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Ispitivanje markera inflamacije pentraksina 3, ciklofilina A i heparin-vezujuceg epidermalnog
faktora rasta kod bolesnika sa akutnim infarktom miokarda sa ST elevacijom

Rezime

Poznato je da je koronarna arterijska bolest (KAB) povezana sa inflamatornim i oksidativnim
procesima koji dovode do okluzije koronarnih arterija i akutnog koronarnog sindroma, najceSce
infarkta miokarda sa ST-elevacijom (STEMI). Jos uvek se traga za biomarkerima koji bi bili korisni u
klasifikaciji bolesnika prema teZzini bolesti i u predvidanju buducih sr¢anih dogadaja. Svrha ove studije
je da se ispitaju koncentracije pentraksina 3 (PTX3), ciklofilina A (CyPA) i heparin-vezujuceg
epidermalnog faktora rasta (HB-EGF) kod bolesnika sa STEMI (N=87) u odnosu na zdrave osobe
(N=193) i bolesnike sa stabilnom anginom pektoris (N=15) kako bi se utvrdilo da li su promene ovih
parametara posledica hroni¢ne srcane bolesti ili im se vrednosti menjaju usled akutnih poremecaja u
STEMI. Dodatno je analizirano da li primena primarne perkutane koronarne intervencije (pPCI) dovodi
do ostecenja krvnih sudova srca $to ¢e se manifestovati kroz promenu u koncentracijama navedenih
ispitivanih parametara. Ovi parametri su analizirani i kod bolesnika sa dijagnozom infarkta miokarda
bez opstrukcije koronarnih arterija (MINOCA). Studija je pokazala da su inflamatorni biomarkeri
PTX3 i HB-EGF poviseni u STEMI i da se znacajno menjaju posle pPCIl kod bolesnika sa
opstruktivnom KAB u poredenju sa vrednostima pre procedure. MINOCA bolesnici imali su zna¢ajno
vise vrednosti PTX3 u odnosu na bolesnike sa STEMI. Kako bi se ispitali nezavisni prediktori visokih
koncentracija PTX3 i HB-EGF kod bolesnika sa STEMI, primenjena je faktorska analiza. Faktor
metabolicko-oksidativnog stresa je znacajan prediktor visokih koncentracija PTX3, dok je PTX3
znacajan prediktor visokih koncentracija HB-EGF. Osim toga, rezultati su pokazali da je identifikacija
MINOCA etiologije kljucna za lecenje ovih bolesnika u ¢emu, pored standardnih procedura, moze
pomo¢i odredivanje koncentracije PTX3.

Kljuéne reci: akutni infarkta miokarda sa ST-elevacijom, pentraksin 3, ciklofilin A, heparin-vezujuéi
epidermalni faktor rasta, oksidativni stres

Nauéna oblast: Farmaceutske nauke

UZa naucna oblast: Medicinska biohemija



Examination of inflammatory markers pentraxin 3, cyclophilin A and heparin-binding epidermal
growth factor in patients with acute myocardial infarction with ST-elevation

Abstract

Since the association of coronary artery disease (CAD) with inflammatory and oxidative
processes that leads to the development of coronary artery occlusion and acute coronary syndrome,
most commonly in the form of ST-elevation myocardial infarction (STEMI) have been recognized,
biomarkers that would be useful in classifying patients according to disease severity and in predicting
future cardiac events are still being sought. This study aimed to examine the concentrations of
pentraxin 3 (PTX3), cyclophilin A (CyPA) and heparin-binding epidermal growth factor-like growth
factor (HB-EGF) in patients with STEMI (N = 87) compared to healthy subjects (N = 193) and patients
with stable angina pectoris (N = 15) to determine whether changes in these parameters are due to
chronic heart disease or their values change due to acute disorders in STEMI. It was additionally
analyzed whether the application of primary percutaneous coronary intervention (pPCI) leads to
damage of the heart blood vessels, which will be manifested as a change in the concentrations of the
examined parameters. These parameters were also analyzed in patients with the diagnosis of the
myocardial infarction without coronary artery obstruction (MINOCA). This study showed that the
inflammatory biomarkers PTX3 and HB-EGF are elevated in STEMI and change significantly after
pPCI in patients with obstructive CAD compared to pre-procedure values. MINOCA patients had
significantly higher PTX3 values compared to patients with STEMI. Factor analysis was applied to
examine independent predictors of high PTX3 and HB-EGF concentrations in patients with STEMI.
The metabolic-oxidative stress factor is a significant predictor of high concentrations of PTX3, while
PTX3 is a significant predictor of high concentrations of HB-EGF. Besides, the results showed that the
identification of MINOCA etiology is crucial for the treatment of these patients in which the
determination of PTX3 concentration can help, in addition to standard procedures.

Key words: acute myocardial infarction with ST-elevation, pentraxin 3, cyclophilin A, heparin-binding
epidermal growth factor-like growth factor, oxidative stress

Scientific field: Pharmaceutical sciences

Special topics: Medical biochemistry
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1. UvOD

Koronarna arterijska bolest (KAB) sa svojim klini¢kim manifestacijama u vidu angine pektoris,
akutnog infarkta miokarda (AIM), sr¢ane slabosti i iznenadne sr¢ane smrti, ve¢ dugo je vodeéi uzrok
smrti u razvijenim zemljama, a poslednjih godina i u zemljama u razvoju (1). Nezarazne bolesti, od
kojih kardiovaskularne bolesti (KVB) ¢ine skoro polovinu, preuzele su od zaraznih bolesti prvo mesto
po broju obolelih, pri ¢emu su ovim bolestima najpogodenije slabo- i srednje razvijene zemlje kako po
stopi obolevanja, tako i po procentu smrtnih ishoda i broju prevremeno umrlih (2). Epidemioloski
podaci govore da su KVB vode¢i uzrok smrtnosti medu Evropljanima kao i Sirom sveta. Studija Global
Burden of Disease je utvrdila da je 29,6% svih smrtnih ishoda u svetu tokom 2010. godine (skoro 16
miliona smrtnih slucajeva) izazvano KVB, S§to predstavlja veéi procenat od zaraznih, urodenih,
neonatalnih bolesti i poremecaja u ishrani zajedno, i dva puta veéi procenat od smrtnih ishoda
uzrokovanih malignim bolestima (3), a smatra se da ¢e do 2030. godine broj umrlih od KVB godi$nje
premasiti 23 miliona (2).

Uprkos smanjenju stope mortaliteta u mnogim zemljama Evrope poslednjih godina, KVB su
odgovorne za oko 4 miliona smrtnih sluc¢ajeva, odnosno skoro polovinu svih smrtnih ishoda godisnje,
od cega je oko 18% prevremeno umrlih, pre 65. godine Zivota. Procenat smrtnih ishoda je bitno veci
medu Zenama (51%) nego medu muskarcima (42%). KAB, ako se posmatra odvojeno, godiSnje je
uzrok mortaliteta kod oko 1,8 miliona stanovnika Evrope (4). Prema podacima Instituta za javno
zdravlje ,,Milan Jovanovi¢ Batut®, u Srbiji su u 2016. godini bolesti srca i krvnih sudova ¢inile 51,7%
svih smrtnih uzroka (5).

KAB je povezana sa inflamatornim i oksidativnim procesima koji se odvijaju unutar arterijskog
zida, koji, kako bolest napreduje dovode prvo do oStecenja i disfunkcije endotela, zaim dolazi do
stvaranja aterosklerotskog plaka i razvoja koronarne stenoze, $to kao krajnji ishod ima okluziju
koronarne arterije koja se klini¢ki manifestuje kao akutni koronarni sindrom (AKS) (6) (Slika 1).

AKS je zajednicki naziv za skup klini¢kih simptoma i znakova ishemije miokarda koji se mogu
javiti u vidu nestabilne angine pektoris (NSAP), infarkta miokarda bez ST-elevacije (NSTEMI, engl.
non-ST-elevation myocardial infarction) ili infarkta miokarda sa ST-elevacijom (STEMI, engl. ST-
elevation myocardial infarction) (7,8). Smatra se da postoje dva koraka u nastanju AKS: prvi je
stvaranje nestabilnih plakova i njihovo odvajanje, a drugi je poveéanje trombogenog potencijala Krvi
(9). Glavno obelezje AKS je nastanak neravnoteze izmedu potro$nje i potraznje za kiseonikom u
miokardu, kao rezultat opstrukcije koronarne arterije (10). Dosadasnje studije kod bolesnika sa KAB
ukazale su na postojanje vise faktora koji mogu dovesti do nestabilnosti i rupture plaka: faktori
povezani sa lipidima (LDL-holesterol i lipoprotein (a)); faktori povezani sa oksidativnim stresom
(glutation peroksidaza i mijeloperoksidaza (MPO)); inflamacija u arterijskom zidu posredovana
brojnim faktorima: C-reaktivni protein (CRP), citokini, hemokini, faktori rasta, adhezioni molekuli,
proteoliticki enzimi kao §to su matriks metaloproteinaze (MMPs) (6,11).
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Slika 1. Inflamatorni procesi koji doprinose nastanku koronarne bolesti
Mnogi faktori doprinose nastanku koronarne bolesti: endotel je ostecen i aktiviran hemodinamskim stresom;
trombociti adheriraju §to pokreée infiltraciju leukocita i stvaranje tromba; LDL Ccestica se oksiduje i preko
scavenger receptora preuzima od strane makrofaga nakon cdega nastaju penaste celije. Disfunkcionalna
ekspresija citokina, lipidnih medijatora, slobodnih radikala i proteaza pogorsava inflamaciju i osteéenje
endotela uz nastanak ateroma, rupturu plaka i formiranje tromba. Na ove procese uticu faktori rizika kao Sto su
pusenje, naslede, hiperholesterolemija, hipertenzija, gojaznost, dijabetes, starost i pol.
Skracenice: IFN-y - interferon-y; IL-10 - interleukin-10; MMP - matriks metaloproteinaza; TGF-§ - faktor rasta
tumora B; Th - T-helper celija; VCAM-1 - adhezioni molekul vaskularnih celija-1
(lzvor: Derek G. Waller BSc (HONS), DM, MBBS (HONS), FRCP, Anthony P. Sampson MA, PhD, FHEA,
FBPhS, in Medical Pharmacology and Therapeutics (Fifth Edition), 2018)

Prema IV univerzalnoj definiciji AIM Evropskog udruzenja kariologa (engl. European Society
of Cardiology, ESC) iz 2018. godine, termin AIM koristi se kada postoji akutno oste¢enje miokarda sa
klinickim dokazima akutne ishemije miokarda uz detekciju porasta i/ili pada vrednosti troponina sa
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najmanje jednom vredno$éu iznad 99-0g percentila gornje granice referentne vrednosti, u kombinaciji
sa najmanje jednim od simptoma koji se uklapaju u klini¢ku sliku (12).
Simptomi i znaci AIM mogu biti:
e simptomi ishemije miokarda
e nove ishemi¢ne promene na EKG-u (nova znacajna promena ST-T segmenta ili novi
blok leve grane)
e razvoj patoloskog Q zupca
e dijagnosticki potvrden poremecaj u pokretljivosti zida komora (engl. regional wall
motion abnormality, RWMA)
e intrakoronarni tromb vidljiv pri angiografiji ili autopsiji

Smatra se da postoji vise tipova AIM, a dva su najcesc¢a: tip 1, koji nastaje spontano, usled
rupture aterosklerotskog plaka, 1 tip 2, koga karakteriSe disbalans izmedu snabdevanja i potreba
miokarda za kiseonikom uzrokovan stenozom, spazmom ili disekcijom koronarne arterije (13). Akutna
koronarna tromboza nastala kao posledica rupture, erozije ili disekcije aterosklerotskog plaka, moze
dovesti do potupne okluzije koronarne arterije 1 na taj nacin predstavlja glavni uzrok nastanka STEML
Postoje vise dokaza da stvaranje tromba zavisi od brojnih faktora koji deluju lokalno i utiCu na njegov
rast i stabilizaciju. Hiperaktivnost trombocita i oksidativni stres imaju klju¢ne uloge u izazivanju
nestabilnosti plaka, kao i rupture ili erozije plaka sa sledstvenim nastankom tromba kod bolesnika sa
STEMI (14).

Jos 80-tih godina proslog veka, DeWood i sar. su na osnovu angiografskih nalaza utvrdili da je
kod oko 90% bolesnika sa STEMI prisutna okluzija bar jedne koronarne arterije, dok je kod bolesnika
sa NSTEMI ucestalost okluzija oko 26%. Postojanje angiografski potvrdene KAB ukazuje na znacaj
procesa ateroskleoroze u patogenezi AIM, medutim oko 10% bolesnika sa STEMI nema angiografski
potvrdenu znacajnu KAB (15,16). Kasnije su velike studije potvrdile da se u 1-13% sluc¢ajeva STEMI
javlja u odsustvu opstruktivne KAB, ¢ime su se otvorila pitanja o0 moguéem mehanizmu oSte¢enja
miokarda kod ovih bolesnika, kao i razlici u terapijskom pristupu u odnosu na pacijente sa
opstruktivnom KAB (17-19). Istrazivaci su za pacijente sa ovom dijagnozom uveli termin infarkt
miokarda bez opstrukcije koronarnih arterija (engl. myocardial infarction with non-obstructive
coronary arteries, MINOCA). Za postavljanje dijagnoze MINOCA potrebni su klini¢ki dokazi
postojanja AIM kao i odsustva opstrukcije koronarnih arterija. Dijagnoza se postavlja nakon koronarne
angiografije izvedene u proceni klini¢ke slike sa simptomima i znacima STEMI. Angiografski
kriterijum za postavljanje dijagnoze MINOCA je odsustvo stenoze >50% na jednoj ili viSe koronarnih
arterija (13). MINOCA se smatra radnom dijagnozom, kao i sréana slabost npr., i zahteva dodatnu
procenu u odnosu na osnovni mehanizam nastanka.

Neopstruktivna KAB kod bolesnika sa simptomima ishemije i ST-elevacijom, odnosno
MINOCA, ne iskljucuje etiologiju aterotromboze, jer je intrakoronarna tromboza dinamic¢an fenomen i
nastali tromb moze biti neopstruktivan i/ili nestati spontano ili pod dejstvom terapije. Posle
isklju¢ivanja znacajne opstrukcije na jednoj ili vise koronarnih arterija kod bolesnika sa STEMI treba
uraditi angiografiju leve komore ili transtorakalni ultrazvuk srca, radi procene pokretljivosti zidova
leve komore ili postojanja perikardne efuzije (20).

Magnetna rezonanca (engl. magnetic resonance imaginig, MRI) srca je klju¢na za postavljanje
definitivne dijagnoze kod MINOCA bolesnika; ovom tehnikom moZze se napraviti razlika izmedu
miokarditisa, kardiomiopatije ili ishemije kao uzroka oStecenja, ali se ne moze utvrditi razlog ishemije
(ruptura plaka, vazospazam, tromboembolija, disekcija) (21). Osim toga, ovom tehnikom se mogu
identifikovati poremecaji pokretljivosti zida leve komore, prisustvo edema miokarda ili fibroze (21,22).
Instravaskularom ultrazvu¢nom (engl. intravascular ultrasound, IVUS) tehnikom tokom kateterizacije



moze se otkriti ruptura ili erozija aterosklerotskog plaka, kao i koronarna disekcija ili tromboza, $to se
ne moze uvek precizno utvrditi tokom angiografije (17).

NajceS¢im uzrocima nastanka MINOCA smatraju se ruptura ili erozija plaka, spazam
koronarnih arterija, tromboembolija, koronarna disekcija, takotsubo kardiomiopatija i miokarditis.
Medutim, pri postavljanju dijagnoze MINOCA treba uzeti u obzir i sve moguce uzroke nastanka AIM
tipa 2, gde u razvoju nekroze miokarda izazvane disbalansom izmedu snabdevanja i potreba za
kiseonikom ne ucestvuju nestabilni koronarni plakovi, nije prisutna tromboza krvnog suda ve¢ druga
stanja (tahiaritmija, hemoragija, sepsa, hipertenzivna kriza) koja povecavaju potrebu miokarda za
kiseonikom, u prisustvu ili odsustvu stenoze, spazma ili disekcije koronarne arterije (13,22,23).

Postavljanje pravovremene dijagnoze MINOCA vazno je jer ovi bolesnici zahtevaju drugaciji
pristup leCenju u odnosu na pacijente sa potvrdenom okluzivnom KAB; sa druge strane samo
postavljanje dijagnoze je otezano bez procene uzroka nastanka ove vrste infarkta kao i postojanja
odgovarajuc¢eg biomarkera koji bi bio od pomo¢i u postavljanju dijagnoze. Ovo je posebno vazno ako
se zna da je troponin biomarker specifican za srce kao organ, ali ne i za odredenu bolest. Povecana
vrednost troponina ne ukazuje nuzno na AIM, ve¢ predstavlja znak oStecenja ili nekroze kardiomiocita,
tako da se povecana vrednost srece i kod niza kako koronarnih (ruptura plaka, spazam koronarne
arterije, trombofilije sa koronarnom trombozom) tako i nekoronarnih poremecaja (miokarditis, akutna
disekcija aorte, kardiomiopatija, tahiaritmija, kardiotoksi¢ni hemoterapeutici, insult, plu¢na embolija,
sepsa, terminalna faza bubrezne insufucujencije, uzimanje simpatomimetika kao Sto su kokain i
metamfetamini) (13,24). Prema relevantnoj literaturi, miokarditis se smatra jednim od najc¢es¢ih uzroka
MINOCA i rutinsko odredivanje CRP moze pruziti korisne informacije za dijagnozu (18). Iako ishod
MINOCA veoma zavisi od osnovnog uzroka, prognoza je ozbiljna, sa smrtno$¢u tokom 1 godine od
oko 3,5% (25).

S druge strane, prema smernicama ESC iz 2017. godine, primarna perkutana koronarna
intervencija (pPCl) je preporuka klase | (nivo preporuke A) kao prioritetna reperfuziona terapija kod
bolesnika sa STEMI koji imaju znacajnu stenozu koronarnih arterija (26). U vodi¢u za leCenje STEMI
bolesnika sa potvrdenom KAB (STEMI-KAB) koje je izdalo Ameri¢ko udruzenje za sréane bolesti
(engl. American Heart Association, AHA), rana mehanicka reperfuzija miokarda pomoé¢u pPClI spada u
preporuke klase | za pacijente primljene sa dijagnozom STEMI i simptomima/znacima ishemije unutar
12 sati od pojave prvih simptoma (bola u grudima kao najceSceg), kod pacijenta kod kojih je
kontraindikovana fibrinoliticka terapija, kao i kod bolesnika sa akutnim kadiogenim Sokom ili teSkom
sréanom slabos¢u (27). pPCI je efikasna strategija za smanjenje veli¢ine infarkta, o€uvanje funkcije
leve komore i prevenciju razvoja sréane slabosti (28). Prema Nacionalnom vodi¢u dobre klinicke
prakse za leCenje ishemijske bolesti srca koje je izdalo Ministarstvo zdravlja Republike Srbije 2012.
godine, kod bolesnika sa STEMI, mehanicka reperfuzija je prvi nivo terapijskog pristupa (klasa
preporuke I, nivo dokaza A). U slu¢aju nemoguénosti izvodenja pPCI, pristupa se prehospitalnoj
trombolizi (u odsustvu kontraindikacija) (29). Medutim, kod pacijenta koji se upucuju na pPCI jo$ uvek
nisu ustanovljeni markeri koji bi bili od koristi za prognozu i ishod pPCI (30).

Vise klini¢kih studija je potvrdilo prednost pPCI, odnosno mehanicke reperfuzije, u odnosu na
trombolizu, kao farmakoloske reperfuzije u smanjenju mortaliteta, razvoju reinfarkta i insulta (30,31).
Osim toga, postavljanje stentova obloZenih lekom tokom revaskularizacije kod bolesnika sa STEMI
smanjuje nastanak restenoze, kao moguce postoperativne komplikacije izvodenja pPCI (28,29).
Restenoza se moze javiti i nekoliko meseci nakon pPCl, a predstavlja kompleksan proces koji ukljucuje
faktore inflamacije, hiperplaziju intime, kao i vaskularno remodelovanje. Tokom izvodenja pPCI, balon
se koristi da raSiri vaskularni zid stenozom zahvacenog krvnog suda pre implantacije stenta; medutim,
ovo moze da dovede do oSte¢enja zida krvnog suda, a kao odgovor na ovo oSteéenje povecava se
oslobadanje tkivnih faktora koji dovode do proliferacije vaskularnih glatkih migiénih ¢elija (VGMC) i



inflamatornih celija, §to dalje pokrece proces remodelovanja i hiperplaziju intime sa restenozom kao
mogucim krajnjim ishodom (32).

Kao $to je navedeno, pri samom izvodenju pPCI intervencije dolazi do oSte¢enja endotela, $to
moze uticati na inflamatorni status, odnosno vrednosti inflamatornih parametara. Za sada nema
literaturnih podataka o tome da li postoji povezanost izmedu povrede endotela pri pPCI sa nekim
drugim promenama u akutnom stanju, npr. sa oksidativnim stresom.

1.1. Biomarkeri

Posto je prepoznato da inflamatorni i imunoloski procesi interaguju u kompleksnoj kaskadi
formiranja aterosklerotskog plaka koji dovodi do stenoze i okluzije koronarnih arterija, i dalje se traga
za biomarkerima koji bi mogli biti korisni u klasifikaciji bolesnika prema tezini bolesti i u predvidanju
buducih sréanih dogadaja (33,34). Troponin omogucéava postavljanje dijagnoze AIM, ali je tesko
dijagnostikovati pacijente sa teSkom KAB ili nestabilnim aterosklerotskim plakovima koji ¢e izazvati
AIM u bliskoj buducnosti (35). lako je odredivanje niskih koncentracija CRP kao dijagnosti¢kog
markera u ishemijskim bolestima srca u Sirokoj upotrebi, povecanje koncentracije CRP u serumu u
AKS smatra se nespecificnim odgovorom na oStecenje miokarda, tako da je aktuelna uloga CRP u
patogenezi oStecenja srca jo$ uvek predmet polemika (36). AHA je 2013. godine u vodi¢u za procenu
kardiovaskularnog rizika uvrstilo odredivanje visokoosetljivog C-reaktivnog proteina (engl. high
sensitive C-reactive protein, hsCRP) u preporuke klase 1lb sa ciljem da pomogne u odluci o
sprovodenju terapije (37). hsCRP je koristan za predvidanje buducih kardiovaskularnih dogadaja, ali ne
moze da se koristi za diferencijalnu dijagnozu postoje¢e KVB jer ima ograni¢enu sposobnost
predvidanja teZine koronarne stenoze ili utvrdivanja postojanja aterosklerotskog plaka (36). Zbog toga
se analiziraju novi inflamatorni parametri i parametri oksidativnog stresa kako bi se dobila potpunija
slika o pojavi i ishodima kardiovaskularnih dogadaja. Takvi novi markeri su pentraksin 3 (engl.
pentraxin 3, PTX3), ciklofilin A (engl. cyclophilin A, CyPA) i heparin-vezujuci epidermalni faktor
rasta (engl. heparin-binding epidermal growth factor-like growth factor, HB-EGF). lako su ovi
parametri ukljuceni u razlicite faze razvoja AIM, mehanizmi njihove aktivacije se medusobno ne
iskljuc¢uju. Visoke koncentracije sva tri biomarkera zabelezene su nakon AIM; u veéini studija
povezane su sa loSijim ishodom AIM (38-40). Medutim, modulacija visokih koncentracija ovih
parametara kao i ukupan uticaj ovih promena jo§ uvek nije poznat.

1.1.1. Inflamatorni biomarkeri
1.1.2. Pentraksin 3

Pentraksini su superfamilija filogenetski sacuvanih multimernih proteina koja je na osnovu
veli¢ine podeljena u dve podgrupe: klasi¢ni kratkolancani pentraksini (oko 25kD) ¢iji predstavnici su
CRP i serum amiloid P, i dugolancani pentraksini (oko 40kDa) ¢iji je predstavnik PTX3. Medusobno se
razlikuju po organizaciji gena, celijskoj ekspresiji i ligandima koje vezuju (8,41). Obe podgrupe
pentraksina u€estvuju u regulaciji mitogenih signalnih puteva, u odrzavanju celijske proliferacije i
angiogeneze, i uticu na intenzitet apoptoze i invazije kancerskih celija (42).

Pentraksini predstavljaju glavnu komponenatu humoralnog imuniteta (42), i sadrze
karakteristiCan domen pentraksina na C-terminalnom kraju (43). Spadaju u proteine akutne faze Cija je

glavna funkcija prepoznavanje i eliminacija patogenih agenasa iz organizma (44).



Kratkolan¢ani pentraksin CRP sintetiSe se u jetri u odgovoru na inflamatorne signale, pre svega
interleukin 6 (IL-6), i sluzi kao marker inflamacije i infekcije. Zbog razlike u sekvenci CRP izmedu
miSeva i ¢oveka, rezultati eksperimetalnih studija ne pruzaju adekvatne odgovore o funkcijama CRP
kod Coveka, i mi§ji CRP nije protein akutne faze (41). Za razliku od CRP, PTX3 je sacuvao svoje
osnovne funkcije 1 karakteristike tokom evolucije, tako da su studije sprovedene na misevima dale
dosta podataka o ulogama ovog proteina kod ljudi.

PTX3 naziva se jo§ TSG-14 (engl. tumor necrosis factor stimulated gene 14). Gen za humani
PTX3 identifikovan je u kulturi endotelnih ¢elija umbilikalne vene (engl. human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC) stimulisanih pomocu interleukina 1B (IL-1B) kao i u kulturi fibroblasta
nakon stimulacije pomoc¢u faktora nekroze tumora a (engl. tumor necrosis factor a, TNFa). Nalazi se
na 3. hromozomu, deo q25, i ¢ine ga tri egzona; prvi egzon kodira N-terminalni domen pentraksina do
nukleotida 197, drugi kodira nukleotide 198-599, a tre¢i od nukleotida 600 do C-terminalnog domena.
C-terminalni domen PTX3 identi¢an je drugom egzonu gena kratkih pentraksina. PTX3 ima
molekulsku masu od 40,6 kDa (43) a strukturno je organizovan u vidu izduzenog oktamera
sastavljenog od dva kovalentno vezana tetramera (45). PTX3 nije komponenta klasi¢nog odgovora
akutne faze u sistemskoj inflamaciji kao CRP, ve¢ je specifi¢niji marker vaskularne inflamacije (46).

Prokismalni promoter humanog PTX3 gena je osetljiv na TNFa i IL-1p, ali ne i na IL-6. U ovoj
sekvenci su identifikovana vezuju¢a mesta za brojne transkripcione faktore, ukljuc¢ujué¢i NF-xB (engl.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) putem koga dolazi do aktivacije
transkripcije PTX3 u odgovoru na IL-1B i TNFa (43). Mononuklearni fagociti, dendriti¢ne celije,
fibroblasti, glatke misiéne ¢elije (GMC) i vaskularne endotelne ¢elije (VEC) stvaraju PTX3 u odgovoru
na primarne inflamatorne signale, koji uglavnom poticu od citokina kao $to su IL-1p, TNFa (kao S§to je
ve¢ navedeno) i agonista Toll-like receptora (TLR, engl. Toll-like receptor) (47). Ekspresiju PTX3 u
humanim monocitima osim proinflamatornih citokina stimulise i bakterijski lipopolisaharid (LPS). Ova
indukcija je brza i dostize pik 4-6 sati nakon stimulacije (43). Interesantno je da na pojacano stvaranje
PTX3 uti¢u i antiinflamatorni agensi interleukin 10 (IL-10) i lipoproteini velike gustine (HDL). HDL
indukuje ekspresiju iRNK PTX3 i oslobadanje PTX3 u humanim endotelnim ¢elijama putem aktivacije
PI3K/Akt (engl. phosphatidyl-inosytol-3-kinase) puta, $to moze da uti¢e na nize koncentracije PTX3
kod osoba sa metabolickim sindromom koje imaju snizen HDL (48). Interferon-y snazno inhibira
ekspresiju PTX3 u monocitima, kao 1 sekreciju ovog proteina stimulisanu pomoc¢u IL-18, TNFa i LPS
(43).

PTX3 je strukturno povezan ali ipak razli¢it od ostalih klasi¢nih pentraksina. Prototip je
dugolanc¢anih pentraksina, visoko je eksprimiran u srcu; moze biti sintetisan od strane razli¢itih vrsta
Celija, kao §to je ranije napomenuto, na samom mestu inflamacije (8,49,50), dok se tokom
diferencijacije polimorfonuklearnih neutrofila PTX3 stvara u kostanoj srzi, gde se nalazi uskladiSten u
neutrofilnim granulama tako da se moZe brzo osloboditi u odgovoru na inflamatorne signale kao 1
mikrobioloske agense koje prepoznaje (41). Svojim C-terminalnim domenom PTX3 velikim afinitetom
vezuje Clq komponentu komplementa, ubrzava eliminaciju mikroba i pospesuje njihovo
prepoznavanje od strane fagocita, a sa druge strane moze biti zaStita od nezeljene aktivacije
komplementa (41,47).

GMC stvaraju fibroblastni faktor rasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2, FGF2) koji
pozitivnom povratnom spregom stimuli$e njihovu proliferaciju i migraciju. Posto PTX3 inhibira FGF2-
indukovanu proliferaciju i hemotaksu GMC, Camozzi i sar. su ukazali na to da lokalna ushodna
regulacija PTX3 moze da inhibira aktivaciju GMC i angiogenezu posle povrede arterija (51).
Inhibitorni uticaj PTX3 na angiogenezu daje indicije da PTX3/FGF2 interakcija moZe predstavljati
mesto delovanja tretmana protiv restenoze koja nastaje usled prekomerne FGF2-posredovane
proliferacije GMC u zidu krvnog suda (52).



Maugeri i sar. su na modelu misa pokazali da PTX3 ima kardioprotektivnu i antiaterogenu
ulogu. Povisen je kod bolesnika sa perzistentnom vaskularnom inflamacijom kao Sto su sistemski
vaskulitis 1 hroni¢na sr¢ana slabost; u oba slucaja je nezavisan od CRP i identifikuje bolesnike sa tezim
oblikom bolesti i lo$ijim ishodom (53). Serumski nivo PTX3 je ustanovljen kao faktor rizika i
prognosti¢ki marker za KVB (54). PTX3 korelira sa mortalitetom od kardiovaskularnih i svih drugih
uzroka (53).

1.1.2.1. Uloga PTX3 u akutnom infarktu miokarda

Inflamacija igra jednu od klju¢nih uloga u razvoju i progresiji koronarne bolesti, a stimulacija
lokalne inflamatorne reakcije moze dovesti do rupture plaka, $to je inicijalna faza u razvoju AKS. CRP
1 PTX3 su dva predstavnika familije pentraksina koji se smatraju vaznim inflamatornim faktorima koji
ucestvuju u progresiji ateroskleroze. Zbog nespecificnosti CRP koga indukuju i nekoronarne bolesti,
PTXa3 je superiorniji od CRP kao inflamatorni marker u koronarnoj bolesti (52). Liu i sar. su nasli da se
pik porasta PTX3 u AIM javlja ranije od pika CRP, i da PTX3 moze da predvidi pojavu restenoze kod
bolesnika nakon postavljanja koronarnog bajpasa. PTX3 ima duzi poluzivot od CRP, i na njega ne
uti¢u koncentracije ukupnog holesterola, HDL-holesterola i hemoglobina, kao ni pusenje, gojaznost i
pol. Postoje pokazatelji da PTX3 ima potencijal kao indikator vulnerabilnosti koronarnog plaka (55).
Na modelu infarkta miokarda sa sledstvenom reperfuzijom pokazano je da je ekspresija PTX3
kontrolisana putem NF-kB (47).

