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Izvod

Ishemijska bolest srca (IBS) danas predstavlja jedan od glavnih uzroka smrtnosti
u svetu. U osnovi ove bolesti se nalazi ateroskleroza koja predstavlja multifaktorsko,
hroni¢no inflamatorno oboljenje indukovano c¢elijskim 1 imunoloskim odgovorom
vaskularnog zida na metabolicku povredu. Humani rezistin je proinflamatorni protein,
koji moze imati znacajnu ulogu u razvoju ateroskleroze i IBS. Ipak, klinicke studije

izvedene do sada dosle su do opre¢nih zakljucaka vezane za ulogu ovog proteina u IBS.

Kako bi se doprinelo boljem razumevanju uloge rezistina u ishemijskoj bolesti
srca, ciljevi ovog istrazivanja su bili odredivanje nivoa iRNK rezistina i njegovog
receptora CAP1 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi i koncentracija rezistina u
krvi pacijenata sa IBS i zdravih ispitanika, koji su ¢inili kontrolnu grupu (KG),
ispitivanje njihove medusobne povezanosti, povezanosti sa genskom ekspresijom I1L-6 i

CD36 i povezanosti sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj ateroskleroze.

U ovu studiju ukljueno je 95 pacijenata sa indikacijama za koronarnu
angiografiju 1 33 ZI. Nivoi iRNK ispitivanih parametara su odredeni metodom qPCR-a,
koncentracije rezistina ELISA metodom, a subklase lipoproteinskih Cestica

elektroforezom na gradijentu nedenaturiSuceg poliakrilamidnog gela.

Koncentracije rezistina, nivoi iIRNK CAP1 1 CD36 su bili znacajno visi kod svih
grupa pacijenata sa IBS u odnosu na KG (p<0,001; p<0,001; p<0,001, redom). Pacijenti
sa akutnim koronarnim sindromom su imali zna¢ajno viSe koncentracije rezistina u
odnosu na druge grupe pacijenata (Pstabiina angina pektoris=0,028; Poez anginoznin tegoba i znacajne
stenoze=0,003). Nivoi iRNK rezistina se nisu znacajno razlikovali izmedu ispitivanih
grupa. Pacijenti sa sadrzajem malih gustih LDL (mgLDL) cestica >50% su imali
znacajno viSe koncentracije rezistina (p=0,031) i nivoe iRNK rezistina (p=0,004) u
odnosu na pacijente sa sadrzajem mgLDL cestica <50%. Nezavisni prediktori
koncentracija rezistina su bili kreatinin i ukupni holesterol, adjR?=0,298; nivoa iRNK
rezistina dijametar LDL cestica i nivoi iRNK CD36, ade2:0,192; nivoa iRNK CAP1
trigliceridi i nivoi iIRNK CD36, adjR?*=0,352; nivoa iRNK CD36 hsCRP, kreatinin i
nivoi iRNK CAP1, adjR?*=0,505.



U ovoj studiji uoCena je znaCajna povezanost rezistina i IBS, posebno sa
klinickim manifestacijama ove bolesti. Takode, nivoi genske ekspresije CAP1 su bili
poviSeni kod svih grupa pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, Sto ukazuje na
mogucu ulogu CAPI proteina u razvoju ove bolesti, posebno u ranim fazama, pri cemu
rezistin moze snaznije delovati na ¢elije sa prekomernom ekspresijom CAP1 i doprineti

razvoju bolesti.

PoviSene vrednosti rezistina 1 nivoa iRNK rezistina su udruZzene sa
proaterogenim lipidnim statusom, koji se ogleda kroz nize vrednosti HDL-H i kroz vecu
zastupljenost malih gustih LDL Cestica. Takode, ovakav lipidni status moze uticati na
ekspresiju ovog proinflamatornog molekula, obzirom da je pokazano da lipidi kao i
CD36 receptor pokazuju nezavisni uticaj na nivo iRNK rezistina i CAP1 receptora u

mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

CD36 molekul bi, obzirom na uocene razlike, mogao doprineti u evaluaciji
stepena progresije I1BS. Najsnazniji prediktor nivoa iRNK CD36 je upravo CAPI1, §to
znaci da rezistin delujuci na celije sa prekomernom ekspresijom CAP1 moze dovesti do

ushodne regulacije iRNK CD36, na taj nacin doprineti daljem razvoju ateroskleroze.

Kljuéne reci: rezistin, CAP1; CD36; ishemijska bolest srca; male guste LDL
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Abstract

Ischemic heart disease (IHD) is one of the major causes of morbidity and loss of
quality of life across the globe. The pathogenesis of IHD lays in the development of
dyslipidemia, increased proinflammatory processes and consequently atherosclerosis
evolvement and progression. Human resistin is a proinflammatory cytokine, with a
potential role in atherosclerosis and IHD development. However, clinical studies

conducted so far have been inconsistent regarding resistin’s role in IHD.

The aims of this study were to determine resistin mRNA levels and mRNA
levels of resistin receptor, CAP1, in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and
circulating resistin concentrations in IHD patients and healthy subjects (HS), to evaluate
their interconnection and association with gene expression levels of IL-6 and CD36, as

well as their association with lipid and non-lipid atherosclerosis risk factors.

This study included 95 patients requiring coronary angiography and 33 HS.
Circulating resistin was measured by ELISA; PBMC resistin mRNA was determined by
gPCR. LDL and HDL subclasses were determined by gradient gel electrophoresis.

Plasma resistin, CAP1 and CD36 mRNA were significantly higher in all groups
of IHD patients compared to HS (P<0.001; P<0.001; P<0.001, respectively). Acute
coronary syndrome patients had significantly higher plasma resistin compared to other
groups of patients (P=0.028; P=0.003). Resistin mMRNA levels were not significantly
different between any of the investigated groups. Plasma resistin (P=0.031) and resistin
mRNA (P=0.004) were significantly higher in patients with the proportion of sdLDL
particles >50%, compared to the group with the relative proportion of sdLDL particles
<50%. Multiple linear regression analysis identified creatinine and total cholesterol as
independent predictors of plasma resistin (adjR2=0.289); LDL particle diameter and
CD36 mRNA levels of resistin mRNA (adjR2=0.192); TG and CD36 mRNA of CAP1
MRNA (adjR2=0.376); hsCRP, creatinine and CAP1 mRNA levels of CD36 mRNA,
(adjR?=0.505).



A significant association was found between resistin and IHD, especially with
clinical severity of the disease. Gene expression levels of CAP1 have been elevated in
all gropus of IHD patients compared to HS, highlighting the possible role of this
molecule in the disease development, especially in its early stages. Resistin could
actually exert its effect stronger on cells with upregulated CAP1 mRNA and contribute
to atherosclerosis development.

Elevated circulating resistin and resistin  mRNA were associated with
proatherogenic lipid status, reflecting lower HDL-C and higher relative proportion of
small, dense LDL particles. On the other hand, lipids and CD36 scavenger receptor have
shown an independent influence on resistin mRNA levels, which implies that the

presence of proatherogenic lipid status could induce resistin gene expression.

CD36 mRNA could serve as a stratification tool for IHD. The most powerful
statistical predictor of CD36 mRNA levels was CAP1, indicating that resistin acting
upon cell with up-regulated CAP1 gene could lead to upregulation of CD36 mRNA, and

in that way contribute to atherosclerosis development.
Key words: resistin, CAP1, CD36, ischemic heart disease; sdLDL particles
Scientific field: Medical sciences- Pharmacy
Special topic: Medical biochemistry
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Skraéenice u tekstu

KVB-kardiovaskularne bolesti

IBS-Ishemijska bolest srca

LDL-lipoproteini niske gustine

LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine

HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke gustine

NO- azot-monoksid

VCAM-1-adhezioni molekul vakularnih ¢elija 1 (eng. vascular cell adhesion molecule
1)

ICAM-1- intercelularni adhezioni molekul 1 (eng. intercellular adhesion molecule 1)
MCP-1- monocitni hemoatraktantni protein 1 (eng. monocyte chemoattractant protein
1)

CCR2 -monocitni hemokinski receptor 2 (eng. CC chemokine receptor 2)
M-CSF-faktor stimulacije kolonija makrofaga (eng. macrophage colony-stimulating
factor)

SR-receptor Cista¢ (eng. scavenger receptor)

CD36- klaster diferencijacije 36 (eng. cluster of differentiation)

oxLDL- oksidovani LDL

IL-6- interleukin 6

TNFa- faktor nekroze tumora a (eng. tumor necrosis _factor o)

IL1-B- interleukin 13

TH ¢elije- pomoc¢nicke T-Celije (eng. T-helper cells)

VEGF- faktor rasta vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial growth factor)
TGF B- transformisudi faktor rasta B (eng. transforming growth factor p)
MMP-matriks-metaloproteinaze

TF-tkivni faktor

LPL- lipoproteinska lipaza

VLDL- lipoproteini veoma male gustine

MIP1a- makrofagni inflamatorni protein lo

ROS- reaktivne kiseonic¢ne vrste (eng. reactive oxygen species)

MPO- mijeloperoksidaza



SMase- sfingomijelinaza

SPLA2- sekretorna fosfolipaza A2

PDGF- faktor rasta poreklom iz trombocita (eng. platelet derived growth factor)
bFGF- osnovni faktor rasta fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor)
AHA- Americ¢ko udruzenje za srce (eng. American Heart Association)

AKS- akutni koronarni sindrom

SAP-stabilna angina pektoris

AlM-akutni infarkt miokarda

STE-AKS- akutni koronarni sindrom sa ST elevacijom

STEMI-infarkt miokarda sa ST elevacijom

NSTE-AKS- akutni koronarni sindrom bez ST elevacije

NSTEMI-infarkt miokarda bez ST elevacije

hsTn- visoko osetljivi troponin

NAP- nestabilna angina pektoris

HRES- gen za humani rezistin

RELM- molekuli nalik rezistinu (eng. resistin like molecules)

FIZZ- naden u zoni inflamacije (eng. found in inflammatory zone)

NF-kB- nuklearni faktor kB (eng. nuclear factor xB)

LPS- lipopolisaharid

SP- protein specifi¢nosti (eng. specificity protein)

C/EBP2- protein koji se vezuje za pojac¢ivac CCAAT 2 (eng. CCAAT-enhancer-binding
protein 2)

PPAR-y- receptori aktivatora proliferacije peroksizoma y (eng. peroxisome
proliferator-activated receptor y)

DNK- deoksiribonukleinska kiselina

TAF- faktori vezani za TBP (protein koji se vezuje za TATA blok) , (eng. TATA box
binding protein associated factors)

RNK- ribonukleinska kiselina

Z0-1- zonula occludens-1

VLA-4- vrlo kasni antigen 4 (eng. very late antigen 4)

VEGFR- receptor za faktor rasta vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial

growth factor receptors)



ABCAL- ATP-vezujuci kasetni transporter Al (eng. ATP-binding cassette transporter
Al)

ROR1- orfanski receptor nalik tirozin kinazi 1(eng. tyrosine kinase-like orphan receptor
1)

TLR-4- receptor slican Tollu 4 (eng. Toll-like receptor 4)

CAP1- protein udruzen sa adenilat ciklazom 1 (eng. adenylyl cyclase-associated protein
1)

CAMP- cikli¢ni adenozin monofosfat

IRNK- informaciona RNK

SH3 domen- domen Src homologije 3

KG- kontrolna grupa

UH- ukupni holesterol

TG- trigliceridi

ITM- indeks telesne mase

hsCRP -C- reaktivni protein visoke osetljivosti

HOMA IR -homeostazni model procene insulinske rezistencije

EDTA- etilendiaminotetrasiréetna kiselina

HDL- lipoprotein visoke gustine

ELISA- enzimski imunoesej (eng. enzyme linked immunosorbent assay)

BSA- govedi serumski albumin

TMB-3,3,5,5’- tetrametilbenzidin

Kv- koeficijent varijacije

PCR- lancana reakcija polimeraze

gPCR (real-time PCR)- kvantitatvni PCR

Real time PCR- PCR u realnom vremenu

rRNK- ribozomska RNK

cDNK- komplementarna DNK

RT- reverzna transkripcija

dNTP- deoksinukleotid trifosfat

TF kontrola- kontrola bez reverzne transkriptaze (eng. transcriptase free)

NTRT kontrola- kontrola reverzne transkripcije bez matrice (eng. no template reverse

transcription control)



Ct- ciklus praga fluorescencije (eng. cycle threshold)

GAPDH- gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

gDNK- genomska DNK

NTC- negativna kontrola bez matrice (eng. negative template control)
ANOVA-univarijantna analiza varijanse

SP- sistolni krvni pritisak

DP- dijastolni krvni pritisak

ILD- ispod limita detekcije

adjR%- korigovani R? za model

VIF- faktor rasta varijanse

CETP-holesterol-estar transferni protein

apoB-apolipoprotein B

PCSKO- proprotein konvertaza subtilizin/keksin tip 9 (eng. proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9)
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1. Uvod

Kardiovaskularne bolesti (KVB) danas predstavljaju jedan od vode¢ih uzroka
smrtnosti u svetu. Podaci ukazuju da je ¢ak negde oko jedne trec¢ine svih smrti Sirom
sveta uzrokovano kardiovaskularnim bolestima. Ishemijska bolest srca (IBS), kao
najces¢i oblik kardiovaskularnih bolesti, u 2010. godini je bila uzrok preko 7 miliona
smrti $irom sveta, $to predstavlja porast od ¢ak 35% od 1990. godine (1). Ishemijska
bolest srca je najceS¢e posledica stvaranja aterosklerotskih plakova koji ometaju
normalan protok krvi kroz srce 1 dovode do smanjenog dopremanja kiseonika sréanim
misiénim ¢elijama (2). Identifikovani su brojni faktori rizika koji dovode do nastanka
ove bolesti, medu kojima su visoke koncentracije holesterola u lipoproteinima male
gustine (LDL-H) i niske koncentracije holesterola u lipoproteinima visoke gustine
(HDL-H), gojaznost, pusSenje, hipertenzija, sedaterni nacin Zivota, pozitivna porodi¢na
anamneza za ishemijsku bolest srca u ranijem Zzivotnom dobu (pre 55. godine kod
muskaraca; pre 65. godine kod Zena), Secerna bolest, muskarci starosti preko 55 godina i
Zene posle menopauze i starosti preko 65 god, starije Zivotno doba (3). Smatra se da bi
se ucestalost sr¢anih bolesti, mozdanih udara i dijabetesa tip 2 smanjilo za ¢ak 80%
ukoliko bi se resio problem gojaznosti, nezdrave ishrane 1 fizicke neaktivnosti (1).

U osnovi ishemijske bolesti srca nalazi se ateroskleroza. Ateroskleroza
predstavlja multifaktorsko, hroni¢no inflamatorno oboljenje indukovano celijskim i
imunoloskim odgovorom vaskularnog zida na metabolicku povredu (1, 4-7). Tokom
poslednjih godina terapijski ciljevi viSe nisu oslonjeni samo na invazivnu
revaskularizaciju miokarda smanjenjem ili premos$c¢enjem stenoza koje ometaju protok
kroz koronarne arterije, jer najveca opasnost aterosklerotskog plaka zapravo lezi u
njegovom trombogenom potencijalu, a ne samo u stepenu okluzije koju pravi u datom
krvnom sudu (4-6). Pokazalo se da su upravo inflamatorni procesi ti koji determinisu
sudbinu aterosklerotskog plaka, uticu¢i na gotovo sve faze njegovog razvoja, od
njegovog nastanka preko progresije do zapuSenja koronarne arterije i posledi¢nih
klini¢kih manifestacija (4, 5).



1.1. Nastanak i razvoj ateroskleroze

Ateroskleroza je patoloski proces koji zahvata intimu arterija prouzrokujuci
kasnije promene u mediji i adventiciji, Slika 1 (8). Primum movens u nastanku
ateroskleroze je zapravo disfunkcija endotela (9). Naime, histoloski gledano, zidove
arterija Cine tri koncentricno postavljena sloja: unutrasnji omota¢ (tunica intima),
srednji omota¢ (tunica media) i spoljasnji omotaé¢ (tunica adventitia), Slika 1a. Tunicu
intimu ¢ine tri sloja: endotel sastavljen od jednog sloja ¢elija koje nalezu na bazalnu
membranu, subendotel i unutrasnja elasti¢na lamina. Tunica media se sastoji od glatko-
misi¢nih celija, elasti¢nih i kolagenih vlakana koju od adventicije odvaja spoljasna
elasti¢na lamina. Tunica adventitia se sastoji od rastresitog vezivnog tkiva sa kolagenim
vlaknima, mrezom elasti¢nih vlakana, fibroblastima i makrofazima, krvnim sudovima

(vaza vazorum) i nervima (8, 9).

Endotel intime predstavlja dinamicki organ sa kompleksnim metabolickim
sposobnostima i izuzetno vaznom ulogom u regulaciji hemostaze i vaskularnog tonusa,
tj. vaskularne homeostaze (8, 9). OdrZzavanje normalnog vaskularnog tonusa je
omoguceno oslobadanjem nekoliko supstanci iz endotelnih celija koje deluju kao
vazokonstriktori ili vazodilatatori (19). Glavni vazodilatator koga Iuce endotelne celije
krvnih sudova je azot-monoksid (NO), a pored njega znacajnu vazodilatatornu ulogu
imaju i prostaciklin i bradikinin. NO ispoljava i anti-oksidaciona svojstva, inhibira
agregaciju trombocita, adheziju i infiltraciju leukocita i proliferaciju glatko-misi¢nih
¢elija. Sa druge strane, endotelin-1 i angiotenzin Il spadaju u vazokonstriktorne
supstance koje se luce iz endotelnih ¢elija krvih sudova. Obe ove supstance stimuliSu 1
proliferaciju glatko-misi¢nih celija. Angiotenzin II je takode i snazan prooksidans,
deluje proinflamatorno i stimuliSe produkciju endotelina-1 (9, 10). Takode, u
fizioloSkim uslovima, endotelne celije zida krvnih sudova se odupiru adheziji i1

agregaciji leukocita i trombocita i promovisu fibrinolizu (8-10).

Vaskularna homeostaza se odrzava upravo uspostavljanjem ravnoteze izmedu
vazodilatatora i vazokonstriktora, ali 1 protrombotickih 1 antitrombotic¢kih faktora koje
luce endotelne ¢elije zidova krvnih sudova (8). Medutim, pod uticajem odredenih
faktora rizika (hipertenzije, pusenja, nezdrave ishrane, gojaznosti, insulinske rezistencije

ili inflamacije) moze do¢i do ostecenja ili do takozvane rane zapaljenske reakcije



endotela (poznata i kao aktivacija endotela), $to dovodi do promene funkcije endotelnih
¢elija, a samim tim i do narusavanja vaskularne homeostaze (5, 8, 11). Time se inicira
nekoliko procesa koji doprinose razvoju ateroskleroze. Ti procesi ukljucuju adheziju
leukocita, pove¢anu permeabilnost endotela, produkciju brojnih citokina 1 agregaciju

trombocita (8-10).
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Slika 1. Histoloska grada arterija i faze u razvoju ateroskleroze:

a) normalna arterija

b) inicijalne faze u razvoju ateroskleroze
c) progresija lezije

d) ruptura plaka i tromboza®

1 preuzeto iz Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Progress and challenges in translating the biology of
atherosclerosis. Nature 2011;473:317-25.



Endotelne celije arterija, koje se u normalnim uslovima odupiru adheziji
cirkuliSu¢ih leukocita, kada su izlozene iritativnim stimulusima (kao S§to su
dislipidemija, hipertenzija ili inflamacija), eksprimiraju adhezione molekule Koji
omogucavaju prianjanje leukocita za povrSinu endotela (8). Monociti, najbrojnije
inflamatorne c¢elije koje su prisutne u aterosklerotskim plakovima, prianjaju na
disfunkcionalne endotelne ¢éelije vezivanjem za adhezioni molekul vaskularnih ¢elija 1
(VCAM-1, eng. vascular cell adhesion molecule 1), intercelularni adhezioni molekul 1
(ICAM-1, eng. intercellular adhesion molecule 1), endotelni adhezioni molekul
leukocita i selektine (4, 5, 8, 11, 12-14), Slika 2. Ekspresija ovih molekula se indukuje
proinflamatornim citokinima, angiotenzinom Il ili oksidovanim lipoproteinima (5).
Disfunkcionalne endotelne celije lu¢e manje NO, $to zbog smanjene sinteze, Sto zbog

povecanog utroska NO usled reakcije sa slobodnim radikalima (9).

Paralelne promene koje nastaju u permeabilnosti endotela i u sastavu
ekstracelularnog matriksa u subendotelnom prostoru intime omogucavaju ulazak i
zadrzavanje lipoproteinskih Cestica u zidu arterija (8). Ostecene ili aktivirane endotelne
¢elije postaju propustljivije na prvom mestu za LDL Ccestice, koji prolaze iz lumena
krvnog suda u subendotelni prostor intime (4, 8, 9). U slu¢aju dislipidemije, visoke
koncentracije LDL holesterola u krvi omogucavaju povecano zadrzavanje LDL cestica
u subintimi, koje bi u normalnim uslovima bile transportovane kroz intimu i mediju do
vaza vazorum adventicije i limfnih struktura (9). Vezuju¢i se za proteoglikane
subendotelnog prostora intime, LDL cestice postaju podlozne razli¢itim tipovima
hemijske modifikacije: oksidaciji posredovanoj slobodnim radikalima i enzimskoj
modifikaciji posredovanoj razli¢itim enzimima poreklom iz makrofaga ili iz aktiviranih
endotelnih celija, Slika 2 (11, 15, 16). Ovako modifikovani lipoproteini su snazni
hemoatraktanti za leukocite iz krvi, stimuliSu ekspresiju monocitnog hemoatraktantog
proteina 1 (MCP-1, eng. monocyte chemoattractant protein 1) Kkoji se vezuje za
monocitni hemokinski receptor 2 (CCR2, eng. CC chemokine receptor 2),
omogucavaju¢i dodatnu regrutaciju monocita u leziju, dovode do smanjene produkcije
NO, imaju sposobnost da u ovim c¢elijama indukuju ekspresiju razli¢itih gena 1 da

stimulis$u dodatnu inflamaciju endotela i subintime (7, 9, 11, 15, 16).

Adherirani monociti pod dejstvom hemoatraktanata prelaze u subendotelni

prostor intime, nakon ¢ega dolazi do njihovog sazrevanja u makrofage pod dejstvom



faktora stimulacije kolonija makrofaga (M-CSF, eng. macrophage colony-stimulating
factor), Slika 2 (5, 9, 11, 12, 18, 19). Tokom sazrevanja makrofage na svojoj membrani
eksprimiraju razliite receptore CistaGe (eng. scavenger receptors (SR): SR A, B1,
CD36 (klaster diferencijacije 36, eng. cluster of differentiation 36), CD68 i receptor
Cista¢ za fosfatidilserin) koji omogucavaju vezivanje i internalizuju brojnih liganada,
ukljuujuéi 1 modifikovane lipoproteinske Cestice, nativne lipoproteine i anjonske
fosfolipide (4, 20). Ulazak oksidovanog LDL-a (oxLDL) dovodi do ushodne regulacije
brojnih proinflamatornih citokina, interleukina 6 (IL-6), faktora nekroze tumora o
(TNFa), interleukina 1 (IL1-B), ali i receptora Cistaca u makrofagama, ¢ime se dalje
stimuliSu pomenuti procesi (7, 11, 17). Na ovaj nac¢in dolazi do masivne akumulacije
intracelularnog holesterola i stvaranja tzv. penastih ¢elija. lako penaste ¢elije poseduju
manje proinflamatoran fenotip od makrofaga, lu¢enjem citokina stimuliSu procese koji
doprinose daljem razvoju plaka (21). Vazno je napomenuti da pored makrofaga,
klasi¢nih ¢elija urodenog imuniteta, aterosklerotski plak sadrzi i manju populaciju T-
limfocita. Ove celije steCenog imuniteta imaju odlucujuc¢u “dirigentsku” ulogu u
regulaciji funkcije brojnijih makrofaga (4, 5, 21, 23-26). Smatra se da podtipovi
pomo¢nickih T-¢elija (TH celije, eng. T-helper cells), TH-1 i TH-17 imaju proaterogena
dejstva, dok TH-2 i regulatorne TH celije imaju antiaterogena dejstva. TH-1 ¢elije
luceci interferon y 1 TNFa aktiviraju makrofage 1 doprinose inflamaciji, a luCenjem
faktora rasta vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF) i u
angiogenezi (9, 21). Regulatorne TH ¢elije luceéi transformisuéi faktor rasta § (TGF j,

eng. transforming growth factor f5) ispoljavaju antiinflamatorna svojstva (21).

