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ISPITIVANJE POVEZANOSTI REDOKS STATUSA I TELOMERA - TELOMERAZA
SISTEMA KOD BOLESNIKA SA AKUTNIM INFARKTOM MIOKARDA

SaZetak: Kardiovaskularne bolesti ostaju vodeéi uzrok smrtnost Sirom sveta i u Srbiji. U
patofizioloSkoj osnovi ovih bolesti lezi aterosklerotski proces. Razvoj 1 napredovanje
aterosklerotskog procesa usko su povezani sa oksidativnim stresom kao i naruSenom funkcijom DNK
gledano kroz telomera-telomeraza sistem. U ovom istrazivanju, paZnja je bila usmerena na bolesnike
sa akutnom infarkom miokarda sa elevacijom ST segmenta lecenih perkutanom koronarnom
intervencijom (pPCI), u okviru kojih su analizirani MINOCA bolesnici i bolesnici bez ugradenog
stenta kao zasebne podgrupe. Parametri telomera-telomeraza sistema (duZina telomera leukocita 1
aktivnost enzima telomeraze) kao i parametri redoks statusa (prooksidativni, antioksidativni i
oksidativni skor) analizirani su prvi put u populaciji u Srbiji, stoga je odreden njihov referentni opseg.
U ovoj studiji uradena je i optimizacija i validacija metoda za odredivanje telomera-telomeraza
sistema. Pokazano je da se kod bolesnika znacajno skracuje duZina telomera leukocita periferne krvi
skracuje, pre pPCI, dok se nakon pPCI povecava, i Sest meseci od akutnog infarkta miokarda ponovo
se vraca na nivo kao u trenutku pre pPCI. Sa druge strane, aktivnost enzima telomeraze se povecava
pre pPCl i ostaje poviSena i 6 meseci nakon akutnog infarkta miokarda. U krvi ovih bolesnika izmeren
je 1 povecan oksidativni stres odnosno poviSen prooksidativni i oksidativni skor pre pPCI, dok se
posle pPCI vrednost porooksidativnog skora smanjuje progresivno sve do 6 meseci nakon akutnog
infarkta miokarda. Sa druge strane, vrednosti oksidativnog skora posle pPCI se smanjuju i potom se
ponovo povecavaju nakon 6 meseci. Nasuprot njima, antioksidativni skor je sniZen pre pPCI u odnosu
na bolesnike i ostaje nizak 6 meseci nakon akutnog infarkta miokarda. Poredenje grupa bolesnika je
pokazalo da je duzina telomera leukocita bila znacajno duza kod kontrolne grupe u odnosu na
kardiovaskularne bolesnike, dok je aktivnost enzima telomeraze znacajno visa kod svih podrupa
bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu. Prooksidativni i oksidativni skor najvisi su bili kod MINOCA
bolesnika i bolesnika bez stenta u odnosu na ostale grupe bolesnika i zdrave osobe, koji su imali sli¢ne
vrednosti. Nasuprot njima, antioksidativni skor je bio nizi kod MINOCA bolesnika i bolesnika bez
stenta u odnosu na ostale grupe bolesnika i zdrave osobe. Sli¢no kretanje parametara redoks stausa i
telomera-telomeraza sistema pokazano je u nekoliko tipova uzoraka ovih bolesnika analiziranih u
ovom istraZivanju, kao Sto su arterijska krv pre pPCI i tromboaspirat dobijen tokom pPCI. S obzirom
na to da postoji konstantna potreba za specifi¢nijim markerima koji ¢e u ranom stadijumu specifi¢no
ukazati na akutni infarkt miokarda i eventulano biti korisni u pracenju ishoda bolesnika, novi
parametri redoks statusa i telomera-telomeraza sistema kombinovni su sa osnovnim biohemijskim
parametrima upotrebom statististiCke analize glavnih komponenti, kako bi se dobili sveobuhvatniji

faktori sa dovoljnom tacnosti i specificnosti da ispune pomenute zahteve. 1zdvojio se ,,oksidativni-



telomera“ faktor koji je uklju¢io duzinu telomera leukocita, prooksidativno-antioksidativni balans,
totalni antioksidativni status i1 ishemijom modifikovani albumin sa dovoljnom dijagnostickom
taCnosti i specificnosti (ROC analiza) da razdvoji STE-AIM bolesnike od zdravih osoba i ostalih
kardiovaskularnih bolesnika. Relativha duzina telomera leukocita periferne krvi pokazala je
potencijal da postane biomarker za dugoro¢no prac¢enje nezeljenih ishoda bolesnika (kao Sto je
reinfarkt 1 smrtni ishod). Dodatne longitudinalne studije na velikom broju bolesnika su neophodne

kako bi se potvrdili podaci dobijeni u ovom istrazivanju.

Kljucne reci: akutni infarkt miokarda, ateroskleroza, relativna duzina telomera leukocita, aktivnost

enzima telomeraze, redoks status, novi biomarkeri
Naudéna oblast: Medicinske nauke

UZa naucna oblast: Medicinska biohemija



INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN REDOX STATUS AND
TELOMERE - TELOMERASE SYSTEM IN PATIENTS WITH ACUTE MYOCARDIAL
INFARCTION

Abstract. Cardiovascular diseases remain the leading cause of death worldwide and in Serbia. Its
pathophysiological base is atherosclerosis. Development and progression of atherosclerotic process
is tightly connected to oxidative stress and DNA dysfunction, evaluated through the telomere-
telomerase system. In this study, the target group were patients with acute myocardial infarction,
candidates for primary percutaneous intervention (pPCI), which also included MINOCA and patients
without stent implementation. Since parameters of the telomere-telomerase system (leukocyte
telomere length and telomerase activity) as well as parameters of redox status (prooxidative,
antioxidative and oxidative score) were analyzed for the first time in the Serbian population, the
reference values were calculated. Additionally, in our study, telomere-telomerase system
measurement methods were optimised and in-house validation was performed in order to evaluate its
possible clinical use. It was shown that leukocyte telomere length is reduced in the acute state before
pPCI, while its increase was noticed after pPCI, and again decrease six months after the acute
myocardial infarction. On the other side, telomerase activity was increased before pPCI and stayed
elevated even six months after the acute myocardial infarction. Severe oxidative stress is measured
in the blood of these patients, more precise, increased values of prooxidative and oxidative scores are
noticed before pPCI, while after pPCI prooxidative score values were reduced and stayed low six
months after the acute myocardial infarction. Oxidative stress showed lower values after pPCI and
once again increased its values six months after the intervention. Oppositely, the antioxidative score
is reduces in samples before pPCI compared to healthy controls, while its values were dramatically
reduced after the pPCI and stayed low six months after the acute myocardial infarction. Analyzing
the groups of patients, leukocyte telomere length was significantly longer in healthy persons than in
all cardiovascular patients, while telomerase activity was significantly higher in all cardiovascular
patients compared to healthy persons. Prooxidative and oxidative score had the highest value in
MINOCA and patients without stent compared to other patients’ groups and healthy persons as well.
All opposite, antioxidative score had the lowest value in MINOCA and patients without stent
compared to other patients’ groups as well as healthy persons. Similar trend of parameters’ values
was noticed in redox status parameters and telomere-telomerase system parameters analyzed in
different sample types included in this research, like arterial blood sampled before pPCI and thrombus
obtained during pPCL. Since there is always a need for more specific biomarkers that will be able to
indicate the disease in an early stage or efficiently monitor disease outcome, new parameters of redox

status and the telomere-telomerase system were combined with basic biochemical parameters using



statistical principal component analysis in order to obtain new comprehensive factors, specific and
sensitive enough to fulfill expectations. “Oxidative-telomere” factor stands out as a novel factor with
diagnostic specificity and sensitivity (ROC analysis) high enough to discriminate STE-AIM patients
from healthy persons and the rest of cardiovascular disease patients. “Oxidative-telomere” factor
included leukocyte telomere length, prooxidative-antioxidant balance, total antioxidant status and
ischemia modified albumin. Telomere length was shown to be a convenient parameter to monitor
long-term outcomes like reinfection and death in patients. Still, additional longitudinal studies on

great number of patients are needed to confirm the findings from this study.

Key words: acute myocardial infarction, relative leukocyte telomere length, telomere enzyme activity,

redox status, novel biomarkers
Scientific field: Medical sciences

Scientific sub-field: Medical biochemistry
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1. Uvod

1.1. Kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju glavni uzok smrti u vecini razvijenih
zemalja, kao 1 u mnogim zemljama u razvoju. ViSe od tre¢ine umrlih usled KVB pripadaju
osobama srednjeg zZivotnog doba. Znacajan su uzrok radne nesposobnosti, velikih troskova
zdravstvene zaStite 1 prevremene smrtnosti osoba mladih od 65 godina. Zahvaljujuci
organizovanim preventivnim merama, doslo je do smanjenja stopa mortaliteta od KVB u svetu.
Ipak, i pored opadanja uzrasno specifi¢nih stopa mortaliteta u razvijenim zemljama, apsolutni broj
umrlih se nije smanjio, usled sve veceg porasta broja starije populacije u vecini zemalja. Odredeni
uticaj na trend KVB ima i pravovremena terapija prvog infarkta miokarda, Sto je dovelo do boljeg
preZivljavanja osoba koje su ga imale, ali i do povecanja broja osoba sa recidivom. Iz ovih razloga,
znacaj) KVB u patologiji stanovniStva je izuzetno veliki, a smatra se da ¢e takav ostati 1 u

buduénosti (Visseren et al, 2021).

Redovno prikupljanje podataka o incidenciji KVB nedostaje skoro u svim zemljama sveta.
Prema podacima iz 2014. godine, Srbija se nalazi na 14. mestu kada se posmatraju generalno sve
kardiovaskularne bolesti, a na 20. mestu kada se posmatra koronarna arterijska bolest kao
izdvojeno oboljenje. Noviji podaci odnosno rangiranje zemalja izostaje u poslednjih 10 godina.
Prema podacima Nacionalnog registra za Srbiju, u 2021. godini dijagnoza akutnog koronarnog
sindroma postavljena je kod 22.763 bolesnika, i ¢inila je 50,9% svih smrtnih ishoda od ishemijske

bolesti srca. (https://www.batut.org.rs). Stoga je njihova prevencija od izuzetnog znacaja, kako bi

se ucestalost pojave i posledica samih KVB svela na $to nizi nivo (Visseren et al, 2021; WHO

web-site).

1.1.1. Klasifikacija kardiovaskularnih bolesti

Kardiovaskularne bolesti predstavljaju heterogenu grupu bolesti koja obuhvata bolesti srca
i krvnih sudova. Moguce ih je podeliti u dve velike grupe: bolesti srca i bolesti krvnih sudova.
Bolesti srca obuhvataju bolesti sr¢anog miSic¢a razlicite etiologije i patofiziolosSkih mehanizama.
U ovu grupu ubrajaju se kardiomiopatije, poremecaji sr¢anog ritma, hipertenzija, inflamatorna
bolest srca, miorkarditis, kongenitalna bolest srca, valvularna bolest srca, reumatska bolest srca, a

opisani su i tumori sr¢anog misica. Ove bolesti nece biti obradivane u daljem tekstu.

Sa druge strane, bolesti krvnih sudova obuhvataju bolesti krvotoka odnosno najcesce
arterijskog sistema u razli¢itim organima (Slika 1). Stoga se razlikuju koronarna arterijska bolest,

periferna arterijska bolest, cerebrovaskularne bolesti, renalna arterijska stenoza i aortna aneurizma.
3
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Koronarna arterijska bolest odnosno akutni koronarni sindrom sa svojim pripadaju¢im entitetima
(infarkt miokarda sa elevacijom ST-segmenta (STE-AIM), infarkt miokarda bez elevacije ST-
segmenta (NSTE-AIM), infarkt miokarda sa koronarnim arterijama bez klinic¢ki znacajne stenoze
(MINOCA)), o kojima ¢e prvenstveno biti re¢i u ovoj doktorskoj disertaciji, svrstavaju se primarno
u grupu bolesti krvnih sudova srca. Smatra se da su njihov najznacajniji uzrok nastanka

aterosklerotske promene u endotelu krvnog suda (pogledati pasus 1.1.5.) (Jameson et al, 20th

edition).
Kardiovaskularne Obstruktivna koronarna arterijska
o bolest
f bolesti X
( Ishemija sa koronarnim arterijama
Bolestisrca Bolesti krvnih sudova} bez Kiinicki znacajne stenoze (INOCA)
(.
* * [ Stabilni koronarnisindrom ’
Y o~ ‘cA kil 1 1 1+, 3
Kardiomi i Koronarna arterijska S SEnEnap Bl
ardlomiopatije (Ishemjksa) bolest
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Slika 1. Klasifkacija kardiovaskularnih bolesti

1.1.2. Faktori rizika za KVB

Redukovanje morbiditeta i mortaliteta KVB je od velikog klinickog 1 populacionog
znacaja, stoga se moraju imati u vidu svi faktori koji eventualno mogu doprineti njihovom razvoju.
KVB su multifaktorske bolesti i istovremeno prisustvo vise od jednog fakora rizika znacajno

uvecava rizik pojave samih bolesti ili pak akutnog infarkta miokarda (Francuola-Zainovic et al,
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2018; Abidov et al, 2020). Najznacajniji faktori rizika za razvoj KVB sumirani su u Tabeli 1. Svaki
od navedenih faktora rizika uzet je u razmatranje prilikom regrutovanja bolesnika u ovom
istrazivanju 1 kasnije u obradi podataka zbog zna¢ajnog uticaja na same rezultate istraZivanja, ali

dalji doprinos svakog od njih ponaosob nije detaljnije obradivan u ovoj tezi.

Tabela 1. Najznacajniji faktori rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Francuola-Zainovié¢ et al, 2018)

Faktor rizika ‘ Opis
Nepromenljivi
Starosna dob Sa godinama se rizik od KVB povecava
Pol Muski pol ima vecu predispoziciju KVB
Predispozicija/genotip Prisustvo KVB u porodi¢noj anamnezi
Socio-ekonomski faktori Nizak socioekonomski status, stres, depresija povecavaju rizik KVB
Promenljivi

Sistolni krvni pritisak iznad 120mmHg

Hipertenzija Dijastolni krvni pritisak iznad 80mmHg

Povec¢an ukupan holesterol >5.20 mmol/L
Povecani trigliceridi >1.70 mmol/L
Koncentracija lipida Povecan LDL holesterol >3.40 mmol/L
SniZzen HDL holesterol <1.60 mmol/L
Non ,,HDL-holesterol*“ >3.40 mmol/L

Ili Sindrom X predstavlja kombinacija faktora rizika (insulinske
Metabolicki sindrom rezistencije, visokog krvnog pritiska i gojaznosti) koji znacajno
uvecava rizik nastanka KVB

HbAlc>6.5%

Koncentracija glukoze u krvi posle perioda no¢nog gladovanja
>7.0mmol/L

Nivo glukoze u krvi 2h nakon obroka >11 mmol/L

Dijabetes melitus

Gojaznost Indeks telesne mase iznad 25kg/m?

Preporuceni dnevni unos namirnca:
- Zasi¢ene masne kiseline: < 10%
- Trans masne kiseline: < 1%
- Kuhinjska so: < 5g
Ishrana - Vlakna: 30g — 45¢g
- Voce: 200g
- Povrée: 200g
- Riba: najmanje 2 puta nedeljno
- Alkohol: 2 ¢ase (muskarci)/ 1 ¢asa (Zene)

Pusenje cigareta/duvanski dim Udvostrucuje 10-godisnji rizik od nastanka KV dogadaja
Fizicka (ne)aktivnost Sedentarni nacin Zivota povecava rizik nastanka KVB 1,5 puta
Novodefinisani

Visok nivo  homocisteina, Lp(a),
inflamatornih markera i hemostatiskih | /
faktora

Radi lakSe dijagnoze i pracenja osoba sa povecanim rizikom za nastanak KVB, razvijen
je 1 model za pracenje osoba pod rizikom, nazvan SCORE sistem (eng. Systemic, Coronary Risk
Estimation tables;, SCORE). SCORE se sastoji iz tabela za svaki pol, koje evaluiraju postojece
faktore rizika (status puSenja, krvi pritisak i koncentraciju ukupnog holesterola) i daju jedinstven

zbir koji ukazuje na procenat verovatnoce za fatalni kardiovaskularni dogadaja u narednih 10
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godina. Primenjuje se kod osoba koje nemaju ve¢ dijagnostifikovane KVB, dok se kod
dijagnostikovanih bolesnika moze koristiti za pracenje (SCORE2 working group, 2021). Sistem
SCORE tabela prikazan je na Slici 2.

| Zene | |  Muskarci |

|NeEu§aéi || Pusaci | |NeEusaC| || Pusam |

131517 19 22 14 16 19 22 26
10 12 13 16 11 13 15 16
1 11 13

Godine

11 13 15 18
10 12

Sistolni krvni pritisak (mmHGg

40

[ Holesterol (mmol/L) |

4 56 7 8 4 567 8

AR A E
150 200 250 300
my/d

Slika 2. Skor sistem vrednovanja rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti

(modifikovano, preuzeto od SCORE2 working group, 2021)

1.1.3. Manifestacija KVB

Uobic¢ajena manifestacija KAB je akutni koronarni sindrom (AKS), koji ukljucuje tri
entiteta: nestabilna angina pektroris (NAP), akutni infarkt miokarda (AIM) sa elevacijom ST-
segmenta (eng. ST-segment elevation; STE) i1 bez elevacije ST-segmenta (eng. non ST-segment
elevation; NSTE). STE-AIM uglavnom nastaje kao posledica kompletne i dugotrajne okluzije
arterijskih krvnih sudova i prac¢ena je poviSenim nivoom sréanih biomarkera u krvi, kao i tipicnom
elevacijom ST-segmenta na elektrokardiogramu. Sa druge strane, NSTE-AIM je posledica teskog,
nekompletnog suZenja ili mikroembolizacije trombom ili ateromom, i uglavnom se odlikuje

umereno povisenim sréanim biomarkerima u krvi i odsustvom elevacije ST-segmenta na

6



Doktorska disertacija A.Vukasinovic¢

elektrokardiogramu (Makki et al, 2015; Jameson et al, 20th edition). NAP predstavlja osecaj bola
koji se javlja u toku mirovanja ili pri laganim fizi¢kim aktivnostima, uzrokovan kritiénim niskim
nivoom snabdevanja sr¢anog miSica kiseonikom. Ukoliko se ne tretira, naj¢eS¢e napreduje do

akutnog infarkta miokarda ili otkazivanja srca (Makki et al, 2015; Jameson et al, 20th edition).

1.1.4. MINOCA

Izmedu 5% i 25% od ukupnog broja infarkta miokarda Cine infarkti miokarda bez
opstrukcije koronarnih arterija (eng. Myocardial infarction with non-obstructive coronary
arteries; MINOCA). MINOCA je sindrom koji klinicki karakteriSe prisustvo infarkta miokarda sa
koronarnim arterijama bez klinicki znacajne stenoze (stenoza manja od 50%) na koronarno-
angiografskom pregledu, zatim odsustvo opstruktivne koronarne arterijske bolesti kao 1 odsustvo
karakteristi¢ne klinicke slike akutnog infarkta miokarda. Patofiziolo§ki mehanizmi koji stoje u
osnovi oStecenja miokarda kod ovih bolesnika su jo$ uvek nedovoljno istrazeni (Niccoli et al,

2015; Vidal-Peres et al, 2019; Del Buono et al, 2022).

1.1.5. Patofizioloski procesi — endotelna disfunkcija i ateroskleroza

Istrazivanja su pokazala da u osnovi svih kardiovaskularnih poremecaja lezi endotelna
disfunkcija, gde se fizioloska svojstva endotela menjaju od vazodilatatornih, antiagregatornih i
antiinflamatornih u vazokonstriktorna, prokoagulantna, hemotakti¢na i proinflamatorna (Hadi et
al, 2005). Kada jednom nastane, endotelna disfunkcija vodi seriji patoloSkih procesa sa
posledicnim suZenjem lumena koronarnih arterija i nemogucénoS$¢u zadovoljavanja potreba
sr¢ananog misica za kiseonikom. Do inicijalne disfunkcije endotela dovode razliciti faktori rizika
kao $to su poviSen krvni pritisak, pusenje, gojaznost, fizicka neaktivnost i hiperlipidemija. Fizicka
oStecenja endotela koja nastaju kao posledica funkcionalnih promena omogucavaju ulazak
leukocita u subendotelni prostor, kao i LDL lipoproteinskih ¢estica. Time se pokrece inflamatorni
odgovor na mestu inicijalnog oSte¢enja endotela i pokrecu medijatori oksidativnog stresa.
Oksidativna modifikacija LDL lipoproteinskih ¢estica (posebno malih, gustih LDL Cestica koje na
taj nacin lakSe prolaze u subendotelni prostor) dovodi do njihove modifikacije i preuzimanja od
strane makrofaga (nastalih transformacijom utkivljenih monocita) Sto stvara tzv. penaste Celije,
koje nastaju tokom rane faze procesa ateroskleroze. Stoga, moze se rec¢i da endotelna disfunkcija

predstavlja preteCu aterosklerotskih promena na krvnim sudovima (Soehnlein et al, 2021).

Ateroskleroza je kompleksni progresivni patofizioloski proces koji karakteriSe hroni¢na
inflamacija niskog stepena i formiranje aterosklerotskog plaka usped taloZenja masnih naslaga na
zidovima krvnih sudova, $to dovodi do suZenja lumena arterija i posledicno otezavanog protoka

krvi (slika 2). Ukoliko se ne predupredi na vreme, progresivan razvoj i napredovanje ateroskleroze
7
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ima za posledicu nastanak koronarne arterijske bolesti (KAB), u kojoj je naruSeno snabdevanje

miokardijuma kiseonikom (Bondulas et al, 2016).

Ruptura plaka

LDL-holesterol

Monociti

Inflamacijom promenjeno tkivo -
inflamamtorni proces

Penaste celije Glatke misiéne éelije

Slika 3. Nastanak i napredovanje aterosklerotskog procesa (modifikovana,

preuzeta od Nelson et al, 2017)

1.1.6. Lecenje

Osnovni nacin lecenja kod bolesnika sa STE-AIM je rekanalizacija trombom okludirane
arterije. Rekanalizacija se postiZze na dva nacina: farmakoloSkom ili mehani¢kom reperfuzijom
(Jameson et al, 20th edition). Pod farmakoloSkom reperfuzijom se podrazumeva primena lekova
odnosno trombolitika, ¢iji je osnovni zadatak da razgrade tromb i na taj nacin uspostave
prohodnost krvnog suda. NajceSce koriS¢eni trombolitici danas su alteplaza, reteplaza,

tenekteplaza 1 streptokinaza (/lic et al, 2016, Ibanez et al, 2018; Neumann et al, 2019).

Pod mehani¢kom reperfuzijom se podrazumeva primarna perkutana koronarna intervencija
(eng. primary percutaneous coronary intervention; pPCI), odnosno mehanicko otvaranje trombom
okludirane koronarne arterije sa ili bez ugradnje koronarnog stenta. U toku pPCI, jedan od nacina
uspostavljanja protoka kroz koronarnu arteriju je tromboaspiracija sadrzaja kroz specijalno
dizajnirane katetere. U oko 75% slucajeva tokom ovog postpuka se moZe uzorkovati i trombotski
materijal. ViSe studija i meta-analiza je pokazalo da je interventni nacin leenja superioran u
odnosu na farmakoloSku reperfuziju i danas predstavlja osnovni nacin lecenja bolesnika sa STE
AIM, po preporukama European Society of Cardiology u toku prvih 12 sati od nastanka simptoma
(Ibanez et al, 2018). Primarna perkutana koronarna intervencija u poredenju sa fibrinoliticima,
smanjuje smrtnost za 25%, reinfarkte za 64 %, rizik od mozdanog udara za 53% 1 od intrakranijalne

hemoragije za 95% (llic et al, 2016, Ibanez et al, 2018; Neumann et al, 2019).
8
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1.1.7. SYNTAX skore

Kako bi se rangirala kompleksnost koronarne arterijske bolesti bolesnika koji se
podvrgavaju pPCI proceduri, definisan je SYNTAX skor (eng. Synergy between percutaneous
coronary intervention with taxus) (Head et al, 2014). Visoka vrednost skora je odraz znacajnog
aterosklerotskog procesa koji korelira sa uznapredovalim kardioloskim dogadajima,
kompleksnijim stanjem bolesnika i loSijim ishodom (Sianos et al, 2005; Capodanno et al, 2009;

Head et al, 2014)

Vrednost SYNTAX skora odgovara kompleksnosti same aterosklerotske lezije, procenjene
na osnovu lokacije same lezije, narusenosti fizioloSke funkcionalnosti arterije i specifi¢nosti
odnosno kompleksnosti same lezije. Njegova najznaajnija karakteristika je da se bazira na
pojedina¢nim lezijama, ali krajnji skor predstavlja integrisane sve procenjivane lezije kako bi se
ocenilo sveukupno stanje rizicnog miokardijuma. Generalno, postavlja se niz pitanja za svaku
leziju, kako bi se odredio individualni skor svake lezije (kao $to su: koji je segment koronarnog
stabla ukljucen, koji je broj lezija, koja je starost lezija, da li ukljuCuje i kolateralni arterijski
krvotok, koji je prvi segment ispod vidljiv na angiografskom pregledu, da li zahvata bifurkacije ili
trifurkacije, duzina lezije, kompozicija/kalcifikacija, da li je trombus, da li je difuzan/da li
ukljucuje viSe koronarnih krvnih sudova). Pojedinacni skorovi na kraju se sumiraju u krajnji
SYNTAX skor bolesnika. Pored SYNTAX skora 1, koji je prethodno opisan, razvijen je i
SYNTAX skor 2, koji na osnovu istih podataka o aterosklerotskim lezijama bolesnika ukazuje na
dugoro¢ni ishod u smislu pojave nezeljenih dogadaja kao Sto su reinfarkt ili smrtni ishod (Sianos

et al, 2005; https://syntaxscore.org).

Cutoff vrednosti SYNTAX skora joS uvek su predmet diskusije. Prvobitno se smatralo da
su niske vrednosti SYNTAX skora ispod 27, dok je ta vrednost sada spuStena na 17-18. Vrednosti
skora preko 33 se smatraju kao visoke vrednosti, dok se kao srednje visoke vrednosti skora
podrazumevaju one izmedu 17 i 33 (Head et al, 2014; Bundhunet al, 2017 Hatamnejad et al;
2022).

1.2. Telomere - telomeraza sistem

1.2.1. Telomere — struktura i funkcija

Telomere predstavljaju strukture DNK lokalizovane na krajevima eukariotskih
hromozoma, poput kape, koje se razlikuju od strukture ostatka hromatina. Telomerna DNK svih
eukariota sastoji se iz kratkih, heksamernih, ponavljaju¢ih segmenata ¢ija duZina neznatno varira

zavisno od vrste organizma i ¢elije u kojoj se posmatraju. Molekularna ispitivanja ustanovila su

9
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da je telomerni segment DNK bogat guaninom i izgraden od ponavljajucih sekvenci d(TTAGGG).
Karakteristi¢no za ove strukture je da su nekodirajuci segmenti DNK, odnosno ne nose genetske
informacije za transkripciju. Njihova osnovna uloga je da Stite krajeve hromozoma od degradacije

i fuzije i na taj nacin odrZavaju stabilnost genoma (Gomez et al, 2012).

Telomera

Ty

\

JednolanéanaDNK

L

AR
IGG ATT GO

ﬁ]ﬁUiIUUUUIIUUUUIIUUUUIIIIUUUIIIIUUU

CGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG

Slika 4. Prikaz lokalizazije i organizacije telomera (modifikovano, preuzeto od Huzen et al, 2010)

Telomere se nalaze na krajevima hromozoma i na njima se mogu opisati dva dela:
dvolancani deo duzine 2 do 20 hiljada nukleoida, koga grade ponavljajuce sekvence d(TTAGGG)
i njihove komplementarne baze d(AATCCC), i jednolancani deo duZine od 50 do 500 nukleotida
iste ponavljajuce sekvence, i to uvek kao produZetak 3’ kraja hromozoma (Slika 4) (de Lange,
2005). Telomerna jednolan¢ana DNK orjentisana je u pravcu 5’ — 3’°. Kako je ovaj lanac bogat
guaninom smatra se da moZe formirati kompleksne strukture, poznate kao G-kvadripleksi (eng. G-
quadriplexes). G-kvadripleksi su multilanCane strukture koje formiraju Cetvorougaone ravni,
Hoogsten-ovim vodoni¢nim vezama, na ¢ijim uglovima se nalaze molekule gunanina (Slika 5B).
Ove cetvorougaone ravni stabilizovane su jonima metala koji se nalaze izmedu slojeva G-
kvadripleksa. Smatra se 1 da G-kvadripleksi mogu zauzimati razli¢itu konformaciju (Oeseburg et

al, 2009; Gomez et al, 2012).

10



Doktorska disertacija A.Vukasinovic¢

U nemitotickoj fazi celijskog ciklusa, G-lanac je zaSticen telomernim , shelterin®
proteinskim kompleksom pomocu kog telomere formiraju dve petlje, T (eng. T — loop) i D (eng. D
— loop), prikazane na slici 5A. Ovako formirani kompleksi sa telomerama imaju za cilj da zasStite
hromozomske krajeve od degradacije i ,,end-to-end* spajanja hromozoma. Smatra se da ovaj
kompleks odreduje i strukturu terminusa telomera, kao i da ima udela u kontroli sinteze telomerne
DNK posredstvom telomeraza. Telomerni lanac DNK, u ovoj karakteristi¢noj strukturi, moZe se
saviti unazad 1 zakaciti za dvolancanu telomernu regiju formirajuci tako 7' — petlju, a potom
premestanjem i D — petlju. T — petlja se smatra krucijalnom u spomenutoj zastiti hromozoma (de

Lange, 2005; Martinez et al, 2010; Diotti et al, 2011).

POTI
TPPI

= M ———

TRFI RAPI
TRF2

Slika 5. Shematski prikaz: A. Shelterin kompleksa; B. Formiranje Q-kvadru-Pleksa u dvolancanom
molekulu DNK/Telomera, C. Kompleks telomere i Shelterin proteina — formiranje petlji (modifikovano,

preuzeto od de Lange, 2005)

Shelterin kompleks (Slika SA 1 5C) sastoji se od Sest proteina: vezujuci faktor telomernih
ponavljanja 1 i 2 (eng. Telomeric Repeat binding Factor 1 and 2, TRFI and TRF2), TRF 1 inter-
reagujuci protein 2 (eng. TRFI-Interacting Protein 2, TIN2), zastitni protein telomeraze 1 (en.
Protection Of Telomerase 1, POTI), POTI-TIN2 organizujuci protein (eng. POTI — TIN2
Organizing Protein, TPPI, poznat i kao TINT1, PTOP, PIP1) i represorni/aktivatorni protein 1
(eng. Repressor/Activator Protein 1, RAPI). TRF1, TRF2 i POT1 vezuju se direktno za telomernu
DNK i to TRF1 i TRF2 za njen dvolancani heliksni deo, dok se POT1 vezuje za 3’ jednolanc¢ani
deo, sa velikom specifi¢nos¢u za sekvencu 5’-TAGGGTTAG-3’, najverovatnije na dislociranom

lancu D-petlje. TRF1 i TRF2 ne ostvaruju nikakve medusobne interakcije, ve¢ se za DNK lanac
11
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vezuju nezavisno jedan od drugog, iako oba imaju afinitet da dvostruki deo heliksa i za sekvence
5’-TAGGGTTAG-3’. POT1 protein moze da se veze za TRF1 protein preko protein-protein
interakcija i smatra se da ova veza uti¢e na vezivanje POT1 za jednolan¢ani deo telomerne DNK.
TIN2 vezuje TRF1 i TRF2 kroz nezavisne domene i povlaci TPP1-POT1 kompleks gradeci na taj
nacin most izmedu razliCitih shelterin komponenti. TPP1 vezuje TIN2 i POT1 preko svog C —
terminalnog i centralnog domena. Smatra se da TPP1 protein privlaci POT1 ka telomerama. N —
terminalni deo TPP1 proteina sadrZi domen za vezivanje telomeraze (eng. telomerase-interacting
domen), pa se smatra da je njegova uloga da privlaci telomerazu na krajeve hromozoma, odnosno
telomere. Na kraju RAP1 formira kompleks sa TRF2 $to je klju¢no za njegovo vezivanje za
telomere. Genetski kod za sintezu svakog od ovih proteina nalazi se na odredenom mestu na

hromozomu i ima specificnu ulogu (Oeseburg et al, 2009; Smith et al, 2020).