Povecana koncentracija PTX3 u plazmi nalazi se u AKS 1 hroni¢noj sréanoj slabosti, Sto
ukazuje na moguénost klinicke upotrebe ovog markera u ranoj dijagnostici i praéenju sprovodenja
odgovarajuce terapije (49). Matsui i sar. su pokazali da je PTX3 nezavisan prediktor Sestomesetne
pojave novih kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika hospitalizovanih zbog NSAP ili NSTEMI (56),
dok su Ustiindag i sar. objavili rezultate da je PTX3 specifi¢niji marker za AKS u odnosu na troponin
kod bolesnika sa NSAP, NSTEMI i STEMI u prvih 6 sati od pojave bola u grudima (57). Porast
koncentracije PTX3 kod bolesnika sa NSAP nezavisan je od drugih koronarnih faktora rizika, kao §to
su gojaznost i dijabetes melitus (56).

Pojacana ekspresija PTX3 je zabelezena u VEC u humanim aterosklerotskim plakovima kao i u
humanim kardiomiocitima u dilatativnoj kardiomiopatiji (58). Tkivni faktor poreklom iz endotelnih
Celija, pokreta¢ procesa koagulacije, igra dominantnu ulogu u stvaranju tromba nakon rupture plaka i
ucestvuje u razvoju inflamatornih bolesti. Napoleone i sar. su dokazali da PTX3 povecava ekspresiju
tkivnog faktora u HUVEC izloZenim inflamatornim medijatorima kao §to su LPS, IL-1p 1 TNFa 1
pretpostavili da PTX3 uti¢e na prokoagulantnu aktivnost endotelnih Celija. Porast iRNK tkivnog
faktora u prisustvu PTX3 poti¢e od pojacane aktivnosti faktora c-Rel/p65 usled pojacane degradacije
inhibitornog proteina IkBa (59). Osim toga, pokazano je da makrofage koje su infiltrirale
uznapredovale aterosklerotske plakove i dovele do pucanja fibrozne kape 1 rupture plaka sadrze PTX3
koji pojacava prokoagulantnu aktivnost endotelnih ¢elija (60).

Sistemski nivo PTX3 pre pPCI reflektuje lokalni inflamatorni status i moze biti efikasan u
identifikovanju sastava plaka kod STEMI bolesnika. Poveéan PTX3 pre pPCl povezan je sa
poremecajem perfuzije miokarda posle pPCI i ukazuje na nestabilnost plaka na mestu koronarne lezije
bolje od ostalih markera, §to se moze pripisati znacajnoj vezi izmedu PTX3 i visokorizicne morfologije
plaka (kao Sto je ruptura plaka sa moguéno$éu embolizacije ili veliki nekroti¢ni omotac). Ponovljene
embolizacije mogu dovesti do inflamatorne reakcije i pogorSanja mikrovaskularne cirkulacije (60).

PTX3 u odnosu na CRP ima drugaciju patofiziolosku ulogu u infarktu miokarda. Vezivanjem za
P-selektin smanjuje dalju P-selektinom posredovanu infiltraciju neutrofila na mesto oSteCenja
miokarda, a vezivanjem za aktivirane trombocite smanjuje njihov proinflamatorni i protrombotski
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efekat kod bolesnika sa infarktom miokarda. P-selektin je eksprimiran na endotelnim celijama i
aktiviranim trombocitima 1 klju¢ni je signal koji reguliSe aktivnost i funkciju leukocita u cirkulaciji
preko svog receptora (P-selektin glikoprotein ligand 1) (53). U cirkulaciji bolesnika sa AIM neutrofili
sa niskim sadrzajem PTX3 cesto fizicki interaguju i formiraju agregate sa trombocitima. Ovi agregati
su retki kod zdravih osoba. Trombocitno-leukocitni agregati cesto se stvaraju u AKS i drugim
sistemskim inflamatornim bolestima. Frakcija trombocita koji eksprimiraju P-selektin u negativnoj je
korelaciji sa sadrzajem PTX3 u neutrofilima a u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom PTX3 u
plazmi. Postoji nedoumica oko toga da li prepoznavanje aktiviranih trombocita izaziva oslobadanje
PTX3 iz neutrofila i koja je uloga trombocitnog P-selektina. Jedan od predlozenih mehanizama je da
neutrofili kada se nadu blizu aktiviranih trombocita formiraju sa njima heteroagregate i dovode do
oslobadanja PTX3 iz neutrofila. Neutrofili prepoznaju P-selektin na trombocitima koji zatim dovodi do
aktiviranja neutrofila i oslobadanja molekula kao $to je MPO iz primarnih granula ali i PTX3 iz
sekundarnih granula, odnosno do potpune degranulacije, tako da veéina stimulusa koji izazivaju
oslobadanja MPO, dovode i do oslobadanja PTX3 (53).

Koli¢ina i kinetika povecanja koncentracije PTX3 u cirkulaciji u AIM viSe se slaze sa brzim
oslobadanjem PTX3 iz neutrofila, nego sa de novo sintezom i sekrecijom iz ¢elija u odgovoru na
lokalni stimulus; lokalna sinteza PTX3 od strane razli¢itih ¢elija u infarktom pogodenom podrucju
dovodi do povec¢anja PTX3 u plazmi u kasnijim fazama infarkta miokarda (47,53). Studije su pokazale
da su neutrofili iz sranog tkiva osoba sa obimnim AIM ispraznjeni od PTX3, §to je verovatno
posledica prethodne degranulacije, koja je paralelna sa porastom PTX3 u cirkulaciji. Nivo PTX3 se
znacajno menja tokom AIM, i ta rana kinetika PTX3 ¢ini ga potencijalnim markerom za AIM, posebno
u ranoj fazi AIM kada su konvencionalni markeri kao §to je troponin jo§ uvek u relativno niskoj
koncentraciji i zbog toga imaju manju osetljivost i preciznost. Kod bolesnika sa AIM znacajno je vece
povecanje nivoa PTX3 u pocetnoj fazi akutnog stanja (6-8 sati od pojave simptoma) nego posle 48 sati
(53).

Tokom kasnijih faza AIM, koje karakteriSe smanjena aktivnost trombocita i leukocita, znatna
frakcija cirkuliSucih trombocita sadrzi PTX3 vezan za membanu. Vezivanje PTX3 za trombocite kao
posledicu ima da PTX3 inhibira agregaciju trombocita indukovanu TRAP 6 (engl. thrombin receptor-
activating peptide-6) ili kolagenom i interferira sa vezivanjem fibrinogena za aktivirane trombocite.
PTX3 uti¢e na inflamatorni potencijal aktiviranih trombocita: stvaranje agregata sa neutrofilima 1
monocitima sprec¢eno je aktiviranim trombocitima za koji je vezan rekombinantni PTX3. Proto¢nom
citometrijom je dokazano da je inhibitorni efekat PTX3 na stvaranje trombocitno-neutrofilnih agregata
dozno-zavisan. U prisutvu PTX3, aktivirani trombociti su znacajno manje efikasni u ushodnoj
regulaciji CD11b/Cd18 integrina, koji je vaZan za sposobnost leukocita da adheriraju i migriraju unutar
tkiva zahvacenog inflamacijom. PTX3 vezan za aktivirane trobocite smanjuje njihov inflamatorni
potencijal, ucestvuje u modulaciji imunskog odgovora i ogranicava kolateralna oste¢enja okolnih tkiva
(53).

PTX3 reflektuje aktivnost aterosklerotskog procesa. U radu Kimura i sar. bolesnici sa
povecanim PTX3 imali su nizi LDL-holesterol (LDL-h) u odnosu na pacijente sa nizim PTX3, $to
ukazuje na to da PTX3 moze biti dijagnosticki marker za progresiju KVB. Osim toga, ovi autori su
ukazali na to da je povisen nivo PTX3 pre pPCI znacajno povezan sa ve¢om povrsinom plaka (60).
Kimura i sar. smatraju da postoji dilema oko toga $ta vise uti¢e na povecanje nivoa PTX3 u STEMI —
nestabilnost plaka ili ostecenje miokarda. Na osnovu promene u koncentraciji PTX3 posle pPCI u
lezijama sa ve¢im ili manjim o$te¢enjem miokarda, ovi autori su zakljuéili da PTX3 ukazuje kako na
stanje plaka tako i na ostecenje miokarda, i da se PTX3 u cirkulaciji menja u akutnoj fazi AIM na
vremenski odreden nacin. Pretpostavili su da PTX3 reflektuje nestabilnost plaka u lezijama sa manjom
povredom miokarda, $to se deSava u akutnoj fazi AIM, dok nivo PTX3 u kasnijim fazama raste i kao
odgovor na oSte¢enje u STEMI lezijama sa velikom povredom miokarda. Poremecaj perfuzije
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miokarda posle pPCI uslovljen je veli¢inom oStecenja miokarda i ima prognosticki znac¢aj za ishod kod
AIM bolesnika (60).

Studija Salio i sar. je pokazala zastitnu ulogu PTX3 jer je uoc¢eno vece oSte¢enje miokarda kod
PTX3-deficijentnih miSeva, Sto je najverovatnije posledica uticaja PTX3 na postreperfuziono osStec¢enje
miokarda (41). Posto se PTX3 eksprimira u razli¢itim tipovima ¢elija u infarktom zahvacenoj leziji
(makrofage 1 endotelne ¢elije oko nekroticnog dela miokarda), pomenuti autori su pretpostavili da
PTX3 moze da uti¢e na inflamaciju izazvanu reperfuzijom i sledstveno ostec¢enje miokrada. Ovi autori
su ukazali na to da povecanje PTX3 mozda ima kompenzatornu kardioprotektivnu ulogu u lezijama sa
oSteenom perfuzijom miokarda. U eksperimentalnoj studiji na ptx*™* i ptx” misevima koji su
podvrgnuti ishemiji ligacijom koronarnih arterija, a zatim reperfuziji, analizirana je PTX3 iRNK u
ishemic¢noj levoj komori. Ekspresija PTX3 iRNK u miokardu pocinje da raste 4 sata nakon ishemije,
pik dostize u 16. satu, a zatim pocCinje da pada. U plazmi PTX3 znacajno raste 8 sati posle koronarne
okluzije, a pik se javlja posle 24 sata (41). Kao $to je potvrdeno u drugim studijama koje su proucavale
aktivaciju PTX3, ekspresija PTX3 indukovana je putem aktivacije NF-xB puta (47). Reperfuzija
prethodno ishemi¢nog podrué¢ja miokarda pokreée znacajan inflamatorni odgovor i ukljucuje aktivaciju
komplementa, stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (engl. reactive oxygen species, ROS) i
proinflamatornih citokina, i aktivaciju neutrofila i VEC. Poveéano oste¢enje miokarda kod ptx”” miSeva
udruzeno je sa poviSenim vrednostima proinflamatornog IL-6. Infarktom zahva¢eno podruéje nakon
1shemlje je bilo isto kod obe grupe mlseva a podrucje ostec¢enja nakon reperfuzije bilo je mnogo veée
kod th miSeva u poredenju sa th * miSevima, §to ukazuje na to da PTX3 ne ucestvuje u modulaciji
veli¢ine infarkta zahvacenog ishemijom ali ima vaznu ulogu u odbrani od reperfuzijom izazvanog
ostecenja. Endotelne celije brzo podlezu apopt021 tokom reperfuzije, pa smanjenje broja kapilara u
reperfuzijom obuhva¢enom podrucju kod ptx miSeva ukazuje na povecanu sklonost ka apopt021 kod
PTX3-deficijentnih miSeva. Broj infitriranih neutrofila bio je ve¢i kod th nego kod ptx miSeva u
nereperfuziranom podru¢ju u odnosu na perfuzirano (41).

Akutna vaskularna povreda dovodi do porasta ekspresije PTX3, §to je posebno uocljivo u AIM.
PTX3 u AIM nije samo biomarker ve¢ verovatno predstavlja odgovor domacina na povredu tkiva.
PTX3 smanjuje veli¢inu infarkta i tezinu okluzije koronarnih arterija na modelu misa (53). Parsa i sar.
su objavili da je PTX3 u poredenju sa CRP specifi¢niji faktor za aterosklerozu i koronarnu vaskularnu
inflamaciju i nezavisno je povezan sa progresijom ateroskleroze i KAB, i moze da ima znacajnu ulogu
u trijazi visokorizi¢nih bolesnika sa AIM od onih sa manjim rizikom (61).

1.1.3. Ciklofilin A

Ateroskleroza je sporo progrediraju¢i inflamatorni proces u arterijskom zidu, u koji su
ukljucene intima, medija i adventicija (62). Nastanak ateroskleroze je iniciran aktivacijom endotelnih
¢elija, Sto dovodi do ekspresije adhezionih molekula za inflamatorne celije (63). Kriti¢ni trenutak u
progresiji ateroskleroze je razvijanje oksidovanog okruzenja zbog aktivacije makrofaga, koju pokrecu
oksidovani LDL-h (oxLDL) i drugi lipidi. Ove makrofage stvaraju velike koli¢ine ROS i sekretuju
nekoliko faktora rasta koji ucestvuju u progresiji ateroskleroze (64). Poznato je da oksidativni stres,
pokrenut velikim koli¢inama ROS, ucestvuje u nastanku KAB (65). Oksidovano okruZenje indukovano
vaskularnom inflamacijom stvara zacarani ciklus progresije bolesti (66). Osim toga, ROS indukuje
sekreciju CyPA iz VGMC (67,68) a ekstracelularno CyPA indukuje ekspresiju adhezionih molekula za
endotelne ¢elije i pokrece prolifericiju i migraciju vaskularnih GMC (VGMC) (Slika 2) (69-71). Smatra
se da u aterosklerozi CyPA deluje proinflamatorno i proaterogeno (62).

Ciklofilini (peptidil-prolil cis-trans izomeraze, PPlaze) su subfamilija koja ukljucuje 18
izoenzima, a pripadaju porodici imunofilina; imaju ulogu u ubrzavanju savijanja proteinskog lanca u
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trodimenzionalnu formu i ucestvuju u stvaranju multiproteinske mreze. Izomerizacija prolina je proces
koji igra klju¢nu ulogu u savijanju proteina i u regulaciji njihove funkcije. Razli¢ite familije enzima
poznate kao PPlaze, katalizuju ovu reakciju, koja ukljucuje interkonverziju izmedu cis i trans izomera
N-terminalne amidne veze aminokiseline prolin. Medutim, kompletan opis mehanizama pomocu kojih
ovi enzimi funkcioniSu jo$ uvek je nepoznat. Tokom ovog procesa, elektrostaticko polje na
katalitiCkom mestu okrece elektri¢ni dipol koji je povezan sa karbonilnom grupom aminokiseline u
supstratu koja prethodi prolinu, §to dovodi do rotacije peptidne veze izmedu dva ostatka (72).

CyPAqindukovano remodelovanje

Inflarmatarne celije

rast WEMG
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Slika 2. CyPA je faktor rasta koji posreduje u rastu VGMC u uslovima oksidativnog stresa
Smanjen protok krvi poveéava stvaranje ROS koji indukuju sekreciju CyPA. Sekretovani CyPA stimulise
proliferaciju VGMC, ekspresiju adhezionih molekula na EC i migraciju inflamatornih Celija, dovodeéi do
vakularnog remodelovanja
Skracenice: CyPA-ciklofilin A; VGMC-vaskularne glatke misiéne Celije; EC-endotelne Celije; ROS-reaktivna
kiseonicna jedinjenja
(Izvor: Satoh K, Fukumoto Y, Sugimura K, Miura Y, Aoki T, Nochioka K, et al. Plasma cyclophilin A is a novel
biomarker for coronary artery disease. Circ J 2013;77:447-455.)

CyPA je jedan od najzastupljenijih intracelularnih proteina (0,1% od svih proteina) iz familije
ciklofilina, molekulske mase 20 kDa. FunkcioniSe kao intracelijski Saperon protein sa aktivnoscu
peptidil cis-trans prolil-izomeraze, i kao receptor visokog afiniteta prema imunosupresivu ciklosporinu
(73). Tako se CyPA nalazi intracelularno, moze se sekretovati iz ¢elija u odgovoru na inflamatorne
stimuluse kao S§to su hipoksija, infekcija 1 oksidativni stres. Sekretovani CyPA posreduje u
meducelijskoj komunikaciji kao autokrini ili parakrini faktor (74).

CyPA je identifikovan 1984. godine kao specifi¢ni intracelijski vezujuci protein za ciklosporin
(CsA). Imunosupresivno delovanje CsA je posredovano kompleksom CsA-CyPA, koji blokira
kalcineurinom posredovanu aktivaciju T-Celija. Kalcineurin u fizioloSkim uslovima uklanja fosfatnu
grupu sa Clanova familije NFAT (engl. nuclear factor from activated T-cells), pri ¢emu defosforilacija
dovodi do pomeranja NFAT u jedro gde ovaj faktor stimuliSe ekspresiju gena za interleukin 2 (IL-2) i
druge stimulatorne citokine. Posle vezivanja za CyPA, CsA inhibira kalcineurin ¢ime je blokirana
ekspresija citokina i spre¢en imunski odgovor (75). CyPA-deficijentni miSevi nisu osetljivi na
imunosupresivno delovanje CsA (76).

Drugi inhibitorni efekat CsA na proliferaciju T-limfocita odvija se inhibicijom NF-«xB
aktivacije 1 posledi¢nim smanjenjem ekspresije IL-2. NF-xB je grupa multifukcionalnih transkripcionih
faktora koji reguliSu ekspresiju gena ukljucenih u brojne aktivnosti ¢elija. p65 (drugi naziv je RelA) je
¢lan familije NF-kB i ¢ini jednu od subjedinica u NF-kB dimernom kompleksu. Postoji 5 ovakvih
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proteina koji mogu da prave homo i heterodimere — na ovaj nacin se formira 15 razli¢itih dimera, a
dimer p65 1 p50 su najcesce zastupljeni. UocCeno je da su aminokiselinski ostaci na polozaju 170-176 na
p65/RelA molekulu funkcionalno vezujuée mesto za CyPA §to ukazuje na ulogu CyPA u modulaciji
aktivacije NF-kB (77). Osim ve¢ poznate uloge koju ovaj faktor ima u odrzavanju homeostaze tkiva,
imunitetu i inflamaciji, poremecaj regulacije NF-kB signalnog puta povezan je sa razvojem maligniteta,
dijabetesa, ateroskleroze. NF-kB ima pozitivan uticaj na regulaciju genske ekspresije, dok grupa
inhibitornih proteina kB familije (IkB) ima negativan uticaj (77).

CyPA je primarno intracelijski protein, prisutan kod sisara u velikim koli¢inama u skoro svim
¢elijama. Razliciti tipovi ¢elija mogu da sekretuju CyPA u ekstracelijski prostor. Makrofage oslobadaju
CyPA posle stimulacije LPS-om ili visokim koncentracijama glukoze, ili pri stvaranju penastih ¢elija.
Oslobadanje CyPA iz VGMC u velikoj meri udestvuje u patofiziologiji vaskularne inflamacije u
razvoju aneurizme abdominalne aorte (AAA), vaskularnoj restenozi i aterosklerozi. Aktivirani
trombociti, kao 1 hipoksi¢ni kardiomiociti mogu da sekretuju CyPA. Smatra se da je za sekreciju CyPA
iz VGMC u ekstraéelijski prostor neophodno da dode do acetilacije CyPA, kao i da acetilovani CyPA
ima izrazenije proinflamatorne osobine od nemodifikovanog (75). Sekrecija CyPA regulisana je putem
Rho-kinaznog puta, koji je ukljuen u inflamatorne procese, vaskularnu kontrakciju i razvoj
ateroskleroze (78,79).

Tokom inflamatornog procesa i u odgovoru na oksidativni stres, CyPA se oslobada iz VGMC i
stimuli$e proliferaciju VGMC i migraciju inflamatornih éelija in vitro i in vivo (78) (Slika 3).

pro-apoptozna
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Slika 3. Mehanizam sekrecije CyPA indukovane ROS i autokrino/parakrinog signala rasta u
VGMC

Sekrecija CyPA indukovana ROS zahteva aktivan proces koji ukljucuje formiranje vezikula, transport vezikula
kroz plazma membranu i fuziju (za Sta je neophodno remodelovanje aktinskog citoskeleta). Rho kinaza ucestvuje
u remodelovanju aktina. Sekretovani ekstracelularni CyPA aktivira ERK1/2 (engl. extracellular-signal-regulated
kinase 1/2), aktin i JAK na autokrini/parakrini nacin, §to stimulise proliferaciju i migraciju VGMC. Sa druge
strane, ekstracelijski CyPA aktivira ERK1/2, JAK i p38 i pokrece ekspresiju adhezionih molekula ukljucujuci
VCAM-1.
Skracenice: eNOS-endotelna azot oksid sintaza; EC-endotelna celija; CyPA-ciklofilin A; ROS-reaktivna
kiseonicna jedinjenja; VGMC-vaskularne glatke misiéne éelije; JAK-Janus kinaza
(lzvor: Satoh K, Fukumoto Y, Sugimura K, Miura Y, Aoki T, Nochioka K,, et al. Plasma cyclophilin A is a novel
biomarker for coronary artery disease. Circ J 2013;77:447-455.)
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| intra kao i ekstracelularna forma CyPA ukljuCene su u patoloske procese i ucestvuju u
inflamaciji 1 aterosklerozi pokretanjem apoptoze endotelnih celija i ekspresije adhezionih molekula za
leukocite na endotelnim ¢elijama, stimulacijom migracije leukocita, pojacavanjem odgovora T-helper
éelija tipa 1, stimulacijom proliferacije makrofaga i VGMC, i pojacavanjem proinflamatorne
transdukcije signala u VGMC (80). U uslovima inflamacije, CyPA se sekretuje iz ¢elija i ponasa se kao
autokrini i1 parakrini faktor koji pospeSuje oksidativni stres i inflamaciju (74). CyPA je i vazan
medijator hipertrofije miokarda izazvane angiotenzinom Il (81).

Fizioloske 1 patoloske aktivnosti CyPA ostvaruje zajedno sa svojim ekstracelularnim
receptorom, receptor ekstracelijskog induktora matriks-metaloproteinaza CD147 (engl. extracellular
matrix metalloproteinase inducer, EMMPRIN). Osim toga, pokazano je da su CyPA ili njegov receptor
povezani sa inflamacijom, kao i koronarnom ishemijom i remodelovanjem (82). Moguée je da
CyPA/EMMPRIN put aktivacije igra ulogu u poveéenju osetljivosti aterosklerotskog plaka (83).

Ekstracelijski CyPA predstavlja jak hemotakticki faktor za leukocite (T-limfocite, monocite,
neutrofilne i eozinofilne granulocite). Smatra se da CyPA indukuje hemotaksu i prenos signala na dva
naéina: ekstracelijski vezivanjem za EMMPRIN, ili pomoc¢u PPI-azne aktivnosti. EMMPRIN je
okarakterisan kao regulator MMPs na tumorskim c¢elijama koji je sustinski uklju¢en u nastanak
metastaza i invazije tumora. Osim na tumorskim c¢elijama i fibroblastima tumora, EMMPRIN je
eksprimiran 1 na kardiovaskularnim ¢elijama. Signalni put koji se odvija preko EMMPRIN receptora
ukljucuje aktivaciju NF-kB (75).

Satoh i sar. (71) su prvi dali in vivo dokaz o znacaju CyPA u KVB: posle ligacije karotida,
hiperplazija intime i medije je bila znaajno smanjena kod CyPA-deficijentnih miSeva, a smatra se da
je ovo smanjenje posledica smanjene proliferacije VGMC i smanjenog nakupljanja inflamatornih éelija
u vaskularnom zidu. Ista grupa autora je tretirala apoE™- i cypA”-duplo deficijentne miseve
angiotenzinom 11. Dok su apoE”cypA** miSevi razvili AAA, apoE”cypA” misevi su bili potpuno
zasti¢eni od razvoja aneurizme. U ovom modelu je glavni mehanizam pripisan inflamatornoj aktivnosti
CyPA oslobodenom iz VGMC, pri ¢emu angiotenzin II indukuje stvarnje ROS i aktivaciju MMPs
putem CyPA-zavisnog puta, dovodeci do AAA. Osim toga, u nedostatku CyPA bila je znatno smanjena
ekspresija inflamatornih citokina kao §to je IL-6 i nakupljanje inflamatornih ¢elija u vaskularnom zidu
(75). Na modelu ishemijsko-reperfuzione povrede kod CyPA-deficijentnih miSeva pokazano je
smanjenje veli¢ine infarkta, povecanje ejekcione frakcije, kao i smanjeno nakupljanje neutrofila i
monocita (84).

Aterosklerozu karakteriSe hroni¢na inflamacija u arterijskom zidu, a CyPA ima vaznu ulogu u
nekoliko faza aterosklerotskog procesa. U ranoj fazi razvoja, CyPA je ukljucen u regulaciju stvaranja
masne pruge, a kasnije posredstvom MMPs uti¢e na nastanak rupture plaka i tromboze kao
komplikacije ateroskleroze (74). CyPA i EMMPRIN su histopatoloski identifikovani u
aterosklerotskim lezijama, gde su lokalizovani pored infiltriranih monocita i makrofaga. Interakcija
CyPA/EMMPRIN regulise ekspresiju MMP9, MT1-MMP (engl. membrane type 1-MMP) i M-CSF
(engl. macrophage colony-stimulating factor) u modelu stvaranja penastih celija. Kod apoE cypA”
deficijentnih miSeva, smanjenje aterosklerotskih lezija udruzeno je sa smanjenim prisustvom
inflamatornih celija, §to ukazuje na znacaj CyPA kao hemotaktickog agensa (75). Nigro i sar. su
takode pokazali da je na modelu ateroskleroze izazavane kod miSeva sa deficijencijom CyPA smanjena
veli¢ina aterosklerotske lezije (84). Smatra se da postoji pet patofizioloskih mehanizama kojima
vaskularni CyPA pospesuje razvoj ateroskleroze:

= CyPA povecéava preuzimanje LDL-h u vaskularni zid tako §to regulisSe ekspresiju
scavenger receptora;

= povecanjem ekspresije adhezionog molekula vaskularnih ¢éelija (engl. vascular cell
adhesion molecule, VCAM-1) CyPA izaziva aktivaciju endotelnih ¢elija i inflamaciju;

12



= supresijom transkripcije Kruppel-like faktora 2 (KLF2), CyPA smanjuje ekspresiju
endotelne azot oksid sintaze (eNOS);

= CyPA je kljucni faktor za apoptozu endotelnih ¢elija izazvanu TNFa-om;

= CyPA stimulise nakupljanje inflamatornih ¢elija poreklom iz koStane srzi u zidu aorte.

Svi ovi mehanizmi, zbog stvaranja oskidovanog okruzenja, mogu da ucestvuju u nastajanju
ateroskleroze kod apoE™ cypA *'* mizeva (74).

Izgleda da i ekstra- i intracelijski CyPA imaju ulogu u aterosklerozi: kod CyPA-deficijentnih
miseva, smanjeno je preuzimanje LDL-h u vaskularne ¢elije. In vivo, endotelne ¢elije u nedostatku
CyPA imaju smanjenu ekspresiju VCAM-1. Eksperimenti na HUVEC ¢elijama su pokazali da se
smanjeno stvaranje eNOS pod uticajem CyPA odvija posredstvom smanjenja ekspresije KLF2 i
suzbijanja transkripcije eNOS. Osim toga, endotelne ¢elije kojima nedostaje CyPA su mnogo otpornije
prema apoptozi indukovanoj pomoc¢u TNFa (74).

Inkubacija trombocita sa monocitima dovodi do indukcije inflamatornih citokina (IL-6 i TNFa)
posredstvom NF-kB puta a preko EMMPRIN receptora. Smatra se da kod bolesnika sa KAB ekspresija
EMMPRIN receptora na trombocitima korelira sa tezinom koronarne bolesti, dok je intraéelijski CyPA
u trombocitima ukljucen u funkcije trombocita (75). Nedostatak CyPA remeti mobilizaciju i ulazak
Ca®" u ¢elije $to dalje uzrokuje defekt u aktivaciji trombocita i poremeéaj stvaranja tromba u uslovima
protoka in vitro, a stiti od arterijske tromboze in vivo (85).

Intracelijski CyPA igra vaznu ulogu u translokaciji enzima NADPH oksidaze (Nox) koji
ucestvuje u proliferaciji VGMC. Posto stvaranje ROS putem Nox aktivira druge sisteme oksidaza,
CyPA i Nox amplifikuju stvaranje ROS na sinergisticki nacin. Ekstracelularni CyPA smanjuje
ekspresiju eNOS i remeti endotelnu funkciju posredstvom Rho-kinaznog puta. Statini i selektivni
inhibitori Rho-kinaze blokiraju sekreciju CyPA iz VGMC (66). CyPA je predlozen kao marker za
KAB, arterijsku hipertenziju i dijabetes melitus tip Il (86).

1.1.3.1. Uloga CyPA u akutnom infarktu miokarda

Bolesnici sa AKS imaju visoke koncentracije CyPA u plazmi, a CyPA je eksprimiran u
aterosklerotskim plakovima bolesnika sa AIM, i to u regionu odmah pored tanke fibrozne kape,
odnosno na mestima nestabilnih plakova (78). Kod AIM na modelu zeca, koncentracija CyPA u zidu
leve komore je ushodno regulisana, a primena ACE inhibitora ramiprila izaziva povecanje aktivnosti
antioksidativnih enzima, $to rezultuje znacajnim smanjenjem koncentracije CyPA u levoj komori,
znacajnim popravljanjem ejekcione frakcije leve komore (engl. left ventricular ejection fraction,
LVEF) i znacajnim smanjenjem remodelovanja leve komore (87). Osim toga, na zivotinjskom modelu
je pokazano da prekid CyPA/EMMPRIN puta dovodi do smanjenja veli€ine infarkta i o€uvanja sistolne
funkcije posle ishemije i reperfuzije miokarda (38). Ovi rezultati ukazuju na to da odrzavanje povisene
koncentracije CyPA u sr€¢anom tkivu posle AIM moze biti biomarker remodelovanja leve komore 1
oStecene sistolne funkcije. Plazmatski CyPA se sekretuje iz monocita i ¢elija vaslularnog zida u
odgovoru na oksidativni stres 1 inflamaciju, ali moZe biti sekretovan ili ispuSten iz oStec¢enih
kardiomiocita i intersticijalnih fibroblasta (82). Konstantno povisena koncentracija CyPA u plazmi
bolesnika posle STEMI moze da ukaze na proinflamatorno i stanje pove¢anog oksidativnog stresa.
Medutim, ne zna se da li povisena koncentracija CyPA u plazmi posle AIM utice na rad leve komore
(79).

Ostecenje izazvanom ishemijom i reperfuzijom karakteriSe se jakim inflamatornim odgovorom
sa nakupljanjem leukocita, indukovanjem slozene mreze inflamatornih hemokina i stvaranjem MMPs
(88). Optimalan oporavak zahteva izbalansiran promet ekstracelularnog matriksa posredovan MMPs
(89), a neadekvatna aktivnost MMPs pokrece snazan proces remodelovanja koji dovodi do fibroze i
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rupture srca (90,91). Eksperimentalni i klini¢ki dokazi ukazuju na to da aktivnost MMPs moze da
reguliSe i predvidi remodelovanje (92,93). CyPA i njegov receptor EMMPRIN predstavljaju par
ligand/receptor koji regulise kako nakupljanje leukocita, tako i aktivnost MMPs (94-96).

Tokom AMI, ROS se generiSu u ishemi¢nom miokardu, naroCito nakon reperfuzije. Osnovu
ovog mehanizma predstavljaju inflamatorni citokini kao Sto je IL-6 koji se stvara u ishemi¢nom
regionu i okolnom miokardu kao reakcija domacina, a koji povratno stimuliSe proizvodnju ROS. CyPA
igra kljuénu i sinergisti¢ku ulogu u povecanju stvaranja ROS (79).