Makrofage dalje proliferiSu u subendotelnoj intimi, 1 doprinose odrZavanju 1
povecanju inflamacije i endotelnoj disfunkciji, tako $to lu¢e nekoliko faktora rasta i
citokina, Slika 2 (4, 5, 22). Progresija lezije ukljuc¢uje migraciju i proliferaciju glatko-
miSi¢nih celija medije 1 intime, stimulisanu inflamacijom endotela 1 subintime, i
povecanu sintezu molekula kolagena, elastina i proteoglikana koji ¢ine ekstracelularni
matriks (9). Makrofage luc¢e i enzime koji razlazu ekstracelularni matriks arterija,
matriks-metaloproteinaze (MMP). Ovi enzimi razgraduju unutrasnju i spoljasnju
elasticnu laminu, §to omogucava migraciju glatko-miSi¢nih celija, uz istovremenu
stimulaciju proliferacije 1 angiogeneze medije i adventicije. Ovi procesi su

potpomognuti brojnim citokinima i faktorima rasta, ukljucujudéi i faktor rasta poreklom



iz trombocita (eng. platelet derived growth factor, PDGF), osnovni faktor rasta
fibroblasta (eng. basic fibroblast growth factor, bFGF) i TGFB (9). Aktivirane
makrofage luce i tkivni faktor (TF) i direktno stimuliu trombozu (4, 5, 22). Penaste
¢elije 1 glatko-misSi¢ne Celije ¢e se zadrzavati u subintimi kao depoi holesterola sve dok
ne dode do njihove apoptoze i oslobadanja lipida u ekstracelularni prostor subintime,
¢ime se omogucava formiranje acelularnih naslaga lipida i ostataka celija, koje se
nagomilavaju u centralnom regionu plaka i ¢ine njegovo lipidno, tj. nekroti¢no jezgro.
U kasnijim stadijumima razvoja plaka, moze se uoditi i prisustvo kristala holesterola i
proliferacija vaza vazoruma od adventicije ka plaku, Slika 1c i 1d, (8, 9). Na mestima
gde novonastala cirkulacija ulazi u plak dolazi do nagomilavanja makrofaga, T-
limfocita i eritrocita. Kako lezija napreduje, moze doci i do gubitka endotela, pri ¢emu
dolazi do taloZenja i aktivacije trombocita na mestima oSteenja, ¢ime se inicira

stvaranje tromba (9).
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Slika 2. Molekularni mehanizmi nastanka ateroskleroze?

2 Preuzeto sa sajta https://www.giagen.com/tw/shop/genes-and-pathways/pathway-details/?pwid=267;
29.9.2017.

LPL- lipoproteinska lipaza; vLDL lipoproteini veoma male gustine; LDL-lipoproteini niske gustine;
MIPla -makrofagni inflamatorni protein 1o, ROS-reaktivne kiseonicne vrste; MPO-mijeloperoksidaza;
SMase-sfingomijelinaza; sPLA2-sekretorna fosfolipaza A2; VCAM-1-adhezioni molekul vakularnih éelija
1; MCP-1 monocitni hemoatraktantni proteina 1; ICAM-1-intracelularni adhezioni molekul 1; m-CSF-
faktor stimulacije kolonija makrofaga; SR-receptor cistac; CD- klaster diferencijacije; TNFa-faktor
nekroze tumora o, IL1-p-interleukin 1f
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Histopatoloski, lezije koje nastaju u vaskularnom zidu se mogu svrstati u
nekoliko stadijuma. Najranija vaskularna promena je zadebljanje subendotela intime
[lezija tip | prema Americkom udruzenju za srce (AHA, eng. American Heart
Association)], koje se sastoji od slojeva fizioloski nagomilanih glatko-misi¢nih ¢elija i
ekstracelularnog matriksa (4, 27, 28). Najranijom aterosklerotskom lezijom se smatra
AHA lezija tip II, takozvane masne pruge, koju ¢ine nagomilane penaste ¢elije prozete
glatko-mi$i¢nim ¢elijama i proteoglikanima intime Krvnog suda (4, 29, 30). Vazno je
istaci da je na ovom nivou proces ateroskleroze reverzibilan (4, 31, 32). Ukoliko se ne
otklone faktori rizika koji su doprineli stvaranju AHA lezije tip Il, dolazi do daljeg
razvoja plaka, $to vodi nastanku progresivnih aterosklerotskih lezija (33). Prelaz iz ranih
lezija u kompleksni plak zavisi od zacaranog inflamatornog kruga aktivacije T celija 1
makrofaga, Sto za posledicu ima i aktivaciju migracije glatko-misi¢nih Celija, dodatno
formiranje penastih ¢elija i produkciju ekstracelularnog matriksa koji kasnije formira
fibroznu kapu preko plaka. Na taj nadin nastaje patolosSko zadebljanje intime-medije
krvnog suda (AHA lezija tip I11). Ova lezija se primarno sastoji od sloja glatko-miSi¢nih
¢elija, matriksa sacinjenog od proteoglikana i kolagena, oivi¢enog slojem lipida.
Dodatna karakteristika ovih lezija je i nagomilavanje makrofaga sa luminalne strane
lezije (4, 17). Fibroateromi predstavljaju AHA leziju tip IV. Ovu leziju karakterise
prisustvo nekroticnog jezgra, saCinjenog od ostataka penastih Celija poreklom od
makrofaga i glatko-misi¢nih ¢elija. Jezgro je oiviceno debelom fibroznom kapom koju
¢ine glatko-misiénie ¢Celije, proteoglikani i kolagen. Fibrozna kapa je izuzetno vazna jer
odrzava leziju stabilnom (4, 34). Napredovanjem lezije nastaje ili progresivno suzenje
lumena koronarne arterije, ili mnogo opasnije vunerabilne, nestabilne aterosklerotske
plo¢ice (veliko lipidno jezgro odvojeno od lumena arterije tankom destabilizovanom
fibroznom kapom). Naime, fibrozna kapa moze pre¢i u kalcifikovanu kapu ili od
fibroateroma moze nastati fibroskleroti¢na ploca. Ovakve lezije su stabilne i mogu
suzavati lumen krvnog suda preko 75%, §to se klinicki moZe manifestovati kao stabilna
angina pektoris (9). Sa druge strane, pod uticajem proinflamatornih faktora i matriks
metaloproteinaza moze doc¢i do degradacije fibrozne kape, i do stvaranja fibroateroma
sa tankom fibroznom kapom, koju ¢ine samo molekuli kolagena sa pokojom glatko-
misi¢nom celijom (4, 33, 34). Ovakva aterosklerotska lezija predstavlja nestabilan

aterosklerotski plak, koji je posebno opasan jer je podlozan eroziji, fisuri ili rupturi.



Ruptura plaka, fisure i povrsne erozije plaka su direktni trombogeni stimulusi. Ove
promene izazivaju adheziju i agregaciju trombocita Sto vodi nastanku luminalne
tromboze, odnosno do klini¢ke manifestacije akutnog koronarnog sindroma (AKS) (4,
6, 9, 35). Ukoliko su defekti fibrozne kape udruzeni sa neopstruktivnom i nestabilnom
trombozom, nastaje klinicka manifestacija nestabilne angine pektoris ili akutni infarkt
miokarda bez ST-elevacije. Ukoliko su udruzeni sa opstruktivnom i stabilnom
trombozom, nastaje klinicka manifestacija akutnog infarkta miokarda sa ST elevacijom
(9). Takode u razli¢itim tipovima AKS i sastav tromba se razlikuje: dok je u AKS sa ST
elevacijom bogat fibrinom i najée$¢e potpuno okluzivan, u AKS bez ST elevacije je
delimicno ili interminentno okluzivan i ¢ine ga uglavnom trombociti (3). Na Slici 3.

prikazana je Sema nastanka i razvoja aterosklerotskog plaka.
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Slika 3. Nastanak i razvoj aterosklerotskog plaka®

3 Preuzeto sa sajta WWW.myvmc.com
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1.2. Klini¢ke manifestacije ishemijske bolesti srca

U zavisnosti od stadijuma razvoja i stabilnosti aterosklerotskog plaka i klinicke
manifestacije ishemijske bolesti srca se razlikuju, i krecu se od stabilne angine pektoris
(SAP) do AKS, koji obuhvata nestabilnu anginu pektoris (NSP), akutni infarkt

miokarda (AIM) sa i bez ST elevacije i iznenadnu sréanu smrt (1).

Stabilna angina pektoris je klinicki sindrom koji se karakteriSe bolom ili
nelagodno$éu u grudima, izazvan fizi€ckim naporom ili emocionalnim stresom, koji
prolazi posle nekoliko minuta odmora ili posle sublingvalno datog nitroglicerina.
Simptomi su prouzrokovani ishemijom miokarda bez pratece nekroze kardiomiocita,
koja najceS¢e nastaje kao posledica aterosklerotskih promena na sréanim krvnim

sudovima (36).

Akutni infarkt miokarda je univerzalno definisan kao nekroza kardiomiocita
pracena klinickom slikom koja odgovara akutnoj ishemiji miokarda. Da bi se postavila
dijagnoza akutnog IM, neophodno je da bude zadovoljeno nekoliko kriterijuma, Kkoji
podrazumevaju povecanje ili smanjenje odgovarajuéeg sréanog biomarkera, na prvom
mestu troponina visoke osetljivosti (hsT), pri ¢emu se bar jedna vrednost merenja hsT
nalazi iznad vrednosti 99-og percentila zdrave populacije i jedan od sledecih

Kriterijuma:

1. Prisutni simptomi ishemije.

2. Novonastala znacajna promena u ST-T segmentu ili blok leve grane na 12-
kanalnom nalazu EKG-u.

3. Prisustvo patoloskih Q talasa na nalazu EKG-u.

4. Dokaz na osnovu imidzing tehnika o gubitku vijabilnog miokarda ili segmentna
abnormalnost u pokretima sr¢anog zida.

5. Intrakoronarni tromb detektovan angiografijom ili autopsijom.

AKS je manifestacija ateroskleroze kojoj obi¢no prethodi akutna tromboza
izazvana rupturom ili erozijom aterosklerotskog plaka, sa ili bez pratece
vazokonstrikcije, uzrokujuci iznenadno i kriticno smanjenje u koronarnom protoku.
Glavni simptom koji ukazuje na dijagnozu AKS je bol u grudima. Na osnovu nalaza
EKG-a, razlikuju se dve kategorije pacijenata (3, 37, 38).
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U prvu kategoriju spadaju pacijenti sa tipi¢nim akutnim bolom u grudima i
perzistentnom (> 20 minuta) elevacijom ST segmenta- AKS sa ST elevacijom (STE-
AKS), koja nastaje kao posledica akutne totalne okluzije koronarne arterije. Kada dode
do nekroze kardiomiocita, razvija se infarkt miokarda sa ST elevacijom (STEMI) (3,
38).

U drugu kategoriju spadaju bolesnici sa akutnim bolom u grudima, ali bez
perzistentne elevacije ST segmenta (NSTE-AKS). Na nalazima EKG moze se videti
depresija ST segmenta ili inverzija T talasa, aplatirani T talasi, ili EKG nalaz mozZe biti
normalan. Klini¢ka slika ovih pacijenata varira od asimptomatske prezentacije do
ishemije, elektricne ili hemodinamske nestabilnosti ili sr¢anog zastoja. Diferencijalna
dijagnoza AKS bez ST elevacije (NSTE-AKS) bazira se na merenju hsTn-1. Ukoliko
vrednost hsTn-I prelazi vrednost 99 percentila zdrave populacije, $to ukazuje da je doslo
do nekroze kardiomiocita, to stanje se kvalifikuje kao infarkt miokarda bez ST elevacije
(NSTEMI). Ukoliko vrednosti hsTn-1 ne prelaze vrednost 99 percentila zdrave
populacije, postavlja se dijagnoza nestabilne angine pektoris (NAP), koju odlikuje
ishemija miokarda ali bez celijske nekroze koja se javlja u mirovanju ili pri

minimalnom fizickom naporu (3, 37).

| pored identifikovanih brojnih faktora rizika za razvoj IBS i napretka koji je
ostvaren u dijagnosti¢kim metodama, porast smrtnosti od 35% koju uzrokuje ISB u
novijem dobu ukazuju na veliku potrebu za boljim razumevanjem patofizioloSkih
mehanizama koji doprinose razvoju ove bolesti. Stoga, javlja se i potreba za
identifikovanjem i evaluacijom novih biomarkera koji bi omogudili pouzdaniju i
dijagnozu i prognozu bolesti, ali i posluzili kao potencijalni terapijski cilj. Zbog toga sto
je generalno misljenje strucne javnosti da je jedan od najbitnijih faktora koji doprinosi
razvoju IBS i koji odreduje klini¢ki ishod bolesti upravo njena proinflamatorna
komponenta, ovo istraZivanje je bilo usmereno ka evaluaciji uloge proinflamatornog

citokina, rezistina, u razvoju ISB.

1.3. Reazistin

Rezistin je protein prvobitno otkriven 2001. godine, koriS¢enjem skrininga za

.....
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antidijabeticnih lekova, tiazolidindiona. Naziv je dobio upravo prema svojoj
sposobnosti da se ’odupire’ dejstvu insulina (eng. resistance to insulin) (39). Naime,
rezistin je izdvojen kao jedan do najznacajnijih adipokina koji reguliSu funkciju
insulina, doprinoseci razvoju insulinske rezistencije 1 dijabetesa tip 2 kod miseva i koji
predstavlja vezu izmedu gojaznosti i razvoja ovih patoloskih stanja (39, 40). lako se
smatralo da je humani rezistin ukljucen u iste patofizioloske procese, istrazivanja kod
ljudi su pokazala da zapravo ne postoji direktna veza izmedu humanog rezistina i
razvoja insulinske rezistencije (41-45), i da se i po mestu luéenja i po funkcijama
znacajno razlikuje od miSijeg proteina (46-49). Humani rezistin je peptid relativne
molekulske mase 12.500, ¢ija je sekvenca, koja se sastoji od 108 amino-Kkiselina,
kodirana genom za humani rezistin (HRES) lociranim na hromozomu 19. On pripada
familiji sekretornih proteina bogatih cisteinom, takozvanoj RELM (molekuli nalik
rezistinu, eng.resistin like molekuls) ili FIZZ (naden u zoni inflamacije, eng. found in
inflammatory zone) familiji, koji imaju znac¢ajnu ulogu u inflamatornim procesima (46,
47). U humanom serumu, rezistin cirkuliSe u formi multimernih kompleksa, trimera i
heksamera, prosecne koncentracije izmedu 7 i 22 pg/L. lako pokazuje 55% homologije
znaajno razlikuju, S$to ukazuje na postojanje drugacijih mehanizama kako
transkripcione regulacije tako i tkivne distribucije i funkcije (46, 50). Za razliku od
miSeva, gde se rezistin sintetiSe 1 sekretuje iz adipocita (39), humani rezistin se sintetiSe
i sekretuje iz mononuklearnih ¢éelija periferne krvi, makrofaga i ¢elija koStane srzi (47).
Shodno tome, ispitivanja funkcije humanog rezistina su pokazala da je humani rezistin
zapravo proinflamatorni citokin. Humani rezistin dovodi do poveéanog lucenja drugih
proinflamatornih citokina kao §to su IL-6, TNF-a i IL-1B putem nuklearnog faktora kB
(NF-xB, eng. nuclear factor xB), stimuliSuci translokaciju obe subjedinice NF-kB, p50 i
p65, u nukleus u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi 1 u Celijama sinovijalne
tecnosti bolesnika sa reumatoidnim artritisom (48, 49). Takode uoceno je da rezistin
povecava i sopstvenu sintezu efektom pozitivne povratne sprege. Proinflamatorni efekti
rezistina su potvrdeni in vivo intratekalnom administracijom humanog rezistina u
zglobove miSeva $to je indukovalo artritis kod zivotinja. Sa druge strane, pokazano je da
davanje IL-6, TNF-o i IL-1p kao i lipopolisaharida (LPS-a) dovodi do povecane

transkripcije HRES-a u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (49), sto ukazuje na
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kompleksni medusobni odnos pomenutih proinflamatornih citokina koji omogucava ne
samo nastanak ve¢ i progresiju inflamacije.

Klinicke studije su pokazale da je humani rezistin u vezi sa hroni¢nom,
supklini¢kom inflamacijom koja prati gojaznost. Ono S§to predstavlja izvor rezistina u
adipoznom tkivu gojaznih osoba zapravo jeste stromalna vaskularna frakcija adipoznog
tkiva, tj. makrofage koje se infiltriraju u adipozno tkivo, a ne sami adipociti. Znacaj
humanog rezistina u nastanku insulinske rezistencije i dijabetesa tip 2 se moze ogledati
ne u direktnoj modulaciji dejstva insulina ve¢ u proinflamatornoj komponenti kojoj

doprinosi ovaj protein (51).

Transkripciona regulacija HRES-a nije do kraja razjasnjena. Genska ekspresija
misijeg rezistina je ushodno regulisana direktnim vezivanjem C/EBP2 (protein koji se
vezuje za pojacivaé CCAAT 2, eng. CCAAT-enhancer-binding protein 2) dok je
nishodna regulacija posredovana vezivanjem PPAR-y (receptori aktivatora proliferacije
peroksizoma vy, eng. peroxisome proliferator-activated receptor y) za promotorski
region (46). Medutim, drugi transkripcioni faktori ucestvuju u kontroli ekspresije
HRES-a. Ono $to je specifi¢no za promotorski deo HRES-a jeste odsustvo TATA bloka,
Sto ukazuje na mogucénost da se regulacija ekspresije ovog gena sprovodi preko tzv.
“promotora inicijatora” (52). “Promotori inicijatori” pripadaju tzv. faktorima sli¢nim
proteinima specifi¢nosti (eng. specificity protein (SP) like faktors), koji omogucéavaju
regrutaciju ostale transkripcione masinerije, tako Sto se vezuju za GC-bogate domene
sekvenci DNK, olaksavajuci vezivanje transkripcionog faktora IID preko TAF-a [faktori
vezani za TBP (protein koji se vezuje za element TATA), eng. TATA box binding
protein associated factors)] za promotor, koji dalje regrutuju transkripcioni aparat RNK
polimeraze II. Naime, pokazano je da pored postojanja brojnih vezujuéih sekvenci za
razliCite transkripcione faktore u promotorskom regionu HRES-a, SP1 transkripcioni
faktor ima glavnu ulogu u regulaciji njegove transkripcije: direktnim vezivanjem SP1 za
promotor HRES-a dolazi do povecéane transkripcije gena u U937 ¢elijskoj liniji humanih
monocita. Takode, iako ne postoji direktna interakcija izmedu promotora HRES-a i
PPAR-y, pokazano je da PPAR-y vezivanjem za SP1 transkripcioni faktor u dimerski
kompleks, moZe onemoguciti njegovo vezivanje za promotorski region i tako dovesti do
nishodne regulacije HRES-a (52), sto ukazuje na kompleksnu regulaciju ekspresije ovog

gena uz ucestvovanje razli€itih transkripcionih faktora.
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1.4. Rezistin i ateroskleroza

Brojna istrazivanja su se bavila ispitivanjem efekata rezistina na in vitro
modelima humanih endotelnih ¢elija vaskularnog zida, vaskularnih glatko-misi¢nih
¢elija i monocita ili makrofaga kao glavnih predstavnika ¢elija imunskog sistema koje
¢ine aterosklerotski plak. Ako bi se rezultati ovih studija sumirali, moglo bi se re¢i da
humani rezistin doprinosi svim fazama razvoja aterosklerotske lezije, od inicijalne
promene permeabilnosti endotela krvih sudova do destabilizacije plaka, Slika 4 (53-63).
Naime, pokazano je da rezistin dovodi do smanjene i genske i proteinske ekspresije
proteina ZO-1 (zonula occludens-1) i okludina koji ¢ine ¢vrste spojnice endotelnih
¢elija, povecavajuéi time njihovu permeabilnost (53). Ekspresija i funkcija azot-oksid
sintaze, koja predstavlja bitan faktor u kontroli vaskularnog tonusa i procesa
revaskularizacije se takode smanjuje pod dejstvom rezistina na ove ¢elije (54). Rezistin
dovodi do povecane ekspresije endotelina-1, VCAM-1, ICAM-1 i MCP-1 u
vaskularnim endotelnim celijama (55, 56) i vrlo kasnog antigena 4 (VLA-4, eng. very
late antigen) na monocitima (57), stimuliSu¢i time procese adhezije i infiltracije
monocita. Takode na istom ¢elijskom modelu je uo¢eno povecanje ekspresije receptora
za faktor rasta vaskularnog endotela (VEGFR-1 i VEGFR-2, eng. vascular endothelial
growth factor receptors) i MMP-1 i MMP-2 pod dejstvom rezistina, ¢ime se stimuliSe
proces angiogeneze (58).

Delujuéi na humane makrofage, rezistin dovodi do povecane akumulacije lipida
u ovim ¢elijama (59, 60), tako Sto stimuliSe i gensku i proteinsku ekspresiju CD36 (60,
61) i SR-A receptora Cistaca, a smanjuje proteinsku ekspresiju ABCA1 (ATP-vezujuci
kasetni transporter Al, eng. ATP-binding cassette transporter Al) transportera,
doprinoseci tako stvaranju penastih ¢elija (61).

Rezistin poseduje i hemoatraktivna svojstva prema CD4+ limfocitima (62), ¢ija
migracija u aterosklerotski plak predstavlja vazan korak u razvoju aterosklerotske lezije,
jer se one u subendotelnom prostoru diferenciraju u TH-1 ¢celije, 1 luceci
proinflamatorne citokine diriguju aktivacijom ostalih ¢elija prisutnih u leziji (23, 62).

Proinflamatorni i proaterogeni efekti rezistina su potvrdeni iv vivo studijom gde

je uoceno da humani rezistin povecava vaskularnu inflamaciju i akumulaciju makrofaga
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u zidu krvnih sudova zeceva, i da deluje kao hemoatraktant na monocite, doprinose¢i ne
samo rastu plaka vec¢ i njegovoj destabilizaciji (57).

I konac¢no, imunohistohemijska ispitivanja humanih krvnih sudova su pokazala
da je rezistin prisutan u krvnim sudovima sa patoloskim aterosklerotskim promenama, a
da ga u zdravim krvnim sudovima nema. Utvrdeno je da su upravo makrofage koje
infiltriraju aterosklerotske lezije najveci izvor rezistina u ateromima, i da on utie ne

samo na funkciju endotelnih ¢elija ve¢ i na migraciju glatko-misi¢nih ¢elija (63).

Takode, pored ovih dejstava, utvrdeno je da humani rezistin stimuliSe i sintezu i
sekreciju veceg broja lipoproteinskih Cestica i da ometa njihovo preuzimanje iz
cirkulacije i metabolizam u humanim hepatocitima (64, 65), doprinose¢i na taj na¢in
razvoju dislipidemije, kao jednog od glavnih predisponiraju¢ih faktora za razvoj

ateroskleroze (1, 4-7).

Y NO VCAM-1 AVEGFR-1i PLas
) ICAM-1 VEGFR-2, CD36
T permeabilnost | njcp-1 MMP-1 - ' SR-A
endotela MMP-2 g,. : V ABCA1
— 470 IL-1p
:’ L. TNF-(I
" monociti/makrofage| | _g

T w Rezistin

endotelne hemotaksa
éelije

1‘ migracija Celija L
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T Rast plaka
Destabilizacija plaka

glatko-misSi¢ne
celije

Slika 4. Proaterogeni efekti rezistina
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1.5. Protein udruzen sa adenilat ciklazom 1- CAP1

Pored svih nabrojanih efekata rezistina na in-vitro i in-vivo modelima,

donedavno nije dat odgovor na pitanje koji receptor bi mogao da sprovodi signale ovog

.....

