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Znacaj odredivanja autoantitela IgG Kklase na oksidovani LDL, LDL i HDL subfrakcija i
paraoksonaze 1 kod bolesnika sa akutnim infarktom miokarda sa elevacijom ST
segmenta i stabilnom anginom pektoris

Sazetak

Poznato je da u nastanku i progresiji ateroskleroze, koja predstavlja patofiziolosku
osnovu koronarne arterijske bolesti (KAB), vaznu ulogu ima interakcija dislipidemije,
oksidativnog stresa, imunskih i inflamatornih procesa, sto dovodi do okluzije koronarnih
arterija i razvoja akutnog koronarnog sindroma koji se najces¢e manifestuje u vidu infarkta
miokarda sa elevacijom ST segmenta (STEMI). | dalje se traga za novim biomarkerima koji
bi bili od pomo¢i u proceni obima ishemije miokarda, mogucih komplikacija i ishoda bolesti.
Svrha ove studije bila je da se kod STEMI bolesnika (N=69) i bolesnika sa stabilnom
anginom pektoris (SAP) (N=21) u odnosu na zdrave kontrolne osobe (N=67) izvrsi:
ispitivanje koncentracije autoantitela 19G klase na oksidovani LDL (1gG anti-oxLDL antitela),
pentraksina 3 (PTX3) i malondialdehida (MDA); procena prognosticke sposobnosti IgG anti-
oxLDL antitela i1 veli¢cine HDL i LDL ¢estica u predvidanju ishoda bolesti kvantifikovane
SYNTAX skorom; ispitivanje zastupljenosti riziénih fenotipova HDL i LDL subfrakcija i
njihov uticaj na koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela, parametre inflamacije i lipidne
peroksidacije; analiza aktivnosti paraoksonaze 1 (PON1) u serumu, njene distribucije na HDL
subfrakcijama i njihove povezanosti sa parametrima lipidnog statusa, lipidne peroksidacije i
inflamacije. Rezultati trenutne studije su pokazali veéu zastupljenost rizicnog HDL 3 i LDL B
fenotipa kod SAP i STEMI bolesnika u poredenju sa zdravim osobama. Dokazan je i uticaj
rizitnog HDL 3 i LDL B fenotipa na porast koncentracije PTX3 kod STEMI bolesnika, §to
ukazuje na sinergisticko delovanje dislipidemije i inflamacije u progresiji KAB. Takode,
zapazen je i uticaj rizicnog fenotipa na nivoe IgG anti-oxLDL antitela kod zdravih osoba,
¢ime je podrzan koncept o dvojnoj ulozi ovih antitela: protektivnoj kod zdravih osoba i
proaterogenoj kod bolesnika sa KAB. Uprkos nadenoj razlici u nivoima IgG anti-oxLDL
antitela izmedu STEMI bolesnika sa razli¢itim SYNTAX skorom, logistickom regresionom
analizom nije potvrdena prediktivna vrednost ovih antitela za teZinu i ishod bolesti. U grupi
STEMI bolesnika nadeni su manji udeo i smanjena arilesterazna aktivnost PON1 unutar malih
HDL 3 subfrakcija izazvani uzajamnim dejstvom dislipidemije, inflamacije i oksidativnog
stresa. Kao znaCajan nezavisni prediktor umerenog rizika u odnosu na SYNTAX skor
identifikovan je dijametar LDL cestica. Kona¢no, rezultati studije su pokazali da je
identifikacija STEMI bolesnika sa umerenim rizikom u odnosu na SYNTAX skor korisna u
stratifikaciji rizika, terapijskom pristupu i pra¢enju pacijenata nakon bolni¢kog otpusta.

Kljuéne redi: akutni infarkta miokarda sa elevacijom ST segmenta, paraoksonaza 1, HDL i
LDL subfrakcije, 1gG anti-oxLDL antitela,

Naucna oblast: Medicinske nauke - Farmacija

UZa naucna oblast: Medicinska biohemija



The importance of 1gG class autoantibodies to oxidized LDL, LDL, and HDL
subfractions and paraoxonase 1 determination in patients with ST-segment elevation
acute myocardial infarction and stable angina pectoris

Abstract

It is known that the interaction of dyslipidemia, oxidative stress, immune and
inflammatory processes plays an important role in the development and progression of
atherosclerosis. Atherosclerosis is the pathophysiological basis of coronary artery disease
(CAD), that leads to the occlusion of coronary arteries and the development of acute coronary
syndrome, which is most often manifested in the form of ST-segment elevation acute
myocardial infarction (STEMI). However, new biomarkers that would help assess the extent
of myocardial ischemia, possible complications, and disease outcomes are still being sought.
This study aimed to investigate the concentration of 1gG class autoantibodies to oxidized LDL
(IgG anti-oxLDL antibodies), pentraxin 3 (PTX3) and malondialdehyde (MDA) in STEMI
patients (N=69) and patients with stable angina pectoris (SAP) (N=21) compared to healthy
control subjects (N=67); to evaluate the predictive ability of IgG anti-oxLDL antibodies and
the size of HDL and LDL particles for the disease outcome quantified by the SYNTAX score;
to examine the presence of risk phenotypes of HDL and LDL subfractions and their influence
on IgG anti-oxLDL antibody concentrations, parameters of inflammation and lipid
peroxidation; to analyze paraoxonase 1 (PON1) activity in serum, its distribution on HDL
subfractions and their association with parameters of lipid status, lipid peroxidation and
inflammation. The results of the current study showed a higher prevalence of risk HDL 3 and
LDL B phenotypes in SAP and STEMI patients compared to healthy controls. The risk HDL
and LDL phenotype influenced the increase in the concentration of pentraxin 3, confirming
the synergistic action of dyslipidemia and inflammation in the progression of CAD. This
phenotype, also, had an impact on the levels of IgG anti-oxLDL antibodies among healthy
individuals, supporting the concept of a dual role of these antibodies: protective in healthy
subjects and proatherogenic in patients with CAD. Despite the difference found in the levels
of IgG anti-oxLDL antibodies between STEMI patients with different SYNTAX scores,
logistic regression analysis did not confirm the predictive value of these antibodies, but a
smaller diameter of LDL particles was identified as a significant independent predictor. In the
STEMI group, a smaller proportion and reduced arylesterase activity of PON1 within small
HDL 3 subfractions were found, suggesting the interaction of dyslipidemia, inflammation,
and oxidative stress. Finally, the results of this study showed that the identification of STEMI
patients with an intermediate to high SYNTAX score and a smaller LDL diameter is useful in
risk stratification, therapeutic approach, and follow-up of patients after hospital discharge.