<TIN? (; TP R
r\'"TRF

L N e

S MFIFANT_

Jednatelomerna
d

produZetak telomera kompleks

Slika 6. CST kompleks enzima telomeraze: Shematski prikaz (A); Uloga CST kompleksa u vezivanju

enzima telomeraze za telomere (B) (modifikovano, preuzeto od Lim & Cech, 2021)

Pored Shelterin kompleksa, skorijim istraZzivanjima identifikovan je dodatni kompleks u
humanim ¢elijama, pretpostavlja se, neophodan za zastitu i replikaciju telomera. Ovaj kompleks
poznat je kao CST kompleks (Slika 6) i sastoji se iz tri proteinske komponente: konzervirane
telomerne komponente 1 (en. Conserved Telomere Component 1, CTCI), STNI komponente i
TENI komponente. Blokiranje CTC1 1 STN1 komponenti ovog kompleksa vodi defektima
telomera kao Sto su predugacak G-lanac, gubitak telomera ili problema u replikaciji telomera.
Istrazivanjima je pokazano da STN1 komponenta intereaguje sa TPP1 subjedinicom shelterin
kompleksa, i najverovatnije dovodi do usporavanja telomerazne aktivnosti i spre¢ava prekomerno

produZenje telomera (Stewart et al, 2012, Smith et al, 2020, Lim & Cech, 2021, Wang et al, 2023).

12
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1.2.2. Telomeraza — struktura i funkcija

Telomeraza je ribonukleinski kompleks sa enzimskom aktivno$¢u koja dodaje kratke
ponavljajuce segmente d(TTAGGG) na 3’ kraju telomerne DNK (Slika 7). Aktivnost ovog enzima
je precizno regulisana razli¢itim mehanizmima, pa je stoga ograni¢ena samo na celije sa
proliferativnim potencijalom kao S§to su germinativne celije, ¢elije embriona i stem Ccelije
hematopoetskog sistema i koze. U drugim tkivima se telomeraza inhibira tokom gestacionog

perioda (Gomez et al, 2012; Smith et al, 2020).

| CR4-CRS domen |

TERT

| Pseudoknot domen |
——[ | r
— SJ

CR7 domen

==

Slika 7. Shematski prikaz strukture kompleksa enzima telomeraze (modifikovano,

DISKERIN

Box H/ACA

preuzeto od Ly, 2011)

Telomeraza (2.7.7.49) je RNK usmerena DNK polimeraza koja deluje kao reverzna
transkriptaza bazirana na sopstvenoj RNK komponenti. Aktivna telomeraza je holoenzim, koji
saCinjavaju kataliticka subjedinica — humana telomerazna reverzna transkriptaza (en. human
telomerase reverse transcriptase, hTERT) 1 RNK komponenta — humana telomerazna RNK (en.
human telomerase RNK, hTR) saCinjavajuci jezrgo enzima, i pomoc¢ni proteini neophodni za in
vivo enzimsku aktivnost. Do sada je mnogo kako dokazanih tako i pretpostavljenih pomoc¢nih
proteinskih kompleksa telomeraze. Njihova uloga je da reguliSu biogenezu telomeraze,
subcelularnu lokalizaciju 1 ve¢ pomenutu in vivo enzimsku funkciju. Najbolje proucene proteinske
komponente ovog kompleksa su: diskerin, NHP2, NOPI10, pontin/reptin, Garl i TCABI.
Heterotrimer koji safinjavaju diskerin, NOP10 i NHP2 vezan je za H/ACA motiv RNK lanca, a

formiranje ovog trimera prac¢eno je vezivanjem i Cetvrtog faktora, Garl, neophodnog za formiranje
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bioloski funkcionalne ribonukleinske partikule (RNP). H/ACA motiv zajedno sa CR-7 domenom
lokalizovan je na telomeraznoj RNK 1 odgovoran je za stabilnost hTR, procesuiranje, nuklearnu
lokazilaciju i aktivnost telomeraze in vivo. Pontin i reptin su dve zatvorene ATPaze potrebne za
stabilnost diskerina u hTR in vivo. Predlozeni model enzima telomeraze podrazumeva da diskrein,
pontin i reptin formiraju neku vrstu veze (,,skelu®) koja privlaci i stabilzuje hTR formirajuci
neaktivnu telomeraznu RNP. Posto se ovaj kompleks formira, veruje se da pontin i reptin disosuju
oslobadaju¢i kataliticki aktivan enzim. Subcelularnu lokalizaciju telomeraze verovatno reguliSe

skoro otkriveni TCAB1 protein (Gomez et al, 2012; Smith et al, 2020; He et al, 2022).

hTERT je relativno veliki protein (127kDa) i, kao $to je ve¢ spomenuto, kataliticka
subjedinica telomeraze. On je ograni¢avajua komponenta neophodna za aktivnost enzima u
¢elijama. Gen za ovaj protein, od priblizno 37kb, lociran je na humanom genomu kao jedna kopija
na hromozomu 5p15.33. Na C-terminalnom kraju ovog proteina je lociran motiv reverzne
transkriptaze (Gomez et al, 2012; Smith et al, 2020). Aminokiselinska sekvenca katalitiCke
subjedinice telomeraza sli¢na je onoj na reverznoj transkriptazi. Na celom Cetvoro-funkcionalnom
domenu hTERT mogu se razlikovati Cetiri segmenta: 1) N-terminalni domen koji sadrzi GQ blok
(TEN domen) koji se ponasa kao sidro pomocu kog se telomeraza vezuje sa DNK prajmerom; 2)
RNK vezuju¢i domen (TRBD domen) sa motivima CP, QFP i T koji prepoznaju telomeraznu RNK
sa velikim afinitetom; 3) domen reverzne transkiptaze (RT domen) koji sadrzi sedam
konzervisanih domena i IFD mesto; 4) nisko konzervisani C-terminalni domen (CTE domen).
Strukturna istraZivanja ovog proteina prili¢cno su komplikovana posto je teSko odrzati dovoljno
rastvorene hTERT za kristalizaciju, pa su stoga i podaci o strukturi i funkciji ovog proteina joS

uvek nepotpuni (Osterhage et al, 2009; Zvereva et al, 2010; Sweart et al, 2012).

Telomerazni RNK lanac je esencijalan za telomeraznu aktivnost, ali nije ogranicavajuci
faktor za telomerazu, stoga se smatra da ovaj lanac sadrzi sekundarne strukturne elemente
neophodne kako za kataliticku aktivnost tako i za procesivnost tipa I i II (poglavlje 1.2.4.),
mutacije, telomernu stabilnost i lokalizaciju hTR. Telomerazna RNK kod ljudi sadrzi 451
nukleotidnu reziduu i ima kodirajucu sekvencu od 11 bp (5S-CUAACCUAAC-3’) za telomernu
DNK. Gen za hTR u humanom genomu lociran je na 3q26 hromozomu kao jedna kopija. h'TR
poseduje tri domena: 1) pseudoknot/template domen poznat i kao ,,core* odnosno srZ samog
enzima koja sadrzi visoko konzerviranu RNK sekvencu neophodnu za enzimsku aktivnost; 2)
CR4/CR5 domen neophodan za aktivnost enzima kako in vitro tako 1 in vivo, s obzirom na to da
se u ovom takode visoko konzerviranom domenu nalazi petlja nazvana P6.1 koja je neophodna za
vezivanje hTER jedinice za TERT jedinicu i naziva se jos i trans-aktvacioni domen; 3) H/ACA

domen sa CR-7 domenom, potrebni za stabilnost hTR, procesivnost, nukleusnu lokalizaciju i
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aktivnost enzima posto je primeceno da su mutacije u ovom domenu povezane sa nastankom
autozomnih bolesti. h'TR se transkribuje RNK polimerazom II, a stabilisan je udruZivanjem
proteina H/ACA domena sa diskerinom, NHP2, NOP10 i Garl. Stabilnosti kompleksa doprinose
i pontin i reptin. Proces elongacije telomera telomerazom je multistepeni proces i opisan je kasnije
u tekstu (Osterhage et al, 2009; Zvereva et al, 2010, Sweart et al, 2012; Gomez et al, 2012; Smith
et al, 2020).

Regulacija telomeraze je veoma kompleksna i1 zahteva multiple kontrolne nivoe,
ukljucujuéi transkipciju, splajsing mRNK (eng. mRNK splicing) sa proteinskom komponentom
enzima, kao i sazrevanje i post-translacionu i post-transkripcionu modifikaciju hTERT. Smatra se
da je najznaCajnija determinanta enzimske aktivnosti transkripciona regulacija kataliticke
subjedinice, hTERT. Novija istraZivanja pokazuju da je hTERT modifikacija cilj kako post-
transkripcione tako i post-translacione kontrole. Pozitivni regulatori hTERT transkripcije
ukljuc¢uju cMyc onkogene, transkripcioni faktor Sp1, protein E6 humanog papiloma virusa 16 i
steroidne hormone (estrogene). Negativnim modulatorima hTERT transkripcije smatraju se
transkripcioni faktor Madl, tumor supresorni protein pS3, pRB kao 1 brojni antiproliferativni 1
diferencijalni agensi ukljucuju¢i interferon vy i transformisuci faktor rasta 3. Dodatno, utvrdena je
i translaciona regulacija hTR jedinice. Kako telomeraza deluje na krajevima hromozoma, njena
aktivacija i enzimska aktivnost fino uskladene sa delovanjem proteinima iz kompleksa sa

telomerom i transkripcijom telomerne RNK (Cifuentes-Rojah et al, 2012).

1.2.3. Mehanizam replikacije telomera

Kao sto je ve¢ opisano, telomere predstavljaju niz ponavljajucih sekvenci d(TTAGGG) na
kraju DNK lanca ¢ija je osnovna uloga da zaStite hromozom od gubitka informacija prilikom svake
replikacije. Nakon odredenog broja replikacija, somatske celije ¢e uci u proces replikativnog

starenja, a ovaj proces poznat je kao ,,end-replication* problem (Wai, 2004, Sweart et al, 2012).
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Slika 8. Shematski prikaz replikacije telomera tokom replikacije DNK molekula (modifikovano,
preuzeto od Wai, 2004)

Replikacija DNK pocinje na jednom ili viSe mesta na hromozomu i to enzim DNK
polimerazom pocinje replikaciju od prajmera na 3’ kraju replikativne viljuske i ide ka 5’ kraju
DNK, formiraju¢i tako novi lanac DNK komplementaran ve¢ postoje¢em (Slika 8). Na drugom
lancu DNK koja podleze procesu replikacije, proces ne teCe kontinuirano, poSto je njegova
orjentacija suprotna (5 — 3’), vec¢ iz segmenata poznatih kao Okazakijevi fragmenti koji polaze,
takode, iz replikativne viljuske. Kada je sinteza gotova prajmeri se razgraduju, a prostori izmedu
novonastalih segmenata tzv ,,zaostajuceg” lance DNK se popunjavaju dejstvom enzima DNK
ligaze. Jedino prostor terminalnog prajmera ostaje nepopunjen. Taj terminalni prostor se dalje
razgraduje dejstvom 5° — 3’ egzonukleaze, koja razgraduje 130 do 210 nukleotidnih rezidua. Stoga
se 5 kraj telomere skracuje sa svakom deobom. Nakon odredenog broja replikacija, telomera
doseze kritinu duZinu, tzv. tacku starenja, 1 dalje moZe u¢i u proces apoptoze i ¢elijske smrti §to
je proces fizioloskog starenja. Ukoliko Celija izbegne ovu kontrolnu tacku, dolazi do ,,end-to-end
spajanja krajeva hromozoma i njihove destabilizacije Sto ¢e rezultovati ili Celijskom smrti ili

karcinogenezom (Wai, 2004; Sweart et al, 2012).

IstraZivanja elektronskom mikroskopijom dokazala su da su telomere kompleksne

strukture koje grade dve petlje, kao Sto je opisano ranije. Pretpostavlja se da T 1 D petlja maskiraju
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telomerni produzetak i na taj nacin ostvaruju svoju protektivnu ulogu nad telomerama (Wai, 2004,

Sweart et al, 2012).

Za svoj integritet 1 funkciju, telomere zahtevaju najmanje tri faktora: minimalnu duZinu
ponavljajucih sekvenci, integritet G-lanca i regulaciju proteina koji ucestvuju u izgradnji telomera
(telomere-binding proteins). Najznacajnija uloga, za sada, dodeljena je TRF1 i TRF2 proteinima
shelterin kompleksa. TRF1 protein ucestvuje u formiranju T-petlje pa se stoga smatra da pomazuci
u formiranju ove petlje doprinosi i njenoj stabilizaciji. Sa TRF1 subjedinicom shelterin kompleksa
intereaguju mnogi proteini i enzimi ucestvujuci u regulaciji duZine telomera. Takvi su poli-(ADP-
ribose)-polimerase-TANK| (tankiraza 1) ili poli-(ADP-ribose)-polimerase-TANK2 (tankiraza 2).
Ovi enzimi su odgovorni za ribozilaciju TRF1 proteina i inhibiciju njenog vezivanja za telomere.
Kao posledica toga, otvara se put telomerazi i omoguceno je produZenje telomera. Tankiraza se
smatra pozitivnim regulatorom duzine telomera. Vezivanje TRF1 subjedinice za TRF2 subjedinicu
telomernog kompleksa predstavlja negativnu regulaciju duzine telomera, jer se tim uspostavlja
kompaktnost DNK telomernog lanca, stabilizuje se T-petlja i ograni¢ava pristupacnost za

telomerazu (Wai, 2004, Sweart et al, 2012).

1.2.4. Mehanizam telomerazne aktivnosti

Jedno od najelegantnijih reSenje ,.,end-replication® problema jeste enzimska aktivnost
telomeraze. Kao $to je ve¢ spomenuto ranije u tekstu, telomeraza deluje kao specifi¢na reverzna
transkriptaza koja ima jedinstvenu sposobnost da kopira i dodaje stotine nukleotida na isti DNK
prajmer. Telomerazna RNK ponasSa se kao Sablon u ovom procesu. Interakcija izmedu 5’ kraja
prajmera i hTERT subjedinice telomeraze neophodan je preduslov za dejstvo telomeraza i naziva

se mestom za usidrenje (eng. ,,anchor site ) (Zvereva et al, 2010).

U okviru ciklusa telomeraze (Slika 9) mogu se opisati Cetiri osnovna koraka: 1)
prepoznavanje i vezivanje prajmera; 2) sinteza telomere sekvence, elongacija; 3) translokacija,
povezivanje za novi segment 3’ kraja DNK; 4) disocijacija. Tokom faze elongacije, telomeraza
dodaje uzastopne nukleotide na slobodnu 3’-hidroksilnu grupu telomerne DNK, reverzno ih
prepisujuci sa RNK Sablona Watson-Crick-ovim specificnim baznim uparivanjem. Kroz ove Cetiri
faze telomeraza prepiSe i ugradi jednu telomernu sekvencu. Kako to nije dovoljno, telomeraza
svoju aktivnost cikli¢no ponavlja, ali specifi¢no ostajuci vezana za prajmer nakon svakog ciklusa,
sve dok telomera ne dostigne odredenu duzinu, nakon ¢ega disosuje. Ova sposobnost enzima da
katalizuje istu reakciju viSe puta uzastopno bez otpuStanja supstrata, naziva se enzimska
procesivnost. Razlikuju se dva tipa: procesivnost I i II. Procesivnost I predstavlja sposobnost

telomera da RNK — DNK dupleks vracaju u aktivni centar nakon dodatka svakog nukleotida
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odnosno sekvence, u fazi elongacije. Procesivnost II odnosi se na sposobnost telomeraze da
relativnom translokacijom DNK prajmera, odnosno pomeranjem prajmera na pocetak tj, na onaj
deo RNK $ablona od kog zapocinje transkripcija, nakon dodatka svakog telomernog ponavljanja.
Drugim re€ima, procesivnost I podrazumeva jedan ciklus dodavanja ponavljajueg segmenta
telomera, nakon Cega se telomeraza vrac¢a u pocetno stanje i zapocCinje novi sintetski ciklus. Za
razliku od ove, procesivnost Il podrazumeva uzastopno dodavanje sekvenci bez vracanja enzima
u pocetno stanje sve dok se ne sintetiSe dovoljna duZina telomernog lanca. Humana telomeraza
pokazuje procesivnost tipa II, za razliku od npr. telomeraze misa ili razli¢itih gljivica koje je ne
ispoljavaju. Na ovaj nacin telomeraza dodaje preko sto nukleotida tokom samo jednog ciklusa, $to
govori u prilog njene efikasnosti. Vazno je napomenuti da je ovaj model delovanja telomeraze
razvijen je nakon in vitro ispitivanja, a smatra se da se isti proces deSava i in vivo (Zvereva et al,

2010).

TER 5 TER 5

Vezivanje prajmera ‘

w
«

> R Y 5
H
5

Elongacija

Dlsocuacua senvence

Zavrsetak sinteze
jedne telomerne
sekvence

Slika 9. Ciklus enzima telomeraze tokom umnoZava telomernih sekvenci (modifikovano, preuzeto

od Zvereva et al, 2010)

Medutim, Haley i saradnici smatraju da telomeraza ugraduje uzastopne nukleotidne
sekvence bez disocijacije od prajmera reakcijom koja je poznata kao ,nucleotid addition
processivity*“. Tokom elongacije telomera, odrZava se konstantna duzina RNK — DNK hibrida, od
sedam do osam baznih parova, tako Sto se formiranjem svake nove veze na proksimalnom kraju,

raskida po jedna na distalnom kraju hibrida. Kada se dosegne granica 5’ Sablona, odnosno mesta
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kojim je prikacen DNK lanac za aktivno mesto, translokacijom se namesta novi 3’ kraj telomerne
DNK i zapocinje novi ciklus sinteze telomera. Sposobnost telomeraze da katalizuje viSe od jednog
ciklusa sinteze dok je vezana za isti DNK prajmer, naziva se ,, repeat addition processivity “. lako
se smatra da se isti procesi deSavaju in vitro i in vivo, oni se ipak razlikuju po svom obimu, pa
predstoji jo§ mnogo istraZivanja da se u potpunosti razjasni biohemija telomerazne aktivnosti

(Wyatt et al, 2010).

1.2.5. Telomere i telomeraza u razlicitim tipovima Celija

Dinamika telomera i telomeraze varira zavisno od ¢elije u kojoj se posmatra. Germinativne
¢elije ispoljavaju visok nivo aktivnosti telomeraze tokom faze brze proliferacije. lako je aktivnost
telomeraze nedetektabilna u neproliferativnim celijama spermatozoida i ovarijuma, visoko je
aktivna nakon fertilizacije 1 njena aktivnost ostaje visoka u embrionalnim stem c¢elijama, kao 1

germinativnim ¢elijama za drugu generaciju (Slika 10) (Hiyama et al, 2007).

. AKTIVNOST TELOMERAZE s
Stom tnis : ' Visoka O Dovoljna
Blastila ebrore . © Niska O Bez aktivnosti
& o0——0—
Germinativne [
‘ celije Y
L Kancer STEM ¢elije
L
. .. .....-..-.-......:.?. |
(N OO, ettt PP 05 A \
‘ Y :~
L J
[} Aktivirani limfociti Kancerske celije
® H
H

Memorijske
TiB celije

\ Fertilizacija .
O vz CIIIDDID
celije ~

$) tozoid
Frerus] e ® [liakon orLooenil Apopto

Slika 10. Aktivnost telomeraze u pojedinim Celijskim vrstama od momenta fertilizacije do perioda

nakon oplodenja (modifikovano, preuzeto od Hiyama et al, 2007)

U razvojnoj fazi, aktivnost telomeraze postepeno se smanjuje i nestaje u vecini somatskih
¢elija nakon rodenja. U stem cCelijama odraslih, aktivnost telomeraze je niska ili nedetektabilna i
najceS¢e vezana za progenitorske c¢elije koje imaju visoku reproducibilnu aktivnost u svakom
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tkivu, ali su nedovoljne da stabilno odrzavaju duzinu svojih telomera. Takvi su na primer limfociti,
gde telomerazna aktivnost, iako je detektabilna, nije dovoljna da bi se sprecilo skrac¢ivaje telomera.
Telomerazna aktivnost u ovim cCelijama povecava se kao odgovor na citokinima indukovanu
proliferaciju i ponovno sniZena u zrelijim cCelijskim linijama. Stoga, normalne stem celije se
smatraju ,,smrtnim‘ ¢elijama i konac¢no stare skra¢ivanjem telomera. Za razliku od njih kancerske
stem celije mogu nastajati od normalnih stem celija, progenitorskih celija ili eventualno iz
somatskih celija i karakteriSu se besmrtnos$¢u, tacnije sposobnoséu da se neodredeno dele i

proliferiSu (Hiyama et al, 2007; Shay et al, 2011; Saeed et al, 2013).

1.2.6. Telomere, telomeraza, starenje i tumorogeneza

Obavezan gubitak telomera sa svakom deobom oslikava ,,mitoticki sat* koji ukazuje koliko
se ¢elijskih deoba zavrSilo. DuZina telomera ogranicava kapacitet ¢elijske deobe. Kada hromozomi
nakon tog broja deoba dostignu neku vrstu kriticne duzine, ¢elija ulazi u replikativno starenje, Sto
se smatra vrstom tumor supresornog mehanizma. Indukovanje starenja povezano je sa aktivacijom
brojnim mehanizama, ukljucujuci i pS3, p21 1 Rb/p16INK4A, Sto za posledicu ima zaustavljanje
¢elijskog rasta i apoptozu. Uvodenje kataliticke subjedinice hTERT u normalnu humanu ¢eliju
vodi njenoj neograni¢enoj i nekontrolisanoj deobi, $to znaci da skracivanje telomera kulminira
¢elijskim starenjem ili u M1 fazi (en. mortality stage, M1). Kada Celija zaobide tacke provere ovih
fizioloSkih puteva, telomere ¢e nastaviti dalje da se skracuju. Ekstremno kratke telomere
prepoznaju se kao dvolancani prekidi (eng. double-standed break) i pokrecu proteine odgovorne
u slucaju oste¢enja DNK (eng. DNA-damage response proteins), koji, zauzvrat, vode spajanju
slobodnih krajeva hromozoma. Celija sa ovakvim nestabilnim i aberantnim hromozomima je
kriznoj fazi ili M2 fazi (eng. mortality stage 2, M2) i brzo podleZe apoptozi (Wai et al, 2010; Shay
etal, 2011).

U tumorskim c¢elijama, zaobilaZenje taCaka provere celijskog ciklusa, vodi daljem
skra¢ivanju telomera i aktiviranju telomeraze. Tada se telomere stabilizuju na konstantnoj duZini
1 postaju takore¢i besmrtne. Ove besmrtne, sad ve¢ tumorske Ccelije, prevazilaze barijeru
starenja/M1 1 kriznu fazu/M2 i imaju sposobnost da beskrajno proliferiSu, $to zna¢ajno moZze
doprineti rastu tumora. Vazno je ovde napomenuti da besmrtnost ¢elija nije sama po sebi dovoljna
za malignu transformaciju. Maligna transformacija zahteva, dodatno, aktivaciju onkogena,
inaktivaciju tumor supresornih gena i nekontrolisanu mitogenu stimulaciju. Stoga se moZze reci da
aktiviranje telomeraze dodeljuje ¢eliji besmrtnost, ali ne neoplasti¢ne karakteristike (Oeseburg et

al, 2010; Wai et al, 2010; Shay et al, 2011).
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1.2.7. Bolesti u kojima imaju ulogu telomere i telomeraze

Studije o telomerama i telomerazama danas su ve¢ brojne. U proteklih 80 godina, od
njihovog otkri¢a pa do danas, mnoge Cinjenice o ovim strukturama su razjasnjene, ali se ¢ini da je
veci deo joS uvek nedovoljno razjaSnjen. Smatra se da telomere i telomeraza imaju udela u
nastanku mnogih bolesti, ali je mali broj onih kod kojih je to i dokazano (Cataldo, 2009; Hallows
etal, 2012; Kam et al, 2021).
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Slika 11. Poremecaji poreklom iz fetalnog razvoja koji su povezani sa skracivanjem duZine

telomera u odraslom dobu (modofikovano, preuzeto od Hallows et al, 2012)

Hallows i saradnici (Hallows et al, 2012) smatraju da sve bolesti starijeg doba vode poreklo
jo§ od fetalnog Zivota. Sta viSe, aktivnost telomeraze je najveéa u placentalnim trofoblastima u
prvom trimestru trudnoce 1 opada sa njenim napredovanjem. Oni smatraju da razlicita tkiva, koja
pokazuju merljive promene u parametrima oksidativnog stresa, aktivnosti telomeraze, duZine
telomera i drugih markera starenja u toku intrauterinog razvoja, mogu imati ulogu u razvoju bolesti
tih organa u toku kasnijeg Zivotnog doba, kao $to su dijabetes tipa 2, kardiovaskularne bolesti,
bolesti bubrega i, kancera. Ova stanja objedinjena su nazivom bolesti telomera (Slika 11) (Hallows

et al, 2012). U ovoj doktorskoj tezi bie re¢i samo o vezi sa kardiovaskularnim bolestima.
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1.2.8. Kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza telomera-telomeraza sistem

Procesu skracivanja telomera, uprkos delovanju telomeraze, podleZu i kardijacne stem
¢elije 1 progenitorske cCelije srca. Ovo dokumentovano skraCivanje telomera u starim stem i
progenitorskim ¢elijama, moZe znac¢ajno ometati obnavljanje kardiomiocita. Smatra se da starenju
kardiomiocita znac¢ajno doprinosi i oksidativni stres, jedan od glavnih Cinilaca u patogenezi KVB,
koji ¢e detaljnije biti objasnjen u narednom poglavlju. Povezanost, koja postoji, izmedu telomera
1 oksidativnog stresa objaSnjava se ,,zacaranim krugom* koji iznova pojacavajuci oksidativni stres
doprinosi starenju Celija srca. Ovaj model se sastoji iz dva dela. Jedan deo objasSnjava nastanak
prooksidanasa, i to najvise reaktivnih kiseonikovih jedinjenja (eng. ractive oxigen species, ROS),
u mitohondrijama putem normalnog metabolizma i iz drugih nemitohondrijalnih izvora
(npr.inflamacija), koji dovode do oSte¢enja DNK c¢elija koje ukljucuje i oStecenje telomera. Dolazi
do aktivacije odgovora na oSte¢enje DNK (eng. DNA damage response, DDR) koji aktiviranjem
dodatnih mehanizama uvodi ¢eliju u proces starenja. Sa druge strane, ROS mogu da se ponasaju i
kao signalne molekule, tacnije oSte¢enje DNK 1 telomera i aktivacija mehanizama starenja Celija
mogu dovesti do povecanje stvaranja ROS i oksidativnog stresa. Pretpostavlja se da ova dva
mehanizma deluju jedan na drugi tako $to ROS dovode do aktivacije DDR koji potom prouzrokuje
starenje Celije, a starenje opet dovodi do povecanja ROS, kao Sto je ve¢ opisano i tako se stvara
,zacarani“ krug. Smatra se da je ovo i mehanizam ukljucen u razvoj KVB, ali do sada ostaje

nerazjasnjeno (Correia-Melo et al, 2014).

Uloga disfunkcije telomera u patogenezi KVB potkrepljena je sa nekoliko dokazanih
pretpostavki. Odvojene studije slucaja pokazale su da su KVB ¢esc¢e kod pacijenata sa mutacijama
u genima zaduZenih za odrZavanje duZine telomera u germinativnim celijama (vode njihovom
skra¢ivanju) kao i da su infarkti miokarda ¢es¢i kod mladih osoba nosilaca ovih mutacija. Humani
kardiomiociti i kardijacne stem Celije pokazuju skra¢enje duZine telomera, shodno godinama, i
ekspresiju markera starenja kao Sto su p53, p21 i pl6. Ove promene koreliraju sa smanjenjem
proliferativne 1 regenerativne sposobnosti starih kardiomiocita 1 stem celija srca. Relevantnost
kriti¢no kratkih telomera u starenju i bolesti kardiovaskularnog sistema, procenjena je iz brojnih
epidemioloSkih studija. Ove studije pokazuju da je duzina leukocitnih telomera u obrnutoj
korelaciji sa multiplim faktorima rizika za KVB, kao Sto su pusenje cigareta, gojaznost, dijabetes,

sistemska inflamacija i fizi¢ka neaktivnost odnosno sedentarni nacin Zivota (Moslehi, 2012).

Kako je ova oblast zaiteresovala mnoge istrazivace, tako se iSlo dublje u istrazivanje ove
povezanosti. Minamino i saradnici (Minamino et al, 2002) pokazali su da se endotelne Celije sa
znaCajnim karakteristikama starenja nalaze i u aterosklerotskim regijama humanih koronarnih
arterija. Oni su pokazali da inhibicija funkcije telomera uzrokuje starenje u endotelnim celijama,
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dok uvodenje telomeraze, taCnije njene kataliticke subjedinice, suprimira starenje i produzuje
zivotni vek ovih ¢elija. Ovu studiju potvrdili su Ogami i saradnici (Ogami et al, 2004) dokazavsi
da su telomere endotelnih ¢elija koronarnih bolesnika znacajno krace od telomera istih ¢elija kod
zdravih osoba. U podstudiji analize sluc¢ajeva Cardiovascular Health Study Fitzpatrika i saradnika
(Fitzpatrik et al, 2007) ispitano je ukupno 419 starijih osoba i pokazano je da starije osobe imaju
trostruko veci rizik od infarkta miokarda za svaku kilobazu koja se izgubi sa telomera. Dodatno,
studija Willeit 1 saradnika (Willeit et al, 2010), bazirana na Bruneckovom modelu studija na
populaciji, zakljucila je da je duzina telomera nezavistan faktor rizika za nastanak infarkta

miokarda (Fuster et al, 2006, Khan et all, 2012; Yeh & Wang, 2016).

1.3. Oksidativni stres

U zdravom humanom organizmu postoji jedinstvena i precizna ravnoteZa izmedu
prooksidanasa i komponenti sistema antioksidativne zaStite. Prooksidansi (slobodni radikali), su
nestabilni molekuli, velike reaktivnosti, koji u organizmu stupaju u hemijske reakcije sa
strukturnim komponentama celije kao i molekulima ekstracelularnog prostora dovode¢i do
biohemijskih, strukturnih i funkcionalnih poremecaja. Nasuprot njima deluju antioksidansi,
supstance koje dovode do odlaganja ili inhibicije oksidacije supstrata. Njihova uloga je da
neutraliSu Stetno dejstvo prooksidanasa, pre nego Sto oni dovedu do oStecenja lipida, proteina i
DNK kao esencijalnih molekula organizma. Ipak, mali procenat prooksidanasa uspe da izazove
oStecenje, Cak i u fizioloSkim uslovima pri cemu dolazi do narusavanja ove jedintvene ravnoteze.
Kako posledica tog disbalansa izmedu prooksidanasa i antioksidanasa, u korist prooksidanasa,
nastaje oksidativni stres (OS) (Sharifi-Rad et al, 2020). Kao §to je ve¢ pomenuto, oksidativni stres
predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Kotur-Stevuljevic et al,

2007; D'Oria et al, 2020).

1.3.1. Prooksidansi

Prooksidansi ili slobodni radikali su reaktivne hemijske strukture, bilo atomi ili molekuli,
koji sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona (Rahal et al, 2014). Zbog svoje specificne strukture,
slobodni radikali su veoma nestabilni. Veliki broj njih ima kratak nezavistan zivotni vek pre nego
Sto veze elektron kako bi postigao svoju stabilnost, u ¢emu se i ogleda njihova visoka reaktivnost
(Rahal et al, 2014). U malim 1 umerenim koli¢inama, imaju vaZne uloge u nekim bioloskim
procesima kao Sto su fagocitoza u granulocitima i makrofagama, odrZanje homeostaze u
gastrointestinalnom traktu, a pretpostavlja se da u¢estuju i u signalnim procesima nazvanim redoks

signalni putevi. Te male koli¢ine oksidativnog stresa koje ucestvuju u fizioloskim procesima u
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organizmu, definisane su kao oksidativni eustres (Sies, 2019). U prekomernim koliinama,
prooksidansi mogu uzrokovati strukturne promene celijskih struktunih komponenti (proteina,
lipida 1 DNK) dovode¢i do naruSavanja njihove fizioloSke funkcije, a samim tim vitalnih ¢elijskih
procesa (Sharifi-Rad et al, 2020). Sa druge strane, ove suprafizioloSke koli¢ine prooksidanasa koje
vode razvoju poremecaja u organizmu, definisane su kao oksidativni distres (Sies, 2019). U daljem

tekstu, fokus Ce biti na oksidativnom distresu.