.....

orphan receptor 1), i TLR-4 (receptor slican Tollu 4, eng. Toll like receptor 4), dokazi
da su ovo pravi receptori za humani rezistin su izostali. Najadekvatniji kandidat za ovu
funkciju, TLR-4, koji vezivanjem za ligande aktivira NF-kB put, je ostao u senci jer do
danas ne postoji dokaz o direktnoj interakciji rezistina i ovog proteina, niti potvrda u
vidu biohemijskog testa vezivanja ova dva proteina (51, 66). Lee i saradnici su 2014.
godine objavili rezultate svojih eksperimenata u cilju identifikovanja receptora za
humani rezistin i predlozili protein udruzen sa adenilat ciklazom 1 (eng. adenylyl
cyclase-associated protein 1, CAP1) kao pravi (eng. bona fide) receptor za humani
rezistin (66). Familija CAP proteina obuhvata multifunkcionalne proteine koji uéestvuju
u povezivanju Celijske signalizacije sa polimerizacijom aktina, i imaju fundamentalnu
ulogu u organizaciji Celijskog citoskeleta i ¢elijskom rastu. CAP1 je evolutivno visoko
ocuvani protein koji ima sposobnost da vezuje aktin (67), i ubikvitarno je eksprimiran u
humanim c¢elijama (67-69). Najveca ekspresija se uo¢ava u mononuklearnim c¢elijama
periferne krvi i celijama koStane srzi, gde se ovaj protein nalazi lociran uz plazma
membranu (69). Iako je pokazano da povecanjem koncentracija rezistina u medijumu
dolazi do povecane translokacije CAP1 proteina iz citoplazme uz plazma membranu
(66), i dalje nije utvrdeno kojim mehanizmima rezistin ulazi u éeliju gde se moze vezati
za CAP1, obzirom da je CAP1 intracelularni protein. Smatra se da CAP proteini mogu
imati klju¢nu ulogu u procesima endocitoze, jer je uoceno da su ovi proteini prisutni
upravo na mestima gde se deSava znacajan rearanzman aktinskih filamenata tokom
ovog procesa (67), tako da jedan od mogucih nacdina ulaska rezistina u celije moze
takode biti vezan za CAP proteine. Vezivanje rezistina za CAP1 dovodi do aktivacije
adenilat ciklaze i1 povecane produkcije cikliénog adenozin monofosfata (cAMP) koji
aktivira signalni put protein kinaze A i NF-kB-a dovode¢i do povecane produkcije
IRNK i proteina IL-6, TNF-a and IL-1p (Slika 5).
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Slika 5. Mehanizam dejstva rezistina preko CAP1 receptora

CAP1 se sastoji od tri funkcionalno i strukturno razli¢ita domena (67). Visoko
ocuvani karboksi-terminalni domen se vezuje za monomer aktina i neophodan je za
odrzavanje normalne celijske morfologije. Centralno locirani domen bogat prolinom
intereaguje sa domenima Src homologije 3 (SH3 domeni) specifi¢nih proteina (70, 71).
Amino-terminalni domen interaguje sa adenilat ciklazom (66). Pokazano je da se
humani rezistin vezuje za CAP1 preko centralnog domena bogatog prolinom (Slika 6),
dok je amino-terminalni domen neophodan za sprovodenje signala (66). Takode, jo$
jednom je potvrdeno da rezistin poseduje hemoatraktantna svojstva prema monocitima,

a klju¢nu ulogu u ovom procesu ima karboksi-terminalni domen CAP1 proteina (66).
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Slika 6. Vezivanje rezistin trimera (sive, plave i narandZaste trake) za

SH3 vezujuéi domen CAP1 receptora (tamno zelene trake)*

4 Preuzeto iz Lee S, Lee HC, Kwon YW, Lee SE, Cho Y, Kim J, Lee S, Kim JY, Lee J, Yang HM,
Mook-Jung I, Nam KY, Chung J, Lazar MA, Kim HS. Adenylyl cyclase-associated protein 1 is a receptor

for human resistin and mediates inflammatory actions of human monocytes. Cell Metab, 2014;19:484-97.
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1.6. Znacaj ispitivanja rezistina u ishemijskoj bolesti srca

Na osnovu opisanih in vitro i in vivo eksperimenata, koji su pokazali da humani
rezistin poseduje znacajna proinflamatorna i proaterogena svojstva (53-63), moze se
zakljuciti da ovaj protein ima veliki potencijal da u humanom organizmu svojim
efektima doprinese razvoju ateroskleroze. Kako u osnovi patogeneze ishemijske bolesti
srca leze dislipidemija, povecana inflamacija i posledi¢no progresija ateroskleroze (1-
11), brojne klinicke studije su se bavile ispitivanjem veze humanog rezistina i
ishemijske bolesti srca. Medutim, rezultati dosadasnjih istrazivanja nisu u potpunosti
konzistentni. Jedan broj studija ukazuje na postojanje veze izmedu koncentracije
rezistina u plazmi kako sa prisustvom, tako i sa stadijumima ishemijske bolesti srca (58,
72, 73), dok je u drugim studijama ova veza izgubljena nakon korigovanja za
tradicionalne faktore rizika (74). Sa druge strane, pokazano je da je koncentracija
rezistina u krvi povecana kod pacijenata sa nestabilnom anginom pektoris u odnosu na
pacijente sa stabilnom anginom pektoris. Takode, utvrdeno je da u AKS dolazi do
povecanja cirkuliSuceg rezistina, $to moze predstavljati marker sr¢ane ishemije (75-78).
Medutim, do sada nije pokazano koje ¢elije mogu predstavljati izvor rezistina u klinicki
stabilnoj ishemijskoj bolesti srca i u akuthom koronarnom sindromu. Najnovija meta-
analiza je pruzila dovoljno dokaza za povezanost visoke koncentracije rezistina u
plazmi i1 povecanog rizika za kardiovaskularni mortalitet, ali ta¢na uloga rezistina u

patofiziologiji ishemijske bolesti srca i dalje nije u potpunosti jasna (79).

lako je pokazano da su koncentracije rezistina u plazmi u pozitivnoj korelaciji sa
ekspresijom rezistina u mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi, u kojima se primarno
sintetiSe (80), ekspresija rezistina u ovim ¢elijama jo$ uvek nije ispitana kod pacijenata
sa ishemijskom bolesti srca. Nivoi novootkrivenog receptora za rezistin, CAP1, nisu do
sada opisani kod pacijenata sa ishemijskom bolesti srca, niti je CAP1 ikada ispitivan u

klini¢kim studijama u kontekstu receptora za rezistin.

Obzirom da rezultati klini¢kih studija nisu do kraja konzistentni, i da ni genska
ekspresija rezistina ni njegovog receptora do sada nisu opisani kod pacijenata sa
ishemijskom bolesti srca, odredivanje nivoa njihove iIRNA bi doprinelo boljem

razumevanju uloge rezistina u aterosklerozi i ishemijskoj bolesti srca.
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2. Cilj

Kako bi se doprinelo boljem razumevanju uloge rezistina i njegovog receptora u

ishemijskoj bolesti srca, postavljeni su slede¢i ciljevi istrazivanja:

Odrediti nivoe iRNK rezistina i CAP1 u mononuklearnim ¢elijama periferne
krvi kao i koncentraciju rezistina u krvi pacijenata sa ishemijskom bolesti srca i
utvrditi razlike u odnosu na zdrave ispitanike

Ispitati povezanost nivoa iRNK rezistina i CAP1 u mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi i rezistina u krvi sa stepenom ozbiljnosti ishemijske bolesti srca,
kako prema angiografski utvrdenom kriterijumu prisustva ili odsustva znacajne
stenoze, tako i prema klini¢koj manifestaciji bolesti

Ispitati povezanost nivoa iIRNK CAPL, iRNK rezistina i rezistina u plazmi kod
pacijenata sa ishemijskom bolesti srca i zdravih ispitanika

Ispitati povezanost nivoa iRNK CAP1, iRNK rezistina i rezistina u plazmi sa
tradicionalnim faktorima rizika za razvoj ateroskleroze kao i sa novijim
faktorima rizika, markerima inflamacije i procentom zastupljenosti malih, gustih
LDL cestica, kod pacijenata sa ishemijskom bolesti srca i zdravih ispitanika
Ispitati povezanost nivoa iRNK CAP1, iRNK rezistina i rezistina u plazmi sa
nivoima iIRNK CD36 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi kod pacijenata

sa ishemijskom bolesti srca i zdravih ispitanika.

20



3. Materijal i metode

3.1. Ispitanici

Ovo istrazivanje, koje je dizajnirano kao opservaciona studija, odnosno studija
slu¢ajeva 1 kontrola, obuhvatilo je 95 pacijenata (49 muskarca i 46 zene) sa
indikacijama za selektivnu koronarnu angiografiju koji su primljeni na le¢enje na
>’Institut za Kardiovaskularne bolesti Klini¢kog centra Srbije’” u periodu od 2011-2012.
godine. Indikacije za selektivnu koronarnu angiografiju su bile: stabilna angina pektoris,
nestabilna angina pektoris, sumnja na ishemiju posle revaskularizacije miokarda,
procena rizika nakon AIM, atipi¢an bol u grudima sa pozitivnom anamnezom za KVB u
porodici, sréana insuficijencija, valvulopatija, nespecifi¢ni simptomi (astenija, sinkopa i
dispnea) (3, 36-38). Postupkom selektivne koronarne angiografije utvrdeno je prisustvo,
stepen ili odsustvo znacajne stenoze koronarnih arterija na osnovu maksimalnog suzenja
lumena krvnog suda procenjenog vizuelnom analizom, pri ¢emu je klini¢ki znac¢ajnom
stenozom smatrano suzenje lumena viSe od 50% u bar jednoj glavnoj koronarnoj arteriji
(desnoj koronarnoj arteriji, levoj prednjoj descedentnoj arteriji ili cirkumfleksnoj
arteriji) (81). Na osnovu nalaza koronarografije, utvrdeno je da 42 pacijenta nisu imali
ZnaCajnu stenozu, dok su 53 pacijenta imali znacajnu stenozu (41% pacijenata sa
jednosudovnom, 17% sa dvosudovnom i 42% pacijenata sa trosudovnom bolescu).
Medu pacijentima bez znacajne stenoze, 12 pacijenata je imalo stabilnu anginu pektoris
dok 30 nije imalo dijagnozu ishemijske bolesti srca. Medu pacijentima sa zna¢ajnom
stenozom 18 pacijenata je imalo dijagnozu stabilne angine pektoris, 29 pacijenata je
imalo dijagnozu AKS (ukljucuju¢i NAP i AIM sa ili bez ST-elevacije), dok 6 pacijenata
nije imalo dijagnozu. Kriterijumi za dijagnozu SAP su bili: prisustvo hroni¢ne stabilne
angine u trajanju od tri meseca indukovane fizickim naporom, koja prolazi posle
sublingvalno primenjenog nitroglicerina  (tokom testa opterecenja- osecaj
ograni¢avajuce angine i depresija ST-segmenta od 0.1 mV u poredenju sa stanjem u
mirovanju) (36). Bol u grudima pracen povisenim koncentracijama hsTn-T u krvi, sa ili
bez elevacije ST segmenta je posmatran kao AIM. Dijagnoza NAP je postavljena
ukoliko su pacijenti primljeni sa anginom koja se pogorSava, sa akutnom anginom posle

vezbanja koja se javljala u toku tri nedelje ili sa ponovljenim napadima angine u
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mirovanju u toku tri nedelje, bez dokaza o akutnom infarktu miokarda potvrdenom sa
nalazima EKG-a i sréanim biomarkerima (37, 38). Dijagnoza AKS je postavljena u
periodu od dve nedelje pre vadenja krvi. Pacijenti sa diabetes mellitus-om i hroni¢énom
bubreznom insuficijencijom su iskljuceni iz ove studije. Demografski podaci pacijenata
koji obuhvataju starost, telesnu tezinu, visinu, pusacki status, krvni pritisak kao i podaci
o terapiji prikupljeni su anketiranjem ispitanika.

U cilju analize povezanosti ispitivanih parametara sa stepenom ozbiljnosti IBS
odredenoj prema klini¢kim manifestacijama bolesti, pacijenti sa indikacijama za
selektivnu koronarnu angiografiju su podeljeni u tri grupe: na pacijente sa AKS, na
pacijente sa SAP i na pacijente bez anginoznih tegoba koji nisu imali zna¢ajnu stenozu.
Takode, iz grupe pacijenata sa indikacijama za koronarnu angiografiju, posebno je
izdvojena grupa pacijenata koji nisu obuhvatali pacijente sa AKS. U cilju analize
povezanosti ispitivanih parametara sa stepenom ozbiljnosti IBS odredene prema
angiografski utvrdenom kriterijumu prisustva ili odsustva znacajne stenoze, ovi
pacijenti su podeljeni u dve grupe: na pacijente bez znac¢ajne stenoze i na pacijente sa
znacajnom stenozom.

Kontrolnu grupu (KG) u ovoj studiji su ¢inila 33 zdrava ispitanika (15
muskaraca i 18 Zena) koji su odabrani nakon detaljnog ispitivanja njihovog
zdravstvenog stanja, merenja debljine kompleksa intime i medije obe karotidne arterije i
ispitivanja porodi¢ne anamneze za postojanje kardiovaskularnih bolesti kod srodnika
prvog stepena. Demografski podaci pacijenata koji obuhvataju starost, telesnu tezinu,
visinu, pusSacki status, krvni pritisak kao i podaci o terapiji i porodi¢noj anamnezi za
KVB prikupljeni su anketiranjem ispitanika. Kriterijumi za isklju¢enje iz studije su bili
prisustvo pozitivne porodi¢ne anamneze za kardiovaskularne bolesti, prisustvo KVB ili
bilo koje druge sistemske inflamatorne ili metabolicke bolesti, bolesti jetre ili bubrega,
debljina kompleksa intime i medije >1mm na najmanje jednoj karotidnoj arteriji,
hipertenzija (dijastolni krvni pritisak >90mm Hg i/ili sistolni krvni pritisak >140mm
Hg) ili upotreba antihipertenzivnih lekova, nepovoljan lipidni profil definisan prema
Adult Treatment Panel 111 preporukama (82): ukupni holesterol (UH) > 5,16 mmol/L,
LDL-H>3,35 mmol/L, HDL-H<1,03 mmol/L, trigliceridi (TG)>1,70 mmol/L ili
upotreba lekova iz grupe hipolipidemika, prisustvo dijabetesa i koncentracija glukoze u
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plazmi nataste >6,1 mmol/L, prisustvo gojaznosti (indeks telesne mase (ITM)>30
kg/m?).

Kod svih ispitanika su odredeni standardni biohemijski parametri, ukljucujuci
UH, LDL-H, HDL-H, TG, kreatinin i C-reaktivni protein visoke osetljivosti (hsCRP), u
svrhu procene lipidnog statusa, funkcije bubrega i prisustva inflamacije niskog stepena.
Nivo insulinske rezistencije je kvantifikovan merenjem glukoze i insulina nataste i
racunanjem HOMA-IR (homeostazni model procene insulinske rezistencije) indeksa. Za
dodatnu evaluaciju lipidnog statusa, odredeni su i dijametri LDL i HDL Ccestica kao i
procenat zastupljenosti malih, gustih LDL cCestica i malih, gustih HDL ¢estica. Izmerene
su koncentracije rezistina i IL-6 u plazmi kao i nivoi genske ekspresije rezistina, CAP1,

IL-6 1 CD36 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi.

Ova studija je sprovedena prema etickim principima u skladu sa HelsinsSkom
Deklaracijom, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinicka ispitivanja
Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja: 797/2) i
Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja: 29/11-15). Svi

ispitanici su dali pisani pristanak za u¢estvovanje u istrazivanju.
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3.3. Metode

Puna krv je uzorkovana iz antekubitalne vene svih ispitanika ujutru, nakon
dvanaestoCasovnog gladovanja. Krv je sakupljena u po jedan serumski i jedan
vakutajner sa EDTA (etilendiaminotetrasir¢etna kiselina) antikoagulansom (BD
Vacutainer®, New Jersey, USA), iz kojih su nakon petnaestominutnog odnosno
desetominutnog centrifugiranja na 1000xg izolovani redom serum i EDTA plazma.
Serum je analiziran neposredno nakon izolacije, dok je plazma zamrznuta i ¢uvana do
analiziranja na -80°C najduze godinu dana od datuma uzorkovanja krvi. Odmah nakon
odvajanja plazme, sakupljene su i ¢elije sa povrSinskog dela sedimenta, tzv. buffy coat
iz koga se vrsi izolacija mononuklearnih Celija periferne krvi (monociti, T i B limfociti i
natural Killer ¢elije) sa Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Waukesha, Wisconsin,
USA) reagensom prema modifikovanom protokolu proizvodaca. Sakupljene ¢elije (oko
1 mL) su razblazene sa istom koli¢inom sterilnog PBS pufera, i nanoSene na 2 mL
Ficoll-Paque Plus gustinskog gradijenta. Nakon 20 minutnog centrifugiranja na 1000xg
u centrifugi sa swing-out rotorom, mononuklearne ¢elije se izdvajaju na granici faza
fikola i pufera, dok polimorfonukleari i eritrociti prolaze gustinski gradijent i izdvajaju
se na dnu epruvete. Sakupljene mononuklearne ¢elije se ispiraju 2 puta sa PBS puferom
1 taloZe centrifugiranjem prvo na 750xg a zatim na 500xg. Talozi ¢elija su
resuspendovani u TRIzol™ reagensu (Ambion, Life technologies, Grand Island, New
York) i ¢uvani do izolacije ukupne RNK na -80°C najduze 6 meseci od datuma

uzorkovanja krvi.
3.3.1. Odredivanje biohemijskih parametara

Odredivanje biohemijskih parametara vrSeno je iz svezih uzoraka seruma svih
ispitanika. Koncentracije glukoze, kreatinina i lipidnih parametara (UH, LDL-H, HDL-
H i TG) odredene su enzimskim metodama (Biosystems, Spanija) na ILab 300+
automatskom analizatoru (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Koncentracije
hsCRP-a odredene su imuno-turbidimetrijskom metodom na biohemijskom analizatoru
COBAS® ¢6000-Roche Diagnostics (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
Koncentracije insulina odredene su metodom elektro-hemiluminiscentnog imunoeseja
na COBAS®INTEGRA 400 plus- Roche Diagnostics analizatoru (Roche Diagnostics,
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Mannheim, Germany). Na osnovu podataka o koncentracijama glukoze i insulina kod
svih ispitanika izraunata je vrednost HOMA-IR indeksa prema sledecoj formuli:

HOMA-IR= [(koncentracija insulina nataste (WU/mL) x koncentracija glukoze nataste

(mmol/L))/22,5].
3.3.2. Odredivanje dijametara LDL i HDL cestica

LDL i HDL cestice su razdvojene metodom elektroforeze na gradijentu
nedenaturiSuceg poliakrilamidnog gela, koja se zasniva na razliitoj migraciji
lipoproteinskih cestica kroz gel do postizanja kona¢nog poloZaja koji zavisi od njihove
veli¢ine 1 oblika. Odredivanje veli¢ine pojedinih subfrakcija vr$i se na osnovu
elektroforetske  pokretljivosti ~ proteinskih  standarda  poznatih  dijametara
(visokomolekularni proteinski standardi za kalibraciju (Amersham Pharmacia Biotech,
Vienna, Austria), karboksilovane polistirenske mikrosfere dijametra 40 nm (Duke
Scientific Corporation, Palo Alto, CA, USA), standardizovana humana plazma sa dve
klase LDL cestica, odredene u Laboratoriji za genetiku lipoproteina, (Southwest
Foundation for Biomedical Research, San Antonio, TX, USA) (Slika 7). Elektroforeza se
izvodi 20 sati na 8°C u Hoefer SE 600 Ruby elektroforetskoj jedinici (Amersham
Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) u Tris (90 mmol/L)-borna kiselina (80 mmol/L)-
Na,EDTA (2.7 mmol/L) puferu, pH=8,35. Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi su bojeni
bojama za lipide (Sudan black) i proteine (Coomassie brilliant blue G-250), nakon ¢ega
je vreno skeniranje i denzitometrijska analiza razdvojenih subfrakcija lipoproteina sa
Image Scanner-om (Amersham Pharmacia Biotech, Vienna, Austria) i Image Quant
softverom (version 5.2; 1999; Molecular Dynamics). Za svaki pik apsorbancije je
odredena migraciona daljina dok je dijametar Cestica koji odgovara datom piku
izraCunat koriS¢enjem kalibracione krive, zasnovane na inverznom odnosu relativne
migracione daljine i prirodnog logaritma dijametara odgovarajucih standarda. Dijametar
glavnog pika u regionima HDL i LDL cestica je oznaCen kao dominanti dijametar
Cestica. Merenjem povrSine ispod pika na denzitogramu je odreden relativni sastav
svake LDL i HDL subfrakcije (Slika 8). Relativni udeo malih, gustih LDL cestica je
odredena merenjem povrsine pika u oblasti <25,5 nm dok je relativni udeo malih HDL
Cestica odredena merenjem povrSine pika u oblasti <8,8 nm. Povecan sadrzaj malih,

gustih LDL cestica je definisan, ako je viSe od 50% signala apsorbancije koja poti¢e od
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LDL-a detektovano u oblasti <25,5 nm. Poveéan sadrzaj malih HDL ¢estica je definisan

ako je vise od 50% signala apsorbancije koja potice od HDL-a detektovano u oblasti

<8,8 nm (83).

LDLA —
LbLB =—

HDL 2b
HDL 2a
HDL 3a
HDL 3b
HDL 3c

Slika 7. Razdvajanje subfrakcija LDL i HDL
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Slika 8. Denzitometrijsko odredivanje dominatnog dijametra LDL i HDL

Cestica i relativnog sastava svake LDL i HDL subfrakcije

3.3.3. Odredivanje koncentracije rezistina i I1L-6 u krvi

Merenje koncentracije rezistina i IL-6 u uzorcima plazme svih ispitanika vr$eno
je ELISA sendvi¢ testom (enzimski imunoesej, eng. enzyme linked immunosorbent
assay, R&D systems, Wiesbaden, Germany) (Slika 9) prema protokolu proizvodaca.
Najpre, pocetna faza testa podrazumeva oblaganje ELISA ploce sa specifi¢nim anti-
rezistin (anti-IL-6) antitelima tokom noc¢i. Nakon toga, viSak nevezanih antitela se
ispira, blokira 1% rastvorom govedeg serumskog albumina (BSA) i u bazene se dodaju
redom standardi rezistina (IL-6), slepa proba (reagens diluent, 1% BSA) i uzorci plazme
odgovarajuceg razblazenja, koji se vezuju za imobilisana antitela na ploci. Nakon
dvocasovne inkubacije, smatra se da su vezani svi proteini u uzorku i standardu, te se

ploca ispira, i u bazene se dodaje novo monoklonsko detekciono anti-rezistin (anti-I1L-6)
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antitelo, oblozeno biotinom. Nakon jo§ jedne dvocasovne inkubacije, ispiraju se
nevezana detekciona antitela sa ploce, i dodaje kompleks streptavidin-peroksidaza rena
koji se vezuje za detekciono antitelo interakcijom biotin-streptavidin, pri ¢emu
inkubacija traje 20 minuta. Nakon ispiranja, dodaje se supstrat 3,3’,5,5’-
tetrametilbenzidin (TMB) sa vodonik-peroksidom, koji peroksidaza rena uz pomoc
vodonik-peroksida oksiduje do plavo obojenog 3,3',5,5'-tetrametillbenzidin diimina.
Reakcija se zaustavlja nakon 20 minuta dodatkom 2N sumporne kiseline $to dovodi do
promene boje rastvora iz plave u Zutu. Intenzitet boje koji se meri na 450 nm je

proporcionalan koncentraciji vezanog rezistina (I1L-6).
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© Analit detekciono antitelo
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caprure-antitelo kompleks streptavidin-
¢ perkosidaza rena

Slika 9. Princip ELISA testa
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Koncentracija rezistina (IL-6) je izracunata metodom standardne krive. Za
izradu standardne krive za merenje koncentracije rezistina (IL-6) u plazmi koris¢eni su
liofilizovani standardi proizvodaca, koji su rekonstituisani u 1% BSA reagensu i
razblazeni do radnih koncentracija prema uputstvu proizvodaca. Radne koncetracije
standarda za rezistin su bile: 500 ng/L, 250 ng/L, 125 ng/L, 62,5 ng/L, 31,25 ng/L.
Radne koncentracije standarda za IL-6 su bile: 150 ng/L, 75 ng/L, 37,5 ng/L, 18,75
ng/L, 9,375 ng/L. Kao slepa proba koris¢en je 1% rastvor BSA. Svi standardi su
nanoSeni u duplikatu. Primer standardnih kriva koje su koriS¢ene za izraCunavanje

koncentracija rezistina (Slika 10) i IL-6 (Slika 11) prikazan je na slici.
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Analizi uzoraka je prethodilo ispitivanje nepreciznosti metode unutar i izmedu

serija. Koeficijent varijacije (Kv) unutar serije za rezistin (IL-6) je odreden tako $to je u

pulu humane plazme 20 puta izmerena koncentracija rezistina (IL-6) u seriji na jednoj

ploci, dok je Kv izmedu serija odreden tako Sto je u pulu humane plazme odredena

koncentracija rezistina (IL-6) 10 puta na tri razli¢ite plo¢e u toku tri dana (Tabele 1 i 2).

Za odredivanje koncentracije rezistina, uzorci plazme su razblazeni 80 puta sa reagens

diluentom, dok uzorci za odredivanje koncentracije IL-6 nisu razblazivani. Svi uzorci su

nano$eni u duplikatu.

Tabela 1. Nepreciznost testa za rezistin

Nepreciznost

Nepreciznost

Rezistin unutar serije izmedu serija
(N=20) (N=30)
%, ng/L 10,23 10,23
Sd, pg/L 0,48 0,86
Kv, % 4,7 8,4

Tabela 2. Nepreciznost testa za IL-6

Nepreciznost

Nepreciznost

IL-6 unutar serije izmedu serija
(N=20) (N=30)
X, ng/L 4,07 4,07
sd, ng/L 0,11 0,18
Kv, % 2,6 45
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3.3.4. Kvantifikacija genske ekspresije rezistina, CAP1, CD36 i IL6 u

mononuklearnim Celijama periferne krvi

Za relativnu kvantifikaciju genske ekspresije rezistina, CAP1, CD36 i IL-6
metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimeraze (qPCR) kori$¢ena je ukupna RNK

izolovana iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi.
3.3.4.1. lzolacija ukupne RNK

Izolacija ukupne RNK se vrsila iz izolovanih mononuklearnih ¢elija periferne
krvi, metodom sa TRIzol™ reagensom prema uputstvu proizvodaca.”> TRIzol™ reagens
je zapravo monofazni rastvor fenola i gvanidin-izotiocijanata, koji u postupku izolacije
RNK omogucava ocuvanje integriteta RNK, dok razlaze i rastvara ¢elijske komponente
i deluje kao inhibitor RNazne aktivnosti. Dodatak hloroforma, nakon kojeg sledi
centrifugiranje, omogucava razdvajanje rastvora u 3 faze: gornja vodena faza u kojoj se
nalaze RNK molekule, interfaza u kojoj se nalazi DNK i donja fenol-hloroformska faza
u kojoj se nalaze proteini. Nakon odvajanja vodene faze, RNK se dobija precipitiranjem
sa izopropil alkoholom. Izolovana RNK je ¢uvana na -80°C najduZe godinu dana. Sema

protokola izolacije data je na Slici 12.

