,920 (0,856-0,990) 0,025
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eGFR 0,992 (0,959-1,026) 0,639

OR-odnos sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, Lp PLA,-lipoproteinska fosfolipaza
A, LDL-lipoproteini male gustine, Tnl-troponin I, hs-CRP-C-reaktivni protein odreden
testom velike osetljivosti, NT-proBNP-N-terminalni proB-tip natriureti¢kog peptida,
BMI-indeks telesne mase, LKEF-ejekciona frakcija leve komore, eGFR-jacina
glomerulske filtracije

Prognosticki znacaj BNP u odnosu na pojavu novonastale atrijalne fibrilacije kod

bolesnika sa STEMI lecenih pPKI

Analizom ROC krive (slika 16) utvrdeno je da je BNP >720 pg/mL prediktor
pojave atrijalne fibrilacije (AF) sa osetljivoséu od 77,8% 1 specificnosé¢u 84,8%.

Povrsina ispod ROC krive je bila 0,769 (p=0,007).
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Slika 16. ROC kriva BNP za predikciju pojave AF
Bolesnici su podeljeni u dve grupe prema izraCunatoj cut-off vrednosti BNP:

grupa sa vrednostima BNP >720 pg/mL oznacena je kao grupa sa visokim BNP, a grupa
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sa BNP <720 pg/mL kao grupa sa niskim BNP. Bolesnici sa visokim BNP su bili stariji,
imali su CeS¢e prednji infarkt, visu Kilip klasu pri prijemu, veéi pik troponina i
izrazeniju sistolnu disfunkciju u odnosu na bolesnike u grupi sa niskim BNP. Utvrdena
je statisticki znacajno niza vrednost eGFR u grupi sa visokim BNP u poredenju sa
drugom grupom. Ukupna incidence AF je bila 5,0%, i statisticki zanacajno visa u grupi
bolesnika sa visokim BNP (7/33, 21,2%) u poredenju sa niskom BNP grupom (2/147,
1,4%). Analizom vremena pojave novonastale AF tokom hospitalizacije pokazano je da
se novonastala AF zabeleZzena 44,11 + 13,84 h od pocetka bola u grudima i 20,11 +
13,83 h nakon uzimanja BNP. Prosec¢no trajanje epizoda AF bilo je 22,44 + 14,72 h.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu grupa u stepenu finalnog TIMI
protoka, usestalosti visesudovne koronarne bolesti, broju i vrsti implantiranih stentova.

Ukupna incidenca smrtnog ishoda u bolnici bila je 6,1%.

U tabeli 54 prikazane demografske karakteristike i faktori rizika bolesnika sa
STEMI u niskoj BNP grupi (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720
pg/mL).

Tabela 54. Demografske karakteristike, faktori rizika i prethodne bolesti bolesnika sa

STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL BNP >720 pg/mL P

(n=124) (n=65)
Starost (godine) 57,51 + 10,38 62,25 + 8,41 0,017
Muski pol (%) 68,7 63,6 0,573
Hipertenzija (%) 66,4 64,5 0,837
Diabetes mellitus (%) 12,3 29,0 0,019
Pusenje (%) 69,3 55,2 0,141
Prethodni MI (%) 6,8 9,7 0,584

MI-infarkt miokarda
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U tabeli 55 su prikazane klinicke karakterisitike bolesnika sa STEMI u niskoj
(BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Tabela 55. Klini¢ke karakterisitike bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i
visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL | BNP >720 pg/mL P

(n=124) (n=65)
Vreme od pocetka bola (min) 160 (95-270) 165 (105-270) 0,649
Prednji AIM (%) 30,6 53,1 0,015
Killip klasa>1 na prijemu (%) 6,8 18,2 0,038
Reinfarkt (%) 1,4 3,0 0,502
AF (%) 14 21,2 <0,001
Smrtni ishod u bolnici (%) 2,7 21,2 <0,001

AlIM-akutni infarkt miokarda, AF-atrijalna fibrilacija

U tabeli 56 su prikazane vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa
STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL).

Tabela 56. Vrednosti biohemijskih parametara kod bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP
<720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa
Grupa sa
BNP >720 pg/mL P
BNP <720 pg/mL (n=124)
(n=65)
Leukociti (x10%/L) 10,03 + 2,57 11,25 + 3,13 0,033
eGFR (mL/min) 70,99 + 14,63 63,71 + 15,04 0,013
Tnl (ng/L) 38,61 (19,00-70,34) 70,00 (37,49-88,28) 0,002
hs-CRP (mg/L) 14,50 (8,30-23,70) 22,90 (14,70-48,80) 0,005
BNP (pg/mL) 249,64 (114,51-325,56) 987,67 (829,46-1256,53) | <0,001

eGFR-ja¢ina glomerularne filtracije, Tnl-troponin |, hs-CRP-C-reaktivni protein
odreden testom visoke osetljivosti, BNP-B-tip natriureti¢kog peptida
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U tabeli 57 su prikazane ehokardiografske karakterisitike ispitivane grupe
bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720

pg/mL).

Tabela 57. Ehokardiografske karakteristike ispitivane grupe bolesnika sa STEMI u
niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL BNP >720 pg/mL P
(n=124) (n=65)
LVEDD (mm) 53,02 + 6,88 55,43 + 5,81 0,078
LVESD (mm) 37,70 + 6,52 40,92 + 6,03 0,019
LA (mm) 37,16 £7,29 39,06 + 7,89 0,205
LKEF (%) 48,69 + 9,42 44,60 + 10,44 0,029

LP-leva pretkomora, LK EDD-dijastolna dimenzija leve komore, LK ESD-sistolna
dimenzija leve komore, EF-ejekciona frakcija leve komore

U tabeli 58 su prikazane angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI u
niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL).

Tabela 58. Angiografske karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP <720
pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL | BNP >720 pg/mL P
(n=124) (n=65)
Visesudovna koronarna bolest (%) 59,5 59,1 0,974
Infarktna arterija (%) 0,125
LAD (%) 34,5 61,9
LCX (%) 20,4 14,3
RCA (%) 44,2 23,8
LM (%) 0,9 0,0

LAD-leva prednja silazna koronarna arterija, RCA-desna koronarna arterija, Cx-leva
cirkufleksna koronarna arterija, LM-glavno stablo leve koronarne arterije
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U tabelama 59 i 60 su prikazane proceduralne i postproceduralne karakteristike
bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720

pg/mL).

Tabela 59. Proceduralne karakteristike bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP<720 pg/mL)
I visokoj BNP grupi (BNP>720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL | BNP >720 pg/mL P

(n=124) (n=65)
Broj implantiranih stentova 1(1,2) 1(1,1) 0,281
Metalni stent (%) 94,6 89,5 0,384
Stent sa oslobadanjem leka (%) 2,7 10,5 0,099
Maksimalna Sirina stenta (mm) 3,25 (3-3,5) 3,5(2,8-3,5) 0,742
Maksimalna duzina stenta (mm) 20 (18-23) 20 (15,5-27,5) 0,902

Tabela 60. Postproceduralne karakteristike bolesnika

pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

sa STEMI u niskoj (BNP <720

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL BNP >720 pg/mL P
(n=124) (n=65)
Finalni protok TIMI 3 (%) 0, 938
TIMI protok O 1,3 0,0
TIMI protok 1 1,3 0,0
TIMI protok 2 6, 6 10,0
TIMI protok 3 90, 8 90,0
Akutna okluzija stenta (%) 3,5 0,0 0, 354

TIMI- trombolize u infarktu miokarda
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U tabeli 61 prikazan je primenjena terapija kod bolesnika sa STEMI u niskoj
(BNP <720 pg/mL) i visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL).

Tabela 61. Primenjena terapija kod bolesnika sa STEMI u niskoj (BNP <720 pg/mL) i
visokoj BNP grupi (BNP >720 pg/mL)

Grupa sa Grupa sa
BNP <720 pg/mL BNP >720 pg/mL P
(n=124) (n=65)
NFH/NMH (%) 95,2 93,9 0,757
ACE inhibitori/ARB (%) 72,7 84,0 0,241
Diuretici (%) 21,7 42,3 0,030
Statini (%) 91,3 92,3 0,868

NFH-nefrakcionisani heparin, NMH-niskomolekularni heparin, ACE inhibitori, ARB-
antagonisti angiotenzinskih receptora

Utvrdena je statisticki znacajna korelacija izmedu koncentracije BNP u plazmi 1
starosne dobi bolesnika (p=0,182, p=0,016), Tnl (p=0,233, p=0,002), hs-CRP (p=0,
223, p=0,004), prednjeg infarkta (p=0,181, p=0,015) i Kilip klase na prijemu (p=0,155,
p=0,038), kao i dijametra leve pretkomore (p=0,160, p=0,041), LKESD (p=0,195,
p=0,015), i LKEF (p=-0,162, p=0,030).

Univarijantnom logisticCkom regresijom utvrdeno je da je BNP znacajan
prediktor AF (OR 3, 80 (95 % CI 1,46-9,85, P=0,006)). U multivarijantnoj logisti¢koj
regresionoj analizi, BNP je bio nezavisan prediktor AF sa OR 3,70 (95 % CI 1,40-9,77;
P=0,008) (Tabela 62).
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Tabela 62. Univarijantna i multivarijantna logisticka regresiona analiza za predikciju
AF

Varijable OR (95 % ClI) P
“Unadjusted” model

InBNP 3,80 (1,46-9,85) 0,006
“Multivarijantni”” model

INBNP 3,70 (1,40-9,77) 0,008
InTnl 1,42 (0,48-4,19) 0,520
Inhs-CRP 1,58 (0,63-3,97) 0,329
Leukociti 0,98 (0,73-1,31) 0,893
Starost 1,00 (0,93-1,08) 0,853
Pol 1,74 (0,42-7,13) 0,439
Hipertenzija 1,79 (0,34-9,32) 0,485
Dijabetes melitus 2,10 (0,24-18,41) 0,502
Prednji AIM 6,48 (0,75-55,36) 0,088
Kilip klasa >1 na prijemu 1,98 (0,35-11,08) 0,434
LKEF (%) 1,03 (0,95-1,12) 0,364
eGFR 0,96 (0,92-1,00) 0,103

95% CI1-95% interval pouzdanosti, BNP- B-tip natriuretickog peptida, Tnl-troponin I,
hs-CRP-C-reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti, LKEF-ejekciona frakcija
leve komore, eGFR-jac¢ina glomerulske filtracije
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4.6. Povezanost biomarkera sa udaljenom prognozom u bolesnika sa STEMI,

odnosno bolesnika sa prvim prednjim STEMI

S obzirom da je u grupi sa STEMI u toku jednogodiSnjeg pra¢enja umrlo samo

dva bolesnika, nije analizirana povezanost biomarkera sa jednogodi$njim mortalitetom.

U tabeli 63 prikazani su rezultati univarijantne i multivarijantne analize za

predikciju pojave NKVD u toku jednogodiSnjeg prac¢enja kod bolesnika sa STEMI

leCenih pPKI. Nezavisni prediktori pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja kod

ovih bolesnika bila je viSesudovna koronarna bolest.

Tabela 63. Cox—ova regresiona analiza za predikciju pojave NKVD u toku

jednogodisnjeg pracenja kod bolesnika sa STEMI

Varijable OR (95 % CI) P
Univarijantna analiza

Starost 0,997 (0,953-1,042) 0,877
Pol 1,034 (0,393-2,720) 0,947
BMI 1,000 (0,994-1,005) 0,924
Hipertenzija 1,086 (0,407-2,893) 0,869
Dijabetes melitus 2,945 (0,392-22,129) 0,294
Hiperholesterolemija 1,468 (0,551-3,911) 0,443
Pusenje 1,764 (0,581-5,359) 0,317
Visesudovna koronarna bolest 2,764 (1,051-7,274) 0,039
Vreme od pocetka simptoma 0,908 (0,720-1,147) 0,419
Anteriorni AIM 4,204 (0,967-18,286) 0,056
AF 1,451 (0,194-10,868) 0,717
VFIVT 1,445 (0,412-5,071) 0,566
Kilip klasa tokom hospitalizacije >2 1,906 (0,440-8,250) 0,388
LKEF (%) 1,032 (0,982-1,086) 0,215
eGFR <60 mL/min 1,594 (0,562—4,525) 0,381
Pik Tnl 1,002 (0,990-1,014) 0,750
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Pik mase CK-MB 1,002 (0,998-1,005) 0,406
Pik NT-proBNP 1,000 (0,999-1,001) 0,704
Pik BNP 1,000 (0,999-1,001) 0,431
Pik CRP 1,004 (0,988-1,020) 0,644
Pik MPO 1,000 (1,000-1,000) 0,759
Pik PAPP-A 1,037 (1,001-1,074) 0,043
Pik sCD40L 1,034 (0,720-1,484) 0,857
Pik oksLDL 1,000 (0,982-1,018) 0,987
Pik leukociti 1,063 (0,912-1,240) 0,436
Pik glukoze 1,006 (0,908-1,114) 0,916
Pik mokraéne kiseline 1,003 (0,997-1,009) 0,312
Multivarijantna analiza

Visesudovna koronarna bolest 3,229 (1,151-9,059) 0,026

BMI-indeks telesne mase, AlM-akutni infarkt miokarda, AF-atrijalna fibrilacija, LKEF-
ejekciona frakcija leve komore, eGFR-ja¢ina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, CK-
MB-MB izoenzim kreatin kinase, BNP- B-tip natriuretiCkog peptida, NT-proBNP-N-
terminalni pro B-tip natriuretickog peptida, hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom
velike osetljivosti, MPO-mijeloperoksidaza, LpPLA;-lipoproteinska fosfolipaza A,
PAPPA- protein udruzen sa trudnoc¢om, L-ligand, oks-oksidovani.

U tabeli 64 prikazani su rezultati univarijantne i multivarijantne analize za

predikciju jednogodi$njeg mortaliteta kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI uspesno

lecenih pPKI. Nezavisni prediktori jednogodisnjeg mortaliteta kod ove grupe bolesnika

bili su pik vrednosti mase CK-MB, Kilip klasa tokom hospitalizacije>2, eGFR<

60mL/min.
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Tabela 64. Cox—ova regresiona analiza

bolesnika sa prvim prednjim STEMI

za predikciju jednogodiSnjeg mortaliteta kod

Varijable OR (95 % CI) P
Univarijantna analiza

Starost 1,075 (0,972-1,189) 0,157
Pol 7,481 (0,778-71,952) 0,081
BMI 1,071 (0,826-1,389) 0,605
Hipertenzija 0,925 (0,096-8,896) 0,946
Dijabetes melitus 0,504
Hiperholesterolemija 0,832 (0,117-5,910) 0,854
Pusenje 1,860 (0,262-13,204) 0,535
Visesudovna koronarna bolest 2,904 (0,302-27,916) 0,356
Vreme od pocetka simptoma 0,996 (0,536-1,850) 0,990
AF 5,047 (0,524-48,599) 0,161
Kilip klasa tokom hospitalizacije >2 12,748 (1,326-122,558) 0,028
LKEF (%) 0,939 (0,846-1,043) 0,238
eGFR < 60mL/min 10,267 (1,443-73,052) 0,020
Pik Tnl 1,009 (1,002-1,015) 0,015
Pik mase CK-MB 1,003 (1,001-1,006) 0,007
Pik NT-proBNP 1,000 (1,000-1,000) 0,167
Pik BNP 1,003 (0,999-1,006) 0,152
Pik CRP 1,011 (1,002-1,020) 0,022
Pik MPO 1,002 (1,000-1,004) 0,068
Pik PAPP-A 1,010 (0,984-1,037) 0,450
Pik LpPLA, 1,002 (0,993-1,011) 0,641
Pik sCD40L 2,639 (1,009-6,900) 0,048
Pik oksLDL 0,987 (0,930-1,047) 0,657
Pik leukociti 1,117 (0,982-1,272) 0,093
Pik glukoze 1,053 (0,815-1,360) 0,692
Pik mokraéne kiseline 1,000 (0,987-1,014) 0,964

142




Multivarijantna analiza

Kilip klasa tokom hospitalizacije >2 19,031 (1,190-304,315) 0,037
eGFR < 60mL/min 22,635 (1,645-311,509) 0,020
Pik mase CK-MB 1,004 (1,000-1,007) 0,038

BMI-indeks telesne mase, AF-atrijalna fibrilacija, LKEF-ejekciona frakcija leve
komore, eGFR-ja¢ina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, CK-MB-MB izoenzim
kreatin kinase, BNP- B-tip natriuretickog peptida, NT-proBNP-N-terminalni pro B-tip
natriuretickog peptida, hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti,
MPO-mijeloperoksidaza, LpPLA,-lipoproteinska fosfolipaza A,, PAPP-A-protein
udruzen sa trudno¢om, L-ligand, oks-oksidovani.

U tabeli 65 prikazani su rezultati univarijantne i multivarijantne analize za
predikciju pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja kod bolesnika sa prvim
prednjim STEMI uspesno lecenih pPKI. Nezavisni prediktori pojave NKVD u toku
jednogodisnjeg pracenja kod ovih bolesnika bili su pojava AF i pik vrednosti mase CK-
MB.

Tabela 65. Cox—ova regresiona analiza za predikciju pojave NKVD u toku

jednogodiSnjeg pracenja kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Varijable OR (95 % CI) P
Univarijantna analiza

Starost 0,992 (0,941-1,046) 0,772
Pol 1,913 (0,540-6,782) 0,315
BMI 0,971 (0,793-1,190) 0,779
Hipertenzija 1,041 (0,216-5,010) 0,960
Dijabetes melitus 2,384 (0,298-19,063) 0,413
Hiperholesterolemija 1,835 (0,518-6,5059 0,347
Pusenje 2,722 (0,768-9,651) 0,121
ViSesudovna koronarna bolest 1,167 (0,313-4,345) 0,818
Vreme od pocetka simptoma 1,102 (0,764-1,590) 0,603
AF 5,920 (1,520-23,058) 0,010
Kilip klasa tokom hospitalizacije >2 4,502 (0,570-35,535) 0,154
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LKEF (%) 0,983 (0,923-1,046) 0,587
eGFR <60 ml/min 2,453 (0,521-11,557) 0,257
Pik Tnl 1,005 (1,000-1,010) 0,047
Pik mase CK-MB 1,002 (1,000-1,004) 0,039
Pik NT-proBNP 1,000 (1,000-1,000) 0,791
Pik BNP 1,000 (0,999-1,003) 0,941
Pik CRP 1,007 (1,000-1,014) 0,052
Pik MPO 1,001 (1,000-1,003) 0,164
Pik PAPP-A 1,007 (0,987-1,027) 0,511
Pik LpPLA, 1,003 (0,998-1,009) 0,262
Pik sCD40L 1,402 (0,727-2,705) 0,314
Pik oksLDL 0,995 (0,959-1,032) 0,777
Pik leukociti 1,025 (0,904-1,163) 0,700
Pik glukoze 0,947 (0,756-1,185) 0,632
Pik mokraéne kiseline 1,005 (0,996-1,014) 0,271
Multivarijantna analiza

AF 8,402 (1,905-37,061) 0,005
Pik mase CK-MB 1,003 (1,001-1,005) 0,005

BMI-indeks telesne mase, AF-atrijalna fibrilacija, LKEF-ejekciona frakcija leve
komore, eGFR-ja¢ina glomerulske filtracije, Tnl-troponin I, CK-MB-izoenzim kreatin

kinase, BNP- B-tip natriuretickog peptida, NT-proBNP-N-terminalni

pro B-tip

natriuretickog peptida, hsCRP-C-reaktivni protein odreden testom velike osetljivosti,

MPO-mijeloperoksidaza,

LpPLA,-lipoproteinska fosfolipaza A,

udruZen sa trudnocom, L-ligand, oks-oksidovani.

PAPP-A-protein
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4.7. Grupisanje citokina, solubilnih citokinskih receptora, solubilnih adhezionih
molekula i molekula funkcionalno povezanih sa citokinima eksploratornom

faktorskom analizom kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Pre faktorske analize potrebno je proveriti podobnost korelacione matrice za
faktorizaciju. Determinanta je iznosila 0,007. Primenom Bartletovog testa sfericnosti
koji testira nultu hipotezu da je matrica interkorelacija varijabli uklju¢enih u proceduru
matrica identiteta dobijen je %°=135,72, P=0,000. Odredena je anti-image korelaciona
matrica i svaka varijabla je testirana merenjem adekvatnosti uzorka (MSA). Vrednost
Kaiser-Meyer-Olkin mere adekvatnosti uzorkovanja (MSA) bila je 0,548. Varijable sa
MSA vrednosc¢u <0,5 nisu ukljucene u dalju analizu. U faktorsku analizu je uklju¢eno
12 manifestnih varijabli.

U tabeli 66 je prikazana matrica komunaliteta koja sadrzi podatke o inicijalnom
komunalitetu (deo varijanse varijable koji ona deli sa ostalim varijablama), kao i
komunalitet nakon ekstrakcije faktora (deo varijanse svake varijable koji je objasnjen

ekstrahovanim faktorima).

Tabela 66. Matrica komunaliteta

Svojstvena vrednost Ekstrakcija
sICAM-1 1,000 0,826
SE-sel 1,000 0,817
SL-sel 1,000 0,699
loglL6 1,000 0,681
logIL7 1,000 0,465
logIL8 1,000 0,728
loglL15 1,000 0,544
logMCP1 1,000 0,747
logMIP-a 1,000 0,478
logsTNFR1 1,000 0,796
STNFR2 1,000 0,805
MMP-9 1,000 0,524
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Faktorska analiza

Analiza glavnih komponenti koriS¢ena je kao metoda faktorske analize. Kod
izbora broja faktora koriS¢en je Kaiserov Kkriterijum-kriterijum svojstvene vrednosti
(latentnog korena) prema kome koli¢ina varijabiliteta objasnjenog svakim faktorom
mora biti veca od 1, Kriterijum procenta varijanse i kriterijum skri testa.

Rezultati dobijeni analizom glavnih komponenti sa 12 varijabli prikazane su u
tabeli 63. U prvoj koloni je prikazan latentni koren koji predstavlja varijansu objasnjenu
glavnom komponentom, iskazanu u terminima manifestnih varijabli. U slede¢oj koloni
prikazan je procenat varijanse koju objaSnjava glavna komponenta, a u tre¢oj koloni
kumulativni procenat varijanse objasnjene glavnim komponentama.