Keywords: ST-segment elevation acute myocardial infarction, paraoxonase 1, HDL and LDL
subfractions, IgG anti-oxLDL antibodies

Scientific field: Medical sciences - Pharmacy

Scientific subfield: Medical biochemistry
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1. UVOD

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju veliku i heterogenu grupu oboljenja medu
kojima je najceSca ishemijska bolest srca (IBS) sa svoja Cetiri klinicka oblika: anginom pektoris
(AP), akutnim infarktom miokarda (AIM), iznenadnom sr¢anom smrti i ishemijskom
kardiomiopatijom (1). IBS nastaje kao posledica ateroskleroze u koronarnim arterijama, te se jos
oznaCava i kao koronarna arterijska bolest (KAB). Svake godine u svetu od KVB umre preko 17
miliona stanovnika, dok samo od AIM oboli peko 6 miliona, od ¢ega se smrtni ishod javlja kod
priblizno 25% slucajeva. Prema tome, uocava se da KVB ¢ine vodeéi uzrok smrtnosti kako u svetu,
tako i kod nas. Najtezi oblik KAB je akutni koronarni sindrom (AKS) koji obuhvata spektar
dogadaja u rasponu od nestabilne angine pektoris (NSAP) do AIM koji se moze javiti sa elevacijom
ST segmenta (engl. ST-elevation myocardial infarction, STEMI) ili bez elevacije ST segmenta
(engl. non-ST-elevation myocardial infarction, NSTEMI). AKS predstavlja jedan od najcescih
uzroka hitnog prijema i iznenadne smrti u razvijenim delovima sveta, a poslednjih decenija i u
zemljama u razvoju (2). Zbog svega navedenog, potpuno je razumljivo $to su brojne epidemioloske
studije, medu kojima je najpoznatija prospektivna Framingamska studija (engl. Framingham Heart
Study, FHS), odigrale vaznu ulogu u rasvetljavanju predisponirajucih faktora rizika za razvoj KVB i
istakle znacaj prevencije i ranog prepoznavanja ovih bolesti (3,4). S tim u vezi, brojni vodi¢i
definiSu nacine implementacije preventivnih mera, pa tako evropski vodi¢ za prevenciju KVB (engl.
European Guidelines on Cardiovascular Disease Prevention in Clinical Practice) istice da
prevenciju treba sprovesti kako na nivou opste populacije, promovisanjem zdravog nacina Zivota,
tako i na individualnom nivou kod pacijenata sa umerenim do visokim rizikom od KVB, i/ili kod
pacijenata sa dijagnostikovanom KVB, eliminacijom nezdravog nacina zivota i optimizacijom
faktora rizika (5). I pored definisanih preporuka, porazavajuca je ¢injenica da veliki broj osoba kod
kojih se javi KVVB nema nijedan, ili ima samo jedan od tradicionalnih faktora rizika, $to neminovno
iziskuje potrebu za dodatnim istrazivanjima postojeéih i uvodenjem novih, efikasnijih biohemijskih
markera za predvidanje kardiovaskularnog rizika.

1.1. Etiopatogeneza ateroskleroze i faktori rizika

Patofiziolosku osnovu IBS ¢ini ateroskleroza, ¢iji razvoj pocinje prakti¢no od rodenja, ima
dugu asimptomatsku fazu i napreduje do odraslog doba, a pod uticajem genetskih faktora i faktora
okoline. Po pravilu, ateroskleroza ostaje neotkrivena sve do klini¢kog ispoljavanja komplikacija
poput hemodinamski znaéajne stenoze krvnih sudova, hemoragije, tromboze, embolije i dr., te joj se
s pravom pridaje veliki znacaj na svim nivoima medicinskih istrazivanja, a prevencija njenog
nastanka i usporavanje njene progresije predstavljaju jedan od osnovnih ciljeva savremene medicine

(6).

Ateroskleroza se definise kao multifaktorijalno, sistemsko, hroni¢no, progresivno,
inflamatorno oboljenje zidova velikih i srednjih arterija okarakterisano endotelnom disfunkcijom,
vaskularnom inflamacijom i akumulacijom lipida i komponenti ekstracelularnog matriksa u intimi
arterija, sto rezultira formiranjem aterosklerotskog plaka, koji dovodi do postupnog suzenja lumena
arterija i oteZzanog protoka krvi do tkiva (7). Prema savremenom konceptu, ateroskleroza predstavlja
inflamatorni odgovor na oste¢enje endotela izazvano istovremenom interakcijom vise faktora rizika,
medu kojima dislipidemija i oksidativni stres imaju glavnu ulogu (8). Dislipidemija i oksidativni
stres deluju sinergisticki u odrzavanju inflamacije tokom progresije ateroskleroze (9), a njihova
interakcija se prvenstveno manifestuje promenama u strukturi i kvalitetu lipoproteinskih Cestica, Sto
dalje utice na funkcionalne karakteristike, a samim tim i na ulogu lipoproteinskih cestica u
aterogenezi (10). Pored tradicionalnih faktora rizika u koje spadaju:



1. promenljivi faktori kao Sto su: loSe zivotne navike - puSenje, fizicka neaktivnost,
prekomerno konzumiranje alkohola, aterogena ishrana, prisustvo bolesti - Diabetes mellitus

(DM), arterijska hipertenzija (HTA), gojaznost itd.

2. nepromenljivi faktori: pol, starost, rasa, pozitivna porodi¢na anamneza,
sve je viSe dokaza da su i drugi tzv. pridruzeni faktori rizika: lipoprotein (a), homocistein,
protrombotski i proinflamatorni faktori znacajni za razvoj i progresiju ateroskleroze (11-14).
Karakteristi¢no je da dugotrajna izloZenost brojnim faktorima rizika izaziva ciklicne promene
oStecenja 1 reparacije, koje posle odredenog vremena, kumulativnim efektom dovode do pojave
tromboze, okluzije i rupture arterije.

Kao odgovor na oste¢enje endotela, povecava se ekspresija razli¢itih molekula odgovornih
za hemotaksu i adheziju leukocita iz krvi na aktivirani endotel, pri ¢emu dolazi do migracije
adheriranih leukocita ka intimi i njihove akumulacije u subendotelnom prostoru (15,16). Aktivacija
endotela dovodi i do prodora monocita u subendotelni prostor i njihove diferencijacije u tkivne
makrofage, koje kasnije vr$e preuzimanje velikih koli¢ina lipidnih komponenti transformisuci se u
penaste celije. Kljuéni dogadaj u nastanku ranih aterosklerotskih lezija predstavlja stvaranje
modifikovanih formi lipoproteina niske gustine (engl. low-density lipoprotein, LDL) i njihovo
prepoznavanje i preuzimanje od strane makrofaga. Rana inflamatorna reakcija endotela, poznata i
kao endotelna disfunkcija, najverovatnije se odvija uz pomo¢ klasi¢nih faktora rizika, pre svega
povisenog holesterola u lipoproteinima niske gustine (LDL-h). Poznato je da u stanju endotelne
disfunkcije postoje smanjen antioksidativni kapacitet subendotela i pojacana produkcija reaktivnih
kiseoni¢nih jedinjenja (engl. reactive oxigen species, ROS) koji dovode do oksidativne modifikacije
LDL Ccestica. Slicne modifikacije se ostvaruju i drugim mehanizmima kao Sto su: glikacija,
acetilacija i agregacija. Oksidacija, koja se moze odvijati preko enzimskih ili neenzimskih
mehanizama, najcesca je i najvise istrazivana modifikacija LDL cestica koja rezultira nastankom
oksidovanog LDL (oxLDL). OXLDL se vezuju za receptore ,hvatace* (engl. scavenger receptors,
SR) na povrsini makrofaga, pri ¢emu dolazi do nekontrolisanog preuzimanja prekomerne koli¢ine
holesterola iz oxLDL i njegove akumulacije u makrofagama. SR receptori koji posreduju u
preuzimanju modifikovanih LDL ¢estica ne funkcioni$u po principu negativne povratne sprege, te i
kada se akumulira velika koli¢ina lipidnih partikula u ¢eliji, ona nastavlja da ih i dalje preuzima. Na
ovakav nacCin nastaju Celije prekomerno optereéene lipidima, koje su zbog specificnog izgleda
nazvane penaste celije, a karakteristi¢ne su za ranu fazu nastanka aterosklerotskog plaka (13,17,18).
Kako lezija dalje napreduje, dolazi do oslobadanja faktora rasta od strane monocita, trombocita i
endotelnih ¢elija, zatim do migracije i proliferacije glatkih migi¢nih ¢elija (GMC) iz medije u
intimu, kao i do pojacane sinteze komponenti ekstracelularnog matriksa: kolagena, elastina i
proteoglikana. U ovom stadijumu proces ateroskleroze je jo$ uvek reverzibilan (19).