Opisan je veliki broj hemijski razli€itih grupa slobodnih radikala, ali su za razvoj
kardiovaskularnih bolesti najznacajniji derivati kiseonika i azota (Bartekova et al, 2019). Pojam
ROS obuhvata veliku grupu slobodnih kiseonikovih radikala. Ovaj tip prooksidanasa je najcesce
prisutan u plu¢ima. U organizmu se formira ili unese veliki broj razlic¢itih ROS, ali fizioloski su
najznacajniji superoksidni anjon (O:"), hidroksil radikal (OH-) i vodonik-peroksid (H203)
(Bartekova et al, 2019). Najstetniji i najreaktivniji od pomenutih je svakako hidroksil radikal
(OH-) koji nastaje kako iz vodonik-peroksida i superoksidnog anjona tako i u drugim putevima,
npr. iz azot-monoksida (Bartekova et al, 2019). Stetan uticaj hidroksil radikala ogleda se u
njegovoj reaktivnosti, odnosno u njegovoj sposobnosti da ,,napadne* ¢elijske membrane dovodeci
do njihovog osStecenja, zatim deluje Stetno i na proteine, narocito fibrinogen, razarajuci disulfidne
veze i dovodec¢i do naruSavanja njihove primarne strukture i gubitka funkcije (Lipinski, 2011).
Hidroksil radikal deluje Stetno 1 na DNK, naime pokazano je in vivo da je jedan od klju¢nih
ucesnika u oksidativnom oStecenju DNK strukture Sto vodi njenoj dezintegraciji (Halliwell et al,

2021).

1.3.2. Izvori proksidanasa

Slobodni radikali nastaju kao intermedijeri metabolickih procesa tokom normalnog
¢elijskog metabolizma, a znacajni su i egzogeni izvori poput zracenja, pusenje cigareta, zagadenje
vazduha. Stoga se moZe izvrSiti klasifikacija slobodnih radikala na prooksidanse endogenog
porekla (nastali u metabolickim procesima) i prooksidanse egzogenog porekla (Bartekova et al,

2019).

1.3.3. Egzogeni izvori prooksidanasa (ROS)

Egzogeni izvori slobodnih radikala su mnogobrojni: puSenje cigareta, UV 1 jonizujuce
zracenje, joni teSkih metala, ozon, alergeni, neki lekovi ili toksini, pesticidi, insekticidi i uopsteno
zagadivaci vazduha. Jonizujuce zracenje deluje tako Sto prevodi hidroksil radikal, superokside i
organske radikale u organske hidroperokside i1 hidrogenperokside, koji potom reaguju sa jonima
metala (gvozda i bakra) na ¢elijskom nivou. Sa druge strane, UV zracenje pokrece oksidativne

reakcije stimuliSuci riboflavin, porfirine i NADPH-oksidazu, gde se posledi¢no stvaraju povecane
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koli¢ine 8-dezoksi-guanina i povecano Koristi intracelularni glutation. Joni teskih metala imaju
znacajnu ulogu u stvaranju slobodnih radikala. Neki metali poput gvozda, bakra, kadmijuma,
nikla, arsena i olova indukuju stvaranje slobodnih radikala bilo Fentonov-om (reakcija kojom se
metal M" oksiduje do M™! stanja u prisustvu vodonik perosida koji se pritom redukuje do hidroksil
radikala i hidroksid jona) ili Haber-Weiss-ovom reakcijom (reakcija u kojoj metal iz M™! prelazi
u M" stanje u prisustvu superoskidnog anjona, pri ¢emu nastaje molekul kiseonika), ili pak
direktnom interakcijom sa ¢elijskim komponentama (na primer, tokom produkcije tiolnih radikala)

(Snezhkina et al, 2019).

1.3.4. Endogeni izvori prooksidanasa

Najznacajniji izvori endogenih prooksidanasa su: transportni lanac elektrona u
mitohondijama (kompleksi I i1 III transportnog lanca elektrona), endoplazmatski retikulum,
peroksizomi, NADPH oksidaza (NOX), endotelna NO-sintaza (NOS), ksantin oksidaza i citohrom
P450 )(Slika 12) (Snezhkina et al, 2019). Ovi izvori proizvode kako ROS tako i reaktivna azotna

jedinjenja, ali ¢e na dalje biti re¢i samo o ROS.

NOX grupa enzima prisutna je kako u zidovima krvnih sudova, tako i u infiltrirajuéim
monocitima odnosno u makrofagama. U fizioloSkim uslovima, ucestvuje u prenosu elektrona kroz
unutrasnju membranu mitohondrija u procesu stvaranja Celijske energije. Pod dejstvom NOX
formira se superoksidni anjon, koji se u malim fizioloSkim koli¢inama koristi u imunskom
odgovoru celija, dok njegove povecane koli¢ine imaju Stetne efekte za organizam, buduc¢i da
favorizuju stvaranje hidroksil radikala (Berard et al, 2007). U zidovima krvnih sudova
identifikovane su tri izoforme NOX, i to izoforme NOX1, NOX2 i NOX4. Izoforme NOX1 i
NOX?2 prevashodno ucestvuju u formiranju superoksidnog anjona, dok se izoforma NOX4 osim u
zidovima krvnih sudova, moZe na¢i i u miohondrijama i sarkoplazmatskom retikulumu
kardiomiocita i prvenstveno ucestvuje u nastanku vodonik-peroksida (Forstermann et al, 2017;
He et al, 2019). U in vivo studijama na miSevima ApoEX® (eng. Apolipoprotein E knock-out ili
B6.129P2-Apoe™!U¢/J; miSevi koji su nosioci homozigot mutacije gena za ApoE, §to se ogleda u
povecanoj sintezi holesterola u organizmu nezavisno od pola i starosti, naj¢eSce su upotrebljavani
u studijama KVB (https://www.jax.org/strain/002052)) and p47P*~= (B6N.129S2-Ncf1™IShl/;
miSevi nosioci homozigot mutacije Ncfl (eng. neutrophil cytosolic factor I) gena, Sto rezultuje u
nemogucnosti sinteze p47-phox proteina (ili Ncflproteina), koji je citosolna subjedinice enzima
NOX (https://www.jax.org/strain/002052)) uoceno je da su ROS poreklom od NOX iz endotelnih
¢elija 1 glatkih miSi¢nih ¢elija neophodni za aktivaciju endotela u procesu ateroskleroze, kao i
proliferaciju glatkih miSi¢nih ¢elija, potvrdujuci da su NOX enzimi kako iz makrofaga tako i iz

vaskularnih ¢elija neophodni za proces ateroskleroze (Forstermann et al, 2017).
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Drugi bitan izvor ROS je ksantin-oksidoreduktaza. Ksantin-oksidoreduktaza je enzim koji
ucestvuje u katabolizmu purinskih baza. Ovaj enzim je prisutan u dve izoforme, ksantin
dehidrogenaza i ksantin oksidaza, koje mogu u odredenim uslovima da prelaze jedna u drugu
(Battelli et al, 2014). Konstitutivno ekspirimirana forma je ksantin-dehidrogenaza, koja katalizuje
reakciju prevodenja hipoksantina/ksantina do mokraéne kiseline uz prisustvo NAD* kao kofaktora,
koji se tom prilikom redukuje do NADH. U odredenim uslovima, ksantin-dehidrogenaza se moze
konvertovati u ksantin-oksidazu, koja takode katalizuje reakciju prevodenja hipoksantina do
ksantina i potom ksantina do mokracne kiseline ali uz prisustvo kiseonika (O») kao kofaktora, koji
se pritom redukuje do H>O». Uslovi koji favorzuju stavaranje ROS u humanom organizmu su niska
pH vrednost 1 pritisak kiseonika u organizmu, §to je slu¢aj kod infarkta miokarda (tacnije ishemije
miokarda) (Chung et al, 1997; Battelli et al, 2014). Ksantin-oksidoreduktaza je eksprimirana u
epitelnim celijama jetre, intenstinuma i mlecnim Zlezdama u dehidrogenaznoj izoformi, a u
nekoliko studija potvrdeno je njeno prisustvo i u ¢elijama srca i vaskularnim endotelnim ¢elijama
(Battelli et al, 2014), dok je njena aktivnost u serumu kod zdravih osoba uglavnom niska. U
uslovima koji favorizuju nastanak ROS aktivna je ksantin-oksidaza. Ksantin-oksidaza nastaje
interkonverzijom ksantin-dehidrogenaze bilo reverzibilnom oksidacijom tiolnih grupa na Cys535
1 Cys992 ili pak ireverzibilnom proteolitickom transformacijom dejstvom proteaza kao Sto su
tripsin, himotripsin ili pankratin (Berry et al, 2004). U nekim patoloSkim stanjima, kao §to su
kardiovaskularne bolesti, serumska aktivnost se pove¢ava najverovatnije zbog prisustva oksidazne
izoforme, za koju se smatra da znacajno doprinosi nastanku ROS i razvoju oksidativnog stresa, a
samim tim i u nastanku endotelne disfunkcije i ateroskleroze, ali i reperfuzionoj povredi (Berry et

al, 2004; Battelli et al, 2014)

Takode bitan izvor ROS je endotelna NOS (eNOS), odnosno dekuplovanje eNOS. eNOS
je fizioloSki dimerni enzim c¢ija je osnovna uloga stvaranje vaskularno protektivnog jedinjenja,
azot-monoksida (NO), iz L-arginina uz priststvo (6R)-5,6,7,8-tetrahidro-L-biopteridina (BH4) kao
esencijalnog kofaktora (Forstermann et al, 2006). Ovaj enzim je posebno osetljiv na prisustvo ili
nedostatak kofaktora, BH4. U nekim patoloSkim stanjim, kao $to su KVB, kada su koncentracije
BH4 smanjene, fizioloSke karakteristike enzima se menjaju iz protektivnih do znacajnog ucesnika
u oksidativnom stresu, odnosno eNOS prestaje da proizvodi NO i okreCe se proizvodnji
superoksidnog anjona. Ovaj proces oznacen je kao dekuplovanje eNOS. Dekuplovanje eNOS je
od znacCaja proces s obizom da povecane koncentracije superoksidnog anjona, pored toga Sto
ometaju fizioloSku funkciju enzima, smanjuju i bioraspolozivost NO, kako superokaidni anjon
brzo reaguje sa raspolozivim NO i prevodi ga u peroksinitritni anjon koji iznova doprinosi

pogorsanju oksidativnog stresa (Yang et al, 2009; Shaito et al, 2022)
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Stvaranju superoksidnog anjona takode doprinose i citohrom P450 enzimi. Oni
predstavljaju grupu hemproteina koji imaju sli¢nu strukturu i funkciju eNOS, ali su ukljuceni u

metabolizam holesterola, vitamina i arahidonske kiseline (He et al, 2019).
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Sika 12. Endogeni izvori prooksidanasa (Modifikovano, preuzeto od He et al, 2019)

Superoksidni anjon (O2™), je radikal koji pripada grupi ROS i ucestvuje u stvaranju drugih
molekula ROS (kao $to su vodonik-peroksid ili hidroksil-radikal) u odredenim uslovima. Od
superoksidnog anjona moZe nastati vodonik-peroksid spontanim transferom elekrona pri niskom
pH ili u reakciji katalizovanoj antioksidativnhim enzimom superoksid-dismutazom. Niski nivoi
vodonik-peroksida favorizuju antioksidativho okruZenje, dok su viSe koncentracije
prooksidativnog karaktera (Forstermann et al, 2017). Sa druge strane, malondialdehid (MDA) je
veoma reaktivan matabolit, nastao tokom lipidne peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina,
ali 1 kao sporedni proizvod njihove sinteze. MetaboliSe se mitohondrijalnom aldehid-
dehidrogenazom i dekarboksilacijom do acetaldehida, koji se potom oksiduju do acetata i dalje do
vode i ugljendioksida. MDA ima znacajnu ulogu u karcinogenezi, dijabetes melitusu,

kardiovaskularnim i neurovaskularnim bolestima (Pordevic et al, 2020).

U organizmu, krajnji proizvodi reakcije serumskog albumina i hloridnih oksidanasa
(hipohloritna kiselina), kao i reakcije enzima mijeloperoksidaze, nastaju nefunkcionalni proteini

koji sadrze di-tirozin ukrStene veze, pentozin ili karbonil grupu, i nazivaju se kolektivno
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uznapredovali produkti oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein products, AOPP).
Jednom kada nastanu, AOPP mogu dovesti do razli¢itih oStecenja tkiva, a dokazani su 1 u¢esnici
procesa ateroskleroze (Bagyura et al, 2022). Humani serumski albumin, u uslovima hipoksije,
acidoze ili ostecenja slobodnim radikalima formira takozvani ishemijom modifikovani albumin
(IMA), gde su modifikovane krajnje aminokiseline albuminskog lanca. IMA je izuzetno osetljiv

marker 1 detektabilan je i u ranoj reverzibilnoj fazi akutnog koronarnog sindroma (Wahab, 2017).

Prooksidansi se endogeno stvaraju u organizmu u brojnim procesima (Celijski izvori su
oksidativni transport elektrona u mitohondrijama, endoplazmatski retikulum, peroksizomi, NADH
oksidaza vezana za ¢elijsku membranu, ciklookigenaze, a potom i proces fagocitoze), a mogu biti
1 egzogenog porekla (duvanski dim, jonizujuce zraCenje, UVA zracenje, teSki metali,ozon,
zagadenje vaduha) (Sharifi-Rad et al, 2020). Njihov znacaj je izuzetno veliki u razvoju mnogih
bolesti, kao Sto su kardiovaskularne, kanceri, neurovaskularne i neurodegenaretivne bolesti, stoga
je nekada daleko znacajnije znati njihov ukupan sadrzaj u krvi. S obzirom na to, Erel je osmislio
prakticnu spektrofotometrijsku metodu kojom meri ukupan odnosno totalni oksidativni status
seruma pacijenata (Erel, 2005). Alamdari je otiSao korak dalje i predloZio laboratorijsko
odredivanje balansa izmedu prooksidanasa i antioksidanasa u serumu pacijenata kroz
prooksidativno-antioksidativni balans kao laboratorijski biomarker (Alamdari et al, 2007:
Alamdari et al, 2008). Prooksidativno-antioksidativni balans je test kojim je moguce odrediti
optere¢enje seruma prooksidansima i istovremeno antioksidativni kapacitet krvi u jednom

odredivanju (Alamdari, 2007).

Shodno tome, definisani su i skorovi, koji racunski obuhvataju aktivnosti prooksidativnih
molekula u serumu pacijenata ili pak sveukupan oksidativni status. Obuhvataju¢i samo odredivane
porooksidanse, tacnije srednju vrednost njihovih Z skor vrednosti nastao je prooksidativni skor.
Nasuprot njemu, oksidativni skor nastao je kao razlika srednjih Z skor vrednosti prooksidanasa i

vrednosti antioksidanasa u humanom serumu (Veglia et al, 2009).

1.3.1. Antioksidansi

Antioksidansi su od vitalnog znacaja u odbrambenom mehanizmu organizma od redoks
disbalansa. To su molekule koje imaju sposobnost da neutraliSu dejstvo slobodnih radikala pre
nego Sto stupi u reakciju sa supstratom, tacnije ¢elijskom strukturom i promeni njenu strukturu i
funkciju. Stoga se mozZe reci da antioksidansi aktivno uestvuju u odrZavanju precizne redoks
ravnoteZze organizma. Antioksidansi slede nekoliko mehanizama odbrane koji se mogu podeliti na
primarni mehanizam odbrane organizma (naj¢es¢e ovaj mehanizam obuhvata direktno uklanjanje

slobodnih radikala (eng. scavenging) pre nego Sto oStete Celijske strukture; takvi su na primer
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enzimi SOD, glutatuion peroksidaza i drugi) i sekundarni mehanizam odbrane (podrazumeva
princip prekidanja lanCane reakcije supstrata; takvi su na primer vitamini C 1 E kao 1 mokra¢na

kiselina) (Tan et al, 2018; Malekmohammad et al, 2019).

Kardiovaskularni sistem je opremljen razliitim protektivnim sistemima protiv
oksidativnog napada. Antioksidansi su konstantno prisutni u organizmu (endogeni antioksidansi)
ili se pak mogu unositi u organizam, naj¢eS¢e putem ishrane ili suplemenata (egzogeni
antioksidansi). Zavisno od strukture i mehanizma antioksidativnog dejstva, mogu se podeliti na
enzimske i neenzimske antioksidanse, a prema svojoj lokalizaciji, mogu biti intracelularne ili
ekstracelularne komponente antioksidativne zaStite (Malekmohammad et al, 2019). Pregled
najznacajnijih antioksidanasa za kardiovaskularni sistem i njihov osnovni mehanizam odbrane

prikazani su u Tabeli 2.

Sli¢cno kao kod prooksidanasa, imaju¢i u vidu aditivno dejstvo svih antioksidativnih
molekula u humanom organizmu, definisan je totalni antioksidativni status, parametar kojim se
odreduje sveukupni antioksidativni kapacitet seruma bolesnika (Erel, 2004). Nasuprot njemu,
matematicki je formulisan 1 antioksidativni skor, koji predstavlja srednju vrednost Z skor vrednosti

svih pojedinac¢nih antioksidanasa odredivanih u humanom serumu (Veglia et al, 2009).
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Tabela 2. Pregled funkcija komponenti antioksidativne zastite u kardiovaskularnom sistemu

Antioksidans Funkcija

Enzimski - endogeni

Paraoksonaza 1

Sprecava lipidnu peroksidaciju; PromoviSe antiaterogenu prirodu HDL
Cestica; uCestvuje u regulaciji reverznog transporta holesterola

Superoksid dismutaza

Katalizuje razlaganje superoksidnog anjona do O i manje Stetnih
peroksida; Sprefava stvaranje peroksinitrita, redukuje nivoe F2-
izoprostana i izofurana u aorti kao i nivoe prelaznih metala

Katalaza

Razlaze H,O,; Redukuje proliferaciju vaskularnih glatkih miSiénih ¢elija

Glutation — peroksidaza

RazlaZe i uklanja lipidne perokside uz prisustvo glutationa

Glutation — reduktaza

RegeneriSe oksidovani glutation; Inhibira H>O, indukovanu ekspresiju
MCP1 i VCAM1

Tireodoksin — reduktaza

ReguliSe nivo tireodoksina, proteina koji ucestvuje u redoks signalnim
putevima i odgovoru na oksidativni stres; Povecava bioraspoloZivost
azot-monoksida

Neenzimski - endogeni

Glutation

Najznacajnija komponenta antioksidativnog sistema, deluje tako S$to
sprecava oksidaciju supstrata u brojnim reakcijama ili pak neutraliSe
slobodne radikale; smanjuje veli¢inu aterosklerotske lezije u aortnom
luku

Mokracna kiselina

Blokira dejstvo superoksidnog anjona i hidroksil radikala; UblaZava
aktivaciju endotela i proliferaciju endotelnih glatkih miSi¢nih ¢elija

Bilirubin NeutraliSe slobodne radikale, sprecava oksidaciju proteina; Ublazava
aktivaciju/disfunkciju endotela i proliferaciju endotelnih glatkih
miSiénih ¢elija

Koenzim Q Inhibira oksidaciju proteina i lipida, neutraliSe dejstvo peroksil radikala;

StimuliSe fiziolosku funkciju endotela

o — Liponska kiselina

Sprecava razvijanje aterosklerotskih lezija, povecava aktivnost eNOS
enzima

Metal vezujuci poroteini

Albumin (bakar), ceruloplazmin (bakar), metalotionenin (bakar), feritin
(gvozde), mioglobin (gvozde), transferin (gvozde)

Neenzimski — egzogeni

Askorbinska kiselina

Prva linijja odbrane u plazmi, snazan inhibitor lipidne peroksidacije
(sprecava stvaranje ROS tokom faze propagacije, a i u samoj inicijalnoj
reakciji lipidne peroksidacije) , pojacava aktivnost NOS enzima, inhibira
ciklooksigenaze, smanjuje adheziju delija, poboljSava funkciju
oSte¢enog endotela

Tokoferol

Sprecava formiranje penastih ¢elija i nastanak endotelne disfunkcije,
neutraliSe slobodne radikale smanjuje oksidaciju LDL cestica i
modulaciju endotelnih ¢elija

Vitinamini B grupe

NeutraliSe hidroksil radikal i lipidne hidroperoksi radikale; poboljSavaju
endotelnu fukciju

Vitamin A i karotenoidi

Prevencija peroksidacije LDL holesterola; redukuju inflamaciju,

oksidativni stres i endotelnu disfunkciju

Polifenoli/ Flavonoidi

NeutraliSu i smanjuju formiranje ROS, povecavaju ekspresiju eNOS,
inhibiraju angiogenezu, smanjuje agregaciju trombocita i hipertenziju
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Y

2)

3)

4)

5)

6)

Ciljevi istrazivanja:

Optimizovati i validirati metodu za odredivanje relativne duzine telomera i aktivnosti enzima

telomeraze leukocita periferne krvi.

Proceniti relativnu duZinu telomera i aktivnost enzima telomeraze u leukocitima periferne
venske krvi kod zdravih ispitanika i u podgrupama bolesnika sa kardiovaskularnim
oboljenjima (stabilna angina pektoris i akutni infarkt miokarda (STE-AIM i MINOCA

bolesnici)).

Proceniti relativnu duZinu telomera i1 aktivnost enzima telomeraze u leukocitima arterijske krvi
(STE-AIM 1 MINOCA bolesnici) i homogenatu trombo aspirata u STE-AIM podgrupi

bolesnika.

Utvrditi da li postoji povezanost telomera — telomeraza sistema i oksidativnog stresa kod

bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom (STE-AIM i MINOCA bolesnici)

Proceniti vezu izmedu relativne duZine telomera i aktivnosti enzima telomeraze odredenih u
leukocitima periferne venske i arterijske krvi kao i homogenatu okludiraju¢eg tromba sa
klinickim pokazateljima statusa bolesnika nakon akutnog infarkta miokarda (kratkoro¢na i
dugoro¢na prognoza, veli¢ina infarkta odredena preko maksimalne koncentracije troponina I

(Tnl)).

Proceniti vezu izmedu parametara redoks statusa odredenih u leukocitima periferne venske i
arterijske krvi kao i u homogenatu okludiraju¢eg tromba sa klinickim pokazateljima statusa
bolesnika nakon akutnog infarkta miokarda (kratkoro¢na i dugoro¢na prognoza, veliCina

infarkta odredena preko maksimalne koncentracije troponina I (Tnl)).
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3. Materijal i metode

3.1. Eksperimentalni dizajn istraZivanja

IstraZivanje je nerandomizovana prospektivna studija koja je sprovedena u saradnji izmedu
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Srbija), KBC Zemun, Beograd (Srbija), KBC
Bezanijska Kosa, Beograd (Srbija) i Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani (Slovenija),
u periodu oktobar 2015. godine do oktobra 2016. godine. U studiju su ukljucene tri grupe
ispitanika: grupa bolesnika, koju ¢ine 105 bolesnika oba pola sa infarktom miokarda sa elevacijom
ST segmenta (STE-AIM) koji su kandidati za leCenje primarnom perkutanom koronarnom
intervencijom, kontrolna grupa bolesnika, koju ¢ine 22 bolesnika sa stabilnom anginom pektoris,
1 kontrolna grupa zdravih ispitanika, koju ¢ine 102 zdrave osobe koji su sa grupom bolesnika bile
uparene po godinama i polu. Iz grupe bolesnika (N=105) naknadnom analizom izdvojile su se dve
podgrupe bolesnika, i to MINOCA (N=6) i bolesnici sa AIM bez implantiranog stenta usled
rupture krvnog suda tokom intervencije (dalje Bez stenta) (N=7). Krv od bolesnika je uzorkovana
u akutnom stanju odnosno na samom prijemu u bolnicu (grupa bolesnika) ili nakon izvrSenog
angiografskog pregleda (kontrolna grupa ispitanika) (procedura je detaljno opisana u poglavlju
3.2.). Grupa bolesnika je pracena Sest meseci od akutnog dogadaja, nakon ¢ega im je bio uzorkovan
kontrolni uzorak, a potom i naredne Cetiri godine kada je radena samo evaluacija stanja bolesnika
i samog ishoda intervencije. Pradeni su ponovni reinfarkti miokarda kao i sveukupno

prezivljavanje bolesnika.

AP bolesnici su regrutovani u KBC Zemun, Beograd (Srbija), medu bolesnicima koji su
upucivani na angiografski pregled. STE-AIM bolesnici su regrutovani u koronarnim jedinicama
KBC Zemun, Beograd (Srbija), KBC Bezanijska Kosa, Beograd (Srbija). Sama intervencija je
radena po pravilima SOP kod indikovanih bolesnika (eng. Standard Operating Procedure;
ESC/EACTS Guidelines on Myocardial Revascularization) uz obaveznu aspiraciju trombotskog
materijala. Uzorkovane su periferna arterijska (pre intervencije) i periferna venska krv pre i
neposredno posle intervencije (2h posle otvaranja okludirane arterije). Odredivanje aktivnosti
enzima telomeraze leukocita, relativne duZine telomera leukocita periferne krvi, parametara
oksidativnog stresa i lipidnog statusa iz bioloSkog materijala, Sto je bio i predmet istraZivanja ove
doktorske teze, vrSeno je u laboratorijama Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(Srbija) i Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Ljubljani (Slovenija). Grupa bolesnika sa
stabilnom anginom pektoris je regrutovana sa odeljenja kardiologije KBC Zemun, Beograd

(Srbija), koji su bili pozivani na ve¢ planirani angiografski pregled.
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Bolesnici su bili ukljuceni u istrazivanje nakon S$to su dobili adekvatno objasnjenje od
struénog osoblja i1 potpisali pisani pristanak. Budu¢i da u samom trenutnku prijema nije bilo
moguce razlikovati MINOCA bolenici od non-MINOCA bolesnici, nakon same intervencije
bolesnici su bili podeljeni na tri entiteta, i to: STE-AIM bolesnici, MINOCA bolesnici i bolesnici

bez stenta.

Uporedo sa grupom bolesnika sakupljena je i kontrolna grupa zdravih ispitanika. Kontrolna
grupa je bila regrutovana u Opstoj bolnici Medigroup, Beograd (Srbija), po slede¢im inkluzionim
kriterijumima: normalan krvni pritisak (sistolni ispod 140mmHg; dijastolni ispod 90mmHg),
odsustvo kardiovaskularnih bolesti, bolesti jetre ili bubrega, malignih bolesti, kao i prethodna
infekcija, trauma ili hiruSka intervencija. Dodatno, kontrolnoj grupi je odsustvo kardiovaskularnih
bolesti  potvrdeno  specijalistickim  kardioloSkim  pregledom (elektrokardiogramom,
ehokardiogramom i kardioloskim testom opterecenja) od strane kardiologa KBC Zemun, Beograd

(Srbija), KBC Bezanijska Kosa, Beograd (Srbija).
Eticki odbori zdravstvenih ustanova ukljucenih u studiju su odobrili ovo istraZivanje:
a) KBC Zemun, Beograd, Srbija — br.325/1, 24. septembar 2015. godine,
b) KBC BezZanijska Kosa, Beograd, Srbija — br.4705/4, 31. maj 2016. godine,
c) Opsta bolnica Medigroup, Beograd, Srbija — 1080/15, 18.jun 2016. godine,

d) Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija

3.1.1. Kriterijumi za ukljucivanje bolesnika u studiju:

a) Bolesnici sa akutnim infarktom miokrada sa elevacijom ST segmenta oba pola od 18-80

godina koji daju informisani pristanak i koji su kandidati za pPCI

b) Bol u grudima trajanja do 12 ¢asova

3.1.2. Kriterijumi za iskljucivanje bolesnika iz studije:
a) Akutni infarkt miokrada sa elevacijom ST segmenta nastao na mestu tromboze stenta,
b) Bolesnici koji su prethodno dobili tromboliticku terapiju,

c) Akutni infarkt miokrada sa elevacijom ST segmenta kod bolesnika sa prethodnim

aortokoronarnim premosc¢enjem
d) Bolesnici sa kardiogenim Sokom
e) Trudnice i dojilje

f) Nedavanje informisanog pristanka
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3.2. Bioloski material koriscen u istraZivanju

3.2.1. Uzorci sakupljeni od kardiovaskularnih bolesnika

Uzorci bolesnika uzorkovani su u nekoliko tacaka i to: a) prva tatka na prijemu u koronarnu
jedinicu urgentne sluzbe, ali pre same pPCI procedure (periferna venska krv (PVK) 1 arterijska krv
(AK)); b) druga tacka nakon isteka 2h od zavrSene pPCI procedure (PVK); c) trea tacka Sest
meseci od akutnog koronarnog dogadaja (PVK). Tromb uklonjen tokom same pPCI procedure
koris¢en je kao uzorak u ovom istrazivanju. Pregled uzoraka po vremenima dat je u Tabeli 3. Od

AP bolesnika uzorak periferne venske krvi je uzorkovana neposredno pre angiografskog pregleda.

Tabela 3. Shematski prikaz uzorka uzimanik od bolesnika u studiji

Pre pPCI | Tokom pPCI | Posle pPCI 180+15 dana
nakon pPCI

Uzorak periferne venske krvi sa X / X X
EDTA antikoagulansom
Uzorak periferne krvi bez X / X X
antikoagulansa
Uzorak arterijske krvi sa heparin X / / /
antikoagulansom
Okluzivni tromb / X / /

Od bolesnika je uzorkovano ukupno 5 uzoraka periferne venske krvi i to: 2 uzorka u
epruvetama sa EDTA antikoagulansom od 9mL za dobijanje plazme (jedan pre operacije i jedan
posle) i 2 uzorka u epruvetama bez antikoagulasa od 9mL za dobijanje seruma (jedan pre operacije
1jedan posle), i 1 uzorak arterijske krvi u epruveti sa heparin antikoagulansom od 9mL za dobijanje
plazme (pre operacije). Kako nije bilo moguce uzorkovati dva dodatna uzorka arterijske krvi od
bolesnika tokom same intervencije (jedan za dobijanje plazme, jedan za dobijanje seruma), odlucili
smo se za koriS¢enje heparinizirane plazme i samo jedan uzorak koji ¢e biti pogodan za sve analize.
Najcesce koriS¢eni uzorak za dobijanje plazme u rutinskoj biohemijskoj analizi je puna krv sa
EDTA antikoagulansom. KoriS¢enje heparina kao antikoagulansa nosi vremensku ogranicenost
obrade uzoraka, s obzirom da je preporu¢ena brza obrada ovakvih uzoraka, narocito ako iz njih
sledi izolovanje DNK (Lam et al, 2004). Dodatno, zbog samog mehanizma antikoagulantnog
dejstva EDTA (heliraju¢i agens koji vezuje jone Ca’*) bi eventualno mogao da interferira u
odredivanju parametara redoks statusa bolesnika (za koje se rutinski koristi uzorak seruma), koji
su obuhvaceni ovom doktorskom tezom. Stoga, odlucili smo da koristimo EDTA antikoagulans
za dobijanje plazme i uz njega uzorak bez antikoagulansa za dobijanje seruma za uzorke periferne

venske krvi, i heparin antikoagulans za dobijanje plazme u uzorcima arterijske krvi. Svi uzorci
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ovom istrazivanju obradivani su u roku 4h od uzorkovanja. Parametri telomera-telomeraza sistema
odredivani su u uzorcima pune krvi pre pPCI i posle pPCI, u uzorcima arterijske krvi pre pPCI i
homogenatu tromboaspirata tokom pPCI. Parametri redoks statusa i to totalni oksidativni status
(TOS), uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP), ishemijom modifikovani albumin
(IMA), (TAS), aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD), aktivnost enzima paraoksonaze 1
(PON-1) i ukupne sulthidrilne grupe proteina (tSHG) odredivani su u serumu pre pPCI i posle
pPCI, dok su nivo superoksid anjon radikala (O2™), malondialdehid (MDA), prooksidativno-
antioksidativni balans (PAB) odredivani u plazmi pre pPCI i posle pPCI. Biohemijski parametri
odredivani su u serumu pre pPCI, dok su osnovni hematoloski parametri analizirani u plazmi pre
pPCI. Jedini izuzeci bili su plazma arterijske krvi i homogenat tromboaspirata u kojima su

odredivani svi parametri redoks stausa.