Prema rezultatima iz tabele 67 uocljivo je da prema Kaiserovom kriterijumu
moze ekstrahovati Cetiri faktora kod kojih je svojstvena vrednost veca od jedan. Prema
udelu objasnjene ukupne varijanse model sa Cetiri faktora objaSnjava 67,6%
varijabilnosti, te su ti modeli prihvatljivi u daljoj analizi. U ovom reSenju prvi faktor
objasnjava 27,9% ukupne varijanse, drugi faktor objasnjava 18,9%, tre¢i faktor 10,8%,
a Cetvrti faktor 10,23%.

Tabela 67. Ukupna objasnjena varijansa sa uklju¢enih 12 manifestnih varijabli u

polaznom modelu i modelu sa ekstrahovanim faktorima-nerotirana faktorska reSenja

) Model sa ekstrahovanim faktorima-
Polazni model Ny
bez rotacije
Polazne
) Kumulativni Kumulativni
manifestne ) % od ) % od
. Svojstvena % Svojstvena %
varijable ukupne ukupne
vrednost N od ukupne | vrednost N od ukupne
varijanse . varijanse N
varijanse varijanse
1 30,310 27,582 27,582 30,310 27,582 27,582
2 20,275 18,958 46,540 20,275 18,958 46,540
3 10,297 10,810 57,350 10,297 10,810 57,350
4 10,228 10,236 67,586 10,228 10,236 67,586
5 0,940 7,830 75,416
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6 0,800 6,669 82,085
7 0,628 5,236 87,321
8 0,569 4,739 92,060
9 0,361 3,012 95,072
10 0,283 2,360 97,432
11 0,211 1,758 99,190
12 0,097 0,810 100,000

Na slici 17 prikazan je Cattellijev dijagram (scree plot) za 12 varijabli koji se
takode primenjuje za odredivanje broja znacajnih faktora. On predstavlja grafi¢ki prikaz
svojstvenih vrednosti (latentnih korenova) po faktorima. Vizuelno, prema dijagramu se

takode izdvajaju Cetiri faktora.

3.5

i

3.0

257

20"

15+

1.0

0.0

Varijabla

Slika 17. Cattellijev dijagram

Nakon ekstrahovanja faktora dobija se matrica komponenti bez rotacije

prikazana u tabeli 68.
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Tabela 68. Matrica komponenti-nerotirana faktorska reSenja

Faktori
Varijable Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
logMCP1 0,804
logsTNFR1 0,712
logIL8 0,609
loglL15 0,601
sE-selektin 0,593
logIL6 0,567 -0,520
SICAM-1 -0,742
sE-selektin -0,637
STNFR2 0,534 0,614
MMP-9 0,508
logMIP-10. 0,510
loglL7

Ortogonalnom rotiracijom faktora ,,varimax‘ metodom, varijansa se raspodeljuje

sa faktora koji je prvi po redu na naredne faktore. Na taj nacin se dolazi do

jednostavnije strukture u kontekstu tumacenja, bez promene ukupne varijanse. Rezultati

dobijeni analizom glavnih komponenata sa rotacijom faktora sa 12 varijabli prikazani su

u tabeli 69.

Tabela 69. Ukupna objaSnjena varijansa sa ukljuéenih 12 varijabli-rotirana faktorska

reSenja

Polazne manifestne

Model sa ekstrahovanim faktorima-sa rotacijom

B ) % od ukupne Kumulativni %
varijable Svojstvena vrednost B .
varijanse od ukupne varijanse
Faktor 1 2,278 18,982 18,982
Faktor 2 2,258 18,815 37,796
Faktor 3 2,129 17,741 55,537
Faktor 4 1,446 12,049 67,586
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Cetiri faktora objasnjava 67,6% varijanse §to se moze smatrati zadovoljavaju¢im

u modelu sa 12 varijabli.

U tabeli 70 prikazana je matrica komponenti sa rotacijom. Ona u stvari pokazuje

faktorska optere¢enja, odnosno koeficijente korelacije originalnih varijabli sa dobijenim

faktorima.

I u rotiranom resSenju Cetiri faktora zadovoljavaju kriterijum svojstvene vrednosti

i Kriterijum procenta ukupne varijanse. Varijable sa faktorskim optere¢enjem nakon

rotacije ve¢im od 0,5 (objasSnjavaju 25% varijanse) znacajno doprinose faktoru.

Varijable sa faktorskim optere¢enjem nakon rotacije od 0,4—-0,5 (objaSnjavaju 16-25%

varijanse) potencijalno mogu doprinositi specificnom faktoru. Primarni znacaj za

interpretaciju imaju one manifestne varijable koje su u najvecoj korelaciji s datim

faktorom, a u zanemarljivoj (ili nisu u korelaciji) sa ostalim faktorima.

Tabela 70. Matrica komponenti-rotirana faktorska resenja

Faktori
Varijable Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
STNFR2 0,876 -0,030 0,164 -0,104
logsTNFR1 0,809 0,186 0,322 -0,059
MMP-9 0,661 -0,171 -0,164 0,174
sICAM-1 -0,115 0,900 0,054 0,021
sE-selektin 0,068 0,819 -0,160 0,341
sL-selektin 0,023 0,723 0,414 -0,064
logIL8 -0,050 0,279 0,803 -0,044
loglL6 0,140 -0,149 0,773 0,203
logMCP1 0,468 0,092 0,656 0,298
logMIP-1a 0,105 -0,012 0,118 0,673
loglL7 0,308 -0,068 0,046 -0,603
loglL15 0,231 0,280 0,285 0,576
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U tabeli 71 je prikazana matrica komponenti sa rotacijom koja je ukljucivala

samo varijable sa faktorskim optere¢enjam vec¢im od 0,5.

Tabela 71. Matrica komponenti-rotirana faktorska reSenja

Faktori

Varijable
Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4

STNFR2 0,876

logsTNFR1 0,809

MMP-9 0,661

SICAM-1 0,900

sE-selektin 0,819

sL-selektin 0,723

loglL8 0,803

loglL6 0,773

logMCP1 0,656

logMIP-1a 0,673

logIL7 -0,603

loglL15 0,576

Interpretacija faktora polazi od matrice faktorske strukture nakon rotacije faktora
1 identifikacije varijabli koje imaju visoka apsolutna optere¢enja na isti faktor. Prvi
faktor obuhvata sledece varijable logsTNFR1, sTNFR2, MMP-9. Drugi faktor obuhvata
sledece varijable: SICAM-1, sE-selektin is L-selektin. Tre¢i faktor obuhvata sledece
varijable log I1L-6, log IL-8 i log MCP-1. Cetvrti faktor obuhvata log MIP-1a, log IL7 i
log IL15.

Zatim izraCunavamo faktorske skorove za na$§ uzorak linearnim kombinovanjem
varijabli. Tabela 72 prikazuje matricu koeficijenata koja je koriS¢ena za dobijanje

faktorskih skorova.
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Tabela 72. Faktorski skorovi za svaku varijablu pojedina¢no

Faktori
Varijable Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
sICAM-1 -0,030 0,427 -0,058 -0,082
SE-selektin 0,089 0,387 -0,239 0,184
sL-selektin -0,033 0,312 0,157 -0,167
loglL6 -0,083 -0,182 0,423 0,087
loglL7 0,159 0,038 0,039 -0,458
logIL8 -0,160 0,042 0,449 -0,143
loglL15 0,060 0,051 0,032 0,368
logMCP-1 0,110 -0,046 0,256 0,136
logMIP-1a 0,013 -0,087 -0,017 0,492
logsTNFR1 0,356 0,093 0,022 -0,117
STNFR2 0,410 0,013 -0,051 -0,114
MMP-9 0,350 -0,055 -0,214 0,149

U tabeli 73 prikazani su rezultati Kolmogorov-Smirnov testa koji pokazuju da su

skorovi faktora normalno distribuirani, te na pouzdan nacin grupiSu varijable u

faktorima.

Tabela 73. Rezultati Kolmogorov-Smirnov testa

Skor Skor Skor Skor

faktora 1 faktora2 | faktora3 | faktora 4
Kolmogorov-Smirnov Z 0,598 10,053 10,091 0,843
P (dvostrani test) 0,867 0,217 0,185 0,476
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4.8. Univarijantna, multivarijantna i ROC analiza povezanosti citokina,
citokinskih receptora i adhezionih molekula sa kratkoro¢nom i jednogodiSnjom

prognozom kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI

Za nekoliko biomarkera koji pripadaju razli¢itim faktorima (reprezentativno),
uradena je univarijantna/multivarijantna logisticka regresiona analiza, odnosno
Cox—ova univarijantna/multivarijantna logisticka regresija i analiza ROC krive za
predikciju pojave smrtnog ishoda u bolnici i pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta,
kao i predikciju smrtnog ishoda i pojave NKVD u toku 1-godisnjeg pracenja.
Analizirana je 1 povrSina ispod ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih
prediktora (starost, pol, BMI, hipertenzija, pusenje, hiperholesterolemija, porodi¢na
istorija, sr¢ana insuficijencija pri prijemu, viSesudovna koronarna bolest) za predikciju
smrtnog ishoda u bolnici i 1-godi$njem pracenju i predikciju pojave NKVD u prvih 30
dana nakon infarkta i u 1-godi$njem praéenju. Da bi uporedili sposobnost razli¢itih
logistickih modela da diskrimini$u bolesnike sa 1 bez odredenog ishoda, izracunata je c-

statistika koja je analogna povrsini ispod ROC krive.

U tabeli 74 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za E-selektin i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti E-
selektina za predikciju smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

C) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju E-selektina i uobicajenih prediktora za smrtni

ishod u bolnici nakon infarkta miokarda.
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Tabela 74. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za E-selektin i uobicajene prediktore smrtnog ishoda u bolnici

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,044 | 0,985-1,106 0,152 0,704 | 0,174 | 0,395-1,000
UP 0,964 | 0,001 | 0,914-1,000
E-selektin + UP | 1,114 | 0,924-1,344 0,259 0,965 | 0,002 | 0,898-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive
Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 75 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logistiCke regresione analize za predikciju pojave
NKVD u prvih 30 dana od infarkta za E-selektin i rezultati analize ROC
krive za procenu sposobnosti E-selektina za predikciju pojave NKVD u
prvih 30 dana od infarkta;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

c) rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju pojave
NKVD u prvih 30 dana od infarkta za kombinaciju E-selektina i uobicajenih

prediktora pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta.

Tabela 75. Univarijantna, multivarijantna logistiCka regresiona analiza i analiza ROC

krive za E-selektin i uobic¢ajene prediktore pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta

Model OR 95% CI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,040 | 0,991-1,091 0,114 0,609 | 0,349 | 0,326-0,892
UP 0,904 | 0,000 | 0,825-0,982
E-selektin+ UP | 1,031 | 0,968-1,097 0,341 0,884 | 0,001 | 0,766-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive
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b)

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 76 su prikazani:

rezultati Cox—ove univarijantne logistiCke regresione analize za predikciju

smrtnog ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja za E-selektin i rezultati analize ROC

krive za procenu sposobnosti E-selektina za predikciju smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja;

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora pojave smrtnog ishoda u toku 1-godi$njeg pracenja;

rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju E-selektina i uobicajenih prediktora pojave

smrtnog ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja.

Tabela 76. Cox—ova univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i

analiza ROC krive za E-selektin i uobicajene prediktore pojave smrtnog ishoda u toku

1-godiSnjeg pracenja.

Model OR 95% CI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,011 | 0,948-1,077 0,743 0,533 | 0,830 | 0,240-0,825
UP 0,934 | 0,004 | 0,871-0,998
E-selektin+ UP | 1,168 | 0,940-1,452 0,161 0,933 | 0,005 | 0,855-1,000

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-

povrsina ispod ROC krive

(P>0,05).

U tabeli 77 prikazana su:

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda

u bolnici za E-selektin i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti E-

selektina za predikciju pojave NKVD u toku jednogodis$njeg pracenja;
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b)

c)

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja;

rezultati multivarijantne logisti¢ke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju E-selektina i uobicajenih prediktora pojave

NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja.

Tabela 77. Univarijantna, multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza i analiza ROC

krive za E-selektin i uobiCajene prediktore pojave NKVD u toku jednogodis$njeg

pradenja

Model OR 95% ClI P AUC P 95% ClI
E-selektin 0,993 | 0,942-1,048 0,806 0,537 | 0,740 | 0,320-0,754
UP 0,797 | 0,004 | 0,626-0,968
E-selektin + UP | 0,997 | 0,941-1,056 0,914 | 0,808 | 0,006 | 0,642-0,974

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika

(P>0,05).

a)

b)

U tabeli 78 su prikazani:

rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za MCP-1 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti MCP-
1a za predikciju smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

C) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju MCP-1 i uobicajenih prediktora za smrtni ishod

u bolnici nakon infarkta miokarda.
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Tabela 78. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za MCP-1 i uobicajene prediktore smrtnog ishoda u bolnici

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,008 | 1,003-1,012 0,001 0,812 | 0,012 | 0,573-1,000
uUpP 0,964 | 0,001 | 0,914-1,000
E-selektin + UP | 1,020 | 0,992-1,049 0,165 0,841 | 0,006 | 0,593-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 79 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za MCP-1 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti MCP-
1a za predikciju pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

€) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju MCP-1 i uobicajenih prediktora pojave NKVD
u prvih 30 dana od infarkta.

Tabela 79. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za MCP-1 i uobicajene prediktore pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,007 | 1,003-1,010 0,001 0,803 | 0,003 | 0,631-0,975
UpP 0,904 | 0,000 | 0,825-0,982
E-selektin+ UP | 1,013 | 1,001-1,025 0,038 0,972 | 0,000 | 0,931-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive
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b)

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 80 prikazana su:

rezultati Cox—ove univarijantne logistiCke regresione analize za predikciju

smrtnog ishoda u toku 1-godiSnjeg pracenja za MCP-1 i rezultati analize ROC

krive za procenu sposobnosti MCP-1a za predikciju smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja;

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora pojave smrtnog ishoda u toku 1-godi$njeg pracenja;

rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju MCP-1 i uobi¢ajenih prediktora pojave smrtnog

ishoda u toku 1-godi$njeg pracenja.

Tabela 80. Cox—ova univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i

analiza ROC krive za MCP-1 i uobi¢ajene prediktore pojave smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja.

Model OR 95% CI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,004 | 0,998-1,010 0,239 0,675 | 0,244 | 0,413-0,937
UP 0,934 | 0,004 | 0,871-0,998
E-selektin + UP | 1,020 | 0,992-1,049 0,165 0,948 | 0,003 | 0,874-1,000

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-

povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 81 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda

u bolnici za MCP-1 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti MCP-

la za predikciju pojave NKVD u toku jednogodis$njeg pracenja,
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b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja;

c) rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju MCP-1 i uobicajenih prediktora pojave NKVD

u toku jednogodisnjeg pracenja.

Tabela 81. Univarijantna, multivarijantna logisti¢ka regresiona analiza i analiza ROC

krive za MCP-1 i uobicajene prediktore pojave NKVD u toku jednogodis$njeg pracenja

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,001 | 0,996-1,007 0,633 0,574 | 0,500 | 0,403-0,745
UP 0,797 | 0,004 | 0,626-0,968
E-selektin+ UP | 1,003 | 0,996-1,009 0,464 0,810 | 0,005 | 0,625-0,995

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrs$ina ispod ROC krivih nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 82 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za IL-15 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti IL-15 za
predikciju smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

€) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju IL-15 i uobicajenih prediktora za smrtni ishod

u bolnici nakon infarkta miokarda.
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Tabela 82. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za IL-15 i uobicajene prediktore smrtnog ishoda u bolnici

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,855 | 0,776-4,435 0,165 0,764 | 0,032 | 0,578-0,950
UP 0,964 | 0,001 | 0,914-1,000
E-selektin + UP | 4,796 | 0,945-24,336 | 0,059 0,977 | 0,000 | 0,935-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika
(P<0,05).
U tabeli 83 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za IL-15 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti IL-15 za
predikciju pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

€) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju IL-15 i uobicajenih prediktora pojave NKVD u
prvih 30 dana od infarkta.

Tabela 83. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za IL-15 i uobicajene prediktore pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta

Model OR 95% CI P AUC P 95% CI

E-selektin 1,660 | 0,741-3,717 0,218 0,716 | 0,027 | 0,564-0,869
UpP 0,904 | 0,000 | 0,825-0,982
E-selektin + UP | 2,949 | 0,784-11,098 | 0,110 0,909 | 0,000 | 0,830-0,987

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).
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b)

U tabeli 84 su prikazani:

rezultati Cox—ove univarijantne logistiCke regresione analize za predikciju

smrtnog ishoda u toku 1-godi$njeg pracenja za IL-15 i rezultati analize ROC

krive za procenu sposobnosti IL-15 za predikciju smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja,;

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora pojave smrtnog ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja;

rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju IL-15 i uobi¢ajenih prediktora pojave smrtnog

ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja.

Tabela 84. Cox—ova univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i

analiza ROC krive za IL-15 i uobi¢ajene prediktore pojave smrtnog ishoda u toku 1-

godiS$njeg pracenja.

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 0,515 | 0,032-8,182 0,638 0,647 | 0,328 | 0,282-1,000
UP 0,934 | 0,004 | 0,871-0,998
E-selektin + UP | 0,134 | 0,001-20,540 | 0,434 0,951 | 0,003 | 0,891-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-

povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 85 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda

u bolnici za IL-15 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti 1L-15 za

predikciju pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja;
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€) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju IL-15 i uobicajenih prediktora pojave NKVD u

toku jednogodisnjeg pracenja.

Tabela 85. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za IL-15 i uobicajene prediktore pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 0,279 | 0,029-2,637 0,265 0,634 | 0,174 | 0,439-0,829
UP 0,797 | 0,004 | 0,626-0,968
E-selektin + UP | 0,226 | 0,011-4,794 0,340 0,846 | 0,001 | 0,725-0,968

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-

povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 86 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda

u bolnici za STNFR2 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti

STNFR2 za predikciju smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora smrtnog ishoda u bolnici nakon infarkta miokarda;

C) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju STNFR2 i uobicajenih prediktora za smrtni

ishod u bolnici nakon infarkta miokarda.
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Tabela 86. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za STNFR2 i uobi¢ajene prediktore smrtnog ishoda u bolnici

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 2,803 | 0,599-13,109 | 0,190 0,602 | 0,444 | 0,254-0,951
UP 0,964 | 0,001 | 0,914-1,000
E-selektin + UP | 0,469 | 0,017-12,890 | 0,654 0,959 | 0,001 | 0,901-1,000

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 87 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda
u bolnici za STNFR2 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti
STNFR2 za predikciju pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta;

C) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju STNFR2 i uobicajenih prediktora pojave NKVD
u prvih 30 dana od infarkta.

Tabela 87. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC
krive za STNFR2 i uobicajene prediktore pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 5,043 | 1,440-17,664 | 0,011 0,716 | 0,035 | 0,495-0,936
upP 0,904 | 0,000 | 0,825-0,982
E-selektin + UP | 4,063 | 0,468-35,255 | 0,204 0,915 | 0,000 | 0,847-0,983

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive
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b)

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 88 su prikazani:

rezultati Cox—ove univarijantne logistiCke regresione analize za predikciju

smrtnog ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja za STNFR2 i rezultati analize ROC

krive za procenu sposobnosti STNFR2 za predikciju smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja;

rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature

poznatih) prediktora pojave smrtnog ishoda u toku 1-godi$njeg pracenja;

rezultati multivarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog

ishoda u bolnici za kombinaciju STNFR2 i uobi¢ajenih prediktora pojave

smrtnog ishoda u toku 1-godisnjeg pracenja.

Tabela 88. Cox—ova univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i

analiza ROC krive za STNFR2 i uobi¢ajene prediktore pojave smrtnog ishoda u toku 1-

godisnjeg pracenja.

Model OR 95% CI P AUC P 95% CI

E-selektin 2,400 | 0,416-13,861 | 0,328 0,678 | 0,236 | 0,418-0,938
UP 0,934 | 0,004 | 0,871-0,998
E-selektin + UP | 1,284 | 0,016-104,827 | 0,911 0,951 | 0,000 | 0,906-0,997

UP-uobic¢ajeni prediktori, OR-odnos Sansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-

povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrsina ispod ROC krivih nije utvrdena statisticki znacajna razlika

(P>0,05).

U tabeli 89 su prikazani:

a) rezultati univarijantne logisticke regresione analize za predikciju smrtnog ishoda

u bolnici za sTNFR2 i rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti

STNFR2 za predikciju pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja,
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b) rezultati analize ROC krive za procenu sposobnosti uobicajenih (iz literature
poznatih) prediktora pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja;

C) rezultati multivarijantne logistiCke regresione analize za predikciju smrtnog
ishoda u bolnici za kombinaciju STNFR2 i uobi¢ajenih prediktora pojave NKVD

u toku jednogodisnjeg pracenja.

Tabela 89. Univarijantna, multivarijantna logisticka regresiona analiza i analiza ROC

krive za STNFR2 i uobicajene prediktore pojave NKVD u toku jednogodisnjeg pracenja

Model OR 95% ClI P AUC P 95% CI

E-selektin 0,663 | 0,147-2,990 0,593 0,548 | 0,629 | 0,362-0,734
UpP 0,797 | 0,004 | 0,626-0,968
E-selektin+ UP | 0,569 | 0,076-4,265 0,583 0,818 | 0,003 | 0,656-0,980

UP-uobicajeni prediktori, OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, AUC-
povrsina ispod ROC krive

Poredenjem povrs$ina ispod ROC krivih nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika

(P>0,05).

4.9. Povezanost faktora dobijenih eksploratornom faktorskom analizom i

kratkoroc¢ne prognoze kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI uspesno le¢enih

pPKI

Univarijantna analiza

Univarijantna logisticka regresiona analiza za predikciju pojave NKVD u prvih
30 dana od infarkta uradena je za sva Cetiri faktora i za sve bazalne karakteristike.
Rezultati su prikazani u tabeli 90. Najjaci prediktori pojave NKVD u prvih 30 dana od
infarkta bili su atrijalna fibrilacija, LKEF i faktor 3. Univarijantna logisticka regresija
pokazala je da su 1 faktor 2 1 puSenje takode statisticki znacajni prediktori pojave NKVD

u prvih 30 dana od infarkta.