Evoluciju aterosklerotskog plaka karakteriSe njegovo postepeno povecanje tokom vremena
usled akumulacije penastih ¢elija. Plak koji se postepeno povecava moZe izazvati hroni¢nu stabilnu
anginu pektoris (SAP), dok se AIM cesto javlja unutar krvnih sudova sa relativno neupadljivim
suzenjem, §to sugeriSe da brzo rastuc¢i plakovi mogu prouzrokovati AIM. S druge strane, sporo
rastuci plakovi se odlikuju postepenom akumulacijom lipida unutar penastih ¢elija i generalno nisu
skloni iznenadnoj disrupciji sa pridruzenom aktivacijom koagulacije. Za prognozu sudbine plaka,
bitan je odnos veliCine lipidnog jezgra 1 debljine fibrozne kape, pri cemu debljina fibrozne kape
predstavlja indikator vulnerabilnosti plaka. Veliko lipidno jezgro, velika gustina makrofaga i tanka
fibrozna kapa visoko su rizi¢ni za rupturu plaka, pri ¢emu je predilekciono mesto za rupturu rubni
region plaka, gde je fibrozna kapa najtanja i infiltrirana makrofagama. Ruptura plaka praéena je
adhezijom trombocita i formiranjem tromba, tako da se nakon dezintegracije fibrozne kape moze
javiti iznenadna tromboza zbog promena u funkciji trombocita, koagulaciji i fibrinolizi. Upravo
proces tromboze predstavlja krajnju komplikaciju ateroskleroze, koja se klinicki moze
manifestovati kao: koronarna bolest srca, cerebrovaskularna bolest i periferna vaskularna bolest.
Specificnost arterijske tromboze ogleda se u tome $to se ona uvek nadovezuje na oStecenje zida
krvnog suda, a pocinje adhezijom i agregacijom trombocita, na koje se nastavlja aktivacija sistema
koagulacije (13,14,19-21). Na Slici 1. prikazana je patogeneza ateroskleroze.
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Slika 1. Sema aterogeneze
OxLDL indukuje aktivaciju endotelnih celija i ekspresiju razlicitih leukocitnih adhezionih molekula (kao sto
je VCAM-1)i posledicno adheziju monocita na endotel (1,2); Sledi naknadna transmigracija monocita u
intimu gde se diferenciraju u makrofage (3,4); T-limfociti se pridruzuju makrofagama u intimi tokom
procesa evolucije plaka (5); Makrofage u koje se inkorporiraju modifikovani lipoproteini transformisu se u
penaste Celije bogate lipidima (6); Inflamatorni odgovor stimulise migraciju i replikaciju vaskularnih GMC
koje se akumuliraju u plaku i formiraju fibroproliferativnu leziju (7,8); Makrofage u plaku ispoljavaju
abnormalni metabolizam lipida sa smanjenim efluksom holesterola (9) Sto dovodi do akumulacije
apoptoticnih tela i nekroticnih ostataka formirajuci nekroticno jezgro (10);
Skracenice: GMC - glatke misiéne celije; M-CSF - faktor stimulacije kolonije monocita (engl. monocyte-
colony stimulating factor); VCAM-1 - vaskularni éelijski adhezioni molekul-1 (engl. vascular cell adhesion
molecule-1)
(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz: Minelli S, Minelli P, Montinari MR. Reflections on: Lesson from the
past and future research directions. J Multidiscip Healthc 2020;13:621.)

1.2. Dislipidemija i ateroskleroza

Uprkos cinjenici da je ateroskleroza kompleksna bolest sa brojnim predisponiraju¢im
faktorima, i dalje se centralna uloga pripisuje dislipidemijama, za koje je dokazano da predstavljaju
najvazniji faktor rizika, jer se upravo holesterol deponuje u zidovima krvnih sudova (22). Za
pacijente sa aterosklerozom karakteristicno je postojanje tzv. ,aterogene lipidne trijade” ili
»aterogenog lipoproteinskog fenotipa™ $to obuhvata: povisenu koncentracija triglicerida (TG),
snizenu koncentracija holesterola u lipoproteinima visoke gustine (engl. high-density lipoprotein
cholesterol, HDL-h) i prisustvo malih, gustih LDL ¢estica (engl. small, dense low-density
lipoprotein, sdLDL). Kako je nedvosmisleno dokazano da su visoke plazmatske koncentracije TG,
ukupnog holesterola (UH) i LDL-h, kao i niske koncentracije HDL-h klju¢ni inicijalni faktori u
nastanku i razvoju ateroskleroze, prve preporuke nacionalnog programa za edukaciju o holesterolu
(engl. National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 11l -NCEP ATP I11) bile su
zanovane na odredivanju koncentracija upravo ovih parametara, kao osnovnih parametara
neophodnih za predikciju, dijagnostikovanje i pracenje terapije IBS (12,23). Medutim, najnovije
SCORE 2 smernice preporucuju upotrebu modela za predvidanje individualnog desetogodis$njeg
rizika koji integrise informacije o nekoliko konvencionalnih faktora kardiovaskularnog rizika u cilju
identifikacije osoba sa povecanim rizikom od KVB koje bi trebalo da imaju najviSe koristi od
preventivnih aktivnosti (24).



Uloga lipida u nastanku i progresiji ateroskleroze obavezno se povezuje sa poremecajima
metabolizma lipoproteina, jer se sve lipidne komponente (holesterol, TG i fosfolipidi) nalaze u
sklopu lipoproteinskih Cestica zajedno sa apolipoproteinima. Stoga se pored osnovnih lipidnih
parametara, preporucuje 1 odredivanje koncentracije proteinskih komponenti lipoproteina:
apolipoproteina B-100 (apoB-100), kao proaterogenog i apolipoproteina A-lI (apoA-l), kao
antiaterogenog apolipoproteina (2,23).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja sugeriSu da se kardiovaskularni rizik ne moze adekvatno
proceniti samo na osnovu parametara standardnog lipidnog profila (UH, TG, HDL-h i LDL-h), te
jasno ukazuju da pored kvantitativnih karakteristika, uvid u kvalitativne osobine lipoproteinskih
Cestica pruza dodatne prognosticke informacije (23). U tom smislu, nalaz proaterogenog
lipoproteinskog profila udruzen je sa visokim rizikom za razvoj KVB. Osnovne karakteristike ovog
profila su: poveéanje broja malih, gustih LDL &estica ¢iji je dijametar < 25,5 nm (LDL B fenotip),
odnosno prisustvo malih, disfunkcionalnih lipoproteina visoke gustine (engl. high-density
lipoprotein, HDL), dijametra < 8,8 nm (fenotip malih HDL ¢estica ili HDL 3 fenotip).