Kod bolesnika sa AIM monociti imaju pove¢anu ekspresiju EMMPRIN receptora na svojoj
povrsini, §to govori o ulozi EMMPRIN receptora u nestabilnosti plaka. Postoje rezultati koji govore o
tome da davanje CsA, inhibitora CyPA, smanjuje veli¢inu infarkta kod bolesnika sa AIM; bolesnici
kojima je dat CsA imali su znatno manje vrednosti troponina i kreatin kinaze u odnosu na pacijente
kojima nije dat CsA. Fibroblasti u miokardu kojima nedostaje CyPA imaju smanjenu produkciju ROS.
Kod bolesnika sa inflamatornim kardiomiopatijama je zabelezena ushodna regulacija EMMPRIN
receptora i ekspresije CyPA u miokardu, $to ukazuje na znacaj ova dva proteina kao biomarkera u
inflamatornim kardiomiopatijama (75).

1.1.4. Heparin-vezujuéi epidermalni faktor rasta

HB-EGF je glikoprotein sastavljen od 87 aminokiselina koji je otkriven 1991. godine kao ¢lan
familije epidermalnih faktora rasta. Eksprimiraju ga mnoge celije ukljucujuéi endotelne Celije,
makrofage, GMC (97,98). Pokazuje veliki afinitet za heparin i heparan-sulfat (99). Sintetide se kao
transmembranski prekursor tipa | proHB-EGF, veli¢ine 22 kDa koji je sacinjen od propeptida, heparin-
vezujuceg, EGF-sli¢nog, jukstamembranskog, transmembranskog i citoplazmatskog domena (99,100).

ProHB-EGF eksprimiran na povrsini ¢elija je bioloski aktivan kao jukstakrini faktor rasta koji
Salje signale okolnim c¢elijama direktnim meducelijskim kontaktom. Kada celije budu podvrgnute
odredenom ekstracelularnom stimulusu, od proHB-EGF se cepa jukstamembranski domen i odvaja u
formi solubilnog HB-EGF (100). Ovo proteoliti¢ko odvajanje desava se uz pomo¢ MMPs - primarno 3
I 7, kao i metaloproteinaze ADAM17 (engl. A Disintegrin And Mettaloproteinase-17) koja se naziva
jos i TNFa-konvertujuci enzim (TACE, engl. TNFa converting enzyme) (101-104). Pored solubilnog
HB-EGF, proteolitickim cepanjem proHB-EGF nastaje i karboksi-terminalni fragment HB-EGF-CTF
(engl. HB-EGF-carboxi terminal fragment) sastavljen od transmembranskog i citoplazmatskog domena
(100). Solubilni HB-EGF je potentan mitogen i hemoatraktant za za razli¢ite tipove Celija (101). HB-
EGF smanjuje stvaranje ROS in vitro, odnosno ima citoprotektivnu ulogu (105). Nasuprot solubilnom
HB-EGF, proHB-EGF ima negativan uticaj na ¢elijsku proliferaciju (101). HB-EGF je eksprimiran u
razli¢itim tkivima - u plu¢ima, srcu, mozgu, skeletnim misi¢ima (106).

Efekti faktora HB-EGF posredovani su EGF receptorima (EGFR, engl. epidermal growth factor
receptor) (100). EGFR pripadaju ErbB familiji tirozin kinaznih receptora, i sastavljeni su od
ekstracelularnog domena za koji se vezuje ligand, jednog transmembranskog domena oblika a-heliksa,
intracelularnog tirozin kinaznog domena, i karboksi (C)-terminalnog regiona koji sadrzi mesta
autofosforilacije (101). HB-EGF se direktno vezuje i aktivira ErbB1 (EGFR, HER1), a indirektno
stvaraju¢i heterodimer sa ErbBl aktivira i ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER4)
(100,103,107). Kada se veze ligand, EGFR prelazi iz forme inaktivnog monomera u aktivni homodimer
ili heterodimer sa ostalim clanovima ErbB familije. Dimerizacija EGFR stimuliSe njegovu
intracelularnu tirozin kinaznu aktivnost, $to dovodi do autofosforilacije nekoliko tirozinskih ostataka na
C-terminalnom domenu EGFR; kao posledica toga, pokreé¢e se aktivacija drugih signalnih proteina,
ukljuéuju¢i MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase) 1 PI3K. Na ovaj nacin EGFR se ponaSa kao
signalni centar koji je ukljuen u medusobno povezivanje brojnih signalnih puteva. HB-EGF pokrece
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proliferaciju VGMC aktivacijom PI3K/Akt i MAPK puta, a poznato je da je proliferacija VGMC
ukljucena u brojne patoloske procese, kao Sto su ateroskleroza, hipertenzija i restenoza. Osim toga,
postoje dokazi i da je JAK-STAT (engl. Janus kinase/signal transducers and activators of
transcription) mehanizam takode ukljuden u pokretanje proliferacije VGMC posredstvom HB-EGF
(106). Smatra se da je zbog interakcije sa heparan sulfatom na povrsini éelija potentniji od EGF i TNFa
u stimulaciji proliferacije i migracije GMC (97). Poznato je da tretiranje arterijskih stenoza
angioplastikom 1/ili implantacijom stenta moze dovesti do restenoze. Primena antitela koja blokiraju
EGFR inhibira proliferaciju VGMC i hiperplaziju intime nakon balon povrede na modelu restenoze
kod zivotinja. Angiotenzin II aktivira EGFR indukujuéi proteolizu proHB-EGF pomo¢u ADAM17; ovo
dalje dovodi hipertrofije, migracije i proliferacije VGMC (101).

inhibitor ADAM-

KB-R7785 solubilni HB-EGF seve
inhibitor EGFR-

’ Q X . AG 1478

HB-EGF-CTF EGFR
fosfarilacija

snaZan inhibitor- v 1
TR ™ ey translokacija MAPK
\
' ,/’7;::0_— celijska
izlazak iz jedra ) CUTT A ciklin & = proliferacija
PLIF “ ——>

Slika 4. Dvojni signalni put fosforilacije receptora EGFR i nukleusne translokacije C-
terminalnog fragmenta (CTF) HB-EGF tokom ¢elijske proliferacije

IL-8 i TPA indukuju cepanje proHB-EGF posredovano ADAM, Sto rezultuje ektodomenskim premestanjem NTF
i nastajanjem intracelijskog CTF. Solubilni HB-EGF vezuje se za EGFR i indukuje brzu i nepostojanu
fosforilaciju EGFR. Ova fosforilacija rezultuje transkripcijom razlicitih gena. U meduvremenu dolazi do
translokacije HB-EGF-CTF u nukleus, gde CTF zatim indukuje izlazak PLZF (engl. promyelocytic leukemia zinc
finger). Ovo rezultuje progresijom Celijskog ciklusa. Inhibitori AT-1R kao telmisartan su predlozeni kao
blokatori nukleusne translokacije HB-EGF-CTF
Skracenice: EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta; TPA - 12- O-tetradekanoilforbol-13-acetate; PKCo -
protein kinaza Co ; ADAM - a disintegrin and metalloproteinase; HB-EGF - heparin-vezujuci epidermalni
faktor rastar; CTF - C-terminalni fragment; MAPK - mitogen-activirana protein kinaza; PLZF - promyelocytic
leukemia zinc finger; AT-1R — receptor za angiotenzin 1
(Izvor: Tanida S, Ozeki K, Mizoshita T, Tsukamoto H,et al. Potential of new anti-cancer agents targeting the
nuclear translocation signaling of HB-EGF C-terminal fragments during the development of colitis-associated
cancer. Adv Bioscie Biotech 2013; 4. doi:10.4236/abb.2013.48A2004)
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1.1.4.1. Uloga HB-EGF u angiogenezi i arteriogenezi

HB-EGF stimuliSe angiogenezu in vitro u kulturi HUVEC (98,101). Azotmonoksid (NO) nastao
delovanjem eNOS ima vaznu regulatornu ulogu u odrzavanju vazomotornog tonusa i angiogenezi.
Aktivacija eNOS regulisana je ne samo Ca**-zavisno, ve¢ i Ca”*-nezavisnim putem, ukljucujuéi
fosforilaciju na ostacima serina, treonina i tirozina. Mehta i sar su pokazali da HB-EGF ostvaruje dva
efekta na eNOS: sa jedne strane znacajno povecava ekspresiju eNOS iRNK, stimulise stvaranje eNOS |
povecava oslobadanje NO iz HUVEC, a sa druge vrsi fosforilaciju i aktivaciju eNOS i sledstveno
oslobadanje NO posredstvom PI3K/Akt puta. lako eNOS fosforilisu i aktiviraju brojne kinaze, ¢ini se
da PI3K/Akt-zavisna fosforilacija eNOS igra klju¢nu ulogu u angiogenezi, odnosno PI3K/Akt-eNOS
osa signalizacije kontroliSe angiogenezu tako $to reguliSe protok krvi i reparaciju tkiva. Smata se da je
aktivacija eNOS jedan od klju¢nih signalnih puteva nephodnih za angiogenezu posredovanu HB-EGF.
Osim toga, pomenuti autori su nasli i da inhibicija MAPK puta povecava migraciju endotelnih ¢elija i
angiogenezu posredovanu HB-EGF (98). Sa druge strane, Jin i sar. su utvrdili da HB-EGF izaziva
nishodnu regulaciju inducibilne NO sintaze (iNOS) sto dovodi do smanjenog stvaranja ROS, i na taj
nacin ispoljava protektivnu ulogu (108), posto je poznato da tokom akutne faze AIM u reakciji na
oksidativni stres postoji povecana aktivnost iNOS (109).

Angiogeneza i arteriogeneza se javljaju kod odraslih kao adaptivni odgovori na ishemijske
vaskularne bolesti. Arteriogeneza predstavlja ekspanziju ili nastajanje anastomoza izmedu arteriola
susednih arterijskih tokova pri ¢emu nastaju kolaterale velikih promera, a javljaju se posle kriticnog
suzenja ili okluzije glavne arterije koja snabdeva odredeno podruéje. Arteriogeneza je udruzena sa
akumulacijom leukocita i T-limfocita oko rastucih kolaterala, $to je prac¢eno proliferacijom Celija
vaskularnog zida, Sirenjem lumena i zadebljanjem zida (110). Kod miSeva deficitarnih u HB-EGF
javlja se abnormalnost u razvoju valvula usled prekomerne proliferacije ¢elija mezenhima, Sto ukazuje
na to da solubilna forma HB-EGF deluje kao inhibitorni faktor rasta za celije mezenhima (99).
Deformiteti u razvoju valvula dovode do njihove stenoze i hipertrofije srca koja progredira do sréane
slabosti (103). Osim toga, kod miseva deficijentnih u HB-EGF smanjeno je prezivljavanje i usled
manjeg broja pluénih alveola i povecane koli¢ine intersticijalnog tkiva u plu¢ima. HB-EGF takode
ucestvuje u post-ishemijskoj regeneraciji tkiva (110).

1.1.4.2. Uloga HB-EGF u regulaciji proliferacije ¢elija

HB-EGF ispoljava mitogeni i hemotakti¢ki efekat na GMC, fibroblaste i epitelne ¢elije, kao i
antiapoptotsku aktivnost u uslovima hipoksije i oksidativnog stresa (110), a nema mitogeni efekat na
endotelne celije. Eksprimiraju ga T-limfociti, makrofage, endotelne éelije i GMC. Vazan je u
vaskulogenezi i pojadano ga eksprimiraju medijalne GMC kod neonatusa i dece. Takode, pojagano je
eksprimiran u proliferisu¢im GMC neointime posle balon povrede karotida kod pacova. U koronarnim
arterijama zdravih odraslih osoba, ekspresija HB-EGF u medijalnim GMC je niska, a povecana
ekspresija se javlja u GMC i makrofagama aterosklerotskih plakova. Lokalizacija HB-EGF unutar
plaka ukazuje na ulogu ovog molekula u stimulaciji migracije i proliferacije GMC kao i na interakciju
GMC i makrofaga tokom aterogeneze (97).

Povecano stvaranje HB-EGF zabeleZeno je u nekoliko fizioloskih 1 patoloskih stanja - kod
razvoja 1 odrzavanja homeostaze srca, regenerativnih procesa u jetri, bubrezima i tankom crevu,
zarastanja rana na kozi, pluéne hipertenzije, sréane hipertrofije, hiperplazije GMC, rasta
aterosklerotskog plaka, rasta tumora (107,111), kao i u procesu ateroskleroze (112). Kako HB-EGF
ucestvuje u razvoju vise tipova karcinoma, pokazano je da davanje inhibitora HB-EGF moze da
inhibira rast i metastaze malignih celija (112).
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1.1.4.3. Uloga HB-EGF u metabolizmu lipida

Smatra se da je HB-EGF preko EGFR signalnog puta vazan pozitivni regulator stvaranja
lipoproteina vrlo male gustine (VLDL) u jetri. Injekcija rekombinantnog HB-EGF povecava stvaranje
VLDL u jetri, ali sam mehanizam ovog procesa nije jo§ uvek u potpunosti utvrden. Stvaranje VLDL u
hepatocitima je proces koji ukljucuje lipidne supstrate — holesterol, trigliceride i fosfolipide, ekspresiju
i funkciju apoB i mikrozomalni transportni protein za trigliceride (MTP). Istrazivanja su pokazala da je
najznacajni faktor u ovom procesu koli¢ina raspolozivih lipidnih supstrata. Kim i sar. su u svojoj
eksperimentalnoj studiji utvrdili da davanje inhibitora HB-EGF miSevima dovodi do smanjenja
koncentracije lipidnih supstrata u jetri i do smanjenog stvaranja lipidnih kapljica u hepatocitima,
odnosno da ciljano delovanje inhibitora na HB-EGF izaziva usporavanje mobilizacije lipidnih supstrata
iz citozolnih lipidnih kapi u hepatocitima a time i smanjenje raspolozivosti lipidnih supstrata, $to
dovodi do supresije stvaranja VLDL Cestica i smanjenja nivoa cirkulisucih lipida (112).

Poznato je da je hiperlipidemija zajednicki faktor rizika za razvoj trbusSne i grudne aortne
aneurizme. Pokazano je da davanje blokatora HB-EGF suprimira ekspresiju ovog markera, §to, usled
efikasnog smanjenja koncentracije lipida, moze da ucestvuje u zastiti od razvoja oba tipa aneurizme
(112).

1.1.4.4. Uloga HB-EGF u akutnom infarktu miokarda

Kao $to je ve¢ navedeno, poznato je da veéina akutnih kardiovaskularnih dogadaja, ukljucujuci
AIM, nastaje kao posledica rupture aterosklerotskog plaka. Vulnerabilne plakove, tj plakove sklone
odvajanju, karakteride inflamacija, veliki ektraéelijski depozit lipida, nekroza, smanjen broj GMC i
smanjen sadrzaj konektivnih tkivnih proteina. Makrofage infiltrirane u plaku oslobadaju MMPs koje
razgraduju fibroznu kapu usled cega dolazi do inflamacije. U takvim uslovima a da bi se odrzao
integritet fibrozne kape, neophodno je pojacanje proliferacije GMC i sinteze ekstraéelijskog matriksa.
Epidermalni faktor rasta (EGF, engl. epidermal growth factor), HB-EGF i trombocitni faktor rasta-B
(PDGF, engl. platelet-derived growth factor) su tri najvaznija faktora koji stimuli$u proliferaciju GMC
i sintezu ekstracelijskog matriksa (97). HB-EGF igra vaznu ulogu u migraciji GMC iz medije u intimu,
proliferaciji GMC i interakciji izmedu GMC i makrofaga u procesu koronarne aterogeneze. Broj GMC
koje eksprimiraju HB-EGF u miokardu ve¢i je u infarktom nezahvacenoj regiji §to ukazuje na to da
HB-EGF ima vaznu ulogu tokom procesa inicijacije i progresije aterosklerotske lezije. Spekulise se da
u koronarnim arterijama aktivirane medijalne GMC poé¢nu da stvaraju HB-EGF koji dalje pokreée
migraciju i proliferaciju GMC, a kada je proces ateroskleroze u uznapredovaloj fazi, procenat GMC
koje stvaraju HB-EGF pocinje da opada (113).

Neke studije su pokazale da je povecana ekspresija HB-EGF u krvnim sudovima povezana sa
ve¢im rizikom za razvoj KVB, a koncentracija HB-EGF u cirkulaciji kod ljudi korelira sa
koncentracijom ukupnog holesterola i povec¢anim rizikom za razvoj KAB (112,114). Ushikoshi i sar. su
uocili da prekomerna ekspresija HB-EGF u lezijama infarktom zahva¢enog miokarda u kulturi misjih
kardiomiocita ne dovodi do povoljnog ili terapijskog ishoda, ve¢ pogorSava proces remodelovanja
putem aktivacije odredenih tipova nekardiomiocita u subakutnim i hroni¢nim fazama nakon AIM, i to
stimulacijom apoptoze, fibroze 1 akumulacije fibroblasta i makrofaga u podru¢ju zahvacenom
infarktom, kao i indukcije hipertrofije leve komore (40).

Zhang i sar. su ukazali na to da HB-EGF ima glavnu ulogu u hipertroficnom remodelovanju
izazvanom smanjenim protokom krvi kroz karotidne arterije kod miseva. Vaskularno remodelovanje se
pokre¢e i usmerava signalima iz vaskularnog zida u odgovoru na promene u pritisku i protoku.
Proliferacija i remodelovanje izazvani promenama u protoku su vazni tokom razvoja ateroskleroze,
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hiperplazije intime, restenoze i odbacivanju bajpas grafta. Smanjen protok indukuje sintezu proHB-
EGF u kulturi endotelnih ¢elija i kod aneurizmi in vivo. Dugotrajno stanje smanjenog protoka krvi
aktivira ili povecava neke od faktora ukljucene u signalni put HB-EGF: ROS, ekspresiju proHB-EGF,
EGFR, transkripcioni faktor NF-kB. Ove promene se dovode u vezu sa proliferacijom i veéim
nakupljanjem leukocita, zadebljanjem vaskularnog zida i smanjenjem lumena krvnog suda. Pokazano
je i da HB-EGF pokre¢e akumulaciju makrofaga u ishemi¢nom srcu, tako da oslobadanje HB-EGF iz
¢elija u vaskularnom zidu verovatno ucestvuje u nakupljanju inflamatornih ¢elija koje dalje lokalno
povecavaju aktivnost HB-EGF (103).

Bolesnici sa ozbiljnom KAB imaju povecane vrednosti HB-EGF u plazmi (97). Pokazano je i
da je transkripcioni nivo HB-EGF povecan 12 puta unutar 2h od balon povrede, i 3 puta ¢ak i nakon 14
dana od povrede (115). Osim toga, HB-EGF iRNK je veoma eksprimirana u humanom adipoznom
tkivu, a koncentracija HB-EGF raste paralelno sa pove¢anjem debljine kod ljudi. Smatra se da HB-EGF
ima ulogu adipocitokina koji direktno povezuje adipozno i vaskularno tkivo (116). Poznato je da je
HB-EGF efektor sinteze proteina u kardiomiocitima. Kada su kardiomiociti stimulisani, aktiviraju se
metaloproteinaze dovodeé¢i do proteolize proHB-EGF, §to rezultuje aktivacijom EGFR 1 izazivanjem
hipertrofije miokarda. Hipertrofija miokarda je adaptivni odgovor koji se javlja u brojnim KVB (100).
HB-EGF sekretovan iz kardiomiocita dovodi do rasta ¢elija i smanjenja ekspresije glavnog proteina
meducelijskih spojnica sr¢anih komora koneksina 43. Lokalni prekid u meducelijskim spojnicama
moze biti deo hipertroficnog odgovora komora izazvanog HB-EGF, §to za posledicu moze imati
poremecaj prenosa elektri¢nih impulsa izmedu kardiomicita (117).

Inflamatorni citokini, kao §to su TNFa i IL-1p, aktiviraju transkripciju HB-EGF (118). Osim
toga, oxLDL indukuje ekspresiju HB-EGF, a HB-EGF povecava ekspresiju receptora za oxLDL (103).
Lizofosfatidilholin je glavna komponenta oxLDL koja povecava ekspresiju HB-EGF iRNK i stvaranje
ovog proteina u kulturi makrofaga i GMC, a predstavlja proinflamatorni fosfolipid koji se stvara u
aterosklerotskim plakovima kao rezultat delovanja lipiproteinske fosfolipaze 2 na oxLDL (119).
Utvrdeno je da je HB-EGF zna¢ajno eksprimiran u VGMC i makrofagima u aterosklerotskim
plakovima. Lee i sar su u svojoj studiji utvrdili da HB-EGF povecava trasnkripciju IL-6, a poznato je
da IL-6 ima znacajnu ulogu u razvoju ateroskleroze i koronarne restenoze. Osim toga, pokazano je da
HB-EGF poveéava gensku ekspresiju i sekreciju IL-6 iz VGMC posredstvom NF-«B puta (106).

1.2. Oksidativni stres

Eukariotske celije koriste kiseonik za metabolicke procese 1 proizvodnju energije u
mitohondrijama, a stvaranje slobodnih radikala je neizbezna posledica celijskog disanja. Pod
fizioloskim uslovima, postoji stalna endogena proizvodnja reaktivnih slobodnih radikala u vidu
kiseoni¢nih (ROS) i azotnih (RNS, engl. reactive nitrogen species) intermedijera koji deluju kao
signalni molekuli u fizioloskim procesima. Ukoliko se ove kiseoni¢ne i azotne grupe ne uklone pomocu
antioksidanasa, ili se proizvode u visku, javlja se oksidativni stres koji karakteriSe disbalans izmedu
nivoa slobodnih radikala i antioksidanasa. U bioloskim sistemi su razvijeni mehanizmi za uklanjanje
reaktivnih ROS i RNS, a u koje su ukljuceni glutation, vitamini A, C i E, enzimi katalaza, superoksid
dismutaza, i razne peroksidaze. Nedovoljna koli¢ina antioksidanasa, kao i inhibicija antioksidativnih
enzima, takode pospesuju oksidativni stres (120).

Oksidativni stres moze da dovede do ostecenja razlicitih biomolekula i organela, i ovaj proces
je direktno povezan sa inflamacijom. Proinflamatorne celije sekretuju veliki broj citokina 1 hemokina
koji su odgovorni za stvaranje ROS i RNS u fagocitnim i nefagocitnim celijama (120). ROS su
ukljuceni u brojne procese intracelijske transdukcije signala, i aktiviraju serin-treonin i tirozin kinaze
koje su glavni regulatorni proteini signalnih puteva ukljucenih u ¢éelijski rast, apoptozu, prezivljavanje,
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migraciju i starenje (102). Sa druge strane, i oksidativni stres je odgovoran za odrzavanje hroni¢ne
inflamacije.

ROS, posebno oni poreklom iz mitohondrija, stimuliSu aktivaciju signalnih molekula kao Sto je
transkripcioni faktor NF-kB, koji dovodi do ushodne regulacije u stvaranju inflamatornih citokina kao
§to su IL-1p ili TNF-a, i drugih medijatora, kao $to je iNOS ili ciklooksigenaza 2 (COX-2). NF-kB se
aktivira preko membranskih receptora koji su povezani sa oksidativnim stresom i inflamacijom, a to su
TLR-4. Odredeni antioksidansi reguliSu aktivnost ovih receptora i tako inhibiraju proces inflamacije
(120). ROS aktiviraju NF-kB preko ASK1 (engl. apoptosis signal-regulating kinase 1), a aktivacija
NF-«B dovodi do stvaranja TNFa. TNFa moze takode da generiSe ROS koji dalje aktiviraju NF-«B.
Aktivacija transkripcionih faktora pokrenuta oksidativnim stresom stimuli$e sintezu antioksidativnih
enzima, kao $to je Mn-SOD (mangan-zavisna superoksid dismutaza) i eNOS, tako da ROS pokrecu
mehanizme za sopstvenu eliminaciju ali ako ROS preovladaju dovode do oStecenja ¢celija (88).

Inflamatorni markeri PTX3, CyPA i HB-EGF imaju nekoliko zajednickih mesta delovanja, kao
Sto je signalni put u koji je ukljucen transkripcioni faktor NF-xB. PTX3 ima vezuju¢e mesto za NF-xB
preko koga IL-1B i TNFa indukuju ekspresiju PTX3 u monocitima (121). CyPA regulise NF-«B,
odnosno ima proinflamatornu ulogu. ROS aktiviraju NF-kB, samim tim i podsti¢u oslobadanje CyPA
(122). HB-EGF smanjuje stvaranje ROS in vitro, odnosno ima citoprotektivnu ulogu (105), a na HB-
EGF promoteru nalazi se vezujuce mesto za NF-«xB, pri ¢emu je aktivacija NF-xkB pomoc¢u TNFa 1 IL-$
povezana sa indukcijom ROS (103).

Poznato je da oksidativni stres u€estvuje u modifikaciji proteina, lipida i DNK. Smatra se da je
poveéana oksidacija proteina posledica poveéanog stvaranja ROS i poremecenog metabolizma
proteina. Uklanjanje oStec¢enih poteina nastaje proteolitickom degradacijom u putevima koji ukljucuju
proteaze iz proteazoma, lizozoma i mitohondrija. Poremecéaj redoks-ravnoteze dovodi do aktivacije
redoks-osetljivih transkripcionih faktora i sledstvenog nakupljanja brojnih proinflamatornih medijatora
(citokina, hemokina, iNOS). Ovi molekuli koji deluju kako sistemski tako i na nivou tkiva, mogu
stvoriti 1 ROS 1 RNS koji dalje ucestvuju u nastanku bolesti koje se javljaju usled povecanog
oksidativnog stresa (123). Hidroksil radikal (OH") spada u najstetnije ROS i smatra se najodgovornijim
za oksidativno oStecenje biomolekula. Vodonik peroksid i superoksidni anjon ne mogu direktno da
oksiduju lipide, Secere i nukleinske kiseline, ve¢ dovode do oksidativnog oStec¢enja biomolekula
indirektno, stvaranjem OH' u Fentonovoj ili Haber-Weissovoj reakciji (123). Oksidovani molekuli
stvaraju nove radikle pri ¢emu dolazi do lancane reakcija radikala, ili bivaju neutralisani
antioksidansima. Serum sadrzi razlicite antioksidanse. Proteini predstavljaju glavne antioksidativne
komponente seruma, a slobodne sulfhidrilne grupe proteina su odgovorne za njihov antioksidativni
efekat (124). 1z tog razloga su identifikovani razli¢iti markeri preko kojih se moze pratiti nivo
oksidativnog oStecenja kao 1 aktivnost antioksidativne zastite.

Kako se oksidativni stres povecava kod bolesnika sa STEMI, ocekuje se da je antioksidativni
sistem ugrozen. Merenje ukupnog antioksidativnog statusa u plazmi predstavlja metod za proucavanje
antioksidativne zastite protiv ROS. Od markera koji se odreduju kao pokazatelji oksidativnog stresa,
totalni oksidativni status (TOS) pokazuje zbirni uticaj svih oksidanasa u cirkulaciji, dok totalni
antioksidativni status (TAS) reflektuje ukupni efekat svih antioksidanasa u krvi (125). Glavne
komponente TOS su vodonik peroksid i lipidni hidroperoksidi (126). Ukupni antioksidativni kapacitet
predstavlja rezultat delovanja nekoliko razli¢itih supstanci: glutationa, albumina, vitamina C,
bilirubina, itd. (127). TAS ukljucuje i mokrac¢nu kiselinu - snazan antioksidans koji je povec¢an u plazmi
bolesnika sa infarktom miokarda (47).

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizuje reakciju dismutacije superoksidnog
aniona i jedna je od prvih linija odbrane ¢elija od oksidativnog ostecenja. ldentifikovana su tri SOD
izoenzima, ukljuc¢uju¢i SOD koji sadrzi bakar/cink (CuzZn-SOD) i koji je primarno lokalizovan u
citozolu, mitohondrijalni SOD koji sadrzi mangan (Mn-SOD) i ekstracelularna SOD (EC-SOD koja je
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takode Cu/Zn izoforma) (128). Kako je SOD lokalizovana i intracelularno, poveéanje aktivnosti ovog
enzima u serumu nastaje i usled oStecenja tkiva tokom infarkta miokarda (47).

Sulfhidrilne (SH) grupe imaju najvec¢u koncentraciju medu endogenim antioksidansima (131);
uglavnom poti¢u od albumina i tiol grupa ostalih proteina, sa manjim udelom tiola male molekulske
mase kao $to su cisteinilglicin, cistein, homocistein, glutation i y-glutamilcistein. Antioksidativni efekat
tioli ispoljavaju tako Sto podlezu oksidaciji pri ¢emu se formiraju disulfidne veze. Oksidacija ostataka
cisteina moze dovesti do reverzibilnog formiranja mesovitih disulfida izmedu tiola male molekularne
mase 1 tiol grupa proteina pri pove¢anom oksidativnom stresu, pri ¢emu se ukupan sadrzaj raspolozivih
SH-grupa smanjuje. Formirane disulfidne veze mogu ponovo biti redukovane do tiolnih grupa (130).

Prooksidativno-antioksidativni balans (PAB) predstavlja zajedni¢ku meru za prooksidativno
opterecenje 1 antioksidativni kapacitet, ¢cime se dobija redoks indeks. Smatra se da je PAB test koristan
u predvidanju rizika od KVB (131), i da se moze koristiti za procenu stepena oksidativnog stresa (132).

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (engl. advanced oxidation protein products, AOPP)
se mogu formirati tokom oksidativnog stresa reakcijom proteina plazme, posebno albumina, sa
hloriranim oksidansima, a smatraju se novim markerima oste¢enja proteina posredovanog oksidativnim
stresom (133).

1.2.1. Uloga oksidativnog stresa u akutnom infarktu miokarda

Miokard je dinami¢no tkivo koje normalno generiSe ROS u metaboli¢kim procesima, a toksi¢ni
radikali koji pri tome nastaju uklanjaju se mehanizmima sistema antioksidativne zastite.

AIM obic¢no je iniciran ishemijom miokarda usled opstrukcije koronarne arterije. U ishemi¢nom
miokardu stvaraju se ROS, posebno nakon reperfuzije, i predstavljaju glavne pokretace ostecenja
miokarda nakon ishemije i reperfuzije. Neutrofili su glavni izvor ROS tokom reperfuzije; endotelne
Celije 1 kardiomiciti takode mogu da stvaraju ROS. ROS se stvara iz ksantin-oksidaze u endotelnim
¢elijama, rekacijama transportnog lanca elektrona u mitohondrijama kardiomiocita, 1 iz Nox u
inflamatornim ¢elijama. Velika koli¢ina ROS iz endotelnih ¢elija i kardiomiocita moze da pojaca
lokalni inflamatorni odgovor i uti¢e na obliznje neutrofile, dovodeci do lan¢ane reakcije stvaranja ROS.
Studije su pokazale da primena antioksidanasa moze da zastiti od reperfuzione povrede (88).

U ishemi¢nom podru¢ju i okolnom miokardu dolazi do pojacanog stvaranja inflamatornih
citokina TNFa, IL-1 i IL-6 kao reakcija na oksidativni stres. Oni reguliSu prezivljavanje i smrt ¢elija, i
mogu biti okidaci za druge inflamatorne reakcije. Kao §to je ve¢ pomenuto, TNFa stimuliSe stvaranje
ROS pomocu nekoliko mehanizama, ukljucujué¢i direktan toksi¢ni efekat, kao i efekte na nivou
mitohondrija. U hroni¢noj fazi, ROS i inflamatorni citokini aktiviraju MMPs i deponovanje kolagena i
tako ucestvuju u strukturnim promenama i obnavljanju tkiva ostecenog miokarda. Aktivacija MMPs
pokre¢e degradaciju kolagena Sto moZe uzrokovati dilataciju leve komore. Tokom reparacije tkiva,
citokini aktiviraju angiogenezu i mobilizaciju stem c¢elija i na taj nafin ucestvuju u kasnom
remodelovanju (88,134).