164




Tabela 90. Univarijantna analiza

Varijabla OR 95% CI P

Faktor 1 1,922 0,797-4,635 0,146
Faktor 2 2,818 1,086-7,309 0,033
Faktor 3 4,332 1,142-16,432 0,031
Faktor 4 1,059 0,459-2,440 0,894
Starost 1,010 0,955-1,067 0,730
Muski pol 3,692 0,962-14,168 0,057
BMI 1,192 0,980-1,450 0,079
Hipertenzija 0,964 0,182-5,110 0,966
Dijabetes melitus 1,687 0,379-7,517 0,492
Hiperholesterolemija 3,216 0,780-13,268 0,106
Pusenje 4,667 1,123-19,385 0,034
Naslede 1,143 0,261-5,009 0,859
Atrijalna fibrilacija 5,786 1,184-28,272 0,030
Sistolni arterijski pritisak 0,971 0,941-1,001 0,058
Dijastolni arterijski pritisak 0,967 0,929-1,006 0,097
Sréana frekvencija 1,000 0,958-1,044 0,990
Kilip na prijemu >1 3,167 0,822-12,192 0,094
LKEF 0,930 0,874-0,990 0,023
ViSesudovna koronarna bolest 1,730 0,400-7,481 0,463
eGFR <60 mL/min 1,458 0,276-7,717 0,657

OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti, BMI-indeks telesne mase, LKEF-
ejekciona frakcija leve komore, eGFR-jacina glomerulske filtracije
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Multivarijantna analiza

U tabeli 91 su prikazani razli¢iti multivarijantni logisticki regresioni modeli.

U prvom modelu su kao kovarijate koriS¢eni dobijeni faktori, njih Cetiri. Za
predikciju pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta, faktor 2 i faktor 3 su bili
statistiCki znacajni. U drugom modelu su uz faktore kao kovarijate dodati i svi znacajni
prediktori ishoda iz univarijantne analize. Znacajni nezavisni prediktori za pojave
NKVD u prvih 30 dana od infarkta su bili faktor 3 i faktor 2.

Tabela 91. Multivarijantana analiza

Varijabla OR 95% ClI P
Model 1

Faktor 2 3,686 1,157-11,740 0,027
Faktor 3 4,189 1,212-14,473 0,024
Model 2

Faktor 2 3,503 1,093-11,232 0,035
Faktor 3 4,046 1,183-13,831 0,026

OR-odnos $ansi, 95% CI-95% interval pouzdanosti
Kaplan-Mayerova kriva prezivijavanja

Slika 18 ilustruje distribuciju dogadaja kod bolesnika grupisanih prema tercilima
individualnih skorova na faktoru 2. Bolesnici sa faktor 2 skorom u najvisem tercilu
imali su ¢es¢e NKVD u prvih 30 dana u poredenju sa ostalim tercilima.

Slika 19 ilustruje distribuciju dogadaja kod bolesnika grupisanih prema tercilima

individualnih skorova na faktoru 3. Bolesnici sa faktor 3 skorom u najvisem tercilu

imali su ¢eS¢e NKVD u prvih 30 dana u poredenju sa ostalim tercilima.
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Slika 18. Distribucija dogadaja kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI grupisanih

prema tercilima individualnih skorova na faktoru 2 (x°=9,44 Log Rank:P<0,01)
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Slika 19. Distribuciju dogadaja kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI grupisanih
prema tercilima individualnih skorova na faktoru 3 (x°=8,37 Log Rank:P=0,01)
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5.DISKUSIJA

U Srbiji kao i u svetu evidentan je trend porasta broja obolelih od ishemijske
bolesti srca. U Srbiji je ishemijska bolest srca veliki zdravstveni i socioekonomski
problem. Cak 54,7% svih smrtnih ishoda je posledica kardiovaskularnih oboljenja. U
Srbiji je tokom 2010. godine (prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije ,,Dr
Milan Jovanovi¢-Batut®) od infarkta sa elevacijom ST segmenta obolelo 7887 osoba, a
smrtni ishod je zabelezen kod 9,2% (5). Ovoj alarmantnoj slici treba dodati i visoku
stopu prevalencije tradicionalnih faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih oboljenja
(pusenje, hipertenzija, gojaznost, hiperlipidemija, dijabetes melitus). Uvodenje pPKI
kao rutinskog metoda izbora u lecenju bolesnika sa STEMI od novembra 2005. godine

je vazna prekretnica u strategiji leCenja ovih bolesnika u Srbiji.

Nakon vise od pet decenija istrazivanja i velikog klinickog iskustva, kardiolozi
su jedinstveni u stavu da je pojedinacno najefikasnija terapija bolesnika sa STEMI brza
i kompletna indukcija reperfuzije miokarda implementacijom revaskularizacije kulprit
koronarne arterije. S druge strane, paradoksalno, literatura je prepuna radova o
reperfuzionoj povredi koja moze da se javi u toku izvodenja PKI i koja moZe da umanji
korisnost reperfuzije. Ova reperfuzina povreda je posledica reperfuzije, ali ona ne

ukljucuje i dodatno oStec¢enje kardiomiocita.

Brojni dokazi ukazuju da reperfuzija ishemi¢nog miokarda moZe rezultirati
ireverzibilnim oStecenjem tkiva. Vaskularni endotel strateski lociran izmedu cirkuliSuce
krvi 1 sloja vaskularnih glatkih miSiénih Celija igra znacajnu ulogu u kontroli
vazomotornog tonusa, lokalnoj homeostazi i adheziji leukocita. Postishemijska
aktivacija endotelnih ¢elija indukuje sekvencijalnu interakciju eksprimiranih adhezionih
molekula i njihovih liganada na leukocitima i trombocitima, kao i sekreciju
proinflamatornih molekula. Ovo vodi adheriranju, migraciji, akumulaciji leukocita
unutar ateroskleroticne lezije, kao i seriji dogadaja koji su blisko povezani sa

inflamacijom. Nakon reperfuzije, inflamatorni odgovor udruZzen sa smanjenjem
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mikrovaskularne perfuzije tkiva uti¢e na autokrino/parakrino oslobadanje razlicitih
supstanci iz endotela i miokarda.

Nekoliko fenomena moze da doprinese posledicama reperfuzije ukljucujuci
kiseonicni i kalcijumski paradoks, kao i otvaranje mitohondrijalnih neselektivnih kanala
unutraSnje membrane mitohondrija koje se javlja unutar prvih minuta od pocetka
reperfuzije. Sledi influks kalcijuma u mitohondrije i iznenadna znafajna promena
ultrastrukture miokarda. Povecanje koncentracije kalcijuma aktivira kalcijum zavisne
ATP-aze, §to rezultira smanjenjem prisutnog ATP neophodnog za brojne procese.
Iznenadna reoksigenacija ishemijom zahvaéenog miokarda indukuje oksidativni stres
koji je deo kiseoni¢nog paradoksa u kome reoksigenacija ishemi¢nog miokarda generise
stepen oSte¢enja miokarda koji nekad umnogome prevazilazi povredu indukovanu
samom ishemijom. Stvaranje slobodnih kiseoni¢nih radikala sa daljom peroksidacijom
polinezasi¢enih masnih kiselina u ¢elijskoj membrani koja moze da poveca kalcijumski
paradoks jedan je od predlozenih mehanizama. Oksidativni stres tokom reperfuzije
miokarda takode redukuje bioraspolozivost intracelijskih signalnih molekula, npr. NO
koji ima kardioprotektivne efekte (inhibicija akumulacije neutrofila, inaktivacija

superoksidnih radikala i poboljsanje koronarnog protoka) (750).

Reperfuzija moze indukovati defekt u kontraktilnosti miokarda Sto negativno
utice na hemodinamski status bolesnika. Ovo moze usloviti mikrovaskularne povrede
koje leze u osnovi ,,no reflow* fenomena. Takode, moZe da doprinese produZenju AIM
sa hemoragijom i verovatno kasnijem remodelovanju leve komore i promenama
performansi leve komore, kao i fibroze u regionima koji sadrze jo§ uvek vijabilne

kardiomiocite i posledi¢no dovede do sr¢ane insuficijencije.

Sa biohemijske tacke gledista, iako je poslednjih decenija PKI postala standard u
leCenju STEMI, iako je poznato da otvaranje akutno okludirane arterije uzrokuje
reperfuzionu povredu okarakterisanu akutnim inflamatornim odgovorom i oSte¢enjem
miokarda, ne postoji dobar laboratorijski biomarker koji bi pomogao da se utvrdi

reperfuzijom indukovano oSte¢enje miokarda 1 njegov doprinos finalnoj veli¢ini
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infarkta. Ovakvi markeri morali bi da imaju dobru osetljivost i dinamicki opseg, ali

osim toga od izuzetne vaznosti bi bilo i da koreliraju sa odgovorom na terapiju.

Treba imati u vidu da dodatna posledica reperfuzije ukljucuje biohemijske
manifestacije kao Sto je ubrzani ,,washout makromolekula, §to rezultira pojavom
(dodatnog) pika koncentracije biomarkera u krvi. Pojava tog pika koncentracije
biomarkera moze biti pogre$no interpretirana kao dokaz dodatne nekroze kardiomiocita,
odnosno moze da dovede do pogresnog zakljucka u odnosu na kvantitativnu povezanost
veli¢ine infarkta i koncentracije biomarkera u plazmi u odredenim vremenskim
intervalima. Iz navedenih razloga neophodno je poznavati vremenski profil biomarkera,
tj. odredivati biomarker u kratkim vremenskim razmacima kako bi se utvrdila njegova
kinetika 1 vreme kada treba uzorkovati bioloSki materijal za odredivanje ispitivanog

biomarkera u prognostic¢ke svrhe.

Poznato je da je uvodenje PKI smanjilo morbiditet i mortalitet bolesnika sa
STEMI. Medutim, imaju¢i u vidu sve napred navedeno, reperfuziona povreda bi mogla
znacajno da utice na ranu i1 udaljenu prognozu bolesnika sa STEMI lecenih PKI.
Visestruke analize varijabli iz velikih klini¢kih istraZzivanja, kao skorova rizika, nisu
rezultirale zadovoljavaju¢im modelom za rutinsku klinicku praksu koji bi optimalno
razlikovao bolesnike s visokim od onih s niskim rizikom i jednako tako mogao
optimalno procijeniti rizik nezeljenog ishoda. Razlog verovatno lezi u Cinjenici da
bolesnici iz klini¢kih istrazivanja nemaju isti stepen rizika kao svakodnevni bolesnici iz
klinicke prakse. lako nekoliko skorova, a medu njima najvise TIMI ili GRACE skor,
pruzaju prognosticke informacije i1 koriste se za identifikaciju visokorizi¢nih bolesnika,
svako izraCunavanje skorova predstavlja za lekare dodatno opterecenje. S toga bi bilo
idealno odrediti laboratorijski biomarker ili kombinaciju biomarkera koji bi mogli da
posluze u svrhu predikcije mortaliteta ili pojave NKVD u pracenju kod bolesnika sa

STEMLI.

U ovom istrazivanju kao ciljna grupa izabrani su bolesnici sa STEMI leceni

pPKI. Ispitivane su dve grupe bolesnika sa STEMI. Prva grupa bolesnika obuhvatala je
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200 bolesnika koji su konsekutivno primljeni u Urgentni centar sa bolom u grudima
(kra¢im od 12h od pocetka bola) i kod kojih je potvrdena dijagnoza STEMI. Na osnovu
ostalih kriterijjuma za ukljuCivanje bolesnika u studiju moze da se zaklju¢i da je
formirani uzorak reprezentativan, odnosno da odslikava realnu populaciju bolesnika koji
su leceni pPKI. Konsekutivnim uklju¢ivanjem bolesnika izbegnuta je pristrasnost
izbora. Ovo istrazivanje je unicentricno, tj. uklju¢uje bolesnike samo iz jedne
zdravstvene ustanove. Medutim, treba naglasiti da se u ovoj ustanovi, Klinickom centru
Srbije, u salama za kateterizaciju koje su otvorene 24h dnevno uradi oko 1000 pPKI
godisnje, §to 1 po broju i po rezultatima koji se ostvaruju svrstava Klini¢ki centar Srbije
u red iskusnijih evropskih i svetskih centara. Stru¢nost i iskustvo specijalno edukovanih
interventnih kardiologa koji obavljaju PKI, kao i neinvazivnih kardiologa koji su
odgovorni za preproceduralnu pripremu i postproceduralno lecenje obezbeduje dodatni

kvalitet ovom istrazivanju.

Prva ispitivana grupa bolesnika sa STEMI nije bila homogena u odnosu na
lokalizaciju infarkta i1 infarktnu arteriju ve¢ je odrazavala ,realni scenario®. Smatrali
smo da bi istrazivanje trebalo sprovesti i na homogenijoj grupi jer bi to bilo od velikog
znacaja za ispitivanje kinetike biomarkera nakon uradene pPKI, ¢ime bi se obezbedila
uniformnost oslobadanja biomarkera. S toga smo u dalje istrazivanje ukljucili 100
konsekutivnih bolesnika sa prvim STEMI prednje lokalizacije uspesno lecenih
primarnom PKI prednje descedentne grane leve koronarne arterije (rezidualna stenoza
manja od 20% i TIMI protok 3) u Klinici za kardiologiju Klinickog centra Srbije.
Dodatni kriterijum homogenizacije grupe bilo je vreme od pocetka bola u grudima do
prijema bolesnika u Urgentni centar krace od 6 h. Ucestalost uzorkovanja bioloskog
materijala za analiziranje biomarkera u osam vremenskih tacaka (pri prijemu bolesnika,
4h, 8h, 12h, 18h, 24h, 48h, 168h po zavrSenoj pPKI) daje dodatni kvalitet ovom
istrazivanju. Stratifikacija rizika u ovoj homogenoj grupi (koja se obi¢no smatra
niskoriziénom) je od velikog znacaja u cilju selekcije visokorizi¢nih bolesnika koji ¢e
imati koristi od striktnog klinickog prac¢enja. Zapravo, pouzdana stratifikacija rizika ima
znacajnu ulogu u lecenju bolesnika sa AKS, posebno onih sa STEMI. S obzirom da je

istrazivanje koje nije sastavni deo ove doktorske disertacije, ukljucivalo 1 ispitivanje
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funkcije koronarne mikrocirkulacije merenjem rezerve koronarnog protoka kao
fizioloskog naCina procene 1 tezine stenoze epikardne koronarne arterije i
mikrovaskularne funkcije i vijabilnosti miokarda infarktne zone, globalne sistolne i
dijastolne funkcije leve komore u ranoj fazi nakon AIM to je bio dodatni razlog da se

grupa bolesnika homogenizuje.

Bolesnici sa prvim prednjim STEMI razlikovali su se u odnosu na bolesnike sa
STEMI u duzini infarktnog bola, prethodnom infarktu miokarda, lokalizaciji STEMI,
uspesnosti primenjene reperfuzije i uSestalosti uzorkovanja bioloSkog materijala za
analizu biomarkera. Prednost u analizi vremenskih profila biomarkera data je grupi
bolesnika sa prvim prednjim STEMI jer su oni imali kra¢i vremenski period od pocetka
infarktnog bola do pPKI, prethodno nisu imali infarkt miokarda, imali su samo prednji
STEMI, svi su imali kompletnu reperfuziju infarktne arterije (TIMI 3), a uzorkovanje
bioloskog materijala je bilo ¢esce (u krac¢im vremenskim intervalima). Dobijeni rezultati
vremenskih profila tradicionalnih biomarkera nekroze (cTnl, masa CK-MB, mioglobin),
inflamacije (CRP), hemodinamskog stresa (BNP, NT-proBNP) u ovoj studiji su u
saglasnosti sa poznatim krivama promene koncentracija biomarkera u AIM. Dobijeni
rezultati korelacije potvrduju poznatu povezanost biomarkera nekroze (¢Tnl, mase CK-

MB), markera inflamacije (CRP) i hemodinmskog stresa (NT-proBNP) sa LKEF.

Procenat NKVD i1 pojedina¢nih neZeljenih dogadaja u kratkorocnom i udaljenom
pradenju ispitivane grupe bolesnika su u skladu sa podacima iz literature (17, 18, 26,
751-755). S obirom da NKVD predstavlja kompozitni nezeljeni dogadaj, vrlo je tesko
definisati nezavisne prediktore za sve pojedinacne dogadaje koji su ukljuceni u
kompozitni dogadaj. U toku jednogodiSnjeg pracenja utvrdeno je da se najveci broj
smrtnih ishoda i NKVD desio u prvih 30 dana po infarktu miokarda. Ovo se moze
objasniti time da je rizik za trombozu metalnih stentova najve¢i u prvih 30 dana. Prema
literaturnim podacima rizik za pojavu NKVD je najve¢i u prvim danima nakon infarkta
miokarda (756). Uzrok mortaliteta kod nasih bolesnika kako u kratkoro¢nom, tako i u
udaljenom pracenju bio je kardiovaskularni. Bolesnici koji su razvili kardiogeni Sok u
toku hospitalizacije nisu bili ukljuceni u dalju analizu.
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U ovom istrazivanju kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI najznacajniji
prediktori za pojavu smrtnog ishoda u bolnici od od klinickih parametara bio je Kilip
klasa na prijemu i LKEF, a od faktora rizika pusSenje. Najznacajniji prediktori pojave
NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta bili su LKEF i pojava atrijalne fibrilacije, a od
faktora rizika takode pusenje. Kao najbolji prediktor udaljenog mortaliteta pokazala se

pojava atrijalne fibrilacije kod bolesnika.

Kod bolesnika sa STEMI najznacajniji prediktor smrtnog ishoda u bolnici bila je
Kilip klasa na prijemu i LKEF, najznacajniji prediktor za pojavu NKVD u prvih 30
dana nakon infarkta Kilip na prijemu, LKEF, atrijalna fibrilacija, a najbolji prediktori

udaljenog mortaliteta infarkt prednjeg zida i viSesudovna koronarna bolest.

Evidentno je da je procena rizika nakon AIM i dalje ima veliki znacaj ¢ak i u eri
PKI, jer pomaze u selekciji bolesnika sa visokim rizikom od NKVD (757-759). S toga
je slede¢i korak bio da se utvrdi koji bi pojedina¢ni marker bio nezavisan prediktor
ispitivanih ishoda (smrtnog ishoda u bolnici, smrtnog ishoda ili kompozitnog dogadaja
(smrtni ishod, reinfarkt miokarda, mozdani udar, hitna revaskularizacija miokarda zbog
ishemije) u pracenju). Iako je u ovom istrazivanju utvrdeno vise biomarkera koji su bili
nezavisni prediktori ispitivanih ishoda, prikazani su rezultati koji se odnose na
mijeloperoksidazu i lipoproteinsku fosfolipazu A,. Do skoro su ovi markeri odredivani
razli¢itim principima 1 testovima razliitih proizvodaca. NajceS¢e, u objavljenim
radovima je koriS¢ena ELISA tehnika koja je prilicno zametna za rad i dugo traje.
Uvodenjem automatizovanih odredivanja aplikovanih na velike biohemijske analizatore
ucinjen je znacajan korak u priblizavanju ovih markera rutinskom odredivanju. Ovo je u
mnogome skratilo vreme odredivanja i testove ucinilo dostupnijim klini¢arima, a da pri

tom odredivanje nije izgubilo na kvalitetu.

Poznato je da je MPO kao enzim leukocita, posebno polimorfonuklearnih
neutrofila ukljucen u sve stadijume ateroskleroze (760). MPO katalizuje oksidativnu
modifikaciju lipoproteina (761), redukuje bioraspolozivost endotelnog NO (762, 763),
aktivira matriks metaloproteinaze i doprinosi rupturi ateroskleroti¢nog plaka (138, 764).
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Poznato je da inflamacija predstavlja klju¢ni mehanizam u AKS i da je povecan broj
neutrofila i monocita prisutan u nestabilnom plaku ili nakon rupture plaka (765, 766).
Zbog toga se pretpostavilo da MPO moze da odslikava inflamaciju 1 destabilizaciju
plaka (767, 768). U skladu s tim MPO je ispitivan kod zdravih osoba (142), bolesnika sa
bolom u grudima (769), kao i bolesnika sa AKS (770-772). Nivoi MPO mogu da budu
korisni za procenu rizika kod bolesnika sa AIM (773, 774). Nekoliko studija je
ispitivalo povezanost izmedu nivoa MPO 1 kratkorocne prognoze bolesnika sa STEMI
koji su le¢eni pPKI (775, 776). Medutim, evolucija poviSenih nivoa MPO nakon pPKI
kod bolesnika sa STEMI nije objaSnjena. Stepen oslobadanja MPO zavisi od brojnih
faktora kao $to su nekroza miocita i reperfuzija (777-779), od vremena uzimanja uzorka

za odredivanje MPO merenog od pocetka bola u grudima (780).

Jedan od ciljeva postavljenih u ovom istrazivanju bio je da se ispita prediktivna
vrednost nivoa MPO u plazmi u odnosu na smrtni ishod u bolnici kod bolesnika sa
STEMI koji su leceni pPKI. Nalazi koji su dobijeni u ovoj studiji doprinose
rasvetljavanju potencijalne uloge MPO u proceni rizika kod bolesnika sa STEMI
lecenih pPKI. U literaturi je malo podataka o prognostickoj vrednosti MPO kod
bolesnika sa STEMI lec¢enih pPKI u predikceiji kratkorocnog smrtnog ishoda u bolnici i
pojave NKVD (775, 776). U ispitivanoj grupi bolesnika sa STEMI, MPO je
identifikovan kao prediktor smrtnog ishoda u bolnici nezavisno od drugih klinicki
relevantnih kovarijata. Vazno je naglasiti da MPO nije korelirao sa Tnl. Ovaj nalaz je u
skladu sa gledistem da MPO nije marker nekroze miokarda (769, 774). Poznato je da
leukociti sekretuju MPO i da su odgovorni za oko 95% ukupnog MPO u cirkulaciji
(781). Pozitivna korelacija izmedu MPO i broja leukocita ukazuje na povecanu
aktivaciju leukocita u stanju AIM (766, 769, 771, 782). Drugi znacajan nalaz u ovom
istrazivanju je da se nivoi hsCRP nisu statisti¢ki znac¢ajno razlikovali izmedu bolesnika
u grupi sa nizim i grupi sa visSim MPO. Ovo moze da ukaze na to da aktivacija leukocita
i oslobadanje MPO predstavlja patofizioloski mehanizam inflamacije u AIM Kkoji se
razlikuje od delovanja sistemskih medijatora kao $to je npr. CRP. Ovo istrazivanje
takode ukazuje da su viSa Kilip klasa i smanjena LKEF klini¢ki znacajni za
identifikaciju bolesnika sa veéim rizikom od smrtnog ishoda (775, 783-786).
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Prognosticke informacije koje nosi koncentracija MPO bile su nezavisne od BNP i
jacine glomerularne filtracije, markera za koje je dobro poznato da reflektuju promene
koje su rezultat smanjene funkcije leve komore, kao i opterecenja leve komore i
bubrezne insuficijencije (787-789). Medutim, treba naglasiti da je cilj ovog istrazivanja
bio da ispita prediktivnu sposobnost MPO, ali ne i mogucu ulogu MPO kao medijatora

progresije bolesti.