1.2.1. HDL cestice: heterogenost i antiaterogena svojstva

HDL je najmanja lipoproteinska Cestica sa najvecom gustinom jer se odlikuje visokim
sadrzajem proteina. Najzastupljeniji apolipoprotein HDL ¢estice je apoA-I koji ¢ini 70% sadrzaja
proteina, zatim sledi apoA-II koji ¢ini 20% sadrZaja proteina, dok preostalih 10% ¢ine: apoE, apoA-
IV, apoA-V, apoJ, apoC-I1, apoC-11 i apoC-111 (25). Sadrzaj lipida utice na oblik HDL cestice, pa
tako diskoidne HDL cestice, koje su manje, uglavnom sadrze slobodan holesterol i fosfolipide, dok
vece, sferne HDL ¢estice sadrZe esterifikovani holesterol i TG. Dijametar HDL ¢estica iznosi od 7
do 12 nm, pri ¢emu se u male Cestice ubrajaju one sa dijametrom < 8,8 nm (26,27). HDL c¢estice se
odlikuju velikom heterogenoséu u pogledu fizi¢ko-hemijskih svojstava, metabolizma i bioloSke
aktivnosti (28-30) koja je izrazena postojanjem ukupno 5 subfrakcija: velikih HDL 2 (HDL 2b i
HDL 2a) i malih HDL 3 (HDL 3a, HDL 3b, HDL 3c), razli¢itog oblika, veli¢ine, gustine i
naelektrisanja. Heterogenost HDL cestica proizilazi iz njihovog stalnog intravaskularnog
remodelovanja tokom procesa reverznog transporta holesterola (RTH) prikazanog na Slici 2.
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Slika 2. HDL sazrevanje i RTH
ApOA-1 se sintetise u jetri i crevima (1); ABCAL transporter prenosi holesterol i fosfolipide na apoA-1 HDL 3
Cestice siromasne lipidima formirajuci prefp HDL (2); LCAT stimulise sazrevanje HDL Ccestica prevodenjem
slobodnog holesterola u hidrofobne CE koji se izdvajaju u jezgru HDL Cestice ¢ime se ona uvecéava i sazreva
do HDL 2 (3); HDL 2 mobilise vise holesterola iz makrofaga i drugih éelija posredstvom receptora SR-B1 i
ABCGL transportera. SR-BI vezuje vece HDL Cestice i formira kompleks koji omogucava efluks holesterola
u HDL. SR-BI olaksava dvosmerni tok holesterola i dozvoljava HDL-h da ude u Ccelije. ABCGI je
intracelularni transporter koji preureduje molekule holesterola u plazma membrani i time olaksava njegovu
apsorpciju (4); Zrele HDL 2 cestice su supstrat za CETP, protein koji vrsi prenosenje CE i TG izmedu HDL,
VLDL i LDL (5), Dve lipaze: EL i HL imaju vazne uloge u metabolizmu HDL. EL ima izraZenu aktivnost
fosfolipaze Al i ucestvuje u remodelovanju HDL u male Cesticw, dok je HL efikasnija u hidrolizi TG (6)
Skracenice: ABCAL transporter - ATP binding cassette transporter Al; ABCG1 transporter - ATP binding
cassette transporter G1; ApoA-l1 - apolipoprotein A-lI; Apo C-lII — apolipoprotein C-l1I; Apo E -
apolipoprotein E; CE - holesterol-estar; CETP - holesterol-estar transferni protein (engl. cholesteryl ester
transfer protein); EL - endotelna lipaza; HDL - lipoprotein visoke gustine (engl. high-density lipoprotein);
HL - hepaticna lipaza; 1DL - lipoprotein srednje gustine (engl. intermediate-density lipoprotein); LCAT -
lecitin-holesterol acil transferaze (engl. lecithin-cholesterol acyl transferase); LDL - lipoprotein niske
gustine (engl. low-density lipoprotein); PON1 - paraoksonaza 1; SR-B1 - receptori ,, hvataci* klase B tip 1
(engl. scavenger receptor class B type 1); TG - trigliceridi; VLDL - lipoprotein veoma niske gustine (engl.
very-low-density lipoprotein)
(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz: Gugliucci A, Menini T. Paraoxonase 1 and HDL maturation. Clin
Chim Acta 2015;439:5-13.)

Upravo kroz RTH od perifernih tkiva do jetre gde se holesterol metaboliSe u Zu¢ne kiseline 1
izlucuje putem zuci i fecesa, HDL cCestice ostvaruju svoju najvazniju ulogu - ateroprotektivnu
ulogu. Na pocetku ovog intravaskularnog metabolizma u jetri i intestinumu dolazi do sinteze i
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sekrecije nascentnog, diskoidnog HDL koji sadrzi apoA-l. ApoA-1 migrira do perifernih tkiva gde
se vezuje za ABCAL transporter (engl. ATP binding cassette transporter A1) na membrani celija
¢ime je omogucen transfer holesterola i fosfolipida na malu, nascentnu HDL ¢esticu. Nakon
preuzimanja na HDL, pod dejstvom enzima lecitin-holesterol acil transferaze (engl. lecithin-
cholesterol acyl transferase, LCAT), dolazi do esterifikacije holesterola i nastanka holesterol-estara
koji prelaze u jezgro HDL Cestice pri ¢emu se najpre stvara HDL 3 forma, koja daljim sazrevanjem
poprima sferni oblik uz nastanak velike, zrele HDL 2 forme sa lipidnim jezgrom. Dopremanje
holesterol-estara u jetru vrsi se direktnim preuzimanjem sa HDL cestice posredstvom receptora
,hvataca“ klase B tip 1 (engl. scavenger receptor class B type 1, SR-B1). U remodelovanje HDL
Cestica ukljucen je i holesterol-estar transferni protein (engl. cholesteryl ester transfer protein,
CETP) koji dovodi do prenosa holesterol-estara sa zrele HDL 2 Cestice na hilomikrone, lipoproteine
veoma niske gustine (engl. very-low-density lipoprotein, VLDL) i LDL u zamenu za TG, Sto
rezultira smanjenjem sadrZaja holesterola i stvaranjem TG bogatih malih, gustih HDL 3 ¢estica.
Smatra se da ove strukturne promene HDL cestica u velikoj meri uti¢u na njihova ateroprotektivna
svojstva (31-33).
Osim RTH, antiaterogenost HDL cestica ispoljava se i kroz antiinflamatorne efekte
posredstvom nekoliko medusobno povezanih mehanizama:
v’ pokretanje efluksa holesterola iz penastih éelija u aterosklerotskim lezijama u sklopu RTH
(34,35) ¢ime se sprecava njihovo dalje stvaranje i oslobadanje proinflamatornih medijatora
v" inhibicija ekspresije adhezionih molekula na povrsini endotela (36), $to usporava progresiju
inflamacije u ranoj fazi razvoja ateroskleroze
v' neutralizacija proinflamatornih molekula, pre svega serumskog amiloida A (SAA), proteina
akutne faze, koji je vezan za HDL tokom transporta u cirkulaciji (37)
v’ antioksidativna aktivnost HDL cestica koja se ogleda u spreCavanju oksidativne
modifikacije LDL ¢estica, ¢ime se inhibira nastanak oxLDL (38).