Uzorci periferne venske i arterijske krvi su ¢uvani i transportovani na +4°C, a uzorak
tromboaspirata je skladiSten i transportovan na suvom ledu, na -79°C. Svi uzorci su nakon
transporta na Farmaceutski fakultet, Univerziteta u Beogradu, bili obradeni, Sto podrazumeva
odvajanje plazme i izdvajanje sloja leukocita istaloZenih na povrSini sloja eritrocita nakon
centrifuguranja uzorka krvi (10min na 4000 RPM) sa antikoagulansom (EDTA ili heparin). 1z
leukocita je potom bio izolovan enzim telomeraza i genomska DNK za odredivanje relativne
duZine telomera (detaljani protokoli su navedeni u potpoglavljima 3.3.1. i 3.4.1.). Tromb je bio
homogenizovan mehanicki u prisustvu te€nog azota, a homogenat potom resuspendovan u
fizioloSkom rastoru i podeljen na tri dela (za izolovanje enzima telomeraze, genomske DNK i za
odredivanje redoks statusa). Obradeni uzorci seruma, plazme, izolovana genomska DNK,
izolovani enzim telomeraza kao i homogenat tromba ¢uvani su na -80°C do izvodenja samih

analiza.

Sestomese&no pracenje bolesnika, podrazumevalo je da su ukljuéeni ispitanici bili pozivani
nakon 6 meseci od akutnog dogadaja na kontrolni pregled pri kome ¢e biti evaluirani klinicki
podaci, kao i uzeta krv (1 uzorak u epruveti sa EDTA antikoagulansom od 9 mL za dobijanje
plazme i 1 uzorak u epruveti bez antikoagulasa od 9 mL za dobijanje seruma) za odredivanje
relativne duZine telomera, aktivnosti enzima telomeraze i parametara redoks statusa. Uzorci su

obradivani kao i uzorci u prvoj tacki i nakon toga ¢uvani se na -80°C do izvodenja analiza.

Kontrolnim ispitanicima krv je bila uzorkovana nakon perioda no¢nog gladovanja, i to
uzorci seruma i plazme sa EDTA. Uzorci krvi kontrolnih ispitanika bili su obradeni kao i uzorci

bolesnika i nakon toga ¢uvani su na -80°C do izvodenja analiza.

35



Doktorska disertacija A.Vukasinovic¢

3.2.2. Uzorci za optimizaciju odredivanja aktivnosti enzima telomeraze

U svrhu optimizacije metode za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze za rutinsku
upotrebu, sakupljeni su dodatno uzorci bolesnika sa karcinomima u KBC Zemun, Beograd
(Srbija). Krv je sakupljena od 3 razliCita bolesnika sa dijagnostikovanim karcinomima (akutna
mijeloidna leukemija, karcinom ezofagusa i difuzni limfom B-¢elija). Krv bolesnika sa
karcinomom bila je neophodna za uzorke koji bi prikazali visoke vrednosti enzima telomeraze u
humanim uzorcima. Nasuprot njima, uzorci 3 kontrolna zdrava ispitanika su predstavljali uzorke
sa niskim vrednostima enzima telomeraze u humanim uzorcima. Uzorci su obradeni po protokolu

koji je opisan u daljem tekstu.

Celijske linije humanih karcinoma u studiji su kori§¢ene kao standardi ili uzorci sa
najviSom vrednosti, sa kojom bi uzorci u rutinskoj klinickoj analizi mogli biti uporedivani.
Celijske linije koris¢ene u studiji su: HeLa ¢elije (ATCC, Manassas, VA), Ramos Blue ¢elije
(ATCC, Manassas, VA) i ¢elije Humanog osteosarkoma (ATCC, Manassas, VA). Sve Celije su
odrZavane i presejavane po uputstvima proizvodaca do odredene pasaZze kada su lizirane po

protokolu za izolovanje enzima telomeraze (detaljno predstavljeni u poglavlju 3.3.1.).

3.3. Priprema uzorka i odredivanje aktivnosti enzima telomeraze

3.3.1. Izolovanje ezima telomeraze

Enzim telomeraze je izolovan iz uzoraka krvi sa EDTA antikoagulansom (uzorci periferne
venske krvi) ili heparin antikoagulansom (uzorci arterijske krvi) pomoc¢u hladnog CHAPS pufer
protokola (Kim et al, 1994). Nakon centrifugiranja uzorka pune krvi sa antikoagulansom, belicasti
sloj leukocita istaloZen na eritrocitima (eng. buffy coat) se sakupi za dalju analizu. Ukupni leukociti
se operu dva puta u RBC Lysis Buffer (Roche Life Sciences, Penzberg, Germany) rastvoru sobne
temperature i potom se rastvore u CHAPS puferu koji sadrzi 10mM TRIS-HCI (pH=7.5) (Fisher
Scientific International Inc., Hampton, NH), ImM MgCl, (Thermo Fisher Scientific — Acros
Organics, Geel, Belgium), ImM EGTA (Thermo Fisher Scientific — Acros Organics, Geel,
Belgium), 0.ImM AEBSF (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 5SmM 2-mercaptoetanol (Thermo
Fisher Scientific — Acros Organics, Geel, Belgium), 0.5% CHAPS (Fisher Scientific International
Inc, Hampton, NH), i 10% glicerol (Avantor Inc., Randor, PA). Koncentracija proteina je odredena
u svim uzorcima Bradfordovim testom (PierceTM Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Detaljna proskripcija CHAPS pufera i naCin pripreme
opisanu su u Prilogu 1. Nakon izolacije, svi uzorci su razblazivanjem u CHAPS puferu dovedeni

na istu koncentraciju proteina.
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3.3.2. Odredivanje enzima telomeraze

Aktivnost enzima telomeraze odredena je pomocu modifikovane real-time telomeric
repeat amplification protocol (RTq-TRAP) metode (Hou et al, 2001; Wege et al, 2003), koja je
optimizovana u nasoj laboratoriji. Polimerizovana lanCana reakcija (eng. polimerised chained
reaction, PCR) izvedena je u finalnom volumenu od 15ul koji sadrzi: gPCR Master Mix (5x HOT
FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX), Solis Biodyne, Tartu, Estonia), TS prajmer (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), ACX prajmer (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) i izolovani proteinski
ekstrakt enzima telomeraze. Sekvence koriS¢enih prajmera prikazane su u Prilogu 2, a detaljna
proskripcija pripreme PCR reakcione smeSe i PCR protokol opisani su u Prilogu 3. PCR analiza
za telomerazu je optimizovana i odredena na aparatu Applied BioSystems 7500 Real- Time PCR

System (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA).

Tabela 4. Spisak prajmera koriséenih u studiji

Naziv prajmera | Sekvenca prajmera u 5°-3’ smeru

TS primer AATCCGTCGAGCAGAGTT

ACX primer GCGCGGCTTACCCTTACCCTTACCCTAACC

Tel Forward ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT

Tel Reverse TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA

Alb Forward CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCTTG
Alb Reverse GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGGAAAAGCATGGTCGCCTGTT

3.4. Priprema uzorka i odredivanje duZine telomera

3.4.1. Izolovanje genomske DNK

Odredivanje duZine telomera leukocita periferne krvi (Leukocyte telomere length, LTL)
vrsi se iz genomske DNK. Genomska DNK je bila izolovana iz buffy coat sloja pomocu FlexiGene
DNA kit-a (Quagen, Hilden, Germany). Deo buffy coat-a se izdvoji od uzorka. U prvom koraku
se liziraju eritrociti puferom za liziranje eritrocita. Uzorci se meSaju inverzijama i centrifugiraju
20 sekundi na 10000g. Odstrani se supernatant. Potom se dodaje denaturacioni pufer (sadrzi t-
Octilfenoksipolietoksietanol) i enzim proteaza pomesSani u odnosu 1:100 neposredno pre upotrebe,
a koji liziraju ¢elijske membrane. Uzorci se odmah vorteksiraju do potpunog rastvaranja taloga, i
zatim inkubiraju na +65°C do potpune lize. Potom se talozi DNK dodavanjem apsolutnog
izopropanola (Acros organics, Geel, Belgium) 1 meSa inverzijama do pojave vidljive niti DNK.
Potom se uzorci centrifugiraju 3minuta na 10000g i odstrani supernatant. Precipitirana DNK ispira

se dva puta u rastvoru 70% etanola (Acros organics, Geel, Belgium) naizmeni¢nim vorteksiranjem
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nakon dodavanja 70% etanola i centrifugiranjem 3minute na 10000g. Izdvojeni zalog DNK se
osusi na vazduhu. Nakon suSenja, izolovani talog DNK se resuspenduje u rehidratacionom puferu
(koji sadrzi 10 mM Tris-Cl, pH=8.5) i inkubira na +65°C do potpunog rastvaranja. Nakon
izolovanja DNK proverava se njen prinos i ¢istoca spektrofotometrijski na talasnim duzinama
230nm, 260nm i 280nm. Svi uzorci dovedeni su na istu koncentraciju DNK pre dalje analize

razblazivanjem u rehidratacionom rastvoru.

3.4.2. Odredivanje duzine telomere leukocita gPCR metodom

DuzZina telomera leukocita (eng. leukocyte telomere length, LTL) odredena je
modifikovanom qPCR metodom i rezultati su potom izraZzeni kao T/S odnos (eng.
telomere/standard ratio, T/S odnos),odnosno kao odnos duZine telomera i standardnog gena (eng.
single copy gene) koji sluzi za normalizaciju (Cawton, 2002; Jodczyk et al, 2015). Kao standardni
gen izabran je albumin. (Cawthon, 2009) Sekvence prajmera koriS¢enih za analizu prikazane su u
Tabeli 4. Reakcije su odvojeno izvedene za duZinu telomera i standardni gen, albumin, ali uvek u
okviru iste PCR ploc¢e. Konacne PCR reakcione smeSe za reakcije odredivanja duZine telomera i
albumina, kao i protokol PCR reakcije za odredivanje TL i albumina prikazani su u Prilogu 4.
Analize LTL su odredivane na sistemu LighCycler® 480 II System (F. Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Switzerland) na Farmaceutskom fakultetu, Univerziteta u Ljubljani, Slovenija. Dobijene Cq
vrednosti za LTL i standardni gen (albumina) za svaki uzorak, prevodene su na koncentraciju
DNK, pomocu standardne krive. Standardna kriva formirana je analizom uzorka DNK poznatih
rastuc¢ih koncentracija (raspona od 0,80ng/uL do 48,7ng/uL) kako za telomere tako i za albumin.
U uzorcima su uporedo odredivani brojevi umnoZaka telomera leukocita i albumina, a potom su
dobijene Cq vrednosti uzoraka prevedene u koncentracije DNK. Krajnje vrednosti duZine
telomera, T/S odnos, izraCunavan je kao odnos koncentracije preraCunate DNK za telomere i

albumin za svaki uzorak i predstavlja prose¢nu duZinu telomera po genomu.

3.5. Odredivanje parametara redoks statusa

Redoks status kod pacijenata procenjen je na osnovu vrednosti nekoliko odredenih
prooksidativnih i antioksidativnih parametara. Kao markeri prooksidativnog statusa odredivani su:
prooksidativno-antioksidativni balans (PAB), totalni oksidativni status (TOS), nivo superoksid
anjon radikala (O2™), malondialdehid (MDA), uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP)
1 ishemijom modfikovani albumin (IMA). Sa druge strane, kao parametri antioksidativne zaStite
odredivani su: totalni antioksidativni status (TAS), aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD),

aktivnost enzima paraoksonaze 1 (PON-1) i ukupne sulfhidrilne grupe proteina (tSHG).
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Nivo MDA je odredivan kao reaktivna jedinjenja tiobarbiturne kiseline (eng. thiobarbituric
acid reactive species, TBARS) spektrofotometrijskim testom koji se zasniva na apsorpcionom
maksimumu kompleksa malondialdehida i ostalih TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom na 535 nm
prema metodi Girotti i saradnika (Girotti et al, 1991). Odredivanje brzine nastajanja superoksid
anjon radikala (O™) je zasnovano na metodi koju su dali Auclair i Voisin, odnosno na sposobnosti
superoksid anjon radikala da redukuje nitroblutetrazolijum (NBT), tacnije kao brzina njegove
redukcije (Auclair et al, 1985). Odredivanje PAB-a se zasniva na merenju koncentracija vodonik-
peroksida (H20») u antioksidativhom okruzenju, gde hromogen 3,3°5,5 "-tetrametilbenzidin (TMB)
reaguje i sa vodonik-peroksidom (enzimski katalizovana enzimom peroksidazom) i sa
antioksidansima (mokra¢nom kiselinom; reakcije je nekatalizovana) istovremeno, dajuci
intenzivno plavo obojeni proizvod (Alamdari et al, 2007). Metoda za odredivanje koncentracije
AOPP zasniva se na prac¢enju promene apsorbancije seruma na 340nm u kiseloj sredini koja potice
od proizvoda oksidacije proteina ili hloramina-T u standardnim rastvorima (Witko-Sarsat et al,
1996). Princip metode za odredivnje TOS zasniva se na reakciji ukupnih oksidanasa u uzorku koji
oksiduju fero jon, orto-dianizidni kompleks, do feri jona (Erel, 2005). Odredivanje vrednosti IMA
zasniva se na ACB (en. albumin cobalt binding, ACB) metodi i vecoj sposobnosti
nemodifikovanog albumina da veZe kobalt u odnosu na modifikovani, Sto se ogleda u porastu

vezivanja kobalta za supstrat ditiotreitola u reakciji (Sinha et al, 2003).

Aktivnosti enzima superoksid-dismutaze (SOD) odredivane su prema metodi Misra i
Fridovich koja se zasniva na sposobnosti enzima da inhibira autooksidaciju epinefrina u alkalnoj
sredini (Misra et al, 1972). Koncentracija ukupnih sulfhidrilnih (SH) grupa merena je Ellmanovom
metodom uz ditiodinitrobenzojevu kiselinu (DTNB) kao reagens (Ellman, 1959). Totalni
antioksidativni status (TAS) odredivan je spektrofotometrijski uz ABTS kao hromogen (Erel,
2004). Aktivnost enzima paraoksonaze (PON1) merena je kineticki uz paraokson kao supstrat, po

metodi Richter-Furlong (Richter et al, 1999).

Da bi se potom sagledao zbirni uticaj ovih pokazatelja redoks statusa, oksidativni status
bolesnika je procenjivan i pomocu izraCunatih novoformulisanih, zbirnih skorova, koji
sveobuhvatnije prikazuju stanje bolesnika. KoriS¢eni su prooksidativni, antioksidativni i
oksidativni skor (Veglia et al, 2009). Antioksidativni skor izracunat je kao prosecni z-skor
antioksiadativnih parametara, dok je Prooksidativni skor bio prosefan z-skor prooksidativnih
markera. Na kraju, oksidativni skor predstavlja razliku antioksidativnog 1 prooksidativnog skora

(Veglia et al, 2009).
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3.6. Osnovni biohemijski i hematoloski parametri

Osnovni biohemijski parametri (koncentracije glukoze, mokra¢ne kiseline, ukupnog
holesterola, triglicerida i LDH) odredivani su standardnim enzimskim metodama, dok je HDL
holesterol odredivan direktnom enzimskom metodom. Sve analize su aplikovane na biohemijski
analizator ILAB 600 (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy). Za izraCunavanje vrednosti LDL
holesterola koriS¢ena je Friedwald-ova formula (Friedewald et al, 1972). Nivoi troponina-I
odredivani su komercijalnim Access Immunoassay sistemom (UniCelDxI 600 Access
Immunoassay System, Beckman Coulter Inc, USA). Svi hematoloski parametri radeni su na

ADVIA hematoloSkom sistemu (Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Germany).

3.7. Ispitivanje stabilnosti uzorka za odredivanje aktivnosti telomeraze i

parcijalna validacija RTq-TRAP metode

Stabilnost proteinskog ekstrakta za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze nije bila
dovoljno poznata usled nedostatka nau¢nih podataka. Stoga izvedena je studija ispitivanja
stabilnosti proteinskog telomeraznog ekstrakta, gde su alikvoti uzoraka bili Cuvani razlicit
vremenski period na razli¢itim temperaturama, a uklju¢eno je i ponovljeno zamrzavanje.
Vremenske tacke odredivanja bile su: tacka 0 na dan izolacije; tacka 1 jedan dan nakon izolacije;
tacka 2 tri dana nakon izolacije, tatka 3 sedam dana nakon izolacije, tatka 4 dve nedelje nakon
izolacije; taCka 5 jedan mesec nakon izolacije i tacka 6 Sest meseci nakon izolacije. U svakoj

vremenskoj tacki bile su ispitivanje dve temperature -20°C i -80°C.

3.8. Parcijalna validacija RTq-TRAP metode

Reproducibilnost metode je testirana u sveze pripremljenim uzorcima gde je analiza
uradena 10 puta u jednoj seriji pustanja na sva tri nivoa aktivnosti telomeraze i analizirana u
jednom danu. Ponovljivost metode je utvrtdena iz prethodno opisanih vremenskih tacaka 0-6

(pogledati poglavlje 3.7.).

3.9. Parcijalna in-house validacija metoda za odredivanje duZite telomera

leukocita

Reproducibilnost metode za odredivanje LTL utvrdena je u sveze izolovanim uzorcima
genomske DNK. Analize u uzorcima sa niskom i normalnim vrednostima duZine telomera
ponovljene su 10 puta u jednoj seriji odredivanja. Da bi se utvrdila ponovljivost metode, tri uzorka
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sa oba nivoa (vrednosti duZina telomera, odnosno normalni i niski) ponovljena su po 5 puta unutar

svake serije pustanja tokom odrdivanja LTL u studiji.

3.10. Statisticka analiza podataka

Za statistiCku obradu dobijenih podataka koriS¢en je IBM® SPSS® Statistics version 25
software (SPSS, New York, USA). Nakon prikupljanja eksperimentalnih podataka, njihova
raspodela proverena je Kolmogorov-Smirnov testom. Podaci koji slede normalnu raspodelu
predstavljeni su kao srednje vrednosti sa standardnom devijacijom, dok su podaci koji ne slede
normalnu raspodelu predstavljeni kao medijane sa rasponom vrednosti odnosno 25. — 75.

percentilna vrednost.

U zavisnosti od tipa raspodele podataka, odnosno da li slede normalnu raspodelu ili ne,
koris¢eni su parametarski i neparametarski testovi za poredenje dve i vefeg broja populacija
(Mann Whitney test i Student’s t test za poredenje dve nezavisne populacije, Fredman test ili
parametarski t-test parova za poredenje dve ili viSe zavisnih populacija, analiza varijanse sa
Tukey’s post hoc testom i Kruskal-Wallis test sa Mann Whitney U testom kao post hoc testom uz
Bonferroni korekciju za poredenje tri i veceg broja nezavisnih populacija). Za ispitivanje
homogenosti frekvenci koriséen je Chi-kvadrat test. Veze izmedu varijabli utvrdivana je Spearman
korelacionom analizom. Odredivanje referentnog intervala novih parametara izvedeno je
upotrebom neparametarske metode, odnosno odredivanje 2,5. 1 97,5 percentila kao donje odnosno

gornje granice referentnih vrednosti.

Kako bi se redukovao broj ispitivanih varijabli na manji broj faktora, uradena je Principal
component analiza (eng. Principal component analysis, PCA). KoriS¢ena je varimax-normalized
rotacija. UkljuCene su normalno distribuirane varijable i varijable koje nisu imale normalnu
distribuciju, ali nakon logaritamske transformacije tako da prate normalnu distribuciju podataka.
Za izdvojene faktore primenjena je eigen vrednost >1, dok su varijable sa vrednostima faktora
>(0,5 koriS¢ene samo u interpretaciji. Kao nezavisne varijable u daljoj analizi uzeti su samo skorovi
raCunati za faktore sa eigen vrednosti >1. Tokom PCA analize pracena je povezanost svih
odredivanih biohemijskih parametara sa SYNTAX skorom. SYNTAX skor je podeljen u tercile
kako su sugerisali Head i saradnici (Head et al, 2014). Podelom na tercile u ovoj studiji, najnizi

tercil obuhvatio je vrednosti SYNTAX skora manje od 10, a najvisi vrednosti viSe od 17.

Procene dijagnosti¢ke tac¢nosti novoformiranih parametara, analizirana je logistiCkom

regresionom analizom. Receiver operation characteristic curve (ROC) analizom je ispitana
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dijagnosticka ta¢nost parametara. Grani¢ne vrednosti raCunate su preko Youden indeksa, gde je

najvisa izracunata vrednost Youden indeksa bila upravo grani¢na (eng. cut-off) vrednost.

Regresiona analiza je koriS¢ena i za analizu podataka o optimizaciji TRAP metode, dok je
statisticka analiza varijanse (ANOVA) koriS¢ena za analizu ispitivanja stabilnosti proteinskih
telomeraznih ekstrakata. Razlike medu grupama potvdene su Post-Hoc Dunnet testom. Statisticki

znacajne vrednosti podrazumevane su vrednosti sa p <0,05.
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4. Rezultati

4.1. Stabilnost uzorka za odredivanje aktivnosti telomeraze i parcijalna

validacija TRAP metode

Rezultati aktivnosti telomeraze tokom optimizacije RTq-TRAP metode predstavljeni su
kao procenat aktivnosti enzima telomeraze. Za 100% aktivnosti uzeta je aktivnost ¢elijske linije
(Hela ¢elije, ATCC, Manassas, VA). Generalno, reakcija je bila proglaSena pozitivhom ukoliko je
njena Cq vrednost bila bar 5 ciklusa ispred Cq vrednosti negativne kontrole (negativna kontrola je
bila reakciona smeSa bez prisutnog uzorka ili standarda, pogledati Prilog 3). Reakcije sa Cq
vrednostima kasnijim od 37 ciklusa, bile su smatrane negativnim. Pozitivne reakcije aktivnosti
telomeraze bile su potvrdene internim standardom. Kao interni standard uzet je albumin (kao u

reakcji za odredivanje LTL).

Rezultati stabilnosti uzorka za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze, odnosno
proteinskog telomeraznog ekstrakta, prikazani su kao procenat aktivnosti telomeraze u odnosu na
¢elijsku liniju i sumirani su na Slici 13 (A i B). Skladistenje na -20°C je bilo prihvatljivije za uzorke
sa visokom vrednosti telomeraze, uzorke poreklom od bolesnika sa kancerom, nego za uzorke
poreklom od zdravih osoba, koji su imali pocetno nisku aktivnost enzima telomeraze. Aktivnost
telomeraze kod uzoraka bolesnika sa kancerom, ¢uvanih na -20°C, je opadala vremenom, ali je
statisticki zna€ajan pad aktivnosti bio primecen tek posle 14 dana skladiStenja. U uzorcima zdravih
osoba, statisticki niza vrednost uocena je ve¢ posle 7 dana skladiStenja na -20°C. Skladistenjem
uzoraka na -80°C uzorci telomeraze poreklom od bolesnika obolelih od kancera ostali su statisticki
nepromenjeni i posle 6 meseci, dok je u uzorcima poreklom od zdravih osoba vremenom uoceno

opadanje aktivnosti enzima telomeraze i to izmedu prvog i Sestog meseca skadiStenja uzoraka.

Telomeraza izolovana iz celijskih linija (Hela (ATCC, Manassas, USA), Ramos blue
(ATCC, Manassas, USA) i Humani osteosarkom (ATCC, Manassas, USA)) koriS¢ena je kao
standardni uzorak. Na Slici 13B prikazane su srednje vrednosti procenta aktivnosti enzima
telomeraze izolovane iz €elijskih linija (Hela (ATCC, Manassas, USA)). SkladiStenje ovih uzoraka
na -80°C se pokazalo adekvatnim na¢inom, s obzirom na to da nije uoceno opadanje aktivnosti ni
nakon 6 meseci ¢uvanja uzoraka. Uzorci telomeraze izolovani iz ¢elijskih linija Cuvani su samo na

-80°C, sto se smatra ,,zlatnim standardom‘ za Cuvanje ovog tipa uzoraka.
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Slika 13. Stabilnost preoteinskog ekstrakta za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze u uzorcima
zdravih osoba, bolesnika sa kancerom i HeLa celijske linije: A) cuvanje uzoraka na -20°C, B) cuvanje

uzoraka na -80°C, C) ciklusi odmrzavanja i zamrzavanja uzoraka na -80°C.

Ciklusi ponovnog zamrzavanja i odmrzavanja uticali su negativno u smislu inhibiranja
telomerazne aktivnosti na svim ispitivanim nivoima (Slika 13C). Uzorci telomeraze sa niskom

inicijalnom vrednosti mogli su biti odmrznuti najviSe dva puta bez znac¢ajnog uticaja na aktivnost
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enzima. Uzorci telomeraze poreklom od bolesnika obolelih od kancera sa inicijalno visokom
vrednosti mogli su biti odmrznuti do 4 puta bez zna¢ajne promene u enzimskoj aktivnosti. U
uzorcima cCelijskih linija, uo€en je gubitak aktivnosti telomeraze usled ponovnog odmrzavanja i
zamrzavanja uzoraka, a statisticki znaCajan gubitak aktivnosti uocen je tek nakon jedanaestog

ponovnog odmrzavanja uzorka.

Rezultati parcijalne in-house validacije TRAP metode pokazali su zadovoljavajucu
reproducibilnost 1 ponovljivost metode. Reproducibilnost metode je 0,17%, a njena ponovljivost
je iznosila 2,27% za uzorke sa inicijalno visokom vrednosti aktivnosti enzima telomeraze. Sa
druge strane, za inicijalno niske vrednosti aktivnosti enzima telomeraze reproducibilnost metode

je bila 1,67%, dok je ponovljivost metode iznosila 1,71%.

4.2. Standardna kriva i preracunavanje relativne aktivnosti enzima

telomeraze pacijenata

Optimizovana RTq-TRAP metoda u naSoj laboratoriji za odredivanje aktivnosti enzima
telomeraze rezultovala je zadovoljavaju¢om linearno$¢u. Standardna kriva (y=—2,8722x + 29,004;
R?=0,9824; r=0,9911) pokriva visok raspon koncentracija proteinskih ekstrakata 0,76—700 pg/mL,

sa visokom efikasnoSc¢u reakcije 106,24% (nagib = -3,181) i prikazana je na Slici 14.

E\ y = -2.8722x + 29.004
2 R?= 0,9824

Slope = -3.181
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Slika 14. Standardna kriva dobijena optimizovanom metodom za odredivanje aktivnosti enzima

telomeraze

Kvantifikacija uzoraka postignuta je u eksponentnoj fazi amplifikacije PCR reakcije, gde

je aktivnost enzima obrnuto proporcionalna signalu poreklom od produkata u ocitanom Cq
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intervalu. Kako bismo preveli Cq vrednosti u relativnu aktivnost enzima, koriS¢ena je

modifikovana formula (Elmore, 2002):
Relativna aktivnost telomeraze = log(100x2(€asT~Caunk)=(Capac=Caunk)

U formuli, Cgst predstavlja Cq vrednost standardnog uzorka pustanog za svaki uzorak
bolesnika, a Cqunk vrednost unutra$nje kontrole pusStane za svaku seriju uzoraka. Cqpac predstavlja

Cq vrednost uzoraka bolesnika.

4.3. Parcijalna in-house validacija qRT-PCR metode za odredivanje

duZine telomera leukocita

Rezultati parcijalne in-house validacije qRT-PCR metode za odredivanje duZine telomera
leukocita pokazali su takode zadovoljavaju¢u reproducibilnost i ponovljivost metode.
reprodicibilnost metode u uzorcima sa inicijalno niskim vrednostima LTL je 1,28%, dok je u
uzorcima sa inicijalno normalnim vrednostima ponovljivost iznosila 2,07%. Ponovljivost metode
u uzorcima sa inicijalno niskom vrednosti LTL je 0,49%, a u uzorcima sa inicijalno normalnim

vrdnostima 0,87%. Preporucene vrednosti FDA za klini¢ke parametre je manje od 15%.

4.3. Standardna kriva i preracunavanje T/S odnosa za relativau duZinu

telomera leukocita

Optimizovana RTq-PCR metoda za odredivanje LTL u naSoj laboratoriji rezultovala je
zadovoljavaju¢om linearno$¢u. Standardna kriva telomera (y= -0,096 + 28,827, R?=0,9598:;
R=0,9796) pokriva visok raspon koncentracija genomske DNK od 0,80 ng/uL do 48,7 ng/uL, sa
visokom efikasno$¢u reakcije, oko 90% (nagib =—3,695) 1 prikazana je na Slici 15A. Istovremeno,
odredena je i standardna kriva standardnog gena — albumina (y= -0,1509x + 17,128; R?=0,9673:
R=0,9835) pokriva visok raspon koncentracija genomske DNK od 0,80 ng/uL do 48,7 ng/uL, sa

visokom efikasnoS$¢u reakcije, preko 90% (nagib = —3,996), prikazana je na Slici 15B.

DuZina telomera leukocita izraCunava se kao T/S odnos po predlogu Cawthon-a u odnosu

na albumin kao standardni gen (Cawton, 2002; Cawthon, 2009).
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A. Standardna kriva duzine telomere
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Slika 15. Standardne krive dobijene optimizovanom RTq-PCR metodom za duZinu telomera

leukocita (A) i standardnog gena — albumina (B)
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4.4. Relativna duzina telomera leukocita i aktivnost enzima telomeraze

kardiovaskularnih bolesnika i zdravih osoba

Pregled demografskih podataka, osnovnih klini¢kih podataka ispitanika kao 1 njihovi
osnovni biohemijski i hematoloski parametri sumirani su u Tabeli 5. Zdrave osobe (N=102), STE-

AIM bolesnici (N=105) i bolesnici sa anginom pektoris i (N=22) ukljuceni su u ovu studiju.