Mada je pokazano da je MPO nezavisan prediktor pove¢anog smrtnog ishoda u
bolnici, ostaje nejasno da 1i MPO na neki nacin moze da doprinese komplikovanijem
toku bolesti. MPO modulira proteazne kaskade 1 generiSe nastanak citotoksi¢nih vrsta
koje su povezane sa remodelovanjem leve komore nakon AIM (782, 790). Pokazano je
da MPO povecava katabolizam NO tokom ishemije miokarda (763) i moze negativno da
uti¢e na mikrocirkulaciju nakon reperfuzije (779, 791), doprinose¢i na taj nacin
pogorsanju funkcije leve komore. Povezanost MPO sa najznacajnijim prediktorima
moze da ukaze na to da je MPO pre prediktor smrtnog ishoda nego uzro¢ni faktor.
Uzimajuéi u obzir da su leukociti glavni izvor MPO, dobijeni rezultati ukazuju da
aktivacija leukocita uz povecano oslobadanje MPO moze da se smatra znacajnom
karakteristikom AIM. Dalje studije su medutim neophodne da bi se ispitali
patofizioloski mehanizmi aktivacije leukocita u AIM, kao i to da li le¢enje moze da se

planira na osnovu odredenih koncentracija MPO.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da su koncentracije MPO u plazmi

nezavisan prediktor smrtnog ishoda u bolnici kod bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI.

Odredivanje pojedina¢nih vrednosti MPO pre pPKI (775, 776) povecava
moguénost da MPO ne reflektuje nekoliko aspekata postproceduralnog stanja bolesnika
(779, 792-794). Zbog toga smo mi ispitivali optimalan vremenski period za uzimanje
MPO da bi procenili rizik bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI. Osnovni cilj nam je bio da
analiziramo kinetiku MPO 1 prognosticku vrednost MPO u odnosu na pojavu smrtnog

ishoda u bolnici kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI koji su leceni pPKI.
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Ovo istrazivanje koje je uklju¢ivalo samo bolesnike sa prvim prednjim STEMI
lecenih pPKI dovelo je do nekoliko osnovnih zakljuc¢aka. Prvo, MPO u ispitivanoj grupi
bolesnika pokazala je bifaznu krivu oslobadanja, pri ¢emu je prvi pik odgovarao MPO
uzetom 4h nakon pPKI, a drugi pik MPO uzetom 24h nakon pPKI. Utvrdena je
statisti¢ki znacajna korelacija izmedu drugog pika vrednosti MPO i vrednosti Tnl, kao i
sr¢ane insuficijencije. Ovo istrazivanje je prvo istrazivanje koje je radeno na jednoj
homogenoj grupi: to su bili bolesnici sa prvim, prednjim STEMI koji su podvrgnuti
pPKI u toku prvih 6h od pocetka bola u grudima i koje je prospektivno procenjivalo
prognozu u odnosu na vremenski profil MPO. Koncentracija MPO 24h nakon

intervencije bila je nezavisan prediktor smrtnog ishoda u bolnici.

Prethodno objavljena studija (795) analizirala je koncentracije MPO uzete
tokom prvih 48 h (pri prijemu bolesnika, 12 h, 24 h i 48 h nakon intervencije) kod 58
bolesnika sa STEMI i pPKI. Autori su utvrdili bifazni odgovor MPO tokom vremena i
identifikovali najviSe koncentracije MPO pri prijemu bolesnika, znacajno sniZenje na
12h 1 blago poviSenje na 24h. U poredenju sa prethodnom studijom, moze se
pretpostaviti da ovi autori nisu mogli da identifikuju pik na 4h, jer su analizirali MPO
samo u uzorku pri prijemu bolesnika 1 12h nakon zavrSene pPKI. Ova hipoteza se dalje

moze potvrditi kratkim poluvremenom eliminacije MPO u plazmi koje iznosi oko 6h
(796, 797).

Prethodne studije su odredivale koncentracije MPO nakon koronarne
angioplastike 1 pokazale da postproceduralno povecanje MPO moze biti povezano sa
oste¢enjem plaka (792—794, 798). Ovo poviSenje koncentracija MPO bilo je statisticki
znacajno vise u prisustvu kompleksnih lezija u poredenju sa jednostavnim lezijama
(798). Brugger-Andersen i sar. (172) su ispitivali neposredne efekte koronarne
reperfuzije na nivo MPO 1 utvrdili trend skoro dvostrukog povecanja koncentracija
MPO nakon pPKI u vezi sa primenjenom tenekteplazom. U nasoj studiji, MPO na 4h
nije korelirao sa Tnl na 4h. Ovi nalazi ukazuju da rane i prolazne promene koncentracije

MPO u plazmi nakon pPKI mogu biti delimi¢no povezane is a samom intervencijom.
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Literaturni podaci ukazuju da je koncentracija MPO povezana i sa veli¢inom
infarkta miokrada (799), kao i sa daljim remodelovanjem leve komore (782). Feld i sar.
(800) su koriste¢i model o¢njaka sa AIM utvrdili trend poviSenja aktivnosti MPO u
infarktnoj regiji u poredenju sa neinfarktnim ishemickim regijama nakon reperfuzije.
Karadag i sar. (778) su pokazali da su koncentracije MPO jak prediktor odgovora na
tromboliticku terapiju kod bolesnika sa STEMI. Oni su utvrdili da su nivoi MPO kod
bolesnika sa uspesnom reperfuzijom bili znacajno nizi u odnosu na bolesnike kod kojih
reperfuzija nije bila uspesna. U nasem istrazivanju, MPO na 24h je pozitivno korelirao

sa Tnl na 24 h kao tradicionalnim biomarkerom nekroze miokarda.

Nekoliko studija je pokazalo da su koncentracije MPO ushodno regulisane u
sréanoj insuficijenciji (801-803). Literaturni podaci ukazuju da su koncentracije MPO
povisene kod bolesnika sa hronicnom sistolnom sréanom insuficijencijom 1 da viSe
koncentracije MPO ukazuju na klini¢ki tezi oblik sr¢ane insuficijencije (803, 804).
Utvrdeno je da je inflamacija nakon AIM prediktor veli¢ine leve komore (474) i na
kraju razvoja sréane insuficijencije (805). U nasoj studiji utvrdeno je da je MPO na 24h
povezan sa sr¢anom insuficijencijom. Potencijalni mehanizam je da Tnl reflektuje
veli¢inu infarkta (806) koja moze biti povezana sa sréanom insuficijencijom i
aktivacijom neutrofila. Takode, koncentracije MPO koreliraju sa inflamatornim
biomarkerima kao $to su broj leukocita i neutrofila, ali ne i sa koncentracijom CRP. Ovo

podrzava hipotezu da su neutrofili primarni izvor oslobadanja MPO.

U literaturi je dostupno nekoliko podataka o prognostickoj ulozi mokraéne
kiseline kod bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI. Nedavno je objavljena studija u kojoj je
pokazana povezanost izmedu hiperurikemije 1 komplikovanog klini¢kog toka kod
bolesnika sa STEMI lecenih pPKI (807). U skladu sa prethodnom studijom (808),
rezultati naseg istrazivanja pokazuju da je koncentracija mokraéne kiseline odredena
neposredno pre PKI nezavisan prediktor smrtnog ishoda u bolnici. Koncentracije
mokraéne kiseline povezane sa postoje¢im faktorima rizika (muSki pol, BMI),

linflamacijom (hs-CRP) i bubreznom funkcijom. Nije u potpunosti jasno da li je
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hiperurikemija jednostavno marker rizika zbog njegove asocijacije sa faktorima rizika

ili je nezavisan faktor rizika za pojavu smrtnog ishoda u bolnici.

Iako postoje dokazi da je MPO dobar prognosticki marker nakon STEMI kod
bolesnika le¢enih pPKI (775, 776), optimalna vremenska strategija uzorkovanja
bioloskog materijala da sada nije bila definisana. Mada su maksimalne vrednosti MPO
zabeleZene 4h nakon pPKI, one nisu identifikovane kao nezavisni prediktor smrtnog
ishoda u bolnici. Sa ove tacke gledista, ostaje nejasno da li angioplastika moze da ima
negativan uticaj na prognosticku sposobnost biomarkera. Osim toga, koncentracija
MPO izmerena 24 h po zavrSenoj pPKI mogla bi da bude najbolji prediktor smrtnog
ishoda u bolnici kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI. Treba naglasiti da iz ove
studie ne moZzemo da zaklju¢imo da je MPO ukljucen u proces oSteenja miokarda

tokom ishemije-reperfuzije. Ispitivanja na ovu temu zahtevaju dalja istrazivanja.

U doktorskoj disertatciji su prikazana i ispitivanja vezana za Lp-PLA; kao

nezavisni prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana od infarkta.

Poznato je da lipoproteinska fosfolipaza A, (Lp-PLA;) pripada superfamiliji
fosfolipaza A,. SintetiSe se u monocitima, makrofagama, T-limfocitima, mast ¢elijama i
¢elijama jetre koje su uklju¢ene u aterogenezu i progresiju ateroskleroze (715, 716, 737,
809). Lp-PLA; je vazan inflamatorni marker sa velikom vaskularnom specifi¢noscéu i
malom biovarijabilnoscu, koji reflektuje prisustvo plaka sklonog rupturi. Lp-PLA; u
cirkulaciji je dominantno vezana za LDL, neSto manje za HDL, lipoprotein (a),
lipoproteinske ostatke i mikro¢estice trombocita (719, 722, 738, 810). Lp-PLA; deluje
na oksidovane fosfolipide LDL uslovljavajuéi stvaranje proinflamatornih medijatora-
lizofosfatidilholina i1 oksidovanih masnih kiselina, koji su ukljueni u destabilizaciju
plaka (738). Lp-PLA; se takode sintetiSe de novo u ateromu i slobodni Lp-PLA; se

ponovo vraéa u cirkulaciju (721).

Rezultati brojnih epidemioloskih i klini¢kih studija su pokazali asocijaciju
povisSenih nivoa (mase ili aktivnosti) Lp-PLA; i poviSenog kardiovaskularnog rizika kod
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zdravih osoba (746, 811, 812), bolesnika sa stabilnom koronarnom boles¢u (813, 814),
AKS (815, 816), AIM (816, 817), mozdanim udarom (818) i sr¢anom insuficijencijom
(819). U literaturi nema podataka da li je koncentracija Lp-PLA; u plazmi nezavisan
prediktor pojave NKVD u toku 30 dana nakon STEMI kod bolesnika le¢enih pPKI.

Ovo istrazivanje je prvo objavljeno istrazivanje koje je pokazalo da je
koncentracija Lp-PLA, u plazmi pre intervencije (pPKI) nezavisan prediktor pojave
NKVD u prvih 30 dana nakon STEMI kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI le¢enih
pPKI. Ovaj deo istrazivanja predstavlja pokusaj da se napravi rana procena rizika kod

bolesnika sa STEMI lecenih pPKI.

Osnovu za ovo istrazivanje predstavljala je ¢injenica da je Lp-PLA; povezana sa
brojnim proaterogenim biologkim procesima. Cinjenica je da Lp-PLA, hidrolizuje
oksidovane fosfolipide na modifikovanim LDL Cesticama u intimi arterije i da na taj
nacin doprinosi inicijaciji 1 progresiji ateroma. Lp-PLA; se sintetiSe u makrofagama i
penastim ¢elijama u ateroskleroti¢nom plaku. Njena ekspresija je uglavnom ograni¢ena
na oblasti plaka sa masivnom akumulacijom lipida i infiltracijom leukocita, nekrozom
¢elija i kalcifikacijom ukazujuci da je Lp-PLA, marker nestabilnosti plaka, tj. plaka koji
je sklon rupture (820). Kolic¢ina Lp-PLA;, kao i lizofosfatidilholina u cirkulaciji je
proporcionalna veli¢ini ateroma i indirektno utice na lokalnu funkciju endotela (743).
Ovi nalazi ukazuju na to da vakularna sinteza i aktivnost Lp-PLA; mogu biti znacajni u

prognosticke svrhe.

Potencijal LpPLA; kao prognostickog markera razmatran je u koronarnoj
arterijskoj bolesti. Li i sar. (821) su utvrdili prognosticku vrednost bazalnog odredivanja
Lp-PLA; za pojavu NKVD koji su obuhvatali kardiovaskularnu smrt, infarkt miokarda
bez letalnog ishoda i revaskularizaciju ciljne lezije kod bolesnika sa AKS tokom 6-
mesecnog pracenja. Mockel i sar. (822) su pokazali da su nivoi Lp-PLA; u prvih 7h
nakon pojave simptoma nezavisni prediktor NKVD u prvih 42 dana nakon infarkta kod
bolesnika sa AKS. U PROVEIT-TIMI 22 studiji (815) je pokazano da je Lp-PLA; kod

bolesnika randomizovanih za atorvastatin ili pravastatin izmerena 30 dana nakon AKS
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udruzena sa povecanim rizikom od kardiovaskularnih dogadaja (smrt, infarkt miokarda,
nestabilna angina, revaskularizacija, mozdani udar) tokom dvogodiSnjeg pracenja.
Gerber i sar. (816) su utvrdili da je nivo Lp-PLA; izmeren rano nakon infarkta miokarda
jak i nezavisan prediktor 1-godis$njeg mortaliteta. U ovoj studiji, po prvi put je
prikazano da Lp-PLA; moze biti prediktor kratkoro¢ne prognoze kod bolesnika sa
prvim prednjim STEMI le¢enih PKI.

Dobro je poznato da je Lp-PLA; enzim kome se komercijalnim testovima mogu
odredivati 1 masa i aktivnost. U toku 2010. godine objavljena su dva rada koja su dala
sveobuhvatan prikaz studija koje su razmatrale asocijaciju Lp-PLA; i rizika od
kardiovaskularnih dogadaja. Madjid i sar. (823) su pronasli 16 studija koje su odredivale
masu, 11 studija koje su odredivale aktivnost i 6 studija koje su odredivale i masu i
aktivnost. Studija Mallat i sar. (824) predstavlja pregled 14 studija koje su merile masu,
4 aktivnost i 7 i masu i aktivnost Lp-PLA,. Pregledom ovih studija koje su procenjivale
korisnost Lp-PLA; kao biomarkera kardiovaskularnog rizika, utvrdena je izrazita
disocijacija izmedu mase i aktivnosti ovog enzima u odnosu na predikciju rizika.

Razlicite studije dosle su do razlicitih zakljucaka.

Nedavno publikovana meta-analiza koja je obuhvatila 32 prospektivne studije
bolesnika sa stabilnim vakularnim oboljenjem ili nedavnom akuthom ishemijom
utvrdila je umerenu korelaciju mase i aktivnosti Lp-PLA, (825). Studija PROVEIT-
TIMI 22 (815) je takode utvrdila umerenu korelaciju izmedu aktivnosti i mase Lp-PLA;
izmerene pri prijemu i 30 dana nakon AKS. Jo§ uvek postoji puno kontroverznih
razmisljanja vezanih za metod odredivanja Lp-PLA,. Dok su Koenig i sar. (826) utvrdili
da je masa Lp-PLA; bolji prediktor buducih kardiovaskularnih dogadaja nego aktivnost,
Persson i sar. (827) su dosli do suprotnog zakljucka. Jenny i sar. (828) nisu utvrdili
statisticki znacajnu razliku u aktivnosti i masi Lp-PLA; u odnosu na predikciju rizika.
Preporuke konsenzus panela za inkorporiranje odredivanja Lp-PLA; za procenu rizika
od kardiovaskulrarnih oboljenja uvrstile su test za odredivanje mase Lp-PLA; kao test za
procenu rizika (829). Nedavno je FDA odobrio test za merenje mase Lp-PLA; u cilju
skrininga bolesnika koji imaju veliki rizik od kardiovaskularnih oboljenja. U tom
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kontekstu mi smo se odlucili da u ovom istrazivanju odredujemo masu Lp-PLA;, ali ne

I njenu aktivnost.

U ovoj studiji, analizirana je koncentracija Lp-PLA; u plazmi kod bolesnika sa i
bez prisutnih faktora rizika. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u Lp-PLA; izmedu
polova; muskarci su imali znacajno viSe vrednosti od zena. Takode, utvrdena je
znacajna asocijacijacija Lp-PLA; 1 puSackog statusa. Ovi nalazi su u skladu sa
rezultatima dobijenim u prethodnim studijama (814, 830). Nizi nivoi Lp-PLA; kod Zena
mogu se objasniti estrogenom posredovanom nishodnom regulacijom nivoa Lp-PLA,,
zbog nizih koncentracija LDL holesterola kod Zena ili sa estrogenom povezanim
smanjenjem aktivnosti PAF (831). Pusenje moze da poveéa nosa¢ (LDL) i supstrat
(oksidovani LDL) za Lp-PLA; (832).

Ova studija je pokazala pozitivnu korelaciju izmedu Lp-PLA; i ukupnog
holesterola, LDL holesterola i apoB. Poznato je da vise od 70% Lp-PLA; cirkulise
nekovalentno vezan za aterogene elektronegativne LDL cestice male gustine. Ova
fizicka asocijacija je od izuzetnog znaCaja jer je enzim prisutan da bi oslobodio
aterogene produkte kada se LDL transformise u oksidativnom miljeu zida arterije.
Osobe sa povisenim koncentracijama LDL u plazmi takode imaju 1 poviSene aktivnosti
Lp-PLA; u plazmi (810). U epidemioloskim studijama, aktivnost i masa Lp-PLA,
reflektuju dominantno kompleks LDL-Lp-PLA; (730). Nedavno objavljena meta-
analiza genomskih studija udruzenosti (833) sastavljena od pet populacionih studija i
ukupno 13 664 osoba utvrdila je da genetski regioni koji uticu na nivoe lipoproteina
takode uticu i na nivo Lp-PLA; Moguce je da geni koji uticu na metabolizam

lipoproteina mogu da menjaju vezivanje Lp-PLA; za razlicite klase lipoproteina.

Korelaciona analiza u naSoj studiji nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju
Lp-PLA; i CRP sto je u skladu sa vise prethodno objavljenih studija (746, 811, 817,
828, 834, 835). Poznato je da je CRP reaktant akutne faze i da je njegovo povecanje
uslovljeno sistemskom inflamacijom. CRP pokazuje intraindividualnu varijabilnost od

oko 40%. Nasuprot njemu Lp-PLA; je specifican marker vaskularne inflamacije i
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pokazuje malu biolosku varijabilnost u poredenju sa CRP, kao i veéu stabilnost u stanju

ishemije miokarda (816).

Lp-PLA; bi mogao biti marker za predikciju rizika koji mnogo vise obecava u
buduénosti u poredenju sa CRP (836). Winkler i sar. (837) su utvrdili da povisene
koncentracije Lp-PLA; kod bolesnika sa umerenim rizikom i hs-CRP <3 mg/L
udvostrucavaju rizik od sr¢ane smrti. Studija WOSCOPS (746) je utvrdila da je Lp-
PLA; bila znacajno povezana sa kardiovaskularnim rizikom u poredenju sa hs-CRP.

Nasi rezultati pokazuju da je Lp-PLA; bila bolji prediktor rizika u poredenju sa CRP.

PovisSenje koncentracija glukoze tokom prvih sati nakon AIM zapazeno je kod
bolesnika sa i bez prisutnog dijabetes melitusa (838). Nedavno objavljene studije
potvrdile su korisnost odredivanja koncentracije glukoze pri prijemu u cilju predikcije
rizika kod bolesnika sa STEMI koji su leéeni pPKI (839-841). Nase istrazivanje je
pokazalo da je koncentracija glukoze udruzena sa pojavom NKVD u prvih 30 dana
nakon pPKI kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI. Ta¢ni mehanizmi koji povezuju
hiperglikemiju i pojavu NKVD nisu objasnjeni. Ovaj mehanizam moze biti povezan sa
deficijencijom insulina ili moZe biti posledica odgovora na stres udruZen sa
kateholaminima i glukokortikoidima koji povecavaju glikolizu i lipolizu i smanjuju
insulinsku senzitivnost (842). Hiperglikemija takode vodi povecanju endotelne
disfunkcije, hiperkoagulabilnosti i poremecaju fibrinolize, kao i pove¢anju oksidativnog
stresa (843-846). Ona takode aktivira proinflamatorne citokine, Sto vodi daljem
oste¢enju kardiomiocita, 1 kao posledicu ima povecanje sr¢anih markera nekroze i

smanjenje LKEF (847).

U ovoj studiji nije utvrdena statisticki znacajna korelaciju izmedu nivoa Lp-
PLA; i Kilip klase na prijemu (r=0,020, p=0,854), ni znacajna korelacija izmedu Lp-
PLA; i LKEF (r=-0,099, p=0,369). S obzirom na napred navedeno ne moze da se tvrdi
da Lp-PLA; vise korelira sa sr¢anom insuficijencijom nego sa nekrozom miokarda.
Prethodno objavljene studije su ispitivale i utvrdile asocijaciju Lp-PLA; i incidence

sréane insuficijencije u populaciji zdravih osoba i osoba starijih od 65 godina (848).
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Gerber i sar. (849) su ispitivali povezanost Lp-PLA; i mortaliteta kod osoba sa
dijagnostikovanom sr¢anom insuficijencijom. Lp-PLA; je bila nezavisan prediktor
mortaliteta u bolesnika mladih od 80 godina. Nazalost nema podataka u literaturi o
asocijaciji Lp-PLA; i sr¢ane insuficijencije na prijemu kod bolesnika sa AIM. Mi
mozemo da pretpostavimo da bolesnici sa prvim prednjim STEMI koji su imali vise
nivoe Lp-PLA; imaju losiju prognozu, ali ne i vecu verovatno¢u od razvoja sréane

insuficijencije.