1.2.1.1. HDL subfrakcije i ateroskleroza

lako su sprovedene brojne studije ¢iji je cilj bio utvrdivanje veze izmedu raspodele HDL
subfrakcija i rizika za razvoj KVB, i dalje nedostaje odgovor na pitanje koja HDL subfrakcija pruza
bolju kardiovaskularnu zastitu. Rezultati nekih studija su sugerisali da je rizik za razvoj KVB
povezan sa smanjenom koli¢inom velikih HDL 2 subfrakcija (39-41), dok su druge studije
zakljucile da postoji inverzan odnos izmedu rizika za razvoj KVB i koli¢ine malih, gustih HDL 3
subfrakcija (42,43). I pored toga $to rezultati istrazivanja nisu u potpunosti konzistentni, dominira
misljenje da su male, guste HDL 3 subfrakcije bolji akceptori holesterola iz perifernih tkiva i da
pruzaju mocniju zastitu LDL Cestica od oksidativnog ostecenja izazvanog slobodnim radikalima, sto
rezultira superiornijim antioksidativnim i ateroprotektivnim potencijalom malih HDL 3 u odnosu na
velike HDL 2 subfrakcije (44). Medutim, nedvosmisleno je potvrdeno da funkcionalnost HDL
Cestica znacajno zavisi od konstelacije ostalih faktora rizika, sto znac¢i da u uslovima dislipidemije,
inflamacije i pojacanog oksidativnog stresa HDL cestice trpe promene proteinskog i lipidnog
sastava zahvaljuju¢i kojima postaju disfunkcionalne, odnosno imaju redukovan antiaterogeni
potencijal (27,45,46).

U aterogenoj dislipidemiji jezgra HDL cestica su osiromasSena estrima holesterola, a
obogacena TG, pri ¢emu su ove promene posredovane povisenom aktivnoséu CETP i snizenom
aktivno$¢u LCAT, §to za posledicu ima smanjenje stabilnosti apoA-I, smanjeni efluks holesterola i
smanjeno uklanjanje oksidovanih lipida sa LDL (47,48). Dalje, oksidativni stres moze da izazove
smanjenje aktivnosti LCAT in vitro (49), sto rezultira redukovanim kapacitetom RTH. Osim toga,
inflamacija je jo$ jedan patoloski proces koji utice na strukturu i funkciju HDL cestica dovode¢i do
nastanka disfunkcionalnih Cestica sa proaterogenim svojstvima (29). S jedne strane, inflamatorni
citokini smanjuju aktivnost LCAT, a s druge strane inflamacija indukuje sintezu SAA koji istiskuje
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apoA-Il iz HDL, dovode¢i do izostanka aktivacije LCAT i do pojac¢anog katabolizma HDL ¢estica
(50).

Odredene studije su pokazale da u poredenju sa ve¢im i manje gustim HDL 2 subfrakcijama,
male, guste HDL 3 ¢estice imaju i bolju prediktivhu sposobnost za buduce kardiovaskularne
dogadaje, $to bi se moglo objasniti njihovim snaznijim efektom na efluks holesterola, izrazenijim
antioksidativnim svojstavima, kao i njihovom uskom povezanos¢u sa enzimom paraoksonazom 1
(PON1) koji je sam po sebi ateroprotektivan (51,52).

Generalno, smatra se da je velika raznolikost metoda za odredivanje HDL subfrakcija
delimi¢no odgovorna za dilemu koja HDL subfrakcija ima najjaca antiaterogena svojstva (28,30,53-
55).

1.2.2. PONL1: uloge i distribucija unutar HDL subfrakcija

Na povrsini HDL cestica nalazi se vise enzima sa antioksidativnom sposobnosé¢u: glutation-
selenoperoksidaza (GSPx), acetilhidrolaza faktora aktivacije trombocita (PAF-AH), kao i PONL1.
Medu pomenutim enzimima, PON1 poseduje najsnaznija antioksidativna svojstva (56). Familija
enzima PON sastoji se iz tri ¢lana: PON1, PON2 i PON3 ¢iji su geni locirani na dugom kraku
hromozoma 7 (7q21-22) (57). PONI je najvise prouc¢avani enzim familije PON koji ima sposobnost
da hidrolizuje paraokson, metabolit organofosfatnog insekticida parationa, ali i druge supstrate (58).
To je kalcijum zavisna hidrolaza koja se sintetiSe u jetri, izlu¢uje u krv i transportuje u cirkulaciji
uglavnom vezana za povrsinu HDL ¢estica (preko 80%), dok je mala koli¢ina enzima pronadena u
VLDL (59) i hilomikronima (60). Pretpostavlja se da se PONL1 transportuje na HDL verovatno
putem VLDL koji moze da moduliSe metabolizam i aktivnost PON1 (59). Klju¢na fizioloska uloga
ovog enzima ogleda se u njegovoj sposobnosti da hidrolizuje lipidne perokside na HDL i LDL
Cesticama, ¢ime §titi HDL od oksidacije i povecava kapacitet RTH, a takode sprecava oksidaciju
LDL cestica i formiranje oxLDL koji je usko povezan sa nastankom i razvojem ateroskleroze (61).
Za potpunu aktivaciju PON1 potreban je apoA-1 (62) na HDL cesticama, pri ¢emu vezivanje za
apoA-I dovodi do stabilizacije enzima i stimulacije njegove laktonazne aktivnosti (63).

Medutim, veoma malo se zna o mehanizmima kojima se PON1 integriSe u HDL, kao i o
sudbini ovog enzima tokom remodelovanja HDL ¢estica u intravaskularnom prostoru (64,65). Jedan
od prvih pristupa za razumevanje sudbine PON1 tokom remodelovanja HDL bio je ex vivo
inkubacija humanog seruma i pracenje laktonazne i arilesterazne aktivnosti PON1, kao i analiza
distribucije PON1 unutar razli¢itih HDL subfrakcija i utvrdivanje povezanosti sa apolipoproteinima
(62). Ovim eksperimentom je dokazana znacajna aktivacija laktonazne i arilesterazne aktivnosti
PONI1 ve¢ tokom 3 h ex vivo inkubacije seruma na 37°C, kao i nastanak okruzenja za optimalnu
aktivnost PONL1 relativno brzo nakon interakcije HDL sa lipoproteinskim ¢esticama koje sadrze
apoB. Zajedno sa aktivacijom PON1 ex vivo, dokazana je istovremeno i brza preraspodela
aktivnosti ili koli¢ine enzima na male HDL 3c i velike HDL 2b subfrakcije, $to je praceno
razmenom lipida tokom sazrevanja HDL cestica. Porast aktivnosti PON1 na velikim HDL 2
subfrakcijama mogao bi se pripisati sazrevanju manjih HDL 2 cestica, dok bi se poveéanje
aktivnosti PON1 na malim HDL 3c subfrakcijama moglo objasniti sazrevanjem diskoidalnog,
malog prep HDL u HDL 3c. Naime, Gugliucci je pokazao da se PON1 brzo pomera izmedu HDL
Cestica tokom njihovog sazrevanja i aktivira se, a tom prilikom dolazi i do pomeranja odgovarajucih
apolipoproteina (apoE, apoA-I i apoA-Il). Dakle, sazrevanje HDL cestica optimizuje aktivnost
PONI1, pri ¢emu je aktivacija PON1 uslovljena remodelovanjem HDL putem razmene lipida izmedu
HDL cestica i lipoproteina koji sadrze apoB (66).