Tabela 5. Demografski, klinicki, biohemijski i hematoloski podaci ispitanika ukljucenih u studiju

STE-AIM Angina pektoris

Parametar Kont(rl‘\(;inlaog)mp a bolesnici bolesnici p
(N=105) (N=22)

Godine starosti 52,0+9,18 60,9 £ 11,79 60,0 £ 10 0,059
Pol, muskarci/Zene® 51/51™ 81/24 16/6 <0,001,
Status pusenja, puSaci/nepusaci® 24/78 48/44"rs 16/6 <0,001
Krvni pritisak sistolni, mmHg" 127 £ 18 136 + 24° 131 £11° 0,040
Krvni pritisak dijastolni, mmHg" 8110 85+ 14 797 0,093
BMI, kg/m?* 25,7+34 25,8 +4,5 28,4 +4,.2 0,601
Glukoza®, mmol/L* 5,55 +0,71 7,8 +3,642 6,2 + 1,842 <0,001
Trigliceridi, mmol/L 1,27 (091 -1,71) | 1,72(1,20-2,44) | 0,94 (0,74 - 1,70)®> | <0,001
HDL holesterol, mmol/L* 1,50 £ 0,37 1,14 + 0,395% 1,30 £ 0,212 <0,001
LDL holesterol, mmol/L 3,27 (2,77-3,78) | 3,33 (2,64 - 4,47) 3,17 (2,77 - 3,78) 0,767
Ukupan holesterol, mmol/L 5,98 (5,30 - 6,62) | 5,58 (4,66 —6,42) | 4,39 (3,46 —5,43)** | 0,001
Ukupni proteini plazme, g/L 73,3 (69,7-77,0) | 69,5 (65,0-75,0*| 68,5 (64,5-71,0* | <0,001
Troponin I, mg/L / 0,41 (0,07 -2,93) / /
Kreatin kinaza aktivnost, IU/L / 204 (100 — 487) 53 (47 - 150) 0,003
Hemoglobin, g/L* 143 £8,5 144 £ 16,2 137 £10,3*° 0,036
Ukupan broj eritrocita, 10"*/L / 4,8+0,57 4,5+0,61 0,333
Ukupan broj leukocita, 10°/L / 12,2 +4,29 9,3 £2,65 0,001
Ukupan broj trombocita, 109/L / 246 (204 - 303) 213 (183 - 247) 0,023
Dislipidemija, % / 49,3 9,1 /
Intolerancija na glukozu, % 28,2 38,1 27,3 /
Diabetes melitus, % / 44.6 31,2 /
Statini, % / 17,2 7.8 /
SYNTAX skor, arbitrarna jedinica / 14 (8,0 - 20, 0) 27 (19,0 — 35,0) <0,001
Koronarni krvni sudovi zahvaceni
klinicki znacajnom stenozom / 1-5 1-3 /
(>50%), broj
Ugradeni stentovi, broj / 1-5 0 /
Ejekciona frakcija leve komore, % / 42,1 / /

Poredenje frekvenci® - grupe su poredene jedna u odnosu na drugu u okviru istog kriterijuma ; “u odnosu na zdrave ispitanike; *u
odnosu na STE-AIM bolesnike;

Grupe su poredene Kruskal-Wallis testom sa Mann Whitney U testom kao post hoc testom,

$ grupe su poredene Chi-kvadrat testom;

# Grupe su poredene ANOVA testom sa Tukey testom kao post hoc testom
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Svi ispitanici u studiji su bili sli¢nih godina, i konstitucije, gledano kroz BMI, statisticki
znacajno viSe vrednosti uoCene su u sistolnom krvnom pritisku kod dve podgrupe
kardiovaskularnih bolesnika (STE-AIM i angina pektoris) u odnosu na zdrave ispitanike, dok
dijastolni krvni pritisak nije pokazao statisticki znaCajnu razliku. Broj puSaa u odnosu na
nepusace statisticki je visi u grupi bolesnika sa anginom pektoris. Vrednosti glukoze statisticki su
bile znacajno viSe u grupi STE-AIM bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike 1 bolesnike sa
anginom pektoris kao 1 vrednosti triglicerida. Vrednosti HDL holesterola najniZe su bile u grupi
STE-AIM bolesnka, dok se vrednosti LDL holesterola nisu znacajno razlikovale. Vrednosti
triglicerida bile su statisticki znacajno viSe kod STE-AIM bolesnika u odnosu na AP bolesnike,
kod kojih su bile najnize. Statisti¢ni znacajno niZe vrednosti kreatin kinaze uocene su u grupi sa
anginom pektoris u odnosu na STE-AIM bolesnike. Vrednosti troponina I odredivane su samo u
grupi STE-AIM bolesnika, pa nije bilo moguce izvrSiti statisticko poredenje. Vrednosti SYNTAX
skora znacajno su bile viSe u grupi bolesnika sa anginom pektoris u odnosu na STE-AIM
bolesnike. Od hematoloskih parametara znacajno poviSene vrednosti broja leukocita izmerene su
u grupi STE-AIM bolesnika u odnosu na bolesnike sa anginom pektoris, kod kojih su vrednosti

bile u okviru referentnih vrednosti.

Iz grupe STE-AIM bolesnika izdvojene su dve podgrupe: MINOCA i bolesnici kojima nije
ugraden stent (grupa Bez stenta). Pregled njihovih demografskih osobina, osnovni klini¢ki podaci,

biohemijski 1 hematoloSki parametri sumirani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Demografski, klinicki, biohemijski i hematoloski podaci podgrupa STE-AIM bolesnika

Parametar iﬁiﬁzﬁg M(IgggA Beévsizr)lta P
(N=92)

Godine starosti* 60,9 + 11,79 59+13 60 £ 10 0,923
Pol ® T5/17%* 4/3 2/4%% <0,001
Status pusenja, puSaci/nepusaci® 48/44 3/4 4/2% <0,01
Krvni pritisak sistolni, mmHg" 136 +24 161 +30 127 £17° 0,040
Krvni pritisak dijastolni, nmHg * 85+ 14 96 £ 26 8211 0,093
BMI # kg/m? 25,8+45 259+29 26,6 +7,7 0,195
Glukoza®, mmol/L 7,8 £3,64 10,4 £2,43* 5,9 +1,08° 0,007
Trigliceridi, mmol/L 1,72 (1,20 — 2,44) 1,78 (0,64 - 2,11) 2,31 (1,72 - 4,74)* | <0,001
HDL, mmol/L 1,14 £ 0,395 1,65 +0,334° 0,88 £ 0,198 ° <0,001
LDL, mmol/L 3,33 (2,64 -4,47) 4,62 (3,71 -5,08)* | 2,95(2,52-4,13)** | <0,001
Ukupan holesterol, mmol/L 5,58 (4,66 — 6,42) 5,29 (4,99 -5,88) | 6,82(6,33-7,33)~> | 0,013
Ukupni proteini plazme, g/L 69,5 (65,0 - 75,0) | 69,0 (59,00 -75,00) | 75,5 (66,8 —78,3) 0,230
Troponin I, mg/L 0,41 (0,07 — 2,93) 0,002 (0,002 - 2,5) 0,002 (0,001 - 6,0) | 0,732
Kreatin kinaza aktivnost, IU/L 204 (100 — 487) 178 (78 - 611) 206 (90 - 319) 0,367
Hemoglobin, g/L* 144 + 16,2 149 £ 17,3 125+ 18,420 <0,001
Ukupan broj eritrocita, 10*%/L * 4,8 +0,57 50+ 0,71 4,4+0,53 0,085
Ukupan broj leukocita, 10°/L * 12,2 £4,29 9,4 £2,30* 15,6 £9,25 <0,001
Ukupan broj trombocita, 10°/L 246 (204 -303) 222 (135 -278) 408 (349 — 494)2°> | <0,001
Syntax skor, arbitralna jedinica 14 (8,0 - 20, 0) / 24,5 (16,5 - 36,5)* <0,001
Koronarni krvni sudovi zahvaceni

klinicki znaéajnom stenozom, broj -3 0 -3 /
Ugradeni stentovi, broj 1-5 0 0 /

Poredenije frekvenci - ¥<0,05; *#<0,001; “u odnosu na zdrave ispitanike; u odnosu na STE-AIM bolesnike
Grupe su poredene Kruskal-Wallis testom sa Mann Whitney U testom kao post hoc testom;

$Grupe su poredene Chi-kvadrat testom;

# Grupe au poredene ANOVA sa Tukey testom kao post hoc testom

Najvise vrednosti triglicerida, ukupnog holesterola, ukupnih proteina, broja leukocita i
kreatin kinaze imala je grupa bolesnika bez stenta. NajviSe vrednosti glukoze, HDL holesterola,
LDL holesterola 1 sistolnog krvnog pritiska uocene su u grupi MINOCA bolesnika u odnosu na
preostale dve grupe. Ocekivano, vrednosti troponina I bile su najvise u grupi STE-AIM bolesnika

(Tabela 6).

Duzina telomera leukocita i aktivnost enzima telomeraze odredivane su po prvi put u
populaciji u Srbiji. Prikupljeni rezultati analzirani su Kolmogorov-Smirnov testom i utvrdeno je
da duzina telomera leukocita (p<0,001) kao i aktivnost enzima telomeraze (p=0,001) ne prate
normalnu raspodelu kod kardiovaskularnih bolesnika, dok je u grupi zdravih osoba raspodela
normalna (za LTL p=0,180, za aktivnost enzima telomeraze p=0,136). Radi daljeg poredenja

prikupljenih podataka, u obe grupe ispitanika podatke smo prikazali kao medijane i raspon 25. —
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75. percentil, s obzirom na to da takav prikaz nece uticati na podatke koji prate normalnu

raspodelu.

A.

Frekvenca vrednosti
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450
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Aktivnost enzima telomeraze

Slika 16. Raspodela vrednosti duZine telomera lekocita (A) i aktivnosti enzima telomeraze (B) kod

zdravih ispitanika u studiji

Na Slici 16A prikazan je grafik raspodele vrednosti LTL kod zdravih isptanika. Vrednosti

LTL kretale su se od 0,13 do 4,46, Sto odgovara najniZoj i najvi$oj vrednosti. Srednja vrednost

LTL iznosila je 1,38, a medijana 1,39. Upotrebom neparametarske analize odredene su referentne

vrednosti LTL. Naime iz skupa odredenih vrednosti odbacene su ekstremne vrednosti, a potom i

2,5% najnizih i 2,5% najvisih vrednosti. Grani¢ne vrednosti preostalih 95% vrednosti LTL uzete

su kao referentne vrednosti, i iznose 0,70 — 3,05 (Tabela 7).

Tabela 7: Referentne vrednosti i pregled srednjih vrednosti i medijana za duZinu telomera leukocita i

aktivnosti enzima telomeraze kod zdravih ispitanika i KVB bolesnika u studiji

Parametar | Grupa ispitanika Najniza Najvisa Medijana Referentne
pa p vrednost vrednost (25. — 75. percentilna vrednost) vrednosti

DuZina Zdravi ispitanici 0,13 4,46 1,39 (1,12 - 1,60) 0,70 - 3,05

telomera

leukocita KVB bolesnici 0,48 2,93 1,12 (0,92 - 1,34) /

Aktivnost Zdravi ispitanici 0,054 0,104 0,074 (0,063 — 0,083) 0,055 - 0,102

enzima

telomeraze KVB bolesnici 0,317 0,470 0,374 (0,350 - 0,396) /

Na isti nacin je analizirana i aktivnost enzima telomeraze (Slika 16B). Vrednosti aktivnosti

telomeraze prikazane su kumulativno za oba pola, i kretale su se od 0,054 do 0,104, Sto odgovara

najnizoj i najviSoj vrednosti. Srednja vrednost aktivnosti telomeraze iznosila je 0,074, kao i

medijana (medijana=0,074). Upotrebom neparametarske analize odredene su takode referentne
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vrednosti aktivnosti telomeraze, i taj opseg iznosi 0,055 — 0,102 (Tabela 7). Vrednosti LTL KV
bolesnika bila je ispod referentnog opsega, dok su vrednosti enzima telomeraze bile skoro i tri puta

viSe od gornje granice referentnog opsega.

U daljoj obradi sakupljenih podataka, grupe su analizirane po starosnoj dobi, indeksu
telesne mase, statusu pusenja, nivou arterijskog kvnog pritiska i krvnoj grupi kod zdravih osoba i
dodatno po vrednostima troponina I, broju krvnih sudova sa klini¢ki znacajnom stenozom i
SYNTAX skoru kod kardiovaskularnih bolesnika ukljuc¢enih u studiju. U podgrupama podaci vise
ne slede normalnu raspodelu, stoga su prikazani kao medijane i obradivani su neparametarskim

testovima. Rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Analiza telomera-telomeraza sistema u grupi zdravih ispitanika ukljucenih u studiju

Parametar Duzina telomera p Aktivnost telomeraze )
Pol

Muski (N=51) 1,32 (1,04-1,49) 0,063 (0,058-0,070)

» 0,480* <0,001*

Zenski (N=51) 1,48 (1,18-1,69) 0,79 (0,074-0,088)

Godine starosti

Do 45 (N=27) 1,46 (1,18-1,69) / 0,074 (0,067-0,088) /
45 - 60 (N=59) 1,34 (1,06-1,62) 0,250* 0,073 (0,059-0,083) 0,138*
Preko 60 (N=16) 143 (1,28-1,64) | 0,811%0,441% | 0,074 (0,064-0,081) | 0,393";0,395"

Status puSenja
Nepusaci (N=78) 1,38 (1,09-1,62) 0,072 (0,061-0,082)

0,785* 0,120*
Pusaci (N=24) 1,45 (1,20-1,62) 0,074 (0,068-0,088)
BMI (kg/m?)

18 - 25 (N=45) 1,46 (1,14-1,63) / 0,074 (0,071-0,090) /
25-30 (N=47) 1,39 (1,13-1,64) 0,574* 0,066 (0,058-0,081) 0,003*
preko 30 (N=10) 1,04 (0,89-1,57) | 0,047%;0,034" | 0,064 (0,060-0,070) | 0,001%;0,515"

Krvni pritisak
Normalan krvni pritisak 142 (1,12-1,63) 0.074 (0,063-0,085)
(N=78) 0,307* 0,200%
Povisen krvni pritisak (N=24) | 1,29 (0,97-1,57) 0,066 (0,062-0,075)

Krvna grupa

O (N=42) 1,46 (1,07-1,67) / 0,074 (0,064-0,078) /

A (N=40) 1,41 (1,12-1,67) 0,996%; 0,074 (0,069-0,085) 0,165%;

B (N=I1) 1,27 (1,16-1,59) | 0,543%*;0,420* | 0,063 (0,057-0,076) | 0,012%; 0,013*
0,156%; 0,025%; 0,015%

AB (N=9) LI3 (LO3-143) | (1 g% 03708 | 0:058 (0.055-0,076) 03315

*u odnosu na prvu grupu; *u odnosu na drugu grupu po redu; *u odnosu na treéu grupu po redu; grupe su poredene Kruskal-
Wallis testom sa Mann Whitney U testom kao post hoc testom za poredenje dve nezavisne grupe podataka
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DuZina telomera leukocita pokazuje statisticki znacajno nize vrednosti u grupi prekomerno
gojaznih osoba (BMI preko 30) u odnosu na umereno gojazne osobe i na normalno uhranjene
osobe. Starosna dob, vrednosti krvnog pritiska status puSenja cigareta nisu znacajno uticali na
vrednosti LTL. Duzina telomera leukocita kod krvnih grupa snizavala se po redosledu

O>A>B>AB ali ova razlika nije bila satisticki znacajna.

Analiziraju¢i aktivnost enzima telomeraze, uo€ena je statisticki znacajno visa aktivnost
telomeraze kod Zena u odnosu na muskarce. Statisticki znacajno niZe vrednosti enzima telomeraze
imale su umereno gojazne osobe, kao i kod prekomerno gojaznih osoba (BMI preko 30) u odnosu
na normalno uhranjene osobe. Sli¢no kao kod LTL, aktivnosti enzima telomeraze opada po
redosledu O=A>B>AB u odnosu na krvnu grupu ispitanika. Naime, osobe sa krvnom grupom O i
A imale su znacajno viSe aktivnosti enzima telomeraze u odnosu na osobe sa krvnom grupom B i

AB.
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Slika 17. Raspodela vrednosti duZine telomera lekocita (A) i aktivnosti enzima telomeraze (B)

kod zdravih ispitanika u studiji

Na Slici 17 prikazani su grafici raspodela vrednosti LTL (Slika 17A) i aktivnosti enzima
telomeraze (Slika 17B) kod KVB bolesnika u ovoj studiji. Vrednosti LTL kod KVB bolesnika
kretale su se od 0,475 do 2,93, Sto odgovara najnizoj i najviSoj vrednosti. Srednja vrednost LTL
iznosilaje 1,17, amedijana 1,12. Sa druge strane, vrednosti enzima telomeraze kod KVB bolesnika
bile su u rasponu vrednosti od 0,317 do 0,470. Srednja vrednost telomeraze iznosila je 0,374, a

medijana 0,375 (Tabela 5).

Uzimajuc¢i u obzir uticaje analiziranih ¢inilaca, analizirana je duZina telomera i aktivnost
enzima telomeraze u grupi STE-AIM bolesnika, a rezultati su sumirani u Tabeli 9. U grupi
kardiovaskularnih bolesnika ni jedan od faktora analiziranih u zdravoj populaciji ne pokazuje
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statisticki znaCajan uticaj na duZinu telomera leukocita i aktivnost enzima telomeraze, i pored

variranja u vrednostima.

Tabela 9. Analiza telomera-telomeraza sistema u grupi kardiovaskularnih bolesnika ukljucenih u studiju

Parametar Duzina telomera p Aktivnost telomeraze p
Pol

Muski (N=97) 1,19 (0,92-1,37) 0,375 (0,350-0,379)

. 0,748%* 0,475%

Zenski (N=30) 1,10 (0,99-1,38) 0,374 (0,347-0,387)

Godine starosti

Do 45 (N=17) 1,10 (0,91-1,60) / 0,373 (0,347-0,405) /
45 - 60 (N=39) 1,07 (0,86-1,28) 0,492%* 0,375 (0,349-0,405) 0,062*

Preko 60 (N=71)

1,21 (0,98-1,45)

0,729%; 0,096*

0,374 (0,347-0,391)

0,795%; 0,460"

Status pusenja

NepuSaci (N=70)

1,14 (0,89-1,37)

0,377 (0,346-0,395)

0,825* 0,904
Pusaéi (N=57) 1,20 (0,94-1,40]) 0,373 (0,350-0,394)

BMI
18 - 25 (N=56) 1,15 (0,98-1,39) / 0,375 (0,348-0,396) /
25— 30 (N=56) 1,13 (0,84-1,33) 0,185* 0,375 (0,353-0,395) 0,787*

Preko 30 (N=15)

1,30 (1,10-1,62)

0,264%; 0,103%

0,352 (0,331-0,388)

0,255%; 0,161*

Kryni pritisak
Normalan krvni pritisak (N=86) 1,19 (0,94-1,34) 0,375 (0,351-0,399)
0,873* 0,438*
Povisen krvni pritisak (N=41) 1,12 (0,90-1,48) 0,371 (0,344-0,393)
Broj krvnih sudova zahvacenih stenozom
Manje od 3 (N=98) 1,19 (0,93-1,37) 0,374 (0,350-0,396)
0,569* 0,121*
Vise od 3 (N=29) 1,08 (0,88-1,50) 0,376 (0,346-0,394)
SYNTAX skor
Manje od 17 (N=93) 1,19 (0,93-1,46) / 0,370 (0,351-0,395) /
17 -23 (N=19) 1,20 (1,06-1,42) 0,638* 0.374 (0,341-0,384) 0,209*

Vise od (N=15)

1,01 (0.87-1,19)

0,051%; 0,041%

0,391 (0,364-0,402)

0,059%*; 0,013*

Vise od 11x10°/L (N=72)

1,18 (0,93-1,37)

0,372 (0,347-0,393)

Troponin 1
Manje od 0,04ng/ml (N=37) 1,12 (0,91-1,34) 0,361 (0,346-0,393)
0,341* 0,116*
Vise od 0,04ng/ml (N=90) 1,19 (0,99-1,46) 0,381 (0,351-0,404)
Broj leukocita
Manje od 11x10°/L (N=60) 1,17 (0,91-1,43) 0,376 (0,350-0,402)
0,820* 0,433*

*u odnosu na prvu grupu; # u odnosu na drugu grupu po redu; grupe su poredene Kruskal-Wallis testom sa Mann Whitney U
testom kao post hoc testom za poredenje dve nezavisne grupe podataka
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Dalje su u svim ispitivanim grupama analizirane LTL i aktivnost enzima (slika 18).
Znacajno krace telomere uocene su u grupama STE-AIM i MINOCA bolesnika u poredenju sa
zdravim osobama kao i sa AP bolesnicima. Izmedu podgrupa KVB bolesnika (STE-AIM,
MINOCA i bez stenta) nije bilo znacajne razlike u LTL. Sa druge strane, znacajno vise vrednosti
enzima telomeraze bile su uoc¢ene u svim grupama bolesnika u poredenju sa vrednostima zdravih
osoba, dok medu grupama bolesnika aktivnost enzima telomeraze nije pokazivala statisticki

znacajnu razliku.
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Slika 18. DuZina telomera leukocita i aktivnost enzima telomeraze ispitanika ukljucenih u studiju

Rezultati LTL 1 aktivnosti enzima telomeraze analizirani su i u uzorcima STE-AIM
bolesnika uzorkovani u razli€itim vremenskim tackama. Rezultati su sumirani u Tabeli 10. LTL
su bile znacajno kra¢e kod STE-AIM bolesnika pre pPCI intervencije u poredenju sa zdravim
ispitanicima, ali i istim bolesnicima posle pPCI. DuZina telomera znacajno se pove¢ava u odnosu
na kontrolnu grupu u trenutku posle pPCL Sest meseci od akutnog dogadaja, taénije od pPCI
intervencije, LTL je ostala znac¢ajno niza u poredenju sa kontrolnom grupom, odnosno ostaje
sli¢nih vrednosti kao $to je bila u trenutku akutnog dogadaja, odnosno pre pPCI. Aktivnost enzima
telomeraze pokazala je statistiCki niZu aktivnost u kontrolnoj grupi u poredenju sa razliitim
vremenskim taCkama STE-AIM bolesnika, i ostaje poviSena, i Sest meseci nakon pPCI u poredenju

sa istim bolesnicima u akutnom stanju, odnosno neposredno pre same pPCI.
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Tabela 10. DuZina telomera leukocita i aktivnost telomeraze kod STE-AIM bolesnika u razlicitim

vremenskim intervalima nakon AIM

i STE-AIM bolesnici
ontrolna
Parametri grupa Pre pPCI Posle pPCI 6 meseci nakon
(N=102) intervencije intervencije AIM P
(N=92) (N=92) (N=25)
DuZina telomera
leukocita - LTL 1 111’3? > 1’1f 16) 11 1’22 ab 1’1f— a 0,036
(T/S odnos) (1,110 - 1,628) | (0,909 - 1,516) (1,18 - 2,05) (0,93 - 1,33)
Aktivnost telomeraze 0,069 0,359 0,363 03 63’_33542 e | <0001
(log aktivnosti) (0,061 - 0,081) | (0,345 -0,394)= (0,354 - 0,395)™ ’ bb

4 yg zdrave osobe (a), pre pPCI (b), posle pPCI; *® - p<0,05; 3 ® - p<0,001; Grupe STE-AIM bolesnika su poredene
Friedmanovim testom, grupe STE-AIM bolesnika sa kontrolnom grupom su poredene Mann Whitney U testom.

Aktivnost enzima telomeraze i LTL analizirane su takode i u razlicitim tipovima uzoraka,
kao Sto su periferna venska krv, arterijska krv i tromboaspirat. Rezultati su prikazani u Tabeli 11.
LTL u perifernoj krvi pre kontrolne grupe je statisticki znacajno duza u odnosu na razlicite tipove
uzoraka STE-AIM bolesnika. Medu razli¢itim uzorcima STE-AIM bolesnika, izdvojio se
tromboaspirat kao uzorak sa statisticki najduzim LTL u odnosu na perifernu krv pre pPCI 1
arterijsku krv. Sa druge strane, vrednosti enzima telomeraze statisticki su znafajno nize u
kontrolnoj grupi u odnosu na razlicite tipove uzoraka STE-AIM bolesnika, dok medu uzorcima

STE-AIM bolesnika nije primecena statisticki znacajna razlika u odnosu na tip uzorka.

Tabela 11. DuZina telomera leukocita i aktivnost telomeraze kod STE-AIM bolesnika u razlicitim

razlicitim vrstama uzoraka

Kontrolna Pre pPCI intervencije .. :

Parametri grupa (periferna venska krv) Art?;]:s‘;c;)krv Tm'(nAI,)f;;I)) irat P
(N=102) (N=92) =

DuZina telomera
leukocita - LTL | o1 628)| 000" 1 516)° © 8681 589y | (1 011-’21584)3’ o | 0,036
(T/S odnos) 9 9 b 9 9 b 9 9
Altiv ot 0,069 0,359 0,359 0,366 <0,001
(log aktivnosti) (0,061 - 0,081) (0,345 -0,394) (0,345 -0,387) (0,367 - 0,379)

*¢ys zdrave osobe (a), arterijska krv (c) * ¢ - p<0,05; * ¢ - p<0,001; Grupe su poredene Kruskal-Wallis testom sa Mann
Whitney U testom kao post hoc testom

Uporedo sa novim parametrima telomera-telomeraza sistema, u svim ispitivanim grupama
odredivan je redoks status kroz sveobuhvatne skorove, i to prooksidativni, antioksidativni i
oksidativni skor. Prooksidativni, antioksidativni i oksidativni skor odredivani su, takode, prvi put
u populaciji Srbije. Prikupljeni rezultati analizirani su Kolmogorov-Smirnov testom u cilju provere
normalnosti raspodele, i utvrdeno je da u kontrolnoj grupi ispitanika prooksidativni skor
(p=0,006), antioksidativni skor (p=0,019), kao i oksidativni skor (p<0,001) ne prate normalnu

raspodelu (Slika 19).
56



Doktorska disertacija A.Vukasinovic¢

25 201

Frekvenca vrednosti
g g

Frekvenca vrednosti

@
|

4.00 6.00 8.00 10.00 12,00 14.00

Prooksidativni skor Antioksidativni skor

-1.00 000 1.00 200 4.00

C.

20

3 g

Frekvenca vrednosti

o
1

200 4.00 6.00 8.00 1000 1200 14.00 16.00

Oksidativni skor

Slika 19. Raspodela vrednosti prooksidativnog skora (A), antioksidatvnog skora (B) i

oksidativnog skora (C) kod zdravih ispitanika u studiji

U grupi kardiovaskularnih bolesnika podaci su normalno distribuirani za antioksidativni
skor (p=0,200), dok vrednosti prooksidativnog (p=0,019) i oksidativnog skora (p=0,006) ne prate
normalnu raspodelu (Slika 20). Radi daljeg poredenja prikupljenih podataka, u obe grupe

ispitanika podaci su prikazani kao medijane i raspon 25. — 75. percentil.
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Slika 20. Raspodela vrednosti prooksidativnog skora (A), antioksidatvnog skora (B) i

oksidativnog skora (C) kod kardiovaskularnih bolesnika u studiji

U Tabeli 12 sumirani su osnovni podaci o novim parametrima redoks statusa. Vrednosti
prooksidativnog skora kretale su se od 0,95 do 12,72, §to odgovara najniZoj i najviSoj vrednosti u
zdravoj populaciji. Srednja vrednost prooksidativnog skora iznosila je 5,03, a medijana 4,60.
Antioksidativni skor imao je opseg vrednosti od -3,99 do 2,55 kod zdravih osoba, a njegova srednja
vrednost iznosi -0,092, dok je medijana -0,031. Na isti nacin analiziran je oksidativni skor i
vrednosti pokazuju raspon vrednosti od -0,140 do 14,86. Srednja vrednost oksidativnog skora
iznosila je 5,13, a njegova medijana 4,94. Upotrebom neparametarske analize odredene su
referentne vrednosti i za parametre redoks statusa i njihov pregled dat je u Tabeli 12. Na isti nacin
analizirane su i1 vrednosti bolesnika i njihov pregled prikazan je u Tabeli 12. Vrednosti
prooksidativnog skora u grupi KV bolesnika, bile su blago poviSene u odnosu na referentni
interval, dok su vrednosti antioksidativnog skopa bile blago ispod donje granice referentnog
opsega. Vrednosti oksidativnog skora bile su znatno poviSene kod KV bolesnika u odnosu na

gornju granicu referentnog intervala.
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Tabela 12. Pregled vrednosti parametara redoks statusa kod zdravih osoba i kardiovaskularnih bolesnika

e | Rmmnt Najniza Najvisa Medija.na (25. - 75. Referentn.e
vrednost vrednost percentilna vrednost) vrednosti
Prooksidativni skor 0,950 12,72 4,60 (3,64 — 6,14) 4,52 — 5,54
®
_§ é Antioksidativni skor -3,99 2,55 -0,031 (-0,906 — 0,784) -0,369 - 0,185
Oksidativni skor -0,140 14,86 4,94 (3,21 - 6,19) 4,51-5/75
Prooksidativni skor -0,291 17,20 5,35(3,82-7,36) /
E Antioksidativni skor -5,47 3,03 -0.292 (-1,526 - 0,360) /
Oksidativni skor 0,222 17,68 5,87 (4,52 - 7,55) /

Na Slici 21 prikazane su vrednosti parametara redoks statusa kod podgrupa KVB bolesnika

i zdravih osoba. MINOCA bolesnici imali su statisticki najviSe vrednosti prooksidativnog skora u

poredenju sa svim ostalim grupama bolesnika i zdravim osobama. Antioksidativni skor je bio

statisticki najvisi u grupi AP bolesnika u odnosu na ostale podrupe bolesnika, dok su vrednosti

oksidativnog skora bile statisticki najvise u grupi MINOCA bolesnika.
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Slika 21. Vrednosti redoks status skorova kod ispitanika ukljucenih u studiju

stenta

U Tabeli 13 sumirani su rezultati redoks status skorova dobijenih u uzorcima STE-AIM

bolesnika u razli¢itim vremenskim intervalima. Prooksidativni skor je statisticki znacajno visi kod

STE-AIM bolesnika pre pPCI intervencije u odnosu na posle pPCI intervencije i 6 meseci nakon

AIM. Antioksidativni skor je bio statisticki nizi nakon pPCI intervencije u poredenju sa pre pPCI

intervencije. Sveobuhvatni oksidativni skor kod STE-AIM je pokazao statisticki znaCajno nize

vrednosti u momentu nakon pPCI intervencije u odnosu na uzorak pre pPCI, dok se njegove
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vrednosti 6 meseci nakon akutnog dogadaja statisticki znacajno povecavaju u poredenju na pre

pPCl 1 posle pPCI intervencije.

Tabela 13. Vrednosti redoks status skorova kod STE-AIM bolesnika u razlicitim vremenskim intervalima

nakon AIM

STE-AIM bolesnici
Kontrolna ;
I grupa .Pre pPC{ ?’osle pP?I 6 meseci nakon
(N=102) intervencije intervencije AIM P
(N=92) (N=92) (N=25)
o 4,62 5.1 447 414
Prooksidativniskor |3 " 5 40y | (409-787) | (3,70-6,15)0 (3,08- 538 | <0001
o 0357 0,363 0313 1,04
Antioksidativni skor | )05 () 8g5) | (0,071-1,189) | (:0,67-0,64y% | (10,59 - 3,61y o0 [ <0-001
- 479 4,99 4,69 5.86
Olsiativni skor (321-584) | (4.05-673) (351-6,130° | (198-4520bc | <0001

4. ¢y zdrave osobe (a), pre pPCI (b), posle pPCI (c); b ¢ - p<0,05; 2 % ¢ _ p<0,001; Grupe STE-AIM bolesnika su
poredene Friedmanovim testom, grupe STE-AIM bolesnika sa kontrolnu grupom su poredene Mann Whitney U testom.

Analiza razli€itih vrsta uzoraka kod STE-AIM bolesnika prikazana je u Tabeli 14. Analiza
arterijske krvi pokazala je statisticki znacajno viSe vrednosti prooksidativnog i oksidativnog skora
u odnosu na perifernu vensku krv, ali i uzorak tromboaspirata. Sa druge strane, vrednosti
antioksidativnog skora su bile zna¢ajno niZe u poredenju isto sa perifernom venskom krvi i

tromboaspiratom.

Tabela 14. Vrednosti redoks status skorova kod STE-AIM bolesnika u razlicitim vrstama uzoraka

Pre pPCI
P, . Kontrolna nftervencye Arterijska krv Tromboaspirat
arametri grupa (periferna venska (N=37) (N=17) p
(N=102) krv)
(N=92)

Prooksidativni 4,62 5,71 8,39 4,81 <0.001
skor (3,62-5,49) (4,09 - 7,87 ) (6,31 —11,37) 2 bb.ce (2,33 - 19,93) < ’
Antioksidativni 0,357 0,363 -0,861 12,23 <0.001
skor (-0,205 - 0,885) (0,071 - 1,189) (-1,34 — 0,19) @bbec | (0,376 — 28,33) 2 bbee ’
Oksiativni 4,79 4,99 9,02 -3,04 <0,001
skor (3,21 -5,84) (4,05 -6,73) (6,88 —11,62) %5 | (-0,39 — 12,43) bb.cc ’

ab.¢y5 zdrave osobe (a), pre pPCI (b), arterijska krv (c) * ¢ - p<0,05; @ > < _ p<0,001; Grupe su poredene Kruskal-
Wallis testom sa Mann Whitney U testom kao post hoc testom

Analizom tromboaspirata uoceno je da je prooksidativni skor u tromboaspiratu imao

statiticki znaCajno niZze vrednosti od arterijske krvi, dok su vrednosti antioksidativnog skora
pokazale statisticki znaCajno viSe vrednosti u uzorcima tromboaspirata u odnosu na uzorke
periferne venske krvi 1 arterijske krvi. Nasuprot tome, vrednosti oksidativnog skora za uzorke

tromboaspirata pokazale su najniZe vrednosti u odnosu na sve vrste uzoraka (Tabela 14).
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Povezanost novih biomarkera i osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara ispitana

je u grupi zdravih osoba i u podgrupama kardiovaskularnih bolesnika, korelacionom analizom.

Rezultati zdravih osoba su prikazani u Tabeli 15 1 Tabeli 16.