U ovom istrazivanju je pokazano da je Lp-PLA; znac¢ajan nezavisan prediktor za
pojavu NKVD. Dobijeni rezultati potvrduju da je smanjena LKEF glavni prediktor za
pojavu NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta (783). U skladu sa prethodnom studijom
(816), mi nismo utvrdili znacajne korelacije izmedu nivoa Lp-PLA; i troponina I, Kilip
klase i LKEF. Vrednosti Lp-PLA; korelirale su sa faktorima rizika kao $to su muski pol,
pusenje, koncentracija ukupnog holesterola, LDL holesterola, apoB, bubreznom
insuficijencijom. Korelacija Lp-PLA; sa drugim faktorima treba da se uzme u
razmatranje u cilju odredivanja uloge povisene koncentracije Lp-PLA; u pojavi NKVD.
Podaci velikih randomiziranih klini¢kih studija koji procenjuju efekte inhibicije Lp-
PLA; na kardiovaskularni end-point (STABILITY i SOLID-TIMI 52) (850, 851) mogu
da pomognu u dobijanju definitivnog odgovora.

Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da su nivoi Lp-PLA; bili nezavisan
prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta miokarda kod bolesnika sa
prvim prednjim STEMI lecenih pPKI. Takode, Lp-PLA; ima vecu prediktivnu vrednost
u odnosu na tradicionalne faktore rizika, te se s toga moze Koristiti za ranu procenu

rizika kod bolesnika sa AIM.
Deo istrazivanja odnosio se na utvrdivanje povezanosti biomarkera sa

komplikacijama AIM. Jedna od najozbiljnijih komplikacija AIM je svakako atrijalna

fibrilacija.
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Atrijalna fibrilacija je pretkomorski poremecaj sréanog ritma. Odlikuje je
odsustvom sinhrone depolarizacije pretkomora odredenim redosledom, sa posledi¢nim
gubitkom mehanicke funkcije pretkomora. AF je cesta komplikacija AIM, sa
incidencom od 2,3 do 21% (852, 853). Uz ostecenje miokarda uzrokovano AIM, pojava
atrijalne fibrilacije moze dodatno kompromitovati sréanu funkciju. Ovo je posledica
gubitka pretkomorske kontrakcije, iregularnog i ¢esto ubrzanog sréanog rada, Sto dovodi
do nedovoljnog dijastolnog punjenja komora. Ova redukcija u srcanoj funkciji
uzrokovana postojanjem AF moze da poveca rizik za nastanak komplikacija kao $to su
sr¢ana insuficijencija, kardiogeni Sok, komorske aritimije ili ozbiljne tromboembolijske
komplikacije. Bolesnici sa AF imaju ceS¢e viSesudovnu koronarnu bolest i loSiju
reperfuziju za infarkt odgovorne arterije. AF Cesto odrazava losiji klini¢ki status uopste
i hemodinasku nestabilnost i zato ima nepovoljne prognosticke implikacije (45,46,53).
Patofiziologija AF koja se javlja u toku AIM je multifaktorska. Najces¢i uzroci AF u
AIM su ishemija i infarkt pretkomora, disfunkcija leve komore sa hemodinamskom
dekompenzacijom, infarkt desne komore (41). PoviSen end-dijastolni pritisak u
izmenjenoj komori povecava pritisak u pretkomori 1 tenziju zida $to je predispozicija za
AF. Podaci 0 povezanosti biomarkera i pojave novonastale AF u AIM su ograni¢eni
(854).

Poznato je da se BNP se oslobada iz komora kao odgovor na povecanje pritiska
punjenja i volumena leve komore (855). S toga, BNP moze da oznaci i razvoj AF kod
bolesnika sa AIM.

Markeri neurohumoralne aktivacije, u koje se ubrajaju natriureticki peptidi,
pruzaju znacajne dijagnosticke i prognosticke informacije u AKS i kongestivnoj sré¢anoj
insuficijenciji. S obzirom na njihove karakteristike 1 mogucénost automatizovanog
laboratorijskog odredivanja, natriureticki peptidi bi mogli u buduénosti mogli
predstavljati nezaobilaznu kariku u evaluaciji mnogih hemodinamskih poremec¢aja. BNP
je marker koji je 2008. i zvani¢no nasao svoje mesto u Preporukama Evropskog
kardioloskog druStva za postavljanje dijagnoze 1 leCenje akutne i hronicne srcane

insuficijencije (856). Odredivanje BNP uvedeno je kao sredstvo za postavljanje
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dijagnoze i leCenje sréane insuficijencije, za procenu prognoze prilikom otpusta iz
bolnice, kao i za pracenje efikasnosti terapije za leCenje srcane insuficijencije

(857-860).

U ovoj studiji procenjivano je da li BNP moze biti prediktor novonastale AF u
bolesnika sa STEMI lecenih pPKI. Ovaj deo istrazivanja sproveden je na 180 bolesnika
sa STEMI. Dijagnoza AF je bila postavljena ehokardiografski prema slede¢im
Kriterijumima: odsustvo P talasa, prisustvo talasa fibrilacije i potpuno nepravilni RR
intervali. Termin novonastala AF bio je koriS¢en za novo dijagnostikovanu AF koja se
javila tokom AIM. Ukljuceni su svi bolesnici sa AF nezavisno od duzine trajanja.
Utvrdeno je da je koncentracija BNP nezavisan prediktor razvoja AF u bolesnika sa
STEMI lecenih pPKI.

Iz literature je poznato da je pojava AF u AIM uglavhom povezana sa
disfunkcijom leve komore (45, 57, 861-863). Mehanizam koji je dominantan u razvoju
AF u AIM ukljucuje povecan end-dijastolni volume i pritisak u oslabljenoj komori
indirektno povecava pritisak u pretkomori i tenziju zida §to doprinosi AF (864). Osim
toga upotreba ACE ili AT Ill-inhibitora kod bolesnika sa AIM povezana je sa
smanjenjem incidence AF (865, 866). Ovo bi se moglo objasniti time da ACE inhibitori
smanjuju optereéenje, koje ¢e smanjiti end-dijastolni volumen komore i pritisak.
Smanjenje opterecenja indirektno smanjuje pritisak na zid pretkomore. Moze se
pretpostaviti da BNP koji se sekretuje primarno iz leve komore kao odgovor na

povecanje volume i pritiska moze biti rani marker AF.

Nakon infarkta miokarda utvrdeno je znacajno povecanje koncentracija BNP
(867, 868). Vecina bolesnika ima visoke koncentracije BNP u prvih 24h nakon AIM
(868). Podaci iz TRIUMPH registra (publikovani u vidu apstrakta) pokazali su da
poviseni nivoi BNP mogu biti prediktori AF kod bolesnika sa AIM (869). Nase
istrazivanje je po prvi put pokazalo da BNP moze biti ukljuc¢en u predikciju AF kod
bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI. Pokazano je da pruza bolje prognosti¢ke informacije
u odnosu na pojavu AF nego konvencionalni prognosticki markeri. BNP korelira sa
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klinickim faktorima koji su povezani sa oSteCenjem miokarda i disfunkcijom leve
komore, Sto ide u prilog Cinjenici da je poviSenje BNP marker smanjenja sréane
funkcije. Ovo ukazuje na to da je sposobnost BNP da predvidi razvoj AF primarno
povezana sa hemodinamskim poremecajima. Kako dimenzije pretkomore utiCu na
ritam, pozitivna korelacija izmedu BNP i veli¢ine leve pretkomore, podrzava koncept da
rastezanje pretkomore indukovano povecanjem pritiska u pretkomori moze da uslovi AF
kroz efekat refraktornosti pretkomore (870, 871).

Postoji interesovanje i za CRP kao marker koji bi pomogao u identifikaciji
bolesnika sa AIM koji bi mogli da dobiju AF (854). CRP je reaktant akutne faze i
sintetiSe se kao odgovor na akutno oSte¢enje. Medutim u ispitivanoj grupi, CRP kao
prediktor AF nije dostigao statisticku znacajnost u multivarijantnoj analizi. Nedavno
publikovani rezultati analize bolesnika sa AIM koji su ucestvovali u TRIUMPH registru
podrzavaju nas negativni nalaz (869).

U bolesnika sa AIM, razvoj AF moze da uzrokuje dalje slabljenje srcane
funkcije 1 pojavu sréane insuficijencije. AIM komplikovan pojavom AF povecava rizik
od nastanka mozdanog udara (45, 865). AF uti¢e ne samo na poveéanje morbiditeta, ve¢
uti¢e i na povecanje pojave smrtnog ishoda u bolnici (45, 50, 863, 865, 866). Zbog toga
je rana identifikacija bolesnika sa AIM koji imaju povecan rizik od nastanka AF od
1zuzetnog znacaja. 1z ovoga se moze zakljuciti da je BNP veoma znacajan marker za
procenu pojave AF kod bolesnika sa STEMI lecenih pPKI. Ovakav pristup mogao bi da
bude veoma koristan u identifikaciji bolesnika koji bi imali koristi od primene
adjuvantne terapije nakon pPKI. Postoje razlozi koji nas navode na to da moZemo da
ocekujemo da se pojava AF moze izbeci preciznim pracenjem hemodinamike. Nema
potvrde za primenu profilaktiCke terapije, mada bi uspostavljanje hemodinamike

lecenjem srcane insuficijencije mogla da bude potencijalna strategija za leCenje aritmija.

Medicina zasnovana na dokazima i Preporuke su se proteklih nekoliko godina
kona¢no nametnuli kao vodeci koncept u dijagnostici, klinickom radu, svakodnevnoj
praksi, pa i u edukaciji. Ova doktorska disertacija je jasno izdvojila nekoliko biomarkera
(mijeloperoksidaza, lipoproteinska fosfolipaza A, i B-tip natriuretiCkog peptide) koji

imaju potencijal kao prediktori smrtnog ishoda u bolnici, prediktori pojave nezeljenih
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kardiovaskularnih dogadaja u prvih 30 dana po infarktu miokarda, kao i prediktori jedne
od najozbiljnijih komplikacija AlM-atrijalne fibrilacije. Prema rezultatima nase i drugih
studija oni imaju veliki potencijal da se u godinama koje dolaze nadu u preporukama

kao prognosticki markeri.

Poseban kvalitet ovom istrazivanju daje i uvodenje multipleks testova u rutinsku
laboratorijsku primenu. Uvodenje tehnologije bioCipova za istovremeno kvantitativno
odredivanje vise analita iz jednog uzorka bolesnika sa AIM znacajan je pomak u
laboratorijskoj dijagnostici u ustanovi tercijarnog nivoa zdravstvene zastite. Prema
nasim saznanjima ovo je prvo istrazivanje koje je u naSoj zemlji i regionu uradeno uz

koriS¢enje pomenute tehnologije.

Istovremena evaluacija vise biomarkera, kojima se procenjuje stepen ishemije,
nekroze miokarda, inflamacije, vaskularnog oste¢enja, hemodinamskog stresa trebalo bi
da okarakteriSe razli¢it doprinos svakog patoloskog procesa nastanku AKS na
individualnom nivou. Zahvaljuju¢i ovim klinickim ocekivanja, uvode se nove strategije
za procenu i merenje biomarkera sa ciljem ispitivanja multimarkerskih profila
(872-877). Uvodenjem sistema koji su razvijeni po ugledu na standardnu metodologiju
ELISA (878) i kojima se za relativno kratko vreme istovremeno moze analizirati veliki
broj biomarkera u jednom uzorku je od velikog znacaja. Testiranje ovakvih
multimarkerskih panela moZe biti veoma vazno za prac¢enje same intervencije, kao i za

predvidanje rizika kod bolesnika sa AIM.

Osnovno pitanje koje se ¢esto u literaturi namece je da li smo spremni za
klinicku aplikaciju multipleks testova? Uprkos potencijalnim prednostima koja se
ocekuje od tih visoko-propusnih testova, multipleks testova, mali broj klinickih studija
razmatrao je ove metode i nema dostupnih jesnih podataka o njihovoj pouzdanosti u
odnosu na standardni ELISA test (879-888). Neke kritike o upotrebi multipleks ELISA
platformi su objavljene u literaturi, $to ograniava primenu ovih tehnika (887, 888).
Dokazi o poredenju nivoa markera u plazmi/serumu multipleks testovima i ELISA
testovima, generalno su pokazali slabu korelaciju (889-893). Ovo je delimi¢no
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povezano sa razlikama u kori$¢enim antitelima i efektom matriksa (889-893). Antitela
koja su koriS¢ena u multipleks testovima su odabrana u cilju obezbedivanja
istovremenog i teorijski ultraosetljivog merenja proteina u Sirokom dinamickom opsegu
koncentracija. Dakle, glavna mana multipleks testova zasnovanih na sendvi¢ tehnici u
stvari lezi u razli¢itim ukrStenim reakcijama koje se javljaju izmedu niza antitela i: a)
reagenasa ostalih analita koji se detektuju u istoj plo¢i, b) proteina matriksa uzorka
(889-893). 1z tih razloga, uprkos velikog broja komercijalno dostupnih ELISA, samo
nekoliko antitela je pogodno da bude uklju¢eno u multipleks testove (890, 891).
Utvrdene su brojne interferencije koje poticu od solubilnih receptora, heterofilnih

antitela, serumskih vezujucih proteina, hemoglobina i lipida (889-893).

U populaciji bolesnika sa AIM, ovaj efekat je pojacan iz razli¢itih razloga, kao
Sto su komorbiditeti, karakteristike bolesnika ili antikoagulantna terapija koji mogu biti
odgovorni za zamuéenost uzorka, hemolizu, lipemiju ili pojavu fibrina. Svi ovi faktori
mogu da interferiraju sa detekcijom. Zbog toga, su izbor vrste bioloskog materijala i
antitela od izuzetnog znaaja jer utiCu na tacnost merenja i dinamicki opseg
koncentracija proteina u multipleks testovima (889—893). Iako su ova ,,tehni¢ka“ pitanja
u domenu laboratorijske nadleznosti, lekari treba da ih budu svesni kada koriste ove
metode.

Medutim iz dana u dan kvalitet ovih testova se sve viSe poboljsava, posebno za
odredivanje koncentracije razli€itih citokina. Multipleks testovi za odredivanje citokina
mogu dati vise ili niZze vrednosti u zavisnosti od biomarkera u odnosu na ELISA-u. lako
aktuelne vrednosti citokina mozda ne mogu direktno da se porede, treba imati u vidu da

su trendovi u ekspresiji citokina vrlo sli¢ni kada se porede razliciti tipovi testova.

Tehnoloski napredak u formatu ovih testova sigurno ima veliku buduénost,
posebno u laboratorijskoj dijagnostici urgentnih stanja. S pravom se moze re¢i da
budu¢nost multipleks testova lezi zapravo u formiranju individualnog profila

biomarkera.
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Lekare 1 istrazivace jo§ uvek privlac¢i proteomika koju nude ovi multipleks
testovi u cilju istrazivanja kompleksnih mreza inflamatornih i angiogenih faktora u
akutnom dogadaju, merenjem Sirokog spektra proteina (877, 882). Multipleks testovi

danas pruzaju mogucnost odredivanja od 9 do 50 analita.

U meduvremenu, literatura o ovim testovima ukazuje na ograni¢enu
reproduktivnost merenja ovim testovima (879-886, 889—893). Zapravo, u studijama u
kojima su kori$¢eni multipleks testovi dobijeni su kontradiktorni podaci (879—-886).
Ovo se moze prevazi¢i standardizacijom mikro¢ipova, kojima bi se odredivao manji
broja analita, ¢cime bi se smanjila ukrStena reaktivnost antitela (889—893). Pokazano je
da ukrstena reaktivnost raste sa povecanjem broja markera u istoj platformi (889-893).
Dakle, poboljsanje multimarkerske strategije u AKS moze se postic¢i sub-microarrays, tj.
merenje nekoliko analita na istoj platformi, izabranih na osnovu: a) njihove bioloski
uloge u pojavi i evoluciji bolesti; b) smanjenja ukr$tene reaktivnosti antitela; C) sli¢nog
ospega koncentracija analita. Cinjenica je da u AKS, multimarkerski pristup moze da
poboljsa stratifikaciju rizika, rasvetljavaju¢i povezanost razlicitih bioloskih puteva u

akutnom dogadaju.

Ipak se napredak u AKS ocekuje sa poboljSanjem karakteristika odredivanja,
poveéanjem osetljivosti i pouzdanosti merenja kako za dobro poznate tako i za nove
biomarkere (894-896). Dalja evolucija multimarkerskog pristupa, proizvodnjom sub-
microarray platformi, moze da doprinese bazi¢nim promenama u konceptu dijagnostike,
leGenja i prognoze AIM. Inicijalni multimarker pristup je otkrio kompleksnost
interakcije dogadaja iza klini¢kih dokaza kulprit lezije. Medutim, pocetak AKS utice
cak 1 na druge sisteme osim kardiovaskularnog, izazivaju¢i povecanje razlicitih
sistemskih biohemijskih markera kao $§to su kateholamini i neurohormoni, hormon rasta,
glukagon, kortizol, renin angiotenzin aldosteron sistem (RAAS) markeri, lipidi i peptidi

koje sintetise jetra (897—901).

Objedinjeni rezultati odredivanja biohemijskih markera koji se oslobadaju iz

razli¢itih sistema osim kardiovaskularnog mogu promeniti klasifikaciju AKS od organ
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specificne do sistemske bolesti. Ovo je u skladu sa idejom da su i preventivne i
terapijske strategije predstavljene farmakoloSkom modulacijom metabolickih puteva
jetre (kao suplementacija statinima) ili inhibicija drugih organa povezanih sa
kardiovaskularnim sistemom, kao npr. RAAS (901). Dakle, pored inflamatorinih
imunomodulatora nekoliko sistemskih markera moze imati potencijalnu vrednost u

lecenju bolesnika sa AKS.

U 21. veku moze s pravom da se kaze da multimarkerski pristup AIM prati i
razvoj multipleks testova. Multimarkerski pristup u AKS potpomognut multipleks
testovima, treba da dostigne znacajnu ulogu u prognozi, ali ne i u postavljanju dijagnoze
AMLI, jer istovremeno merenje viSe markera nekroze, u ranoj dijagnostici, trenutno moze
da zameni cTnl koji se odreduje visoko osetljivim testovima (902). Razvoj
multimarkerskog pristupa moze biti ekonomski isplativ posto bi mogao da omogucéi
jeftinije odredivanje markera u odnosu na pojedinacne testove (903). Prvi korak ka
evoluciji multimarkerskog pristupa je standardizacija submikro¢ipova, merenjem seta
biomarkera, sa nizim troskovima u odnosu na pojedinacne rutinske ELISA testove.
Uvodenje multimarkerskog pristupa koji bi obuhvatao samo Cetiri biomarkera u odnosu
na pojedinacno odredivanje ELISA tehnikom znacajno bi smanjilo utroSeno vreme rada
laboratorijskih tehnicara, upotrebljenu koli¢inu uzorka bioloskog materijala, kao 1 cenu
reagenasa. Biostatisticki prilaz u razvoju testova 1 validaciji ima klju¢nu ulogu u
ukupnom procesu. Standardizacija zahteva evaluaciju kalibracije i performansi testa kao
Sto su reproducibilnost, poredenje sa pojedina¢nim standardizovanim ELISA metodama,
kao i uspostavljanje kontrole kvaliteta za proveru validnosti rezultata. Ova nova
multimarkerska strategija trenutno izgleda ubedljivo, ali su potrebne ozbiljnije
statistiske analize za procenu iste. Neophodne su populacione studije kojima bi se
uradila klini¢ka validacija i inkorporacija multimarkerskog profila i dobila pouzdanija

procena rizika. Ovo istrazivanje svakako predstavlja doprinos ovoj ideji.

Razumevanje znacaja biomarkera u identifikaciji i leCenju bolesnika sa AIM je
od izuzetne vaznosti. Povecava se broj studija koje ispituju biomarkere nekroze i

disfunkcije miokarda i diferenciraju patofiziologiju inflamacije, vulnerabilnosti plaka i
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ishemije miokarda. Mada koncentracije pojedina¢nih markera mogu u proseku da
pokazu znacajan porast kod bolesnika sa kardiovaskularnim oboljenjima, varijacije
biomarkera su jos uvek veoma velike, te tako i neke obolele osobe mogu da imaju jasno
nize koncentracije biomarkera od ocekivanih. Iako se poslednjih godina kontinuirano
traga za novim, moc¢nijim biomarkerima koji bi imali moguénost da predvide pojavu
budu¢ih NKVD, jasno je da se danas nijedan pojedinacni biohemijski marker ne moze
smatrati ,,zlatnim standardom‘za njihovu predikciju. Zbog toga postoji sumnja da je
verovatno¢a da ¢e biti otkriven samo jedan biomarker za predvidanje nezeljenih
kardiovaskularnih dogadaja mala. Opste misljenje se pomera ka multimarkerskom
pristupu. Smatra se da bi istovremeno odredivanje vise patobioloski udaljenih
bomarkera moglo da pruzi komplementarne informacije za ranu procenu rizika
bolesnika sa AIM. Nekoliko studija je medutim pruzilo eksperimentalne dokaze o ulozi
novih biomarkera zajedno sa ve¢ dobro poznatim i potvrdenim biomarkerima,
povezujuci spektar patofiziologije koronarnih dogadaja od inflamacije, destabilizacije
plaka, rupture plaka, preko nekroze celija miokarda i njegove disfunkcije. Medutim, jo§
uvek nije jasno definisano koji bi to biomarkeri mogli biti ukljuceni u panele za procenu
rizika bolesnika sa AIM, kao i koje metode bi se mogle Koristiti da se izaberu i
kombinuju markeri u prakti¢noj multimarkerskoj strategiji. SugeriSu se metode kao Sto
su sumiranje broja pozitivnih markera, razvijanje skorova rizika i/ili kompleksne
tehnologije kao §to su neuronske mreze i CART (,,classification and regression trees®)
analiza.

Ideja o razvoju panela specificnih biomarkera za AIM, sli¢no otisku prsta
svakog pojedinca, rezultirala je manjim brojem pokusaja da se ispita korisnost razli¢itih
panela biomarkera kod bolesnika sa AIM kako u cilju postavljanja dijagnoze, tako i u

prognosticke svrhe.