Interakcija HDL subfrakcija i PON1 je predmet istrazivanja brojnih studija, s obzirom na to
da promene u strukturi HDL cestica mogu izmeniti njihovu funkcionalnost, a samim tim
kompromitovati aktivnost PON1. Razli¢iti patoloski uslovi mogu uticati na sazrevanje HDL cCestica
i posledi¢no na distribuciju PON1 izmedu HDL 2 i HDL 3 subfrakcija sto su dokazali i rezultati
nedavne studije Miljkovic i saradnika (67). Takode, brojne studije su pokazale da postoji specificna
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interakcija mijeloperoksidaze (MPQ), apoA-I i PONI1 na povrsini HDL ¢estica koja bi mogla biti
relevantna za aterogenezu. MPO selektivno indukuje oksidaciju HDL cestica transformiSu¢i ih u
potencijalno aterogene oblike (68-71). Drugim re¢ima, MPO je izvor ROS tokom inflamacije i
oksiduje apoA-I na HDL g&esticama, §to kompromituje njihovu ateroprotektivnu ulogu. Stavise,
MPO, PONI i HDL se vezuju jedni za druge stvarajuc¢i kompleks u kome PON1 umereno ometa
aktivnost MPO, dok MPO inaktivira PON1. U tom smislu, bolje razumevanje interakcije PON1 sa
HDL, kao i Kinetike i sudbine PON1, mozZe pruziti nove uvide u dalje istrazivanje ateroskleroze.

Afinitet PON1 za razli¢ite HDL subfrakcije i dalje predstavlja nereseno pitanje. Smatra se da
je enzim PONL distribuiran u svim HDL subfrakcijama, ali ipak ima najvec¢i afinitet za male HDL 3
subfrakcije (28,30,55,62,67,72). Neke studije su dokazale povezanost pove¢anog udela malih HDL
3 subfrakcija sa snizenom aktivnoS¢u PON1 u nekoliko kategorija visoko rizi¢nih pacijenata (72-
76), na osnovu c¢ega bi se moglo pretpostaviti da HDL 3 subfrakcije pokazuju snaZan
antioksidativni potencijal kod zdravih ispitanika, ali ne i kod pacijenata sa visokim
kardiovaskularnim rizikom. Medutim, postoje i studije koje su demantovale uo¢enu vezu (77,78).
Nedoslednost u dobijenim rezultatima mogla bi se pripisati:

v’ razli¢itim metodoloSkim pristupima za izolovanje HDL subfrakcija i razli¢itoj
osetljivosti 1 karakteristikama metoda za odredivanje aktivnosti PONI,

v' raznovrsnosti supstrata koji se koriste za odredivanje aktivnosti PON1 (npr.
odredivanje laktonazne 1 arilesterazne aktivnosti PON1),

v" razlikama u karakteristikama uéesnika studija.

Uzimajuc¢i sve ovo u obzir, ostaje i dalje pretpostavka da je izmenjena distribucija PON1 u
razli¢itim HDL subfrakcijama povezana sa promenama funkcionalnosti HDL cCestica, ali su
potrebne dodatne studije za procenu potencijalnog doprinosa odredivanja distribucije i aktivnosti
PONI1 u razli¢itim HDL subfrakcijama sa ciljem procene ukupnog rizika od KVB.

1.2.3. LDL C¢estice: heterogenost i struktura

LDL cestice nastaju tokom procesa delipidacione kaskade VLDL cestica i predstavljaju
glavne nosioce ukupnog holesterola u plazmi. U zavisnosti od odnosa lipida i proteina, gustina LDL
Cestica se krece od 1,019 do 1,063 g/mL, a veli¢ina od 18 do 28 nm, mada su identifikovane i
Cestice vece od 30 nm (79,80). U strukturi LDL ¢estica uoc¢ava se hidrofobno jezgro, sastavljeno od
holesterol-estara i TG koje je obavijeno povrSinskim omotacem, sastavljenim od slobodnog
holesterola, fosfolipida i apoB-100 (81). ApoB-100 sadrzi domen za vezivanje za LDL receptore
(LDL-R) i igra centralnu ulogu u stabilizaciji i odrzavanju strukture LDL ¢estica (82).

Slicno HDL c¢esticama i LDL cestice se odlikuju heterogenos¢u koja je rezultat promena
aktivnosti enzima u metabolizmu lipoproteina, kao i viSestrukih metaboli¢kih puteva, ukljucujuci
katabolizam prekursora VLDL i lipoproteina srednje gustine (engl. intermediate-density
lipoprotein, IDL) (83). Primenom gradijent gel elektroforeze, identifikovano je ¢ak sedam razli¢itih
LDL subfrakcija grupisanih, na osnovu gustine, u Cetiri glavne subklase, od najvecih i najmanje
gustih do najmanjih i najgusc¢ih, oznacenih kao: LDL I, LDL lla, LDL Ilb, LDL llla, LDL IllIb,
LDL IVai LDL IVb (84). Kod svakog pojedinca, istovremeno je prisutno vise LDL subfrakcija, a
njihov medusobni odnos varira u zavisnosti od genetskih i brojnih faktora sredine (85,86). Na
osnovu izmerenog dijametra LDL ¢estica, definisana su dva razli¢ita fenotipa: fenotip A u kome su
dominantne velike, plutaju¢e LDL cCestice ¢iji je dijametar > 25,5 nm i fenotip B u kome dominiraju
male, guste LDL Cestice dijametra < 25,5 nm (85).

1.2.3.1. SALDL &estice: nastanak i mehanizmi aterogenosti

Klju¢éni faktor u nastanku sdLDL cestica je poviSena koncentracija TG. Naime,
hipertrigliceridemija je povezana sa pojacanom aktivnoS¢u CETP koji omogucava razmenu TG
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unutar VLDL i hilomikronskih ostataka sa holesterol-estrima unutar LDL i HDL cestica, pri ¢emu
nastaju TG obogacene LDL cestice koje predstavljaju supstrat za hepati¢nu lipazu (HL). HL dalje
razlaze TG ¢ime se smanjuje veli¢ina LDL cCestica i nastaju sdLDL cestice sa izrazito aterogenim
svojstvima (87). Formiranje sdLDL cestica prikazano je na Slici 3.

Vide tnglicenda Manje tnglicenda

Manje holesterola Vide holesterola

HDL

Slika 3. Formiranje sdLDL

Skracenice: CE - holesterol-estar; CETP - holesterol-estar transferni protein (engl. cholesteryl ester transfer
protein); HDL - lipoprotein visoke gustine (engl. high-density lipoprotein); HL - hepaticna lipaza; IDL -
lipoprotein srednje gustine (engl. intermediate-density lipoprotein); LDL - lipoprotein niske gustine (engl.
low-density lipoprotein); LPL - lipoproteinska lipaza; sdLDL - male guste LDL cestice (engl. small, dense
low-density lipoprotein); TG - trigliceridi; VLDL - lipoprotein veoma niske gustine (engl. very-low-density
lipoprotein)

(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz: Vekic J, Zeljkovic A, Cicero AFG, Janez A, Stoian AP, Sonmez A,
Rizzo M. Atherosclerosis development and progression: The role of atherogenic small, dense LDL. Medicina
2022; 58(2):299.)