Glavna strukturna promena koja nastaje nakon AIM je remodelovanje leve komore, pri cemu
nastaju intra- i ekstracelijske promene u miokardu kao i strukturne promene u samom zidu leve
komore. Ove stukturne promene mogu dalje dovesti do dilatacije i disfunkcije leve komore, tako da
obim remodelovanja moze biti prediktivni faktor za mortalitet i morbiditet bolesnika sa AIM.
Mehanizam remodelovanja leve komore je multifaktorski: lokalna ishemija i smrt miocita; oksidativni
stres i inflamatorne reakcije u oste¢enom miokardu; kardiodepresivne reakcije usled stvaranja ROS i
inflamatornih citokina; promene u ekstracelijskom matriksu koje prate aktivaciju MMPs; strukturne
promene u miokardu u odgovoru na mehanicki stres; sinteza kolagena i fibroza miokarda (88).
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Sistem renin-angiotenzin-aldosteron ima vaznu ulogu u patofiziologiji remodelovanja leve
komore i progresiji sréane slabosti. ViSe velikih studija je pokazalo da inhibitori angiotenzin-
konvertuju¢eg enzima (ACE, engl angiotensin-converting enzyme) i blokatori receptora tipa 1 za
angiotenzin Il smanjuju mortalitet i remodelovanje leve komore kod bolesnika sa disfunkcijom leve
komore ili sréanom slabosc¢u posle AIM. B-blokatori sprecavaju ponovljene dogadaje i poboljsavaju
prognozu kod bolesnika sa AIM. CAPRICORN (engl. carvedilol post-infarct survival controlled
evaluation) studija je pokazala da primena karvedilola kao neselektivnog B-blokatora sa efektom
antioksidansa smanjuje vrednosti parametara oksidativnog stresa uz poboljSanje sr¢ane funkcije kod
bolesnika sa sr¢anom slabos¢u, kao i da smanjuje remodelovanje leve komore (88).

ROS deluju kardiodepresivno tako Sto remete homeostazu Ca*, dovodeéi do intracelijskog
preoptereéenja Ca?* tokom oksidativnog stresa. Ovi reaktivni molekuli pospesuju ulazak Ca** u éelije
jer povecavaju lipidnu peroksidaciju u membrani i otvaranje voltazno zavisnih Ca* -kanala.
Inflamatorni citokini, posebno TNFa i IL-6 takode dovode do poremecaja homeostaze intracelijskog
Ca®*; TNFa preko NO smanjuje osetljivost miofibrila prema Ca®*. Smatra se da su Stetni efekti
inflamatornih citokina delimi¢no posredovani putem ROS (88).

Davanje antioksidanasa i antiinflamatornih lekova bi trebalo da ima povoljan efekat na
zaustavljanje remodelovanja. Studije na transgenim miSevima sa povecanom ekspresijom SOD su
pokazale manju veli¢inu infarkta posle ishemije i reperfuzije; antioksidansi merkaptopropionil-glicin ili
edaravon takode inhibiraju hipertrofiju miokarda kod miseva (128). Za ispoljavanje efekta je verovatno
najvaznija doza antioksidativnog agensa. Mala doza aspirina ne umanjuje nivo inflamatornih citokina,
dok velika doza ima inhibitorni efekat na inflamatorne citokine iako ne moze da smanji akumulaciju
kolagena a samim tim ni remodelovanje. Suplementacija vitaminima C i1 E ne uti¢e na nivo citokina,
funkcionalne indekse, kvalitet zivota ili neurohumoralni status kod bolesnika sa uznapredovalom
hroni¢nom sréanom slabo$¢u (136). Statini su u eksperimentalnim studijama (132) pokazali
antioksidativne i antiinflamatorne efekte (sprecavanje hipertofije miokarda i apoptoze miocita), ali u
CORONA i GISSI-HF studijama rosuvastatin nije poboljsao prognozu kod bolesnika sa hroni¢énom
sr¢anom slabos¢u (137). Kako je kod ovih paciijenata povecan nivo inflamatornih citokina, sprovedena
je studija RENEWAL u kojoj je koriS¢en anti-TNFa agens etanercept u srednjoj 1 visokoj dozi, ali nije
dobijeno smanjenje mortaliteta ni morbiditeta, kao ni u studiji ATTACH u kojoj je kod bolesnika sa
hroni¢nom sr¢anom slabo$¢u ispitivan efekat infliximaba - IgG monoklonskog antitela na TNFa (138).
Ova dva agensa pokazala su se efikasnim kao antiinflamatorni lekovi (88). Kod bolesnika sa KAB
davanje L-karnitina (4-N-trimetilamonijum-3-hidroksibuterna kiselina) dovodi do smanjenja vrednosti
malondialdehida i povecanja ekspresije antioksidativnih enzima katalaze, glutation peroksidaze i SOD
(135).

1.3. Mehanizmi koji povezuju PTX3, CyPA, HB-EGF i oksidativni stres

Poznato je da pronflamatorni stimulansi aktiviraju inflamatorne celije putem transkripcionih
faktora od kojih je najbolje proucen NF-kB Kkoji, s jedne strane, dovodi do proizvodnje nekoliko
inflamatornih medijatora (TNFa, IL-6, IL-1B), a sa druge, do razvoja oksidativnog stresa (139).
Inflamatorni citokini, TNFo i IL-1p aktiviraju transkripciju HB-EGF i PTX3, §to moze objasniti
njihove potencijalno sli¢ne aktivnosti kao markera inflamacije. Naime, i PTX3 i HB-EGF imaju
vezujuce mesto za NF-kB koje se aktivira posredstvom TNFa i IL-1B, pri ¢emu se oslobada
heterodimer p50/p65 koji uti¢e na transkripciju PTX3 i HB-EGF (118,139). Oksidativni stres stimulise
oslobadanje CypA takode posredstvom NF-«B puta, dok HB-EGF nishodnom regulacijom iNOS
smanjuje stvaranje ROS, i na taj nac¢in moduliSe oslobadanje CyPA (105). Sa druge strane, CyPA
reguliSe aktivnost NF-kB posedstvom proteina p65, jer je uoceno da su aminokiselinski ostaci na
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polozaju 170-176 na p65 molekulu funkcionalno vezuju¢e mesto za CyPA, §to ukazuje na ulogu CyPA
u modulaciji aktivacije NF-kB (122). Osim toga, CyPA i HB-EGF deluju razli¢ito na angiogenezu; dok
CyPA smanjuje, HB-EGF stimulise ekspresiju eNOS. HB-EGF i PTX3 takode imaju antagonisticke
efekte na angiogenezu — HB-EGF stimuliSe, a PTX3 inhibira angiogenezu putem FGF2. Smatra se da
je jedan od zastitnih efekata PTX3 u reparaciji vaskularnog tkiva inhibicija FGF2 i nekih drugih faktora
rasta odgovornih za proliferaciju GMC (140).
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2. CILJEVI RADA

Jo§ uvek nema dovoljno informacija o povezanosti CyPA, PTX3 i HB-EGF sa akutnim
koronarnim sindromom, kao ni radova koji su razmatrali korist od istovremenog odredivanja ova tri
biomarkera kod bolesnika sa STEMI koji su podvrgnuti pPCI. Takode, nema podataka vezanih za ove
parametre kod MINOCA bolesnika, niti o0 povezanosti pomenutih parametara inflamacije sa markerima
oksidativnog stresa kod bolesnika sa STEMI.

Ciljevi studije su:

a. Odrediti koncentracije PTX3, HB-EGF i CyPA kod STEMI bolesnika pre pPCI, kod bolesnika
sa stabilnom anginom pektoris (SAP) i kod zdravih osoba i utvrditi razlike izmedu pojedinih
grupa ispitanika;

b. Utvrditi razlike u koncentracijama PTX3, HB-EGF i CyPA izmedu bolesnika sa zna¢ajnom
okluzivnom KAB (STEMI-KAB) pre izvodenja pPCI i MINOCA bolesnika;

c. Odrediti koncentracije PTX3, HB-EGF i CyPA kod STEMI bolesnika neposredno nakon pPCI i
uporediti sa vrednostima pre pPCI;

d. Ustanoviti povezanost ispitivanih parametara sa lipidnim parametrima 1 parametrima
oksidativnog i antioksidativnog statusa;

e. Odrediti dijagnosticku vrednost odredivanja koncentracija PTX3, HB-EGF i CyPA u detekciji
STEMI bolesnika i njihovom razlikovanju od MINOCA bolesnika.
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3. ISPITANICI | METODE
3.1. Ispitanici

Veli¢ina uzorka je izraCunata za nivo znacajnosti od 0,05, za snagu studije od 80% 1 za
poredenje srednjih vrednosti tri grupe ispitanika: STEMI, SAP i kontrolne grupe. Izrac¢unata veli¢ina
uzorka je 150 ispitanika ukupno za sve tri grupe uz uslov da svaka grupa ima isti broj subjekata.
Uzimajuéi u obzir da je ucestalost bolesnika sa MINOCA 6% do 14% u odnosu na STEMI pacijente
(13) i broj dostupnih uzoraka za pacijenate sa SAP, potrebna veli¢ina uzorka je korigovana za STEMI i
kontrolnu grupu kako bi se zadrzala potrebna snaga studije (141). Takode, veli¢ina uzorka je uvecana
za 15% uzimajucéi u obzir da ¢e se neke od varijabli analizirati neparametarskim statisti¢kim testovima.
Potrebna veli¢ina uzorka za STEMI bolesnike iznosila je minimalno 81, za SAP 15 i za kontrolnu
grupu minimalno 160 ispitanika.

Istrazivanjem su obuhvaceni STEMI bolesnici ¢iji su uzorci sakupljeni u Klini¢ko-bolnickim
centrima ,,Zemun® i ,,Bezanijska kosa*. Od ukupnog broja bolesnika, njih 52 je le€eno u Klinicko-
bolni¢kom centru "Bezanijska kosa", a 35 bolesnika je le¢eno u Klini¢ko-bolni¢kom centru Zemun od
maja 2016. do jula 2017. godine. Dijagnoza STEMI postavljena je kod bolesnika sa klinickim
simptomima koji ukazuju na ishemiju uz postojanje elevacije ST-segmenta >1 mm u bar dva susedna
odvoda.

STEMI grupa obuhvatila je 87 bolesnika sa KAB (60 muskarca i 27 Zena, srednje starosne dobi
od 60,49 + 12,21 godina). STEMI ispitanici su na osnovu angiografskog nalaza podeljeni u dve grupe:
STEMI-KAB grupu koju je ¢inilo 75 bolesnika (55 muskaraca i 20 zena, srednje starosne dobi od 60,67
+ 11,86 godina) sa znac¢ajnom okluzivnom KAB (stenoza >50% u jednoj ili vise koronarnih arterija) i
MINOCA grupu sa KAB bez okluzije (stenoza manja od 50% na koronarnim arterijama) sa 6 bolesnika
(3 muskarca i 3 Zene, srednje starosne dobi od 51,33 + 7,61 godina). Samo su STEMI-KAB bolesnici
nakon postavljanja dijagnoze podvrgnuti pPCI sa implantacijom stenta. Kod 6 bolesnika sa STEMI-
KAB zbog loseg stanja krvnih sudova nije bilo moguc¢nosti za implantaciju stenta.

Tezina KAB procenjena je koris§¢enjem SYNTAX skora, koji je zasnovan na lokalizaciji, tezini 1
obimu koronarnih stenoza, pri ¢emu nizak skor pokazuje anatomski manje komplikovanu KAB. Nizak
rezultat skora definiSe se kao <22; srednji od 23 do 32; i visok preko 33 (142). SYNTAX skor je
odreden samo kod STEMI bolesnika.

STEMI-KAB grupa je dodatno podeljena na osnovu izracunatog SCORE (engl. Systematic
Coronary Risk Estimation) indeksa na 2 grupe bolesnika — sa niskim do umerenim SCORE rizikom
(<5%) 1 sa visokim do veoma visokim SCORE rizikom (>5%). SCORE indeks se koristi za procenu
rizika od razvoja fatalne KVB za populaciju u zemljama sa visokim kao i niskim kardiovaskularnim
rizikom, a izraCunava se na osnovu starosti, pola, statusa pusenja, sistolnog krvnog pritiska i vrednosti
ukupnog holestrola (143). U ovom radu kori§¢ene su tabele SCORE indeksa za zemlje sa visokim
kardiovaskularnim rizikom.

Za svakog bolesnika ukljucenog u studiju iz istorije bolesti i upitnika koji je svaki bolesnik
popunio preuzeti su podaci o faktorima rizika kao Sto su: konzumiranje cigareta, hipertenzija, visina,
tezina, iz kojih je izracunat indeks telesne mase (engl. body mass index, BMI). Bolesnici sa skoro
preleZanom infekcijom, operacijom, traumom ili teZom bubreZznom, hepaticnom ili malignom boles¢u
nisu ukljuceni u studiju.

Kako bi se utvrdilo da li se vrednosti ispitivanih parametara razlikuju u akutnom stanju u odnosu
na hroni¢nu fazu bolesti u istrazivanje su ukljuceni i bolesnici sa SAP ¢iji su uzorci sakupljeni u
Klini¢ko-bolni¢kom centru ,,Zemun®. Ova grupa se sastojala od 15 bolesnika (10 muskaraca i 5 Zena,
srednje starosne dobi od 60,07 + 8,99).
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Kontrolnu grupu ¢inilo je 193 zdrava dobrovoljca (73 muskarca i 120 Zena, srednje starosne
dobi od 56,06 = 10,16 godina). Osobe zaposlene na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu
i osobe kojima Opsta bolnica ,,Medigroup* pruza zdravstvene usluge a kod kojih na osnovu rezultata
detaljnog kardioloskog pregleda (elektrokardiogram, transtorakalna ehokardiografija i test opterec¢enja
srca) nije utvrdeno da imaju KVB, uklju¢ene su u kontrolnu grupu. Ispitanici koji su ¢inili kontrolnu
grupu popunili su upitnik u koji su uvrStena brojna pitanja vezana za faktore rizika. ZabeleZeni su
slede¢i faktori: (1) status pusenja; (2) hipertenzija (HT) oznacena sistolnim krvnim pritiskom > 140
mm Hg, dijastolnim krvnim pritiskom > 90 mm Hg ili propisanim anti-hipertenzivnim lekovima; (3)
BMI. Iz studije su za kontrolnu grupu iskljuene osobe sa istorijom nedavne klinicke infekcije,
postojanje bubrezne, hepati¢ne ili maligne bolesti, nedavna operacija ili trauma. Da bi se utvrdio uticaj
pola i starosti na ispitivane parametre, u kontrolnoj i STEMI grupi ispitanici su podeljeni prema polu,
kao i na 3 starosne grupe (mlade od 55 godina, osobe starosti 56 do 65 godina, i starije od 65 godina).

Svi ispitanici su dali saglasnost o informisanosti pre uvodenja u studiju. Studija je planirana u
skladu sa etickim smernicama Helsinske deklaracije (144), a odobrena je od strane etickih komiteta
Klini¢ko-bolnickih centara ,,Zemun® (Odluka br. 325/1) i ,,Bezanijska kosa* (Odluka br. 4705/4),
Komiteta za biomedicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta (Odluka
br. 2262/2) i Opste bolnice ,,Medigroup* (Odluka br. 1050/1/15 i Odluka br. 1464-2/15). Komitet za
biomedicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu — Farmaceutskog fakulteta usvojio je protokol o

.....

3.2. Uzorci

Uzorci krvi bolesnicima su uzeti nakon prijema u hitnu sluzbu. Kod bolesnika koji su
podvrgnuti pPCI prvi uzorak krvi uzet je pre izvodenja intervencije, a drugi odmah nakon zavrsetka
pPCI. Kontrolnim ispitanicima uzoci krvi uzeti su naste. Periferna venska krv sakupljana je u epruvete
sa EDTA i serum-separator gelom. Plazma i Serum su odvajani od krvnih ¢elija u roku od 1 sata od
uzorkovanja, a uzorci za analize koje se nisu radile odmah po uzorkovanju su zatim podeljeni na
porcije od 200 pL i duvani su u zamrzivadu na -80°C do izvodenja analiza. Parametri oksidativnog
stresa odredeni su u serumu u roku od 2 sata od uzorkovanja, a svi ostali parametri u EDTA plazmi.

3.3. Metode

Koncentracije glukoze, mokracne kiseline, ukupnog holesterola (TH), triglicerida (TG) i laktat
dehidrogenaze (LDH) odredene su rutinskim enzimskim metodama. HDL-holesterol (HDL-h) odreden
je direktnom metodom. Koncentracija LDL-holesterola (LDL-h) izracunata je pomocu Friedewald
formule (145). hsCRP odreden je imunoturbidimetrijskom metodom. PTX3, HB-EGF i CyPA odredeni
su ELISA ,,sendvi¢® metodom komercijalnim testovima. Troponin I (Tnl) je meren kod bolesnika sa
STEMI metodom elektrohemiluminiscencije. Aktivnost SOD merena je prema metodi Misra i
Fridovich (146), ukupni sadrzaj sulfhidrilnih (SH) grupa u plazmi odreden je Ellmanovom metodom
(147), uznapredovali produkti oksidacije proteina (AOPP) metodom Witko-Sarsat (148), a PAB prema
metodi Alamdari (149). Koncentracije ukupnih oksidanasa i antioksidanasa odredivane su
modifikovanim Erelovim metodama (124,126).

Veéina biohemijskih parametara je merena na analizatoru ILAB 300+ (Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija).
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Glukoza je odredena enzimskom GOD-PAP metodom proizvodaca BioSystems S.A.,
Barcelona, Spain, na biohemijskom analizatoru ILAB 300+ proizvodaca Instrumentation
Laboratory, Milano, Italija. Referentne vrednosti koje je proizvodac je propisao su za odrasle
osobe 3,89-5,83 mmol/L.

. Mokraéna kiselina je odredena enzimskom metodom sa urikazom 1 peroksidazom,
proizvodaca BioSystems S.A., Barcelona, Spain, na biohemijskom analizatoru ILAB 300+
proizvodaca Instrumentation Laboratory, Milano, Italija. Referentne vrednosti koje je
proizvodac je propisao su za odrasle muskarce 210-420 umol/L , a za zene 150-350 umol/L.

. Aktivnost LDH odredena je enzimskom piruvat-laktat metodom proizvodaca BioSystems S.A.,
Barcelona, Spain, na biohemijskom analizatoru ILAB 300+ proizvodaca Instrumentation
Laboratory, Milano, Italija. Referentne vrednosti koje je proizvodac je propisao na 37 °C su za
odrasle osobe 207-414 U/L.

. TH je odreden enzimskom CHOD-PAP metodom proizvodac¢a BioSystems S.A., Barcelona,
Spain, na biohemijskom analizatoru ILAB 300+ proizvodaca Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija. Proizvoda¢ je propisao da vrednosti ukupnog holesterola < 5,20 mmol/L
ukazuju na nizak rizik, vrednosti 5,51-6,21 mmol/L ukazuju na graniéni rizik, dok vrednosti >
6,24 mmol/L ukazuju na visok rizik od kardiovaskularnih bolesti.

. TG su odredeni enzimskom GPO-PAP metodom proizvoda¢a BioSystems S.A., Barcelona,
Spain, na biohemijskom analizatoru ILAB 300+ proizvodaca Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija. Proizvoda¢ je propisao da su vrednosti triglicerida do 1,70 mmol/L normalne,
vrednosti 1,71-2,25 mmol/L su grani¢ne, vrednosti 2,26-5,64 mmol/L su visoke, a vrednosti
preko 5,65 mmol/L su veoma visoke.

Koncentracija HDL-h je odredena direktnom metodom sa magnezijum-fosfovolframatom uz
holesterol-esterazu i holesterol-oksidazu, proizvodaca BioSystems S.A., Barcelona, Spain, na
biohemijskom analizatoru ILAB 300+ proizvodaca Instrumentation Laboratory, Milano, Italija.
Proizvodac je propisao da vrednosti HDL-holesterola >1,56 mmol/L ukazuju na nizak rizik, dok
vrednosti <0,91 mmol/L ukazuju na visok rizik od kardiovaskularnih bolesti.

LDL-h je izracunat prema Friedewald-ovoj formuli:

LDL-h, mmol/L = TH — TG/2,2 — HDL-h (145)

Prema preporukama Evropskog vodi¢a za prevenciju KVB (150) pozeljno je da
koncentracija LDL-h bude manja od 3,0 mmol/L (kod visoko rizi¢nih osoba sa potvrdenom
KVB ili dijabetesom poZeljno je da ova vrednost bude manja od 2,5 mmol/L) dok se vrednosti
preko 4,5 mmol/L smatraju visoko rizi¢nim.
hsCRP je odredivan kao ADVIA Chemistry Wide-range C-Reactive Protein
imunoturbidimetrijskom metodom proizvodaca Siemens Healthcare Diagnostics Inc,
Tarrytown, SAD, na analizatoru ADVIA 1200, Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Tarrytown,
SAD.

Terminom ,,wide-range CRP*“ oznafen je Sirok opseg osetljivosti reagensa (donji
detekcioni limit je 0,12 mg/L). Wide-range CRP lateks reagens je suspenzija polistirenskih
lateks Cestica uniformne veli¢ine koje su obloZene ze€ijim antihumanim antitelima klase IgG.
Kada se uzorak koji sadrzi CRP pomesa sa reagensom, pojavljuje se aglutinacija $to dovodi do
povecanja zamucenosti koja se meri turbidimetrijski na 571 nm. Koncentracija CRP u uzorku se
odreduje iz kalibracione krive dobijene pomocu kalibratora. Metoda je kalibrisana pomocu
ADVIA Chemistry wide-range C-Reactive Protein Calibrators. Kod zdravih osoba, vrednosti
CRP ispod 1 mg/L ukazuju na nizak rizik za predikciju KVB, vrednosti 1-3 mg/L predstavljaju
srednji rizik, a vrednosti preko 3 mg/L predstavljaju visok rizik od KVB.
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Tnl je meren u serumu bolesnika sa STEMI metodom elektrohemiluminiscencije kao
VIDAS® High sensitive Troponin | na analizatoru VIDAS® proizvodada BioMérieux,
Francuska. Proizvodac je propisao da vrednosti Tnl ispod 2 ng/L iskljuuju postojanje AIM.
PTX3 je odredivan ELISA ,,sendvi¢* metodom

Protokol metode za odredivanje PTX3. Koncentracija PTX3 je odredivana ELISA ,,sendvi¢*
metodom (Human Pentraxin3/TSG-14 DuoSet ELISA DY1826, R&D Systems, Minneapolis,
SAD), prema slede¢em protokolu. Humani rekombinantni PTX3 standard i anti-humani-PTX3
antitela su rastvorena u reagensu za rastvaranje - 1% govedi serum albumin (proizvodaca
Sigma Aldrich, St Louis, USA) u fosfatnom puferu pH 7,2-7,4. Dan pre izvodenja testa svaki od
96 bazena na maxi-sorp ELISA plocama oblozen je sa po 100 puL miS§jih antitela protiv
humanog PTX3 (radne koncentracije 2,0 pg/mL u fosfatnom puferu). Plo¢e su pokrivane
parafilmom i folijom da se zastite od svetlosti, i preko no¢i inkubirane na sobnoj temperaturi.
Posle inkubiranja, plo¢e su aspirirane, nakon ¢ega su tri puta ispirne puferom za ispiranje
(dodatkom po 400 uL pufera u svaki bazen tri puta), i na kraju potpuno aspirirane i prosusene
okretanjem na papirnoj vati. Posle ispiranja plo¢e su blokirane dodatkom po 300 pL reagensa za
rastvaranje (1% govedi serum albumin u fosfatnom puferu) u svaki bazen i inkubirane na
sobnoj temperaturi najmanje 1 sat, pokrivene parafilmom i folijom zasti¢ene od svetlosti. Posle
jos§ jednog seta od 3 ispiranja puferom za ispiranje, ploce su spremne za dodavanje uzoraka. Svi
uzorci su radeni u duplikatu, a pipetirano je 100 uL uzorka po bazenu. Dodatno su postavljene
slepa proba (sam reagens za rastvaranje) i razblazenja standarda (od 0,109-7,0 pg/L) koji su
koris¢eni za pravljenje standardne krive. Nakon nanoSenja slepe probe, standarda i uzoraka
pokrivena ploca se inkubirala 2h na sobnoj temperaturi na mesalici uz blago meSanje. Zatim je
sledio postupak ispiranja (isti kao prethodni) nakon ¢ega je u svaki bazen dodato po 100 pL
detekcionih antitela (biotinisana kozja antitela koja su prethodno rastvorena u reagensu za
rastvaranje). Plo¢e su pokrivene i inkubirane 2h na sobnoj temperaturi zasti¢ene od svetlosti.
Ispiranje je ponovljeno, nakon ¢ega je u svaki bazen dodato 100 pL radnog razblazenja
streptavidin-HRP. Pokrivene plo¢e su inkubirane 20 min na sobnoj temperaturi zaSticene od
svetlosti. Nakon jo$ jednog ispiranja sledilo je dodavanje po 100 pL supstrata (meSavina
vodonik-peroksida i tetrametilbenzidina u odnosu 1:1 napravljena neposredno pre rada) u svaki
bazen. Plo¢e su ponovo inkubirane 20 min na tamnom mestu na sobnoj temperaturi. Zatim se u
svaki bazen dodalo po 50 uL stop-rastvora (2N H,SO,), blago mesaju¢i na mesalici.
Apsorbanca na 450 nm (sa korekcijom na 540 nm) ocitana je na ELISA ¢itacu. Pomocu
standardne krive izraunata je koncentracija PTX3 u svakom uzorku.

HB-EGF je odredivan ELISA ,,sendvi¢* metodom

Protokol metode za odredivanje HB-EGF. Za odredivanje HB-EGF koris¢en je test
proizvodata R&D Systems (Human HB-EGF DuoSet ELISA DY259B R&D Sistems,
Minneapolis, SAD). Priprema maxi-sorp ELISA ploca, ispiranje plo¢a i nano$enje uzoraka,
slepe probe i standarda izvrSeno je po istom protokolu kao za odredivanje PTX3. Za oblaganje
bazena u plo¢ama koris¢ena su antitela pacova protiv humanog HB-EGF. Za pravljenje
standardne krive nanoSena su razblazenja standarda u reagensu za rastvaranje (od 1,70-125,0
ng/L). Inkubacija i detekcija takode se sprovodila po protokolu kao za PTX3. Za detekciju je
koris¢eno po 100 pL detekcionih antitela (biotinisana kozja antitela koja su prethodno
rastvorena u reagensu za rastvaranje) a ocitavanje apsorbanca vrseno je na 450 nm na ELISA
¢itacu (sa korekcijom na 540 nm).

CyPA je odredivan ELISA ,,sendvi¢* metodom

Protokol metode za odredivanje CyPA. Za odredivanje CyPA koriS¢en je test proizvodaca
CUSABIO Biotech Co, Wuhan, Hubei Province, Kina (Human cyclophilin A (PPIA/CYPA)
ELISA kit), katbr. CSB-E09920h. Svi rastvori su pripremani neposredno pre upotrebe.
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Detekciona biotinisana antitela rastvorena su odgovaraju¢im diluentom 100 puta. Standard je
rastvoren diluentom za uzorke do radne koncentracije od 200 pg/L. Ploce su ve¢ oblozene
odgovaraju¢im anti CyPA antitelima, i spremne su za upotrebu. Svi uzorci su radeni u
duplikatu, a nanosi se 100 pL uzorka po bazenu. Prvo je nanoSena slepa proba (sam diluent za
uzorke), zatim razblazenja standarda u diluentu za uzorke (od 3,12-100,0 pg/L) koji su posluzili
za pravljenje standardne krive, a zatim uzorci. Pokrivena plo¢a se inkubirala 2h na sobnoj
temperaturi na mesalici uz blago mesanje. Zatim je izvrSeno aspiriranje bez ispiranja, nakon
Cega se u svaki bazen dodalo po 100 uL detekcionih antitela. Ploce su pokrivene i inkubirane 1h
na temperaturi od 37°C. Ispiranje je izvrSeno 3 puta dodatkom po 200 uL pufera za ispiranje po
bazenu, na kraju nakon okretanja i suSenja plo¢e u svaki bazen je dodato 100 pL radnog
razblazenja HRP-avidina. Pokrivene ploc¢e su inkubirane 1h na temperaturi od 37°C zasti¢ene
od svetlosti. Postupak ispiranja je ponovljen, nakon ¢ega je dodato po 90 uL. TMB-supstrata u
svaki bazen. Plo¢e su ponovo inkubirane 15-30 min na tamnom mestu na temperaturi od 37°C.
U svaki bazen je dodato po 50 pL stop-rastvora, izvrSeno je blago meSanje na meSalici i
ocitavanje apsorbance na 450 nm na ELISA ¢itacu (sa korekcijom na 540 nm). Pomocu
standardne krive izraCunata je koncentracija CyPA u svakom uzorku.

AOPP odredivan je na analizatoru ILAB 300+ (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija)
prema metodi Witko-Sarsat i sar. (148). U uzorak plazme razblazen fosfatnim puferom dodata
je sir¢etna kiselina i rastvor kalijum jodida i merena je apsorbanca na 340 nm. Koncentracija
AOPP je izraZzena preko ekvivalenta hloramina T koji se koristi za pravljenje standardne krive.
Ukupni sadrzaj SH grupa odredivan je na analizatoru ILAB 300+ (Instrumentation
Laboratory, Milano, Italija) Ellmanovom metodom (147) koja se zasniva na reakciji 2,2’-
dinitro-5,5’-ditionitrobenzojeve kiseline (DTNB) sa alifati¢nim tiolnim jedinjenjima u baznoj
sredini, pri ¢emu se stvara jedan mol p-nitrofenol anjona po jednom molu tiola (Slika 5).
Apsorbancija Zuto obojenog anjona TNB* meri se na 412 nm.

NO
Q ’ RSH 0 NO,
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d HS
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DTNB TNB

Slika 5. Reakcija DTNB sa tiolima u alkalnoj sredini
(1zvor: Peng H, Chen W, Cheng Y, et al. Thiol reactive probes and chemosensors. Sensors
2012;12(11):15907-15946)

Koncentracija ukupnih antioksidanasa izrazena kao TAS odredivana je na analizatoru ILAB
300+ (Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) modifikovanom Erelovom metodom
upotrebom standardne krive. NajéeS¢e se za odredivanje TAS kao standard koristi Trolox —
hidrosolubilni ekvivalent vitamina E. Rezultati se izrazavaju u mmol/L Trolox ekvivalenta
(124).

Koncentracija ukupnih oksidanasa izraZzena kao TOS odredivana je na analizatoru ILAB 300+
(Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) modifikovanom Erelovom metodom. Glavne
komponente sistema TOS su H,O; i lipidni hidroperoksidi. Ukupni oksidansi u uzorku oksiduju
fero jon-orto-dianizidni kompleks u feri jon, koji zatim gradi obojeni kompleks sa ksilenol-
oranzom koji se meri na 560 nm (126).

Aktivnost enzima SOD u plazmi odredivana je na analizatoru ILAB 300+ (Instrumentation
Laboratory, Milano, Italija) prema metodi Misra i Fridovich (146) koja se zasniva na
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sposobnosti SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini. Aktivnost
SOD se izrazava u relativnim jedinicama, koje se dobijaju merenjem apsorbancije nastalog
crvenog proizvoda oksidacije adrenalina na 480 nm, bez prisustva SOD (kontrola) i u prisustvu
SOD (analiza). Aktivnost SOD u uzorku se izracunava kao procenat inhibicije autoksidacije
adrenalina.