Jednostavan multimarkerski prilaz AIM obuhvatao je kombinovanje markera
nekroze u cilju postavljanja dijagnoze, zatim dvojnu strategiju kombinovanjem razlicitih
markera sa troponinom (CRP, BNP/NT-proBNP). Usledio je multimarkerski pristup
koji je obuhvatao tri markera (najéeS¢e CRP, BNP i troponin) za procenu rizika u

bolesnika sa AKS. Cini se da su biomarkeri inflamacije i hemodinamskog stresa

191



robustni, nezavisni prediktori ishoda u bolesnika sa hroni¢nom 1 akutnom
aterotrombozom. Specifi¢no, odredivanje hsCRP je pogodno za detekciju niskih nivoa
sistemske inflamacije koja je faktor rizika za razvoj aterotromboti¢ne vaskularne bolesti
(767), kao i lose kratkoro¢ne i udaljene prognoze u bolesnika nakon AKS (904, 905).
Dodatno, CRP se pripisuje i uloga medijatora aterotromboze (906). Sli¢no, natriuretic¢ki
peptidi su vrlo znacajni za procenu ishoda i komplikacija kod bolesnika sa ishemijskom

bolescu srca.

Koncentracije BNP i NT-proBNP Kkoreliraju sa dilatacijom leve komore,
remodelovanjem 1 disfunkcijom, kao i kongestivnom sr¢anom insuficijencijom i
smrtnim ishodom u bolesnika sa AIM (907, 908). Stavise, veliki broj studija je pokazao
asocijaciju BNP ili NT-proBNP i kratkoro¢nog ili udaljenog mortaliteta kod bolesnika
sa AKS (909-913), ukljucujuci one bez nekroze miokarda ili klinickih znakova sréane
insuficijencije (912). Osim toga, CRP i BNP/NT-proBNP, kao i drugi novi markeri
inflamacije i tromboze kao $to su SCD40L i MPO udruzeni su sa ishodom nezavisno od
vrednosti troponina, te tako mogu biti deo multimarkerske strategije.

Moguce je da bi neki od biomarkera kao §to su sCD40L, MMP, MPO itd., mogli
da budu pridodati ili ¢ak da zamene neki od tri biomarkera (troponin, BNP, CRP) koji
su najbolje prouceni do danas. Oni biomarkeri koji mogu da pruze dodatne informacije
ili reflektuju neke druge procese osim nekroze i hemodinamskog stresa mogli bi biti
korisniji; naro€ito oni kandidati koji su specifi¢niji za vaskularnu inflamaciju i imaju
malu biolosku varijabilnost kao Sto je npr. Lp PLA,. Solubilni CD40L reflektuje
inflamatorni proces u osnovi rupture plaka i aktivaciju trombocita, dva klju¢na procesa
u aterotrombozi. Primenjen zajedno sa CRP ili sr€anim troponinom, sCD40L pruza
dodatne informacije u odnosu na smrtni ishod ili rekurentne ishemijske dogadaje u
bolesnika sa AKS (914). MPO kao enzim Kkoji se oslobada tokom degranulacije
leukocita takode doprinosi aterotrombozi aktivacijom MMP i potrosnjom endogenog
vazodilatatora NO. Koncentracije MPO se povecavaju kod nekih bolesnika sa
nestabilnom anginom i mogu da doprinesu prognostickim informacijama kod bolesnika
sa AKS, zajedno sa troponinom i sCD40L, kao i da smanje prediktivnu vrednost CRP
kada se razmatraju zajedno (771).
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Veci broj studija ispitivao je razli¢ite kombinacije biomarkera kod bolesnika sa
CAD, posebno AKS ili STEMI sa ciljem da utvrdi njihov doprinos brzoj i preciznijoj
proceni ishoda bolesti. Shlipack i sar. (915) su na ucesnicima Hear and Soul studije
ispitivali kombinaciju 6 biomarkera (NT-proBNP, IL-6, CRP, fibrinogen, cistatin C,
albuminurija) u cilju poboljsanja predikcije kardiovaskularnih dogadaja (mozdani udar,
AIM, smrtni ishod) kod osoba sa dokazanom koronarnom arterijskom boles¢u tokom
3,5 godisnjeg pracenja. Kada su svi biomarkeri uklju¢eni u multivarijantnu analizu,
samo NT-proBNP, CRP i albuminurija su ostali znacajni prediktori dogadaja. PovrSina
ispod ROC krive za klini¢ke prediktore je bila 0,73 (95% ClI, 0,68-0,78); a dodatkom tri
biomarkera se zna¢ajno povecala na 0,77 (95% CI, 0,73-0,82, P<0,005). NT-proBNP,
cTnT, CRP i Kklirens kreatinina su analizirani u velikoj GUSTO-1V studiji bolesnika sa
AKS. U ovoj studiji utvrdeno je da je najveci 1-godiSnji mortalitet utvrden u grupi
bolesnika sa nivoima NT-proBNP u najvisem kvartilu i klirensom kreatinina u najnizem
kvartilu. Sli¢an visok mortalitet naden je kod bolesnika sa NT-proBNP u kombinaciji sa
¢TnT, CRP ili sréanom frekvencijom u najvisem kvartilu (913).

Apple i sar. (916) su pratili spektar biomarkera kod bolesnika sa sumnjom na
AKS pri prijemu. Autori su uzeli uzorke pri prijemu i koristili cutoff vrednost za cTnl
0,1 pg/L. Mortalitet je bio ve¢i kod bolesnika sa pove¢anim ¢Tnl, NT-proBNP, hsCRP,
placentalnim faktorom rasta (PIGF) i smanjenom jainom glomerularne filtracije
(eGFR) (izraCunatom MDRD formulom). Autori nisu utvrdili znacajnu razliku u
mortalitetu izmedu grupa sa poviSenim i normalnim koncnetracijama MPO, CD40L ili
MMP-9. Medutim, samo poviSene koncentracije NT-proBNP i cTnl su bile nezavisni
prediktori kardiovaskularnih dogadaja. Najbolji prediktori rizika za NKVD (AIM, PKI,
CABG, smrtni ishod) bile su kombinacija cTnl sa NT-proBNP, kao i cTnl sa MPO.

U grupi bolesnika sa NSTEMI ispitivana je korisnost kombinovanog merenja
cTnl, mioglobina, hsCRP, fibrinogena i homocisteina u predikciji glavnih NKVD
(smrtni ishod ili nefatalni infarkt miokarda) nakon 30 dana u 1 godine pracenja. U
multivarijantnom modelu koji je uklju€ivao bazalne karakteristike, elektrokardiografske
karakteristike 1 biohemijske markere varijable koje su bile udruzene sa glavnim
nezeljenim koronarnim dogadajima bile su godine starosti, insulin-zavisni dijabetes, ST

193



depresija, mioglobin >70 ng/mL, CRP>11 mg/L. U drugom modelu koji je ukljucivao
ukupan broj pozitivnih markera (0-5), kao i u tre¢em modelu koji je ukljuc¢ivao samo
mioglobin i CRP kao nezavisne prediktore), broj poviSenih markera bio je nezavisan
prediktor glavnih neZeljenih koronarnih dogadaja (917). Manenti i sar. (918) su
ispitivali u kohorti od 172 bolesnika sa NSTE-AKS, da li dodavanje biohemijskih
markera TIMI skoru rizika moze da poboljsa predikciju glavnih nezeljenih dogadaja
(smrtni ishod i hospitalizacija zbog kardiovaskualrnih razloga) nakon 30 dana i 6
meseci. Kombinacija NT-proBNP i kreatinina sa TIMI skorom rizika bila je zna¢ajno
bolji prediktor nezeljenih dogadaja kako na 30 dana, tako i na 6 meseci u odnosu na

TIMI skor rizika.

Roubille i sar. (919) su kod 138 ispitanika sa STEMI uspesno lecenih pPKI,
odredivali kreatinin, BNP, hsCRP, ¢Tnl na prijemu utvrdili da multimarkerski pristup
pruza dodatne prognosticke informacije koje pomazu u identifikuju bolesnike sa
visokim rizikom od klini¢ki nepovoljnih dogadaja (smrtnog ishoda, nove hospitalizacije
zbog kardiovaskularnih razloga, AKS), ali nije utvrdio prednost multimarkerskog

pristupa nad pojedina¢nim odredivanjem BNP ili ¢Tnl prvog dana ili CRP trec¢eg dana.

Sabatine i sar. (920) su publikovali jednu od prvih multimarkerskih studija u
bolesnika sa AKS. Bazalna merenja cTnl, CRP i BNP su bila nezavisni prediktori
kompozitnog dogadaja (smrtni ishod, AIM, kongestivna sr¢ana insuficijencija) tokom
30 dana i 10 meseci u kohorti 450 bolesnika sa NSTE-AKS u OPUSTIMI 16 studiji,
kao i tokom 30 dana i 6 meseci u kohorti od 1635 bolesnika u TACTICS-TIMI studiji.
Kada su bolesnici u studiji OPUS-TIMI 16 kategorizovani na osnovu broja povisenih
markera na prijemu, utvrdeno je dupliranje rizika od smrtnog ishoda sa svakim
dodatnim povisenim biomarkerom. U studiji TACTICS-TIMI ukupan broj povisenih
biomarkera CRP, BNP i cTn ostaje znacajna prediktor ishoda nakon uklanjanja uticaja
poznatih klinickih prediktora; bolesnici sa povisenim jednim, dva ili tri biomarkera
imaju 2,1-, 3,1-, i 3,7-puta veci rizik od kompozitnog nezeljenog dogadaja tokom 6

Mmeseci.

194



Mockel i sar. (822) su prosirili istrazivanje Sabatine i sar. (920). Odredivali su
Lp-PLA; u kombinaciji sa cTnl, NT-proBNP, hsCRP i D-dimerom kod bolesnika
suspektnih na AKS i utvrdili da kombinacija biomarkera (NT-proBNP, cTn i Lp-PLA,)
povecava identifikaciju rizika od smrtnog ishoda, ponovne hospitalizacije zbog AKS ili
sréane insuficijencije, akutnog neplaniranog PKI i CABG. Isti autori su prosirili paletu
biomarkera na cTnl, NT-Pro-BNP, CRP, holin u plazmi i punoj krvi, LpPLA;,, PIGF i
D-dimer u multimarkerskom pristupu i identifikovali kombinaciju biomarkera NT-
proBNP, holin u punoj krvi i LpPLA, koji uzeti pri prijemu predstavljaju najbolji
prediktor NKVD (smrtni ishod, nefatalni AIM, nestabilna angina, kongestivna sr¢ana

insuficijencija, PKI i CABG) (921).

Morrow i sar. (922) su odredivali vrednosti biomarkera ¢Tn, BNP, MPO i
CDA40L 1 utvrdili da odredivanje kombinacije biomarkera ¢Tn, BNP, MPO povecava
viSe od tri puta rizik od nefatalnih rekurentnih ishemijskih dogadaja kod bolesnika sa

NSTE-AKS u TACTICS-TIMI 18 studiji.

Samo dve studije (923, 924) ispitivale su multimarkerski pristup u predikciji
smrtnog ishoda kod bolesnika sa AIM, sa kontradiktornim rezultatima. Briigger-
Andersen i sar. (923) su kod 298 bolesnika sa AIM le¢enih PKI ili trombolizom, utvrdili
da multimarkerski pristup koji je obuhvatao NT-proBNP, hsCRP, MMP-9, PAPP-A,
MPO, sCD40L i fibrin monomer ne pruza dodatne prognosti¢ke informacije za reinfarkt
ili smrtni ishod nakon AIM u odnosu na konvencionalne faktore rizika. Studija
Damman i sar. (924) ispitivala je mulimarkerski pristup u predikciji bazalnog rizika za
udaljeni smrtni ishod kod bolesnika sa STEMI lecenih pPKI. Oni su ispitivali da li
kombinacija  NT-proBNP, glukoze, troponina T i eGFR poboljsava predikciju
mortaliteta. Skor rizika su c¢inili najznacajniji prediktori-biomarkeri u multivarijantnoj
Cox regresiji. Dobijeni markeri su analizirani zajedno sa ve¢ poznatim faktorima rizika
(godine, telesna masa, dijabetes, hipertenzija, sistolni krvni pritisak, sr€ana frekvencija,
prednji infarkt i vreme do pocetka lecenja) u multivarijantnoj Cox regresiji. Dobijeni su

najznacajniji prediktori mortaliteta tokom prac¢enja (medijana 901 dan) i to su glukoza,
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eGFR, NT-proBNP. Dodatak ova 3 biomarkera standardnim prognostickim faktorima

znacajno povecava predikciju za mortaliteta u bolesnika sa STEMI lecenih pPKI.

Pretrazivanjem literature, moze se utvrditi da je javanosti dostupan mali broj
studija ¢iji je cilj bio da utvrdi korisnost multimarkerskog pristupa u proceni rizika od
smrtnog ishoda u bolnici ili pojave nezeljenih efekata kod bolesnika sa STEMI lecenih
primarnom PKI. Gde treba traziti uzrok? Dugo je u fokusu kad su STEMI pacijenti u
pitanju bilo samo skra¢enje vremena od pocetka simptoma do primene terapije, sa
relativno malim interesom za procenu rizika kod ovih bolesnika, ukljucujuéi i
analiziranje biomarkera. Postavljanje dijagnoze STEMI smatralo se jednostavnijim i
osnovni cilj je bio brzo sprovodenje reperfuzione terapije zasnovano samo na elevaciji
ST segmenta i simptomima. Uprkos smanjenju stope smrtnosti bolesnika sa STEMI
nakon uvodenja primarne PKI, evidentan je veliki broj neZeljenih dogadaja koji se
javljaju nakon AKS, ukljuc¢uju¢i 1 STEMI S§to bez sumnje idu u prilog vecem
interesovanju za odredivanje biomarkera u ovih bolesnika. S toga bi u narednom
periodu trebalo ocekivati veci broj studija na ovu temu. Osim toga, iako multimarkerska
strategija naizgled ima potencijala za klini¢ku primenu neophodna je klini¢ka evaluacija
ovih markera u dodatnim studijama, kao i precizno definisanje analitickih faktora (vrsta
biolo§kog materijala, karakteristike analitickog metoda odredivanja, optimalni cut-off,

bioloske varijacije, itd.).

Gde vidimo ogranicenja multimarkerskog pristupa u sveobuhvatnoj proceni
rizika? Nesigurnost vrednosti dodatnih biomarkera se zasniva na ogranicenoj
dostupnosti statistickih alata koji bi pokazali vrednost svakog dodatnog biomarkera
globalnom bodovanju rizika. Vecina studija pokazuje da, kada postoji jedan jak
prediktor rizika u modelu, veoma je tesko da se pokaze odgovarajuéi doprinos dodatnog
biomarkera u prediktivnom modelu. Dobijen je razli¢it relativan rizik pojedinih
specifiénih biomarkera i ishoda/prognoze bolesti. Tako ¢e se optimalna tezina svakog
markera za procenu rizika od mortaliteta razlikovati od rizika za rekurentni AKS.

Posebno, nedostatak jedinstvenih odnosa izmedu svakog biomarkera i rizika od
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specifi¢nih klinickih manifestacija onemugucava jasno definisanje uloge biomarkera u

proceni rizika kao i u terapijskom odgovoru.

Napredak na polju proteomike i genomike u AIM, trebalo bi da omoguci

strategiju za otkri¢e novih biomarkera i tako dodatno prosiri listu biomarkera kandidata

za multimarkersku strategiju primenljivu u klini¢koj praksi.

Osnovni izazovi u razvoju multimarkerske strategije obuhvataju sledece:

Adekvatnu klinicku i analiticku validaciju individualnog biomarkera,
ukljucujuéi odgovaraju¢e rukovanje uzorcima bioloSkog materijala,
analiticke performanse metode odredivanja, biolosku varijabilnost i nivoe
klini¢ke odluke;

Povezanost izmedu biomarkera i rizika od specifi¢nih klini¢kih dogadaja
mogu se razlikovati (nisu svi biomarkeri povezani sa istim klinickim
dogadajem istom jacinom);

Dihotomizacija rezultata biomarkera moze da bude suvise jednostavna,
pa ¢ak 1 obmanjuju¢a u odnosu na veli¢inu rizika,

Kompleksno modelovanje ¢e verovatno ometati klini€¢ku primenu, dok
preterano pojednostavljena formulacija moze da ograni¢i validnost i
diskriminatorni kapacitet strategije;

Dokaz o implikaciji za terapiju je od klju¢nog znacaja za klinicku

primenu.

Koriste¢i profil biomarkera koji pokrivaju razli¢ite aspekte kompleksne

patofiziologije AKS moze se povecati racionalna osnova za procenu kardiovaskularnog

rizika. Sa pojavom novih markera inflamacije, nekroze, vaskularnog oSteCenja i

hemodinamskog stresa, moguce je okarakterisati razliCite doprinose svakog od ovih

glavnih mehanizama kratkoro¢noj i udaljenoj prognozi nakon AKS. Moguce je da

bolesnici mogu imati koristi od razli€itih terapeutskih strategija u zavisnosti od profila

biomakera.
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U literaturi postoje brojni dokazi da su inflamatorni medijatori ukljuceni u
proces razvoja aterogeneze, ali i da inflamacija ima fundamentalnu ulogu u patogenezi
rupture plaka. Ranije studije su pokazale da lokalna inflamacija rezultira rupturom
pojedina¢nog vulnerabilnog plaka. Nedavni dokazi podrzavaju koncept vulnerabilnog
bolesnika. Tako su se i istrazivaci i klini¢ari okrenuli ka traZzenju biomarkera inflamacije
kao potencijalnin  neinvazivnih indikatora rizika od pojave rekurentnih
kardiovaskularnih dogadaja nakon AIM i kao prediktora uspesno primenjene terapije.
Jedan od naj¢esc¢e proucavanih markera kardiovaskualrnog rizika je CRP koji je jedini
inflamatorni marker preporucen za klini¢ku aplikaciju. lako je CRP vrlo pouzdan
marker inflamacije, nekoliko drugih inflamatornih medijatora je znacajno u patogenezi
AIM 1 oni mogu da posluze kao novi biomarkeri, obezbeduju¢i dodatne dijagnosticke i
prognosticke informacije. Njih u ovom trenutku treba dozivljavati kao prozor kroz koji
bi mogli da vidimo osnovne patofizioloSke mehanizme koronarne aterotromboti¢ne

bolesti, kao i da individualizujemo primenu terapije.

U ovom istrazivanju je na jednoj veoma homogenoj grupi bolesnika sa prvim
prednjim STEMI uspeSno lecenih pPKI u viSe vremenskih intervala odredena
koncentracija citokina, citokinskih receptora i faktora rasta, kao i molekula
funkcionalno povezanih sa citokinima. Razmatrana je povezanost bazalnih vrednosti i
pojave ciljevima rada definisanih ishoda. Odredivano je 27 citokina, citokinskih
receptora ili faktora rasta, 5 adhezionih molekula i MMP-9. Za neke biomarkere (npr.
IL-1a, IL-1B, GM-CSF, TNF-a, TNF-B, IL-12p70, IL-13, IL-23) kod odredenog broja
bolesnika (u proseku 20-25%) koncentracije navedenih citokina bile su ispod donje
granice detekcije testa. Iako u literaturi istraZivaci uvr§¢uju i ove vrednosti u statistiku
tako $to od najnize vrednosti standarda koris¢enog za izradu standardne krive oduzmu 1
1 tu vrednost dodele bolesniku, mi smo odlucili da ove citokine ne uzimamo u

razmatranje.

Pretrazivanjem literature utvrdeno je da je istrazivanje inflamatornih markera u
AIM vrlo aktuelan problem. Ispitivano je puno potencijalnih prognostickih biomarkera
kao nezavisnih prediktora rizika. Medutim, saznanja o povezanosti izmedu ovih
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biomarkera su ograni¢ena. Metod koji omogucava grupisanje markera u bioloski
smislene klastere moze da pomogne u razja$njavanju mehanizama kolinearnosti. Ovaj
prilaz moze takode da pomogne u identifikaciji superfamilija biomarkera,
predstavljaju¢i novi pristup u proceni rizika bolesnika sa AIM. Hipoteza da
multimarkerski pristup, merenjem koncentracije biomarkera moze da otkrije nesto nalik
»fingerprint“-u AIM i moze da posluzi za procenu rizika od budu¢ih NKVD, pobudila je

veliku paznju.

Jasno je da bi bilo neralno ocekivati da jedan marker sam po sebi moze da
odrazava odgovore na sve patoloSske procese koji su ukljuc¢eni u kompleksna oboljenja
kao $to je AIM. lako kombinacija biomarkera moze da poboljsa identifikaciju bolesnika
sa povecanim rizikom od NKVD, multikolinearnost predstavlja poznati problem u
multivarijantnim modelima. Veliki broj biomarkera na relativno maloj ispitivanoj
populaciji moze da predstavlja zamku. Eksploratorna faktorska analiza omogucila je da
se informacije u setu podataka sacuvaju kao 1 da se eliminiSe problem kolinearnosti, cak

1 na relativno malom uzorku kao §to je nas.

S obzirom da su u literaturi citokini, kao i solubilne adhezione molekule vrlo
retko deo multimarkerskih panela u studijama na bolesnicima sa AIM (osim sporadi¢no
IL-6 ili TNF-a), jedan od ciljeva ove studije bio je da se ispita kompleksna interakcija
izmedu cirkuliSuc¢ih citokina i solubilnih adhezionih molekula kod bolesnika sa prvim
prednjim STEMI uspesno lecenim pPKI, kao i da se definiSe njihova povezanost sa
ishodom. KoriS¢enjem eksploratorne faktorske analize 12 biomarkera je grupisano u
Cetiri faktora. Prvi faktor obuhvatio je sledece varijable: logsTNFR1, STNFR2, MMP-9.
Drugi faktor obuhvatio je sledece varijable: sSICAM-1, sE-selektin i sL-selektin. Treci
faktor obuhvata sledeée varijable: log IL-6, log IL-8 i log MCP-1. Cetvrti faktor
obuhvatio je sledece varijable: log MIP-1a, log IL7 i log IL15. Na ovaj nacin smo
utvrdili faktore koji leze u osnovi medusobne povezansoti manifestnih varijabli, tj.
redukovali dimenzionalnost originalnog prostora postupkom faktorizacije, utvrdili
povezanost pojedinih manifestnih varijabli s tim faktorima (rotacijom faktora postigli
interpretabilnija reSenja). Dobijeni faktori su kori§¢eni u multivarijantnoj logistickoj ili
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Cox-ovoj regresionoj analizi za predikciju NKVD. Utvrdeno je da su faktori 2 i 3
(posebno 3) bili nezavisni prediktori pojave NKVD u prvih 30 dana nakon infarkta.
Trec¢i faktor mogao bi se nazvati proinflamatornim faktorom, dok bi drugi mogli nazvati

faktorom adhezionih molekula.