° Rad sa RNK, cDNK molekulima i PCR-produktima zahteva rad u sterilnim laminarnim
komorama, redovno Cciscenje pipeta i radnih povrsina 70% rastvorom etanola i 1% rastvorom
hipohlorita, redovnim sterilizacijama komore UV lampom, koriscenje sterilnog potrosnog materijala za
Jjednokratnu upotrebu, noSenje rukavica za jednokratnu upotrebu, sve u cilju sprecavanja unakrsne
kontaminacije i oc¢uvanja integriteta RNK molekula koje su vrlo nestabilne i podlozne degradaciji od

strane RNaza, prisutnim kako u celijama iz kojih se vrsi izolacija RNK, tako i u spoljasnjoj sredini.
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N

«odmrzavanje i mesanje resuspendovanih mononuklearnih ¢éelija periferne krvi u TRIzol™

J

dodavanje 200 uL hloroforma, snazno mesanje, stajanje 15' na +4°C, centrifugiranje 15' nal
12000xg na +4°C

J

prenoSenje gornjeg vodenog sloja (~400 pL) u novu fiolu i dodavanje iste koli¢ine)
izopropanola, lagano mesanje

«kritican korak-pazljivo odvajanje vodenog sloja, u suprotnom dolazi do kontaminacije sa
DNK, proteinima i organskim rastvaracima! Y,

-
+stajanje 30" na sobnoj temperaturi (taloZzenje RNK)

«centrifugiranje 15' na 12000xg na +4°C (izdvaja se beli talog RNK)
J

EEREE

5

«dekantovanje vodene faze i ispiranje sa 75% etanolom, centrifugiranje 10' na 12000xg na)
+4°C
sispiranje jos 2 puta sa 75% rastvorom etanola i centrifugiranje na 7500xg )

«dekantovanje i susenje taloga i rastvaranje u 50 puL vode PCR-¢isto¢e (RT-PCR Grade)
Water, ThermoFisher Scientific )

« lkritican korak, talog mora biti suv, u suprotnom ¢e uzorak biti kontaminiran organskim
rastvaracima, dok se presusen talog ne moze adekvatno rastvoriti u vodi, sto se opet moze
ogledati kroz /os kvalitet izolovane RNK! )

Slika 12: Protokol izolacije RNK iz mononuklearnih ¢éelija periferne krvi

metodom sa TRIzol™ reagensom

33



3.3.4.2. Merenje koncentracije i ispitivanje kvaliteta izolovane RNK

Nakon rastvaranja RNK, izmerena je koncentracija RNK u rastvoru, i proverena
je Cistoca i integritet svakog uzorka. Cistoéa uzorka se proverava zato §to prisustvo
kontaminanata poput proteina, organskih rastvaraca i soli mogu inhibirati PCR reakciju
i smanjiti njenu efikasnost. PoSto je RNK jako nestabilna molekula, podlozna
degradaciji od strane RNaza, neophodno je proveriti i njen integritet, jer koriS¢enje

uzorka sa degradiranom RNK ne daje pouzdane rezultate u PCR reakciji.

Koncentracija RNK je odredivana merenjem apsorbancije rastvora na 260 nm

(maksimum apsorbancije nukleinskih kiselina), preko sledece formule:

[RNK], pg/mL=A0Xx 40 X F
Ayeo= apsorbancija na 260 nm
40-molarna apsorbancija RNK na 260 nm

F-faktor razblazenja

U svrhu procene Cisto¢e uzorka, svakom uzorku je izmerena apsorbancija na
280, 230 i 320 nm. Poznato je da na 280 nm apsorbuju proteini, na 230 nm organski
rastvaraci, a na 320 nm soli. Naime, ukoliko je odnos A260nm/A280nm<1,8 smatra se
da je uzorak kontaminiran proteinima. Ukoliko je odnos A260nm/A230nm<1,8 smatra
se da je wuzorak kontaminiran organskim rastvara¢ima (optimalan odnos
A260nm/A230nm je izmedu 2,0-2,4). Ukoliko je odnos A260nm/A320nm<1,4 smatra
se da se u uzorku nalazi veca koli¢ina soli. Svi uzorci su zadovoljavali navedene

kriterijume Cistoce.

Integritet izolovanih RNK je proveravan u svakom uzorku metodom submarine
elektroforeze na agaroznom gelu. RNK molekule su negativho naelektrisane, Sto
uzrokuje da se u elektricnom polju kre¢u od katode ka anodi, pri ¢emu je migracija
RNK molekula proporcionalna logaritmovanoj vrednosti molekulske mase. Najveci broj
iRNK po svojoj veli¢ini nalazi se izmedu 18S i 28S rRNK (ribozomska RNK). Ukoliko
se nakon elektroforeze uocavaju jasne i ostre trake 18S 1 28S rRNK, moze se smatrati da
je integritet iRNK ocuvan. U suprotnom, ukoliko su trake razvucene i nejasne, integritet

iRNK nije zadovoljavajuéi.
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Elektroforetsko razdvajanje molekula RNK je vrSeno u kadi za horizontalnu
submarine elektroforezu sa hladenjem Hoefer Super Sub (Amersham Pharmacia
Biotech) na 1% agaroznom gelu, u TAE puferu pH=8,3 (40mM Tris, 20 mM siréetna
kiselina i 1 mM EDTA, razblazen 50 puta), 30 minuta, na 4°C, pri naponu od 140V,
jacini struje od 170mA. Agarozni gel je pripremljen rastvaranjem 0,75 g agaroze
(Normal melting agarose for DNA electrophoresis, Serva) u 100 mL destilovane vode
uz zagrevanje, hladenjem na 60°C 1 izlivanjem uz pomo¢ HE 100 casting kit-a
(Amersham Pharmacia Biotech). Uzorci su meSani sa rastvorom za potapanje i
vizualizaciju (2,5 g Ficoll-Paque Plus i 0,25 g bromfenol-plavog je rastvoreno u 10 mL
destilovane vode) u odnosu 4:5, pri ¢emu je SuL. ove smeSe nanoseno na gel potopljen u
TAE pufer. Nakon zavrSene eclektroforeze, razdvojene frakcije su vizualizovane
bojenjem sa 2% rastvorom etidijum-bromida i posmatranjem pod UV lampom. U svim
uzorcima uocene su jasno vidljive i ostre frakcije na mestima koja odgovaraju 18S i 28S

rRNK §to svedoc¢i o ocuvanosti integriteta RNK od interesa (Slika 13).

28S rRNA—>E | =----
18S rRNA R e e — —

Slika 13. Elektroforeza RNK na 1% agaroznom gelu
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3.3.4.3. Reverzna transkripcija

Slede¢i korak u pripremi za qPCR predstavlja prevodenje izolovane ukupne
RNK u jednolan¢anu komplementarnu DNK (cDNK) procesom reverzne transkripcije
(RT). Sintetisana jednolanc¢ana cDNK zapravo predstavlja matricu za termostabilnu
DNK polimerazu u qPCR reakciji. Za RT koris¢en je High Capacity DNA Reverse
Transription Kit (Applied Biosystems), a postupak je izveden prema protokolu
proizvodaca. Za potrebe RT-a svi uzorci RNK su razblazeni sa vodom PCR nivoa
¢istoce na istu koncentraciju (1,4ng/10puL) 1 kao takvi dodavani u reakcionu smesu, pri
¢emu se koli¢ina dobijene cDNK ne meri, ve¢ se racuna kao duplo razblazenje RNK
koja je uneta u reakciju (1,4ng/20 pl). Sastav reagensa i zapremina komponenata

reakcije u smesi dati su u Tabeli 3.

Tabela 3. Sastav reakcione smese za RT reakciju

Zapremina

Komponente reakcione smese
(ukupna V=20 pL)

*MultiScribe™ reverzna transkriptaza, 50U/uL-

prepoznaje prajmere vezane za 1 uL

RNK iz uzorka i vrsi sintezu cDNK

*10xPufer za RT 2 ulL

*]0xNasumicni prajmeri za RT- sekvence od

nekoliko nukleotida koje se vezuju za sebi 2uL

komplementarne delove na RNK iz uzorka

*25xSmesa ANTP 0,8 uL
*Inhibitor RNAza 1 uL

vode PCR nivoa cistoc¢e 3,2ulL
Uzorak odgovarajuce koncentracije 10 uL

*reagensi u sklopu High Capacity DNA Reverse Transription Kit-a
dNTP-deoksinukleotid trifosfat
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RT reakcija je izvedena na uredaju 7500 real-time PCR system (Applied
Biosystems) pri uslovima prikazanim u Tabeli 4. Kako enzim reverzna transkriptaza
znacCajan nivo aktivnosti pokazuje ve¢ na 25°C, svi reagensi su u toku pripreme stavljeni

na led.

Tabela 4. Termalni ciklusi za reakciju reverzne transkripcije

Uslovi 1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus 4. ciklus
Tempsratura, o5 37 85 4
C
Vreme, minuti 10 120 5 Io'e]

Takode, u svakoj seriji reverzne transkripcije, pored uzoraka, pripremljene su i

odgovarajuce kontrole koje su pustane u qPCR reakciji:

e TF kontrola [kontrola bez reverzne transkriptaze (eng. transcriptase free
control)] — sadrzi sve komponente reakcione smese sem MultiScribe™
reverzne transkriptaze; sluzi za proveru postojanja kontaminacije
genomskom DNK u uzorku koja bi mogla dati lazno pozitivni signal u

toku gPCR-a

e NTRT kontrola [kontrola reverzne transkripcije bez matrice (eng. no
template reverse transcription control)] — sadrzi sve komponente
reakcione smeSe sem uzorka; sluzi za proveru kontaminacije reagenasa

za reverznu transkripciju.
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3.3.4.4. Kvantitativni PCR

Real time PCR (PCR u realnom vremenu) ili kvantitativni PCR je jedna od
genske ekspresije u kombinaciji sa procesom reverzne transkripcije je samo jedna od
njenih mnogobrojnih primena. qPCR reakcija se odvija kroz odredeni broj uzastopnih
ciklusa, pri ¢emu svaki ciklus obuhvata korak denaturacije DNK koju prati korak
snizenja temperature u okviru koga se odvija vezivanje odgovarajucih prajmera i proba i
elongacija matrice pomocu termostabilne DNK polimeraze. Ono $to upravo omogucava
kvantifikaciju genske ekspresije koris¢enjem gPCR-a, je to Sto se amplifikacija PCR
produkata meri kontinuirano u toku reakcije, tj. podaci se sakupljaju u fazi
eksponencijalnog rasta (log linear, geometrijska faza) PCR-a (Slika 14), kada je koli¢ina
nastalog PCR produkta direktno proporcionalna koli¢ini nukleinske kiseline koja je
sluzila kao matrica za PCR. Detekcija se vrs$i na osnovu merenja jacine fluorescentnog

signala koji se oslobada pri svakom PCR ciklusu.

Plato[faza

Linija praga
fluorescencije

Fluorescencija

i3 30 32 34 36 34D

Broj ciklusa

Slika 14. Dinamika qPCR reakcije
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3.3.4.4.1. Princip qPCR metode bazirane na TagMan® hemiji

Eseji koji su koris¢eni u ovom eksperimentu su bazirani na TagMan® hemiji
(TagMan® 5°’-nuclease gene expression, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
kojom se obezbeduje specificnost PCR reakcije na tri nivoa: koris¢enjem 2 specifi¢na
prajmera 1 specifiéne fluorescentno obelezene oligonukleotidne probe. Naime,
oligonukleotidna proba je dizajnirana tako da se na njenom 5’ kraju nalazi vezana
fluorescentna boja ( FAM™), dok se na njenom 3’ kraju nalazi gasilac (eng. quencher,
TAMRA™ boja) koja ometa fluorescentni signal sa 5 kraja fluorescentno rezonantnim
energetskim transferom. Ukoliko je u uzorku prisutna sekvenca od interesa, proba se
specificno hibridizuje za nju, nizvodno od mesta vezivanja jednog od prajmera.
Nizvodni (eng. forward) prajmer se specifiéno vezuje za 3’ kraj matri¢nog (eng.
antisense ili template) amplikona od interesa, dok se uzvodni (eng. reverse) prajmer
vezuje za 3’ kraj kodirajuceg (eng. sence) amplikona od interesa. Vezivanje prajmera
omogucava specifiénoj, termostabilnoj DNK polimerazi® da zapo¢ne elongaciju lanca
svojom 5°-3’ polimeraznom aktivnos¢u. Kada DNK polimeraza naide na nizvodno
vezanu probu, ona je svojom 5’ egzonukleaznom aktivno$c¢u iseca (Slika 15). Isecanje
probe zapravo dovodi do odvajanje signalne boje od gasioca, §to omogucéava
detektovanje fluorescentnog signala. Takode, uklanjanje probe omogucava dalje
elongaciju lanca do kraja matrice. U svakom sledecem ciklusu, dolazi do uklanjanja
molekula signalne boje sa odgovaraju¢ih proba, S$to omogucava povecéanje

fluorescentnog signala proporcionalno koli¢ini sintetisanih amplikona.

® U ovim eksperimentima umesto Taq® DNK polimeraze, koris¢en je analogni enzim, HOT
FIREPol® DNA polimeraza (Solis BioDyne, Tartu, Estonia). HOT FIREPol® DNA polimeraza je
neaktivna na sobnoj temperaturi, ali se aktivira inkubacijom 15" na 95°C, S§to sprecava ekstenziju
nespecificno vezanih prajmera i formiranje dimera prajmera na nizim temperaturama  tokom
postavljanja PCR reakcije. Enzim ima 5°-3° polimeraznu aktivnost i 5’ flap endonukleaznu (5°-3’
egzonukleaznu) aktivnost. Enzim je izolovan iz soja bakterije E.coli koji sadrzi plazmid koji omogucava

povecanu produkciju modifikovanog gena Thermus aquaticus DNA polimeraze.
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Slika 15. Princip PCR reakcije za kvantifikaciju genske ekspresije

(preuzeto iz uputstva proizvodaca; Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA)
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Komponente reakcione smese kao i uslovi pri kojima je izvedena qPCR reakcija,
prikazani su redom u Tabeli 5. i 6. qPCR reakcija je izvedena na uredaju 7500 real-time
PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Tabela 5. Sastav reakcione smese za PCR reakciju

Komponente reakcione smese Zapremina (ukupna V=15 pL)

*5x HOT FIREPol® Probe gPCR Mix Plus

(Solis BioDyne, Tartu, Estonia) 3 KL
#TagMan® Esej 0,75 uL
voda PCR nivoa cistoce 5,25 ulL
Uzorak odgovarajuce koncentracije 6 uL

*Sastav matser mix smese:
e HOT FIREPoI® DNA polimeraza
5x Probe Universal gPCR pufer
15 mM MgCI2, 1x PCR rastvor — 3 mM
Mesavina dNTPs sa dUTP/dTTP
Pasivna refrentna boja, ROX (sluzi za normalizaciju fluorescentnog signala reporter boje)

#U sastavu TagMan® eseja se nalaze specificni forward i reverse prajmeri i odgovarajuca fluorescentno
obelezena proba

Tabela 6. Termalni ciklusi za PCR reakciju

Korak u ciklusu Temperatura, °C Vreme Broj ciklusa
P
In'C'Jalnf’l 95 15 minuta 1
denaturacija
Denaturacija 95 15 sekundi
40

Vezivanje prajmera i

probe/Elongacija 60 60 sekundi
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Tokom gPCR reakcije, generalno govoreci, fluorescentni signal svakog polja
odgovara prisutnoj koli¢ini molekula od interesa. Medutim, fluorescentni signal moze
znaCajno varirati zbog uslova reakcije koji se kontinuirano menjaju, stvarajuci tako
pozadinski signal. Pozadinski signal je najevidentniji tokom prvih ciklusa gPCR
reakcije, pre nego Sto dode do znacajne akumulacije PCR produkata. Ovaj pozadinski
signal u svim poljima tokom prvih ciklusa se koristi za odredivanje baznog nivoa
fluorescencije na reakcionoj plo¢i. Cilj je zapravo utvrditi u kom ciklusu umnozavanje
ciljnog amplikona daje signal znacajno iznad baznog nivoa fluorescencije, Cime se
postize tacnije merenje signala koji odgovara datom uzorku. Takode, da bi se izbegli
uticaji variranja fluorescencije usled razli¢itih volumena ili koncentracije reaktanata u
reakciji, fluorescentni signal koji se meri u toku gPCR reakcije normalizuje se u odnosu
na signal pasivne referentne ROX boje, pri ¢emu se vrednost dobijene fluorescencije
naziva Rn vrednost. Rn. vrednost predstavlja normalizovanu vrednost fluorescentnog
signala u uzorku, dok Rn- vrednost oznacava vrednost baznog nivoa fluorescentnog

signala, pri ¢emu se razlika izmedu ove dve vrednosti oznacava kao ARn.

U toku eksponencijalne faze gPCR-a, Real time PCR uredaj racuna dve

vrednosti za svaki uzorak:

e Linija praga fluorescencije (eng. treshold line), $to predstavlja nivo u kome
fluorescentni signal statisticki znacajno nadjacava bazni nivo fluorescencije
(najcesce je to 10xSd iznad prosecne vrednosti fluorescentnog signala koji se
generiSe tokom prvih ciklusa), ali se mora nalaziti dovoljno nisko da potpada

pod eksponencijalnu (geometrijsku) fazu rasta reakcije (Slika 16);

e Ciklus praga fluorescencije (eng. cycle threshold, Ct)- sto predstavlja PCR
ciklus u kome uzorak postize ovaj nivo fluorescencije i graficki sece liniju praga
fluorescencije (Slika 16). Ct zapravo oslikava trenutak u toku reakcije u kojoj se
akumulirao znacajno veliki broj amplikona u datom polju iznad baznog nivoa

fluorescencije.
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3.3.4.4.2. Metoda relativne standardne krive

Za odredivanje relativne koli¢ine iRNK od interesa prisutnih u uzorku, koris¢ena
je metoda relativne standardne krive, a svi podaci su analizirani koriS§¢enjem SDS
softvera verzije 1.4.0.25. Naime, poredenjem Ct vrednosti uzoraka nepoznatih
koncentracija sa serijom standarda, moze se precizno odrediti koli¢ina matrice DNK sa
kojom se zapocinje qPCR reakcija. U metodi relativne standardne krive sve relativne
kolicine DNK, odnosno RNK, izracunate iz standardne krive se moraju normalizovati u
odnosu na endogenu kontrolu. Kao endogene kontrole se koriste geni koji imaju
konstitutivnu ekspresiju, koja se ne menja u datom model sistemu u razli¢itim
patoloskim stanjima. Naime, normalizacija u odnosu na endogenu kontrolu omoguc¢ava
da se otklone potencijalne greSke koje mogu poticati od razli¢itih koli¢ina cDNK sa
kojom se ulazi u qPCR reakciju. Te varijacije mogu poticati od razli¢itih uslova pod
kojima se vrsi izolacija i razli¢ite efikasnosti reverzne transkripcije (za koju se bez

provere uzima da je 100%).

U svrhu naSeg istrazivanja, na osnovu literaturnih podataka, izabrali smo dva
najéeScéa gena koja se koriste kao endogene kontrole na model sistemu mononuklearnih
¢elija periferne krvi i pri ispitivanju ove patologije: p-aktin i gliceraldehid-3-fosfat

dehidrogenazu (GAPDH), pri ¢emu su odabrana tri eseja za ova dva gena:

e [f-aktin- Hs01060665 gl (amplikon duzine 63 bazna para) i
Hs99999903 m1 (amplikon duzine 171 baznih parova),
e GAPDH- Hs02758991_g1’ (amplikon duZine 157 baznih parova)

Pustanjem TF kontrola, utvrdeno je da se amplifikacija koja potice od gDNK u
uzorcima za esej za P—aktin (Hs01060665 g1) desava na udaljenosti od vise od 10
ciklusa, Sto ne predstavlja bilo kakvu interferenciju pri merenju u qPCR reakciji, dok to
nije bio slucaj sa esejem za GAPDH (Hs02758991 gl1) (amplifikacija od gDNK na

" Eseji sa oznakom ,,m_1* su dizajnirani kao ,, exon-spaninig* eseji, §to znaci da amplikon obuhvata spoj
dva egzona, Sto omogucava nesmetanu amplifikaciju i u slucaju prisustva kontaminacije genomskom
DNK (gDNK). Eseji sa oznakom ,,g_1“ su dizajniran tako da se amplikon nalazi na jednom egzonu, Sto
znaci da je ova reakcija osetljiva na prisustvo kontaminacije sa gDNK (g 1 eseji za ova dva gena su
izabrani za ispitivanje zato sto su preporuceni od strane proizvodaca kao eseji koji imaju najbolje

karakteristike za te gene).
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manje od 10 ciklusa). Kona¢no, prednost je kao esej sa najboljim karakteristikama imao
B— aktin- Hs01060665_ g1 esej u odnosu na Hs99999903 ml.

Za ostale gene izabrani su slede¢i eseji:
e humani rezistin (Hs00220767 m1), duzina amplikona 130 baznih parova
e humani CAP1 (Hs00255173 ml), duzina amplikona 74 bazna para
e humani IL-6 (Hs00985639 ml), duzina amplikona 95 baznih parova
e humani CD36 (Hs01567185 m1), duzina amplikona 83 bazna para

3.3.4.4.3. Konstrukcija standardne krive

U metodi relativne standardne krive, standardi se prave od pool-a sa¢injenog od
c¢DNK svih uzoraka, svedenih na odredenu koncentraciju. Za svaki gen se optimizuje
opseg koncentracija standardne krive u kome PCR reakcija pokazuje najvecu efikasnost.
Naime, za svaki gen je pravljen opseg od 8 razblazenja standarda (12 ng/uL, 6 ng/mL, 3
ng/uL, 1,5 ng/uL, 0,75 ng/uL, 0,375 ng/uL, 0,1875 ng/uL, 0,09375 ng/uL. cDNK) nakon
Cega je odabran opseg od 5 razblazenja u kome qPCR reakcija pokazuje najbolju
efikasnost® i zadovoljava zahteve linearnosti (R%> 0,99) i preciznosti (Sd(cy<0,2 ili
Kv)<0,3). Svi standardi su analizirani u cetiri primerka. Primeri standardnih kriva
koris¢enih u ovim eksperimentima za svaki gen dati su na Slikama 17-21. Koncentracija
c¢DNK uzoraka je bila vrednost drugog standarda iz serijskog razblazenja za dati gen.

Svi uzorci su analizirani u triplikatu.

8 Efikasnost qPCR reakcije predstavija stepen generisanja PCR amplikona, izrazen u
procentima. Ukoliko se kolicina odgovarajuceg amplikona udvostrucuje tokom eksponencijalne faze
reakcije, smatra se da je efikasnost te reakcije 100%. Za izracunavanje efikasnosti reakcije (E), koristi se

nagib standardne krive preko sledeée formule:
E = (10 M9 _7) x 100
Ukoliko je nagib krive -3,32, PCR reakcija ima 100% efikasnost, tj. na svaka 3,32 ciklusa, broj

amplikona se povecava 10 puta (log,10=3,3219). Prihvatljiva efikasnost za qPCR reakciju je od 90-
110% (nagib krive od -3,6 do -3,1).
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Na svakoj plo¢i postavljane i odgovaraju¢e TF i NTRT kontrole, kao i negativna
kontrola bez matrice (NTC kontrola, eng. negative template control). U NTC kontroli se
nalaze sve komponente za qPCR reakciju sem uzorka, pri ¢emu ona sluzi za:

e raCunanje ’baseline’ vrednosti fluorescencije;

e izaproveru kontaminacije reagenasa za qPCR.

Za svaki gen izraCunat je odgovarajuci Kv ciklusa unutar serije i izmedu serija.

Tabela 7. Ispitivanje preciznosti testa u seriji i izmedu serija

Kv izmedu serija, %;

Gen Kv unutar serije, %; N=15 N=18
humani rezistin 0,19 0,32
humani CAP1 0,04 0,13

humani IL-6 0,08 0,18
humani CD36 0,02 0,14
Humani S-aktin 0,08 0,14
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3.4. Statisticka obrada podataka

Distribucija podataka je testirana Shapiro-Wilk testom. Podaci koji su pratili
normalnu distribuciju su prikazani kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama,
dok su podaci koji nisu pratili normalnu distribuciju log-transformisani i predstavljeni
kao geometrijske sredine sa interkvartilnim rasponima. Grupe su poredene Student-ovim

t-testom ili univarijantnom analizom varijanse (ANOVA) i Tukey post hoc testom.

Za ocenjivanje asocijacije izmedu parametara koriS¢ena je Pearson-ova
korelaciona analiza. Analizom Kkovarijanse izvrSeno je 1 korigovanje vrednosti

parametara za odgovarajuce pridruzene faktore, tj. kovarijante.

U cilju ispitivanja doprinosa nezavisnih prediktora koncentracijama rezistina u
krvi, nivoima iRNK rezistina, CAP1 1 CD36 izvrSena je viSestruka linearna regresiona
analiza. Modeli u multivarijantnoj analizi su pravljeni na osnovu toga kolika je bila
znacajnost Pearson-ovog koeficijenta korelacije u univarijantnoj analizi. Za nezavisne
varijable u modelu birane su one ¢ija je znacajnost za Pearson-ov koeficijent korelacije
bila <0,1.

Podaci koji zbog velikih varijansi ni nakon transformacije nisu pratili normalnu
raspodelu, prikazani su kao medijane sa interkvartilnim rasponima i testirani
neparametarskim Kruskal-Wallis testom i post-hoc Mann-Whitney testom sa Bonferroni
korekcijom. Za ocenjivanje asocijacije izmedu parametara koriS¢ena je Spearman-ova
korelaciona analiza. Quade-ovim testom izvrSeno je korigovanje vrednosti parametara

za odgovarajuce pridruzene faktore, tj. kovarijante.

Kategoricke varijable su prikazane kao apsolutne frekvencije i analizirane Chi-

kvadrat ili Ficher-ovim testom.
P vrednost manja od 0,05 je smatrana statisti¢ki znacajnom.