18. PAB odredivan je ru¢no na mikrititarskoj plo¢i i meren na ELISA cita¢u, prema metodi
Alamdari i sar. (149). U testu se odreduje koncentracija vodonik peroksida u antioksidativnom
okruzenju. Hromogen 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) reaguje i sa vodonik-peroksidom i sa
mokra¢nom kiselinom kao antioksidnsom, koji se nalaze u istoj sredini. Reakcija H,O, 1 TMB
je katalizovana peroksidazom, a oksidovanjem TMB nastaje plavo obojeni proizvod. Reakcija
izmedu mokraéne kiseline i TMB je nekatalizovana, a redukcijom TMB nastaje bezbojan
proizvod. Vrednosti PAB se izrazavaju u arbitrarnim jedinicama HKU (hidrogen-peroksid
komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat H,O, u standardnim rastvorima
pomnozen sa 6.

3.4. Statisticka analiza

Za statistiCku analizu koris¢en je PASW® Statistic v. 25 (Chicago, Illinois, USA).
Parametarskim i neparametarskim testovima poredene su dve i veéi broj populacija u zavisnosti od
distribucije podataka. Raspodela podataka proveravana je Kolmogorov-Smirnov testom. Podaci su
prikazani kao aritmeticka srednja vrednost + standardna devijacija za normalno distribuirane
kontinuirane varijable i kao relativne i apsolutne frekvencije za kategoricke varijable. Posto distribucije
glukoze, TG, HDL-h, mokra¢ne Kiseline, LDH, hsCRP, Tnl, PTX3, HB-EGF, CyPA, AOPP, SH, TAS,
TOS, SOD i PAB, nisu bile normalne, podaci su predstavljeni kao medijana i interkvartilni opseg.

Mann Whitney test ili Student’s t-test za dve nezavisne populacije koris¢eni su za poredenje dve
grupe podataka. Za analizu malog broja podataka koris¢en je Mann Whitney exact test. Wilcoxson test
ili Student’s t-test dve zavisne populacije koris¢eni su za poredenje parametara pre i nakon sprovodenja
pPCI procedure. Analiza varijanse sa Tukey's post hoc testom i Kruskall Wallis test sa Mann Whitney
U testom kao post hoc testom uz Bonferroni korekciju korisceni su za poredenje tri nezavisne grupe
(kontrolna grupa, STEMI i SAP). Za ispitivanje homogenosti frekvencija koris¢en je Chi-kvadrat test.
Testiranje jacine veze izmedu varijabli izvrSeno je Spearman korealcionom analizom.

Referentni interval definisan je prema preporukama IFCC, tako $to je odreden interval izmedu
percentila od 95%; donja i gornja granica referentnog intervala su 2,5. odnosno 97,5. percentil (151).

Reciever operation curve (ROC) analizom ispitana je dijagnosticka sposobnost analiziranih
parametara u razdvajanju MINOCA od STEMI-KAB bolesnika. Swets (152) je predlozio sledeé¢i vodi¢
za interpretaciju povrsine ispod ROC krivih (AUC): 0,5-0,7 niska tac¢nost; 0,7-0,9 tacnost koja je
zadovoljavaju¢a za neke potrebe; >0,9 visoka tacnost. Pravljeni su modeli kombinovanjem
inflamatornih parametara sa Tnl a povrsine ispod krivih prikazane su kao C-statistika. ROC analiza je
koris¢ena za definisanje visokih vrednosti inflamatornih parametara, a primenjena je na svim STEMI
bolesnicima i kontrolnoj grupi. Za inflamatorne parametre sa statisticki znac¢ajnom dijagnostickom
tacnosc¢u izracunate su cut off vrednosti bazirane na maksimalnom Youden indeksu koji se odreduje u
tacki u kojoj je razlika izmedu osetljivosti (Se) odnosno pravih pozitivnih rezultata i 1-specifi¢nosti
(Sp) ili lazno pozitivnih rezultata maksimalna (153).

U slucaju analize velikog broja varijabli postoji rizik od prekomernog fitovanja modela, tako da
razumevanje odnosa izmedu svake varijable moze biti pogresno. Kako bi se izbeglo formiranje
prediktivnih modela baziranih na subjektivnom misljenju istrazivaca kori$¢ena je Principal component
faktorska analiza (PCA). PCA je primenjena da bi se redukovao veliki broj ispitivanih nezavisnih
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varijabli u grupi, pri ¢emu je svaka ,nova“ varijabla kombinacija svake od pocetnih varijabli.
Smanjenjem broja varijabli smanjena je verovatnoca za prekomerno fitovanje modela. Posto PCA
kombinuje pocetne prediktore, olakSano je razumevanju kako je svaka varijabla povezana sa drugom
varijablom. Obradeni podaci ukljucili su normalno distribuirane varijable, dok su promenljive sa
raspodelom koja nije bila normalna uvrstene nakon logaritamske transformacije. 1zdvojeni faktori su
odredeni na osnovu eigenvalues >1. Za interpretaciju faktora koriS§¢ene su varijable sa faktorskim
optere¢enjima >0,5. Rezultati su izraCunati za faktore sa eigenvalues >1 i ti faktori su ukljuceni kao
nezavisne promenljive u logisti¢koj regresionoj analizi.

Za procenu prediktivne sposobnosti ispitivanih parametara kao i dobijenih skorova za
novooformljene faktore koris¢ena je logisticka regresiona analiza. Odds ratio (OR) u logistickom
modelu pokazuje koliko puta vec¢u verovatnoc¢u za pojavu nekog ishoda ima osoba koja ima poviSenu
vrednost posmatranog prediktora, u poredenju sa osobom koja nema poviSenu vrednost datog
prediktora. Izracunat je 95% interval pouzdanosti za predikciju. Odluke su donoSene za nivo
znacajnosti <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ispitivani parametari kod STEMI bolesnika, bolesnika sa stabilnom anginom pektoris i
zdravih osoba

Kod 87 STEMI bolesnika, 15 bolesnika sa SAP i 193 zdrave osobe izvrSeno je poredenje
demografskih i klini¢kih karakteristika, lipidnih i inflamatornih parametara (hsCRP, PTX3, HBEGF |
CypA) kao i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite.

4.1.1. Poredenje demografskih i klinickih karakteristika kao i osnovnih biohemijskih parametara
u tri ispitivane grupe

Demografske i klinicke karakteristike kao i koncentracije analiziranih parametara u kontrolnoj,
STEMI i SAP grupi prikazane su u Tabeli 1. Sve tri ispitivane grupe bile su ujednaéene po starosti kao
I po BMI. Zastupljenost muskaraca i pusaca bila je znacajno veca kod STEMI i bolesnika sa SAP u
odnosu na kontrolne ispitanike. Osim toga, SAP bolesnici imali su manji broj okludiranih krvnih
sudova u odnosu na STEMI bolesnike. SYNTAX skor je odreden samo kod STEMI bolesnika, a kod
75% ovih bolesnika vrednost SYNTAX skora je bila niza od 22, §to ih svrstava u grupu sa niskim
skorom.

Svi ispitivani biohemijski parametri (glukoza, TH, TG, HDL-h, LDL-h, mokra¢na kiselina i
LDH), razlikovali su se izmedu STEMI bolesnika i kontrolne grupe. Koncentracije najveéeg broja
parametara (osim TH i HDL-h) bile su vise kod STEMI bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu, a
jedino su vrednosti TH i HDL-h bile znacajno nize dok su koncentracije mokra¢ne kiseline bile
znacajno vise kod SAP bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu. Na Slikama 6-12 prikazani su
parametri ¢ije su se koncentracije razlikovale izmedu sve tri grupe.

Pokazana je statisticki znacajna razlika izmedu SAP i STEMI grupa samo u Cetiri laboratorijska
parametra: glukoza, TH, LDL-h i LDH. Koncentracije sva Cetiri parametra bile su vise kod STEMI u
poredenju sa grupom bolesnika sa SAP (Tabela 1).
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Tabela 1. Demografske i klinicke karakteristike kao i koncentracije biohemijskih parametara u

kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP

Varijabla Kontrolna grupa STEMI SAP p

N 193 87 15

Starost, godine 56,06+10,16 60,49+12,21 60,07+8,99 0,922°
Pol, muskarci % 36,8 68,9 66,7 <0,01°
BMI, kg/m? 26,08+4,48 26,34+4,05 28,32+4,84 0,898°
Pusaci, % 25,9 43,37 40,07 <0,001°
Okludirani krvni sudovi, N / 1,0 (1,0-3,0) 0,0 (0,0-1,0) 0,002°
Implantirani stentovi, N / 1,0 (1,0-2,0) / /
SYNTAX skor / 14,0 (8,0-18,0) / /
Glukoza, mmol/L 5,65 (5,20-6,21) 7,00 (6,30-9,53)™ 5,70 (5,10-6,50)*  <0,001°
TH, mmol/L 5,90+1,09 5,51+1,16 4,56+0,91" <0,01°
TG, mmol/L 1,27 (0,93-1,73) 1,68 (1,20-2,56)" 1,52 (1,08-3,04) <0,001°
HDL-h, mmol/L 1,46 (1,29-1,76) 0,99 (0,82-1,26)" 1,17 (0,95-1,40)"  <0,001°
LDL-h, mmol/L 2,99+0,76 3,43+1,07" 2,36+0,42" <0,001%
Mokraéna kiselina, pmol/L  263,5 (208,9-329,3)  306,0 (241,0-364,7)"  316,5 (283,7-424,0)  0,001°
LDH, 1U/L 352 (289-418) 456 (349-658) 284 (224-351)" <0,001°

Tnlpmem, ug/L
TNl ax, pg/L

/
/

0,33 (0,06-2,62)
14,35 (4,30-28,79)

/
/

/
/

"p<0,05 vs kontrolna grupa;

™ p<0,001 vs kontrolna grupa; * p<0,05 vs STEMI; ¥ p<0,01 vs STEMI;

Poredenje *ANOVA sa Tuckey post hoc testom, °* testom homogenosti, *Kruskal Wallis testom sa Mann
Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju; Normalno distribuirane kontinuirane varijable predstavljene
su kao srednja vrednost + SD, varijable sa distribucijom koja nije bila normalna predstavljene su kao medijana i
interkvartilni raspon, Kategoricke varijable prikazane su kao apsolutne i relativne frekvence; (BMI-indeks
telesne mase; TH-totalni holesterol; TG-trigliceridi; HDL-h - HDL-holesterol; LDL-h — LDL-holesterol; LDH-
laktat dehidrogenaza; Tnl — troponin I).

14,80
12,704
11,40
10,20
89,107
8,20
7,68
7,07
6,56
6,51
§,327
6,10
5,92
5,73
5 46
5,28
5,00
4,56
4,56
4,09
3,10

Glukoza, mmol/L

p<0,01

p<0.01

|

Kontrolna grupa

STEMI
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Slika 6. Koncentracija glukoze u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 7. Koncentracija TH u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 8. Koncentracija TG u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 9. Koncentracija HDL-h u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 10. Koncentracija LDL-h u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 11. Aktivnost LDH u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 12. Koncentracija mokra¢ne kiseline u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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4.1.2. Inflamatorni parametri u tri ispitivane grupe

U Tabeli 2 prikazane su vrednosti inflamatornih parametara u kontrolnoj grupi i kod STEMI i
SAP bolesnika. Koncentracije PTX3 i hsCRP bile su znacajno vise (p<0,001 za PTX3, p<0,01 za
hsCRP) u obe grupe bolesnika u poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Slike 13 i 14) dok su
koncentracije HB-EGF bile vise u STEMI grupi u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001, Slika 15).
Koncentracija CyPA nisu bile statisticki zna¢ajno razli¢ite izmedu tri grupe. Rezultati su prikazani u

Tabeli 2.
Tabela 2. Koncentracije inflamatornih parametara u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI
i SAP

Varijabla Kontrolna grupa STEMI SAP p

N 193 87 15

hsCRP, mg/L 0,60 (0,25-1,75) 4,50 (2,10-15,40)" 3,09 (0,85-6,89)"  <0,01
PTX3, pg/L 0,97 (0,69-1,19) 2,55 (1,67-5,52) 1,74 (1,65-2,94) <0,001
CyPA, pg/L 6,64 (3,35-14,71) 8,62 (437-1526) 13/48(359-32,33) 0,156
HB-EGF, ng/L 7,33 (2,55-15,69) 12,26 (10,91-14,28) 10,74 (9,76-17,79) <0,001

"~ p<0,01 vs kontrolna grupa; = p<0,001 vs kontrolna grupa

Poredenje izvrseno Kruskal Wallis testom sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju;
Vrednosti svih parametara predstavljene su kao medijana i interkvartilni raspon.

(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF —
heparin-vezujuci epidermalni faktor rasta)
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Slika 13. Koncentracija PTX3 u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 14. Koncentracija hsCRP u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP

50,00
p<0.001
o
40,00 *
o
o
*
g" 30,00 *
T *
E 8
| o
ke 20,00 o

10,00 Q

0,00 T T T
Kontrolna grupa STEMI SAP

Slika 15. Koncentracija HB-EGF u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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4.1.3. Parametari oksidativnog stresa u tri ispitivane grupe

U Tabeli 3 prikazani su parametri oksidativnog stresa kod bolesnika sa STEMI i SAP kao i kod
kontrolnih ispitanika. Bolesnici sa STEMI imali su znacajno vise vrednosti PAB (Slika 16), u odnosu
na kontrolnu grupu (p<0,001) kao i u odnosu na SAP grupu (p<0,05). Vrednosti AOPP bile su zna¢ajno
nize kod STEMI bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001, Slika 17).

Tabela 3. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i

SAP
Varijabla Kontrolna grupa STEMI SAP p
N 193 87 15
AOPP, pmol/L 31,6 (26,3-38,2) 22,7 (14,0-35,9)"" 23,6 (20,3-35,6) <0,001
TOS, mmol/L 18,1 (11,4-23,1) 18,7 (7,6-27,3) 20,3 (18,4-34,7) 0,400
PAB, HKU 68,9 (51,6-94,3)  118,3(101,1-141,3)"" 91,2 (88,4-102,4)"  <0,001

™ p<0,001 vs kontrolna grupa; * p<0,05 vs STEMI
Poredenje izvrseno Kruskal Wallis testom sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju;
Vrednosti svih parametara predstavljene su kao medijana i interkvartilni raspon.
(AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina; TOS - totalni oksidativni status; PAB -
prooksidativno-antioksidativni balans)
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Slika 16. Vrednosti PAB u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 17. Koncentracija AOPP u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP

4.1.4. Parametari antioksidativne zasStite U tri ispitivane grupe

U Tabeli 4 prikazane su vrednosti parametara antioksidativne zastite kod bolesnika sa STEMI,
SAP i u kontrolnoj grupi. Koncentracije SH-grupa i TAS bile su znacajno nize kod STEMI bolesnika u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001 za SH-grupe, p<0,01 za TAS). SAP grupa imala je znacajno vise
vrednosti SH-grupa i TAS i u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05 za SH-grupe, p<0,01 za TAS), kao i
u odnosu na STEMI grupu (p<0,01 za oba parametra, Slike 18 i 19). Bolesnici sa STEMI imali su
znacajno vise aktivnosti SOD u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001, Slika 20).

Tabela 4. VVrednosti parametara antioksidativne zastite u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i

SAP
Varijabla Konrolna grupa STEMI SAP p
N 193 87 15
SH, mmol/L 0,58 (0,52-0,71) 0,40 (0,27-0,52)"" 0,77 (0,65-0,88)" * <0,001
TAS, mmol/L 1140 (775-1300) 897 (700-1126)" 1586 (1397-1871) * 0,003
SOD, U/L 126 (83-134) 138 (118-184)"" 102 (100-145) <0,001
“p<0,05 vs kontrolna grupa;” p<0,01 vs kontrolna grupa; ~ p<0,001 vs kontrolna grupa;

" p<0,01 vs STEMI
Kontinuirane varijable su poredene Kruskal Wallis testom (sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferony
korekciju). Vrednosti svih parametara predstavljene su kao medijana i interkvartilni raspon.
(SH — sadrzaj sulfhidrilnih grupa,; TAS — totalni antioksidativni status; SOD — superoksid dismutaza)
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Slika 18. Sadrzaj SH-grupa u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 19. Vrednosti TAS u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP
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Slika 20. Aktivnost SOD u kontrolnoj grupi i kod bolesnika sa STEMI i SAP

4.2. Poredenje inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika prema
polu i starosti

Zastupljenost muskaraca bila je ve¢a u STEMI grupi u odnosu na kontrolnu grupu dok su dve
grupe bile ujednacene u odnosu na starost (Tabela 1). Kako bi se utvrdilo da li pol i starost interferiraju
sa ispitivanim inflamatornim parametrima testirana je promena ovih parametra u odnosu na pol i
godine u svakoj grupi posebno. Dodatno su u kontrolnoj grupi izracunati referentni intervali za nove
inflamatorne parametre.

4.2.1. Poredenje inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika prema polu
U Tabeli 5 prikazane su koncentracije inflamatornih parametara kod muskaraca i zena u

kontrolnoj grupi. Nadena je znacajno visa koncentracija HB-EGF kod muskaraca u odnosu na zene
(p=0,002, Slika 21), dok se ostali ispitivani inflamatorni parametri nisu razlikovali u odnosu na pol.
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Tabela 5. Koncentracije inflamatornih parametara kod muskaraca i zena u kontrolnoj grupi

Varijabla Muskarci Zene P
N 71 122

hsCRP, mg/L 0,65 (0,30-2,70) 0,50 (0,20-1,60) 0,327
PTX3, pg/L 0,96 (0,59-1,16) 0,99 (0,72-1,30) 0,160
CyPA, pg/L 9,02 (3,18-18,82) 6,45 (3,38-14,46) 0,383
HB-EGF, ng/L 9,17 (583-1801) 2,14 (0,70-6,08) 0,002

Poredenje izvrseno Mann Whitney testom.

Sve varijable su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon.

(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A;
HB-EGF - heparin-vezujuéi epidermalni faktor rasta)
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Slika 21. Koncentracija HB-EGF u grupi kontrolnih ispitanika podeljenih prema polu

4.2.2. Poredenje inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika prema godinama starosti

U Tabeli 6 prikazane su vrednosti inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika
podeljenih u tri starosne grupe. U grupi kontrolnih ispitanika, osobe preko 65 godina starosti imale su
najviSe vrednosti PTX3 (p=0,018 u odnosu na grupu mladih od 55 godina, Slika 22), dok su
koncentracije HB-EGF znacajno opadale sa starenjem (p=0,023 za starosnu grupu 56-65 godina u
odnosu na najmladu grupu, Slika 23).
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Tabela 6. Koncentraciije inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika podeljeninih prema
godinama starosti

Varijabla <55 godina 56-65 godina > 65 godina P
N 77 91 25

hsCRP, mg/L 0,50 (0,27-1,50) 1,10 (0,25-2,35) 0,45 (0,20-3,37) 0,373
PTX3, pg/L 0,96 (0,66-1,14) 0,90 (0,66-1,18) 1,18 (0,94-1,48)" 0,018
CyPA, ng/L 6,54 (3,92-12,83) 6,55 (3,08-14,37) 10,11 (3,87-18,87) 0,880

HB-EGF, ng/L 9,17 (5,83-19,17) 4,72 (1,04-10,97)" 2,26 (2,14-2,56) 0,023
“p<0,05 vs starosna grupa <55 godina; * p<0,05 vs starosna grupa od 56-65 godina
Poredenje izvrseno Kruskal Wallis testom (sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju).
Sve varijable predstavljene su kao medijana i interkvartilni raspon.
(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF —
heparin-vezujuci epidermalni faktor rasta)
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Slika 22. Koncentracija PTX3 u grupi kontrolnih ispitanika podeljenih prema godinama starosti
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Slika 23. Koncentracija HB-EGF u grupi kontrolnih ispitanika podeljenih prema godinama starosti

4.2.3. Referentni intervali za ispitivane inflamatorne parametre

Kao §to se moze videti iz Tabela 5 i 6, koncentracija CyPA se ne razlikuje znacajno ni u odnosu
na starost ispitanika, niti u odnosu na pol. Rezultati analize PTX3 su pokazali da medu kontrolnim
ispitanicima postoji statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama ovog parametra kod osoba mladih od
65 godina u odnosu na starije osobe, dok razlika u odnosu na pol nije dokazana. Koncentracije HB-
EGF znacajno se razlikuju u odnosu na pol, ali nije dokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na
godine starosti u populaciji muskaraca, kao ni medu zenama. Odredivanjem 2,5. i 97,5. percentila kod
kontrolnih ispitanika odredeni su referentni intervali za sve ispitivane inflamatorne parametre (Tabela
7).

Tabela 7. Referentni intervali za ispitivane inflamatorne parametre

Parametar N Referentni interval
PTX3, pg/L (osobe mlade od 65 godina) 168 0,27-1,89
CyPA, nug/L 193 0,21-15,21
Muskarci 71 1,20-18,97
HB-EGF, ng/L Zene 122 0,34-14,59
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4.2.4. Poredenje inflamatornih parametara kod STEMI bolesnika prema polu
U Tabeli 8 prikazane su koncentracije inflamatornih parametara kod STEMI bolesnika
podeljenih prema polu. U ovoj grupi bolesnika nije zabelezena statisticki znacajna razlika izmedu

muskaraca i zena ni za jedan od ispitivanih parametara inflamacije.

Tabela 8. Koncentracije inflamatornih parametara kod muskaraca i zena sa STEMI

Varijabla Muskarci Zene P
N 62 25

hsCRP, mg/L 4,15 (2,15-13,85) 6,50 (1,60-18,70) 0,671
PTX3, ug/L 2,59 (1,71-5,43) 2,40 (1,51-5,04) 0,417
CyPA, ug/L 7,93 (4,92-14,71) 8,82 (3,90-19,02) 0,796
HB-EGF, ng/L 12,18 (10,57-13,89) 12,29 (10,91-14,03) 0,721

Poredenje izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon
(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta)

4.2.5. Poredenje inflamatornih parametara kod bolesnika sa STEMI prema godinama starosti
U Tabeli 9 prikazane su koncentracije ispitivanih inflamatornih parametara kod STEMI

bolesnika podeljenih u tri starosne grupe. Kao $to se moze videti, nije nadena statisticki znacajna
razlika u inflamatornim parametrima u odnosu na starosnu dob u ovoj grupi bolesnika.

Tabela 9. Koncentracije inflamatornih parametara u plazmi STEMI bolesnika podeljenih prema
godinama starosti

Varijabla < 55 godina 56-65 godina > 65 godina P
N 28 32 27

hsCRP, mg/L 4,30 (2,92-5,92) 3,15 (1,27-20,30) 7,50 (2,30-23,00) 0,637
PTX3, nug/L 2,54 (1,59-5,79) 2,23 (1,62-3,68) 2,55 (1,89-6,75) 0,332
CyPA, ng/L 8,72 (5,80-16,74) 6,64 (3,87-16,94) 7,04 (3,92-14,23) 0,444

HB-EGF, ng/L 12,26 (11,19-14,39) 11,70 (10,35-13,38) 12,25 (10,85-14,34) 0,300
Poredenje izvrseno Kruskal Wallis testom (sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju). Sve
varijable su predstavljene su kao medijana i interkvartilni raspon.

(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta)
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4.3. Korelacija inflamatornih parametara sa drugim ispitivanim parametrima u kontrolnoj grupi
i kod STEMI bolesnika

Spearman korelacionom analizom ispitivana je povezanost i jacina veze izmedu inflamatornih
markera (PTX3, hsCRP, CyPA i HB-EGF) i drugih ispitivanih laboratorijskih parametara,
demografskih i klinickih karakteristika, kao i parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite
medu kontrolnim ispitanicima i STEMI bolesnicima.

4.3.1. Korelacija inflamatornih parametara sa demografskim i biohemijskim
parametrima u kontrolnoj grupi

U Tabeli 10 i na Slikama 24-26 prikazana je zavisnost demografskih i biohemijskih parametara
sa inflamatornim markerima u kontrolnoj grupi. Utvrdena je znaCajna negativna korelacija izmedu HB-
EGF i starosti (p<0,001, Slika 24), kao i izmedu PTX3 i BMI (p<0,05, Slika 25), dok je hsCRP u
pozitivnoj korelaciji sa BMI (p<0,05) i koncentracijom TG (p<0,01) medu kontrolnim ispitanicima
(Slika 26, Tabela 10).

Tabela 10. Korelacija demografskih i biohemijskih parametara sa markerima inflamacije kod
kontrolnih ispitanika

Varijabla hsCRP PTX3 HB-EGF CyPA
Starost, godine -0,011 0,106 0,439 0,046
BMI, kg/m? 0,242" -0,267" 0,166 0,098
Glukoza, mmol/L -0,080 -0,028 0,129 -0,024
TH, mmol/L -0,052 -0,060 -0,023 -0,036
TG, mmol/L 0,318 0,059 -0,052 0,073
HDL-h, mmol/L 0,177 -0,151 0,239 0,004
LDL-h, mmol/L 0,028 -0,154 0,121 -0,093
Mokrac¢na kiselina, pmol/L 0,109 0,014 0,289 0,092
LDH, IU/L 0,042 0,109 0,110 -0,043

*** p<0,001; ** p<0,01; * p<0,05
Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)
4.3.2. Korelacija izmedu inflamatornih parametara u kontrolnoj grupi
Ispitivana je meduzavisnost inflamatornih parametara u kontrolnoj grupi. Nije uo¢ena znacajna
povezanost izmedu ispitivanih inflamatornih parametara kod kontrolnih ispitanika. Rezultati su

prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11. Spearman korelaciona analiza izmedu markera inflamacije kod kontrolnih ispitanika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
hsCRP, mg/L 1 -0,081 -0,074 0,032
PTX3, png/L -0,081 1 0,050 -0,031
CyPA, ng/L -0,074 0,050 1 0,020
HB-EGF, ng/L 0,032 -0,031 0,020 1

Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)
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4.3.3. Korelacija inflamatornih parametara sa parametrima oksidativnog stresa u
kontrolnoj grupi

U grupi kontrolnih ispitanika ispitana je zavisnost inflamatornih markera od parametara
oksidativnog stresa, i utvrdena je pozitivna korelacija izmedu hsCRP i1 TOS (p<0,01, Slika 26).
Rezultati su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12. Spearman korelaciona analiza izmedu parametara oksidativnog stresa i markera inflamacije
kod kontrolnih ispitanika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
AOPP, pmol/L 0,020 -0,037 0,042 -0,067
TOS, mmol/L 0,358" 0,017 0,049 0,072
PAB, HKU 0,141 0,108 0,003 0,112
** n<0,01

Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)

4.3.4. Korelacija inflamatornih parametara sa parametrima antioksidativne zastite u
kontrolnoj grupi

Ispitivana je zavisnost inflamatornih markera od parametara antioksidativne zastite u kontrolnoj
grupi. Utvrdena je znacajna negativna povezanost izmedu PTX3 i sadrzaja SH-grupa (p<0,05, Slika
25), dok je za hsCRP pokazana negativna korelacija sa TAS (p<0,05, Slika 26). Rezultati su prikazani
u Tabeli 13.

Tabela 13. Spearman korelaciona analiza izmedu parametara antioksidativne zastite i markera
inflamacije kod kontrolnih ispitanika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF

SH, mmol/L -0,131 20,191 0,003 0,159

TAS, mmol/L -0,231" -0,118 -0,119 -0,078

SOD, U/L -0,222 0,024 0,156 -0,328
* p<0,05

Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)
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Slika 24. Spearman korelacija izmedu starosti i HB-EGF kod kontrolnih ispitanika
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Slika 25. Spearman korelacija PTX3 sa BMI i SH-grupama kod kontrolnih ispitanika
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Slika 26. Spearman korelacija hsCRP sa BMI, TAS, TOS i TG kod kontrolnih ispitanika

4.3.5. Korelacija inflamatornih parametara sa demografskim i biohemijskim parametrima kod
STEMI bolesnika

U Tabeli 14 i na Slikama 27-30 prikazana je zavisnost ispitivanih inflamatornih markera od
demografskih i biohemijskih parametara kod STEMI bolesnika. Korelacionom analizom utvrdena je
pozitivna povezanost izmedu hsCRP i vrednosti BMI (p<0,05) i SYNTAX skora (p<0,01, Slika 27),
izmedu HB-EGF i BMI (p<0,05, Slika 28), kao i izmedu PTX3 i aktivnosti LDH (p<0,05, Slika 29)
kod STEMI bolesnika (Tabela 14).

Tabela 14. Spearman korelaciona analiza izmedu demografskih i biohemijskih parametara i markera
inflamacije kod STEMI bolesnika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
Starost, godine -0.070 0,020 -0,113 -0,020
BMI, kg/m* 0,304 -0,084 0,067 0,274
SYNTAX skor 0,363 0,079 0,015 0,212
Glukoza, mmol/L 0,038 0,141 -0,085 0,063
TH, mmol/L -0,207 0,046 0,008 0,056
TG, mmol/L -0,080 0,012 0,179 0,054
HDL-h, mmol/L -0,115 -0,043 -0,116 -0,098
LDL-h, mmol/L -0,216 -0,071 0,091 -0,037
Mokraéna kiselina, umol/L -0,200 0,035 -0,088 0,051
LDH, IU/mL 0,068 0,341 -0,149 0,105
TNl 1g/L 0,165 0,096 0,098 0,204

** p<0,01; * p<0,05
Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)
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4.3.6. Korelacija izmedu inflamatornih parametara kod STEMI bolesnika

Ispitivana je meduzavisnost inflamatornih parametara u grupi bolesnika sa STEMI. Rezultati su
prikazani u Tabeli 15. U ovoj grupi ispitanika utvrdena je pozitivna povezanost koncentracije HB-EGF
sa PTX3 (p<0,05, Slike 28 i 29) i hsCRP (p<0,05, Slike 27 i 28), kao i negativna zavisnost izmedu
vrednosti PTX3 i CyPA (p<0,05, Slike 29 i 30, Tabela 15).

Tabela 15. Spearman korelaciona analiza izmedu markera inflamacije kod STEMI bolesnika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
hsCRP, mg/L 1 0,097 0,074 0,277
PTX3, ug/L 0,097 1 -0,288" 0,330
CyPA, nug/L 0,074 -0,288" 1 0,159
HB-EGF, ng/L 0,277 0,330 0,159 1
*p<0,05

Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)

4.3.7. Korelacija inflamatornih parametara sa parametrima oksidativnog stresa kod STEMI
bolesnika

Ispitivana je veza inflamatornih markera sa parametrima oksidativnog stresa kod STEMI
bolesnika. Nije utvrdena znaajna veza izmedu ispitivanih inflamatornih parametara i parametara
oksidativnog stresa u ovoj grupi ispitanika. Rezultati su prikazani u Tabeli 16.