Rezultati faktorske analize iako mozda delimi¢no neocekivani, bili su bioloski
prihvatljivi. Za nekoliko biomarkera koji pripadaju treCem faktoru je prethodno

objavljeno da njihovo odredivanje ima prognosticki znacaj u AIM.

Dva od tri markera koja je obuhvatio 3. faktor pripadaju hemokinima. Hemokini
pripadaju velikoj grupi strukturno povezanih hemotaktickih, inflamatornih citokina koji
se mogu podeliti u Cetiri familije CC, CXC, CX3C, XC u zavisnosti od pozicije prva
dva cisteinska ostatka. Oni se nalaze u endotelnim i inflamatornim ¢elijama. Hemokini
se mogu detektovati i u ateroskleroti¢noj leziji, gde usmeravaju leukocite do mesta
inflamacije ali takode kontroliSu homeostazu i druge aktivnosti leukocita koji podlezu
dijapedezi kroz zid krvnih sudova. Vezivanjem za hemokinske receptore kuplovane sa
G-proteinom, hemokini ostvaruju niz efekata, aktivaciju c¢elija i transmigraciju
leukocita, kao 1 nehematopoetskih c¢elija. Nekoliko studija je utvrdilo povecanu
ekspresiju IL-8 i MCP-1 hemokina u humanoj ateroskleroti¢noj leziji, kao i da su
hemokini kolokalizovani sa povecanom ekspresijom njihovih receptora. Uloga
hemokina u aterosklerozi je poduprta i rezultatima nekoliko studija koje su pokazale da
su modifikovane LDL &estice potentni induktori hemokina u razli¢itim ¢elijama kao Sto
su makrofage 1 glatke miSi¢ne Celije, ukazuju¢i da b1 hemokini mogli biti spona izmedu
lipida i inflamacije u aterogenezi. Poznato je da infiltracija i aktivacija lekocita u
ateroskleroti¢nom plaku ima znacajnu ulogu u pokretanju AKS sa hemokinima kao vrlo
znacajnim faktorima. Nakon stimulacije hemokinima in vitro, utvrdeno je da hemokini
uticu na proliferaciju leukocita/makrofaga, sekreciju enzima, indukciju kiseoni¢nih

reaktivnih vrsta i ubrzavaju formiranje penastih celija.

MCP-1 je najbolje okarakterisan CC hemokin, hemoatraktant koji privlaci

monocite, T-limfocite i NK ¢elije, ali ne i neutrofile. MCP-1 je zna¢ajno indukovan u
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ranoj ateroskleroti¢noj leziji i imobilizovan na luminalnoj povrsini endotela vezivanjem
za proteoglikane. Interakcija izmedu MCP-1 i njegovog receptora CCR2, eksprimiranog
na monocitima, posreduje privlacenje monocita u subendotelni prostor. Monociti
diferenciraju u makrofage, koje se obogacene lipidima transformiSu u penaste celije.
Povecana ekspresija MCP-1 u zidu krvnog suda doprinosi progresiji atroskleroze
aktivacijom penastih ¢elija i indukuje neovaskularizaciju plaka. MCP-1 moze takode da
indukuje sintezu MMP, ubrza degradaciju matriksa i rupturu plaka. On takode indukuje
ekspresiju tkivnog faktora, ostvarujuci tako prokogulantne efekte. MCP-1 je ukljucen 1
u ,,zaceljivanje* miokarda i modeliranje srca. Tokom proinflamatorne faze zaceljivanja,
MCP-1 je ushodno regulisan u miokardu i posreduje u privlacenju monocita. Tokom
zaceljivanja miokarda, sinteza MCP-1 se suprimira. Produzeno povisene vrednosti
MCP-1 u plazmi nakon AKS mogu da identifikuju bolesnike sa povecanim
inflamatornim odgovorom u ,,zaceljuju¢em‘ miokardu. Smanjenje sinteze MCP-1 je od
krucijalnog znacaja za optimalno zaceljivanje miokarda, jer je u protivnom moguca
ekstenzivna degradacija matriksa i remodelovanje infarktom zahvacene komore (447,

449, 925-927) .

Cetiri studije podrzavaju prognosti¢ku vrednost MCP-1 u AKS. U podstudiji
studije Oral Glycoprotein Ilb/Illa Inhibition with Orbofiban in Patients with Unstable
Coronary Syndromes (OPUS-TIMI) 16 (928), pokazano je da je kod 2 270 bolesnika sa
AKS, koncentracija MCP-1 iznad 75-tog percentila udruzena sa skoro dva puta veéim
rizikom od smrtnog ishoda ili AIM u 10-mese¢nom pracéenju, nakon ,,adjustmenta“ na
standardne faktore rizika, ukljucuju¢i i CRP. Sli¢no tome, Kervinen i sar. (461) su
utvrdili povisene koncentracije MCP-1, kao i solubilnih IL-2 receptora u predikciji
rekurentnog koronarnog dogadaja tokom 13-mesecnog pracenja, nezavisno od drugih
inflamatornih medijatora (CRP i IL-6). Medutim, ova druga studija je ukljucivala mali
broj bolesnika sa velikim procentom nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (ponovljeni

MI, revaskularizacija ili smrtni ishod).

Serijsko merenje koncentracije MCP-1 u plazmi moze da pruzi dodatne

prognosticke informacije kod bolesnika sa AKS. Mala studija je pokazala povecanje
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MCP-1 kod bolesnika sa komplikovanim AIM. Tokom prve nedelje u bolnici, pik
MCP-1 je bio visi kod bolesnika sa AIM komplikovanim sr€anom insuficijencijom u
odnosu na bolesnike bez ove komplikacije (929). Nakon mesec dana, bolesnici sa LKEF
<35% imali su znacajno viSe koncentracije MCP-1 u plazmi u odnosu na bolesnike sa

o¢uvanom funkcijom leve komore (LKEF >35%).

Prospektivna studija koja je bila dao studije A do Z, u velikoj populaciji AKS
bolesnika (460) odredivala je koncentraciju MCP-1 sa ciljem da ispita prognosticki
znacaj serijskog odredivanja MCP-1 pri prijemu u Z fazu (medijana 3,5 dana nakon
pocetka simptoma) i nakon 4 i 12 meseci. Primarni ispitivani ishod bio je mortalitet, a
sekundarni smrt ili AIM, smrt ili sr¢ana insuficijencija, kardiovaskularna smrt, AlM,
prijem zbog AKS ili mozdanog udara. Utvrdeno je da je MCP-1 dobar biomarker za
stratifikaciju rizika kako u inicijalnoj, tako i u hroni¢noj fazi nakon AKS. Nasuprot
CRP, MCP-1 je vise marker za procenu rizika u udaljenom prac¢enju nego marker
akutne prognoze.

Nedavno objavljena studija Korybalska i sar. (930) procenjivala je klini¢ku
korisnost koncentracija MCP-1 kod bolesnika sa STEMI pri prijemu, nakon 24h i nakon
6 meseci. Medijana koncentracija MCP-1 nije se razlikovala pri prijemu i nakon 6
meseci, ali je utvrdena razlika u promenama koncentracija MCP-1 tokom vremena. Kod
bolesnika kod kojih su na prijemu koncentracije MCP-1 bile nize, koncentracije su se
povecavale i obrnuto. Primeéeno je znacajno smanjenje koncentracije MCP-1 nakon
PKI. Neocekivano, bolesnici koji su imali restenozu imali su znafajno niZu

koncentraciju MCP-1 nakon 24h u odnosu na one koji to nisu.

Koji bi bili mehanizmi odgovorni za loSu prognozu bolesnika sa AKS 1
povisenim koncentracijama MCP-1? Smatra se da povecan rizik kod AKS bolesnika sa
povisenim MCP-1 nije uzrokovan povredom, jer bazalni nivoi MCP-1 nakon AKS ne
reflektuju stepen nekroze miokarda. Ali za klini¢ki losiji ishod mogu da budu odgovorni
slede¢i mehanizmi: bazalno povisenje MCP-1 moze da reflektuje povecanu ekspresiju
hemokina u ateomatoznoj leziji, povecana sistemska aktivacija MCP-1 uslovljava

protromboti¢ke efekte koji rezultiraju rekurentnim koronarnim dogadajem, povecana
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koncentracija MCP-1 koja duze traje moze da identifikuje bolesnike sa jatom
inflamatornom reakcijom nakon koronarnog dogadaja ili defekt u suzbijanju

postinfarktnog inflamatornog odgovora.

Pokazano je da genetske varijacije imaju znacajnu ulogu U varijabilnosti nivoa
MCP-1 u plazmi. Utvrdeno je da osobe nosioci MCP-1-2578G alela imaju vece
koncentracije MCP-1 i imaju veliki rizik od AIM (931). Da li je MCP-1 polimorfizam
udruzen sa poviSenim koncentracijama MCP-1 i loSijom prognozom nakon AKS jo$

uvek nije u potpunosti istrazena.

Interleukin-8 pripada hemokinima i svoje delovanje ostvaruje preko dve klase
receptora CXCR-1 i CXCR-2 (specifican za IL-8). IL-8 je povezan sa brojnim
funkcijama u inflamaciji i promociji rasta vaskularnih ¢elija kao i sa povecanim rizikom
od kardiovaskularnih oboljenja kao $to su nestabilna angina i AIM. U prospektivnoj
EPIC-Norfolk populacionoj studiji, koncentracije 1L-8 kod zdravih osoba koje su u toku
6-godiSnjeg pracenja razvile koronarnu arterijsku bolest sa fatalnih ishodom ili bez
njega bile su statisti¢ki znacajno vise nego kod zdravih osoba. IL-8 haplotipovi i/ili
SNP-ovi nisu bili povezani sa rizikom od nastanka AIM ili ishemijskog mozdanog
udara (932, 933).

Interleukin-8 je klasi¢an hemokin §to zna¢i da je odgovoran za indukciju
hemotakse odnosno usmerene migracije Ccelija (naroCito neutrofila) na mesto
inflamacije, dakle deluje proinflamatorno. IL-8 je jedinstven po tome §to se moze
sintetisati rano u toku inflamatornog odgovora, ali ¢e perzistirati u duZzem periodu, cak
danima i nedeljama. Po tome, ovaj citokin je potpuno razli¢it od veéine drugih
inflamatornih medijatora, Cija se sinteza i klirens in vivo odvija u toku nekoliko sati.
Otporan je na temperaturu, proteolizu i Kkiselu sredinu. To su idealne biohemijske
karakteristike za molekul koji treba da opstane na mestu akutne inflamacije. Povecana
koncentracija IL-8 u plazmi moze ispoljiti anti-inflamatorno dejstvo posto smanjuje
nakupljanje neutrofila. IL-8 je ekstremno osetljiv na oksidanse koji ¢ak ucestvuju u

regulaciji genske ekspresije za ovaj citokin. Ovo je vaZzno zbog toga Sto ishemijsko-
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reperfuziono o$tecenje indukuje stvaranje reaktivnih kiseonickih intermedijera koji su

snazni oksidansi.

U studiji, Funayama i sar. (934) utvrdene su poviSene koncentracije IL-8 unutar
24 h od pocetka infarkta kod 50 bolesnika sa STEMI. Takode, utvrdene su znacajno vise
koncentracije 1L-8 u arteriji povezanoj sa infarktom nego u perifernim krvnim
sudovima. Vaskularni endotel moze biti izvor IL-8 (935). Kako endotelne celije u
kulturi oslobadaju IL-8 u uslovima hipoksije (936), ishemija miokarda moze sama po
sebi biti stimulus za oslobadanje IL-8. Osim toga, IL-8 je potentni stimulus za
oslobadanje enzima i markera oksidativnog stresa u neutrofilima (937, 938). U studiji
Berns i sar. (939) kod 150 bolesnika sa STEMI lecenih PKI koncentracija IL-8 izmerena
10. dana nakon PKI bila je prediktor rizika od nastanka NKVD u jednogodiSnjem

pracenju.

Interleukin 6 je plejotropni citokin uklju¢en u razlicite, ¢esto kontradiktorne
procese. On je jedan od najznacajnijih elemenata inflamatorne reakcije (940), ali on
istovremeno moze imati i antiinflamatorne efekte ograni¢avajuci ekspresiju TNF-o i
povecavajuc¢i sekreciju 1L-10 (940, 941). Povisene koncentracije IL-6 povezane su sa
lo$ijom prognozom bolesnika sa AIM ili sr¢anom insuficijencijom (942). S druge strane
on je od vitalnog znacaja za efekte ishemijskog prekondicioniranja (943) i ograni¢ava
aterosklerozu u eksperimentalnim modelima (941). Ovi dvosmisleni nalazi mogu se
objasniti vezivanjem IL-6 za dva receptora (IL-6R ili gp80 i gp130). | gp80 i gp130
mogu da se eksprimiraju na celijskoj membrani ili u funkcionalnoj solubilnoj formi
Nivoi IL-6 mogu takode da reflektuju i stepen poremecaja hemodinamike (944). IL-6
moze da smanji kontraktilnost miokarda (945), ili moze biti samo indikator tezine
ishemije (946). Povecano vezivanje za sIL-6R i povecana IL-6 signalizacija u miokardu
mogu biti veza sa kardiovaskularnim komplikacijama AIM. Ovo inicijalno vezivanje i
IL-6 trans-signalizacija u miokardu mogu biti stimulus za dalju sekreciju I1L-6 (947).
Posto je sréani misi¢ relativno siromasan u IL-6R (948), obilje SIL-6R moze regulisati
ekspresiju IL-6 (949). Dodatnu povezanost povisenih koncentracija IL-6 sa

komplikacijama nakon AIM, treba traziti i u ¢injenici da je IL-6 jedan od najpotentnijih
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aktivatora lokalne inflamacije (940, 950) koja moze biti povezana sa pojavom atrijalne

fibrilacije i ventrikularnih aritmija (951).

Studije na bolesnicima sa AKS su utvrdile da su povisene koncentracije 1L-6
prediktor budu¢eg AKS (952, 953). Jednogodisnje pracenje bolesnika sa AKS pokazalo
je da su nivoi IL-6 tokom prvih 48 h od AKS prediktor NKVD u prvih 30 dana, kao i u
toku jednogodiSnjeg pracenja (954). U studiji Tang i sar. (955) utvrdeno je da IL-6
nezavisan prediktor kardiovaskualrnog mortaliteta tokom trogodisnjeg pra¢enja kod
bolesnika sa STEMI.

Interleukin-6 je mocan induktor akutno-faznog odgovora jetre. PoviSene
koncentracije reaktanata akutne faze, npr. CRP korelira sa IL-6, i IL-6 moze da
obezbedi dodatne informacije u odnosu na CRP u proceni rizika od bududih
kardiovaskularnih dogadaja. Reakcija akutne faze je povezana sa poviSenjem
koncentracije fibrinogena poznatim faktorom rizika za koronarnu bolest, sa autokrinom
i parakrinom aktivacijom monocita pomocu IL-6 u zidu krvnog suda doprinoseci
taloZzenju fibrinogena. Reakcija akutne faze je povezana sa povecanim viskozitetom
krvi, brojem trombocita i aktivno$c¢u. Interleukin-6 smanjuje aktivnost lipoproteinske
lipaze 1 nivoe monomerne lipoproteinske lipaze u plazmi $to povecava preuzimanje
lipida od strane makrofaga. Cirkulisu¢i IL-6 takode stimuliSe osovinu hipotalamus-
hipofiza-nadbubrezna zlezda, Cija aktivacija je povezana sa centralnom gojaznoscu,

hipertenzijom i insulinskom rezistencijom (955).

Ohtsuka i sar. (956) su utvrdili da koncentracije 1L-6 koreliraju sa geometrijskim
promenama leve komore tokom procesa remodelovanja u bolesnika sa AIM.
Koncentracija IL-6 u uzro¢noj koronarnoj arteriji nakon PKI je povezana sa restenozom
revaskularizovane koronarne arterije u AIM (934). IL-6 nije samo nezavisan marker
povecanog mortaliteta u nestabilnoj koronarnoj arterijskoj bolesti, ve¢ i omogucava

identifikaciju bolesnika koji bi imali koristi od ranog invazivnog lecenja (957).
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Drugi faktor je obuhvatio SICAM-1, E- i L-selektin. lako nesto manje znacajno u
odnosu na tre¢i faktor, ovaj faktor je bio dobar prediktor pojave NKVD kod bolesnika
sa prvim prednjim STEMI.

Promene u funkciji trombocita i endotelnih ¢elija su oc€igledni u atrosklerozi.
Povrede endotela i/ili aktivacija, bilo kog uzroka, vode sintezi odredenih faktora i
promenama membrane endotela, ¢ija je posledica direktan kontakt sa trombocitima i
leukocitima (958). Ovaj koncenpt je doveo do velikog interesovanja za mehanizam
interakcija leukocita i trombocita, a zatim i do otkri¢a vise adhezionih molekula kao sto
su ICAM-1, VCAM-1 i familija selektina (P-selektin, E-selektin L-selektin) koji
zajedno imaju znacajnu ulogu u inicijaciji migracije leukocita u zid krvnog suda (959).
U plazmi se takode mogu detektovati adhezione molekule (solubilne adhezione
molekule), koje se sekretuju, izlivaju ili cepaju od celijske membrane kao deo
prisutneog procesa, tj. oboljenja.

Brojni dokazi danas ukazuju da bolesnici sa AIM leceni PKI mogu da imaju 1
disfunkciju endotela i koronarne mikrocirkulacije (960). Tako PKI sama po sebi moze
biti odgovorna za lokalno i sistemsko oSte¢enje direktno delujuci na endotel. ICAM-1 se
smatra markerom endotelne disfunkcije 1 poviSene koncentracije njegove solubilne
forme u plazmi povezane su sa incidencom hroni¢ne ishemijske bolesti srca (961-963).
Nekoliko studija je ispitivalo povezanost solubilnih adhezionih molekula i rizika od
NKVD kod bholesnika sa AKS. Rezultati su bili vrlo kontradiktorni. Povisene
koncentracije ICAM-1, VCAM-1 kao i selektina P i E, utvrdene su kod bolesnika sa
AKS (964-966). O’Malley i sar. (967) su utvrdili poviSene nivoe ICAM-1 kod vecine
bolesnika u prvim satima nakon pocetka bola u grudima. Medutim, podaci o korisnosti
solubilnih adhezionih molekula u predikciji ishoda kod bolesnika sa STEMI su vrlo

ograniceni.

Postadzhiyan i sar. (968) su pokazali da su poviseni nivoi sICAM-1
identifikovali bolesnike sa AKS koji su imali najvisi rizik od dobijanja ishemijskih
dogadaja. Nasuprot njima, u prospektivnoj opservacionoj studiji povisene koncentracije
samo sVCAM-1, ali ne i SICAM-1, E-selektina, ili P-selektina su bile prediktori
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povecanog rizika od pojave NKVD tokom 6-mesecnog prac¢enja kod bolesnika sa AKS
(nestabilna angina i non-Q AIM) (969). U studiji Fan i sar. (970) nije utvrdena
povezanost koncentracije koncentracija SICAM-1, sVCAM-1, sP-selektina u ranoj fazi
akutnog STEMI sa losim klinickim ishodom.

Prvi faktor dobijen u faktorskoj analizi je obuhvatao STNFR1, STNFR2 i MMP-
9. Iako on nije bio znacajno povezan sa pojavom NKVD u prvih 30 dana njegova
struktura je vrlo logi¢na.

Tokom ishemije miokarda, TNF-a se oslobada unutar nekoliko minuta iz mast
¢elija 1 makrofaga. Tokom perzistentne ishemije TNF-a poti¢e iz kardiomiocita.
Pokazano je kod pacova da se nakon AIM, gustina TNFR1 povecava tokom 10 dana,
dok gustina TNFR2 ostaje nepromenjena (520, 521, 971). Nasuprot tome, u ishemi¢nom
miokardu, primeéena je nishodna regulacija ovih receptora, pradena povecanjem
solubilnih formi STNFR1 i STNFR2. Solubilni receptori imaju duzi poluzivot od TNF-a

i njihove koncentracije mogu da posluze kao surogat marker za aktivnost TNF-a (972).

Kardiotoksi¢nost TNF-o. ogleda se u suprimiranju kontraktilnosti sréanog
miSic¢a, indukciji hipertrofije srca i apoptoze u miocitima srca. Takode ima direktne
efekte na ekstracelularni matriks i kolagen i doprinosi remodelovanju srca. Poslednjih
godina u takozvanim anti-citokinskim klini¢kim studijama koriSe¢na su u terapijske
svrhe ili anti-TNF antitela (ATTACH) ili solubilni TNF receptori (RENEWAL) (973,
974).

Medutim negativni rezultati ovih studija naveli su na ponovno razmatranje uloge
TNF-o. u kardiovaskularnim oboljenjima, navode¢i na zaklju¢ak da TNF-o 0sim
toksi¢nog efekta moze iamti i protektivnu ulogu u AIM. Rezltati studije Monden 1 sar.
(975) su pokazali da sSTNFR1 povecava rupturu komore nakon AIM bez uticaja na
vrednost arterijskog pritiska ili sr€anu frekvenciju, ali da znacajno redukuje sadrzaj
kolagena u miokardu nakon infarkta sa daljom aktivacijom MMP-9. Dalja aktivacija
MMP-9 se moze pripisati povecanju broja makrofaga. Povecanje broja makrofaga moze
biti rezultat anti-apoptotic¢kih efekata sSTNFR1. Ovo ukazuje da je TNF-o neophodan za

odgovarajucu koordinaciju procesa reparacije nakon AIM. Nekoliko studija je pokazalo
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da su MMP, posebno MMP-9 i MMP-2 ukljuéeni ne samo u proces rupture miokarda,
ve¢ i u remodelovanje leve komore i pojavu sréane insuficijencije. Poznato je da TNF-a
doprinosi remodelovanju leve komore lokalnom indukcijom specificnih MMP, na
zivotinjskom modelu sréane insuficijencije. Studija Ueland i sar. (976) je pokazala da
koncentracija STNFR1 pruza znacajne prognosticke informacije tokom dvogodisnjeg
prac¢enja kod bolesnika koji su razvili sr¢anu insuficijenciju tokom akutne faze AIM.
Utvrdeno je da visoki nivoi solubilnih TNFR mogu blokirati i citotoksi¢éni TNFR1, ali i
protektivni TNFR2.