Iako je aterogenost karakteristika svih LDL cestica, stepen aterogenosti pojedinih LDL
subfrakcija je razliit, a rezultati skorasnjih studija konzistentno pokazuju da je sdLDL
najaterogenija frakcija (88). Predlozeno je nekoliko mehanizama za objasnjenje povecanog
aterogenog potencijala sdLDL prikazanih na Slici 4.



Yy A

Gojaznost P
— Insulinska rezistencija
A i Goeel.” | Hiperglikemija

\
Hiperlipemij N
[ iperlipemija Nestabilnost
plaka

17
J/’
\ -y
L P g I
' Formiranje penastih celija

Hipertrigliceridemija l
Hiperholesterolemija
Pojacano formiranje sdLDL Pojac¢ano preuzimanje od
| starane makrofaga
Stimulacija proizvodnje
ROS i medijatora
inflamacije

K

Stimulacija
diferencijacije
monocita u
makrofage
SdLDL Oksidovani sdLDL
Produzeno vreme zadrzavanja u

plazmi
Pojaéan ulazak u subendotel

Slika 4. Patofiziolo$ki mehanizmi koji obja$njavaju povecéani aterogeni potencijal sdLDL
Skracenice: Apo B - apolipoprotein B; ROS - reaktivna kiseonicna jedinjenja (engl. reactive oxygen species);
sdLDL - male guste LDL cestice (engl. small, dense low-density lipoprotein)

(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz: Vekic J, Zeljkovic A, Cicero AFG, Janez A, Stoian AP, Sonmez A,
Rizzo M. Atherosclerosis development and progression: The role of atherogenic small, dense LDL. Medicina
2022; 58(2):299.)

Prvo, zbog promena u strukturi apoB-100 (89), sdLDL imaju snizen afinitet za LDL-R (90)
Sto doprinosi njihovom duZem zadrzavanju u cirkulaciji, a samim tim i veem aterogenom
potencijalu; takode, sdLDL imaju povecan afinitet za SR receptore na povrSini makrofaga (91) pri
¢emu dolazi do njihovog nekontrolisanog preuzimanja, Sto predstavlja klju¢ni korak u nastanku
penastih Celija i kasnije aterosklerotskog plaka; dalje, zbog manje veli¢ine, SALDL lakse prodiru u
subendotelni prostor (92) i kona¢no, kao posledica smanjene koli¢ine antioksidanasa na njihovoj
povrsini, sdLDL su podloznije oksidativnoj modifikaciji, uz nastanak oxLDL (93,94).

Velike prospektivne studije koje su se bavile distribucijom LDL &estica, dokazale su veéu
prevalencu sdLDL kod pacijenata sa KVB i potvrdile njihov nezavisni doprinos razvoju KVB (95-
97). Nedavna meta-analiza pokazala je da se sdLDL cestice mogu smatrati biomarkerom
povecanog kardiovaskularnog rizika (98). S druge strane, klinicke smernice o holesterolu i
primarnoj prevenciji KVB derfinisane od strane: Americkog udruzenja kardiologa (engl. American
College of Cardiology, ACC) i Americkog udruzenja za srce (engl. American Heart Association,
AHA), kao i Evropskog udruzenja kardiologa (engl. European Society of Cardiology, ESC) i
Evropskog udruzenja za aterosklerozu (engl. European Atherosclerosis Society, EAS) ne
preporucuju odredivanje sdLDL c¢estca, niti ih posebno oznacavaju kao terapijski cilj (99,100).
Stoga, pitanje moguce koristi dobijene rutinskim odredivanjem pomenutih Cestica, ostaje i dalje
otvoreno.
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1.2.3.2. OxLDL.: nastanak i mehanizmi aterogenosti

Poznato je da oxLDL ima klju¢nu ulogu u indukciji aterogeneze, tj. predstavlja molekularnu
osnovu ateroskleroze. Zapravo, termin oxLDL oznacava Sirok spektar oksidativnih promena na
LDL cestici (101). lako precizni mehanizmi LDL oksidacije nisu u potpunosti rasvetljeni,
Parthasarathy i saradnici (102) su rezimirali da se formiranje oxLDL odvija kroz dve faze:

1. Blaga oksidacija, u kojoj dolazi do minimalnih promena LDL ¢estica, uglavhom bez uticaja
na molekularnu strukturu apoB-100, pri ¢emu se ovako izmenjene LDL cestice jo§ uvek

mogu vezivati za LDL-R

2. Progresivna oksidacija, koja podrazumeva i promene u strukturi apoB-100, usled cega
ovako modifikovane Cestice gube sposobnost vezivanja za LDL-R i vezuju se za SR
receptore koji imaju svojstvo akumulacije holesterola u neograni¢enim koli¢inama

(102,103).

Uloga oxLDL u indukciji aterogeneze ostvaruje se posredstvom veceg broja mehanizama
buduci da jednom formirani oxXLDL poseduje snazan proinflamatorni, protromboticki i imunogeni
potencijal (104).

Ve¢ u ranoj fazi aterogeneze, oxLDL aktivira endotelne cCelije i stimuliSe oslobadanje
hemoatraktantnih proteina, koji dodatno privlace imunske c¢elije iz cirkulacije u subendotelni
prostor (105). Naime, OxLDL povecava sintezu vaskularnog celijskog adhezionog molekula-1
(engl. vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) koji stimuliSe regrutovanje monocita i T-
limfocita na mestu o$tecenja endotela. Dalje, oxLDL stimulise ekspresiju monocitnog
hemoatraktantnog proteina-1 (engl. monocyte chemoatractant protein-1, MCP-1) Kkoji privlaci
monocite iz cirkulacije u subendotelni prostor i time pojacava inflamatornu kaskadu. Osim toga,
oxLDL potpomaze diferencijaciju monocita u makrofage, pojacanu lokalnim oslobadanjem faktora
stimulacije kolonije monocita (engl. monocyte-colony stimulating factor, M-CSF) koji pospesuje
dalju konverziju makrofaga u penaste ¢elije. Makrofage i penaste ¢elije oslobadaju faktore rasta koji
dovode do ¢elijske proliferacije i stvaranja ROS, $to doprinosi egzacerbaciji oksidativnog stresa i
daljoj progresiji ateroskleroze (104). Osim toga, makrofage stimuliSu sintezu komponenti
ekstracelularnog matriksa i aktivnost matriks metaloproteinaza (MMP) koje razgradnjom kolagena
doprinose destabilizaciji aterosklerotskog plaka (106). Sve u svemu, oxLDL pokrece ¢itav niz
uzastopnih reakcija, formirajuc¢i brojne zacarane krugove koji dovode do progresije aterosklerotske
lezije. Upravo zato se smatra da bi sdLDL, koji predstavlja prekursor oxLDL, mogao biti glavni
pokreta¢ inicijacije i progresije ateroskleroze. Procesi oksidativne modifikacije LDL cestica su
potencirani u uslovima inflamacije, sto bi moglo sugerisati da je fokalna inflamacija u zidu krvnog
suda na mestu inicijalne povrede odgovorna za pocetak oksidacije LDL ¢estica u ranim stadijumima
formiranja plaka.