Tabela 15. Korelaciona analiza osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara sa parametrima

redoks statusa i telomera-telomeraza sistema u grupi zdavih osoba’

. iz Aktivnost Proooksidativ | Antioksidati | Oksidativni
LG ) telome.re telomeraze ni skor vni skor skor
leukocita
Z ch’;’c‘z t:f"”"”" 1 0,179 0,039 0 -0,026
/ 0,116 0,734 0,999 0,819
Aktivnost telomeraze 0,179 1 -0,293** -0,051 -0,241%*
0,116 / 0,007 0,644 0,027
Glukoza -0,036 -0,042 -0,021 -0,189 0,027
0,755 0,705 0,851 0,086 0,808
Ukupni protein plazme 0,179 0,401 ** -0,042 -0,008 -0,052
0,117 <0.001 0,706 0,943 0,64
Trigliceridi -0,082 -0,08 0,224%* -0,111 0,271%*
0,476 0,471 0,040 0,315 0,013
Ukupan holesterol 0,021 0,175 0,002 -0,05 0,003
0,858 0,112 0,987 0,653 0,978
HDL-holesterol 0,277% 0,047 -0,059 0,163 -0,173
0,014 0,669 0,593 0,138 0,116
LDL-holesterol -0,065 -0,09 0,198 -0,05 0,159
0,572 0,413 0,071 0,651 0,148
AST -0,053 -0,359%* 0,181 -0,114 0,21
0,642 0,001 0,1 0,301 0,055
ALT -0,101 -0,337** 0,231* -0,054 0,211
0,38 0,002 0,034 0,624 0,054
LDH -0,078 -0,511%* 0,239* -0,116 0,304%*
0,526 <0.001 0,042 0,33 0,009
Proooksidativni skor 0,039 -0,293** 1 -0,033 0,857%*
0,734 0,007 / 0,767 <0.001
Antioksidativni skor 0 -0,051 -0,033 1 -0,482%%
0,999 0,644 0,767 / <0.001
Oksidativni skor -0,026 -0,241* 0,857%* -0,482%* 1
0,819 0,027 <0,001 <0,001 /

#Podaci su analizirani Spearmanovom korelacionom analizom

Kod zdravih osoba, statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija uo€ena je izmedu LTL i
vrednosti HDL-holesterola (p=0,277; p=0,014), aktivnosti enzima telomeraze i ukupnih proteina
plazme (p=0,401; p<0.001), vrednosti prooksidativnog skora i triglicerida (p=0,224; p=0,040),
aktivnosti enzima ALT (p=0,231; p=0,034), LDH (p=0,239; p=0,042) i oksidativnog skora
(p=0,857; p<0,001), kao i izmedu oksidativnog skora i triglicerida (p=0,271; p=0,013) i aktivnosti
enzima LDH (p=0,304; p=0,009). Statisti¢ki znacajna negativna korelacija uo€ena je izmedu

aktivnosti enzima telomeraze i enzima AST (p=-0,359; p=0,001), ALT (p=-0,337; p=0,002) i LDH
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(p=-0,511; p<0,001), kao i izmedu prooksidativnog skora i aktivnosti enzima telomeraze (p=-

0,241; p=0,027). Oksidativni skor pokazao je znacajnu negativnu korelaciju sa antioksidativnim

skorom (p=-0,482; p<0,001), kao i sa aktivnosti enzima telomeraze (p=-0,359; p=0,001).

Tabela 16. Korelaciona analiza osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara sa parametrima

redoks statusa i telomera-telomeraza sistema u grupi KVB bolesnika’

. g Aktivnost | Proooksidativni | Antioksidativni | Oksidativni
Parametri telomere
leuocita telomeraze skor skor skor
DuZina telomera 1 -0,257* 0,001 0,068 0
/ 0,013 0,991 0,522 0,997
Aktivnost telomeraze -0,257% 1 0,09 -0,132 0,144
0,013 / 0,391 0,209 0,168
Glukoza -0,031 -0,076 -0,035 -0,11 0,069
0,772 0,472 0,744 0,296 0,516
Ukupni proteini -0,115 0,058 0,091 0,029 0,075
0,367 0,652 0,472 0,821 0,556
Trigliceridi -0,16 0,034 0,433** 0,322%* 0,254*
0,139 0,755 <0,001 0,002 0,017
Ukupan holesterol -0,182 -0,019 0,246* 0,178 0,112
0,087 0,859 0,019 0,094 0,294
HDL-holesterol 0,167 -0,111 -0,048 0,033 -0,119
0,194 0,386 0,71 0,795 0,351
LDL-holesterol -0,056 -0,062 0,144 0,103 0,039
0,686 0,648 0,29 0,452 0,776
AST -0,123 0,105 -0,143 -0,148 -0,134
0,247 0,324 0,175 0,162 0,205
ALT -0,038 -0,027 -0,179 -0,104 -0,145
0,719 0,799 0,09 0,328 0,171
LDH -0,124 0,041 -0,147 -0,185 -0,017
0,343 0,75 0,253 0,15 0,898
Kreatin kinaza -0,076 0,174 -0,032 -0,002 -0,071
0,473 0,097 0,763 0,985 0,502
Troponin I 0,028 0,155 -0,044 -0,022 -0,07
0,796 0,142 0,677 0,838 0,508
Ukupan broj eritrocita 0,178 -0,099 0,063 0,057 0,057
0,072 0,321 0,53 0,567 0,569
Koncentracija hemoglobina 0,121 0,014 0,034 -0,007 0,029
0,221 0,886 0,734 0,943 0,773
Hematokrit 0,123 -0,024 -0,013 0,012 -0,029
0,223 0,812 0,898 0,905 0,775
Ukupan broj leukocita -0,015 -0,057 0,049 -0,143 0,072
0,881 0,565 0,624 0,151 0,471
Ukupan broj trombocita -0,11 0,247* 0,158 0,008 0,181
0,27 0,012 0,11 0,937 0,068
Proooksidativni skor 0,001 0,09 1 0,352 0,806%**
0,991 0,391 / 0,001 <0,001
Antioksidativni skor 0,068 -0,132 0,352 1 -0,2
0,522 0,209 0,001 / 0,055
Oksidativni skor 0 0,144 0,806%* -0,2 1
0,997 0,168 <0,001 0,055 /

#Podaci su analizirani Spearmanovom korelacionom analizom
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Korelaciona analiza uradena je i u grupi bolesnika i rezultati su sumirani u Tabeli 16. U
grupi STE-AIM bolesnika, statisticki znacajnu negativnu korelaciju pokazali su LTL i aktivnost
enzima telomeraze (p=-0,257; p=0,013). Statisticki znacajnu pozitivnhu korelaciju aktivnost
telomeraze pokazala je sa ukupnim brojem trombocita (p=-0,247; p=0,012). Znacajnu pozitivnu
korelaciju pokazali su svi novi parametri redoks statusa sa vrednostima triglicerida i to
prooksidativni skor (p=0,433; p<0,001), antioksidativni skor (p=0,322; p=0,02) i oksidativni skor
(p=0,254; p=0,017). Statisti¢ki zna€ajnu pozitivnu korelaciju pokazao je i prooksidativni skor sa

antioksidativnim skorom (p=0,352; p=0,001) i oksidativnim skorom (p=0,806; p<0,001).

Nakon logaritamske transformacije podataka, ¢ija raspodela je odstupala od normalne
raspodele, primenjena je multipla regresiona analiza (backward selekcija) kako bi se procenila
medusobna povezanost novih biomarkera LTL i aktivnosti enzima telomeraze kod STE-AIM
bolesnika, sa promenljivim varijablama, kao $to su ukupan holesterol, HDL-holesterol, LDL-
holesterol i oksidativni skor. Promenljive varijable obuhvatale su sve osnovne biohemijske i

hematoloske parametre. Prikazani su statisticki znac¢ajni modeli (Tabela 17).

Tabela 17. Modeli koji predvidaju zavisnost duZine telomera leukocita i aktivnosti telomeraze kod STE-

AIM bolesnika upotrebom multiple linerne regresione analize

Parametar B 95.1P Korigovano R? P

DuZina telomera leukocita

Aktivnost telomeraze, LDL-holesterol i HDL-
0,944 0,758-1,234 0,766 <0,001

holesterol

Aktivnost enzima telomeraze

DuZina telomera leukocita, ukupan holesterol, HDL-
0,099 0,054-0,143 0,970 0,012

holesterol i Oksidativni skor

B-Nestandardni koeficient beta, 95.IP-interval pouzdanosti

U tabeli 17 predstavljeni su najbolji modeli koji predvidaju LTL i aktivnost enzima
telomeraze u grupi STE-AIM bolesnika. Kod LTL najbolji model sastoji se od: aktivnosti enzima
telomeraze, LDL-holesterola i HDL-holesterola, ¢ija kombinacija znacajno predvida zavisnost
vrednosti LTL kod STE-AIM bolesnika, ta¢nije vrednost koeficijenta R? (0,766) ukazuje da
izabrani model uti¢e sa 76% na vrednosti LTL. Sa druge strane, najbolji model koji predvida
vrednosti ezima telomeraze u grupi STE-AIM bolesnika sastoji se od LTL, ukupnog holesterola,
HDL-holesterola i oksidativnog skora, i vrednosti koeficienta R?(0,970) ukazuje da izabrani model

utice ¢ak 97% na vrednosti enzima telomeraze.

U cilju provere klinicke tacnosti novih parametara (LTL, aktivnosti telomeraze,

prooksidativnog, antioksidativnog i oksidativnog skora), uradena je ROC analiza. ROC analiza
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omogucava procenu dijagnosticke tacnosti parametara, tacnije njihovu sposobnost da razdvoje dva
klinicka entiteta. U naSoj studiji testirana je sposobnost novih parametara da razdvoje bolesnike
po kriteruyjumu STE-AIM od zdravih osoba, ali i od AP 1 nonSTE-AIM bolesnika (odnosno
MINOKA bolesnika i bolesnika bez stenta). Rezultati su sumirani u Tabeli 18.

Tabela 18. Evaluacija klinicke tacnosti prametara telomera-telomeraza sistema i redoks statusa kod STE-

AIM bolesnika u odnosu na AP bolesnike

Parametar ( ;;UICI; ) Stt;r;iz;jna iigg:;;tsz Cut-off 95% IP
DuZina telomera leukocita 0,433 0,058 0,246 1,189 0,318 — 0,547
Aktivnost telomeraze 0,511 0,055 0,852 0,374 0,404 - 0,618
Prooksidativni skor 0,477 0,058 0,696 5,444 0,364 - 0,591
Antioksidativni skor 0,755 0,049 0,001 -0,772 0,659 — 0,852
Oksidativni skor 0,549 0,062 0,403 5,723 0,427 - 0,67

IP=interval pouzdansti za B, Cutt-off vrednost raunata koriste¢i Youden index

Zasebne ROC analize krivi novih parametara pokazuju da novi parametri imaju sli¢nu
diskriminatornu sposobnost prema STE-AIM bolesnicima u odnosu na AP bolesnike (Tabela 15).
Antioksidativni skor se izdvojio sa dovoljnom statistic(kom znacajnosti i diskriminatornom
sposobnosti (AUC (95.1P) = 0,755) da izdvoji STE-AIM bolesnike od AP bolesnika (Tabela 18).
Sa druge strane, ROC analizom novih parametara ponaosob samo u grupi STE-AIM bolesnika
izdvojio se oksidativni skor kao parametar zadovoljavajue statistiCke znaCajnosti i
diskriminatorne sposobnosti (AUC (95.1P) = 0,709) da razdvoji STE-AIM bolesnike od nonSTE-
AIM bolesnika (ili MINOKA i bez stenta) (Tabela 19).

Tabela 19. Evaluacija klinicke tacnosti prametara telomera-telomeraza sistema i redoks statusa kod STE-

AIM bolesnika u odnosu na MINOCA bolesnike i bolesnike bez stenta

Parametar (;";JICP) St‘;':ig,:zna P Cut-off 95% IP

DuZina telomera leukocita 0,600 0,073 0,244 1121 0,458 — 0.743
Aktivnost telomeraze 0,490 0,077 0,910 0,375 0,390 - 0,760
Prooksidativni skor 0,345 0,085 0,071 5,454 0,179 - 0,511
Antioksidativni skor 0,575 0,095 0,384 0,413 0,390 - 0,760
Oksidativni skor 0,709 0,084 0,015 5,348 0,544 - 0,874

IP=interval pouzdanosti za B, Cutt-off vrednost racunata koriste¢i Youden index
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U cilju povecanja diskriminatorne sposobnosti novih parametara telomera-telomeraza
sistema 1 redoks statusa, parametri su binarnom logistickom regresijom kombinovani u modele.

Najbolji modeli prikazani su u Tabeli 20.

Tabela 20. Model za evaluaciju klinicke tacnosti novih parametara kod STE-AIM bolesnika u odnosu na

zdrave osobe

AUC Standardna

Model (95. IP) e P Cut-off 95% IP
Duz.ma telomera leukocita i aktivnost 0711 0,040 <0,001 0,544 0,632 — 0,790
enzima telomeraze
Pro?kSl.dat.wm skor, antioksidativni skor i 0,603 0,043 0.018 0472 0519 — 0,687
oksidativni skor
DuZina telomera leukocita, aktivnost
enzima telomeraze, prooksidativni skor, 0,628 0,059 0,027 | 0410 | 05130743
antioksidativni skor i
oksidativni skor*
DuZina telomera leukocita, aktivnost
enzima telomeraze, prooksidativni skor, 0,686 0,059 0,030 | 0275 | 0,535-0,838
antioksidativni skor i
oksidativni skor**

IP=interval pouzdansti za B, Cut-off vrednost racunata koriste¢i Youden index;
*STE-AIM od AP i non-STE-AIM bolesnika
** STE-AIM od non-STE-AIM bolesnika

Prvi model, sadrzi zajedno dva nezavisna parametra telomera-telomeraza sistema (LTL i
aktivnosti enzima telomeraze), 1 analiza pokazuje da ROC kriva novoformiranog modela ima
dobru diskriminatornu sposobnost da razdvoji STE-AIM bolesnike od zdravih osoba (AUC (95.1P)
=0,711), dok se ta diskriminatorna sposobnost gubi analizom samo grupe bolesnika i podgrupe
ST-AIM bolesnika (podaci nisu prikazani). Kriva modela koji sadrzi parametre redoks statusa
(prooksidativni, antioksidativni i oksidativni skor) pokazuje takode statisticki znacajnu sposobnost
razdvajanja STE-AIM bolesnika od zdravih osoba, ali je njegova diskriminatorna sposobnost niska
(AUC (95.1P) = 0,603). Poslednji model predstavlja kombinaciju svih pet novo-ispitivanih
parametara. ROC analiza ukazuje da je dobijeni model statisticki znacajan u razdvajanju STE-
AIM bolesnika od ostalih kardiovaskularnih bolesnika (AP i nonSTE-AIM), sa dobrom
diskriminatornom sposobnos¢u (AUC (95.1P) = 0,628), dok je njegova sposobnost zna¢ajna i u

razdvajanju STE-AIM bolesnika od nonSTE-AIM bolesnika (AUC (95.1P) = 0,686; p = 0,030).

STE-AIM bolesnici su praceni nakon pPCI intervencije Sest meseci i dodatno jo§ Cetiri
godine. Reinfarkt i smrt bolesnika su neZeljeni ishod praceni u kracem (6 meseci) i duzem (4
godine) vremenskom periodu. U toku Sest meseci nakon pPCI intervencije nije bilo zabeleZenih
nezeljenih ishoda medu bolesnicima ukljuenim u studiju. Ukupno dva smrtna slucaja i jedan

reinfarkt zabeleZeni su tokom 4 godine medu bolesnicima ove studije. Kako bi razumeli ulogu
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LTL u progresiji KAB, Rezultati STE-AIM bolesnika su podeljeni u tercile prema vrednostima
LTL. Oba bolesnika sa smrtnim ishodom imali su vrednosti LTL u najniZem tercilu (0,933 10,975),
dok je vrednost LTL bolesnika sa reinfarktom bila na granici najnizeg i srednjeg tercila (1,074).
Nasuprot vrednostima LTL, vrednosti enzima telomeraze kod bolesnika sa reinfarktom (0,441)
bila je u najviSem tercilu, kao i vrednosti kod dva preminula bolesnika (0,393 i 0,419), iako su
vrednosti preminulih bolesnika bile neznatno niZe od bolesnika sa reinfarktom miokarda. Isti trend
vrednosti LTL i aktivnosti enzima telomeraze prate i u arterijskoj krvi kod ovih bolesnika. Naime,
LTL u arterijskoj krvi oba preminula bolesnika nalazi se u najniZem tercilu vrednosti LTL (0,941
1 0,962), dok je vrednost LTL bolesnika sa reinfarktom bila u srednjem tercilu (1,086). Isto kao
kod periferne krvi, vrednosti enzima telomeraze u arterijskoj krvi kod bolesnika sa smrtnim
ishodom (0,399 1 0,425), ali i bolesnika sa reinfarktom ( 0,455) bila je u najviSem tercilu. Uzorci
tromboaspirata nisu uzorkovani tokom pPCI intervencije kod ova tri bolesnika, zbog

farmakoloskog pristupa pPCI, pa stoga nije bilo moguce izvrSiti adekvatno pracenje.

Kako bi se smanjio broj pocetnih varijabli analiziranih u ovoj studiji, one su kombinovane
u manji broj faktora upotrebom analize glavnih komponenti (eng. Principal Component Analysis,
PCA). PCA je primenjena na parametre redoks statusa, osnovne biohemijske parametre
(trigliceride, ukupne serumske proteine, ukupni holesterol, nivo hemoglobina, troponin I, kreatin
kinazu - aktivnost, i BMI), parametere telomera-telomeraza sistema. Kako skorovi redoks statusa
nisu dali stististicki znacajne faktore (rezultati nisu prikazani), analiza je proSirena na pojedinacne
parametre redoks statusa koji su koriS¢eni za izracunavanje redoks skorova (pogledati poglavlje

3.5.). Rezultati su sumirani u Tabeli 21.
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Tabela 21. Ekstrahovani faktori pomocu PCA u uzorcima periferne venske i arterisjke krvi pacijenata sa

STE-AIM
Varijabilnost Varijabilnost
Tip . .y .. 5 faktora - Jfaktora -
uzorka Faktori Ukljucene varijable sa ucescéem | e ()
(%)
C . AOPP (0.748)
Trlgllc;;’lzccti(l)-}{)rotem TG (0.733) 17.1
% Ukupne SH-grupe (0.627)
E PAB (-0.734)
S Oksidativni-telomere TAS (0.669) 121
g faktor IMA (0.624) ’
2 LTL (0.504) 48.6
§ Troponin I (0.891)
X KVB biomarker faktor CK-aktivnost (0.864) 10.9
5 BMI (-0.585)
Hemoglobin (0.663)
Holesterol-protein faktor Ukupan holesterol (0.640) 8.5
Ukupni serumski proteini (0.592)
0% (0.829)
o PAB (0.797)
5 Oksidativni faktor TAS (0.731) 433
E IMA (0.563)
S e LTL (0.790)
£ | Aot FONI (0760
é Aktivnosfglsoigfriz (-0.855)
Okszdatl;;z]l(-ttoejomemza SOD (-0.501) 112
TOS (0.545)

*Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy for peripheral serum samples = 0.613;
**Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy for arterial serum samples = 0.716.

Primenom PCA analize izdvojena su Cetiri faktora u rezultatima uzoraka periferne venske
krvi. Objasnili su ukupno 48.6% varijacije svih ukljuCenih varijabli. Prvi ekstrahovani faktor
ukljucio je AOPP, TG i ukupne SH-grupe i obuhvatio je 17.1% ukupne varijanse. Nazvan je
wtrigliceridi-proteinski faktor. Drugi ekstrahovani faktor objaSnjava 12.1% ukupne varijanse i
sastojao se od PAB, TAS, IMA i LTL varijabli, a imenovan je kao ,,Oksidativni-telomera faktor*.
,Markeri kardiovaskularnih bolesti* kao faktor objasnio je ukupno 10.9% ukupne varijanse, i kao
tre¢i ekstrahovani faktor obuhvatio je Troponin I, CK aktivnost i BMI. Cetrvti ekstrahovani faktor
je bio ,,Holesterol-proteinski faktor* koji je obuhvatio 8.5% ukupna varijanse i bio je okarakterisan

pozitivnim ukljuenjem nivoa hemoglobina, ukupnog holesterola 1 ukupnih serumskih proteina.

Potom su pomoc¢u PCA analizirani i parametri redoks statusa i telomera-telomeraza sistema
uradenim u rezultatima uzoraka arterijske krvi. Prvi faktor ukljucio je pozitivno uces¢e O2°~, PAB,
TAS i IMA. Objasnio je ukupno 43.3% ukupne varijanse i nazvan je ,,Oksidativni faktor. Druga
dva faktora objaSnjavala su svaki po priblizno 11% ukupne varijanse i nazvani su ,,Arterisjki

oksidativni-telomera faktor i ,,Oksidativni-telomeraza faktor* i prikazani su u Tabeli 21.
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Kako bi se proverilo da li je neki od novo-formiranih faktora povezan sa visokim
vrednostima sistema za evaluiranje kompleksnosti KVB (SYNTAX skorom) 1 prognozom kod
STE-AIM bolesnika koji su podvrgnuti pPCI intervenciji, uradena je binarna logisti¢ka analiza

(ENTER selekcija). Rezultati su sumirani u Tabeli 22.

Tabela 22. Binarna logisticka analiza prediktora visokih vrednosti SYNTAX skora (>17) u perifernoj

venskoj i arterisjkoj krvi

Tip uzorka Faktori OR 95. 1P p
Triglicerid-protein faktor 2.063 0.998 — 4.266 0.051
§ E Oksidativni-telomere faktor 0.427 0.194 - 0.943 0.035
% % KVB biomarker faktor 0.876 0.506 - 1.518 0.637
= 2 Holesterol-protein faktor 0.379 0.184 - 0.777 0.008
3 Oksidativni faktor 0.481 0.208 -1.116 0.088
=
'§ E Arterijski oksidativni-telomere faktor 1.634 0.727-3.671 0.235
< Oksidativni-telomeraza faktor 1.086 0.455 - 2.590 0.853

OR = odds ratio; IP = interval pouzdanosti.

Dva faktora sa najviSom sposobnosti da predvide visoke vrednosti SYNTAX skora su
,,Oksidativni-telomera faktor* (OR=0.427; p=0.035) 1 ,,Holesterol-proteinski faktor* (OR=0.379;
p=0.008). Za povecane vrednosti SYNTAX skora ,,Oksidativni-telomera faktor* odgovoran je sa
4,27%, dok ,Holesterol-proteinski faktor* ucestvuje sa 3,79%. Sa druge strane, ni jedan od
novonastalih faktora u arterijskoj krvi nije bio dovoljno dobar da predvidi visoke vrednosti

SYNTAX skora kod AIM bolesnika (Tabela 22).

Bolesnici u studiji su bili podeljeni na STE-AIM i nonSTE-AIM (odnosno MINOCA i bez
stenta), po uradenim analizama krvi, srCanim biomarkerima i nakon elektrokardiografije (EEG)
koji su prethodili adekvatnom zbrinjavanju pacijenata. Diskriminatorna sposobnost novih faktora

prema STE-AIM statusu proverene je ROC analizom 1 rezultati su prikazani u tabeli 23.
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Tabela 23. Model za proveru dijagnosticke tacnosti novoformiranih faktora kod STE-AIM bolesnika u

odnosu na NSTE-AIM bolesnike u perifernoj venskoj krvi

Faktori AUC (95.1IP) S";’i‘j;f,:j"“ p Cut-off 95% CI
Triglicerid-protein faktor 0.292 0.135 0.124 0.057 0.028 — 0.556
Oksidativni-telomere faktor 0.860 0.095 0.008 0.673 0.00 - 1.00
KVB biomarker faktor 0.756 0.097 0.059 0.530 0.565 — 0.946
Holesterol-protein faktor 0.698 0.157 0.142 0.568 0.386 — 1.000

IP=interval pouzdansti za B. Cut-off vrednost racunata koriste¢i Youden index

Medu novim faktorima, ,,Oksidativno-telomera faktor* je pokazao dobru diskriminatornu
sposobnost da razdvoji STE-AIM bolesnike od NSTE-AIM bolesnika (AUC (95.1IP) = 0.860, Cut-
off (95% CI) =0.673 (0.00 — 1.00)). Diskriminatorna sposobnost faktora nije testirana u arterisjkoj

krvi bolesnika, budu¢i da uzorak arterijske krvi nije uziman od MINOCA 1 bolesnika bez stenta

prilikom sakupljanja uzraka za studiju zbog razliCite terapijske procedure.
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5. Diskusija

Kardiovaskularne bolesti ostaju i dalje vodec¢i uzrok smrtnosti u razvijenim zemljama
Sirom sveta, ali i u zemljama u razvoju. U Srbiji je tokom 2020.godine umrlo 55.305 osoba od
KVB, dok je dijagnoza akutnog koronarnog sindroma postavljena kod 20.434 bolesnika, a od istog
je umrlo ukupno 4.385 osoba u Srbiji (https://www.batut.org.rs). Stoga, u rutinskoj klini¢koj
analizi postoji sve vec¢a potreba za ranim biomarkerima koji ¢e pomo¢i ranom otkrivanju KVB, ali
i njihovom pracenju u cilju sprecavanje neZeljenih posledica, odnosno reinfarkta ili pak smrtnog
ishoda. U ovoj disertaciji ispitivani su parametri telomera-telomeraza sistema (LTL 1 aktivnost
enzima telomeraze) i parametri redoks statusa (prooksidativni, antioksidativni i oksidativni skor)

kao novi biomarkeri KVB.

Uvodenje analize novih parametara poput LTL i aktivnosti enzima telomeraze u rutinsku
laboratorijsku analizu, zahteva primenu pouzdanih i1 validiranih analitickih metoda, sa tacno
utvrdenom preanalitickom fazom, kao §to je priprema uzoraka. Sama priprema uzorka, kao vazan
deo preanalitiCke faze, je Cesto kriticna i mora biti paZljivo razmatrana i precizno ispoStovana.
Kako u praksi tako i u istraZivackom radu, postoji Cesto potreba za ¢uvanjem uzoraka radi
ponavljanja analiza ili pak potvrdivanja rezultata, stoga su podaci o njihovoj stabilnostima od
izuzetne vaznosti. U ovoj studiji koriS¢eno je nekoliko tipova uzoraka za analizu navedenih novih
parametara. Uzorci plazme i1 seruma, kao derivati pune krvi, najceS¢e su upotrebljavani uzorak u
rutinskoj laboratorijskoj analizi i njihova stabilnost je uveliko poznata (Kachhawa et al, 2017).
Pored njih, koriS¢ena je genomska DNK, kao uzorak izbora za ispitivanje LTL. Do sada postoje
ve¢ brojne studije koje govore u prilog visokoj stabilnosti genomske DNK kao uzorka i
mogucnostima njenog skladiStenja (Lam et al, 2004), stoga ispitivanje njene stabilnosti nije bilo
razmatrano u ovoj studiji. Kao tre¢a vrsta uzorka koriS¢en je proteinski ekstrakt za odredivanje
enzima telomeraze (Kim et al, 1994). Podataka o stabilnosti telomeraznog proteinskog ekstrakta

je malo, pa je jedan od prvih ciljeva u ovoj studiji bilo ispitivanje njegove stabilnosti.

Telomeraza je enzim koji poseduje sopstvenu RNK komponentu (Zvereva et al, 2010).
Brojna istrazivanja su pokazala da enzimska aktivnost, nivoi biohemijskih parametara, kao i prinos
i kvalitet RNK mogu biti pod uticajem uslova u kojima se ¢uvaju uzorci, odnosno delovanjem
ambijentalne temperature, temperature zamrzavanja i ponovnim odmrzavanjem, kao i vremenskim
periodom u kom se skladiSte (Tsui et al, 2002; Gojkovi¢ et al, 2018; Hedayati et al, 2020). Imajuci
u vidu ove faktore, u nasoj studiji, ispitana je aktivnost proteinskog ekstrakta nakon skladiStenja
na -20°C 1 -80°C, kratkoro¢no i nakon nekoliko meseci, kao i nakon nekoliko ciklusa odmrzavanja

1 ponovnog zamrzavanja uzoraka. ,,Zlatnim standardom* za Cuvanje ovog tipa uzoraka, smatra se
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temperatura od -80°C, $to je i potvrdeno naSim rezultatima. Naime, uzorci ¢elijskih linija i humani
uzorci sa pocetno visokom aktivnosti enzima saCuvali su enzimsku aktivnost tokom cak Sest
meseci skladistenja na -80°C. Sa druge strane, uzorci telomeraze sa pocetno niskom aktivnosti
enzima telomeraze trebalo bi da budu obradeni i po moguéstvu analizirani odmah nakon uzimanja
samog uzorka, s obzirom da se njihova stabilnost i na -80°C gubi izmedu prvog i Sestog meseca.
Vise temperature, kao $to je -20°C, pogodnije su za uzorke sa pocetno visokom aktivnosti enzima,
gde Cuvaju aktivnost ¢ak 14 dana (Slika 12). Informacije o ciklusima ponovnog odmrzavanja-
zamrzavanja uzoraka su veoma znacajne, s obzirom da bi ponovljeno odmrzavanje i zamrzavanje
uzorka moglo da se dogodi tokom rutinskog laboratorijskog rada (npr. kvar zamrzivac¢a u kome se
cuvaju sami uzorci ili pak iznenadni nestanci struje). Tsui i1 saradnici su pokazali da odmrzavanje
moZe da oSteti RNA sekvencu (Tsui et al, 2002). Nasi rezultati idu u prilog ovom tvrdenju. Humani
uzorci sa visokom aktivnosti telomeraze mogu biti odmrznuti i ponovno zamrznuti vise puta (¢ak
Cetiri puta), u odnosu na one sa niskom aktivnosti enzima, $to ponovo potvrduje visu stabilnost
uzoraka sa viSom aktivnosti enzima telomeraze. Interesantan podatak naSe studije pokazuje da je
telomeraza poreklom od celijske linije najaktivnija u poredenju sa aktivnosti telomeraza
izolovanih iz leukocita. Iako su ¢elijske linije humanog porekla, kako bi se obezbedilo njihovo
kontinuirano prezivljavanje u kulturi odnosno u in vitro uslovima, najce$¢e su celije
imortalizovane 1 na taj nacin izbegavaju Celijsko starenje 1 odrZavaju kontinuiranu proliferaciju.
Sam proces imortalizacije podrazumeva mutacije u odredenim kontrolnim tackama (kao Sto su
pS53, pl6, pRb) ili reaktivacija enzima telomeraze, Sto vodi doprinosi ovako visokoj aktivnosti

enzima telomeraze (Magsood et al, 2013).

Nakon utvrdivanja stabilnosti uzoraka, pre uvodenja nove metode u rutinsku laboratorijsku
analizu, neophodno je izvrSiti njenu in-house validaciju, Sto podrazumeva uvrdivanje njene
ponovljivosti i taCnosti, kako bi se varijacije tokom rutinskog rada svele na minimum. Agencija
za hranu i lekove je propisala pravila u smislu koeficijenta varijacija za ta¢nost i reproducibilnost
metoda za rutinske laboratorijske uzorke i oni moraju variratu u okviru 15% (FDA Food, 2018).
U ovoj studiji, u laboratoriji Katedre za medicinsku biohemiju Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu validirane su dve PCR metode i to za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze (RTq-
TRAP) metoda i za odredivanje duzine telomera leukocita. Ispitivane metode pokazale su
zadovoljavajuce koeficiente varijacije tacnosti i reproducibilnosti unutar serija kao i izmedu serija,
Sto potvrduje moguénost njihove upotrebe kao rutinskih laboratorijskih metoda (Poglavlja 4.1. 1

43.).

S obzirom na to da pomenute dve PCR metode do sada nisu koriS¢ene u klinickoj

laboratorijskoj dijagnostici u naSoj laboratoriji, izvrSena je pre svega njihova optimizacija.
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Optimizacija se sastojala u podeSavanju temperature na kojoj je PCR reakcija najefikasnija.
Optimizovana RTq-TRAP metoda daje zadovoljavajucu linearnost i obuhvata Sirok opseg
koncentracija proteinskih ekstrakata 0,76—700 pg/mL (Slika 13). S obzirom na to da je aktivnost
enzima telomeraze obrnuto proporcionalna Cq vrednostima ocitanim u PCR reakciji, koriS¢ena je
modifikovana formula Elmore i saradnika (Elmore, 2002), kako bi se Cq vrednosti prevele u
relativnu telomeraznu aktivnost radi lakSeg analiziranja i tumacenja rezultata (Poglavlje 4.2.). Sa
druge strane optimizovana metoda za odredivanje LTL takode je pokazala zadovoljavajucu
linearnost i podrazumeva Sirok opseg koncentracija genomske DNK 0,70-48,70ng/uL (Slika 14).
Sli¢no aktivnosti enzima telomeraze, i LTL je obrnuto proporcionalna vrednostima Cq, ali za njeno
preracunavanje koristio se odnos sa standardnim genom, T/S odnos, koji je predloZio Cawton

(Cawton, 2002).