Svi podaci su analizirani pomocu Excel (verzija 2010; Microsoft, SAD)
programa i statistickog softvera IBM® SPSS® Statistics version 22.
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4. Rezultati

4.1. Analiza ispitivanih parametara u grupama pacijenata bez
anginoznih tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, AKS i zdravih

Ispitanika

U cilju analize povezanosti ispitivanih parametara sa stepenom ozbiljnosti IBS
odredenoj prema klinickim manifestacijama bolesti, pacijenti sa indikacijama za
selektivnu koronarnu angiografiju su podeljeni u tri grupe: na pacijente sa AKS, na
pacijente sa SAP i na pacijente bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze. Demografske
i klinicke karakteristike pacijenata i kontrola su prikazane u Tabeli 8. Za ispitivanje
razlike izmedu svih grupa je primenjeno i dodatno Bonferroni korigovanje za sve p
vrednosti i te vrednosti su dalje prikazane. Pacijenti su bili zna¢ajno stariji u odnosu na
zdrave ispitanike. Takode, grupe nisu bile homogene prema puSackom statusu i prema
polu. Koncentracije kreatinina su bile znacajno vise u KG u odnosu na grupu bez
anginoznih tegoba i znacajne stenoze (p=0,006), sa SAP (p=0,012) i u odnosu na grupu
sa AKS (p=0,024). Koncentracije HDL-H su bile znacajno vise u KG grupi nego u
grupi bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze (p<0,001), u grupi sa SAP (p<0,001) i u
grupi sa AKS (p<0,001). Koncentracije LDL-H su bile znacajno nize u grupi sa SAP u
odnosu na KG (p=0,006) i u odnosu na grupu bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze
(p=0,006). Grupe pacijenata sa SAP i AKS su imale znacajno vise koncentracije TG
nego u grupi bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze (p=0,006; p=0,018, redom), dok
su u grupi sa SAP koncentracije TG bile vise 1 u odnosu na KG (p=0,024).
Koncentracije hsCRP-a su bile znac¢ajno nize u KG nego u grupi sa AKS (p=0,001).
Koncentracije insulina su bile zna¢ajno vise u grupi sa AKS u odnosu na KG (p=0,012).
Vrednosti HOMA-IR indeksa su bile znac¢ajno vise u grupi sa AKS u odnosu na KG
(p=0,006) i u odnosu na grupu bez anginoznih tegoba i znac¢ajne stenoze (p=0,048). Kod
svih zdravih ispitanika koncentracije IL-6 su bile ispod limita detekcije testa (<0,7
pg/mL, Tabela 8). Nivoi genske ekspresije IL-6 se nisu znacajno razlikovali izmedu

ispitivanih grupa (Slika 25).

Koncentracije rezistina u plazmi su bile znacajno viSe u grupi sa AKS u odnosu

na KG i grupu bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze (p=0,001, p=0,018, redom,
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Slika 22). Normalizovani nivoi iRNK rezistina se nisu znacajno razlikovali izmedu
ispitivanih grupa (Slika 23). Normalizovani nivoi iRNK CAP1 i CD36 su bili zna¢ajno
veéi kod sve tri grupe pacijenata u odnosu na KG (Slika 24, 26).
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Tabela 8. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, AKS i zdravih ispitanika

P Bez anginoznih tegoba i Stabilna angina Akutni
arametar Kontrolna grupa v . . .- P
znacajne stenoze pektoris koronarni sindrom
Broj ispitanika 33 30 18 29 /
Pol (m/%) 15/18 12/18 12/6 16/13 0,285
Starost, (godine) 45 (27-60) 62 (32-80)*"" 61 (52-74)*"" 58 (38-82)*"" <0,001
Pusacki status (p/n) 10/23 4/26 6/12 14/15 0,036'
ITM, kg/m? 24,7 (22,6-27,2) 25,8 (24,4-28,0) 26,2 (25,7-28,5) 26,7 (23,5-28,3) 0,208
SP (mm Hg) 125 (115-134) 120 (120-130) 120 (114-140) 120 (110-120) 0,611
DP (mm Hg) 85 (75-90) 80 (70-80) 80 (77-80) 80 (70-80) 0,097
Kreatinin, umol/L 86 (78-94) 68 (59-84)*" 60 (58-85)*" 74 (63-88)*" 0,001
Glukoza, mmol/L 5,1 (4,8-5,4) 5,2 (4,8-5,8) 5,1 (4,9-6,0) 5,5 (5,1-5,9) 0,102
Insulin, pU/L 8,37 (6,59-10,89)"" 9,10 (6,21-13,65) 7,06 (6,82-13,44) 11,03 (9,15-19,68) 0,010
HOMA IR 1,89 (1,58-2,63)>" 2,28 (1,32-2,99)*" 2,74 (1,41-3,58) 3,43 (2,63-4,82) 0,007
UH, mmol/L 4,80 (4,50-5,82) 4,72 (4,28-5,89) 4,61 (4,02-4,98) 4,53 (3,96-5,20) 0,256
HDL-H, mmol/L 1,54 (1,35-1,82) 1,12 (0,96-1,45)*"" 1,17 (1,07-1,38)*"" 1,05 (0,90-1,30)>"" <0,001
LDL-H, mmol/L 2,91 (2,52-3,54)%" 3,07 (2,62-3,92)%" 2,28 (2,17-2,60) 2,67 (2,35-3,50) 0,003
TG, mmol/L 1,26 (0,99-1,64) 1,20 (1,02-1,52)%"" 1,81 (1,39-2,26)*" 1,66 (1,44-2,03) 0,001
hsCRP, mg/L 1,16 (0,61-1,87) 2,00 (1,2-5,6) 3,09 (0,87-5,35) 4,55 (2,09-8,95)*™ <0,001
IL-6, ng/L ILD 2,24 (0,79-3,29) 1,63 (1,00-5,58) 3,08 (1,21-8,82) 0,973
Lekovi
(sa/bez terapije)
ACE-inhibitori / 20/10 16/2 18/11 0,143'
S-blokatori / 18/12 10/8 2217 0,273
Diuretici / 13/17 2/16 4/25" 0,015'
Statini / 8/22 6/12 15/14 0,133¢

Vrednosti su prikazane kao medijane sa interkvartilnim rasponima (medijana, minimalna-maksimalna vrednost za godine) i testirane Kruskal-Wallis testom; (p/n)-pusaci/nepusaci; 1TM-indeks
telesne mase; SP- Sistolni krvni pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine;
Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reaktivni protein visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije; IL-6- interleukin 6; a-znacajno razlicito u odnosu na kontrolnu grupu, b- znacajno
razlicito u odnosu na grupu sa AKS, c- znacajno razlicito u odnosu na grupu sa SAP; * p<0,05; **-p<0,01; ***-p<0,001 nakon Bonferroni korekcije; ILD- ispod limita detekcije testa (<0,7pg/ml)
I- poredenje je viseno Fisher 2x3 testom, *-poredenje je vrseno Chi-kvadrat testom; *znacajno razlicito u odnosu na grupu bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze, p=0,012
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Slika 22. Koncentracija rezistina u plazmi kod pacijenata bez anginoznih

tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, sa AKS i zdravih ispitanika

Vrednosti su prikazane koris¢enjem pravougaonih dijagrama kao medijane sa interkvartilnim
rasponima i minimalnim i maksimalnim vrednostima, °-netipicne tacke; ®_ekstremne vrednosti;
vrednosti su testirane Kruskall-Wallis testom, p<0,001

b- znacajno razlicito u odnosu na grupu sa AKS,; *-p=0,018; **-p=0,001 nakon Bonferroni
korekcije

a, znacajno razlicito u odnosu na KG
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Slika 23. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK rezistina kod pacijenata
bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, sa AKS i zdravih

ispitanika

Vrednosti su prikazane koriséenjem pravougaonih dijagrama Kao medijane sa interkvartilnim
rasponima i minimalnim i maksimalnim vrednostima, °-netipicne tacke; 0-ekstremne vrednosti;

vrednosti su testirane Kruskall-Wallis testom, p=0,988

57



3,000
0
2,500
a***
=
E a***
T 2,000 ar** -
.
<
Z
m
Z 1,500
e
A
S o
1,000
zZ 4
R
0,500 %
0,000
I I I [
KG Bez anginoznih SAP AKS
tegoba i znacajne
stenoze

Slika 24. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK CAP1 kod pacijenata bez
anginoznih tegoba i znaajne stenoze, sa SAP, sa AKS i zdravih

ispitanika

Vrednosti su prikazane koris¢enjem pravougaonih dijagrama kao medijane sa interkvartilnim
rasponima i minimalnim i maksimalnim vrednostima, °-netipicne tacke; ‘-ekstremne vrednosti;

vrednosti su testirane Kruskall-Wallis testom, p<0,001
a-znacajno razlicito u odnosu na kontrolnu grupu, ***p<0,001nakon Bonferroni korekcije
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Slika 25. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK IL-6 kod pacijenata bez

anginoznih tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, AKS i zdravih ispitanika
Vrednosti su prikazane koriséenjem pravougaonih dijagrama Kao medijane sa interkvartilnim

rasponima i minimalnim i maksimalnim vrednostima; °-netipicne tacke; ®_ekstremne vrednosti;
vrednosti su testirane Kruskall-Wallis testom, p=0,236
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Slika 26. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK CD36 kod pacijenata bez

anginoznih tegoba i znacajne stenoze, sa SAP, AKS i zdravih ispitanika
Vrednosti su prikazane koris¢enjem pravougaonih dijagrama kao medijane sa interkvartilnim

rasponima i minimalnim i maksimalnim vrednostima; vrednosti su testirane Kruskall-Wallis

testom, p<0,001
a-znacajno razlicito u odnosu na kontrolnu grupu; ***p<0,001nakon Bonferroni korekcije
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4.1.1. Ispitivanje uticaja starosti, pola, pusackog statusa | terapije na
koncentracije IL-6 i rezistina u plazmi, kao i na nivoe IRNK rezistina,
CAP1, IL-6 i CD36 kod pacijenata sa IBS i zdravih ispitanika

Zbog postojanja znacajne razlike u godinama, KG i svi pacijenti su podeljeni
prema tercilima godina u po tri grupe (Tabela 9). Koncentracije IL-6 i rezistina u
plazmi, kao i nivoi iRNK rezistina, CAP1, IL-6 i CD36 nisu pokazali znacajne razlike
izmedu grupa (Tabela 9), te mozemo zakljuciti da razlika u godinama starosti izmedu

grupa nema uticaja na nivoe ispitivanih parametara.

Pacijenti i KG su podeljeni prema polu zarad ispitivanja postojanja razlike u
koncentracijama IL-6 i rezistina i u nivoima genske ekspresije rezistina, CAP1, IL-6 i
CD36 izmedu muskaraca i Zena. Takode, zbog nehomogne raspodele pusaca i nepusaca,
i KG i pacijenti su podeljeni prema pusackom statusu. Koncentracije IL-6 i rezistina u
plazmi, kao i nivoi iIRNK rezistina, CAP1, IL-6 i nisu pokazali znacajne razlike izmedu
navedenih grupa (Tabela 10, 11), te mozemo zakljuciti da razli¢ita raspodela muskaraca
1 Zena 1 puSaca 1 nepuSaca nema znacajnog uticaja na nivoe ispitivanih parametara.
Nivoi iRNK CD36 su bili znacajno ve¢i kod pusaca u odnosu na nepusace u KG, dok

kod pacijenata ta razlika nije uo¢ena (Tabela 11).

Nije uocena znacajna razlika u nivoima ispitivanih parametara kod pacijenata
koji su bili na odredenoj terapiji (statinima, diureticima, B-blokatorima ili ACE-
inhibitorima) u odnosu na pacijente koji nisu uzimali datu terapiju (rezultati nisu

prikazani).
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Tabela 9. Ispitivani parametri prema tercilima godina zdravih ispitanika i pacijenata sa IBS

KG Pacijenti

P t
arametar | tercil 11 tercil 11 tercil | tercil 11 tercil 11 tercil
27-40 41-51 52-60 P 32-57 58-65 66-82 P
1,104 1,625 3,292

IL-6, ng/L  / / / / (0,877-3,292) (1,000-5,375) (1,006-8,500) 0,084
Rezistin, 11,66 11,53 9,13 0.196 12,89 13,89 16,40 0.140
ug/L (7,84-13,15) (9,79-15,55) (5,81-12,88) ' (9,41-15,84) (10,21-17,44) (10,60-20,54) '
N. iRNK 0,690 0,782 0,645 0.294 0,697 0,775 0,722 0.417
rezistina (0,606-1,108) (0,681-1,182) (0,482-0,988) ' (0,498-1,118) (0,503-1,030) (0,495-1,093) '
N. iRNK 0,571 0,615 0,576 0.227 1,505 1,546 1,338 0.182
CAP1 (0,498-0,656) (0,577-0,647) (0,545-0,584) ' (1,263-1,644) (1,334-1,633) (1,155-1,570) '
N. iRNK 0,664 1,044 0,765 0.189 0,467 0,637 0,593 0.714
IL-6 (0,424-0,814) (0,526-1,427) (0,472-1,170) ’ (0,387-0,822) (0,444-0,864) (0,347-0,842) '
N. iRNK 0,607 0,558 0,495 0.648 1,743 1,531 1,142 0.293
CD36 (0,434-0,744) (0,481-0,639) (0,427-0,645) ’ (1,267-1,892) (1,289-1,870) (1,317-1,686) ’

Vrednosti su testirane Mann Whitney testom i prikazane kao medijane sa interkvartilnim rasponima
N.-normalizovani nivoi
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Tabela 10. Ispitivani parametri prema polu zdravih ispitanika i pacijenata sa IBS

KG Pacijenti
Parametar Muskarci Zene Muskarci Zene
12 15 P 40 37 P

IL-6, ng/L / / / (0,918'258) (1,016’?:85) 0,154
Rezistin, 10,60 11,44 0592 14,47 10,80 0208
pg/L (9,05-12,05) (7,84-13,71) ' (11,23-15,74) (8,28-14,41) ’

N. iI_?l\_IK 0,919 0,703 0638 0,774 0,647 0816
Rezistina (0,577-1,212)  (0,542-0,817) ' (0,680-1,378)  (0,436-1,233) ’

N. iRNK 0,593 0,577 0938 1,567 1,371 0059
CAP1 (0,550-0,646)  (0,514-0,629) ' (1,459-1,649)  (1,187-1,546) ’

N. IRNK 0,927 1,004 0236 0,584 0,689 0077
IL-6 (0,486-1,248)  (0,614-1,260) ' (0,320-0,846)  (0,582-0,839) ’

N. iRNK 0,504 0,559 0884 1,819 1,396 0155
CD36 (0,435-0,679)  (0,442-0,615) ' (1,570-1,881)  (1,193-1,703) ’

Vrednosti su testirane Mann Whitney testom i prikazane kao medijane sa interkvartilnim rasponima

N.-normalizovani nivoi
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Tabela 11. Ispitivani parametri prema pusackom statusu zdravih ispitanika i pacijenata sa IBS

KG Pacijenti

Parametar . e e . . e

Nepusaci Pusaci Nepusaci Pusaci

23 10 P 53 24 P
1,63 5,58

IL-6, ng/L / / / (0,97-3,29) (1,31-7.67) 0,685
Rezistin, 10,93 11,25 0367 11,77 12,34 0671
ug/L (8,45-12,46) (6,83-13,64) ' (9,46-15,74) (11,13-15,06) '
N. iRI\_lK 0,728 0,741 0583 0,731 0,774 0824
Rezistina (0,605-1,170) (0,452-1,194) ' (0,503-1,378) (0,726-1,982) '
N. iRNK 0,608 0,573 0470 1,496 1,459 0959
CAP1 (0,526-0,640) (0,506-0,583) ' (1,312-1,621) (1,031-1,487) '
N. iRNK 1,016 0,741 0242 0,642 0,539 0316
IL-6 (0,614-1,261) (0,449-1,193) ' (0,430-0,860) (0,198-0,849) '
N. iRNK 0,533 0,634 0.026 1,624 1,570 0203
CD36 (0,424-0,584) (0,557-0,650) ' (1,200-1,847) (1,123-1,736) '

Vrednosti su testirane Mann Whitney testom i prikazane kao medijane sa interkvartilnim rasponima

N.-normalizovani nivoi
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4.1.2. Ispitivanje povezanosti rezistina u plazmi, normalizovanih vrednosti iIRNK
rezistina, CAP1 i CD36 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj

ateroskleroze kod pacijenata sa IBS

U cilju ispitivanja medusobne povezanosti ispitivanih parametara kao i njihove
povezanosti sa lipidnim i nelipidnim faktorima za razvoj ateroskleroze, sprovedena je
Spearman-ova korelaciona analiza. U cilju detaljnije analize povezanosti koncentracije
rezistina, kako sa nivoima iRNK ispitivanih parametara, tako i sa parametrima lipidnog
statusa, inflamacije i homeostaze glukoze, izvrSena je podela pacijenata prema tercilima

koncentracija rezistina u plazmi.

4.1.2.1. Korelacije rezistina u plazmi, normalizovanih vrednosti iRNK rezistina,
CAP1 i CD36 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj

ateroskleroze kod pacijenata sa IBS

U grupi pacijenata, koncentracije rezistina su bile u pozitivnoj korelaciji sa
nivoima iRNK rezistina i sa koncentracijama kreatinina. Nakon korigovanja za
vrednosti kreatinina koncentracije rezistina su bile vise kod svih grupa pacijenata u
poredenju sa zdravim ispitanicima (AKS vs. KG p<0,001; SAP vs. KG p=0,014; bez
anginoznih tegoba i znacajne stenoze vs. KG p=0,017), i kod pacijenata sa AKS u
odnosu na pacijente sa SAP (p=0,028) i bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze
(p=0,003).
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Iako nije postojala znacajna korelacija izmedu koncentracija rezistina u plazmi i
koncentracija hsCRP-a, nakon selekcije samo pacijenata koji nisu bili na terapiji
statinima, uocena je znacajna pozitivna korelacija izmedu ova dva parametra. Takode,
uocena je 1 znacCajna negativna korelacija izmedu koncentracija rezistina u plazmi 1
vrednosti SP i DP. Nivoi iRNK rezistina su znacajno pozitivno korelirali sa

koncentracijama rezistina i IL-6 u plazmi (Tabela 12).

Nivoi IRNK CAP1 su pokazali pozitivnu korelaciju sa koncentracijama TG i sa
nivoima iRNK CD36, a negativnu sa godinama starosti ispitanika. Nivoi iIRNK CD36
su pozitivno korelirali sa vrednostima ITM i nivoima iRNK rezistina i CAP1 (Tabela
13).
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Tabela 12. Korelacije rezistina u plazmi i normalizovanih vrednosti iIRNK rezistina sa

ostalim parametrima kod pacijenata sa IBS

Rezistin, ng/mL

Normalizovane vrednosti

iRNK rezistina

Parametar
p p P P

Starost, (godine) 0,214 0,062 0,026 0,827
ITM, kg/m? -0,202 0,082 -0,098 0,410
SP (mm Hg) -0,306 0,004 -0,023 0,830
DP (mm Hg) -0,307 0,004 -0,133 0,223
Kreatinin, umol/L 0,353 0,002 0,166 0,156
Glukoza, mmol/L -0,050 0,678 -0,086 0,482
Insulin, pU/L 0,014 0,911 0,052 0,693
HOMA IR -0,118 0,359 -0,086 0,512
UH, mmol/L -0,373 0,001 -0,111 0,356
HDL-H, mmol/L -0,404 <0,001 -0,257 0,032
LDL-H, mmol/L -0,231 0,051 -0,093 0,442
TG, mmol/L 0,048 0,684 -0,032 0,791
hsCRP, mg/L 0,124 0,288* 0,164 0,165
IL-6, ng/L 0,206 0,197 0,297 0,048
Rezistin, ug/L / / 0,305 0,008
Normalizovana iRNK rezistina 0,305 0,008 / /
Normalizovana iRNK CAP1 0,032 0,789 0,074 0,541
Normalizovana iRNK IL-6 -0,056 0,636 0,026 0,823
Normalizovana iRNK CD36 0,162 0,223 0,348 0,007

Podaci su analizirani Spearman-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni
krvni pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak;UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima
visoke gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reaktivni
protein visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije; *Znacajno nakon iskljucenja
pacijenata koji su na terapiji statinima: p=0,047,r=0,295
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Tabela 13. Korelacije normalizovanih vrednosti iRNK CAP1 i CD36 sa ostalim
parametrima kod pacijenata sa IBS

Normalizovane vrednosti Normalizovane vrednosti
Parametar IRNK CAP1 IRNK CD36

p p P P
Starost, (godine) -0,261 0,028 -0,238 0,072
ITM, kg/m? 0,113 0,354 0,279 0,037
SP (mm Hg) 0,162 0,173 0,170 0,201
DP (mm Hg) 0,025 0,836 0,055 0,682
Kreatinin, umol/L 0,025 0,838 0,367 0,005
Glukoza, mmol/L -0,012 0,922 0,068 0,631
Insulin, uU/L -0,103 0,442 0,215 0,151
HOMA IR -0,035 0,794 0,173 0,250
UH, mmol/L -0,162 0,186 -0,144 0,286
HDL-H, mmol/L -0,089 0,465 -0,236 0,075
LDL-H, mmol/L -0,236 0,055 -0,057 0,677
TG, mmol/L 0,256 0,033 0,135 0,312
hsCRP, mg/L -0,110 0,368 0,118 0,386
IL-6, ng/L -0,169 0,262 -0,107 0,535
Rezistin, ug/L 0,032 0,789 0,162 0,223
Normalizovana iRNK rezistina 0,074 0,541 0,348 0,007
Normalizovana iRNK CAP1 / / 0,525 <0,001
Normalizovana iRNK IL-6 0,080 0,510 -0,057 0,671
Normalizovana iRNK CD36 0,525 <0,001 / /

Podaci su analizirani Spearman-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni
krvni pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak;UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima
visoke gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reactivni
protein visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije
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4.1.2.2. Ispitivanje povezanosti koncentracija rezistina u plazmi sa ostalim

parametrima

Svi pacijenti sa indikacijama za selektivnu koronarnu angiografiju su podeljeni u
tri grupe prema tercilima koncentracija rezistina u plazmi, ¢ije su granice utvrdene na
osnovu distribucije koncentracija rezistina u celoj populaciji pacijenata. Uoceno je da je
najveca ucestalost pacijenata sa AKS bila u III tercilu, dok je najveca ucestalost
pacijenata bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze i sa SAP uocena u I i II tercilu. 11l

tercil je bio udruZen sa najnizim koncentracijama UH i HDL-C (Tabela 14).
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Tabela 14. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata kao i vrednosti genske ekspresije analiziranih parametara prema tercilima

koncentracija rezistina u plazmi

Tercili rezistina u plazmi

Parametar I tercil 11 tercil 11 tercil
(6,17-10,90 ng/mL) (10,91-16,16 ng/mL)  (16,17-38,66 ng/mL) P
N= 26 N= 25 N= 26

Podgrupa pacijenata * (SAP+BZS/AKS)  19/7 19/6 9/17" 0,003
Starost, (godine) 59 (37-80) 60 (32-75) 66 (38-82) 0,128
ITM, kg/m2 26,7 (25,1-28,7) 25,8 (24,5-28,1) 26,6 (23,5-27,5) 0,550
SP (mm Hg) 110 (110-120) 140 (120-140) 120 (120-130) <0,001
DP (mm Hg) 70 (60-80) 80 (80-85) 80 (70-80) <0,001
Kreatinin, pmol/L 60 (54-78) 78 (60-87) 69 (64-97) 0,052
Glukoza, mmol/L 5,6 (4,9-6,0) 5,1 (4,7-5,5) 5,5 (5,1-5,9) 0,266
Insulin, pU/L 9,20 (7,04-11,06) 13,44 (6,82-16,57) 10,71 (6,05-16,50) 0,386
HOMA IR 2,51 (2,20-3,20) 2,98 (1,52-3,73) 2,65 (1,33-3,96) 0,826
UH, mmol/L 5,01 (4,53-5,97) 4,66 (4,14-5,73) 4,28 (3,68-4,81)" 0,033
HDL-H, mmol/L 1,32 (1,08-1,45) 1,15 (0,90-1,47) 0,97 (0,87-1,20)" 0,012
LDL-H, mmol/L 2,96 (2,44-4,07) 2,95 (2,40-3,70) 2,64 (2,21-3,01) 0,243
TG, mmol/L 1,39 (1,22-2,31) 1,46 (1,04-1,76) 1,64 (1,20-1,96) 0,501
hsCRP, mg/L 2,40 (1,56-5,35) 2,37 (0,82-6,40) 5,31 (2,05-9,75) 0,222
IL-6, ng/L 1,83 (1,42-4,75) 2,46 (1,16-3,81) 7,25 (1,36-9,59) 0,288
Normalizovana iRNK rezistina 0,648 (0,481-0,786) 0,731 (0,578-0,949) 0,834 (0,534-1,351) 0,047
Normalizovana iRNK CAP1 1,509 (1,220-1,602) 1,496 (1,310-1,620) 1,385 (1,155-1,645) 0,705
Normalizovana iRNK IL-6 0,642 (0,408-0,792) 0,538 (0,323-0,844) 0,543 (0,330-0,986) 0,642
Normalizovana iRNK CD36 1,355(1,154-1,746) 1,716 (1,346-1,942) 1,546 (1,128-1,890) 0,194

Vrednosti su prikazane kao medijane sa interkvartilnim rasponima (medijana, minimalna-maksimalna vrednost za godine) i testirane Kruskal-Wallis testom,; *znacajno razlicito u
odnosu na I tercil: p=0,027 nakon Bonferroni korekcije; ** znacajno razlicito u odnosu na I tercil: p=0,006 nakon Bonferroni korekcije; §- vrednosti su analizirane Chi-square testom;
#-znacajno razli¢ito u odnosu na I tercil, p=0,003; ##-znacajno razlicito u odnosu na II tercil, p=0,005; 1TM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni pritisak; DP- Dijastolni krvni
pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reactivni protein visoke
osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije; IL-6- interleukin L; BZS-grupa bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze
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4.2. Analiza ispitivanih parametara u grupama pacijenata sa i bez

znacajne stenoze i zdravih ispitanika

Takode, iz ukupne grupe pacijenata sa indikacijama za selektivnu koronarnu
angiografiju, posebno je izdvojena grupa pacijenata koji nisu obuhvatali pacijente sa
AKS. U cilju analize povezanosti ispitivanih parametara sa stepenom ozbiljnosti IBS
odredene prema angiografski utvrdenom kriterijumu prisustva ili odsustva znacajne
stenoze, ovi pacijenti su podeljeni u dve grupe: na pacijente bez znacajne stenoze i na
pacijente sa znacajnom stenozom. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa i
bez znacajne stenoze i kontrola su prikazane u Tabeli 15. Obe grupe pacijenata su bile
znacajno starije od zdravih ispitanika (p<0,001; p<0,001, redom). Pacijenti sa
znacajnom stenozom su imali znacajno vise vrednosti ITM u odnosu na pacijente bez
znaCajne stenoze i u odnosu na KG (p=0,019; p<0,001, redom) i znacajno vise
koncentracije glukoze u odnosu na KG (p=0,017), dok su pacijenti bez znacajne stenoze
imali znacajno vise koncentracije kreatinina u odnosu na KG (p=0,007). Koncentracije
UH i LDL-H se nisu znacajno razlikovali izmedu grupa. Koncentracije HDL-H su bile
znaajno niZze u grupama pacijenata sa 1 bez znacajne stenoze u odnosu na KG
(p<0,001; p<0,001, redom), dok je razlika izmedu grupa pacijenata sa i bez znacajne
stenoze bila na granici statisticke znacajnosti (p=0,055). Grupa pacijenata sa znacajnom
stenozom je imala znacajno vise koncentracije TG u poredenju sa grupama bez znac¢ajne
stenoze i sa KG (p=0,045; p=0,002, redom). Koncentracije hsCRP-a su bile znacajno
vise kod pacijenata sa i bez znafajne stenoze u odnosu na KG (p<0,001; p=0,007,
redom). Koncentracije insulina kao i vrednosti HOMA-IR indeksa su bile znacajno vise
kod pacijenata sa znaCajnom stenozom u odnosu na one bez znacajne stenoze (p<0,001;

p<0,001, redom) i u odnosu na KG (p<0,001; p<0,001, redom).