Osim najava da bi STNFR tokom hospitalizacije mogao biti koristan prediktor za
identifikaciju visokorizi¢nih bolesnika nakon komplikovanih AIM, dalje klinicke studije
su neophodne da bi se podrobno ispitala povezanost STNFR, MMP-9 i pojave NKVD.
Mozda baS ova sprega u buducnosti otvori put za novi terapijski pristup u cilju

smanjenja pojave NKVD nakon infarkta.

Cetvrti faktor obuhvatao je interleukine 7 i 15 i MIP-1a.. Za razliku od drugog i
treceg faktora koji su obuhvatali biomarkere koji su prethodno pojedinacno ispitivani
kod bolesnika sa AKS, AIM ili rede u STEMI, u literaturi nema podataka o
prognostickom znacaju IL-7, IL-15 i MIP-1a za pojavu smrtnog ishoda/pojavu NKVD
kod bolesnika sa STEMI.

Interleukin-7 je esencijalni citokin za razvoj T-celija i regulaciju homeostaze
istih (977). Inflamacija indukovana IL-7 moze da doprinese aterosklerozi. On stimulise
aktivaciju monocita i NK ¢elija, $to uslovljava poveéanu sintezu inflamatornih citokina
(978-980). Interleukin-7 deluje na endotelne Celije preko receptora (981).

Dugo nije bilo studije koja bi razjasnila da li IL-7 ima ulogu u aterosklerozi,
povezanu sa posredujovsnjem u disfunkciji endotelnih celija. Nedavno objavljena
studija utvrdila je da se IL-7 povecava koncentraciju ¢elijskih adhezionih molekula i
MCP-1 u endotelnim ¢elijama i ubrzava adheziju monocita na endotelne celije. Ova
regulacija je posredovana PI3K/AKT-zavisnom ili nezavisnom aktivacijom NF-kB.
Povisenje IL-7 u plazmi indukuje privlacenje monocita/makrofaga na endotel bez

uticaja na koncentraciju holesterola u plazmi. Nedostatak IL-7 u ¢elijama koS$tane srzi
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redukuje migraciju monocita/makrofaga u ateroskleroticnu leziju. Iz ovoga se moze
zakljuciti da IL-7 ima aktivnu ulogu u aterogenezi. Povisene koncentracije IL-7 u
serumu utvrdene su kod bolesnika sa nestabilnom anginom (980) ili koronarnom

bolesc¢u (982).

Delovanjem IL-7, hemokini IL-8, MCP-1, MIP-1la. i IP-10 se povecano
eksprimiraju pogotovo u uznapredovalom ateroskleroticnom plaku. Ovo delovanje
sigurno svrstava IL-7 u red ,,novih* medijatora inflamacije kod ovih bolesnika. Kod
bolesnika sa nestabilnom anginom utvrdeno je da trombociti daju znacajan doprinos
povisenju koncentracije IL-7. Smatra se da nakon aktivacije trombociti iz a-granula
oslobadaju veliku koli¢inu IL-7. Nije slu¢ajno Sto se u ¢etvrtom faktoru sa IL-7 naSao i
MIP-1a.. IL-7 indukuje sintezu MIP-1oc u monocitima. Ovaj hemokin stimuliSe

oslobadanje IL-7 iz trombocita jer trombociti eksprimiraju receptor za MIP-1a (CCR1).

IL-7 potencira nestabilnost plaka koja vodi AIM. Iako se moze pretpostaviti da
je povecanje 1L-7 nakon PKI viSe posledica bolesti, nego uzrok bolesti, studije opisuju
AKS kao kontinuirani proces koji ukljucuje rupturu viSe plakova a ne samo uzrocne
lezije (983). Iako nije specifi¢na za aterosklerozu i ako nije incijalni dogadaj, IL-7
indukovana inflamacija moze da doprinese progresiji nestabilnosti plaka, predstavljajuci

amplifikujuéi faktor u ovom procesu.

Interleukin-15 ima esencijalnu ulogu u razvoju NK ¢elija. Aktivira proliferaciju,
citotoksi¢nost 1 1 sintezu citokina i regulisSe interakciju NK celija i makrofaga. Studije su
pokazale da IL-15 moze da ima znacajnu ulogu u imunom odgovoru i odrzavanju
neutrofilima-posredovanih inflamatornih procesa. On je potentan faktor rasta za
aktivirane T-celije indukujuci njihovu pokretljivost i usmeravajuéi njihovu migraciju.
IL-15 je citokin sa brojnim dejstvima koji igra vaznu ulogu u razvoju i homeostazi ¢elija
kako urodenog, tako i adaptivnog imunog sistema (984, 985), te se zbog toga smatra
vrlo vaznim faktorom u aterosklerozi (412, 416, 417, 986). IL-15 se sintetiSe i sekretuje
kao heterodimer sa IL-15Ra (987). Medutim, njegova uloga kao prognostickog markera
AIM nije ispitivana.
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Samo jedna objavljena studija na malom broju bolesnika, ispitivala je i utvrdila
prognosti¢ki znacaj MIP-1la (CCL-3) kod bolesnika sa AIM (881). Povisene
koncentracije CCL3 tokom AIM i zatim njihov nagli pad ilustruju iz temelja
promenjenu homeostazu hemokina u AKS. Ranije je potvrdena ushodna regulacija
CCL3 iRNK u ishemi¢nom miokardu (988). Dve studije su takode potvrdile da se
CCL3 prolazno sekretuje tokom ishemije miokarda, gde potencijalno deluje u

mehanizmu ishemija/reparacija privlacenjem CCR5+ T ¢elija.

Koji bi bili neki budu¢i pravci istrazivanja na ovu temu?

Poznato je da se da se genetskim faktorima moze objasniti oko 40% rizika za
nastanak ateroskleroze i posledicnih oboljenja. Istrazivanja u 2011. god. na polju
genetike atroskleroze i koronarne arterijske bolesti, koris¢enjem genomske studije
udruzenosti, rezultirala su udvostru¢avanjem identifikovanog broja lokusa sa znac¢ajnom
asocijacijom. Tackasti polimorfizam rs1859023 na hromozomu 7921 blizu PFTK1 gena
koji kodira serin/treonin protein kinazu, ciklin-zavisnu kinazu koja reguliSe progresiju
¢elijskog ciklusa 1 proliferaciju. Polimorfizam rs6903956 na hromozomu 6p24.1 takode
je udruzen sa koronarnom boleS¢u. Utice na ekspresiju C6orf105 iRNA, koja kodira
protein koji uti¢e na biologiju endotelnih celija. Nedavno objavljena meta-analiza
identifikovala je uz postojece joS 1 pet novih polimorfizama povezanih sa koronarnom
bolesc¢u, kao npr. LIPA na 1023, PDGFD na 1122, ADAMTS7-MORF4L1 nal5q25,
genskilokus 7922, KIAA1462 na 10Q11v (989). Lokus odgovoran ua inflamaciju i
reparaciju arterije je 10g911.21 sa varijantom rs1746048 u blizini gena koji koodira
hemokin CXCL12 (990, 991). Literaturni podaci ukazuju da hromozomi 1, 6, 9, 101 17
imaju mnogo visje CHD lokusa nego drugi hromozomi (990, 992). Mnogi od
novootkrivenih gena udruzenih sa aterosklerozom Kkoriste¢i genomske studije
udruzenosti nisu povezani sa biologijom lipoproteina (> 80%) ili sa bilo kojim poznatim
faktorom rizika za CHD (> 50%). Oni pripadaju opstoj biologiji Celije i identifikovani
su kao tumor supresori za razli¢ite vrste kancera, kao regulatori inflamacije, stem celija,
endotelnih ¢elija, ekstracelualrnog matriksa, ¢elijske signalizacije, pokretljivosti i rasta,
i kao deo kanoni¢nih biohemijskih puteva koji posreduju u ¢elijskom metabolizmu na
razli¢ite nacine. Ovo navodi na zaklju¢ak da mnogi od njih doprinose arterijskoj
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inflamaciji i procesu obnavljanja arterije (993). Ove studije su rasvetlile gene relevantne
za mehanizam inflamacije 1 biologiju stem ¢elije. Ovi nalazi ne osporavaju ¢injenicu da
se ateroskleroza pokrece i pogorSava povisenim lipidima; aterosklerotski "novi geni”
sugeriSu da je mehanizam odgovoran za razvoj arterijske lezije mnogo slozeniji od
jednostavnog odgovora na povredu, gde je povreda potrebna, ali mozda ne i dovoljna za

napredovanje bolesti.

Genetika i epigenetika ¢e nastaviti da doprinese boljem razumevanju
suspektnosti za aterosklerozu, i mehanizma ateroskleroze i njene distribucije.
Tradicionalni koncept ostecenja arterijskog zida indukovanog lipidima, praéen
stvaranjem masne pruge, ateroma, lipidnog jezgra, rupturom plaka i tromboembolijskim
komplikacijama, viSe nije dovoljno objaSnjenje za novija otkri¢a. Mnogo relevantniji je
novi model ravnoteze izmedu arterijske inflamacije i reparacije, izmedu genetske
suspektnosti i rezistencije na povredom izazvanu arterijsku inflamaciju. Godinama je
fokus bio na smanjenju arterijske povrede sa modifikacijama Zzivotnih navika
(izbegavanje puSenja, leCenje depresije, ishrana 1 fizicka aktivnosti), lecenju
dislipidemije (ishrana i statini), kontroli krvnog pritiska (ishrana, vezbanje, lekovi), i
spreCavanju i ograniCavanju tromboze (acetilsalicilna kiselina, antagonisti purinskih
receptora). Cinjenica da je na Zivotinjskim modelima pokazano da se ateroskleroza
moze znacajno spreciti bez modifikacije uzro¢ne povrede (visok holesterol), o¢uvanjem
kapaciteta reparacije arterije davanjem injekcije kondicioniranih progenitornih celija,
sugeriSe da ¢e buduénost doneti novu paletu terapijskih moguénosti. Takode, genetska
revolucija na polju ateroskleroza ¢e povecati mogucnost koriS¢enja personalizovanog

pristupa, posebno pri primeni mera prevencije i leCenja AIM (994).

Danas, u eri translacione medicine, ulazu se veliki napori kako bi se premostio
jaz izmedu eksperimentalnih istrazivanja i kliniCke prakse, kao 1 da bi se razradili 1
objavili novi podaci koji bi mogli da pomognu u prevenciji, dijagnostici i leCenju AIM
(994-997). Modeli za predvidanje rizika su Cesto kompleksni, a verovatno mozemo
ocekivati da ¢e vremenom postati joS kompleksniji. Njihova uspesna translacija u
praksu zahteva ne samo bolje razumevanje u smislu procene njihove uspesnosti, vec i
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jedno “Siroko” znanje o tome kako dobijene rezultate koristiti u praksi. Razvoj
translacione medicine trebalo bi da omogué¢i da se stvarno vidi neka korist od
multimarkerskog pristupa AIM i da se izbegne upadanje u zamku identifikovanja
visokorizi¢nih bolenika, ali bez naznaka daljeg tretmana bolesnika sa AIM. Ovo c¢e
zahtevati dodatno obrazovanje kako lekara-klinicara, tako i kreatora zdravstvene
politike i javnosti.

Zahvaljuju¢i zavrSetku projekta humanog genoma (engl. Human Genome
Project, HGP) (998) kao i projekta koji je zatim usledio International HapMap Project
(999), i uz izvanredna tehnoloSka dostignuéa, genetsko testiranje je danas Siroko
rasprostranjeno u klini€¢kim laboratorijima, uz pomo¢ relativno jeftinih, brzih i
pouzdanih visoko propulzivnih tehnika. Nazalost, povezanost genotipa, fenotipa i
klini¢kih podataka nije uvek ocigledna. S toga je veliki izazov istrazivanje povezanosti
izmedu gena i okoline, kao i njihov uticaj na leCenje bolesnika. Nema nikakve sumnje
da ¢e saznanja koja se sticu u disciplinama sa zajedni¢kim nastavkom -omika
(genomika, proteomika, lipidomika, metabolomika, citomika) pokrenuti i podsta¢i Sirok
spektar istrazivanja, Sto ¢e omoguciti da se rasvetli nekoliko faza na genetskom-
¢elijskom-molekularnom-biohemijskom nivou. Tada ¢e biti moguée prevladati
tradicionalni mehanisticki pristup bolesti 1 razviti personalizovani okvir za
klasifikovanje bolesnika u razlicite (¢ak pojedinac¢ne) podgrupe (995-1000). S izumom
epigenetske tehnologije velikog kapaciteta zasnovane na ¢ipovima (npr. ChIP-on-chip i
ChIP-seq), genetsko testiranje ¢e se prosiriti dalje od genske ekspresije i istrazivati
aktivnost genske regulacije, ¢ime ¢e se prevladati nedostaci svojstveni tradicionalnom
genetskom testiranju 1 omoguciti istovremeno merenje relativnih nivoa ekspresije

hiljada pojedinih gena.

Dok sve ove strategije ne postanu nasa svakodnevica u rutinskoj laboratorijskoj i
klini¢koj praksi, ova studija bi mogla da bude osnova za dalja istrazivanja sa ciljem da
se dizajnira klinicko pracenje koje ¢e se razlikovati za visokorizi¢ne i niskorizi¢ne
bolesnike sa STEMI lecene pPKI koje bi predlozilo veoma striktno, detaljno klinicko
pracenje visokorizi¢nih bolesnika svakog meseca u narednih 6 meseci do godinu dana
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uz modifikaciju zivotnih navika (pusSenje, nacin ishrane,...). Takode, bolesnici sa
visokim rizikom mogli bi da imaju koristi od dodatne mehanicke ili farmakoloske
terapije tokom ili nakon pPKI.

U ovom trenutku veza izmedu genetskog testiranja i klinickih podataka kod
bolesnika sa AIM nije u potpunosti uspostavljena, tako da bi procena rizika mogla
bolesnika da navede na neispravan zakljucak. Nova strategija, teragnostika, koja
objedinjuje bioinformatiku, genomiku, proteomiku i funkcionalnu genomiku kao
molekularno-bioloSke alate za razvoj savremene medicine, posebno molekularne
dijagnostike i terapije bi mogla da nam pomogne u boljem razumevanju stvarne
korisnosti genetskih analiza, a samim tim i farmakogenetike. Do tada fenotipsko

testiranje ostaje temeljno uporiste klinicko-biohemijske prakse u godinama koje dolaze.
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ZAKLJUCCI

Na osnovu istrazivanja izlozenih u ovoj doktorskoj disertaciji moze se zakljuciti:

1. Vremenski profili tradicionalnih biomarkera nekroze (cTnl, masa CK-MB,
mioglobin), inflamacije (CRP), hemodinamskog stresa (BNP, NT-proBNP) u ovoj
studiji se podudaraju sa poznatim krivama promene koncentracija biomarkera u

akutnom infarktu miokarda.

2. Rezultati korelacione analize u ovoj studiji potvrduju poznatu povezanost biomarkera
nekroze (cTnl, mase CK-MB), markera inflamacije (CRP) i hemodinamskog stresa

(NT-proBNP) sa oslabljenom sréanom funkcijom.

3. Rezultati ove studije pokazuju da je oslobadanje MPO u toku prvog prednjeg STEMI
u vidu bifazne krive sa dva pika na 4h i 24h posle pPKI. MPO na 24h znacajno korelira

sa markerom nekroze Tnl, kao i1 pojavom sréane insuficijencije.

4. Vrednosti Lp-PLA; pri prijemu Kkoreliraju sa faktorima rizika kao $to su muski pol,
pusSenje, ukupan holesterol, LDL-holesterol, apoB i smanjenom bubreznom funkcijom

kod bolesnika sa prvim prednjim STEMI lecenih pPKI.

5. Incidenca smrtnog ishoda u bolnici u bolesnika sa prvim prednjim STEMI lecenih
pPKI je bila 6%. MPO na 24h od pPKI je bio nezavisan prediktor smrtnog ishoda u
bolnici. Koncentracije MPO > 916 pmol/L imale su prediktivnu vrednost za smrtni

ishod u bolnici sa osetljivoséu 83,3% 1 specificnoscu 86,2%.

6. Incidenca pojave NKVD (smrtni ishod, reinfarkt miokarda, revaskualrizacija ciljne
lezije, mozdani udar) u prvih 30 dana nakon prvog prednjeg STEMI lecenog pPKI je
bila 10,6%. Koncentracija Lp-PLA; odredena pri prijemu bolesnika je bila nezavisan

prediktor pojave NKVD u prvih 30 dana. Koncentracije Lp-PLA; >463 ng/mL imale su
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prediktivnu vrednost za pojavu NKVD u prvih 30 dana sa osetljivos¢u 80,0 % i

specifi¢noséu 72,2 %.

7. Incidenca novonastale atrijalne fibrilacije u bolesnika sa STEMI le¢enih pPKI je bila
5,0%. BNP uzet 24h nakon pPKI je bio nezavisan prediktor pojave novonastale atrijalne
fibrilacije. Koncentracije BNP >720 pg/mL imale su prediktivnu vrednost za pojavu

novonastale atrijalne fibrilacije sa osetljivos¢u 77,8% i specifi¢noséu 84,8%.

8. Incidenca smrtnog ishoda u toku jednogodi$njeg pracenja u bolesnika sa prvim
prednjim STEMI le¢enih pPKI je bila 5%. Nezavisni prediktori jednogodiSnjeg
mortaliteta bili su koncentracija mase CK-MB, sréana insuficijencija u toku

hospitalizacije i smanjena bubrezna funkcija.

9. Incidenca pojave NKVD (smrtni ishod, reinfarkt miokarda, revaskualrizacija ciljne
lezije, mozdani udar) u toku jednogodiSnjeg pracenja u bolesnika sa prvim prednjim
STEMI lecenih pPKI je bila 10%. Nezavisni prediktori pojave NKVD u toku
jednogodisnjeg pracenja bili su koncentracija mase CK-MB i pojava novonastale

atrijalne fibrilacije.

10. Grupisanje vise biomarkera eksploratornom faktorskom analizom moze da bude
korisno u istrazivanju bioloske interakcije izmedu razlic¢itih biomarkera u STEMI.
Dobijeni faktor koga su sa¢injavale adhezione molecule (SICAM-1, sE-selektin i sL-
selektin), kao i faktor koji je obuhvatao citokine (IL-6, IL-8 i MCP-1) bili su nezavisni
prediktori pojave NKVD u prvih 30 dana nakon prvog prednjeg STEMI lec¢enog pPKI.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

Motnncana Cawa CtankoBuh

6poj ynuca

UsjaBmbyjem
Aa je gokTopcka gucepTtauuja noa Hacrnosom

MpOorHoCTMYKMN 3Havaj GMOXeMMjCKUX MOoKasaTerba KoA nauujeHata ca WHapKTom
Muokapga ca CT enesaumjoM feYeHWX MpUMapHOM MEPKYTaHOM KOpPOHapHOM
WHTEpPBEHLMjOM

e pe3ynTaT COoMnCTBEHOr ACTpaXXuBa4Kor paaa,

e [a NpednoXeHa gucepTauuvja y UenuHU HU y AenoBrMa Huje 6una npegnoxeHa
3a pgobujare 6GUNO Koje AMNNome npema CTyAujCKMM nporpamuma apyruax
BUCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBA,

e Ja Cy pe3yntatuh KOpPpeKTHO HaBeeHW U

e [a HMCaM KpLMo/na ayTopcka rnpaBa W KOPWUCTMO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pgokropaHaa

Y beorpagy, 11.5.2012. rog.

Sy Staneovk!



Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaAMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Nme n npesume aytopa Cawa CtaHkosuh

Bpoj ynuca g

Cryavjckm nporpam MeauumHcka Buoxemmja

Hacnoe paga [NporHocTuyku 3Hada] GuoxemujcKUx nokasaTerba kod nauujeHara ca
MHdapkToM _Muokapaa ca CT  eneBaumjoM nevYeHWX MNPMMapHOM MEPKYTaHOM
KOpPOHapHOM WHTEepBEHLM[OM

MenTop [pod. Op Haga Majkuh-CuHrx

MNotnucanu Cawa CtaHkoBuh

n3jaerbyjeM [a je wramnaHa Bepauvja Mor OJOKTOPCKOr paja WUCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEp3anju Kojy cam npegana 3a objasrbmBae Ha noptany [Qurutandor
penosutopujyma YHueepsuteta y Beorpaay.

HossorbaBam ga ce objaBe Moju nNuYHM nojauy BesaHM 3a fobujare akagemckor
3Barba QOKTOpa HayKa, Kao WTO Cy MMe U Npesume, rogMHa u mecto poherwa u aatym
onbpaHe papa.

OBW nUYHKM nojaum Mory ce o6jaBUTU Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama [urutanqHe
BubnunoTeke, y eneKkTPOHCKOM KaTanory 1 y nybnukauvjama YHuBepsuteTta y beorpagy.

MoTtnuc gokropaHaa

Y beorpagy, 11.5.2012. ropg.
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Mpwnor 3.

U3jaBa 0 kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky Oubnuoteky ,CeeTosap MapkoBuh® ga y [JurutanHu
penosuTopujym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTaumjy nop
HacnoBOM:

[MpOrHOCTUYKK _3HaYa] OMOoXeMMCKMX NoKasaTerba Kod NauujeHata ca WHMapKToM
Muokapga ca CT enesauwjoM neYeHVX MNPUMAPHOM MEPKYTAHOM KOPOHApPHOM
WHTEpBEHLIM|OM

KOja je Moje ayTOpCKe Aeno.

HucepTaumjy ca cBum NpunosvMMa npepana cam y enekTpoHCKOM ¢opmaTy norogHom
32 TpajHO apxuBUpam-e.

Mojy pokTopcky aucepTauunjy noxpakeny y OurutanHu penosmtopujym YHUBep3uTeTa
y beorpaay mory ga kopucte CBW KOju nowTyjy ogpenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nnueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyduo/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLWjanHo
@Ay‘ropcmo — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEepLMjanHo — AennT Nog UCTUM YCNoBUMa
5. AytopcTteo — 6e3 npepage
6. AyTOPCTBO — OenuTW nog UCTUM YCnoBuMMa

(Monumo fa 3aoKpyxuTe camo jefHy of WecT NoHyheHuX nNUueHUW, KpaTak onuc
nuUeHUM aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnmc gokTopaHga

Y beorpagy, 11.5.2012. rog.
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