Do sada nema studija koje su se bavile isklju¢ivo odredivanjem referentnih vrednosti LTL
i aktivnosti enzima telomeraze u razli¢itim populacijama, kao ni u Srbiji. lako Kahl i saradnici
razvijaju novu metodu koja je, kako smatraju, dovoljno osetljiva da odredi duZinu telomera u
humanim uzorcima (Kahl et al, 2020), za definisanje okvirnog opsega duZine telomera oslanjaju
se na studiju Pickett-ove istraZivacke grupe, koji smatraju da je normalni opseg telomera od 5 do
15kb (Pickett et al, 2011). Studija Lesmana grupe definisSe referentni opseg telomera uzimajuci u
obzir samo decu uzrasta od 30 meseci do 18 godina (Lesmana et al, 2021), dok De Meyer i njegova
grupa u svojoj longitudinalnoj studiji osnovni nivo i referentni opseg telomera odreduju samo na
populaciji srednjih godina u Belgiji (De Meyer et al, 2006). U ovoj studiji duZina telomera izraZzena
je u baznim parovima i nije direktno uporediva sa referentnim opsegom dobijenim u ovoj studiji,
s obziron na to da nema objavljenih studija o korelaciji duZine telomera izraZene u kb i T/S odnosu.
S obzirom na to da su novi parametri telomera-telomeraza sistema prvi put odredivani u populaciji
u Srbiji, neophodno je bilo odrediti njihov referentni opseg pre dalje analize podataka bolesnika u
studiji, kako bi se lakSe definisale niske ili poviSene vrednosti novoispitivanih parametara.
Referentne vrednosti parametara telomera-telomeraza sistema odredene su analizom grupe zdravih
osoba (Tabela 7), prethodno odabranih po tacno odredenim kriterijumima kako bi se uticaji
eventualnih faktora na vrednost parametara sveli na minimun (Poglavlje 3.1.). Referentne
vrednosti zdrave populacije u Srbiji za LTL kretale su se u rasponu od 0,70 do 3,05, dok je cut-off
vrednost dobijena ROC analizom iznosila 1,189. Sli¢no LTL, referentne vrednosti zdrave
populacije u Srbiji za aktivnost telomeraze od 0,055 do 0,102, dok je cut-off vrednost bila 0,374.
U ovoj studiji odredivani su i skorovi redoks statusa i to prooksidativni, antioksidativni i
oksidativni skor (Poglavlje 3.5.). S obzirom na to da su i novi parametri redoks statusa prvi put
odredivani u populaciji u Srbiji, neophodno je bilo definisati i njihov referentni opseg pre dalje

analize podataka bolesnika. Referentne vrednosti parametara odredene su takode analizom grupe
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zdravih osoba (Tabela 12), a njihove cut-off vrednosti ulaze u referentni opseg kao kod telomera-
telomeraza sistema (Tabela 18). Do sada nema studija u kojima je odreden referentni opseg

prooksidativnog, antioksidativnog i oksidativnog skora na ovoj populaciji.

Poznato je da na vrednosti LTL i aktivnost enzima telomeraze uti¢u mnogi faktori, kao $to
su pol (Lansdorp 2022), starosna dob (Hornsby 2007; Vaiserman & Krasnienkov, 2021), duvanski
dim (Barragdn et al, 2021), gojaznost (Clemente et al, 2019; Barragdn et al, 2021), krvni pritisak
(Huang et al, 2020), pa ¢ak 1 krvna grupa (Mazidi et al, 2017), stoga je dalja analiza telomera-
telomeraza sistema obuhvatila upravo ove faktore. Nasi podaci povrduju da vrednosti LTL mogu
da varijaju u odnosu na pol i blago povisene vrednosti pokazale su Zene u odnosu na muskarce. U
skladu sa vrednostima LTL, vrednosti enzima telomeraze pokazale su znaCajnu varijaciju u
vrednostima, gde je znacajno viSu aktivnost telomeraze pokazao Zenski pol u odnosu na muski.
Do sada brojne studije govore o varijacijama vrednosti telomera-telomeraza sistema u skadu sa
godinama (Hornsby 2007; Vaiserman & Krasnienkov, 2021). Naime, sasvim ocekivano je da
prirodno starenje organizma prati i Celijsko starenje koje oslikava skracenje duZine telomera
leukocita i gubljenje aktivnosti telomeraze. Nasi rezulati potvrduju ove tvrdnje. I u populaciji u
Srbiji vrednosti LTL se skracuju neznatno sa godinama, dok se vrednosti enzima telomeraze
polako gubi. Slican uticaj na vrednosti LTL i enzima telomeraze kao starosna dob ima i gojaznost.
Naime nekoliko studija govori o tome da poviSena telesna masa moze da uzrokuje ubrzano starenje
organizma, odnosno gledano kroz telomera — telomeraza sistem moze da dovede do skra¢enja LTL
i neaktivnosti enzima telomeraze. Rezultati nase studije su u skladu sa ovim tvrdnjama.
Prekomerno gojazni pacijenti, sa indeksom telesne mase preko 30, imaju daleko kra¢e LTL i nizu
aktivnost telomeraze u odnosu na osobe sa umerenom gojaznos¢u i normalno uhranjene osobe
(Tabela 8). Veza izmedu krvnog pritiska i duZine telomera leukocita je jo§ uvek nedovoljno
razjasnjena. Nekoliko studija pokazuje vezu izmedu povisenog krvnog pritiska, kracih telomera i
nize aktivnosti telomeraze (Huang et al, 2020; Zhang et al, 2020; Honkonen et al, 2020), dok sa
druge strane Aydos i Tiikiin u svojoj studiji tvrde da ne postoji uzro¢no posledi¢na veza i da su
krvni pritisak 1 telomera-telomeraza sistem nezavisni faktori rizika za KVB (Aydos & Tiikiin,
2007). Nasi rezultati, iako pokazuju blagu varijaciju u vrednosti, ne pokazuju znacajnu razliku u
vrednostima parametara telomera-telomeraza sistema u odnosu na grupe ispitanika po nivoima
krvnog pritiska kod zdravih ispitanika. Interesantna varijacija vrednosti enzima telomeraze uocena
je kod zdravih osoba u odnosu na njihovu krvnu krupu. Naime ispitanici sa krvnom grupom A 1 O
imalu znacajno viSe aktivnosti ezima telomeraze u odnosu krvne grupe B i AB, dok ova razlika
nije uzrokovala znacajnu razliku u vrednostima LTL. Studija Kozlitina i saradnika govori o
obrnuto srazmernoj vezi izmedu veli¢ine eritrocita i LTL (Kozlitina et al, 2012), dok studija

Olssona govori o razli¢itoj duzini telomera kod razli€itih krvnih celija reptila (Olsson, 2020). On
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je pokazao da su limfocitne telomere prose¢no za 270% duZe od eritrocitnih, taCnije
hematopoetskih prethodnika zrelih eritrocita, dok su kod monocita reptila telomere i do 380% duze
od eritrocitnih (Olsson, 2020). Sli¢nu studiju na humanoj populaciji izveli su Demanelis 1
saradnici, ali uzimajuci u obzir razlicita tkiva, ali ne i krvne grupe razlicite krvne grupe ispitanika,
pa pravi uzrok ove varijacije ostaje predmet za dalja istraZivanja. Pokazali su da testikularne
telomere mogu biti ¢ak i do 2,5 puta duze od telomera ostalih tkiva u istraZivanju, odnosno
telomera poreklom iz celija krvi (leukocita), hipokampusa, Zeludca, plu¢a, dojki, mukose
esofagusa, prostate, pankreasa, koronarne arterije, trensverzalnog i sigmoidnog colona, izloZenog

dela koZe (svetlosti), ovarijuma i skeletnih misSa (Demanelis et al, 2020).

Pojava KVB kod osoba unosi nove faktore koji svakako uti€u na vrednosti telomera-
telomeraza sistema. U grupi bolesnika, primetili smo sli¢an trend vrednosti, ta¢nije varijacije u
vrednostima novih parametara u odnosu na ve¢ pomenute faktore kod zdravih osoba, ali oni nisu
bili od statisticke vaznosti u grupi KV bolesnika u ovoj studiji. Jedina razlika u vrednostima LTL
1 aktivnosti telomeraze uocena je kod KV bolesnika sa visokom vrednosti SYNTAX skora.
Bolesnici sa vrednostima SYNTAX skora nizim od 17, imali su viSe vrednosti telomeraze i duzZe
telomere u odnosu na KV bolesnike sa vrednostima SYNTAX skora iznad 23. Nekoliko novijih
studija govori o vezi izmedu LTL, aktivnosti telomeraze i ozbiljnosti koronarne arterisjke bolesti
gledano kroz angiografske parametre (Kunadian et al, 2015; Sun et al, 2020). Stoga je ova razlika
bazirana na SYNTAX skoru, kao sveobuhvatnom pokazatelju, dublje analizirana u daljoj obradi

podataka.

Ispitanici u studiji bili su sli¢ni po godinama, konstituciji i polu, iako daleko ve¢i broj
muskaraca oboleva od KVB u Srbji u odnosu na Zene (https://www.batut.org.rs), $to potvrduju i
nasi podaci. Grupa bolesnika obuhvatala je STE-AIM, NSTE-AIM i AP bolesnike (Poglavlje 3.1.).
Bolesnici su imali prisutne faktore rizika za razvoj KVB (Tabela 5), i to povisen krvni pritisak,
visok BMI, povisene nivoe glukoze, snizen HDL-holesterol. Dijabetes melitus, kao znacajan
faktor rizika, bio je dijagnostifikovan kod svih KVB bolesnika u studiji, i to kod ¢ak 44% AIM-
STE bolesnika 1 kod 31% AP bolesnika. Pored dijabetes melitusa, kao znacajan faktor rizika
podrazumevana je i intolerancija na glukozu. Pod intolerancijom na glukozu smatraju se stanja u
kojima je povisen nivo glukoze u krvi bolesnika u odnosu na referentne vrednosti, ali one nisu jo$
uvek dijagnostifikovane kao dijabetes melitus (Rao et al, 2004) i smatraju se visoko rizi¢nim za
razvoj kako dijabetes melitusa, tako i za nastanak KVB. U ovoj studiji, intoleranciju na glukozu
imalo je dodatnih 38% STE-AIM i 27% AP bolesnika. Dijabetes melitus i intolerancija na glukozu
su nedovoljno razjasnjenih uticaja na duzinu telomera. Kirchner i saradnici u svom pregledu

literature navode studije koje su potvrdile pozitivhu asocijaciju duZine telomera i dijabetes
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melitusa, iako ostaje nejasno da li su kratke telomere posledica ili uzrok same bolesti (Kirchner et
al, 2017). Njihove tvrdnje dokazuju i Khalangot i saradnici u svojoj studiji potvrdujuéi pozitivnu
vezu izmedu narusene tolerancije na glukozu i duZine telomera (Khalangot etal, 2019). Sa druge
strane, Grunnet istraZzivacka grupa pak tvrdi da je duZina telomera u negativnoj korelaciji sa

koncentracijom glikoze kod normalno uhranjenih osoba (Grunnet et al, 2019).

Jedan od najznacajnijih faktora rizika za KVB je dislipidemija. Stanje u kome su naruSene
normalne vrednosti lipidnog statusa, odnosno poviSeni nivo triglicerida, LDL-holesterola 1
ukupnog holestrola, a snizen nivo HDL-holesterola definiSe se kao dislipidemija i predstavlja
nezavistan faktor rizika za nastanak KVB (Du & Qin, 2023). U grupi bolesnika dislipidemiju je
imalo skoro 50% STE-AIM i 10% AP bolesnika. U skladu sa ovim podatkom, na terapiji statinima
bilo je 17% STE-AIM i 7% AP bolesnika u trenutku ukljucivanja u studiju. Veza dislipidemije 1
detaljnije odredenih frakcija (kao Sto su trigliceridi, LDL-holesterol i HDL-holesterol) i LTL je

detaljnije objasnjena u daljem tekstu.

U grupi STE-AIM bolesnika izdvojile su se dve podgrupe bolesnika, MINOCA 1 bolesnici
bez stenta (Poglavlje 3.1.). Sve tri podgrupe KVB bolesnika imale su prisutne najznacajnije faktore
rizika (konzumiranje cigareta, visok krvni pritisak, povisenu telesnu masu, povisen nivo glukoze
i dislipidemiju). Zanimljiv podatak je nivo lipida u MINOCA pogrupi bolesnika (Tabela 8).
MINOCA bolesnici predstavljaju 5% ukupnog broja STE-AIM bolesnika u Srbiji. U nasoj studiji
ukupno ih je ukljuceno 6 zbog pomenute ucestalosti pojavljivanja. Njihova patofizioloSka osnova
nije sa sigurnoS¢u poznata, ali smatra se da ucestvuju isti fakori kao kod STE-AIM uz manje
varijacije (Vidal-Perez et al, 2019; Del Buono et al, 2022). Naime, iako je nivo LDL-holesterola
bio poviSen, pracen je izuzetno poviSenim nivoom HDL-holesterola. Nekoliko novijih studija
potvrduje ovaj nalaz visokih lipida kod MINOCA bolesnika, ali ne daje taan mehanizam kojim
do povecanja dolazi, koji ostaje nedovoljno razjaSnjen (Inandiklioglu et al, 2022; Kallmeyer et al,
2023). Svakako, povisen nivo HDL-holesterola sa svojim pozitivnih efektima u reverznom
transportu holesterola, ali i ¢injenici da je za njega vezan jedan od enzima antioksidativne zasStite
orgamizma, verovatno je jedan od razloga Sto ovi bolesnici 1 pored prisutnog infarkta miokarda
nemaju koronarne arterije sa klinicki znac¢ajnom stenozom, iako Gao i saradnici (Gao et al, 2022)
sugeriSu da terapija povecanja HDL-holesterola nema pozitvnog efekta na snizavanje faktora
rizika kod MINOCA bolesnika, ova veza ostaje da se potvrdi u budu¢im studijama na ve¢em broju
ispitanika.

Novoispitivani parametri telomera-telomeraza sistema su potom analizirani kod zdravih
ispitanika i u podgrupama bolesnika. Potvrdene su znacajano krace telomere leukocita kod sve
Cetiri podgrupe KVB bolesnika (odnosno AP, STE-AIM, MINOCA i bez stenta) u odnosu na
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kontrolnu grupu u nasoj studiji (Slika 18). Krace telomere kod MINOCA bolesnika (Inandiklioglu
et al, 2022) u odnosu na zdrave osobe, kao i kod bolesnika sa AIM (Gupta et al, 2020) i nonSTE-
AIM (Chan et al, 2020) u odnosu na zdrave ispitanike povrdene su u studijama i autori su se sloZili
da je LTL potencijalni biomakrer za skrining i prac¢enje pacijenata sa KAB, ali i da su potrebne
dodatne multicentralne studije da se ova pretpostavka potvrdi. Neophodno je ipak naglasiti da je
po prvi put u nasoj studiji odredena duZina telomera leukocita i aktivnost enzima telomeraze kod
MINOCA bolesnika u kombinaciji sa parametrima redoks statusa u Srbiji. Nedostatak razlike u
duzini telomera izmedu kardiovaskularnih podgrupa ukazuje da je prisustvo samog patoloskog
procesa, odnosno KVB, glavni razlog naruSavanja integriteta telomera i nezavistan je od daljih
specificnih kardiovaskularnih dogadaja (Fitzpatrick et al, 2007; Willeit et al, 2010). Kracée
telomere u grupi bolesnika, pratila je povecana aktivnost enzima telomeraze, kao klju¢nog enzima
za odrzavanje duzine telomera, kod sve Cetiri podgrupe bolesnika u odnosu na zdrave osobe. Tacan
mehanizam povecanja aktivnosti telomeraze u KVB nije poznat sa sigurnos¢u, ali se smatra da je
posredovan telomeraznom katalitickom subjedinicom (TERT) i njenom stimulacijom preko
formiranja 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanina (8-0xoG), produkta oksidacije guanina u
telomernoj DNK, s obzirom na to da je oksidativni stres neodvojiv proces u nastanku i
napredovanju KVB (Lee et al, 2017), a ¢iji mehanizam ¢e biti detaljnije objasnjen u daljem tekstu.
Sli¢no telomerama leukocita, nije uocena razlika u aktivnosti telomeraze izmedu ove Cetiri grupe
KVB bolesnika, Sto najverovatnije ukazuje da enzim ima generalno kardioprotektivno dejstvo
(Hoffmann et al, 2021). In vitro studije pokazale su da nakon akutnog infarkta miokarda aktiviranje
TERT subjedinice telomeraze u srcu vodi poboljSanju ventrikularne funkcije srca, usporenoj
kardijacnoj dilataciji 1 sveukupnom boljem prezivljavanju miSeva, Dodatno, TERT aktivacija
pracena je 1 povecanom pojavom Ki67 pozitivnih kardiomiocita, markera proliferacije koji ukazuje
na povecanu regeneraciju sr¢anog misi¢a nakon akutnog infarkta miokarda (Bdr et al, 2014, Ait-

Aissa et al, 2019).

Povecanju aktivnosti enzima telomeraze u grupi bolesnika verovatno doprinosi i terapija
statinima. Skorije studije dovele su u vezu statine, kao Cestu terapiju kod KVB bolesnika, sa
povecanom aktivnosti enzima telomeraze (Boccardi et al, 2013; Strazhesko et al, 2016). Znacajan
procenat bolesnika u nasoj studiji je na terapiji statinima (Tabela 5) u grupama STE-AIM i AP
bolesnika, dok ni MINOCA ni bolesnici bez stenta ih nisu dali ovaj podatak tokom uzimanja

anamnestickih podataka.

Analiziraju¢i odredene vremenske tacke STE-AIM bolesnika (akutno stanje — na samom
prijemu u intenzivnu jedninicu, dva sata nakon intervencije i 6 meseci nakon akutnog ogadaja),

nasi rezultati pokazuju povecanje aktivnosti enzima telomeraze u akutnoj fazi, odnosno na prijemu
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u intenzivnu jedinicu (Tabela 10), koja ostaje poviSena i Sest meseci od akutnog dogadaja.
Povecana aktivnost telomeraze najverovatnije je posledica skracenih telomera u akutnom stanju
bolesnika, koje ostaju krace u odnosu na zdrave osobe ¢ak i Sest meseci od akutnog dogadaja, $to
ukazuje da je potrebno vise od Sest meseci za potpuni oporavak od AIM, iako trenutno nema

dodatnih studija koje podrzavaju nase rezultate.

Vazan faktor nastanka i napredovanja KVB 1 samog procesa ateroskleroze je oksidativni
stres. U skladu sa tim, u ovoj studiji odredivan je i redoks status kod KV bolesnika, kroz nove
sveobuhvatne skorove (Poglavlje 3.5.). Uznapredovali oksidativni stres je uocen kod STE-AIM i
MINOCA bolesnika, gledano kroz poviSene vrednosti oksidativnog skora (Slika 21). Uoceno je
da se nakon pClI intervencije u znacajnoj meri pogorSava oksidativni stres kod STE-AIM
bolesnika, najverovatnije kao posledica nastanka reperfuzione povrede (Eltzschig et al, 2011;
Frohlich et al, 2013). Rezultati naSe studije pokazuju nagli pad antioksidativnog skora nakon pPCI
intervencije kod STE-AIM bolesnika, koji oslikava sveukupnu iscrpljenu antioksidativnu odbranu
organizma. Reperfuziona povreda je povreda tkiva koja nastaje nakon ponovnog uspostavljanja
normalnog krvotoka u prethodno ishemi¢nim podru¢jima, kao $to je slucaj kod akutnog infarkta
miokarda (Frohlich et al, 2013). Najznacajniji mehanizam povrede tkiva je upravo nastanak
oksidativnog stresa, s obzirom na to da reperfuziona povreda moze da uveca oslobadanje slobodnih
radikala i stoga, dodatno komplikuje redoks stanje u ve¢ oSte¢enom endotelijumu (Granger et al,
2015). Primeceno je da vrednosti prooksidativnog 1 oksidativnog skora kod STE-AIM bolesnika
ostaju visoke i nakon 6 meseci od akutnog dogadaja. U svojoj longitudinalnoj studiji, Napoleao i
saradnici pratili su markere inflamacije (P-selektin, solubilni CD40 ligand i TNF-alfa) 40 dana
nakon akutnog infarkta miokarda i pokazali da P-selektin i solubilni CD40 ligand pokazuju prvo
pad vrednosti u prvih sedam dana od AIM, a potom se vrednosti ponovno povecavaju i Cak
prevazilaze vrednosti akutnog stanja, dok vrednosti TNF-alfa ostaju poviSe tokom celog perioda
prac¢enja nakon AIM (Napoledo et al, 2007) . Imaju¢i u vidu povezanost inflamacije i oksidativnog
stresa u patologiji AIM, na$ nalaz povecanih pametara redoks statusa jo$ jednom povrdujucu da je

period od 6 meseci suvise kratak za za potpuni oporavak od AIM.

Povecanju aktivnosti enzima telomeraze i skrac¢ivanju duzine telomera leukocita kod KVB
najverovatnije doprinosi i prisutan oksidativni stres, Sto je i potvrdeno rezultatima u ovom
istrazivanju. Brojne su studije koje govore o ovoj vezi telomera-telomeraza sistema, oksidativnog
stresa 1 kardiovaskularnih bolesti. Efekti oksidativnog stresa na telomerazu joS uvek nisu dovljno
razjasnjeni. Dok neke studije sugeriSu da ROS promoviSu aktivnost telomeraze (Fouquerel et al,
2016; Lee et al, 2017), Aeby i saradnici predocili su svoje rezultate gde se aktivnost telomeraze

smanjuje u uslovima oksidativnog stresa (Aeby et al, 2016). Nasi rezultati potvrduju da je aktivnost
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telomeraze povecana u uslovima oksidativnog stresa, Sto se deSava nakon rekanalizacije
okludirane arterije (Tabela 10). Sa druge strane, Coluzzi i saradnici (Coluzzi et al, 2014), rade¢i
na primarnim fibroblastima, objasnili su da oksidativni stres oSteCuje telomere najverovatnije
putem stvaranja modifikovanih DNK baza (8-0x0G) i svaranjem jednolancanih prekida u DNK
lancu, koji su u stanju da pokrenu genomsku nestabilnost, dok su Tian i saradnici pokazali jaku
vezu izmedu kratkih telomera u leukocitima periferne krvi i preuranjene KAB (Tian et al, 2017).
Pojava kracih telomera kod bolesnika sa aterosklerozom moZe biti uzrokovano povecanom
potrosnjom leukocita u procesu inflamacije kao i ubrzanim troSenjem telomera usled povecane
replikacije zbog uznapredovalog stanja oksidativnog stresa (Yeh & Wang, 2016). AIM pokrece
snazan imunski odgovor koji podrazumeva povecanje novoa infmalatornih medijatora (kao Sto su
citokini) i aktivaciju signalnih puteva, najceS¢e DAMPs/TLR/IL-1 koji posledi¢no vodi regrutaciji
inflamatorinih ¢elija. Snazna inflamacija sluzi kako bi se pokrenuli reparatorni mehanizmi, ali sa
druge strane preterano snazni inflamatorni odgovor vodi remodelovanju leve komore i srcanoj
insuficijenciji. AIM je takode povezan sa aktivacijom koStane srZi koja vodi povecanom influksu
leukocita na mesto samog procesa $to dodatno pojacava proces ateroskleroze i doprinosi trajanju
infarkta miokarda (Fang et al, 2015; Ong et al, 2018). Sa druge strane, pove¢an BMI, dijabetes
melitus i intolerancija na glukozu (Tabela 8), koji su Cesto prate¢i komorbiditeti kod bolesnika sa
KAB, mogu svakako doprineti daljem skra¢ivanju LTL, isto kao 1 konzumiranje cigareta, stres i
stanje uznemirenosti, koji su Cesto prisutni kod ovih bolesnika, ali njihov uticaj nije dalje istraZivan

u ovoj studiji (Gielen et al, 2018; Piplani et al, 2018; Andujar et al, 2018).

Suprotno oc¢ekivanjima, rezultati u nasoj studiji pokazuju da reperfuziona povreda nije
uzrokovala skracivanje LTL. Uoceno je znacajno produzenje LTL nakon uspostavljanja protoka
okludirane arterije (Tabela 10). TaCan uzrok i mehanizam ovog procesa nisu poznati, ali
pretpostavlja se da prekomerno stvaranje prooksidanasa nakon rekanalizacije okludirane arterije
pokrec¢e kompenzatorne mehanizme za prezivljavanje, koji se ovde ogledaju u produZenim
telomerama kako bi omogucili duzi Zivot ovim vaznim igra¢ima imunskog sistema. U svojim
istrazivanjima, Lanna 1 njegova grupa pokazali su da T-Celije mogu da produze telomere bez
aktiviranja enzima telomeraze putem telomernih vezikula koje preuzimaju od antigen
prezentujucih Celija, Sto je jedan od mogucih scenarija i kod ovih bolesnika (Lanna et al, 2022).
Analiza telomera-telomeraza sistema pokazala je u ovoj studiji da nakon viSe meseci
kompenzatorni mehanizmi najverovatnije slabe, te su 1 vrednosti telomera slicne onima
neposredno pre pPCI, $to jos jednom potvrduje da je ovaj period od 6 meseci nedovoljan za potpuni
oporavak organizma od AIM ili pak da je bolest dobila hroni¢ni tok sa ponovnim jaCanjem uticaja

faktora rizika.
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Aterosklerotski tromb, uzet tokom same pPCI intervencije, i arterijska krv obradivani su
kao uzorci u ovoj studiji. Silvain i saradnici opisali su veoma sloZenu strukturu aterosklerotskog
tromba (Silvain et al, 2011). Oni su pokazali da u strukturi aterosklerotskog tromba dominiraju
fibrinska vlakna (~56%), zatim ¢elija kao Sto su trombociti (~16%), eritrociti (~11%) i leukociti
(~1,5%), 1 na kraju kristali holesterola (~5%) (Silvain et al, 2011). Analize duZine telomera i
aktivnosti enzima telomeraze na tromboaspiratima u nasoj studiji, gde smo izdvojili aterskleotski
tromb 1 nakon njegove mehani¢ke homogenizacije te€nim azotom koristili ga u celosti kao uzorak
za analizi, pokazali su sli¢ne rezultate kao u akutnom stanju (Tabela 9), sugeriSu¢i da jednom kad
nastane KAB moze da vodi narusavanju strukture telomera onemogucavajuci im na taj nacin
fizioloSku funkciju 1 modifikuju¢i telomeraze stalnim ubrzavanjem njihove aktivnosti.
Najverovatnji mehanizmi stimulacije telomeraze je putem stvaranja 8-oksoguanin formacija kao
Sto je prethodno objaSnjeno. Narduccci je sa svojom istrazivackom grupom izveo sli¢an
eksperiment i takode pokazao visoku aktivnost telomeraze u polimorfonuklearnim neutrofilima
koronarnih plakova dobijenih iz medijuma nakon ispiranja angioplasti¢nih balona (Narducci et al,
2007). Povecane vrednosti prooksidativnog skora i veoma povecane vrednosti antioksidativnog
skora u naSoj studiji (Tabela 14) ukazuju takode na ozbiljno uznapredovalo stanje oksidativnog
stresa, u kom se ve¢ aktivirali kompenzatorni mehanizmi poput antioksidativne zastite,
najverovatnije prouzrokuje promenu strukture telomera i1 aktivnosti telomeraze. Neophodno je
naglasiti, prvi put u naSoj studiji je ispitivana veza izmedu telomera-telomeraza sistema i redoks

statusa na celom aterosklerotskom trombu izolovanom tokom pPCI intervencije.

Najcesce koriS¢eni uzorak u laboratorijskoj praksi je periferna venska krv, dok je arterijska
krv gotovo napustena kao uzorak osim za analizu acido-baznog statusa i gasova u krvi (Kim et al,
2013; Ayaz et al 2021). Najveci broj studija vezanih za AIM raden je u uzorcima periferne venske
krvi (Matin et al, 2020; Sotoudeh Anvari et al, 2016, Di Filippo et al, 2006) ili pak na uzorcima
biopsija krvnih sudova u in vivo i in vitro studijama (Shrestha et al, 2018; Rios-Navarroet al,
2021). Eksperimenti Szasz i saradnika na zdravim aortama i venama Cava pacova, pokazali su
znaCajnu razliku u pogledu metabolizma ROS, tacnije povecano stvaranje ROS, koje prati
povecana ekspresija glavnih enzima ROS metabolizma (kao $ro su ksantin-oksidaza, Cu,Zn-SOD
i katalaza), pokazana je u uzorcima vene cava, dok isto nije pokazano u uzorcima aorte (Szasz et
al, 2008). U skladu sa tim, odredivali smo parametre redoks statusa i telomera-telomeraza sistema
u uzorcima 1 arterijske krvi kod STE-AIM bolesnika u nasoj studiji. UocCeni su slicne vrednosti
LTL i aktivnosti enzima telomeraze u akutnom stanju bolesnika (Tabela 10). Sa druge strane
parametri redoks statusa oslikavaju veoma izraZeno stanje oksidativnog stresa (Tabela 13), koje se
ogleda kroz izuzetno povecane vrednosti proksidativnhog i oksidativnog skora, i istroSenu

antioksidativnu zaStitu. Ovakvo stanje ukazuje da je oksidativni stres u arterijskoj krvi
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najverovatnije prouzrokovan akutno rekanalizacijom okludirane arterije, odnosno reperfuzionom
povredom (Herrington et al, 2012), s obzirom da su vrednosti antioksidativnog skora izuzetno

niske.

Neraskidiva veza izmedu parametara oksidativnog stresa i telomera-telomeraza sistema
potvrdena je i u nasem istrazivanju. Primetili smo da kod zdravih osoba, sniZena aktivnost
telomeraze moZe da bude uslovljena povecanim oksidativnim stresom, s obzirom na to da je
negativna korelacija uoCena sa parametrima redoks statusa (Tabela 15). SniZenju aktivnosti
telomeraze mogu da doprinesu pratece bolesti kao Sto su bolesti jetre koje se ogledaju kroz
povecane aktivnosti enzima, kao Sto su AST, ALT i LDH. Bolesti jetre Cesti su kao komorbiditeti
KVB (Xanthopoulos et al, 2019). Visoka aktivnost enzima telomeraze povezana je Cesto sa
visokom regenarativnom sposobnoSc¢u jetre (Lin et al, 2018). U stanjima kada je fizioloSka
funkcija jetre narusena, povecavaju se markeri funkcije jetre (enzimi AST, ALT i LDH) i najcesce
je pra¢eno gubljenjem njene regenerativne sposobnosti, Sto se oslikava na aktivnost telomeraze
(Rudolph et al, 2000). U svojim studijama, Rudolph 1 saradnici pokazali su na telomeraza-
deficijentnim miSevima da ponovno reaktiviranje ovog enzima dovodi do popravljanja funkcija
jetre i smanjuje napredovanje ciroze (Rudolph et al, 2000). Dodatno, snizenje ukupnih proteina
plazme moZze dovesti takode do sniZenja aktivnosti telomeraze, Sto je i ocekivano, s obzirom na to
da je telomeraza, kao i svi enzimi, proteinski kompleks (Kamal et al, 2020). DuZina telomera moZe
se povecati sa povecanjem vrednosti HDL-holesterola, kao sto su potvrdili Rehkopf i saradnici u
trogodiSnjoj longitudinalnoj studiji kod osoba sa prisutnim faktorima rizika (kao $to su gojaznost,
insulinska rezistencija, visok krvni pritisak, visoki lipidni status), pokazuju¢i pozitivnu korelaciju
vrednosti HDL-holesterla i duZine telomera (Rehkopf et al, 2016). Ova pozitivna korelacija
najverovatnije je uslovljena kardioprotektivnim osobinama HDL-holesterola (Rehkopf et al,

2016).