Obe grupe pacijenata (sa i bez znacajne stenoze) su imale viSe koncentracije
rezistina u plazmi u odnosu na KG (Slika 27). Normalizovani nivoi iRNK rezistina i

IL-6 se nisu znacajno razlikovali izmedu grupa (Slika 28 i 30).

Sa druge strane, normalizovane vrednosti iIRNK i CAP1 i CD36 su bile ne samo

znacajno vise kod obe grupe pacijenata u odnosu na KG, ve¢ su bile zna€ajno vise i kod
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pacijenata sa znacajnom stenozom u odnosu na one bez znacajne stenoze (Slike 29 i

31).

Izmedu pacijenata sa jednosudovnom, dvosudovnom i trosudovnom stenozom

nije uoCena znacajna razlika u nivoima ispitivanih parametara (rezultati nisu prikazani).
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Tabela 15. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa i bez znacajne stenoze i kontrolne grupe

Parametar Kontrolna grupa Bez znacajne stenoze Sa znac¢ajnom stenozom P

Broj ispitanika 27 42 24 /

Pol (m/2) 12/15 15/27 18/6 0,008"
Starost, (godine) 44 (27-56) 62 (32-80)*"" 57 (45-74)*"" <0,001
ITM, kg/m? 24,8439 26,0+3,3 28,6+4,1°7" 0,002
Pusacki status (pusaci/nepusaci) 8/19 6/36 12/12 0,008"
SP (mm Hg) 120+11 121415 123+14 0,864
DP (mm Hg) 78+8 79+10 7548 0,160
Kreatinin®, umol/L 85 (81-89) 71 (65-78)*" 78 (71-85) 0,010
Glukoza, mmol/L 5,09+0,41 5,33+0,65 5,64+0,96 0,024
Insulin, pU/L# 8,48 (7,26-9,91) 8,81 (7,41-10,47) 16,50 (12,38-22,01)""" > <0,001
HOMA-IR# 1,91 (1,61-2,56) 2,16 (1,79-2,61) 4,12 (2,92-5,80)* <0,001
UH, mmol/L 4,98+0,97 4,99+1,14 4,62+1,19 0,409
HDL-H*, mmol/L 1,59 (1,44-1,75) 1,19 (1,10-1,29)*™" 1,02 (0,89-1,15)*"" <0,001
LDL-H*, mmol/L 2,95 (2,66-3,26) 2,98 (2,70-3,28) 2,76 (2,29- 3,34) 0,674
TG*, mmol/L 1,20 (1,00-1,43) 1,43(1,24-1,65) 1,90 (1,56 2,32)*"* 0,002
hsCRP, mg/L# 1,07 (0,75-1,52) 2,66 (1,78-3,96)*" 4,39 (2,36-8,18)* " <0,001
IL-6, ng/L / 2,28 (1,48-3,64) 1,62 (1,29-5,56) 0,392
Lekovi (sa/bez terapije)

ACE-inhibitori / 27/15 18/6 0,532!
S-blokatori / 28/14 16/8 0,786"
Diuretici / 15/27 4120 0,173
Statini / 15/27 12/12 0,381/

Vrednosti su testirane ANOVA i post-hock Tuckey testom; vrednosti su prikazane kao srednje vrednostitstandardne devijacije; #- vrednosti su prikazane kao
geometrijske sredine sa 95% intervalima pouzdanosti; |- poredenje je vrseno Chi-kvadrat testom; a-znacajno razlic¢ito u odnosu na kontrolnu grupu; b- znacajno
razlicito u odnosu na grupu bez znacajne stenoze; -p<0.05; ~-p<0.01; ~-p<0.001; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni pritisak; DP- Dijastolni krvni
pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-
reactivni protein visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije;
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Slika 27. Koncentracija rezistina u plazmi kod pacijenata sa i bez

znacajne stenoze 1 KG

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti i testirane
ANOVA testom, p=0,011

a-znacajno razlicito u odnosu na KG; *-p=0.047; **p=0,013
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Slika 28. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK rezistina kod pacijenata

sa i bez znacajne stenoze 1 KG

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti i testirane
ANOVA testom; p=0,888
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Slika 29. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK CAP1 kod pacijenata sa i
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bez znacajne stenoze i KG, p<0,001

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i testirane ANOVA
testom; a-znacajno razlicito u odnosu na KG; b-znacajno razlic¢ito u odnosu na grupu bez
znacajne stenoze; *p=0,043; ***p<0,001
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Slika 30. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK IL-6 kod pacijenata sa i

bez znacajne stenoze i KG

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti i testirane
ANOVA testom; p=0,133
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Slika 31. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK CD36 kod pacijenata sa i

bez znacajne stenoze i KG, p<0,001

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i testirane ANOVA
testom; a-znacajno razli¢ito u odnosu na KG; b-zrnacajno razlicito u odnosu na grupu bez
znacajne stenoze; **-p=0.003; ***-p<0.001
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4.2.1. Ispitivanje uticaja pola, pusackog statusa i terapije na koncentracije IL-6 i
rezistina u plazmi, kao i na nivoe iRNK rezistina, CAP1, IL-6 i CD36 kod

pacijenata bez AKS i kontrolne grupe

Zbog nehomogene raspodele muskaraca 1 Zena kao 1 puSaca 1 nepusaca, 1 KG 1
pacijenti su podeljeni prema polu i pusackom statusu. Koncentracije IL-6 i rezistina u
plazmi, kao i nivoi iIRNK rezistina, CAP1, IL-6 i nisu pokazali znacajne razlike izmedu
grupa (Tabela 16, 17), te mozemo zakljuciti da razli¢ita raspodela muskaraca i Zena i
pusaca i nepusaca nema znacajnog uticaja na nivoe ispitivanih parametara. Nivoi iRNK
CD?36 su bili znacajno veéi kod pusaca u odnosu na nepusace u KG, dok kod pacijenata

ta razlika nije uocena (Tabela 17).

Nije uoCena znacajna razlika u nivoima ispitivanih parametara kod pacijenata
koji su bili na odredenoj terapiji (statinima, diureticima, B-blokatorima ili ACE-
inhibitorima) u odnosu na pacijente koji nisu uzimali datu terapiju (rezultati nisu

prikazani).
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Tabela 16. Ispitivani parametri prema polu zdravih ispitanika i pacijenata bez AKS

KG Pacijenti

Parametar - - < " - <

Muskarci Zene Muskarci Zene

12 15 P 33 33 P
2,37 2,75

IL-6, ng/L# / / / (1,35-4,05) (1,15-5,01) 0,829
Rezistin, 9,93 11,05 0454 13,85 12,67 0.550
ug/L # (8,36-11,84) (8,62-14,08) ' (12,19-15,75) (10,30-15,70) '
N. iIRNK 0,784 0,744 0571 0,893 0,767 0.759
Rezistina# (0,597-1,028) (0,588-0,940) ' (0,706-0,885) (0,523-0,887) '
(N:A'PRPK 0,573+0,139 0,570+0,154 0,671 1,518+0,260 1,401+0,275 0,196
N. iIRNK 1,025 1,009 0.927 0,402 0,687 0.076
IL-6# (0,638-1,644) (0,709-1,435) ' (0,262-0,619) (0,531-0,888) '
CN:D';;\I K 0,593+0,065 0,582+0,069 0,959 1,671+0,423 1,489+0,386 0,072

Vrednosti su testirane Student-ovim t-testom i prikazane kao srednje vrednostitstandardne devijacije; #- vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95%

intervalima pouzdanosti
N.-normalizovani nivoi
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Tabela 17. Ispitivani parametri prema pusackom statusu zdravih ispitanika i pacijenata bez AKS

KG Pacijenti

Parametar . . . . - . e
Nepusaci Pusaci Nepusaci Pusaci
19 8 P 48 18 P
2,18 2,62

IL-6, ng/L# / / / (1,27-3,28) (1,11-4.32) 0,897
Rezistin, 10,37 11,08 0673 13,53 13,59 0.968
ug/L # (8,74-12,22) (7,70-15,95) ’ (12,02-15,23) (11,77-15,69) ’
N. iRNK 0,752 0,796 0.750 0,754 0,805 0.483
Rezistina# (0,622-0,911) (0,499-1,270) ’ (0,645-0,881) (0,588-1,102) ’
I\éAiTK 0,594+0,072 0,569+0,052 0,392 1,476+0,267 1,415+0,387 0,432
N. iRNK 0,958 1,070 0.688 0,594 0,342 0.440
IL-6# (0,729-1,258) (0,543-2,108) ’ (0,462-0,762) (0,439-0,843) ’
IC\I:DI;L\IK 0,531+0,137 0,677+0,119 0,023 1,571+0,411 1,604+0,425 0,772

Vrednosti su testirane Student-ovim t-testom i prikazane kao srednje vrednostitstandardne devijacije; #- vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95%
intervalima pouzdanosti
N.-normalizovani nivoi
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4.2.2. Ispitivanje povezanosti rezistina u plazmi, normalizovanih vrednosti iIRNK
rezistina, CAP1 i CD36 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj

ateroskleroze kod pacijenata bez AKS i zdravih ispitanika

U cilju ispitivanja medusobne povezanosti ispitivanih parametara kao i njihove
povezanosti sa lipidnim i nelipidnim faktorima za razvoj ateroskleroze kod pacijenata i

zdravih ispitanika, sprovedena je Pearson-ova korelaciona analiza.

4.2.2.1. Korelacije rezistina u plazmi, normalizovanih vrednosti iRNK rezistina,
CAP1 i CD36 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj

ateroskleroze kod zdravih ispitanika

U grupi zdravih ispitanika, koncentracije rezistina u plazmi su znacajno
pozitivho korelirale sa koncentracijama insulina, vrednostima HOMA-IR indeksa,
koncentracijama TG 1 sa nivoima iRNK rezistina. Nivoi iRNK rezistina su znacajno
pozitivno korelirali sa koncentracijama TG i rezistina u plazmi (Tabela 18). Uocena je i

pozitivna korelacija izmedu nivoa iRNK CAP1 i CD36 (Tabela 19).
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Tabela 18. Korelacije rezistina u plazmi i normalizovanih vrednosti iIRNK rezistina sa

ostalim parametrima kod zdravih ispitanika

Rezistin, ng/mL

Normalizovane vrednosti

iRNK rezistina

Parametar
r p r P

Starost, (godine) -0,227 0,220 -0,153 0,396
ITM, kg/m? 0,112 0,549 0,193 0,281
SP (mm Hg) 0,190 0,324 0,183 0,324
DP (mm Hg) 0,152 0,432 0,355 0,050
Kreatinin, umol/L 0,053 0,777 0,076 0,676
Glukoza, mmol/L 0,183 0,325 0,332 0,059
Insulin, uU/L 0,499 0,018 0,326 0,120
HOMA IR 0,546 0,009 0,377 0,070
UH, mmol/L 0,133 0,475 0,137 0,448
HDL-H, mmol/L -0,292 0,111 0,014 0,939
LDL-H, mmol/L 0,198 0,287 0,024 0,898
TG, mmol/L 0,524 0,003 0,350 0,046
hsCRP, mg/L 0,185 0,320 0,032 0,860
Rezistin, ug/L / / 0,459 0,009
Normalizovana iRNK rezistina 0,459 0,009 / /
Normalizovana iRNK CAP1 0,058 0,788 0,068 0,743
Normalizovana iRNK IL-6 0,260 0,190 -0,044 0,822
Normalizovana iRNK CD36 0,184 0,379 0,213 0,287

Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni
pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke
gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reactivni protein

visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije
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Tabela 19. Korelacije normalizovanih vrednosti iIRNK CAP1 i CD36 sa sa ostalim

parametrima kod zdravih ispitanika

Normalizovane vrednosti

Normalizovane vrednosti

Parametar IRNK CAP1 IRNK CD36
r p r P

Starost, (godine) -0,017 0,936 -0,296 0,134
ITM, kg/m? -0,007 0,972 -0,041 0,840
SP (mm Hg) 0,275 0,193 -0,016 0,940
DP (mm Hg) 0,199 0,351 0,072 0,731
Kreatinin, umol/L 0,244 0,230 -0,053 0,792
Glukoza, mmol/L 0,367 0,065 0,112 0,578
Insulin, uU/L -0,274 0,196 -0,111 0,605
HOMA IR -0,174 0,417 -0,066 0,760
UH, mmol/L 0,145 0,481 0,110 0,584
HDL-H, mmol/L -0,096 0,643 -0,149 0,457
LDL-H, mmol/L 0,344 0,093 0,133 0,517
TG, mmol/L 0,196 0,337 0,131 0,516
hsCRP, mg/L 0,062 0,764 0,153 0,447
Rezistin, ug/L 0,058 0,788 0,184 0,379
Normalizovana iRNK rezistina 0,068 0,743 0,213 0,287
Normalizovana iRNK CAP1 / / 0,447 0,022
Normalizovana iRNK IL-6 -0,091 0,687 -0,319 0,138
Normalizovana iRNK CD36 0,447 0,022 / /

Podaci su analizirani Perason-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni
pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke
gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reactivni protein

visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije
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4.2.2.2. Korelacije rezistina u plazmi, normalizovanih vrednosti iRNK rezistina,
CAP1 i CD36 sa lipidnim i nelipidnim faktorima rizika za razvoj

ateroskleroze kod pacijenata bez AKS

U grupi pacijenata, koncentracije rezistina su bile u pozitivnoj korelaciji sa
nivoima iRNK rezistina i sa koncentracijama kreatinina. Uocena je i znacajna negativna
korelacija izmedu koncentracija rezistina u plazmi i vrednosti ITM 1 UH. Nivoi iRNK
rezistina su znacajno pozitivno korelirali sa koncentracijama kreatinina, dok je

korelacija na granici statisticke znacajnosti uocena sa normalizovanim nivoima iRNK

CD36 i sa vrednostima ITM (Tabela 20).

Normalizovani nivoi iIRNK CAP1 su pokazali pozitivnu Kkorelaciju sa
koncentracijama glukoze, TG, vrednostima ITM i HOMA-IR indeksa i sa
normalizovanim nivoima iRNK CD36, a negativnu sa godinama starosti ispitanika.
Normalizovani nivoi iRNK CD36 su pozitivno korelirali sa vrednostima ITM,
koncentracijama kreatinina i hsCRP-a. Negativna korelacija je uoCena izmedu nivoa
IRNK CD36 i godina starosti ispitanika, kao i koncentracija TG i HDL-H (Tabela 21).
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Tabela 20. Korelacije rezistina u plazmi i normalizovanih vrednosti iIRNK rezistina sa

ostalim parametrima kod pacijenata bez AKS

Rezistin u plazmi

Normalizovane vrednosti

iRNK rezistina

Parametar
r p r P

Starost, (godine) 0,123 0,320 0,004 0,976
ITM, kg/m2 -0,254 0,034 -0,238 0,053
SP (mm Hg) -0,223 0,077 -0,004 0,974
DP (mm Hg) -0,185 0,143 0,082 0,515
Kreatinin, umol/L 0,456 <0,001 0,364 0,002
Glukoza, mmol/L 0,006 0,964 -0,063 0,616
Insulin, pU/L -0,062 0,651 0,017 0,902
HOMA IR -0,123 0,373 -0,051 0,713
UH, mmol/L -0,286 0,021 -0,050 0,688
HDL-H, mmol/L -0,169 0,171 -0,139 0,264
LDL-H, mmol/L -0,109 0,389 -0,145 0,232
TG, mmol/L 0,009 0,944 -0,017 0,889
hsCRP, mg/L 0,024 0,848 0,027 0,831
IL-6, ng/L 0,038 0,833 0,069 0,702
Rezistin, ug/L / / 0,298 0,014
Normalizovana iRNK rezistina 0,298 0,014 / /
Normalizovana iRNK CAP1 0,068 0,596 -0,031 0,803
Normalizovana iRNK IL-6 -0,089 0,486 0,039 0,759
Normalizovana iRNK CD36 0,112 0,376 0,237 0,055

Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni
pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak;UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke
gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reaktivni protein

visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije
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Tabela 21. Korelacije normalizovanih vrednosti iRNK CAP1 i CD36 sa ostalim

parametrima kod pacijenata bez AKS

Normalizovane vrednosti

Normalizovane vrednosti

Parametar IRNK CAP1 IRNK CD36

r p r P
Starost, (godine) -0,206 0,096 -0,277 0,024
ITM, kg/m2 0,328 0,008 0,278 0,026
SP (mm Hg) 0,022 0,862 -0,002 0,985
DP (mm Hg) -0,206 0,098 -0,135 0,281
Kreatinin, umol/L 0,173 0,165 0,396 0,001
Glukoza, mmol/L 0,338 0,007 0,014 0,912
Insulin, pU/L 0,235 0,090 0,263 0,057
HOMA IR 0,308 0,025 0,208 0,135
UH, mmol/L -0,026 0,840 -0,255 0,042
HDL-H, mmol/L -0,044 0,726 -0,354 0,004
LDL-H, mmol/L 0,011 0,934 -0,100 0,432
TG, mmol/L 0,440 <0,001 0,135 0,279
hsCRP, mg/L -0,077 0,547 0,294 0,018
IL-6, ng/L -0,264 0,138 -0,108 0,549
Rezistin, ug/L 0,068 0,596 0,113 0,372
Normalizovana iRNK rezistina -0,031 0,803 0,237 0,055
Normalizovana iRNK CAP1 / / 0,483 <0,001
Normalizovana iRNK IL-6 0,109 0,386 -0,112 0,376
Normalizovana iRNK CD36 0,483 <0,001 / /

Podaci su analizirani Pearson-ovom korelacionom analizom; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni
pritisak; DP- Dijastolni krvni pritisak;UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke
gustine; LDL-H- holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reaktivni protein

visoke osetljivosti; HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije

87



4.2.3. Otklanjanje uticaja pridruzenih faktora na koncentracije rezistina,
normalizovane nivoe iRNK CAP1 i CD36 kod pacijenata sa i bez znacajne

stenoze i zdravih ispitanika analizom kovarijanse

Analizom kovarijanse izvrSeno je 1 korigovanje vrednosti parametara kod
pacijenata sa i bez znacajne stenoze i zdravih ispitanika za odgovarajuce pridruzene
faktore, tj. kovarijante. Nakon korekcije koncentracija rezistina za godine starosti
ispitanika, ITM, kreatinin i UH, uoCene razlike izmedu ispitivanih grupa su bile vece
(Slika 32). Takode, nakon korekcije normalizovanih nivoa iRNK CAP1 za godine
starosti ispitanika, ITM, glukozu, TG i HOMA IR indeks, razlike izmedu obe grupe
pacijenata i KG su ostale znac¢ajne, dok se uofena znac¢ajna razlika izmedu pacijenata sa
znacajnom stenozom i bez znacajne stenoze izgubila (Slika 33). Nakon korekcije
normalizovanih nivoa iIRNK CD36 za godine, ITM, HDL-H i hsCRP i za vrednost
kreatinina razlika izmedu pacijenata sa i bez znaCajne stenoze je bila na granici

statisticke znacajnosti (slika 34).
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Slika 32. Koncentracija rezistina u plazmi kod pacijenata sa i bez
znacajne stenoze i KG nakon korekcije za godine, ITM, kreatinin i UH

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti analizom
kovarijanse (ANCOVA), p=0,008; a-znacajno razlicito u odnosu na KG; **-p=0.009;
***p=0,003

89



2,000

a***
a***
1,800 1,793
T 1,700

1,600
= 1,453 F 119
£ 1400 :
g L
?1200 = 1206 1,245
zZ
x
= 1,000
o

== 0,861

< ’
) 0,800
¥
Z 0,600 B 05629
@

0,400 0,397

0,200

0,000

KG Bez znacajne stenoze Sa znacajnom stenozom

Slika 33. Normalizovani nivoi iIRNK CAP1 kod pacijenata sa i bez
znacajne stenoze i KG nakon korekcije za godine, ITM, glukozu, TG, i
HOMA IR indeks

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i testirane analizom
kovarijanse (ANCOVA); a-znacajno razlicito u odnosu na KG;***p<0,001
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Slika 34. Normalizovani nivoi iIRNK CD36 kod pacijenata sa i bez

znacajne stenoze i KG nakon korekcije za godine, ITM, HDL-H, kreatinin

i hsCRP

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti sa standardnim devijacijama i testirane analizom
kovarijanse (ANCOVA); a-znacajno razlicito u odnosu na KG; b-znacajno razlicito u odnosu na

grupu bez znacajne stenoze, #-p=0.052; ***-p<0.001
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4.2.4. Odredivanje sadrzaja malih HDL i malih, gustih LDL d{estica kod
pacijenata bez AKS

U cilju ispitivanja povezanosti novih lipidnih faktora rizika za razvoj
ateroskleroze sa ispitivanim parametrima, kod pacijenata bez AKS su dodatno odredeni
i dijametri HDL i LDL cestica, kao i relativni sadrzaji malih HDL i malih, gustih LDL
Cestica u plazmi. Ovi pacijenti su podeljeni u dve grupe prema procentualnoj
zastupljenosti malih, gustih LDL cestica (Tabela 22). Utvrdeno je da su pacijenti sa
sadrzajem malih, gustih LDL cestica <50% imali znacajno nize vrednosti kreatinina 1
glukoze u odnosu na ispitanike sa sadrzajem malih, gustih LDL ¢estica >50% (Tabela
22). Takode pacijenti sa ve¢im sadrzajem malih, gustih LDL cestica (>50%) su imali
znacajno viSe koncentracije rezistina U plazmi (Slika 35) kao i znacajno viSe nivoe
IRNK rezistina (Slika 36) u odnosu na pacijente sa manjim procentualnim sadrzajem
malih, gustih LDL ¢estica (<50%).