Tabela 16. Spearman korelaciona analiza izmedu parametara oksidativnog stresa i markera inflamacije
kod STEMI bolesnika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
AOPP, pmol/L -0,063 -0,081 0,150 -0,068
TOS, mmol/L 0,067 0,008 0,092 0,086
PAB, HKU -0,037 0,091 -0,189 -0,071

Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)

4.3.8. Korelacija inflamatornih parametara sa parametrima antioksidativne zastite kod STEMI
bolesnika

Ispitivana je zavisnost inflamatornih markera od parametara antioksidativne zastite kod STEMI
bolesnika. Utvrdena je znacajna negativna povezanost izmedu PTX3 i sadrzaja SH-grupa (p<0,01,
Slika 29), dok je izmedu CyPA i sadrzaja SH-grupa zavisnost pozitivna (p<0,05, Slika 30). Rezultati su
prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17. Spearman Kkorelaciona analiza izmedu parametara antioksidativne zastite i markera
inflamacije kod kontrolnih ispitanika

Varijabla hsCRP PTX3 CyPA HB-EGF
SH, mmol/L 0,072 -0,349” 0,248" -0,063
TAS, mmol/L 0,040 -0,197 0,092 0,106
SOD, U/L -0,127 0,026 -0,189 -0,146

** p<0,01; * p<0,05
Prikazene su vrednosti Spearman koeficijenata korelacije (p)
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Slika 27. Spearman korelacija hsCRP sa SYNTAX skorom, HB-EGF i BMI kod STEMI bolesnika

HB-EGF
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Slika 28. Spearman korelacija HB-EGF sa PTX3, hsCRP i BMI kod STEMI bolesnika
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Slika 29. Spearman korelacija PTX3 sa HB-EGF, CyPA, SH-grupama, LDH kod STEMI bolesnika
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Slika 30. Spearman korelacija CyPA sa SH-grupama i PTX3 kod STEMI bolesnika

52



4.4. Definisanje visokih vrednosti inflamatornih parametara

Pomoc¢u ROC analize je ispitana sposobnost PTX3, hs-CRP, CyPA i HB-EGF za detekciju
bolesnika sa STEMI u odnosu na zdrave osobe (Tabela 18). Izracunata AUC za PTX3 bila je 0,944
(p<0,001), za hsCRP 0,868 (p<0,001) i za HB-EGF 0,814 (p<0,001) (Slike 31 do 33). AUC za CypA je
bila bez dijagnosticke sposobnosti da razlikuje bolesnike sa STEMI od zdravih osoba [AUC = 0,552
(p=0,492), Tabela 18].

Odredene su cut off vrednosti za PTX3, HB-EGF i hsCRP sa optimalnom sposobno$¢u
razlikovanja bolesnika sa STEMI od zdravih osoba. Optimalne grani¢ne vrednosti su bile 1,61 ug/L za
PTX3, 10,41 ng/L za HB-EGF i 1,85 mg/L za hsCRP. Posto je CypA bio bez dijagnosti¢ke sposobnosti
da razlikuje STEMI bolesnike od zdravih osoba za ovaj parametar nisu izracunate optimalne granice.
Najveca specificnost u detekciji STEMI dokazana je za PTX3 (100%), dok su najvece osetljivosti
zabeleZene za hsCRP i HB-EGF (81%) (Slike 31-33).

Tabela 18. PovrSine ispod krivih i cut off vrednosti ispitivanih inflamatornih parametara za
razlikovanje STEMI bolesnika od zdravih osoba

Varijabla AUC 95% interval p Cut off Osetljivost  Specifi¢nost
pouzdanosti vrednost
hsCRP 0,868 0,816-0,920 <0,001 1,85mg/L 0,810 0,733
PTX3 0,944 0,898-0,990 <0,001 1,61 pg/L 0,772 1,000
CyPA 0,552 0,392-0,712 0,492 / / /
HB-EGF 0,814 0,642-0,985 <0,001 10,41 ng/L 0,810 0,778
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Slika 31. ROC kriva za PTX3 za razlikovanje STEMI bolesnika od zdravih osoba
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Slika 32. ROC kriva za hsCRP za razlikovanje bolesnika sa STEMI od zdravih osoba
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Slika 33. ROC kriva za HB-EGF za razlikovanje bolesnika sa STEMI od zdravih osoba
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4.5. Poredenje ispitivanih parametara prema definisanoj cut off vrednosti za PTX3 i HB-EFG
kod STEMI bolesnika

STEMI bolesnici su podeljeni u dve grupe na oshovu optimalne cut off vrednosti za
koncentraciju PTX3 (viSe i nize koncentracije od 1,61 pg/L) kao i na dodatne dve grupe na osnovu cut
off vrednosti za koncentraciju HB-EGF (viSe i nize koncentracije od 10,41 ng/L). Posmatrana je razlika
u ispitivanim parametrima (demografskim, kllini¢kim i lipidnim parametrima, markerima oksidativnog
stresa i antioksidativne zaStite) izmedu bolesnika sa koncentracijama PTX3 i HB-EGF nizim ili vi§im
od definisanih cut off vrednosti.

4.5.1. Poredenje demografskih i klini¢kih karakteristika kao i ispitivanih biohemijskih
parametara prema definisanoj cut off vrednosti za PTX3 kod STEMI bolesnika

U Tabeli 19 prikazane su demografske karakteristike i koncentracije analiziranih parametara u
plazmi STEMI bolesnika podeljenih prema cut off vrednosti PTX3 od 1,61 pg/L. Medu bolesnicima sa
vrednostima PTX3 iznad cut off vrednosti bila je vec¢a zastupljenost muskaraca od Zena (p<0,001), a
ovi bolesnici su imali zna¢ajno nize vrednosti HDL-h u odnosu na osobe koje imaju koncentraciju
PTX3 ispod 1,61 ug/L (p=0,049, Tabela 19, Slika 34).

Tabela 19. Demografske i klini¢ke karakteristike kao i koncentracije analiziranih parametara u plazmi
STEMI bolesnika podeljenih prema definisanoj cut off vrednosti za PTX3

Varijabla PTX3<1,61pg/L PTX3>1,61pg/L P
N 20 67

Starost, godine 61,8+12,29 61,0£11,10 0,917¢
Pol, muskaraci % 58,8% 73,4% <0,001b
BMI, kg/m? 25,7+2,66 26,5+3,84 0,494°
Pusaci, % 73,3% 60,0% 0,070°
Okludirani sudovi, N 1,0 (1,0-2,0) 1,0 (1,0-3,0) 0,984°
Implantirani stentovi, N 1,0 (1,0-2,0) 1,0 (1,0-2,0) 0,930°
SYNTAX skor 11,5 (5,5-20,5) 14,5 (9,5-18,0) 0,724°
Glukoza, mmol/L 6,40 (5,70-7,20) 7,20 (6,40-11,90) 0,055°
TH, mmol/L 5,67+1,158 5,41+1,167 0,425%
TG, mmol/L 1,70 (1,20-2,99) 1,68 (1,12-2,32) 0,426°
HDL-h, mmol/L 1,14 (1,04-1,55) 0,95 (0,80-1,25) 0,049°
LDL-h, mmol/L 3,32+0,887 3,48+1,158 0,712*
Mokracéna kiselina, pmol/L 320,0 (251,0-328,0)  299,0 (237,0-392,0) 0,989°
LDH, U/L 410 (312-862) 456 (341-636) 0,766°
Tnlyrijem, ng/L 0,18 (0,03-3,58) 0,36 (0,07-2,72) 0,368°
TNl ax, 1g/L 22,8 (19.2-80.0) 10,2 (4.4-27.1) 0,278°

Kontinuirane varijable su poredene ®Student t-testom za nezavisne populacije ili “Mann Whitney
testom. Kategoricke varijable poredene su “chi-kvadrat testom. Normalno distribuirane
kontinuirane varijable su predstavljene kao srednja vrednost + SD (starost, BMI, TH i LDL-h), a
kategoricke varijable kao apsolutne i relativne frekvence. Ostali parametri predstavijeni su kao
medijana i interkvartilni raspon.

(BMI-indeks telesne mase; TH-totalni holesterol; TG-trigliceridi; HDL-h - HDL-holesterol; LDL-h
— LDL-holesterol; LDH-laktat dehidrogenaza; Tnl-troponin I)
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Slika 34. Koncentracija HDL-h kod STEMI bolesnika podeljenih u odnosu na definisanu cut off
vrednost za PTX3

4.5.2. Poredenje ispitivanih inflamatornih parametara prema definisanoj cut off vrednosti za
PTX3 kod STEMI bolesnika

U Tabeli 20 prikazane su vrednosti inflamatornih parametara kod STEMI bolesnika u odnosu
na cut off vrednost za PTX3 od 1,61 pg/L. U grupi bolesnika sa vrednostima PTX3 iznad 1,61 pg/L,
bolesnici su imali zna¢ajno nize vrednosti CyPA (p=0,036, Slika 35), dok se vrednosti ostalih markera
inflamacije nisu razlikovali znac¢ajno izmedu ove dve grupe bolesnika (Tabela 21).

Tabela 20. Koncentracije inflamatornih parametara u plazmi STEMI bolesnika podeljenih prema cut
off vrednosti za PTX3

Varijabla PTX3<1,61 pg/L PTX3>1,61 pg/L p
N 20 67
hsCRP, mg/L 5,1 (3,9-14,6) 4,6 (2,1-16,9) 0,494
CyPA, ng/L 13,23 (6,62-18,13) 7,43 (4,07-13,18) 0,036
HB-EGF, ng/L 11,98 (10,35-13,27) 12,26 (10,91-14,28) 0,416
Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene kao medijana i interkvartilni

raspon.
(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta)
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Slika 35. Koncentracija CyPA kod STEMI bolesnika podeljenih u odnosu na definisanu cut off

vrednost za PTX3

4.5.3. Poredenje markera oksidativnog stresa prema definisanoj cut off vrednosti za PTX3 kod
STEMI bolesnika

U Tabeli 21 prikazane su vrednosti parametara oksidativnog stresa kod STEMI bolesnika u
odnosu na cut off vrednost za PTX3. Nije bilo znacajnih razlika u vrednostima parametara oksidativnog
stresa izmedu bolesnika sa vrednostima PTX3 nizim i vi§im od 1,61 pg/L (Tabela 22).

Tabela 21. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u serumu STEMI bolesnika podeljenih prema cut
off vrednosti za PTX3

Varijabla PTX3<16lpg/L  PTX3>1,61 pg/L )
N 20 67

AOPP, umol/L 27,85 (19,40-35,55) 20,75 (13,65-38,80) 0,426
TOS, mmol/L 19,5 (11,9-25,7) 19,0 (8,5-27,0) 0,745
PAB, HKU 113,9 (100,2-138,2)  119,4 (105,8-149,5) 0,248

Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene kao medijana i interkvartilni
raspon.

(AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina; TOS - totalni oksidantni status; PAB - prooksidativno-
antioksidativni balans)

57



4.5.4. Poredenje parametara antioksidativne zastite prema definisanoj cut off vrednosti za PT X3
kod STEMI bolesnika

U Tabeli 22 prikazane su vrednosti parametara antioksidativne zastite kod STEMI bolesnika u
odnosu na definisanu cut off vrednost za PTX3. Bolesnici sa koncentracijom PTX3 iznad 1,61 pg/L
imali su znacajno nize vrednosti TAS od osoba sa koncentracijom PTX3 nizom od cut off vrednosti
(p=0,003, Tabela 22, Slika 36).

Tabela 22. Vrednosti parametara antioksidativne zastite u serumu STEMI bolesnika podeljenih prema
cut off vrednosti PTX3

Varijabla PTX3<1,61 ng/L PTX3>1,61 pg/L p
N 20 67

SH, mmol/L 0,52 (0,34-0,65) 0,37 (0,26-0,48) 0,079
TAS, mmol/L 1249 (931-1551) 862 (712-1039) 0,003
SOD, U/L 125 (90-167) 135 (117-179) 0,243

Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene kao medijana i
interkvartilni raspon.
(SH — sadrzaj sulfhidrilnih grupa,; TAS — totalni antioksidativni status; SOD — superoksid dismutaza)
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Slika 36. Vrednosti TAS kod STEMI bolesnika podeljenih na osnovu definisane cut off vrednosti za
PTX3
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4.5.5. Poredenje demografskih karakteristika i ispitivanih biohemijskih parametara prema
definisanoj cut off vrednosti za HB-EGF kod STEMI bolesnika

U Tabeli 23 prikazane su demografske karakteristike i koncentracije analiziranih parametara u
plazmi STEMI bolesnika podeljenih prema cut off vrednosti za HB-EGF od 10,41 ng/L. Medu
bolesnicima sa vrednostima HB-EGF iznad cut off vrednosti bila je veca zastupljenost pusac¢a u odnosu
na osobe sa HB-EGF ispod 10,41 ng/L (p=0,025, Tabela 23).

Tabela 23. Demografske i klinicke karakteristike kao i koncentracije analiziranih parametara u plazmi
STEMI bolesnika podeljenih prema cut off vrednosti HB-EGF

Varijable HB-EGF<10,41ng/L HB-EGF>10,41ng/L p

N 18 69

Starost, godine 61,35+7,85 61,09+12,09 0,977?
Pol, muskarci, % 70,6 70,3 0,090"
BMI, kg/m2 26,21+4,21 26,39+3,55 0,593%
Pusadi, % 50,0 66,7 0,025°
Okludirani krvni sudovi, N 1,0 (1,0-3,0) 1,0 (1,0-3,0) 0,765°
Implantirani stentovi, N 1,0 (1,0-2,0) 1,0 (1,0-2,0) 0,893°
SYNTAX skor 10,0 (5,0-22,0) 15,0 (10,0-18,0) 0,623°
Glukoza, mmol/L 7,10 (5,75-10,15) 6,90 (6,12-9,57) 0,931°
TH, mmol/L 5,09+1,23 5,57+1,15 0,129%
TG, mmol/L 1,42 (1,06-2,12) 1,69 (1,21-2,64) 0,152°
HDL-h, mmol/L 1,04 (0,85-1,34) 0,98 (0,80-1,31) 0,608°
LDL-h, mmol/L 2,91+1,08 3,41+1,12 0,273%
Mokraéna kiselina, pmol/L 326,5 (248,2-398,2) 298,5 (240,7-364,7) 0,227°
LDH, U/L 359 (322-507) 488 (341-702) 0,100°
Tnlprijem, ng/L 0,16 (0,02-0,79) 0,42 (0,07-3,39) 0,104°
TNl 1g/L 10,61 (0,81-22,78) 12,13 (4,45-28,58) 0,486°

Kontinuirane varijable su poredene °Student t-testom i ‘Mann Whitney testom. Kategoricke varijable
poredene su "chi-kvadrat testom. Normalno distribuirane kontinuirane varijable su predstavljene kao srednja
vrednost #SD (starost, BMI, TH i LDL-h), a kategoricke varijable kao apsolutne i relativne frekvence. Ostali
parametri predstavljeni su kao medijana i interkvartilni raspon.

(BMI-indeks telesne mase; TH-totalni holesterol; TG-trigliceridi; HDL-h - HDL-holesterol; LDL-h — LDL-
holesterol; LDH-laktat dehidrogenaza; Tnl-troponin 1)

4.5.6. Poredenje ispitivanih inflamatornih parametara prema definisanoj cut off vrednosti za
HB-EGF kod STEMI bolesnika

U Tabeli 24 prikazane su vrednosti inflamatornih parametara kod STEMI bolesnika u odnosu
na cut off vrednost za HB-EGF od 10,41 ng/L. Bolesnici sa vrednostima HB-EGF iznad 10,41ng/L
imali su znacajno viSe vrednosti PTX3 u odnosu na osobe sa HB-EGF ispod ove cut off vrednosti
(p=0,033, Tabela 24, Slika 37).
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Tabela 24. Koncentracije inflamatornih parametara u plazmi STEMI bolesnika podeljenih prema
definisanoj cut off vrednosti za HB-EGF

Varijabla HB-EGF<10,41ng/L HB-EGF>10,41ng/L p
N 18 69

PTX3, ng/L 1,76 (1,48-2,91) 3,35(1,87-6,53) 0,033
hsCRP, mg/L 3,90 (2,05-4,40) 6,20 (2,85-16,15) 0,190
CyPA, ng/L 6,25 (4,22-12,73) 8,72 (4,41-15,45) 0,435

Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene kao medijana i interkvartilni
raspon.

(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta)
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Slika 37. Koncentracija PTX3 kod STEMI bolesnika podeljenih na osnovu definisane cut off vrednosti
za HB-EGF
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4.5.7. Poredenje markera oksidativnog stresa prema definisanoj cut off vrednosti za HB-EGF
kod STEMI bolesnika

U Tabeli 25 prikazane su vrednosti parametara oksidativnog stresa kod STEMI bolesnika u
odnosu na definisanu cut off vrednost za HB-EGF. Nije bilo znacajnih razlika u vrednostima

parametara oksidativnog stresa izmedu bolesnika sa vrednostima HB-EGF nizim i visim od 10,41 ng/L
(Tabela 25).

Tabela 25. Vrednosti parametara oksidativnog stresa u serumu STEMI bolesnika podeljenih prema cut
off vrednosti za HB-EGF

Varijabla HB-EGF<10,41ng/L HB-EGF>10,41ng/L p

N 18 69

AOPP, umol/L 21,30 (11,75-35,60) 22,70 (14,80-35,90) 0,497
TOS, mmol/L 18,7 (9,8-22,9) 19,2 (10,4-28,6) 0,297
PAB, HKU 122,3 (106,1-149,1) 118,3 (100,9-140,1) 0,410

Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljeni kao medijana i interkvartilni
raspon.

(AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina; TOS - totalni oksidantni status; PAB - prooksidativno-
antioksidativni balans)

4.5.8. Poredenje parametara antioksidativne zastite prema definisanoj cut off vrednosti za HB-
EGF kod STEMI bolesnika

U Tabeli 26 prikazane su vrednosti parametara antioksidativne zastite kod STEMI bolesnika u
odnosu na cut off vrednost za HB-EGF. Nije bilo znacajnih razlika u vrednostima parametara

antioksidativne zaStite izmedu bolesnika sa vrednostima HB-EGF niZim 1 vi§im od 10,41 ng/L (Tabela
26)

Tabela 26. Vrednosti parametara antioksidativne zastite u serumu STEMI bolesnika podeljenih prema
cut off vrednosti za HB-EGF

Varijabla HB-EGF<10,41ng/L HB-EGF>10,41ng/L p
N 18 69

SH, mmol/L 0,38 (0,31-0,53) 0,41 (0,25-0,51) 0,822
TAS, mmol/L 850 (712-1041) 910 (766-1236) 0,377
SOD, U/L 137 (125-178) 131 (112-171) 0,549

Poredenje je izvrseno Mann Whitney testom. Sve varijable su predstavljene su kao medijana i
interkvartilni raspon.
(SH — sadrzaj sulfhidrilnih grupa,; TAS — totalni antioksidativni status; SOD — superoksid dismutaza)
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4.6. Faktorska analiza

Kako bi se ispitali nezavisni prediktori visokih koncentracija (koncentracija iznad definisanih
cut off vrednosti) PTX3 i HB-EGF kod bolesnika sa STEMI, primenjena je Principal component
faktorska analiza. Broj ispitivanih nezavisnih varijabli je smanjen tako $to su parametri koji su u
znacajnoj korelaciji svrstani u izdvojene klastere odnosno faktore. Izdvojena Cetiri faktora objaSnjavaju
70% varijacija u svim ispitivanim parametrima. Prvi faktor objasnjava 21% ukupne varijacije i povezan
je sa pozitivnim opterecenjima AOPP i SH-grupa, a nazvan je ,,faktor zavisan od proteina". U drugi
faktor ukljuCene su glukoza i PAB sa pozitivnim optere¢enjima, a nazvan je ‘“faktor metabolicko-
oksidativnog stresa”. Drugi faktor objasnjava 17% ukupne varijacije, isto kao i tre¢i faktor. Treéi faktor
uklju¢uje TOS sa pozitivnim opterecenjem i SOD sa negativnim optereéenjem, a hazvan je “faktor
prooksidativno-antioksidativnog balansa". Cetvrti faktor objasnjava 15% ukupne varijacije i
karakteriSu ga starost i TAS sa pozitivnim optereéenjem, a nazvan je "antioksidativni faktor vezan za
starost”. Rezultati faktorske analize prikazani su u Tabeli 27.

Tabela 27. Rezultati faktorske analize

Faktori Ukljucene varijable sa optere¢enjem | Varijacija faktora

Faktor zavisan od proteina Slﬁ-(;ruppéo(,gi}%)l) 21%

Faktor metaboli¢ko- glukoza (0,775) 17%
oksidativnog stresa PAB (0,733)

Faktor prooksidativno- TOS (0,818) 17%
antioksidativnog balansa SOD (-0,718)

Antioksidativni faktor vezan starost (0,767) 15%
za starost TAS (0,757)

Dobijeni faktori kao i pojedinacni inflamatorni parametri uvrsteni su u univarijantnu logisticku
regresionu analizu kako bi se odredili faktori koji su prediktori visokih vrednosti PTX3 i HB-EGF
(Tabela 28). Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da su znacajni prediktori visokih vrednosti PTX3
faktor metabolicko-oksidativnog stresa odnosno glukoza i PAB. Sa porastom vrednosti glukoze i PAB
raste i verovatno¢a da STEMI bolesnici imaju visoke vrednosti PTX3. Drugi znacajni prediktor visokih
vrednosti PTX3 je CyPA. Sa porastom koncentracije CypA smanjuje se verovatno¢a da STEMI
bolesnici imaju visoke vrednosti PTX3. Znacajan prediktor visokih vrednosti HB-EGF je PTX3. Za
svaku jedinicu povecanja koncentracije PTX3, verovatno¢a da STEMI bolesnici imaju visoke vrednosti
HB-EGF povecava se 1,4 puta.
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Tabela 28. Univarijantna logisti¢ka regresiona analiza prediktora visokih vrednosti PTX3 i HB-EGF

Prediktori Visoke vrednosti PTX3 Visoke vrednosti HB-EGF
OR (95% interval OR (95% interval
pouzdanosti) pouzdanosti)
Faktor vezan za proteine 0,918 (0,497-1,693) 1,721 (0,781-3,792)
Faktor metaboliCko- 4,449 (1,341-14,760)* 1,288 (0,546-3,038)
oksidativnog stresa
Faktor prooksidativno-
antioksidativnog balansa 0,918 (0,471-1,789) 1,061 (0,465-2,421)
Antioksidativni faktor vezan 0,579 (0,283-1,184) 0,950 (0,392-2,306)
za starost
CypA 0,932 (0,878-0,990)* 1,023 (0,933-1,121)
HB-EGF 0,994 (0,895-1,105) /
PTX3 / 1,427 (1,010-2,014)*
p<0,05

Kada su znacajni predikori iz univarijantne logisticke regresije uklju¢eni u multivarijantni
model, kao nezavisan prediktor visokih vrednosti PTX3 pokazao se faktor definisan parametrima
metaboli¢ko-oksidativnog stresa. Nakon korekcije za vrednosti CyPA u multivarijantnom modelu
prediktivna vrednost faktora metabolicko-oksidativnog stresa je ostala skoro nepromenjena, odnosno
povecanje vrednosti parametara metabolicko-oksidativnog stresa udruzeno je sa 4,5 puta vecom
verovatnocom za pojavu visokih vrednosti PTX3 nezavisno od vrednosti CyPA.
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4.7. Inflamatorni parametri kod bolesnika sa STEMI-KAB pre i neposredno nakon zavrsetka
pPCI

Inflamatorni markeri testirani su kod STEMI-KAB bolesnika pre i odmah nakon pPCI
procedure i implantiranja stenta. Iz testiranja je isklju¢eno 6 bolesnika kojima zbog loSeg stanja krvnih
sudova nije bilo moguce ugraditi stent, kao i 6 bolesnika sa dijagnozom MINOCA, a u Tabeli 29
prikazani su dobijeni rezultati. U plazmi bolesnika neposredno po zavrsetku pPCI zabelezen je
statisti¢ki znacajan porast koncentracija HB-EGF i CyPA (p<0,001 za oba parametra), kao i smanjenje
koncentracije PTX3 u odnosu na vrednosti pre izvodenja pPCI (p<0,001, Tabela 2, Slika 38).

Tabela 29. Koncentracije parametara inflamacije kod bolesnika sa STEMI-KAB pre i neposredno po

zavrSetku pPCI
Varijabla pre pPCI posle pPCI p
N 75 75
PTX3, pg/L 2,55 (1,67-5,52) 1,70 (1,24-3,78) <0,001
CyPA, ng/L 8,62 (4,37-15,26) 17,24 (7,06-31,22) <0,001
HB-EGF, ng/L 12,26 (10,91-14,28) 14,28 (12,51-15,71) <0,001

Parametri pre i posle pPCI su poredene Wilcoxson testom za dve zavisne populacije.
(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF -
heparin-vezujuéi epidermalni faktor rasta)
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Slika 38. Ispitivani markeri inflamacije pre i posle pPCI procedure kod bolesnika sa STEMI-KAB
(varijable su poredene Wilcoxson testom)
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Kako bi se utvrdilo da li pol interferira sa promenom inflamatornih parametara pre i nakon pPCI
procedure izvrSena je dodatna analiza gde su ispitane promene koncentracija inflamatornih parametara
PTX3, CyPA i HB-EGF pre i nakon pPCI intervencije kod STEMI-KAB bolesnika podeljenih prema
polu, a dobijeni rezultati prikazani su u Tabeli 30. Koncentracije PTX3 se zna¢ajno smanjuju dok se
koncentracije CyPA i HB-EGF povecavaju nakon izvodenja pPCI kod oba pola (Slike 39-41). Razlike

u vrednostima izmedu muskaraca i zena pre kao i posle pPCI intervencije nisu bile statisticki znacajne
(Tabela 30).

Tabela 30. Koncentracije inflamatornih parametara PTX3, CyPA i HB-EGF pre i nakon pPClI
intervencije kod STEMI-KAB bolesnika podeljenih prema polu

Varijabla Pol N pre pPCI posle pPCI p

PTX3, ug/L M 58 2,59 (1,71-5,43) 1,74 (1,22-3,79) <0,001
Z 17 2,40 (1,51-5,04) 1,59 (1,27-3,21) 0,002

p=0,417 p=0,821
CyPA, ng/L M 58 7,93 (4,92-14,71) 15,36 (7,14-29,61 <0,001
7 17 8,82 (3,90-19,02) 18,72 (5,87-32,39) 0,008

p=0,796 p=0,899
HB-EGF, ng/L M 58 12,18 (10,57-13,89) 14,62 (12,93-16,30 <0,001
7 17 12,29 (10,91-14,03) 13,04 (12,26-14,84) 0,018

p=0,721 p=0,070

Varijable pre i posle pPCI su poredene Wilcoxson testom za dve zavisne populacije. Varijable su izmedu
muskaraca i Zena poredene Mann-Whitney testom.

(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta)
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Slika 39. Promene koncentracija PTX3 kod muskaraca i zena sa STEMI-KAB posle izvedene pPCl u
odnosu na vrednosti pre intervencije
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Slika 40. Promene koncentracija HB-EGF kod muskaraca i zena sa STEMI-KAB posle izvedene pPCI
u odnosu na vrednosti pre intervencije
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Slika 41. Promene koncentracija CyPA kod muskaraca i Zena sa STEMI-KAB posle izvedene pPCI u
odnosu na vrednosti pre intervencije
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4.8. Poredenje ispitivanih parametara izmedu STEMI-KAB i MINOCA bolesnika

Dijagnoza MINOCA je postavljena kod 6 bolesnika sa STEMI kojima angiografijom nije
utvrdeno postojanje znacajne stenoze (veée od 50%) ni na jednom koronarnom krvnom sudu. Ispitivana
je razlika u demografskim, klinickim i lipidnim parametrima, kao i markerima inflamacije izmedu
STEMI-KAB (pre izvodenja pPCI) i MINOCA bolesnika.

4.8.1. Poredenje demografskih, klini¢kih i biohemijskih parametara izmedu STEMI-KAB i
MINOCA bolesnika

U Tabeli 31 prikazane su demografske i klinicke karakteristike, kao i ispitivani biohemijski
parametri kod STEMI-KAB i MINOCA bolesnika. STEMI-KAB bolesnici imali su veci procenat
pusaca (p<0,01), veci broj okludiranih krvnih sudova (p<0,001) i veée vrednosti SYNTAX skora
(p<0,001) i Tnlmax (p=0,038), a nize vrednosti TH (p=0,016), LDL-h (p=0,008) i LDH (p=0,023) u
odnosu na MINOCA bolesnike.

Tabela 31. Demografske karakteristike i ispitivani biohemijski parametri kod STEMI-KAB i
MINOCA bolesnika

Varijabla STEMI-KAB MINOCA p

N 75 6

Starost, godine 60,67+11,86 51,33+7,61 0,592

Pol, muskarci % 74 50 <0,01°
BMI, kg/m? 26,26+3,67 25,38+3,53 0,212

Pusadi, % 68,5 33,3 <0,01°
Okludirani krvni sudovi, N 1,0 (1,0-2,0) 0,0 (0,0-0,0) <0,001°
SINATAX skor 14,0 (9,0-18,0) 11,2 (8,0-17,3) < 0,001
Glukoza, mmol/l 7,00 (6,30-9,30) 6,50 (5,60-7,05) 0,009°

TH, mmol/L 5,34+1,18 5,95+1,73 0,016°

TG, mmol/L 1,68 (1,16-2,60) 1,41 (0,64-1,85) 0,412°

HDL-h, mmol/L 0,99 (0,82-1,25) 1,57 (1,01-1,91) 0,072°

LDL-h, mmol/L 3,40+1,04 3,88+1,47 0,008°

Mokraéna kiselina, pmol/L ~ 299,5 (239,0-362,0)  312,0 (232,0-470,0) 0,251°

LDH, U/L 442 (351-605) 499 (322-601) 0,023°

Tlyijem,1g/L 0,26 (0,06-2,59) 0,22 (0,05-3,90) 0,834°

T e te/L 19,22 (4,38-35,61) 0,08 (0,06-0,12) 0,038°

Kontinuirane varijable su poredene ®Student t-testom i “Mann Whitney exact testom. Kategoricke varijable
poredene su °chi-kvadrat testom. Normalno distribuirane kontinuirane varijable su predstavljene kao
srednja vrednost + SD tarost, BMI, TH i LDL-h), a kategoricke varijable kao apsolutne i relativne
frekvence. Ostali parametri predstavljeni su kao medijana i interkvartilni raspon.

(BMI-indeks telesne mase; TH-totalni holesterol; TG-trigliceridi; HDL-h - HDL-holesterol; LDL-h —
LDL-holesterol; LDH-laktat dehidrogenaza; Tnl-troponin I)
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4.8.2. Ispitivani inflamatorni parametri kod STEMI-KAB i MINOCA bolesnika

Testirana je razlika u koncentracijama PTX3, hsCRP, HB-EGF i CyPA izmedu STEMI-KAB i
MINOCA bolesnika, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 32. Kao §to se moze videti, MINOCA
bolesnici imali su znacajno vise vrednosti PTX3 nego STEMI-KAB bolesnici (p=0,046, Slika 42). Nije
bilo razlike u koncentracijama HB-EGF, CyPA i hsCRP izmedu MINOCA i STEMI-KAB bolesnika.

Tabela 32. Koncentracije parametara inflamacije kod STEMI-KAB pre izvodenja pPCI i MINOCA

bolesnika
Varijabla MINOCA STEMI-KAB p
N 6 75
hsCRP, mg/L 3,75 (1,00-24,00) 5,10 (2,10-22,20) 0,393
PTX3 pre pPCIL pg/L 5,06 (2,77-6,77) 2,18 (1,55-5,10) 0,046
CyPA pre pPCIL, ug/L 5,31 (1,68-8,82) 8,62 (4,27-15,26) 0,103

HB-EGF pre pPCI, ng/L 12,31 (10,66-13,87) 12,03 (10,69-13,49) 0,968
Poredenje je izvrseno Mann Whitney exact testom. Sve varijable su predstavljene su kao medijana i
interkvartilni raspon.
(PTX3 — pentraksin-3; hsCRP — visokoosetljivi C-reaktivni potein; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF -
heparin-vezujuéi epidermalni faktor rasta)
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Slika 42. Koncentracija PTX3 kod STEMI-KAB i MINOCA bolesnika

68



4.8.3. Dijagnosti¢ka vrednost ispitivanih parametara za razlikovanje STEMI-KAB od MINOCA
bolesnika

Pomoc¢u ROC analize ispitana je sposobnost PTX3, hs-CRP, CyPA i HB-EGF za razlikovanje
MINOCA od STEMI-KAB bolesnika, a dobijene vrednosti AUC prikazane su u Tabeli 33. Formirani
su modeli kombinovanjem inflamatornih parametara sa Tnl, prikazani u Tabeli 33 kao C-statistika.
PTX3 je pokazao dobru sposobnost razlikovanja MINOCA od STEMI-KAB bolesnika (AUC 0,744,
p=0,047), a jos bolju sposobnost za diferenciranje ove dve grupe bolesnika pokazali su modeli koji su
ukljucili istovremeno odredivanje CyPA sa Tnl (AUC 0,886, p=0,027) i HB-EGF sa Tnl (AUC 0,854,
p=0,043).