Redoks status parametri pokazuju pozitivhu vezu sa lipidnim parametrima, Sto je i
ocekivano, s obzirom na to da je oksidacija lipida jedan od klju¢nih dogadaja narusenog
metabolizma lipida i samim tim i1 uzrok KVB (Malekmohammad et al, 2021). Oksidativni skor je
u statisticki znacajno negativnoj vezi sa antioksidativnim skorom (Tabela 16), sto joS jednom
potvrduje da napredovanje oksidativnog stresa vodi iscrpljenju antioksidativne zaStite organizma

(Sharifi-Rad et al, 2020).

U grupi KV bolesnika, veza medu parametrima redoks i lipidnog statusa potvrduje
prethodne pretpostavke, poviSene vrednosti triglicerida neminovno ¢e dovesti do povecanja
prooksidativnog i oksidativnog skora, a antioksidativni skor se inicijalno povecava kao
kompenzatorni mehanizam. PoviSenju vrednosti prooksidativnog skora dodatno ¢e doprineti i
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povisene vrednosti ukupnog holesterola (Tabela 16). Skracivanje duZine telomera dovodi do
aktiviranja enzima telomeraze, s obzirom na to da je glavni enzim koji u€estvuje u odrZzavanju
njihove duZine u ¢elijama. Bitna veza uoc¢ena je izmedu aktivnosti telomeraze i broja trombocita,
tacnije sa povecanjem broja trombocita, povecava se i aktivnost telomeraze. Tac¢na i direktna veza
izmedu ova dva parametra nije sa sigurnoS¢u poznata. Studije su pokazale vezu trombocita i
infarkta miokarda odnosno KVB. Poznato je da trombociti imaju sposobnost da otpo¢nu i uticu na
sam tok inflamacije tako Sto luce selektine, jedan od najbolje poznatih je svakako P-selektin. P-
selektin je potvrden kao ucesnik u stvaranju trombociti-neutrofili ¢elijskih kompleksa, za koje se
smatra da imaju pozitivan uticaj na ishemija/reperfuzionu povredu tkivu, tako $to smanjuju
mogucnost inflitracije neutrofila (Hatucha et al, 2021), a sam proces KVB 1 infarkt miokarda
dovode do povecanja aktivnosti telomeraze kako smo ve¢ pokazali. Detaljnija uzrocno-posledi¢na

veza izmedu ova dva parametra ostaje da bude razjaSnjena u daljim istraZivanjima.

Kako bi bolje razumeli vezu izmedu parametara i njihovu sposobnost da uti¢u jedni na
druge, parametre smo grupisali u nekoliko modela u cilju pronalaska najboljeg prediktora duZine

telomera leukocita.

Pokazali smo da model koji se sastoji od aktivnosti telomeraze, HDL-c i LDL-c (Tabela
14) moze da bude znacajan prediktor duZine telomera leukocita. IstraZivanja do sada pokazala su
umerenu korelaciju izmedu duZine telomera leukocita i triglicerida (negativna) i nivoa HDL-c
(pozitivna) (Rehkopf et al, 2016) i sa hiperholesterolemijom kod mladih osoba (negativna)
(Banach & Penson, 2020). Dodatno, kratke telomere leukocita su povezane i sa lipidnim statusom
razli¢itim molekularnim mehanizmima, kao Sto su povecana inflamacija i oksidativno oStecenje,
procesi koji su ve¢ opisani kao mogucéi uzroci skraivanja telomera (Révész et al, 2014), ali
precizni mehanizmi joS uvek ostaju nerazjasSnjeni. U skladu sa rezultatima pomenutih studija stoji
i drugi model, koji pored prethodno opisanih parametara ima i oksidativni skor (Tabela 17).
Svakako, ovaj rezultat ukazuje na potencijalnu ulogu LTL kao markera za progresiju ili pak ishod

KVB.

U cilju potvrde da li LTL mozZe biti koriS¢en kao makrer progresije i/ili ishoda KVB,
bolesnici su praceni i 4 godine nakon akutnog dogadaja. NaSi rezultati idu u korak sa vec
publikovanim rezultatima studija koji pokazuju da LTL moze biti povezana sa jednogodiSnjim
ishodom KAB (Margaritis et al, 2017), tacnije vrednosti LTL niZe od 0,916. Magaritis
istrazivacka grupa je predloZila kao samostalan prediktor ishoda kardiovaskularnih dogadaja u
post-AIM stanjima nezavistan od godina bolesnika. Zaista, dva preminula bolesnika i bolesnik koji

je imao reinfarkt u nasoj studiji, po podacima cetvorogodiSnjeg pracenja imali su LTL u najnizem
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tercilu vrednosti telomera, a sli¢no je pokazano i u arterijskim uzorcima. Ipak, dalja istraZivanja

na vec¢em broju ispitanika neophodna su kako bi se dublje razumela ova uzajamna povezanost.

Rana dijagnostika akutnog infarkta miokarda je od velike vaznosti, kako bi se bolesnici na
vreme zbrinuli i uputili na odgovarajucu terapiju. Postoji konstantna potreba za dovoljno ta¢nim
klinickim markerima koji ¢e sa sigurnos¢u uspeti da prepoznaju i otkriju STE-AIM bolesnike, i
samim tim povecati procenat uspeSnosti njihovog lecenja i samim tim preZivljavanja. Stoga je
veoma bitan podatak, kada se ispituju novi parametri i njihova klini¢ka tacnost, upravo njihova
sposobnost da razdvoje dva razlicita entiteta. U ovoj studiji testirali smo nove parametere po vise
kriterijuma (STE-AIM bolesnici u odnosu na zdrave osobe, u odnosu na NSTE-AIM i u odnosu
na sve ostale KVB bolesnike uklju¢ene u studiju), i zasebno ni jedan od novih parametara nije
imao dovoljnu klini¢ku tac¢nost da razdvoji podgrupe bolesnika (Tabela 18). Nakon grupisanja u
modele, izdvojila su se tri znacajna modela (Tabela 19). Najbolju diskriminatornu sposobnost da
razdvoje zdrave osobe od STE-AIM bolesnika imali su modeli koji su ukljucivali parametre
telomera-telomeraza sistema i drugi model koji je uklju¢ivao sve parametre redoks statusa. Jedini
model koji je imao dovoljno visoku znacajnost, ali slabu diskriminatornu sposobnost da razdvoji
STE-AIM bolesnike od svih ostalih bolesnika je model koji uklju¢uje sve nove parametre, odnosno
LTL, aktivnost telomeraze, prooksidativni, antioksidativni i oksidativni skor (Tabela 19).
Neophodno je naglasiti da je ova analiza klini¢ke ta€nosti parametara telomera-telomeraza sistema

i redoks statusa kod STE-AIM bolesnika u Srbiji, uradena prvi put u nasoj studiji.

Znacajna uloga oksidativnog stresa u patofiziologiji AIM je pokazana u mnogim
istrazivanjima kao i doprinos telomera-telomeraza sistema (Bagatini et al, 2011; Yeh & Wang,
2016). Isto tako, uloga rutinskih biohemijskih i hematoloSkih parametara (kao $to su lipidi, CRP,
ukupan broj leukocita i drugi) u nastanku i napredovanju AIM je ve¢ dobro poznata i ovi parametri
su naj¢esce u interpretaciji grupisani na osnovu njihovih sli¢nosti ili porekla. U ovoj studiji, uz
pomo¢ PCA analize, ispitivani parametri su kombinovani samo na osnovu njihove varijabilnosti u
nove parametre, takozvane faktore, iako nemaju sli¢no poreklo (npr. lipidi parametri) ili pak ulogu
u patofiziogiji AIM (npr. faktori rizika za razvoj KVB). Na ovaj nacin, dobijeni su sveobuhvatniji
parametri koji mogu eventualno imati vecu sposobnost da oslikavaju patofiziologiju AIM ili/i
ishod same bolesti, Sto moze biti od klinicke vaZnosti. Uticaj novonastalih parametara na ishod
bolesnika sa AIM evaluiran je kroz njihov uticaj na SYNTAX skor, skor koji se formira na osnovu
klinickog stanja bolesnika 1 broja i procenta okluzije koronarnih arterija, a ima zadatak da ukaze
na ozbiljnost stanja bolesnika koji se upucuju na pPCI intervenciju (Sianos et al, 2005).
Predvidanje visokog SYNTAX skora je od velike vaznosti, s obzirom da predstavlja objektivnu

meru kompleksnosti KAB i sluzi kao alat za procenu stanja bolesti i razumevanje njene prognoze.
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Dodatno, studije su predlozile SYNTAX skor kao efikasnu refleksiju ozbiljnosti stanja
aterosklerotskog plaka (Brugaletta et al, 2012; Cavalcante et al, 2017; Yammine et al, 2017). U
ovoj studiji, kombinacija pojedinanih parametara redoks statusa i LTL u uzorcima periferne
venske krvi formirale su ,,Oksidativni-telomera faktor, faktor koji podrazumeva pozitivni
doprinos PAB, TAS, IMA i LTL, ukazuju¢i da oko 12% varijanse u SYNTAX skoru potice od
ova cCetiri parametra (Tabela 18). Van Belle i1 saradnici su pokazali da nezavisno povecanje
vrednosti IMA kod AIM bolesnika (Van Belle et al, 2010), 1 predloZzili ovaj biomarker kao moguci
i nezavistan prediktor jednogodiSnjeg kardioloSkog ishoda kod KVB bolesnika. Nivoi IMA,
mereni u prva 24 Casa od prijema u koronarnu jedinicu, pokazali su sposobnost da identifikuju
bolesnika koji zahtevaju agresivniji medicinski tretman, kao $to je pPCI (Van Belle et al, 2010).
Sa druge strane, Panjwani 1 saradnici sugerisali su da IMA ipak ne moZe biti samostalno koriS¢en
kao parametar za identifikaciju AIM budu¢i da njegov ishod moze da zavisi i od drugih faktora,
kao Sto je nivo serumskog albumina (Panjwani et al, 2019). Isto tako PAB se smatra
sveobuhvatnim biomarkerom koji istovremeno meri balans izmedu plazma prooksidanasa i
kapaciteta antioksidanasa, i ve¢ je savetovana njegova upotreba kao pogodnog parametra za
procenu oksidativnog stresa kod STE-AIM bolesnika od strane razliCitih grupa, gde visoke
vrednosti PAB-a kod bolesnika sa koronarno arterijskom bolesti ukazuju na povecan nivo
oksidativnog stresa kod ovih bolesnika (Kotur-Stevuljevic et al, 2009; Nabatchican et al, 2014).
SniZzene vrednosti TAS-a ve¢ su primecene u studijama o KAB (Aksoy et al, 2012; Yildiz et al,
2021), ali njihova prediktivna sposobnost jo$ uvek nije opisana. Studije govore, takode, o kratkim
LTL kao nezavisnom faktoru rizika za predvidanje kratkoronih MACE (eng. Major adverse
cardiovascular events) 1 dugoro¢nog ishoda kod KAB bolesnika. Postoji obrnuto proporcionalna
povezanost LTL sa koronarnom bolesti srca, koja je nezavisna od tradicionalnih kardiovaskularnih
faktora rizika (Yin et al, 2018). Dodatno, oksidativni stres se smatra moguc¢im c¢iniocem koji
doprinosi skra¢enju LTL kod visoko rizi¢nih osoba za KAB. Ta¢an mehanizam kojim oksidativni
stres dovodi do skracenja LTL nije sa sigurnoS¢u poznat, ali je njegov pretopostavljeni mehanizam
opisan prethodno u tekstu. Stoga, ovaj faktor dobijen u PCA analizi prestavlja jedinstvenu
kombinaciju markera periferne krvi, koja je sposobna da predvidi viSe vrednosti SYNTAX skora
i posledi¢no ukaZe na kompleksnije stanje i ozbiljniju prognozu AIM bolesnika koji idu na pPCI
intervenciju, a koja u ranijim studijama nije bila opisana. U arterijskoj krvi, LTL zajedno sa
pozitivnim uceS¢em aktivnosti enzima paraoksonaze 1 TOS formirala je ,,Arterijski oksidativni-
telomera faktor* koji ukazuje na poreklo oko 11% varijabilnosti u SYNTAX skoru. TOS je mera
kompletnog prooksidativhog okruZenja (suma dejstva vodonik-peroksida i lipidnih
hidroperoksida) u krvi, uzimaju¢i u obzir 1 njihov aditivni efekat (Erel, 2005). lako je pokazano

da TOS pokazuje pozitivhu i nezavisnu korelaciju za nastanak kardiovaskularnih bolesti kod
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postmenopauzalnih Zena (Klisi¢ et al, 2020), jos uvek nema dovoljno studija koje potvrduju njegov
dijagnosticki potencijal. Nasuprot TOS, paraoksonaza je enzim antioksidativne zaStite 1 njegova
anti-inflamatorna, anti-apoptotska, antiagregatorna uloga kao 1 uloga u modifikovanju lipida su
dobro poznate (Shokri et al, 2020). Preostali prametri (PAB, TAS, IMA) sa superoksidnim
anjonom formirali su ,,Oksidativni faktor* u aterijskoj krvi, koji u najve¢oj meri doprinosi
varijabilnosti u SYNTAX skoru sa ¢ak 43%, Sto potvrduje veliki uticaj oksidativnog stresa u
kardiovaskularnim bolestima (Senoner & Dichtl, 2019), o ¢emu je prethodno bilo re¢i. Dodatno u
prilog oksidativnog stresa stoji 11% varijabilnosti u SYNTAX skoru poreklom od ,,Oksidativni-
telomeraza faktora* koji ukljucuje pozitivne uticaje enzima telomeraze, TOS i superoksid-

dismutaze.

Drugi izdvojeni faktor Cine koncentracija hemoglobina, nivoa ukupnog holesterola i
ukupnih serumskih proteina, nazvan ,,Holesterol-protein faktor®, i ima nesto niZi udeo, odnosno
pokazuje da 8,5% varijanse kod SYNTAX skora potice od ova tri biomarkera. Niska koncentracija
hemoglobina je obi¢no povezana sa anemijom koja u stanju akutnog koronarnog sindroma moze
dodatno da pogorSa ishemiju miokarda, s obzirom na to da postoji ve¢ nedovoljno snabdevanje
miokarda kiseonikom, ali podataka koji povezuju anemiju sa klinickim ishodom u AKS jos uvek
nema dovoljno. Sabatine i njegova istrazivacka grupa su u svom istrazivanju na velikom broju
bolesnika sa AKS pronasli znacajnu i nezavisnu vezu izmedu koncentracije hemoglobina i
ozbiljnijeg kardiovaskularnog ishoda (Sabatine et al, 2005). U njihovoj studiji, medu STE-AIM
bolesnicima, uocen je progresivni porast smrtnih ishoda usled kardiovaskularnih dogadaja kao i
zatajivanje srca u sluajevima kada je nivo hemoglobina opao ispod 140 g/L, ukazujuci da anemija
moZe biti snaZan i nezavistan pokazatelj glavnih ozbiljnih kardiovaskularnih dogadaja kod
bolesnika sa AKS (Sabatine et al, 2005). Dodatno, Feng i saradnici vrednostima hemoglobina
dodali su starosnu dob bolesnika, nivoe albumina i kreatinina kod bolesnika sa AIM (Feng et al,
2011). Medutim, ne postoje podaci koji ukazuju na direktnu povezanost koncentracije
hemoglobina i SYNTAX skora. Sa druge strane, lipoproteinske subklase su dobro poznati faktor
rizika za AIM (Soedamah-Muthu et al, 2003). Standardni lipidni panel povezan sa KVB sastoji se
od visokih vrednosti triglicerida, visokih vrednosti non-HDL-holesterola (narocito povecane
vrednosti malih, gustih LDL cestica) i niskih vrednosti HDL-holesterola (Xu et al, 2020), a
dodatno su Xu i njegova grupa pronasli vezu izmedu nivoa Lp(a) i SYNTAX skora u grupi
bolesnika sa vrednostima LDL-holesterola preko 2,59 mmol/L (Xu et al, 2020). Do sada nema
publikovanih podataka koji bi doveli u vezu SYNTAX skor sa ukupnim proteinima seruma.
Studije objavljene do sada pokazuju jedino vezu hsCRP-a, albumina i SYNTAX skora. Precizna
povezanost izmedu ovih parametara nije sa sigurnos¢u poznata, ali moze da podrazumeva vise

mogucih mehanizama. Inflamacija igra bitnu ulogu u svim stadijumima ateroskleroze, sto znaci
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da su sniZen nivo albumina i visok nivo CRP-a, kao proteini akutne faze, povezani sa samom
prirodom procesa. Visok nivo CRP-a moZe biti prate¢a pojava mnogih procesa, kao Sto su
preuzimanje LDL-holesterola od strane makrofaga i njihovo pretvaranje u penaste Celije, dok je
sniZen nivo albumina direktno povezan sa snizenom viskoznoS$¢u krvi, a samim tim i naruSenom
funkcijom endotela, povecanom aktivnosti trombocita i agregacijom (Karabag et al, 2018). Svi
ovi procesi doprinose progresiji aterosklerotskog procesa koji se moze reflektovati kroz SYNTAX
skor, budu¢i da su Karabag 1 kolege pokazali da odnos hsCRP/albumin kao indikator usko povezan
sa kompleksnosc¢u i stanjem bolesnika sa KAB, ali i kao i nezavisnim prediktorom srednje visokih
vrednosti SYNTAX skor-a (Karabag et al, 2018). Ipak, dalja istrazivanja su neophodna kako bi
se razumela ova intrigiraju¢a povezanost. NajviSi procenat varijacije, ¢ak 17%, objasnio je
,» Iriglicerid-protein‘ faktor koji je uklju€io pozitivni doprinos standardnih ucesnika razvoja
aterosklerotskog procesa, odnosno trigliceride, proizvode oksidacije proteina gledane kroz AOPP

i antioksidativnu zasStitu organizma prikazanu kroz ukupne SH-grupe proteina.

Ipak, samo neki od novoformiranih faktora su bili dovoljno znacajni da predvide visoke
vrednosti SYNTAX skora 1 to ,,Oksidativni-telomera faktor* i ,,Holesterol-protein faktor* iz
periferne venske krvi (Tabela 19). Ovaj rezultat svedoc¢i o neraskidivoj vezi lipida i oksidativnog
stresa u nastanku i napredovanju kardiovaskularnih bolesti, kojima se neizostavno moZe dodati

duzina telomera leukocita kao potecijalno obecavajuci parametar.

U ovoj studiji, za razliku od STE-AIM bolesnika koji su bili dobro definisani, nonSTE-
AIM bolesnici su ukljucivali nekoliko podgrupa bolesnika primljenih u urgentnu jedinicu
(Poglavlje 3.1.1). U akutnom stanju, veoma je tesko izvrSiti brzu diskriminaciju bolesnika sa STE-
AIM od onih sa nonSTE-AIM. U klinickoj praksi, naj¢ece se koriste vrednosti sréanog troponina
I (cTnl) 1 EEG kao parametri procene. Sr¢ani troponin I (cTnl) je specifi¢an biomarker za oSte¢enja
miokardijuma i smatra se zlatnim standardom za dijagnostikovanje infarkta miokarda (Hasi¢ et al,
2003). Napredak u analitickoj osetljivosti analiza za cTnl povukao je za sobom neminovni gubitak
u njegovoj specifi¢nosti u njegovoj najklasi¢nijoj primeni, odnosno dijagnostici akutnog infarkta
miokarda. Bolesnici sa blago poviSenim vrednostima cTnl po svemu sude¢i upadaju u rizi¢nu zonu
dijagnosticke nesigurnosti buduéi da razlozi za blago povisene vrednosti cTnl mogu biti veoma
razliciti (bioloSka varijacija, analiticki problemi, povecana propustljivost plazma membrane kao i
ostecenje kardiomiocita izazvano infarktom koji mogu dovesti do citosolnog oslobadanja Tnl
(Alaour et al, 2018). Uzimajuci sve prethodno receno jasno je da postoji konstantna potreba za
razvijanjem novih biomarkera, sa dovoljno visokom specificnosc¢u i osetljivos¢u na akutni infarkt
miokarda koji ¢e biti u stanju da pomognu u ranoj dijagnozi ovog stanja. Novoformirani

,,Oksidativni-telomera* faktor je pokazao zadovoljavaju¢u diskriminatornu sposobnost u
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razdvajanju STE-AIM bolesnika od nonSTE-AIM koja do sada nije potvrdena u studijama. Studija
Hjort 1 saradnika ispituje diskriminatornu sposobnost nekoliko zasebnih biohemijskih parametara
(kao $to je mioglobina, N-terminalni pro-BNP, serumski amiloid A1 i 2, Interleukin-6, fibroblastni
faktor rasta 23, apolipoproten C-I) da razdvoji STE-AIM bolesnike od NSTE-AIM bolesnika, $to
i uspevaju u akutnom stanju, ali se njihova diskriminatorna spospsbnost gubi tokom 6 godina
pracenja od akutnog dogadaja (Hjort et al, 2021). U ovoj studiji, nakon 4 godine pracenja
pacijenata nije bila saklupljana krv od istih, pa stoga nije bilo moguce odrediti ispitivane
parametre. Dodatne longitudinalne studije na ve¢em broju ispitanika neophodne su da se potvrdi

diskriminatorna sposobnost ,,Oksidativnog-telomera* faktora iz ove studije.
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6. Zakljucci

U ovoj studiji analizirani su novi parametri telomera-telomeraza sistema odnosno duzina

telomera leukocita 1 aktivnost enzima telomeraze, 1 redoks statusa izraZzeni kao sveobuhvatni

skorovi (prooksidativni, antioksidativni i oksidativni) odnosno njihova potencijalna primena u

rutinskoj klini¢koj laboratorijskoj praksi. Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije doneti su

sledeci zakljucci:

1.

Validacijom metoda za odredivanje relativne duZine telomera i aktivnosti enzima
telomeraze, pokazana je zadovoljavajuca reproducibinost i ponovljivost metoda, u okviru
15% preporucenih od strane FDA za klinicke metode, i samim tim je njihova potencijalna

implementacija u klinickoj praksi moguca.

Ispitivanjem stabilnosti uzorka za odredivanje aktivnosti enzima telomeraze pokazano je da
proteinski ekstrakt treba analizirati odmah nakon zavrSenog izolovanja ili ga pak treba

skladistiti na -80°C ukoliko nije moguce nastaviti odmah odredivanje aktivnosti telomeraze.

Odredena je relativna duZina telomera i aktivnost enzima telomeraze u leukocitima
periferne venske krvi kod zdravih osoba, kao i vrednosti sveobuhvatnih parametara redoks
statusa (prooksidativni, antioksidativni i oksidativni skor) i izraCunate su referentne
vrednosti, s obzirom na to da su ovi parametri odredivani po prvi put u populaciji u Srbiji u
ovoj studiji.

Uocene su skracene LTL kod STE-AIM, MINOCA bolesnika i bolesnika bez stenta u
odnosu na kontrolnu grupu, koje su pracene povisenom aktivnosti enzima telomeraze kod
ovih podgrupa kardiovaskularnih bolesnika u odnosu na zdrave osobe. AP bolesnici su

pokazali duZe telomere u odnosu na zdrave osobe 1 aktivniju telomerazu.

Relativna duZina telomera i aktivnost enzima telomeraze u leukocitima arterijske krvi i
homogenatu tromboaspirata u STE-AIM podgrupi bolesnika prate vrednosti ova dva

parametra u perifernoj venskoj krvi (kra¢e LTL i poviSena aktivnost telomeraze).

Uocen je uznapredovali oksidativni stres, pracen dodatnim pogorSanjem usled reperfuzione
povrede nakon rekanalizacije okludirane arterije procenjen kroz pogorSanje novih

parametra redoks statusa.

Rezultati ovog istraZivanja potvrduju postojanje veze izmedu faktora rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti, oksidativnog stresa kao 1 telomera-telomeraze sistema kod STE-
AIM bolesnika, a verovatno i kod MINOCA bolesnika §to je neophodno potvrditi na ve¢em

broju uzoraka.

&7



Doktorska disertacija A.Vukasinovic¢

8.

10.

Krac¢e LTL u perifernoj 1 arterijskoj krvi u negativnoj su vezi sa klinickim pokazateljima
statusa bolesnika nakon akutnog infarkta miokarda i dugoro¢nom prognozom bolesnika sa

STE-AIM praceno kroz SYNTAX skor.

Nova kombinacija parametara redoks statusa (PAB, TAS, IMA) i duzina telomera u okviru
,,Oksidativnog-telomera faktora® dobijenog pomocu PCA analize ucestvuje velikim
procentom u predikciji poviSenih vrednosti SYNTAX skora koji ukazuje na ozbiljnost

stanja bolesnika koji se upuc¢uju na pPCI intervenciju.

,,Oksidativno telomera faktor je u stanju da primenom u logistickoj regresionoj analizi
razdvoji KVB bolesnike od zdravih osoba, kao 1 STE-AIM bolesnike od svih ostalih KVB

bolesnika.
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Prilog 1.

Priprema hladnog CHAPS Lizirajuceg pufera

CHAPS hladni liziraju¢i pufer sadrzi:

10mM TRIS-HCI (pH=7,5)
- 1mM MgCl,

- ImM EGTA

- 0,ImM AEBSF

- 5mM B-merkaptoetanola

- 0,05% CHPAS

- 10% glicerol

Rastvor se priprema neposredno pred samo izolovanje telomeraze, a f-merkaptoetanol je
preporucljivo dodati pred samo rastvaranje izolovanih ¢elija/leukocita. CHAPS hladni lizirajuci
pufer (2ml; 20analiza) je najbolje pripremiti pipetiranjem razblaZivanjem radnih/postojecih

rastvora i to prema slede¢oj Semi:

Rastvor/supstanca Koncentracija rastvora/supstance Zapremina (pL)
H>O0 (duplo destilovana) / 836,7

TRIS base 50mM 400

HCI 37% 1

MgCl, 50mM 40

EGTA 10mM 200
AEBSF ImM 200
Glicerol Gustine 1,26g/mol 159
CHAPS 100mM 162,6
[-merkaptoetanol 14,3M 0,7
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Prilog 2.

Aktivnost telomeraze — Real-Time PCR

Aktivnost telomeraze moze se odreditii pomo¢u RTq-PCR metode, koja ima tri koraka kao
1 tradicionalni TRAP metoda, s tom razlikom da izostaje elektroforetsko razdvajanje proizvoda
PCR reakcije, ve¢ se oni kvantifikuju tokom samog PCR-a. Kao standardi koriste se razblaZenja

proteinskog sktrakta celijskih linija.

RTqg-PCR reakcija se priprema po sledecoj Semi:

Reakciona smesa Koncentracija (zavrsna) Zapremina (pL)
H>0 (PCR clean) / 4
HOT FIREPoI® EvaGreen® 1x 2
qPCR Mix Plus (ROX) (5x)
TS prajmer (18, ImM) 0,1pg 0,5
ACX prajmer (11,1mM) 0,1pg 0,5
Uzorak (proteinski / 3
ekstrakt)/Standard

Ukupno: 10

PCR plocu cnetrifugirati na 1900 obrtaja 2 minuta. Real-time PCR aparat podesiti prema

sledec¢em protokolu:

Temperatura (°C) Vreme Broj ciklusa

25 30 minuta 1

95 12 minuta 1

95 15 sekundi

. 50
60 15 sekundi . ) .
(ciklusi umnoZavanja)

72 30 sekundi*

95 10 sekundi

60 60 sekundi 1

95 15 sekundi (kriva disocijacije)
60 15 sekundi
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Prilog 3.

DuZina telomera leukocita— Real-Time PCR

Duzina telomera se moze odrediti upotrebom RTq-PCR metode, a uz koriS¢enje
komercijalnih standarda za telomere moguce ih je i apslutno kvantifikovati. DuZina telomera

leukocita se radi u odnosu na jedan referentni gen (albumin).

RTqg-PCR reakcione smeSe za LTL 1 referentnog gena albumina se pripremaju prema

identi¢noj Semi koja sledi, ali se izvode u dve odvojene reakcione RTq-PCR ploce:

Reakciona smeSa Koncentracija (finalna) Zapremina (pL)

H>0 (PCR clean) / 2

HOT FIREPoI® EvaGreen® Ix )

qPCR Mix Plus (ROX) (5x)

Forward prajmer telome‘ra/ 500nM )

Forward prajmer albumina

Reverse prajmer telome.ra/ 500nM 2

Reverse prajmer albumina

Uzorak genomske DNK /standard / 2
Ukupno: 10

PCR ploce centrifugirati na 1900 obrtaja 2 minuta. Real-time PCR aparat namestiti podesiti

prema slede¢em protokolu za odredivanje LTL:

Temperatura (°C) Vreme Broj ciklusa
95 12 minuta 1
95 15 sekundi
62 10 sekundi 4
87 15 sekundi
95 15 sekundi
. 40
62 10 sekundi . )
(ciklusa umnoZzavanja)
72 15 sekundi
95 1 sekund
1
50 1 sekund . T
(kriva disocijacije)
95 kontinuirano
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Real-time PCR aparat namestiti podesiti prema slede¢em protokolu za odredivanje LTL:

Temperatura (°C) Vreme Broj ciklusa
95 12 minuta 1
95 15 sekundi
. 40
62 10 sekundi ) . .
(ciklusa umnoZzavanja)
87 15 sekundi
95 1 sekund
1
50 1 sekund . T
(kriva disocijacije)
95 kontinuirano
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1. AytopcTBo. J/[o3BoJpaBaTe YyMHOKABakE, NUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMIITaBakE Jeia, U pepae,
aKo ce HaBeJle M€ ayTopa Ha HAa4HMH opel)eH 011 CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUICHIIE, YaK U Y
koMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000HM]a O] CBHX JIMIICHIIH.

2. AyTOpCTBO — HeKOMepuHjaaHo. J[03BosbaBaTe yMHOKaBakE, TUCTPUOYITH]Y U JaBHO
caolITaBame JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauMH ojipel)eH o] CTpaHe ayTopa
WM naBaoria nuneHie. OBa JIMIIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIIHjaTHy yoTpeOy nena.

3. AYyTOpCTBO — HeKOMepIHjaaIHo — 0e3 mpepajaa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBambe, AUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBamke Jena, 0e3 mpoMeHa, IPeoOIMKOBamka UK yIOTpede 1ejia y CBOM JIey, ako ce
HaBeJle UM€ ayTopa Ha HauMH ojipel)eH o1 CTpaHe ayTopa WK JaBaolia juiieHie. OBa JHIeHIa He
7I03BOJbaBa KOMEpPLHUjaIHy yHoTpeOy Aena. Y OAHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMIIEHIIE, OBOM JIUIICHIIOM C€
orpanuyasa Hajsehu oOuM npasa Kopuiihema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjAJTHO — JeJIUTH MO HCTUM YCJ0BUMA. J[03BOJbaBaTe YMHOKABAKE,
TUCTPUOYITH]Y M JaBHO CAOIIIIITaBakE JIeJIa, U TPepajie, ako C€ HaBeIe UME ayTopa Ha HAYWH
oapeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JUIEHIIE U aKo ce Ipepaja IUCTpUuOyHrpa Mo UCTOM HIIN
cIMYHOM JuieHoM. OBa JHUIIEHIIa He JJ03BOJbaBa KOMEPLIUjaIHy YIIoTpeOy /iena u npepaja.

5. AyTopcTBo — 0e3 npepajaa. /[o3BosbaBaTe YMHOXaBamWke, JUCTPUOYIN]Y U JABHO CAOTIIITABAKE
nena, 6e3 mpomMeHa, MpeoOIMKOBamka WK YIIOTpeOe /1ea y CBOM ey, ako e HaBeJe UMe ayTopa
Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe ayTopa wiu AaBaolia juieHie. OBa JIMIEHIa 103B0JbaBa
KOMEepIUjaliHy yrnoTpeoy nena.

6. AYTOPCTBO — 1eJIMTH MO UCTUM ycjaoBUMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKABAE, JUCTPUOYITH]Y U
JaBHO caoIITaBame JieNa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe
ayTopa WIH JaBaolia JHUIICHIIC U aKO Ce Mpepaja TUCTPUOyHpa Mol UCTOM WM CIMYHOM JIUIIEHI[OM.
OBga nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIUjalIHy yroTpeOy nena u npepaga. CianyHa je cohTBepCKUM

JUIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.