Rezultati Pearson-ove korelacione analize su prikazani u Tabelama 23 i 24.
Utvrdeno je da su normalizovani nivoi iRNK rezistina negativno korelirali sa

dijametrom LDL c¢estica i pozitivno sa procentualnim sadrzajem malih, gustin LDL

Cestica (Tabela 23).
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Tabela 22. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata bez AKS podeljenih prema

relativnom sadrzaju malih, gustih LDL cestica

Parametar sdLDL<50% sdLDL>50% P
Broj ispitanika 27 38 /
Sa/bez znacajne stenoze 10/17 14/24 0,878!
Pol (m/%) 13/14 19/19 0,917
Starost, (godine) 59(33-80) 61(32-82) 0,392
ITM, kg/m? 26,243 4 26,9+3.8 0,422
SP (mm Hg) 119+12 121+15 0,624
DP (mm Hg) 70+8 77£10 0,865
Kreatinin, umol/L 67 (62-73) 79 (71-87) 0,022
Glukoza, mmol/L 5,11+0,62 5,65+0,81 0,011
Insulin, uU/L# 10,26 (8,36-12,59) 11,55 (8,93-14,92) 0,466
HOMA-IR# 2,47 (2,02-3,03) 2,92 (2,17-3,93) 0,357
UH, mmol/L 4.99+1,14 4,79+1,19 0,517
LDL-H, mmol/L# 2,87 (2,47-3,34) 2,79 (2,43-3,20) 0,218
HDL-H, mmol/L 1,18+0,34 1,20+0,28 0,794
TG, mmol/L# 1,43 (1,21-1,69) 1,60 (1,34-1,91) 0,366
Dijametar LDL Cestica, nm 26,6+1,2 25,4+1,5 0,002
Dijametar HDL Cestica, nm 9,70+0,91 9,31+1,00 0,111
Male HDL Ccestice, % 31,18+4,72 34,97+9,06 0,032
hsCRP, mg/L# 1,91 (1,55-4,35) 3,56 (2,27-5,60) 0,494
IL-6, ng/L# 1,36 (1,08-3,77) 1,67(1,21-3,93) 0,803
Normalizovana iRNK CAP1 1,447+0,233 1,471+£0,310 0,738
Normalizovana iRNK IL-6# 0,488 (0,303-0,787) 0,548 (0,392-0,765) 0,504
Normalizovana iRNK CD36 1,633+0,438 1,558+0,399 0,484
Lekovi (sa/bez terapije)

ACE-inhibitori 20/7 27/11 0,999
S-blokatori 21/6 26/12 0,583"
Diuretici 8/19 9/29 0,802
Statini 10/17 17/21 0,715"

Vrednosti su testirane Student-ovim t-testom i prikazane kao srednje vrednostitstandardne devijacije; #-
vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalima pouzdanosti;|-p<0,05 poredenje je

vrseno Chi-kvadrat testom

sdLDL-male, guste LDL Ccestice; ITM-indeks telesne mase; SP- Sistolni krvni pritisak; DP- Dijastolni
krvni pritisak; UH-ukupni holesterol; HDL-H- holesterol u lipoproteinima visoke gustine; LDL-H-
holesterol u lipoproteinima niske gustine; Tg-trigliceridi; hsCRP- C-reactivni protein visoke osetljivosti;
HOMA-IR- HOMA indeks insulinske rezistencije;
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Slika 35. Koncentracija rezistina u plazmi kod pacijenata bez AKS prema

sadrzaju malih, gustih LDL cestica

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti i testirane
Student-ovim t-testom, *p=0,031; sdLDL-male, guste LDL Cestice;,

94



1,400

%k %
1,200
1,144
I
% 1,000
Ny + 0,911
é 0,800 0,786 6,802
& ,
=
% 0,600 0,631
P
hud == 0,507
=
0,400
x
0,200
0,000
sdLDL<50% sdLDL>50%

Slika 36. Normalizovane vrednosti nivoa iRNK rezistina kod pacijenata

prema sadrzaju malih, gustih LDL cCestica

Vrednosti su prikazane kao geometrijske sredine sa 95% intervalom pouzdanosti i testirane
Student-ovim t-testom, **p=0,004; sdLDL-male, guste LDL Cestice;
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Tabela 23. Korelacije rezistina u plazmi i normalizovanih vrednosti iIRNK rezistina sa

dijametrima LDL i HLD cestica, kao i sa procentualnim udelom malih, gustih LDL, tj.

malih HDL-¢estica kod pacijenata bez AKS

Rezistin u plazmi, pg/L

Normalizovane vrednosti
iRNK rezistina

Parametar

r p r P
Dijametar HDL Cestica, nm -0,146 0,252 -0,225 0,071
Male HDL cestice, % 0,001 0,996 0,214 0,087
Dijametar LDL Cestica, nm -0,085 0,507 -0,273 0,028
Male, guste LDL Cestice, % 0,197 0,121 0,271 0,029

Tabela 24. Korelacije normalizovanih vrednosti iIRNK CAP1 i CD36 dijametrima LDL i

HLD cestica, kao i sa procentualnim udelom malih, gustih LDL, tj. malih HDL-Cestica

kod pacijenata bez AKS

Normalizovane vrednosti

Normalizovane vrednosti

iRNK CAP1 iRNK CD36
Parametar

r p r P
Dijametar HDL Cestica, nm -0,094 0,465 -0,154 0,229
Male HDL Cestice, % 0,052 0,685 0,132 0,301
Dijametar LDL Cestica, nm -0,027 0,832 0,241 0,057
Male guste LDL Ccestice, % 0,117 0,361 -0,062 0,629
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4.2.5. ViSestruka linearna regresiona analiza za ispitivanje povezanosti
odredivanih parametara sa normalizovanim nivoima iRNK rezistina, CAP1

i CD36 kod pacijenata bez AKS i zdavih ispitanika

U cilju ispitivanja doprinosa nezavisnih prediktora koncentracijama rezistina u
krvi, nivoima iIRNK rezistina, CAP1 i CD36 u grupi pacijenata bez AKS i u grupi

zdravih ispitanika, izvrSena je viestruka linearna regresiona analiza.

Utvrdeno je da 30% varijacije u koncentracijama rezistina u krvi kod pacijenata

potice od varijacija u koncentracijama kreatinina i UH u krvi (Tabela 25).

Visestruka linearna regresiona analiza je primenjena i za ispitivanje doprinosa
nezavisnih prediktora koncentracijama rezistina u krvi kod zdravih ispitanika, medutim
ni u jednom modelu (model 1: insulin, TG, iIRNK rezistina; model 2: HOMA-IR, TG,

iRNK rezistina) nije postojao znacajan prediktor koncentracija rezistina.

Utvrdeno je da je nezavisni prediktor nivoa iRNK rezistina dijametar LDL
Cestica (Tabela 26, model 1), tj. dijametar LDL cestica i nivoi iRNK CD36, pri ¢emu
19% varijacije u nivou iRNK rezistina potice od varijacija u dijametru LDL Ccestica i

nivoima CD36 molekula (Tabela 26, model 2).

Kao znacajni nezavisni prediktori nivoa iRNK CAP1 su se pokazali nivoi iRNK
CD36 kao i koncentracija TG (Tabela 27), koji doprinose varijaciji od 35% u nivoima
IRNK CAP1.

Takode, kao nezavisni prediktori nivoa iRNK CD36 izdvojeni su hsCRP,
kreatinin i nivoi iRNK CAP1, doprinoseci varijaciji od 50% u nivoima iRNK CD36
(Tabela 28).
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Tabela 25. ViSestruka linearna regresiona analiza za ispitivanje povezanosti odredivanih

parametara sa koncentracijama rezistina u Krvi

Koncentracije rezistina u Krvi:

Nezavisna promenljiva R’=0,356; adjR*=0,298

i} p VIF
ITM, kg/m2 -0,207 0,072 1,099
Kreatinin, umol/L 0,330 0,006 1,132
UH, mmol/L -0,252 0,026 1,046
SP (mm Hg) -0,190 0,089 1,035

Normalizovana iRNK

- 0,169 0,153 1,173
rezistina

ITM-indeks telesne mase; UH-ukupni holesterol; SP-sistolni pritisak; adjR2- korigovani R2 za
model; p- standardizovani koeficijenti; VIF- faktor rasta varijanse (variance inflation factor)

Tabela 26. ViSestruka linearna regresiona analiza za ispitivanje povezanosti odredivanih

parametara sa normalizovanom iRNK rezistina

) - Normalizovana iRNK rezistina
Nezavisna promenljiva

B p VIF

ITM, kg/m2 -0,230 0,069 1,140

Model 1 xieasinin, umol/L 0,190 0,170 1,381
R’=0,258  Dijametar LDL cestica -0,269 0,026 1,026
adj R?=0,190 Dijametar HDL Cestica -0,093 0,454 1,121
Rezistin, ug/L 0,105 0,449 1,401

ITM, kg/m2 -0,212 0,138 1,375

Model 2 Kreatinin, umol/L 0,010 0,948 1,572
R?=0,279 Dijametar LDL Ccestica -0,412 0,002 1,144
adj R?=0.192 Dijametar HDL Cestica 0,000 0,998 1,117
Rezistin, ug/L 0,156 0,283 1,433
Normalizovana iRNK 0,302 0,048 1,541

CD36

adjR2- korigovani R2 za model; p- standardizovani koeficijenti; VIF- faktor rasta varijanse
(variance inflation factor)
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Tabela 27. ViSestruka linearna regresiona analiza za ispitivanje povezanosti odredivanih

parametara sa normalizovanom iRNK CAP1

Nezavisna promenljiva

Normalizovane vrednosti iRNK CAP1:

R®=0,432; adjR?*=0,352

B p VIF
Starost, (godine) 0,007 0,957 1,199
ITM, kg/m2 0,117 0,472 1,953
Glukoza, mmol/L 0,126 0,417 1,799
Insulin, nU/L -0,150 0,332 1,768
TG, mmol/L 0,410 0,010 1,758
Normalizovana iRNK CD36 0,383 0,005 1,273

ITM-indeks telesne mase; Tg-trigliceridi; adjR2- korigovani R2 za model; [- standardizovani
koeficijenti; VIF- faktor rasta varijanse (variance inflation factor)

Tabela 28. ViSestruka linearna regresiona analiza za ispitivanje povezanosti odredivanih

parametara sa normalizovanom iRNK CD36

Nezavisna promenljiva

Normalizovana iRNK CD36:
R?=0,598; adjR?=0,505

B p VIF
Starost, godine -0,215 0,075 1,340
ITM, kg/m2 0,167 0,224 1,784
Kreatinin, umol/L 0,296 0,013 1,260
Insulin, uU/L -0,038 0,785 1,817
HDL-H, mmol/L -0,135 0,268 1,400
fé{ametar LDL cestica, 0,152 0,184 1,229
hsCRP, mg/L 0,277 0,037 1,609
Norm_allzovana iRNK 0,161 0,179 1,342
rezistina
Normalizovana iRNK 0,305 0,014 1,354

CAP1

adjR2- korigovani R2 za model; p- standardizovani koeficijenti; VIF- faktor rasta varijanse

(variance inflation factor)
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5. Diskusija

IBS predstavlja i dalje jedan od glavnih uzroka smrtnosti u razvijenim zemljama.
Ono $to je zabrinjavajuce je da i pored napretka u otkrivanju novih biomarkera i razvoja
savremenih dijagnostickih metoda za vizualizaciju krvnih sudova, koji zajedno
omogucavaju pravovremenu i pravilniju dijagnozu bolesti, trend smrtnosti od ove
bolesti u konstantnom porastu vec¢ skoro tri decenije (1). Tokom poslednjih godina, stav
naucne javnosti je da ateroskleroza ne predstavlja puku bolest prekomernog skladistenja
holesterola, ve¢ jedno multifaktorsko oboljenje, u ¢ijem razvoju inflamacija ima
presudnu ulogu (1, 4-7). U velikom broju slucajeva stepen i morfolosko prisustvo
stenoza koje ometaju protok kroz krvne sudove ne predvidaju dovoljno dobro ishod
bolesti, odnosno njene klinicke komplikacije, jer najveca opasnost aterosklerotskog
plaka poti¢e od njegove dinamicke nestabilnosti, odredene proinflamatornim procesima
koji se desavaju unutar samog plaka (6). Utvrdeno je da u AKS nepovoljan klinicki
ishod predvidaju povisene vrednosti markera inflamacije u Kkrvi, jer je uzrok koronarne
nestabilnosti kod svih pacijenata sa AKS upravo aktivacija inflamatornih celija u
kriticnom aterosklerotskom plaku (9,11). Iz tog razloga je od presudnog znacaja
ispitivanje molekularnih 1 ¢elijskih mehanizama koji doprinose razvoju inflamacije u

aterosklerozi sa aspekta dijagnosticke, prognosticke i terapijske vrednosti.

lako otkriven pre skoro 2 decenije (39), funkcija koju rezistin ima u humanom
organizmu nije jo$ uvek do kraja rasvetljena, $to zbog nemogucnosti translacije
podataka o ovom proteinu sa miSeva i pacova na humani organizam (39, 46-50), sto
zbog relativno kasnog otkrivanja receptora za humani rezistin (66). Identifikovanje
glavnih mesta sinteze i sekrecije humanog rezistina omogucilo je dalje ispitivanje
funkcije ovog proteina. In vitro i in vivo studije su nedvosmisleno pokazale da rezistin
u humanom organizmu ima ulogu proinflamatornog citokina (46-49). Interesovanje
naucne javnosti za ulogu koju ovaj protein moze imati u razvoju ateroskleroze upravo je
proisteklo iz njegove sposobnosti da stimuliSe proinflamatorne procese, Koji
predstavljaju osnovu za razvoj ove bolesti (1-11). lako je njegov doprinos aterosklerozi
potvrden brojnim in vitro i in vivo eksperimentima (53-63), klinicke studije koje su
izvedene do sada navodile su razli¢ite zakljucke vezane za ulogu ovog proteina u IBS i

njegovoj upotrebi kao dijagnostickog i prognostickog biomarkera (58, 72-79).
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U ovom istrazivanju prvi put je opisana genska ekspresija CAP1 i rezistina iz
mononuklearnih ¢elija periferne krvi, zajedno sa rezistinom u plazmi kod pacijenata sa
ishemijskom bolesti srca i zdravih ispitanika. Takode, u ovom istrazivanju prvi put je
opisana povezanost genske ekspresije CAPI1 1 rezistina iz mononuklearnih ¢elija
periferne krvi, i genske ekspresije CD36 receptora Cistaca, kao i njihova povezanost sa
tradicionalnim i sa novijim faktorima rizika za razvoj ateroskleroze kod pacijenata sa

ishemijskom bolesti srca i zdravih ispitanika.

In vitro studije su nedvosmisleno pokazale da rezistin moze doprineti svim
fazama razvoja aterosklerotskog plaka, od endotelne disfunkcije do destabilizacije plaka
(53-63). U prilog tome govore i rezultati ove studije, koji su pokazali da je rezistin u
krvi povisen kod svih grupa pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, $to ukazuje na
ulogu koju ovaj protein ima u razvoju IBS (Slike 22, 27 i 32) . lako je i u brojnim
klinickim studijama ukazano na povezanost poviSenih koncentracija rezistina u krvi i
kako prisustva tako i stadijuma IBS (58, 72, 73), odredena istrazivanja su imala i
kontradiktorne rezultate (74). Ipak, najnovijom meta-analizom je utvrdeno da povisene
koncentracije rezistina u krvi predstavljaju poviSen rizik za kardiovaskularnu smrtnost
(79). Takode, koncentracije rezistina kod pacijenata sa AKS su bile vise u odnosu na
pacijente sa SAP i u odnosu na pacijente bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze
(Slika 22). Studije koje su se bavile ispitivanjem povezanosti rezistina sa klinickim
manifestacijama IBS su pokazale da pacijenti sa nestabilnom anginom pektoris imaju
povisene koncentracije rezistina u krvi u odnosu na pacijente sa stabilnom anginom
pektoris (75). Qiao i saradnici su pokazali da su koncentracije rezistina u plazmi vise
kod pacijenata sa AIM, NAP i SAP u odnosu na zdrave ispitanike (76), dok su Lubos i
saradnici takode pokazali da pacijenti sa AKS imaju povisene koncentracije rezistina u

plazmi i ukazali na njegovu potencijalnu dijagnosticku vrednost (77).

Bitno je ista¢i da su nivoi rezistina u krvi, odnosno njegov metabolizam zavisni
od bubrezne funkcije, $to sugeriSu i rezultati nase studije, obzirom da je rezistin bio u
snaznoj pozitivnoj korelaciji sa vrednostima serumskog kreatinina (Tabela 12), i da je
kreatinin bio jedan od nezavisnih prediktora koncentracija rezistina u krvi u grupi
pacijenata bez AKS (Tabela 25). Ovi rezultati su u skladu i sa drugim studijama, gde je
uoceno da su koncentracije rezistina u obrnutoj korelaciji sa brzinom glomelularne

filtracije kod pacijenata sa hroni¢nom bolesti bubrega (84). Zbog toga bi vrednosti
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rezistina trebalo tumaciti u skladu sa koncentracijama kreatinina u krvi, tj. sa ja¢inom

glomelularne filtracije.

Takode, u ovoj studiji je uocCena i pozitivna korelacija rezistina u plazmi i nivoa
IRNK  rezistina kod obe grupe pacijenata (u grupi pacijenata sa AKS, SAP i bez
anginoznih tegoba i znacajne stenoze, Tabela 12, i u grupi pacijenata bez AKS, Tabela
20) i u kontrolnoj grupi (Tabela 18). Mezaghi i saradnici su takode uocili povezanost
ova dva parametra kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 (85), dok su Tsiotra i saradnici
pokazali istu vezu izmedu rezistina u plazmi i genske ekspresije rezistina iz
mononuklearnih ¢elija periferne krvi obogacenih monocitima kod Zena sa dijabetesom
tip 2 (80). Ipak, i pored povisenih nivoa rezistina u plazmi kod pacijenata, nivoi iRNK
rezistina u ovoj studiji se nisu razlikovali izmedu ispitivanih grupa (Slike 23 i 28). lako
se ne moZze potceniti doprinos sinteze i sekrecije rezistina iz mononuklearnih celija
periferne krvi ukupnim koncentracijama rezistina u plazmi, drugi faktori, pored
bubrezne funkcije, mogu imati dodatni uticaj na njegove konacne nivoe u plazmi.
Naime, pokazano je da se rezistin lokalno sintetiSe i sekretuje iz makrofaga koje
infiltriraju aterosklerotske plakove u velikoj koli¢ini, gde svoje proinflamatorne i
proaterogene efekte ostvaruje autokrinim i parakrinim putem (63), a smatra se da je
upravo aktivacija inflamatornih celija u kriticnom aterosklerotskom plaku uzrok
koronarne nestabilnosti kod svih pacijenata sa AKS (6). Takode, odredene studije su
pokazale da rezistin moze doprineti aterotrombozi stimulacijom ekspresije tkivnog
faktora, na taj nacin predstavljaju¢i efektorski molekul koji indukuje protrombogeni
fenotip u celijama zida krvnog suda (58). Na ovakav nacin, rezistin bi mogao da
doprinese kompleksnim intravaskularnim inflamatornim i protrombogenim odgovorima
koji su glavne komponente koje doprinose dinamickoj nestabilnosti aterosklerotskog
plaka i predstavljaju osnovu za razvoj klini¢kih sindroma koji uklju¢uju NAP i AIM. To
bi moglo da objasni zasto je, i pored nepromenjenih nivoa iRNK rezistina, njegova
koncentracija bila poviSena kod pacijenata sa AKS: tokom destabilizacije plaka, koja se
desava u NAP i AIM, rezistin bi dodatno mogao da se oslobodi i iz samog plaka (58,
63). Shodno tome, povecanje rezistina u plazmi pre moze biti u vezi sa dinamickom
nestabilnosc¢u aterosklerotskog plaka, tj. sa klinickim manifestacijama ishemijske bolesti
srca, nego samo sa morfoloskim prisustvom ili odsustvom znacajne stenoze (57, 75-78).

U tom slucaju je i oCekivano da izmedu podgrupa pacijenata bez AKS ne postoji
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znacajna razlika u koncentracijama rezistina u plazmi, kao $to je i pokazano u ovoj

studiji (Slike 22, 27, 32).

Genska ekspresija receptora za rezistin, CAP1, u mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi je bila znacajno visa kod svih grupa pacijenata u odnosu na zdrave
ispitanike (Slike 24, 29). Uloga CAP1 proteina nikada nije ispitivana kod pacijenata sa
IBS, niti je CAP1 posmatran u kontekstu receptora za rezistin, ali je u onkoloskim
klinickim studijama utvrdeno da je u mnogim tipovima tumorskih c¢elija genska
ekspresija CAP1 povisena (86-88). Uzimajuci u obzir da je jedna od fundamentalnih
funkcija CAP proteina celijska pokretljivost, prekomerna ekspresija CAP1 moze imati
ulogu u invaziji i metastazi tumorskih celija, Sto je udruzeno sa loSijim klinickim
ishodnom pacijenata (17, 87, 88). Sa druge strane, Walker i saradnici su pokazali da
rezistin ispoljava hemoatraktivna svojstva prema CD4+ limfocitima, koji iako
malobrojniji, predstavljaju glavne ¢elije koje uti¢u na funkciju brojnijih makrofaga u
aterosklerotskim plakovima. Posto se rezistin u velikim koli¢inama sinteti$e i sekretuje
u ateromima, neki autori smatraju da bi on mogao delovati kao medijator migracije
¢elija u aterosklerotske lezije, Sto predstavlja jedan od glavnih koraka u razvoju
ateroskleroze (62). Cho i saradnici su takode pokazali da rezistin poseduje
hemoatraktivna svojstva prema monocitima, ¢ime se povecava ne samo veli¢ina plaka
stimulacijom infiltracije monocita, ve¢ 1 njegova destabilizacija (57). Utvrdeno je da
upravo vezivanje rezistina za centralni domen bogat prolinom CAP1 aktivira domen
receptora koji vezuje aktin, $to omogucava migraciju monocita zavisnu od rezistina
(66).

Ovi podaci ukazuju na to da rezistin u povisenim koncentracijama moZze ostvariti
snaznije efekte na mononuklearne ¢elije periferne krvi sa prekomernom ekspresijom
CAPI1 kod pacijenata sa IBS, §to bi doprinelo povecanoj invaziji mononuklearnih ¢elija
periferne krvi u aterosklerotske lezije. Nakon korigovanja vrednosti genske ekspresije
CAP1 za godine starosti, koncentracije glukoze i vrednosti ITM i HOMA-IR, znacajna
razlika izmedu grupa pacijenata sa i bez znacajne stenoze vise nije postojala (Slika 33).
Medutim, vazno je istaci da ova korekcija nije uticala na razliku izmedu ove dve grupe
pacijenata i zdravih ispitanika. Ovi podaci ukazuju na to da je prekomerna ekspresija
CAPI1 wudruzena sa pocCetnim fazama razvoja bolesti koje karakteriSe povecanja

migracija mononuklearnih ¢elija u aterosklerotske lezije (57, 62, 66), $to je u skladu i sa
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predlozenim mehnizmom dejstva CAP1 proteina (66). Uzimajuc¢i to u obzir, genska
ekspresija CAP1 bi se mogla koristiti kao marker za procenu prisustva bolesti u ranim

fazama.

U ovom istrazivanju utvrdeno je da su nivoi iIRNK CD36 u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi visi kod svih grupa pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike
(Slika 26). Pored toga, razlika u nivoima iRNK CD36 je uoCena i u grupi pacijenata bez
AKS, pri ¢emu su nivoi CD36 bili visi kod pacijenata sa znaCajnom stenozom u odnosu
na pacijente bez znacajne stenoze (Slika 31). Nakon korigovanja vrednosti genske
ekspresije CD36 za ITM, godine starosti, vrednosti HDL-H i hsCRP-a, razlika izmedu
grupa sa i bez znacajne stenoze je bila na granici statisticke znacajnosti (Slika 34). U
pocetnim fazama razvoja aterosklerotskih lezija u intimi-mediji krvnih sudova pod
dejstvom citokina poreklom iz T-¢elija dolazi do diferencijacije monocita u makrofage.
Taj proces aktivira i ekspresiju viSe vrsta receptora ¢istaca na membrani makrofaga,
medu kojima je i CD36, §to omogucava unos modifikovanih lipida u ove ¢elije (89, 90).
Za razliku od procesa preuzimanja LDL holesterola od strane LDL-receptora, koji je
visoko regulisan mehanizmom negativne povratne sprege, unos modifikovanih lipida u
¢elije putem CD36 receptora Cistaca ne dovodi do smanjene ekspresije ili povecane
degradacije receptora Cistaca, ve¢ suprotno, stimuliSe ekspresiju ovog proteina, $to vodi
masovnoj akumulaciji holesterola unutar makrofaga i nastanku penastih ¢elija (17, 89,
90). Smatra se da je CD36 receptor Cista¢ odgovoran za vise od 50% unosa
modifikovanih lipida u makrofagama (17, 90), $to sugeriSe da pacijenti sa prekomernom
genskom ekspresijom CD36 receptora cistata imaju povecan rizik za razvoj
ateroskleroze. Ovi rezultati su u skladu i sa studijom Teupseret i saradnika, koji su
pokazali da je genska ekspresija CD36 u CD14+ monocitima poviSena kod pacijenata sa
IBS, i da CD36 moze biti marker optere¢enja celija oxLDL-om i inflamacije kod
pacijenata sa IBS (91, 92). Nasa studija je i pokazala da je jedan od nezavisnih
prediktora nivoa iIRNK CD36 kod pacijenata bez AKS marker inflamacije niskog
stepena, hsCRP (Tabela 28). Ovi podaci ukazuju na to da je ekspresija CD36 receptora
Cistaca pod uticajem pro-inflamatornih medijatora, 1 da kao takva moze predstavljati
biomarker aktivacije celija koji se moze koristiti za procenu rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (93).
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U nasoj studiji je pokazano da je kreatinin takode jedan od nezavisnih prediktora
nivoa iIRNK CD36 (Tabela 28). Ovi rezultati su u skladu sa zapazanjima Kennedy-a i
saradnika koji su u svojoj studiji ukazali na ulogu CD36 receptora Cistaca u razvoju
bubrezne disfunkcije koja nastaje kao posledica povecane inflamacije, dislipidemije i
hipertenzije, jednom recju, u prisustvu faktora rizika za razvoj kardiovaskularnih
bolesti. Utvrdeno je da ligandi koji se generiSu u stanjima hiperlipidemije imaju
znaCajnu ulogu u aktivaciji CD36 receptora Cistata u makrofagama i u celijama
proksimalnih tubula bubrega, pri ¢emu se dalje aktiviraju proinflamatorni putevi u ovim
¢elijama, koji omogucavaju razvoj hroni¢ne inflamacije, oksidativnog stresa i fibroze,

Sto predstavlja osnovu za razvoj bubrezne disfunkcije u proaterogenim stanjima (94).