Tabela 33. Povrsine ispod krivih ispitivanih parametara za razlikovanje MINOCA i STEMI-KAB

bolesnika

Varijabla AUC 95% Interval pouzdanosti SE p

PTX3 0,744 0,613-0,876 0,067 0,047
CyPA 0,702 0,517-0,887 0,094 0,101
HB-EGF 0,506 0,285-0,726 0,112 0,964
hsCRP 0,608 0,335-0,880 0,139 0,382
Tnl 0,853 0,609-1,000 0,125 0,043
Tnl+PTX3 0,813 0,542-1,000 0,138 0,073
Tnl+CyPA 0,886 0,694-1,000 0,098 0,027
Tnl+HB-EGF 0,854 0,611-1,000 0,124 0,043
Tnl+hsCRP 0,837 0,620-1,000 0,111 0,053

4.8.4. Inflamatorni parametri kod MINOCA bolesnika i STEMI-KAB bolesnika podeljenih
prema SCORE riziku

STEMI-KAB bolesnici su na osnovu izracunatog SCORE rizika podeljeni u dve grupe — grupu
bolesnika sa niskim do umerenim SCORE rizikom (< 5) i grupu sa visokim do veoma visokim SCORE
rizikom (> 5). Grupe su uparene u odnosu na pol, starost i broj ispitanika po prinipu slu¢ajnosti. Grupe
bolesnika su uporedene medusobno, kao 1 sa grupom MINOCA bolesnika, 1 u svakoj grupi je uradena
korelacija inflamatornih parametara sa SCORE rizikom. Rezultati su pokazali da MINOCA bolesnici
imaju nizak 10-godisnji fatalni rizik od KVB izrazen kao SCORE, i ta vrednost je slicna SCORE riziku
u grupi STEMI-KAB bolesnika sa niskim do umerenim rizikom, i zna¢ajno niza u odnosu na vrednost
u grupi sa visokim SCORE rizikom (p<0,001). Od ispitivanih inflamatornih parametara jedino se
koncentracija PTX3 razlikovala izmedu grupa, i bila je znacajno viSa kod MINOCA bolesnika u
poredenju sa STEMI-KAB grupom niskog do umerenog rizika (p=0,032). Dobijeni rezultati prikazani
su u Tabeli 34.
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Tabela 34. Inflamatorni parametri kod MINOCA bolesnika i kod STEMI-KAB bolesnika sa razli¢itim
SCORE rizikom

Varijabla MINOCA STEMI-KAB STEMI-KAB p
Nizak do umeren Visok do veoma
SCORE rizik visok SCORE rizik

N 6 16 18

Starost, godine 51,3+18,65 57,4+8,81 62,4+7,99 0,071%
Pol, muskarci % 50 50 50 1,000°
SCORE indeks 3(0-3) 3 (2-3,75) 6 (5-8)** <0,001°
hsCRP, mg/L 3,75 (1,00-24,00) 5,35 (2,61-35,11) 8,65 (1,55-29,06) 0,597°
PTX3, ng/L 5,06 (2,77- 6,77) 1,67 (1,38-2,09)* 2,37 (1,48-4,00) 0,032°
CyPA, ng/L 5,31 (1,68-8,82) 10,07 (4,69-19,02) 10,21 (3,94-15,72) 0,132°
HB-EGF, ng/L 12,31 (10,66-13,87) 11,58 (10,54-13,19) 12,31 (10,66-13,87)  0,711°

" p<0,01 vs MINOCA ; *p<0,001 vs STEMI-CAD Nizak do umeren SCORE rizik

Poredenje “ANOVA sa Tuckey post hoc testom, °#* testom homogenosti, © Kruskal Wallis testom sa Mann
Whitney post hoc testom uz Bonferony korekciju; Normalno distribuirane kontinuirane varijable
predstavljene su kao srednja vrednost + SD, varijable sa distribucijom koja nije bila normalna predstavljene

su kao medijana i interkvartiini raspon, kategoricke varijable prikazane su kao apsolutne i relativne
frekvence.

(hsCRP- visokoosetljivi C-reactivni protein; PTX3 — pentraxin-3; CyPA — ciklofilin A; HB-EGF - heparin-
vezujuci epidermalni faktor rasta).
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5. DISKUSIJA

Svrha ove studije bila je da se ispitaju koncentracije PTX3, HB-EGF i CyPA kod STEMI
bolesnika u odnosu na kontrolnu grupu i bolesnike sa SAP kako bi se utvrdilo da li su promene ovih
parametra posledica hroni¢ne sréane bolesti ili im se vrednosti menjaju usled akutnih poremecaja u
infarktu miokarda. Dodatno je analizirano da li primena pPCI procedure dovodi do oSte¢enja krvnih
sudova srca §to ¢e se manifestovati kroz promenu u koncentracijama navedenih ispitivanih parametara.
Analizirane su i koncentracije ovih parametara kod STEMI-KAB bolesnika u odnosu na bolesnike sa
MINOCA dijagnozom kao i njihova dijagnosticka sposobnost u razdvajanju ove dve grupe bolesnika.
Kako bi se utvdilo da li su visoke koncentracije PTX3, HB-EGF i CyPA kod STEMI bolesnika
posledica metabolickih poremecaja ili poremecaja u lipidnom statusu ili oksidativhom stresu i
antioksidativnoj zaStiti ovi parametri su grupisani U nekoliko faktora (klastera) i analiziran je njihov
znacaj u predvidanju visokih vrednosti inflamatornih parametara. Prema nasim saznanjima, ovo je prva
studija koja je koristila faktorsku analizu za procenu povezanosti izmedu statusa oksidativnog stresa 1
metabolickih faktora sa visokim vrednostima PTX3 i HB-EGF kod STEMI bolesnika.

Koncentracije PTX3, hsCRP i HB-EGF u cirkulaciji bile su znacajno vise kod STEMI i SAP
bolesnika u poredenju sa kontrolnom grupom dok su se samo PTX3 i hsCRP razlikovali izmedu SAP i
kontrolne grupe. Nije uo€ena razlika u ispitivanim inflamatornim parametrima izmedu STEMI 1 SAP
grupe (Tabela 2).

STEMI bolesnici u nasoj studiji imali su znacajno viSe koncentracije PTX3 u poredenju sa
zdravim ispitanicima (Tabela 2). Brojne studije dale su dokaze o povisenim koncentracijama PTX3 kod
STEMI bolesnika, kao i tome da su one povezane sa losijom prognozom. Rezultati u vezi sa povisenom
koncentracijom PTX3 u odnosu na zdrave osobe u skladu su sa studijama Helseth i sar. (33),
Tomadlove i sar. (47), kao i Peri i sar. (154). Tomandlova i sar. su objavili da PTX3 raste u krvi
bolesnika sa AIM i to 6-8h od pojave simptoma (47). Lee i sar. su pokazali da je koncentracija PTX3
znacajno visa kod bolesnika sa STEMI u poredenju sa vrednostima kod bolesnika sa NSAP, i da ovaj
parametar daje dodatne informacije koje, uz GRACE (The Global Registry of Acute Coronary Events)
skor, pomazu u stratifikaciji bolesnika sa AKS (8). Osim toga, nasi rezultati su pokazali da i bolesnici
sa SAP imaju znacajno vise koncentracije PTX3 od kontrolnih ispitnika (Tabela 2). Smatra se da je
povisen PTX3 kod osoba sa SAP povezan sa lo§im ishodom (140). Soeki i sar. su kod bolesnika sa
Hudzik i sar. povecane koncentracije PTX3 u plazmi nadene su kod bolesnika sa sréanom slaboscu,
kao i nakon implantacije stenta kada ukazuju na mogu¢ razvoj restenoze (156).

Posto je uoceno da se poviSene koncentracije PTX3 javljaju u AIM i SAP, brojne studije su
proucavale nac¢in na koji PTX3 utice na razvoj KVB i AIM, ali do danas precizni mehanizmi jo$ uvek
nisu u potpunosti objaSnjeni. PTX3 se ubrzano stvara u tkivima na mestu infarkta miokarda,
ateroskleroze, vaskularnog ostecenja ili inflamacije, odakle se oslobada se u plazmu (33). Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da povisen PTX3 moze imati dva efekta — zastitni i oSteCujuci tj.
proinflamatoran i antiinflamatoran, u zavisnosti od lokalizacije AIM. Studije sa PTX3-deficijentnim
miSevima pokazale su povecanu sklonost ka oStecenju kardiomiocita u odnosu na miSeve bez
deficijencije PTX3; ovi nalazi ukazuju na to da visoke koncentracije PTX3 nakon AIM imaju za cilj
ublazavanje Stetnih posledica oStecenja miokarda (33). Kardioprotektivna uloga PTX3 dokazana je
eksperimentalno, kako in vitro, tako i in vivo. PTX3-deficijentni miSevi razvijaju veéi stepen
ateroskleroze (157). Lokalno iz neutrofila osloboden PTX3 u okludiranoj arteriji inhibira agregaciju
trombocita 1 akumulaciju leukocita na endotelnim ¢elijama, deluju¢i kao antiinflamatorno sredstvo
(158). Cini se, medutim, da PTX3 mozZe imati dvojnu funkciju u urodenom imunskom odgovoru — u
zastititi od aktivacije komplementa sa jedne strane, i pojacavanju komplementom posredovanog
oSte¢enja tkiva u ishemiji na drugoj strani (159). PTX3 predstavlja marker vaskularne aktivacije
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povezane sa aterosklerozom (160), i njegova koncentracija u plazmi je pokazatelj lokalne inflamacije
na samom mestu aterosklerotske lezije (155). Ipak, precizna uloga PTX3 u vaskularnim bolestima jo$
uvek nije sasvim poznata.

Dodatno, deficijencija PTX3 je povezana sa poveé¢anim deponovanjem fibrina u oSte¢enom
tkivu, poja¢anim inflamatornim odgovorom kao rezultat poremecaja kontrole nakupljanja neutrofila
posredovane P-selektinom, poja¢anim razvojem ateroskleroze i tromboze uz oste¢enje kardiomiocita,
Sto sve ukazuje na protektivnu ulogu PTX3 u kardiovaskularnom sistemu. Poveéane koncentracije
PTX3 kod kardiovaskularnih bolesnika tumace se pokuSajem organizma da ograniCi inflamaciju.
Bonacina i sar. su u svojoj eksperimentalnoj studiji na miSevima pokazali da je PTX3 lokalizovan
unutar tromba gde svojim N-terminalnim domenom intaraguje sa fibrinogenom a C-terminalnim
domenom sa kolagenom i na taj nacin sinergisticki umanjuje adheziju i agregaciju trombocita, odnosno
prevenira razvoj tromboze. Ovi autori su medutim pokazali i da se protektivni efekat PTX3 odnosi na
protein sintetisan u vaskularnim ¢elijama ali ne i u hematopetskim celijama (161). Qui i sar. su
predlozili da PTX3 moze biti ciljno mesto delovanja terapijskih agenasa u leCenju aterosklerotskih
promena (162).

Prema raspolozivim podacima, do sada je samo nekoliko studija ispitivalo vrednosti HB-EGF
kod AIM bolesnika i pokazane su povecane koncentracije ovog markera nakon AIM (40,163). Mi smo
U nasoj studiji takode pronasli znacajno vece koncentracije kod STEMI bolesnika u poredenju sa
zdravim ispitanicima (Tabela 2), i to je u skladu sa studijama koje ukazuju na ushodnu regulaciju HB-
EGF nakon AMI (40,163). HB-EGF ucestvuje u brojnim fizioloskim procesima, ali njegovi efekti
mogu biti razli¢iti, zavisno od tkiva gde se eksprimira (40). Nakata i sar. su pokazali da su makrofage
koje eksprimiraju HB-EGF vise zastupljene u podruc¢jima uznapredovale ateroskleroze, a infiltracija
intime makrofagama ucestvuje u zadebljanju endotela (113).

Smatra se da faktori rasta stimulisu GMC intime, $to je najvazniji proces koji dovodi do
stabilizacije aterosklerotskog plaka. Kolagen je najzastupljeniji protein ekstracelijskog matriksa u
plakovima i odgovoran je za odrzavanje stabilnosti fibrozne kape. Rattik 1 sar. su analizirali HB-EGF u
plazmi 1 homogenatima karotidnih plakova dobijenih endarterektomijom 1 pronasli su vezu izmedu
koncentracije HB-EGF u plazmi i sadrzaja kolagena i elastina u plaku. Ovi autori su zakljudili da je
visoka koncentracija HB-EGF poreklom iz GMC u plazmi povezana sa prisustvom stabilnijeg fenotipa
plaka i da ovaj faktor rasta stimulife GMC u intimi ¢ime se povecava stabilnost plaka, §to mu daje
vaznu ulogu u zaStiti od KVB. Smatra se da sniZzena koncentracija HB-EGF moZe da ukaze na
inflamatornu destabilizaciju plaka, kao i da ovaj faktor rasta moze da posluzi kao koristan biomarker za
procenu kardiovaskularnog rizika, odnosno za detekciju postojanja visokorizi¢nih plakova (97). Jin i
sar. smatraju da HB-EGF ima neuroprotektivni efekat; ovi autori su pokazali da primena HB-EGF kod
pacova smanjuje veli¢inu infarkta i pobolj$ava neuroloski ishod nakon fokalne cerebralne ishemije
(108).

Sa druge strane, Ushikoshi i sar. su na modelu pacova pokazali da prekomerna ekspresija HB-
EGF ima patolosku ulogu koja dovodi do pogorSanja remodelovanja srca nakon AIM (40). Tanaka i
sar. su pokazali da je ekspresija HB-EGF iRNK povecana nakon infarkta miokarda Sto dovodi do
remodelovanja srca (163), a HB-EGF interferira sa remodelovanjem srca nakon infarkta miokarda u
najvecoj meri aktiviranjem fibroblasta i sledstvenim razvojem intersticijalne fibroze (111,163). Smatra
se da povecanje koncentracije HB-EGF kod bolesnika sa potvrdenom KVB ukazuje da ovaj marker
nema protektivnu ulogu (103), ali sa druge strane moze da oznacava i aktivaciju protektivnih procesa
reparacije u krvnim sudovima zahva¢enim aterosklerozom (97). Vazna uloga HB-EGF
u postishemijskoj regeneraciji pokazana je u srcu, kao i u drugim organima (164).

Kao najznaéajnije uloge HB-EGF smatraju se stimulacija rasta i migracija GMC arterija tokom
vaskulogeneze i u odgovoru na traumu, kao i u stvaranju aterosklerotskih plakova (97). Novija
istrazivanja su pokazala da se kod miSeva deficijentnih u adiponektinu javlja veliko zadebljanje
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neointime mehani¢ki povredenih arterija, kao i poja¢ana proliferacija VGMC. Sa druge strane, u kulturi
endotelnih ¢elija adiponektin smanjuje ekspresiju HB-EGF stimulisanu posredstvom TNFa. Adipociti
stvaraju i sekretuju razli¢ite bioloski aktivne molekule, takozvane adipocitokine, ukljuc¢ujué¢i TNFa,
leptin, rezistin, inhibitor aktivatora plazminogena-1 i HB-EGF. Smatra se da osa adiponektin-
vaskularni sistem direktno povezuje masne naslage sa arterijama, odnosno da disregulacija stvaranja
adipocitokina ucestvuje u razvoju metabolickih i vaskularnih bolesti povezanih sa gojaznoSc¢u (165).
Kako adiponektin ima direktan antiaterogeni i antiinflamatorni efekat na endotel, i interferira sa svim
fazama u nastajanju plaka (166), pretpostavka je da bi terapija u smislu povecanja adiponektina u
plazmi bila od koristi u prevenciji vaskularne restenoze posle koronarne angioplastike (165).

CyPA je protein koji se sekretuje u odgovoru na inflamaciju (70). Eksprimiran je u koronarnim
aterosklerotskim plakovima bolesnika sa AIM (38,74). Nigro i sar. su pokazali da je koncentracija
CyPA kod bolesnika sa AIM i NSAP znacajno veca nego kod SAP i kontrola (74). U naSem radu
nismo pronasli znacajnu razliku u koncentraciji CyPA izmedu tri ispitivane grupe (Tabela 2).
Objasnjenje za ovakve rezultate moze biti kompenzatorni mehanizam gde se CyPA u reakciji na
oksidativni stres tokom inflamatornog procesa oslobada iz proinflamatornih celija ali se njegova
koncentracija ne povecava jer ucestvuje u zastiti od apoptoze izazvane oksidativnim stresom (38).
Osim toga, razlika u rezultatima koje smo dobili u odnosu na druge studije moze biti i posledica
razli¢itog vremena uzorkovanja krvi za analizu CyPA, posto je poznato da je vreme merenja
biomarkera u odnosu na pojavu bola u grudima vazan faktor u njegovoj evaluaciji u AIM (47).

Na osnovu dosadasnjih literaturnih podataka jasno je da je CyPA vazan medijator zajednickih
puteva ukljucenih u procese ateroskleroze, vaskularnog remodelovanja i razvoja AAA. Studije su
pokazale da povecana ekspresija CyPA korelira sa lo§im ishodom kod bolesnika sa inflamatornim
bolestima. Rezultati eksperimentalnih studija uakzuju na to da su CyPA deficijentni misevi zasti¢eni od
vaskularnog remodelovanja, AAA, ateroskleroze, hipertrofije miokarda (74). CyPA je poveéan u
plazmi bolesnika sa koronarnom boles¢u i korelira sa tezinom bolesti kao i sa brojnim klasi¢nim
kardiovaskularnim faktorima rizika (75,78). Satoh i sar. su u svom radu dobili zna¢ajno povecane
koncentracije CyPA kod bolesnika kod kojih su prisutni i tradicionalni faktori rizika (hipertenzija,
dijabetes, puSenje, dislipidemija, starije Zivotno doba). Pomenuti autori su pokazali i porast
koncentracije CyPA sa povecanjem broja arterija zahvacenih stenozom, i sugerisali da agensi Kkoji
inhibiraju sekreciju CyPA ili receptor za CyPA mogu biti potencijalni terapeutici za supresiju razvoja
ateroskleroze i rupture plaka (78).

STEMI 1 SAP bolesnici u ovoj studiji imali su zna€ajno viSe koncentracije hsCRP u odnosu na
kontrolnu grupu (Tabela 2). Brojne studije su pokazale da je poviSena vrednost CRP tokom AIM
odgovorna za oSteCenje miokarda, usled aktivacije sistema komplementa i1 pokretanja makrofagama
posredovane destrukcije kardiomiocita (167,168). CANTOS studija je ukazala na to da STEMI
bolesnici kod kojih se postigne smanjenje hsCRP ispod 2 mg/L posle zapocinjanja terapije anti-IL-1
monoklonskim antitelom canakinumab imaju za 25% manju verovatnoc¢u da razviju ponovljeni veliki
kardiovaskularni dogadaj (169).

U ovom radu je pokazano da se ni jedan od ispitivanih inflamatornih parametara ne razlikuje
znacajno izmedu SAP i STEMI grupa (Tabela 2). To znaci da bolesnici i sa akutnom 1 hronicnom KVB
imaju poviSene inflamatorne parametre (ukljucuju¢i hsCRP), ali u akutnom stanju povecanje nije
znacajno vece ili smanjenje nije znacajno nize, za Sta razlog moze biti i malo vremena koje u akutnom
stanju prode od pojave simptoma do odredivanja koncentracija inflamatornih markera (150).

Sto se ostalih ispitivanih kako demografskih i klini¢kih tako i biohemijskih parametara tice,
pokazano je da je ucestalost muskaraca i puSaca bila znacajno visa i kod STEMI i kod SAP bolesnika u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 1), sto je oc¢ekivano s obzirom na to da su muski pol i puSenje
faktori rizika za razvoj KAB (170). Osim toga, SAP bolesnici su imali manji broj okludiranih krvnih
sudova u odnosu na STEMI bolesnike (Tabela 1).
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Utvrdili smo znacajnu razliku izmedu SAP i STEMI grupa bolesnika u koncentracijama
glukoze, TH i LDL-h, kao i aktivnosti LDH, i sve vrednosti su bile vis$i kod STEMI u odnosu na SAP
bolesnike (Tabela 1). Buduci da su bolesnici sa STEMI i SAP imali povisene koncentracije glukoze,
LDL-h i TG uz smanjen HDL-h u poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Tabela 1), ova studija takode
potvrduje da osobe sa dislipidemijom i visokom koncentracijom glukoze imaju veéu verovatnoéu za
razvoj koronarne srcane bolesti (171). STEMI grupa je imala znatno vec¢u aktivnost LDH u poredenju
sa kontrolnom i SAP grupom (Tabela 1), §to je ofekivano s obzirom da je ve¢ poznato da se aktivnost
LDH povecava ubrzo nakon pojave bola u grudima i ima relativno visoku specifi¢nost za AIM (172).
Osim toga, i u STEMI i u SAP grupi bolesnici su imali ve¢e vrednosti mokraéne kiseline u poredenju
sa kontrolnom grupom (Tabela 1), sto je u skladu sa drugim studijama koje su pokazale da je
hiperurikemija veoma c¢esta pojava kod bolesnika sa KAB i da korelira sa tezinom bolesti (173,174).

Nasi rezultati su otkrili zna¢ajnu promenu sadrzaja SH-grupa i ostalih antioksidativnih markera
nakon STEMI dogadaja u odnosu na zdrave ispitanike, pri ¢emu je ukupna koncentracija SH-grupa bila
znacajno niza u STEMI grupi (Tabela 4). Imajuc¢i u vidu da su SH-grupe izvedene iz razliCitih
aminokiselina koje sadrze sumpor, kao S§to su ostaci cisteina i metionina, kao i njegovih derivata
homocisteina i glutationa, sve to bi moglo da doprinese ukupnom sadrzaju SH-grupa. U stanju
oksidativnog stresa SH-grupe pri ispoljavanju svog antioksidativnog potencijala podlezu oksidaciji uz
formiranje disulfidnih veza, pri ¢emu se ukupan sadrzaj SH-grupa smanjuje (130). Rezultati koje smo
dobili a odnose se na sadrzaj SH-grupa u skladu su sa rezultatima Tanriverdi i sar. (129) i Kotur-
Stevuljevi¢ i sar. (175), i idu u prilog tome da oksidativni stres smanjuje sadrzaj SH-grupa. Pogorsanje
antioksidativnog kapaciteta kod STEMI bolesnika u nasem radu potvrdeno je i smanjenjem TAS u
odnosu na zdrave osobe, §to je u skladu je sa rezultatima studije LoPresti et al (109) i Surekha i sar.
(176), a moze biti posledica potros$nje antioksidanasa na ublazavanje posledica oksidativnog stresa u
AIM. Usled intenziviranja oksidativnog stresa kod STEMI bolesnika, antioksidativni sistem je
ocekivano kompromitovan. Ukupni antioksidativni kapacitet predstavlja zbirno delovanje razli¢itih
redukujucih supstanci (kao Sto su glutation, albumin, vitamin C, bilirubin, mokra¢na kiselina) (127), a
merenje totalnog antioksidativnog statusa u plazmi je metoda koja se koristi za procenu
antioksidativnog kapaciteta plazme. Smanjenje TAS je pokazano na Zivotinjskom modelu AIM; nakon
tretmana ovih zivotinja askorbinskom kiselinom, TAS se znacajno povecao (177).

Aktivnost antioksidativnog enzima SOD bila je poviSena kod STEMI bolesnika u poredenju sa
zdravim ispitanicima (Tabela 4), sto ukazuje na pojac¢anu antioksidativnu zastitu u akutnom stanju, a to
je u skladu sa rezultatima Lavall i sar. (178) i Dulce Bagatini i sar. (179). Nadeno je da je kod miSeva
sa povecanom ekspresijom SOD veli¢ina infarkta znacajno niza (180). Pored toga, povecanje aktivnosti
SOD u serumu moZe nastati 1 usled izlaska intracelularne forme ovog enzima iz nekroti¢nih
kardiomiocita tokom infarkta miokarda (47), pa se postavlja pitanje da 1li SOD odrazava status
oksidativnog stresa ili stepen ostecenja Celija kod bolesnika sa STEMI? Za razliku od antioksidativnih
markera koji mere aktivnost ili koncentraciju nekoliko parametara uklju¢enih u zastitu od oksidativnog
stresa (kao §to je TAS) 1 pokazatelji su iscrpljivanja antioksidativnih sposobnosti ¢elija, SOD odrazava
aktivnost samo jednog enzima, tako da pre pokazuje stepen oSteenja Celija izazvanog oksidativnim
stresom 1 moze se koristiti ne samo kao marker oksidativnog stresa, ve¢ i za predvidanje ishoda.

Sto se ti¢e markera oksidativnog stresa, STEMI bolesnici imali su znadajno vise vrednosti PAB
od zdravih osoba (Tabela 3), sto je u skladu sa rezultatima Alamdari i sar (131) i Ghayour-Mobarhan i
sar. (181); smatra se da povisena vrednost PAB predstavlja znak perzistiraju¢eg oksidativnog stresa
nakon AKS. Sadrzaj AOPP smanjen je kod STEMI bolesnika u poredenju sa kontrolnim subjektima u
nasoj studiji (Tabela 3). Rezultati ispitivanja Vukicevi¢ i sar. pokazali su smanjenje vrednosti AOPP
neposredno posle bajpas graftinga u odnosu na vrednosti pre intervencije (182). AOPP nastaju tokom
oksidativnog stresa reakcijom tiol grupa proteina plazme sa oksidansima, a albumin je najzastupljeniji
redukovani tiol velike molekulske mase u humanoj plazmi koji sadrzi jednu slobodnu sulthidrilnu
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grupu lociranu na cisteinu-34 (183). Kako je albumin negativan reaktant akutne faze, sa smanjenjem
sadrzaja albumina tokom akutne faze STEMI, moze se ocekivati i smanjenje proizvodnje AOPP, pa se
moze pretpostaviti da smanjenje AOPP kod STEMI bolesnika moze biti indikator tezine akutne faze.

Bolesnici sa SAP imali su znacajno nize vrednosti PAB od STEMI grupe (Tabela 3) i vise
vrednosti SH-grupa i TAS u odnosu na STEMI i kontrolnu grupu (Tabela 4). Ovakvi rezultati ukazuju
na znacajnu razliku u razvoju oksidativnog stresa i nivou antioksidativne zastite u akutnoj u odnosu na
hroni¢nu koronarnu bolest.

Posle podele svih ispitanika prema polu, u grupi zdravih osoba nadena je znaCajno visa
koncentracija HB-EGF kod muskaraca u odnosu na zene, dok se ostali ispitivani inflamatorni parametri
nisu razlikovali u odnosu na pol (Tabela 5). Sanchez-Vizcaino i sar. u svom radu nisu nasli razlike u
vrednostima HB-EGF izmedu zdravih muskaraca i zena, ali smo mi Kkoristili osetljiviju metodu (sa
nizim donjim limitom detekcije) (107).

U ovom radu nije nadena znaCajna razlika u koncentracijama ispitivanih inflamatornih
parametara izmedu muskaraca i zena kod STEMI bolesnika (Tabele 8 i 30). Zene sa STEMI u proseku
su bile starije od muskaraca sa istom dijagnozom $to je u skladu sa ¢injenicom da se ishemijska bolest
srca kod zena razvija u proseku 7-10 godina kasnije nego kod muskaraca (184).

Posle podele kontrolnih ispitanika na tri starosne grupe (Tabela 6), rezultati su pokazali da su
osobe preko 65 godina starosti imale najviSe vrednosti PTX3, §to je u skladu sa rezultatima studije
Yamasaki i sar. (185), dok su koncentracije HB-EGF znacajno opadale sa starenjem, $to je u skladu sa
rezultatima Nakata i sar. (113).

Kada smo STEMI bolesnike podelili na tri starosne grupe, dobijeni rezultati su pokazali da
medu inflamatornim parametrima nema znacajne razlike u odnosu na starost ispitanika (Tabela 9).

U skladu sa IFCC preporukama (151) definisali smo referentne vrednosti, odnosno vrednosti
ispitivanih parametara u zdravoj populaciji (u referentnoj populaciji bez znakova i simptoma bolesti)
(Tabela 7). Referentne vrednosti su za HB-EGF definisane posebno za muskarce i zene, dok su za
PTX3 i CyPA definisane za celu populaciju. Yamasaki i sar. su u svojoj studiji odredili referentne
vrednosti za HB-EGF kod 1749 zdravih osoba populacije Japana, prosec¢ne starosti 37-87 godina.
Gornja granica referentnog intervala za Zene iz pomenute studije je veoma bliska gornjoj granici
referenog intervala dobijenog u nasoj studiji. Ovi autori su dobili nesto vise referentne vrednosti kod
muskaraca u odnosu na Zene, i uZzi opseg referentnog intervala (1,81-1,94 ng/mL) u odnosu na
vrednosti dobijene u naSoj studiji (0,27-1,89 ng/mL), za §ta razlog moze biti veéi broj ispitanika u
studijskoj grupi populacije Japana (185). Kjaer i sar. su ispitali referentni interval za HB-EGF za Zene u
grupi od 419 ispitanica starosti 26-78 godina (186). Ovi autori su dobili visi opseg referentnog intervala
(18,0-36,0 pg/mL) u odnosu na vrednosti koje smo dobili u nasoj studiji za Zene (0,34-14,59 pg/mL), a
razlog za ovu razliku moze se traziti u razli¢itim metodama odredivanja HB-EGF. Do sada nisu
sprovedene studije sa ciljem definisanja referentnih vrednosti za CyPA. Ramachadran i sar. (187) su u
studiji kod 121 zdravog ispitanika starosti 30-53 godine dobili vrednosti CyPA u opsegu od 9,4-17,0
ng/mL, §to se delimi¢no poklapa sa referentnim opsegom koji smo dobili u nasoj studiji (0,21-15,1
ng/mL). Odredivanjem referentnih vrednosti definise se opseg u kome bi vrednosti nekog parametra
trebale da budu u zdravoj populaciji, sa pretpostavkom da bi te vrednosti trebalo da ima 95%
populacije. Ako osoba ima vrednosti nekog parametra viSe od referentnih, to znac¢i da najverovatnije ne
pripada zdravoj populaciji, te da uzroke povisenih vrednosti treba traziti shodno karakteristikama
samog parametra - kada i iz kojih razloga taj parametar moze biti poviSen. Ako se pogledaju vrednosti
HB-EGF i CyPA dobijene kod bolesnika sa STEMI, vidi se da veci procenat bolesnika ima vrednosti u
okviru referentnog intervala, odnosno da postoji preklapanje u vrednostima ovih parametara izmedu
bolesnika i zdravih osoba. To znaci da HB-EGF i CyPA nisu najbolji parametri za dijagnostikovanje
STEMI, $to se vidi i iz vrednosti AUC. Za razliku od pomenutih parametara, medu bolesnicima sa

75



STEMI nema osoba sa vrednostima PTX3 koje pripadaju referentnom intervalu, $to ga ¢ini dobrim
dijagnostickim markerom za detekciju STEMI.