In vitro, rezistin dovodi do povecane akumulacije lipida (holesterola i Tg) u
THP-1 makrofagama, stimulacijom i genske i proteinske ekspresije CD36 receptora
CistaCa u humanim makrofagama poreklom iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi i
humanim THP-1 ¢elijama (58, 59). Kod pacijenata sa IBS u ovoj studiji nije uo¢ena
korelacija izmedu nivoa iRNK CD36 receptora i koncentracija rezistina u plazmi.
Medutim, nivoi iRNK CD36 su snazno korelirali sa genskom ekspresijom CAP1 i u
celokupnoj grupi pacijenata (Tabela 13) i u kontrolnoj grupi (Tabela 19), pri ¢emu je
nivo iRNK CAP1 jedan od nezavisnih prediktora nivoa genske ekspresije CD36 kod
pacijenata bez AKS (Tabela 28). Ovi podaci sugerisu da rezistin moze snaznije delovati
na Celije koje imaju prekomernu ekspresiju CAP1 i doprineti povecanoj genskoj

ekspresiji CD36 receptora Cistaca i progresiji ateroskleroze.

Vrednosti rezistina kod pacijenata sa veé¢im procentualnim sadrzajem malih,
gustih LDL cestica su bile viSe u odnosu na pacijente sa sadrzajem malih, gustih LDL
Cestica <50% (Slika 35). Abate i saradnici su pokazali da je poviSen rezistin udruzen sa
prisustvom manjih, gus¢ih LDL cestica u cirkulaciji pacijenata sa dijabetesom tip 2
(72), dok su Gerber i saradnici pokazali da su vrednosti rezistina u plazmi u pozitivnoj
korelaciji sa procentualnim sadrZzajem malih, gustih LDL cestica kod muskaraca sa
dijabetesom tip 2 i pre-dijabetesom (95). Jedan od glavnih tradicionalnih faktora rizika
za razvoj ishemijske bolesti srca predstavlja poviSena koncentracija LDL holesterola u
krvi. Ali pored koncentracije LDL holesterola u krvi i1 sastav LDL ¢estica ima znacajan
uticaj na rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti (96, 97). Naime, populaciju LDL-a

¢ini Sirok spektar Cestica, koje se razlikuju po veli€ini, gustini i sadrzaju proteina, pa
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samim tim poseduju i drugaciji aterogeni potencijal. Smatra se da male, guste LDL
Cestice (poveéan sadrzaj TG, a manji sadrzaj slobodnog i esterifikovanog holesterola)
imaju najveci aterogeni potencijal i da znacajno doprinose razvoju kardiovaskularnih
bolesti (96-98). Stvaranje malih, gustih LDL cestica u cirkulaciji se deSava u procesu
intravaskularnog remodelovanja lipoproteina, pri ¢emu je glavni predisponirajuci faktor
povisena koncentracija triglicerida u cirkulaciji, pogotovo poviseni nivoi velikih VLDL;
Cestica (lipoproteini veoma male gustine) bogatih trigliceridima i poviSene aktivnosti
holesterol-estar transfernog proteina (CETP-a) i lipoproteinske lipaze. Na ovaj nacin
omoguceno je stvaranje sporo-metaboliSu¢ih LDL cestica koje imaju dug poluzivot u
cirkulaciji (5 dana). Ovakve cestice su podlozne intenzivnijem dejstvu CETP, koji
katalizuje razmenu holesterol-estara sa LDL Cestica za trigliceride. Tako nastala LDL
Cestica bogata trigliceridima, postaje dobar supstrat za lipoproteinsku lipazu, koja
hidrolizuju¢i trigliceride na ovim ¢esticama doprinosi stvaranju manjih i guséih LDL
Cestica (99). Pokazano je da i rekombinantni rezistin i rezistin iz humanog seruma
dovode do povecane sinteze glavnih proteinskih i lipidnih komponenata VLDL cestica,
apolipoproteina B (apoB), triglicerida i esterifikovanog holesterola, i da poveéavaju
aktivnost mikrozomalnog triglicerid transfernog proteina koji kontroliSe ogranicavajuci
korak u sastavljanju VLDL c¢estica u humanim hepatocitima. Na ovaj nacin rezistin
stimuliSe produkciju veéeg broja lipoproteinskih Cestica od stane ovih celija (64). Sa
druge strane, rezistin dovodi do nishodne regulacije LDL-receptora u humanim
hepatocitima, tako $to povecava Celijske nivoe proteina PCSK9 (proprotein konvertaza
subtilizin/keksin tip 9, eng. proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) koji ubrzava
degradaciju LDL receptora u lizozomima (65). Na ovaj nacin rezistin moze dovesti do
smanjenog uklanjanja LDL cestica iz cirkulacije, odnosno do povecanja i njihovog

poluzivota i broja u cirkulaciji.

U ovoj studiji je prvi put pokazano da je genska ekspresija rezistina u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi visa kod pacijenata sa sadrzajem malih, gustih
LDL cestica >50% (Slika 36). Pored toga, pokazano je da su nezavisni prediktori nivoa
iRNK rezistina u ovim celijama kod pacijenata bez AKS bili nivoi iRNK CD36
receptora Cistaca i dijametar LDL cCestica (Tabela 26), dok su nezavisni prediktori nivoa
iIRNK receptora za rezistin bili takode nivoi iRNK CD36 i koncentracija TG u krvi

(Tabela 27), koji umnogome doprinose formiranju malih, gustih LDL cestica (98, 99).
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Pozitivna asocijacija izmedu nivoa iRNK CAP1 i nivoa iRNK CD36 i koncentracija TG
je uocena i u grupi svih pacijenata sa IBS. Zid arterija je posebno permeabilan za male,
guste LDL Cestice, jer promena sastava Cestice dovodi i do promene u konformaciji
apoB proteina koja sa jedne strane otezava vezivanje Cestice za LDL receptor i efikasno
uklanjanje iz cirkulacije, dok sa druge strane omogucava lakSe vezivanje za
proteoglikane zidova krvnih sudova i prolazak u subendotelni prostor. Nakon toga,
ovakve Cestice se 1 duze zadrzavaju u subendotelnom prostoru i postaju podlozne
hemijskim modifikacijama, na prvom mestu oksidaciji (98, 99). OxLDL Kkoji
preuzimaju monociti i makrofage znacajno uti¢e na transkripciju brojih gena u ovim
¢elijama (17). Pokazano je da oxLDL dovodi do prekomerne ekspresije gena za rezistin
u makrofagama poreklom iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi, medutim mehanizmi
kojima se to deSava nisu jo§ uvek utvrdeni (60). Ovi podaci ukazuju na ¢injenicu da ne
samo da je moguce da cirkuliSu¢i rezistin doprinosi stvaranju proaterogenijeg lipidnog
profila, ve¢ da modifikovani lipidi uneti u ¢elije putem CD36 receptora ¢istaca mogu
dovesti do ushodne regulacije gena za rezistin i doprineti daljem razvoju inflamacije.
Takode, ispitivanje efekata koji modifikovani lipidi uneti putem CD36 receptora Cistaca
imaju na transkripciju gena za CAP1 bi moglo dati dodatne odgovore o povezanosti
rezistina, CAP1 i CD36 receptora.

U nasSoj studiji rezistin u plazmi je negativno korelirao sa HDL-H kod pacijenata
sa IBS (Tabela 12), sto je skladu sa prethodnim istrazivanjima (74, 84). Takode, prvi put
je pokazano da je nivo iRNK rezistina kod pacijenata sa IBS negativno udruZen sa
koncentracijama HDL-H (Tabela 12). Na osnovu koncentracija HDL-H, mozemo
zakljuciti da su pacijenti u najvisem tercilu koncentracija rezistina imali i proaterogeniji
lipidni fenotip u odnosu na pacijente u prvom tercilu (Tabela 14). U skladu sa
rezultatima prethodnih studija (74), rezistin u plazmi je bio u negativnoj korelaciji sa
UH (Tabela 12), koncentracije UH su bile najnize u najviSem tercilu koncentracija
rezistina (Tabela 14) i UH je bio jedan od nezavisnih prediktora koncentracija rezistina
u grupi pacijenata bez AKS (Tabela 25). Ova veza moze biti posledica negativne
asocijacije rezistina u plazmi i koncentracija HDL-H. Sato i saradnici su pokazali da
moze biti uzrok snizenih koncentracija HDL-H koje su uocene kod miSeva tretiranih sa

adenovirusom koji sadrzi gen za rezistin (100). Medutim, treba imati u vidu da postoje
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veoma znacajne razlike kako u strukturi tako i funkciji izmedu humanog i misijeg
rezistina (46-49), tako da daljim istrazivanjem treba utvrditi tatnu prirodu veze izmedu

rezistina u plazmi, nivoa iRNK rezistina i HDL-H.

Takode, odredene studije su ukazale na povezanost rezistina u plazmi i markera
inflamacije kao $to je hsCRP (72, 74, 75) i IL-6 (101). U ovoj studiji uocena je
pozitivna korelacija izmedu rezistina i hsCRP-a, ali nakon isklju¢ivanja pacijenata koji
su bili na terapiji statinima (Tabela 12). Naime, statini pored svojih glavnih efekata,
ispoljavaju i vrlo dobro poznate plejotropne, anti-inflamatorne efekte preko
hidroksimetilglutaril-koenzim A reduktaza-nezavisnih puteva. Pokazano je da
simvastatin inhibira ekspresiju rezistina u kulturi humanih mononuklearnih ¢elija
periferne krvi preko mevalonat-geranilgeranil pirofosfat puta (102), $to moze biti
objasnjenje zaSto je samo kod pacijenata koji nisu bili na terapiji statinima postojala
pozitivna asocijaciju ova dva parametra. lako u ovoj studiji nije uo¢ena razlika izmedu
pacijenata koji su bili na terapiji statinima i onih koji nisu (rezultati nisu prikazani), ne
moze se izuzeti uticaj lekova na vrednost ovih parametara. Sa druge strane, nivoi iRNK
rezistina su pozitivno korelirali sa koncentracijama proinflamatornog citokina, IL-6, u
plazmi (Tabela 12), sto moze biti posledica Cinjenice da ne samo da rezistin moze
stimulisati ekspresiju IL-6, ve¢ i IL-6 moze stimulisati ekspresiju rezistina u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (48, 64). Anderson i saradnici su uodili
povetanje i u Kkoncentracijama IL-6 u plazmi i genske ekspresije IL-6 u
mononuklearnim Celijama periferne krvi kod pacijenata sa AIM (103), $to u nasoj

studiji nije potvrdeno, najverovatnije zbog razli¢itog dizajna studija.

Pusenje predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.
Od ispitivanih parametara jedino je nivo iRNK CD36 bio visi kod zdravih puSaca u
odnosu na zdrave nepusace (Tabela 11). Nikotin moze indukovati ekspresiju CD36
receptora makrofaga in vitro i in vivo, i na taj nacin doprineti razvoju ateroskleroze kod
pusaca (104). U grupi pacijenta ta razlika nije uocena, Sto moze biti posledica drugih

faktora uticaja u toj grupi.

Rezimiraju¢i rezultate ove studije, mozemo zakljuciti da postoji znacajna veza
izmedu rezistina i IBS, pogotovo sa klini¢kim manifestacijama ove bolesti. Ispitivanjem

genske ekspresije rezistina, receptora za rezistin i CD36 molekula, omoguéeno je
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sveobuhvatnije sagledavanje uloge ovog proteina u IBS. Paralelno posmatrajuéi rezistin
I njegov receptor, mozemo zakljuciti da dejstvo rezistina putem CAPI na
mononuklearne celije periferne krvi moze imati znacajnu ulogu u ranijim fazama
razvoja ateroskleroze, koja je vezana za migraciju ¢elija unutar aterosklerotskog plaka,
pri ¢emu bi se genska ekspresija CAP1 mogla Koristiti kao biomarker za procenu
prisustva bolesti jo§ u ranim fazama. Medutim, obzirom na znaCajan porast
koncentracija rezistina u AKS, ne moze se iskljuciti doprinos rezistina kasnijim fazama
razvoja bolesti putem svojih snaznih proinflamatornih dejstava koje moze ostvariti na

¢elije u aterosklerotskom plaku autokrinim i parakrinim putem.

Povisene vrednosti rezistina u krvi su udruzene sa proaterogenijim lipidnim
statusom kod pacijenata, koji se ogleda i kroz nize vrednosti HDL-H i kroz vecéu
zastupljenost malih, gustih LDL cestica. Takode, 1o8iji lipidni status moze uticati na
ekspresiju ovog proinflamatornog molekula, obzirom da je pokazano da lipidi
(dijametar LDL cestica i TG) kao i CD36 receptor pokazuju nezavisni uticaj na nivo

IRNK rezistina i CAP1 receptora u mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi.

CD36 molekul bi, obzirom na uocene razlike, mogao doprineti u odredivanju
stepena progresije bolesti. Nivoi IRNK CD36 receptora Cistaa su pod uticajem
proinflamatornih faktora krvi, povezani su i sa funkcijom bubrega, ali znacCajan uticaj na
njih ima i CAPL, tj. receptor za rezistin. Ovi prediktori doprinose varijaciji od ¢ak 50%
u nivoima iRNK CD36. Od toga, najsnaZniji uticaj ima upravo CAPI1, §to znaci da
rezistin moze ostvariti svoje efekte snaznije na celije sa prekomernom ekspresijom
CAPI 1 dovesti do ushodne regulacije iRNK CD36, na taj na¢in doprinosec¢i daljem

razvoju ateroskleroze.

Imajuéi u vidu iznete rezultate, buduca istraZivanja bi trebala biti fokusirana na
izuCavanje in vivo efekata rezistina koje ostvaruje putem CAP1 receptora, rasvetljavanju
mehanizama kojima rezistin in vivo najviSe doprinosi razvoju ateroskleroze, i koja
dejstva rezistina, autokrina, parakrina ili sistemska, imaju u tome presudnu ulogu.
Takode, trebalo bi da ispitivanja na Siroj populaciji pacijenata sa IBS budu fokusirana
na detaljniju evaluaciju dijagnosti¢kog i prognostickog potencijala rezistina i njegovog
receptora. Kako izmedu rezistina, CAP1 i CD36 postoji medusobna povezanost, od
znaCaja je detaljnije ispitivanje ove spone, tj. efekata koji modifikovani lipidi uneti
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putem CD36 receptora mogu imati na regulaciju ovih gena i njihovih proteinskih
produkata kao i signalnih puteva kojima se oni ostvaruju.
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6. Zakljudi

1. Koncentracije rezistina u krvi su bile znacajno vise kod svih grupa pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike, Sto ukazuje na ulogu koji rezistin ima u razvoju
IBS.

2. Koncentracije rezistina su bile u snaznoj pozitivnoj Kkorelaciji sa
koncentracijama kreatinina, $to ukazuje na ulogu koju bubrezi zauzimaju u
metabolizmu ovog proteina. Zbog toga vrednosti rezistina u krvi treba tumaciti u
skladu sa vrednostima kreatinina.

3. Koncentracije rezistina se nisu razlikovale izmedu pacijenata sa i bez znacajne
stenoze; bez anginoznih tegoba i znacajne stenoze i SAP. Koncentracije rezistina
u krvi su bile veée kod pacijenata sa AKS u odnosu na pacijente bez anginoznih
tegoba i znacajne stenoze i u 0dnosu na pacijente sa SAP. Ovi podaci ukazuju na
to da su poviSene vrednosti rezistina u vezi sa dinamickom nestabilnos¢u
aterosklerotskog plaka, tj. sa klinickim manifestacijama bolesti, a ne samo sa
morfoloskim prisustvom ateroskleroze.

4. Kako se nivoi iRNK rezistina nisu razlikovali izmedu ispitivanih grupa,
povisene koncentracije rezistina kod pacijenata sa NAP i AIM mogu biti
posledica dodatnog oslobadanja rezistina iz aterosklerotskih plakova u AKS.

5. Nivoi genske ekspresije CAP1 su bili poviseni kod svih grupa pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike, §to ukazuje na mogucu ulogu CAP1 proteina u
razvoju IBS. Ovi podaci ukazuju i na to da rezistin moze snaznije delovati na
¢elije sa prekomernom ekspresijom CAPL i doprineti razvoju bolesti.

6. Nivoi genske ekspresije CAP1 se nisu razlikovali izmedu podgrupa pacijenata,
dok su razlike izmedu pacijenata i zdravih ispitanika ostale znacajne i nakon
korekcije za odgovarajuc¢e kovarijante. Ovi podaci ukazuju na Cinjenicu da je
prekomerna ekspresija CAP1 udruzena sa pocetnim fazama razvoja bolesti, i da
se genska ekspresija CAP1 moze koristiti za procenu prisustva bolesti u ranim
fazama.

7. Nivoi iRNK CD36 u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi su bili visi kod
svih grupa pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, §to ukazuje na mogucu

ulogu CD36 receptora ¢istaca u razvoju IBS.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Uocena razlika u nivoima iRNK CD36 izmedu grupa pacijenata sa i bez
znacajne stenoze, ukazuje na mogucnost koriséenja genske ekspresije CD36
receptora ¢istaca u proceni stepena progresije bolesti.

Vrednosti rezistina kod pacijenata sa ve¢im procentualnim sadrzajem malih,
gustih LDL cestica su bile viSe u odnosu na pacijente sa sadrzajem malih, gustih
LDL ¢estica <50%, §to sugeriSe da rezistin moze doprineti pove¢anom stvaranju
malih, gustih LDL ¢estica kod pacijenata sa IBS.

Genska ekspresija rezistina u mononuklearnim c¢elijama periferne krvi je bila
visa kod pacijenata sa sadrzajem malih, gustih LDL cestica >50% u odnosu na
pacijente sa sadrzajem malih, gustih LDL cestica <50%, pri ¢emu su nezavisni
prediktori nivoa iRNK rezistina u ovim C¢elijama bili nivoi iRNK CD36
receptora Cistaca 1 dijametar LDL Cestica. Ovi podaci ukazuju na ¢injenicu da
unos modifikovanih lipida putem CD36 receptora Cistaca u ¢elije moze dovesti
do ushodne regulacije gena za rezistin i doprineti daljem razvoju inflamacije.
Kako su nezavisni prediktori nivoa iRNK CAP1 u mononuklearnim c¢elijama
periferne krvi bili takode nivoi iRNK CD36 i koncentracija TG u krvi (koji
doprinose formiranju malih, gustih LDL cestica), ispitivanje efekata koje mogu
imati modifikovani lipidi uneti u cCelije preko CD36 receptora na transkripciju
gena za CAP1 bi moglo dati dodatne odgovore o povezanosti rezistina, CAP1 i
CD36 receptora.

| obratno, jedan od nezavisnih prediktora nivoa iRNK CD36 su bili nivoi iIRNK
CAPI, sto ukazuje na snaZznu vezu ova dva gena, 1 sugeriSe da rezistin moze
snaznije delovati na celije koje imaju prekomernu ekspresiju CAP1 1 doprineti
povecanoj genskoj ekspresiji CD36 receptora Cistaca i progresiji ateroskleroze.
Inflamacija 1 funkcija bubrega ostvaruju znacajan efekat na nivo iRNK CD36

receptora Cistaca.

Koncentracije rezistina su negativno korelirale sa koncentracijama HDL-H, §to
ukazuje na to da su poviSene vrednosti rezistina udruzene sa prisustvom

proaterogenijeg lipidnog profila.

Nivo genske ekspresije rezistina je udruzen sa markerom inflamacije 1L-6, dok
su koncentracije rezistina u pozitivnoj asocijaciji sa markerom inflamacije,
hsCRP-om.
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M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMaHe U erieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme v npesnme aytopa JeneHa Mywac

Bpoj nHaekca 33/10

Cryaujckm nporpam ____MeguumHcka Buoxemuja

Hacnoe paga OppefuBate HMBOA reHCKe eKcrnpecyje pesncTuHa 1 pelienTtopa
3a PesnCTUH y KPBU NauujeHaTa ca ucxemujckom BorecTtv cpua

MeHTOp __ npod. ap BecHa Cnacojesuh-KannmaHoBcka

M3jaBreyjem ga je wramnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eneKTPOHCKO)
BEP3MjK KOjy cam npegao/na pagwn noxpaweHa y [ururanHoMm peno3uTopujymy
YHuBepauTeTa y Beorpaay.

[ossorbaeam fga ce objaBe MojW nvYHWM nojauu BesaHu 3a fobujare akagemckor
Ha3vBa JOKTOpa Hayka, kao LUTO Cy MMe WU NpesumMe, roanHa U MecTo pofjierwa v gatym
onbpaHe paga.

OBW NWYHM MoAauUM Mory ce 0BjaBuTW Ha MpeXHUM CcTpaHuuama gurutanHe
BubnnoTteke, y enekTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpagy.

Motnuc ayTopa

/Claa/bs ﬁ‘c«a
74 v

Y beorpagy, 25.12.2017.




UsjaBa 0 ayTopcTBY

Wme n npesmme aytopa __JeneHa Mywac

Bpoj nHaekca 33/10

MsjaBrbyjem
[a je fOoKTOpCKa AucepTauunja nof HacroBom

OppehuBare HBOA reHCKe ekcnpecuje pesvucTuHa v peLenTopa 3a Pe3UCTVH Y KpBU

nauujeHata ca mcxemujckom Gonectu cpua

e pe3ynTtat CoONCTBEeHOr UCTpaxunsa4vykor paga,;

e [Oa gucepTauvja y UenuHW HKU y gernoBumMa Huje Buna npennoxeHa sa ctulare
Apyre gunnoMme rnpema CTYAWCKUM nporpaMmma ApYrMX BUCOKOLLIKONCKMX
yCTaHOBa,;

e [la Cy pesynraTi KOPEKTHO HaBEAEHU U

° [a H/Cam KpLuMo/na ayTopcka npaea U KOPUCTWUO/Na WHTENeKTyanHy CBOjUHY
APYrvX nuua.

MoTnuc ayTopa

Y Beorpagay, 25.12.2017.
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MU3sjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHusepautetcky bubnuoteky ,CBetoszap Mapkosuh ga y [durutanHu
penosuTopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy nof
HacnoBoM:

OppehvBake HUBOA reHCKe eKClipecuje Pe3ncTHa v pELIENTopa 3a PE3NCTUH Y KPBU

nauujeHaTa ca ucxemujckom BornecTtu cpua

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

[ucepTaumjy ca cBMM NpunosumMa npegao/na cam y enekTpoHCKom hopmarty norogHom
3a TpajHo apxuBupar-e.

Mojy [QoKTOopcKy AucepTauuvjy noxpaweHy Yy [urutanHoMm  penosautopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpagy v QOCTYMNHY y OTBOPEHOM NPWUCTYMNY MOy Aa KOpUCTE CBU
Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajefjHuLe
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)
2. AytopcTeo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AennTt nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — fenuTtu nog nctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpyxuTe caMo jefHy Of LWeCT NMoHyheHux nuueHum.
KpaTak onvc nyUeHLM je cacTaBHKU Ae0 OBe U3jaBse).

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 25.12.2017.
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1. AytopcTBo. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBamwe, ANCTPUOYLIM)Y W JaBHO caonwTasame
Aena, U npepage, ako ce HaBene WMe ayTopa Ha HauuH ogpeReH op cTpaHe ayTopa
wnu gasaoua nvueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
nnUEeHLN.

2. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo. [lozBorbaBate yMHOXasame, AUCTPUBYLM)y w
jaBHO caonwiTaBarwe Aena, v npepage, ako ce Hasefe ume aytopa Ha HauuH ogpefeH
Of CTpaHe ayTopa unv gaeaola nuueHue. OBa nuueHUa He [03Borbasa KomepumjanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HekOoMepuujanHo — 6e3 npepapa. [JosBorbaBaTe YMHOXaBaksE,
avctpubyunjy u jaBHo caonwTasawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosBawa UNu
ynotpebe gena y cBOM fAeny, ako ce Hasede WUMe ayTopa Ha HauuH onpeReH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Oea nuueHua He [03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena. Y ofgHocy Ha cBe ocTane nuueHLe, 0BOM SIMLEHLIOM Ce orpaHvudasa
Hajsehn obum npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCcTBO — HEKOMepLUUjanHo — AenIMTh nog UCTUM ycnoBuma. [lo3sorbagarte
yMHOXaBawee, AuCTpubyumjy 1 jaBHO caonwTasarke Aena, U npepage, ako ce Haeefe
vMe ayTopa Ha HauduH ofpefeH of cTpaHe ayTtopa wunu gasaoua nuueHue W ako ce
npepaga auctpubympa nog WCTOM MMM CnMMHOM nuueHuom. OBa nuvueHUa He
[03BOSbaBa koMepuwjanHdy ynotpeby fena v npepaga.

5. AytopcTBo — Ge3 npepapga. [losBo/baBaTe yMHOXaBawe, AMCTpUMBYUM)y M jaBHO
caonwitaesare Aena, 6es npomeHa, npeobrnnkoearwa wnu ynotpebe fena y ceom geny,
ako ce HaBede MMEe ayTopa Ha HauwvH ogpefheH of cTpaHe ayTopa wnu paeaoua
nuueHue. OBa NuUeHUa 403BOrbaBa koMepuujanHy ynoTpedy aena.

6. AyTopcTBO — fOenuTu noAa MCTUM YycnoBuma. [lo3Borbasate yMHOXaBase,
AncTpubyLujy 1 jaBHO caoniwiTaBare Aena, U Npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HaunH oapeheH opf cTpaHe aytopa wnu fdaBaoua NWLEHUE W ako ce rnpepaja
AVCTPpUOYMpa nod WCTOM WNK CnvMYHOM nuvueHuoMm. OBa nvueHua [03Borbasa
komepLuujanny ynoTtpeby fgena u npepaga. CnvuHa je codTBepckuM nuueHUama,
O[HOCHO NiLieHLIaMa OTBOPEHOT KoAa.