Rezultati korelacione analize u ovoj studiji medu zdravim osobama pokazali su postojanje
znacajne pozitivne povezanosti BMI sa hsCRP i negativne sa PTX3 (Tabela 10). To zna¢i da gojaznost
smanjuje PTX3, a negativna korelacija izmedu PTX3 i BMI je u skladu sa rezultatima Knoflach i sar. u
Bruneck studiji (188) kao i studiji Ogawa i sar. (189). Poznato je da i HDL-h stimuliSe ekspresiju
PTX3, tako da smanjenje HDL-h kod gojaznih osoba moze biti jedan od razloga za snizenje PTX3
(190). Veza izmedu hsCRP i gojaznosti je ve¢ poznata; gojazne osobe imaju povisene vrednosti hsCRP
koji je prediktor buduéih kardiovaskularnih dogadaja (189). Nakata i saradnici su utvrdili da se u GMC
koronarnih arterija ekspresija HB-EGF postepeno smanjuje nakon 30. godine starosti, ukazujuci na
ulogu ovog proteina u strukturalnom odrzavanju koronarnih arterija (113). I mi smo u ovoj studiji
dobili znacajno smanjenje vrednosti HB-EGF sa povecanjem starosne dobi kod zdravih ispitanika
(Tabela 6), a u skladu sa tim i znacajnu negativnu korelaciju HB-EGF sa staros$¢u ispitanika (Tabela
10). Osim toga, u grupi kontrolnih ispitanika nadena je zna¢ajna pozitivna korelacija izmedu hsCRP i
TOS (Tabela 12), i negativna izmedu hsCRP i TAS, kao i izmedu PTX3 i SH-grupa (Tabela 13).
Negativna povezanost izmedu CRP i TAS kod kontrolnih ispitanika u skladu je sa rezultatima studije
Babaei i sar. (191).

Situacija je nesto drugacija u grupi STEMI bolesnika, gde je nadeno da PTX3 pozitivno korelira
sa aktivno$¢u LDH (Tabela 14), koji je povecan kod bolesnika sa AIM; nismo nasli zna¢ajnu korelaciju
izmedu PTX3 i Tnl (Tabela 14). Parsa i sar. su takode u svojoj studiji nasli da je aktivnost LDH veca
kod bolesnika sa visim koncentracijama PTX3 i nisu dobili korelaciju izmedu PTX3 i Tnl (61).
Interesantno je da je PTX3 kod STEMI bolesnika u ovom radu u pozitivnoj korelaciji sa HB-EGF
(Tabela 15), odnosno povecanje koncentracije PTX3 praceno je povecanjem HB-EGF. Razlog tome
verovatno lezi u moguénosti da akutno stanje pokre¢e mehanizam njihove sinteze ili se ukljucuju neki
dodatni poremecaji, kao Sto je oksidativni stres, ali postoji moguénost i da PTX3 i HB-EGF u
pozitivnoj interakciji ispoljavaju zastitni efekat u grupi bolesnika. lako PTX3 i HB-EGF koreliraju u
grupi bolesnika, njihov odnos je potpuno suprotan sa CyPA (Tabela 15). Razlog za negativnu
korelaciju izmedu PTX3 i CyPA mogao bi biti u tome $to PTX3 efektom na CyPA smanjuje aktivnost
proinflamatornog puta posredovanog NF-kB, posto je poznato da CyPA ima regulatorni efekat na NF-
kB, a aktivirani NF-kB se nalazi u aterosklerotskim plakovima i ima veoma vaznu ulogu u ranoj fazi
AIM (192). Kloniranje misjeg PTX3 pokazalo je da je PTX3 eksprimiran u kardiomiocitima odakle se
oslobada u ishemiji ukazujuci na nekrozu miocita, pa prema tome predstavlja rani indikator AIM (154).
Peri 1 sar. su utvrdili da PTX3 raste brze od CRP u AIM 1 da ne postoji korelacija izmedu PTX3 1 CRP,
pri ¢emu na otpustu vecina bolesnika ima normalne vrednosti PTX3 a povisene vrednosti CRP (154).
Mi u ovoj studiji takode nismo nasli korelaciju izmedu PTX3 i hsCRP, ali smo dobili pozitivnu
korelaciju izmedu HB-EGF i hsCRP (Tabela 15).

Nismo nasli povezanost koncentracije PTX3 sa SYNTAX skorom (Tabela 14). Karakas i sar. u
svojoj studiji takode nisu otkrili razliku u vrednostima PTX3 izmedu bolesnika sa niskim (< 22) 1
intermedijarnim (23-32) SYNTAX skorom kod bolesnika sa SAP (140). Druge studije pokazale su
pozitivhu korelaciju izmedu PTX3 i SYNTAX skora, ali su te studije ukljucivale stabilne
kardiovaskularne pacijente, a ne akutne kakvi su bili u nasoj studijskoj grupi (193).

PTX3 je pokazao negativnu povezanost, dok je CyPA bio u pozitivnoj korelaciji sa SH-
grupama u naSoj studiji (Tabela 17), ukazuju¢i na izrazeni uticaj oksidativhog stresa na oba
inflamatorna parametra kod STEMI bolesnika. Negativna korelacija izmedu PTX3 i SH-grupa kao
parametra antioksidantne zastite moze ukazati da potroSnja SH-grupa na smanjenje oStecenja izazvanog
oksidativnim stresom stimuliSe dalje oslobadanje PTX3 kako bi se pojacao zajednicki zastitni efekat.
Prema studiji Tanriverdi i1 sar. (129), od svih ispitivanih parametara, SH-grupe imaju najvecu
koncentraciju medu endogenim antioksidansima i verovatno je da poremecaj u njihovoj koncentraciji
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ima najve¢i uticaj na inflamatorne markere. Pojacanje antioksidativne zastite je Cesto rezultat
povecanog oksidativnog stresa koji je prisutan kod STEMI bolesnika, §to se moze zapaziti na primeru
povecanja aktivnosti SOD. Pored toga, prekomerna proizvodnja ROS ubrzava oslobadanje CyPA
putem aktivacije transkripcionog faktora NF-kB (129). Yuan i sar. su pokazali da je interakcija CyPA-
EMMPRIN kao odgovor na ROS verovatno kljuéni proinflamatorni put u monocitima (122). U studiji
Seizer i sar. objavljeno je da se tokom inflamatornog procesa CyPA oslobada iz inflamatornih ¢elija
kao odgovor na oksidativni stres (75). Medutim, povezanost izmedu CyPA i SH-grupa u nasoj studiji
nije dokazana u kontrolnoj grupi ukazujuc¢i na bolju ravnotezu u parametrima oksidativnog stresa kod
zdravih osoba. Ramachandran i sar. su pronasli da povisene vrednosti glukoze u krvi indukuju sekreciju
CyPA iz monocita kroz oksidativni stres izazvan hiperglikemijom, kao i da kardiovaskularni lekovi
(aspirin, klopidogrel i statini) ne uti¢u na nivo CyPA, dok metformin snizava nivo CyPA (187). U nasoj
studiji STEMI bolesnici imali su znacajno vise vrednosti glukoze u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela
1).

Matsumoto i sar. su zabeleZzili porast koncentracije HB-EGF kod gojaznih bolesnika sa KAB
usled akumulacije masnog tkiva. Ovi autori su nasli da je HB-EGF iRNK povecano eksprimirana u
humanom adipoznom tkivu, da se ekspresija HB-EGF iRNK poveéava u masnom tkivu gojaznih
miSeva, kao i da vrednost HB-EGF raste u pazmi paralelno sa povecanjem koli¢ine humanog masnog
tkiva (116). I mi smo u ovom radu nasli zna¢ajnu pozitivnu korelaciju koncentracije HB-EGF sa BMI
kod bolesnika sa STEMI (Tabela 14). Schickling i sar. su na miSevima pokazali da u stanju hroni¢ne
inflamacije niskog intenziteta izazvane gojazno$¢u, HB-EGF 2,6 puta povecava ekspresiju Nox1,
aktivaciju NF-kB i proliferaciju GMC. Proliferacija GMC posredovana HB-EGF moze biti spre¢ena
mitohondrijalnim ciljnim antioksidantom, mitoTEMPO (engl. mitochondria-targeted antioxidant). Ovi
podaci sugeriSu da je gojaznost povezana sa povecanjem koncentracije cirkulisu¢ih EGF-liganda koji
doprinose razvoju kardiovaskularnih bolesti mehanizmom koji ukljucuje mitohondrijalni ROS-om
izazvan ROS i pove¢anom ekspresijom Nox1 (194).

Poznato je da kardiovaskularni bolesnici imaju povisene koncentracije hsCRP, tako da su
rezultati koje smo dobili za hsCRP (Tabela 2) u skladu sa drugim studijama (195,196). To smo
dokazali u nasoj prethodnoj studiji (34) a sada smo potvrili i na drugoj grupi bolesnika. Osim toga, u
ovom radu smo dobili da hsCRP pozitivno i znacajno korelira sa SYNTAX skorom (Tabela 14), sto je
u skladu sa rezultatima Karakas i sar. (140), kao i sa koncentracijom HB-EGF (Tabela 15). Inflamacija
ima kljuénu ulogu tokom akutne faze AIM, kao i tokom procesa oporavka. Inflamatorni odgovor je
udruzen sa stvaranjem brojnih medijatora. Pokazano je da povecanje koncentracija CRP tokom AlIM
predstavlja negativan prognosticki faktor. Veoma snazan inflamatorni odgovor izrazen u vidu
prekomernog stvaranja CRP moze dovesti do pogorSanja funkcije i remodelovanja leve komore (47).
Komplementom posredovana inflamacija u€estvuje u patogenezi tkivne povrede u AIM. CRP aktivira
komplement klasi¢im putem; vezivanjem za oSte¢ene cCelije, CRP moze dovesti do komplementom
posredovanog Sirenja ostecenja tkiva (41).

Posmatrano je i kako se lipidni parametri i oksidativni stres menjaju u uslovima kada su
zastupljene visoke vrednosti PTX3 i HB-EGF. Posto oksidativni stres uti¢e na modifikaciju lipida a
dislipidemija na stvaranje, progresiju i nestabilnost atesosklerotskog plaka (197) a samim tim i
osnovnog uzroka STEMI, ispitivana je promena ovih parametara u uslovima pojacane inflamacije. Zato
su demografske i klinicke karakteristike, kao i koncentracije lipida i markera oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite analizirane kod pacijenata sa visokim vrednostima PTX3 (Tabele 19,21,22) i
HB-EGF (Tabele 23,25,26) u odnosu na pacijente sa niskim vrednostima navedenih parametara.
Visoke vrednosti ova dva parametra izracunate su iz ROC krive i predstavljaju optimalne vrednosti
(razlika izmedu pravih pozitivnih i laZzno pozitivnih vrednosti je maksimalna) na osnovu kojih mogu u
najboljoj meri da se razdvajaju STEMI pacijente od kontrolne grupe (Tabela 18), a iznose 1,61 pg/L za
PTX31 10,41 ng/L za HB-EGF. Uoceno je da su u grupi STEMI ispitanika sa visokim koncentracijama
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PTX3 u vecoj meri zastupljeni muskarci i da su koncentracije HDL-h, CypA i TAS nize u odnosu na
ispitanike sa niskim vrednostima PTX3 (Tabele 19,20,22). NiZze vrednosti CyPA koje smo nasli kod
bolesnika sa visokim koncentracijama PTX3 u skladu su sa negativnom korelacijom koju smo nasli
izmedu ova dva parametra (Tabela 15). Sto se HB-EGF ti¢e, kod ispitanika sa visokim vrednostima
HB-EGF samo su koncentracije PTX3 vise u odnosu na ispitanike sa nizim koncentracijama HB-EGF
(Tabela 24), sto je u skladu sa pozitivhom korelacijom koju smo dokazali za ova dva parametra (Tabela
15). Ovi podaci mogu da idu u prilog tome da su visoke vrednosti PTX3 pokazatelj pojacanog
inflamatornog odgovora u cilju smanjenja Stetnog efekta brojnih faktora rizika za KVB, §to je svaki od
pomenutih parametara (muskarci stariji od 45 godina, nizak HDL-h, snizena vrednost TAS). U ovoj
studiji nismo bili u moguénosti da isklju¢imo wuticaj antihipertenzivnih, hipolipemijskih 1
hipoglikemijskih lekova, mada je poznato da ovi lekovi mogu uticati na nivo PTX3 (157).

Brojne studije dale su dokaze o tome da su visoke koncentracije PTX3 kod STEMI bolesnika
povezane sa lo§ijom prognozom kao i da povisen PTX3 nosi rizik za ve¢i mortalitet. Dubin i sar. su u
studiji u koje su ukljucene osobe sa stabilnom KAB zakljucili da je PTX3 znafajno povezan sa
mortalitetom od svih uzroka i budu¢im kardiovaskularnim dogadajima (198). U studiji Hudzika i sar.
merene su koncentracije PTX3 i hsCRP kod bolesnika sa stabilnom KAB; rezultati te studije su
pokazali da je PTX3 superiorniji od hsCRP kao prediktor nastanka KVVB (156). Briigger-Andersen i
sar. su pokazali da bolesnici sa AKS i1 poviSenim vrednostima PTX3 imaju ve¢i rizik za 2-godisnji
mortalitet i rekurentne ishemijske dogadaje (199). Tomadlova i sar. su nasli da je poviSena
koncentracija PTX3 kod bolesnika sa STEMI povezana sa loSijom prognozom i ve¢im rizikom od
mortaliteta i razvoja disfunkcije leve komore (ejekciona frakcija <40%). Isti autori su zakljucili da je
koncentracija PTX3 24 sata nakon STEMI snazan prediktor 30-dnevnog i 1-godi$njeg mortaliteta, i da
kao biomarker ima dobru prognosti¢ku vrednost bar koliko i TIMI (engl. Thrombolysis In Myocardial
Infarction) ili GRACE skoring sistem, ili kao drugi prediktori poput BNP (engl. brain natriuretic
peptide) (47). Studija Akgiil i sar. objavila je povezanost povisene koncentracije PTX3 na prijemu u
hitnu sluzbu i povecanog intrahospitalnog kardiovaskularnog mortaliteta kao i 2-godisnjeg mortaliteta
razli¢itih uzroka kod bolesnika sa STEMI kod kojih je sprovedena pPCI (39). Kimura i sar. pokazali su
da su vrednosti PTX3 vece od 3,79 ng/mL pre pPCI povezane sa visokorizicnom strukturom plaka i sa
smanjenom perfuzijom miokarda posle pPCI, §to mozZe da dovede do loSijeg ishoda kod bolesnika
posle STEMI; to je potvrdilo klini€ki zna¢aj PTX3 u neinvazivnoj proceni rizika kod bolesnika sa
STEMI (60). Isti autor je u drugom radu pokazao dobre dijagnosti¢ke potencijale PTX3 u predvidanju
ishoda posle pPCI kod bolesnika sa SAP (200). I druge studije su pokazale da bi povec¢an PTX3 u AIM
mogao imati prediktivnu vrednost za mortalitet od KAB, i da je ¢ak superiorniji od troponina T, CK i
pro-BNP (33). Fornai i sar. su izneli podatke da je povecanje PTX3 kod STEMI bolesnika nakon
prijema u hitnu sluZzbu nezavisan prediktor 3-mese¢nog mortaliteta (52). Osim toga, pokazano je da
povisena koncentracija HB-EGF ucestvuje u razvoju ateroskleroze (113). Zbog toga je ispitivan uticaj
razli¢itih kardiovaskularnih faktora rizika (glukoze, lipidnih parametara i parametara oksidativnog
stresa) na pojavu visokih koncentracija PTX3 i HB-EGF. Da bismo bolje razumeli udruZeni efekat ovih
parametara na visoke koncentracije PTX3 i HB-EGF, primenom PCA analize grupisali smo ih u
nekoliko faktora prema njihovim zajedni¢kim fizioloskim karakteristikama. Na ovaj nacin svaki od
faktora objedinjuje efekte nekoliko slicnih parametara. Izdvojeno je 4 faktora koji su oznaceni kao
faktor zavisan od proteina, faktor metabolicko-oksidativnog stresa, faktor prooksidativno-
antioksidativnog balansa i antioksidativni faktor zavisan od starosti (Tabela 27). Ovi faktori
objasnjavaju 70% ukupne varijanse u izvornim varijablama. Medu njima, faktor metabolickog-
oksidativnog stresa koji je uklju¢io glukozu i PAB pojavio se kao nezavisni prediktor visokih
koncentracija PTX3 (Tabela 28). Nasi podaci su pokazali postojanje veze izmedu pojacanog
oksidativnog stresa, visoke koncentracije glukoze i visokih vrednosti PTX3, ¢ime se moZe objasniti
zasto ljudi sa visokim vrednostima PTX3 imaju loSiju prognozu, ali to nam jo$ uvek ne daje jasan
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odgovor da li je porast koncentracije PTX3 usmeren na zastitu. Prema studiji Akgul i sar. (39), ako
osoba ima visoke vrednosti PTX3 (pored zastitnog efekta), takode ¢e imati i vecu verovatnoc¢u loSijeg
ishoda, posebno ako ne uspe da neutraliSe efekte delovanja pojacanog oksidativnog stresa i visokih
koncentracija glukoze. Pored toga, naSli smo povezanost koncentracije HB-EGF sa visokim
koncentracijama PTX3, a PTX3 je jedini znacajan prediktor visokih vrednosti HB-EGF (Tabele 24,28).
Poznato je da jedan od glavnih doprinosa povecanom stvaranju ROS u STEMI predstavlja hroni¢na
hiperglikemija. U nasoj studiji, 50% bolesnika je imalo vrednosti glukoze vise od 7,0 mmol/L, a samo
25% je imalo vrednosti manje od 6,3 mmol/L. Takode je poznato da hroni¢na hiperglikemija povecava
nivo PTX3 i oksidativnog stresa (157). In vitro studija Shanmugam i sar. pokazala je da delovanje
hiperglikemije na monocite dovodi do povecane ekspresije TNFo pomocu oksidativnog stresa i NF-kB
puta (201), dok TNFa stimulise sekreciju PTX3 (45). Nekoliko autora je potvrdilo da je PTX3 povezan
sa gojaznoS¢u, 1 da je poviSen kod bolesnika sa metabolickim sindromom koji se karakteriSe
visceralnim tipom gojaznosti (202,203). Gojaznost je udruzena sa aktivacijom trombocita, pri ¢emu
gubitak od 10% teZine smanjuje oksidativni stres i stvaranje trombocitnog tromboksana Aj, Sto ukazuje
na to da oksidativni stres dovodi i do aktivacije trombocita. Smatra se da PTX3 ima izvestan
antitrombocitni efekat; radene su i eksperimentalne studije sa ciljem da procene moguénost delovanja
PTX3 kao modulatora vaskularne bolesti (202). Istrazivanja daju mogucnost da se PTX3 nalazi na
raskr§¢u delovanja pro- i1 antiinflamatornih stimulusa, i da ovaj marker predstavlja balans koji spre¢ava
prekomernu aktivaciju proinflamatorne, odnosno proaterogene kaskade (6).

Rana reperfuzija miokarda pomocu pPCI i dalje je najrelevantniji tretman za pacijente sa
STEMI. Ipak, sama ova procedura dovodi do znacajnog povecanja proizvodnje ROS u povredenom
krvnom sudu (127). lako pPCI nedvosmisleno ima benefite kod bolesnika sa STEMI, kao jedna od
Cestih nezeljenih pojava javlja se ishemijsko-reperfuziona povreda. Oksidativni stres je jedan od
glavnih faktora koji dovode do ove vrste povrede miokarda usled prekomernog stvaranja ROS tokom
prekinute perfuzije miokarda (204), a smatra se da upotreba antioksidanasa moze da zastiti od
reperfuzione povrede (88). Posto smo utvrdili da se pojedini ispitivani parametri menjaju u akutnom
stanju, postavlja se pitanje da li je ova promena trenutna i da li sama pPCI intervencija izaziva
inflamatornu reakciju u povredenom zidu krvnog suda koja zatim dovodi do neZeljenih
kardiovaskularnih dogadaja. Vargova 1 sar. su pokazali da elektivna pPCI izaziva blagu povredu
endotela i da su ishemija miokarda i sam aterotrombotski proces najodgovorniji za produzeno ostecenje
endotela (205), a Katooka i sar. su ukazali na to da pPCI izaziva znaéajnu inflamatornu reakciju u
o$te¢enom krvnom sudu koja moze pokrenuti akutnu ishemiju i kasnije restenozu (206). Neposredno
posle zavrSetka pPCI pratili smo koncentracije inflamatornih parametara. Kod bolesnika sa STEMI-
KAB nakon izvodenja pPCI koncentracije PTX3 bile su znacajno niZze nego pre intervencije, dok su
koncentracije CyPA i HB-EGF bile vise (Tabela 29). Smanjenje koncentracije PTX3 koje smo
zabeleZili nakon izvodenja pPCI mozZe biti dokaz da je to zaStitni marker 1 da se troSi na otklanjanje
posledica oSteCenja krvnog suda, kao 1 da u€estvuje u odbrani od reperfuzijom izazvanog oStecenja
(41). Helseth i sar. su pokazali da su koncentracije PTX3 vise u plazmi bolesnika sa AIM u odnosu na
pacijente sa SAP 15 minuta nakon pPClI, pri ¢emu AIM per se izaziva povecanje PTX3, a da vrednosti
PTX3 pocinju da padaju 3 sata nakon pPCI. Autori su spekulisali da je vrednost PTX3 pre pPCI mozda
bila joS veca i da je novonastala ishemija u AIM povezana sa porastom PTX3. Smanjenje PTX3 u AIM
nakon pPCI moze da bude posledica ispraznjenih depoa PTX3 u cirkuliSu¢im leukocitima i drugim
¢elijama koje sekretuju PTX3, kao S§to su ishemi¢ni kardiomiociti, ili moze da znaci da je akutni
stimulus za sekreciju PTX3 uklonjen. Takode postoji mogucnost da aktivacija neutrofila koja prethodi
AIM dovodi do oslobadanja PTX3 ili je delimi¢no odgovorna za rupturu plaka (33). Solheim i sar. su
nasli znacajno smanjenje PTX3 kod bolesnika sa STEMI u vremenu od 3h do 12h nakon pPCI, uz
kontinuirano smanjenje u narednim danima (207). Liu i sar. su utvrdili snizenje PTX3 u grupi STEMI
bolesnika sa ishemijskim postkondicioniranjem nakon pPCI, u poredenju sa bolesnicima koji nisu
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postkondicionirani (208). Naime, na pocetku reperfuzije, rekanalizacija koronarne arterije moze
ublaziti ishemijsko-reperfuzionu povredu 1 zastititi miokard (efekat poznat kao ishemijsko
postkondicioniranje). Na modelu ishemije i reperfuzije kod psa, utvrdeno je da ishemijsko
postkondicioniranje §titi miokard od reperfuzione povrede (208). Munk i sar. su naSli porast
koncentracije PTX3 posle pPCI, sa pikom koji se javlja 3. dana od intervencije (209), a Katooka i sar.
su pokazali da PTX3 pocinje da raste 15 minuta nakon pPCI, i dostize pik u 24. satu, a zatim pocinje da
pada (206). U studiji Salio i sar. na PTX3-deficijentnim miSevima pokazano je da je broj infiltriranih
neutrofila bio veé¢i kod ptx'/' nego kod ptx+/+ misSeva u nereperfuziranom podru¢ju u odnosu na
perfuzirano i da endotelne celije brzo podlezu apoptozi tokom reperfuzije, pa smanjenje broja kapilara
u reperfuzijom obuhva¢enom podrucju kod ptx'/' miSeva ukazuje na povecanu sklonost ka apoptozi
kod PTX3-deficijentnih miSeva (41).

U ovoj studiji je naden statisticki znacajan porast koncentracije CyPA nakon zavrSetka pPCI
(Tabela 29). Huang i sar. su dobili porast koncentracije CyPA kod jedne grupe bolesnika 3 dana nakon
STEMI. Ovi autori su takode utvrdili da je znacajno smanjenje koncentracije CyPA mesec dana nakon
STEMI udruzeno sa poboljsanjem ejekcione frakcije leve komore (79). Poznato je da se tokom AIM u
ishemi¢nom miokardu generiu ROS koje indukuju sekreciju CyPA iz VGMC, §to moZe objasniti
porast CyPA nakon pPCI u naSoj studiji. Smatra se da perzistentno povisene vrednosti CyPA kod
bolesnika nakon STEMI ukazuju na stanje povecanog oksidativnog stresa i inflamatorne aktivnosti
(80). Osim toga, nakon pPCI koncentracija HB-EGF znacajno je porasla u nasoj studiji (Tabela 29), §to
se moze pripisati ¢injenici da je HB-EGF izrazito ushodno regulisan tokom povrede (40). Ovo je u
skladu sa rezultatima Zhang i sar. koji su pokazali da balon povreda aktivira ekspresiju HB-EGF u
¢elijama medije i neointime pri ¢emu transkripcioni nivo HB-EGF raste priblizno 12 puta (105).
Povecanje vrednosti CyPA i HB-EGF nakon intervencije moze da znaci da lokalne povrede krvnih
sudova znacajno uti¢u na njihove vrednosti odnosno da ovi parametri reaguju na oStecenje krvnog
suda, ali postavlja se pitanje da li je to posledica povrede krvnog suda tokom intervencije ili je
povezano sa nekim drugim promenama, na primer sa oksidativnim stresom ili je izazvano promenama
ekspresije nekih drugih markera. U ovom radu nije nadena znacajna razlika u koncentracijama
ispitivanih inflamatornih parametara izmedu muskaraca i Zena kod STEMI bolesnika nakon zavrSene
intervencije, ali je kod oba pola doslo do znacajne promene koncentracija inflamatornih markera nakon
pPCIl u odnosu na vrednosti pre intervencije — koncentracija PTX3 se smanjila, a CyPA i HB-EGF je
porasla (Tabele 8 i 30).

Posmatrali smo i da li se vrednosti ispitivanih parametara razlikuju u odnosu na postojanje
okluzije krvnih sudova. Posle podele STEMI bolesnika na osnovu dijagnoze na STEMI-KAB i
MINOCA, rezultati su pokazali da su kod MINOCA bolesnika oba pola bila podjednako zastupljena
(Tabela 31), sto je u skladu sa objavljenim rezultatima (13). Zastupljenost muskaraca i pusaca je bila
veca kod STEMI-KAB u odnosu na MINOCA bolesnike (Tabela 31), Sto ide u prilog tome da faktori
rizika kao $to su muski pol i pusenje dovode do razvoja KAB sa okluzijom krvnih sudova (170). Osim
toga, MINOCA bolesnici su imali manji broj okludiranih sudova u odnosu na STEMI-KAB (Tabela
31), Sto je ocekivano prema kriterijumu za postavljanje dijagnoze MINOCA. MINOCA bolesnici imali
su i viSe vrednosti LDH 1 PTX3 u odnosu na STEMI-KAB (Tabele 31 i 32), Sto bi moglo da se pripise
duzem vremenu koje protekne do postavljanja dijagnoze MINOCA u odnosu na STEMI-KAB. Ovo
nije u saglasnosti sa naSom prethodnom studijom u kojoj se PTX3 povecavao sa stepenom stenoze ali
na grupi bolesnika sa stabilnom koronarnom boles¢u (34), dok smo sada analizirali STEMI pacijente
gde je akutno stanje uticalo na promenu PTX3 koja nije bila znacajna za razlikovanje stepena stenoze
kod STEMI bolesnika. Pored toga, MINOCA bolesnici imali su nize vrednosti Tnl i SYNTAX skora u
odnosu na STEMI-KAB (Tabela 31), $to se moze tumaciti manjim stepenom nekroze miokarda kod
MINOCA bolesnika. Takode, MINOCA bolesnici imali su nize vrednosti glukoze 1 viSe vrednosti
ukupnog i LDL-holesterola u odnosu na STEMI-KAB (Tabela 31); razlog za nize vrednosti holesterola

80



kod STEMI-KAB bolesnika moze da bude upotreba hipolipemijskih lekova. Dijagnosticki (C statistika)
modeli u koji su uklju¢eni Tnl sa CyPA kao i Tnl sa HB-EGF, pokazali su dobru dijagnosticku
sposobnost razlikovanja MINOCA od STEMI-KAB bolesnika (Tabela 33). Kod MINOCA bolesnika se
javljaju miokarditis, koronarni spazam i trombofilije (210), pa prema tome MINOCA predstavlja
heterogeni entitet sa prevalencom oko 7% (1-13%) od svih bolesnika sa klinickom dijagnozom AIM, i
pogada tre¢inu svih zena sa AIM (13,211). Nekroza miokarda u MINOCA sa rupturom plaka moze biti
posredovana trombozom, tromboembolijom, vazospazmom ili kombinacijom viSe procesa. Kod
bolesnika sa trombozom 1/ili tromboembolijom kao uzro¢nicima MINOCA preporucuje se terapija
antitrombocitnim lekovima i statinima. Vazospazam kao mogué¢ uzrocnik MINOCA predstavlja
hiperreaktivnost VGMC na endogene (vazospastina angina) ili egzogene vazospati¢ne supstance
(kokain ili metamfetamini). Kod ovih pacijenta u terapiji se koriste nitrati i blokatori kalcijumskih
kanala (13). Ovi podaci ukazuju na znacaj pravovremene dijagnoze MINOCA bolesnika, posto je
neophodno terapiju prilagoditi etiologiji, kao i na potrebu za multicentricnim klinickim studijama koje
bi poboljsale dijagnosticki i terapijski pristup ovim bolesnicima. Identifikacija uzroka MINOCA je
vazna jer moze imati prognosticki znacaj i pomoc¢i u proceni odgovora MINOCA bolesnika na
specifi¢nu terapiju.
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6. ZAKLJUCCI

Inflamatorni biomarkeri PTX3 i HB-EGF visi su kod STEMI bolesnika u odnosu na ispitanike
iz kontrolne grupe, dok se koncentracije nisu razlikovale izmedu STEMI i SAP grupe, $to je u
saglasnosti sa postavljenom hipotezom da su promene ovih parametra posledica hroni¢ne sréane
bolesti a ne akutnih poremecaja u infarktu miokarda.

Koncentracije ispitivanih inflamatornih parametara znacajno se menjaju posle pPCI kod
bolesnika sa opstruktivnom KAB. Vrednosti PTX3 su znacajno nize, dok su koncentracije HB-
EGF i CyPA znatno vise nego pre pPCI.

Od ispitivanih inflamatornih parametara jedino su koncentracije PTX3 vise kod MINOCA
bolesnika u odnosu na bolesnike sa opstruktivnom KAB, dok je identifikacija MINOCA
bolesnika posredstvom Tnl poboljSana njegovim istovremenim odredivanjem sa CyPA ili HB-
EGF.

Uoceno je da porast koncentracija PTX3 uslovljava vise vrednosti HB-EGF i nize vrednosti
CypA sto ide u prilog postavljenoj hipotezi da postoji zajednicki mehanizam njihove aktivacije.
S druge strane, CyPA pokazuje znacajnu pozitivnu korelaciju sa sadrzajem SH-grupa $to je u
skladu sa postoje¢im saznanjima da oksidativni stres inicira njegovu aktivaciju.

Visoke koncentracije PTX3 (iznad 1,61 ug/L) zastupljene su samo kod STEMI bolesnika, a

verovatnoc¢a za pojavu ovih vrednosti veca je ukoliko osoba ima vise koncentracije glukoze i
disbalans oksidanasa i antioksidanasa koji je detektovan merenjem PAB markera.
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