Proaterogeni efekti oxLDL ne zavise samo od njegovog proinflamatornog potencijala, ve¢ i
od njegove sposobnosti da utiCe na protromboti¢ke odgovore, modulacijom stanja aktivacije
endotelnih ¢elija. Pokazano je da izlaganje endotelnih ¢elija dejstvu oxLDL dovodi do smanjenja
funkcije endotelne barijere i do modulacije komponenti koagulacione kaskade kao §to su: ushodna
regulacija ekspresije i aktivnosti tkivnog faktora (engl. tissue factor, TF), nishodna regulacija
trombomodulina i inaktivacija inhibitora TF, $to rezultira ukupnim povecanjem trombogenog stanja
endotelnih ¢elija (107,108). Inace, TF je transmembranski glikoprotein koji deluje kao primarni
aktivator koagulacione kaskade. Eksprimiran je na c¢elijama koje okruzuju zid krvnog suda
ukljucujuci pericite i fibroblaste adventicije, ali nije eksprimiran na endotelnim ¢elijama. Medutim,
tokom hiperlipidemije, ekspresija TF je indukovana i u makrofagama unutar aterosklerotskih
plakova i monocitima. Potvrdeno je da oxLDL indukuje ekspresiju TF u monocitima,
makrofagama, endotelnim i vaskularnim GMC (109-111), dovode¢i do hiperkoaguabilnog stanja
udruzenog sa hiperlipidemijom. Takode, dokazano je da aterosklerotski plak predstavlja vazan izvor
TF (108) pri ¢emu tokom iznenadne rupture plaka, izlaganje TF cirkulaciji indukuje koagulacionu
kaskadu, §to dovodi do formiranja tromba i okluzije krvnog suda.
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1.2.3.3. OxLDL i imunski procesi

Ekstenzivna istrazivanja tokom poslednje dve decenije otkrila su da i urodeni i adaptivni
imunitet imaju vaznu ulogu u nastanku i progresiji aterosklerotskih lezija, pri ¢emu je posebno
istaknut znacaj epitopa specifi¢nih za oksidaciju (engl. oxidation-specific epitopes, OSE) koji
poseduju imunogena, proinflamatorna i proaterogena svojstva. OSE predstavljaju klasu
,molekularnih obrazaca povezanih sa oSte¢enjem* (engl. damage-associated molecular patterns,
DAMP) protiv kojih je usmeren urodeni imunski odgovor i koji mogu da promovisu oSte¢enje tkiva
i smrt ¢elije. OSE su u izobilju prisutni na povrSini oXLDL i dovode do njegovog pojacanog
preuzimanja od strane makrofaga i nastanka penastih ¢elija, kao i do promena u ekspresiji gena u
¢elijama aretrijskog zida uslovljavaju¢i regrutovanje i diferencijaciju monocita u makrofage i
regrutovanje limfocita, $to sve zajedno rezultira progresijom i destabilizacijom naprednih lezija.
Osim na oxLDL, OSE se nalaze i na apoptotskim ¢elijama i ¢elijskim ostacima, a bivaju prepoznati
od strane urodenih ,,receptora za prepoznavanje obrazaca™ (engl. pattern recognition receptors,
PRR) eksprimiranih na tkivnim makrofagama. PRR ¢esto prepoznaju i ,,molekularne obrasce
povezane sa patogenom® (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) na mikrobnim
antigenima, tako da mnogi DAMP i PAMP dele molekularni ili imunoloski identitet. Prema tome,
urodeni imunski sistem, razvojem inflamacije, pruza moc¢nu prvu liniju odbrane od DAMP
specificnih za aterosklerozu i pokreée adaptivne imunske odgovore koje obezbeduju T- i B- ¢elije
(112,113). Ovako koordinisan imunski odgovor veoma je efikasan u zaStiti organizma od
infektivnih patogena, ali ne i u uslovima hroni¢ne stimulacije antigenima koja postoji kod trajne
hiperholesterolemije u aterosklerozi. U takvim uslovima dolazi do oSteéenja celije, pa se
aterogeneza moze posmatrati kao hroni¢an i neprilagoden inflamatorni odgovor na OSE 1 srodne
antigene, usled uporne hiperholesterolemije (112). Smatra se da bi razumevanje ovih imunskih
odgovora moglo pruziti uvid u mehanizme koji pokreéu progresiju ranih aterosklerotskih lezija u
napredne lezije.

1.2.4. Anti-oxLDL antitela i ateroskleroza

Pokazano je da oxLDL delimi¢no podsti¢e razvoj ateroskleroze zahvaljuju¢i sposobnosti da
aktivira komponente stec¢enog imunskog sistema (103). Naime, oxLDL stimulise B-Celije da
proizvode autoantitela, uglavnom G klase, koja dodatno doprinose arterijskoj inflamaciji (114,115).
Stvorena antitela prepoznaju OSE na oxLDL i vezuju se za njih formirajuci cirkulisu¢e imunske
komplekse (oxLDL-IC) koji se internalizuju posredstvom Fcy receptora na makrofagama i dovode
do aktivacije Fcy receptor-posredovanih signalnih puteva i do sekrecije proinflamatornih citokina:
interleukina-1 (IL-1) i interleukina-6 (IL-6) (116,117). Osim toga, oxLDL-IC u ateromatoznoj leziji
dovode i do aktivacije komplementa klasicnim putem (116) ispoljavajué¢i snaznija
imunomodulatorna svojstva i ja¢i proinflamatorni potencijal u odnosu na slobodno cirkuliSuéi
oxLDL, te su znatno efikasniji u indukciji stvaranja penastih ¢elija (118). Anti-oxLDL antitela, kao
i OXLDL-IC detektovani su u serumu zivotinja i pacijenata sa aterosklerozom i uocena je njihova
povezanost sa ovom boles¢u (119). Osim toga, dokazano je da u ishemi¢nom miokardu nastaju
velike koli¢ine ROS koje vrSe lipidnu peroksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina pri ¢emu kao
krajnji proizvod nastaje malondialdehid (MDA). Ina¢e, MDA nastaje razgradnjom arahidonske
kiseline i polinezasi¢enih masnih kiselina prisutnih u membranskim fosfolipidima kroz enzimske ili
neenzimske procese. Proizvodnja MDA enzimskim procesom je dobro poznata i podrazumeva
njegovo in vivo generisanje kao sporednog proizvoda tokom biosinteze tromboksana A2 (TXA2),
bioloski aktivnog metabolita arahidonske kiseline. S druge strane, produkcija MDA neenzimskim
procesom je posredovana slobodnim radikalima i vrsi se pomocu bicikli¢nih endoperoksida nastalih
tokom procesa lipidne peroksidacije. Jednom formirani MDA moze biti enzimski metabolisan ili
lako stupiti u interakciju sa funkcionalnim grupama celijskih 1 tkivnih proteina i DNK gradec¢i
adukte koji su bioloski vazni jer mogu ucestvovati u sekundarnim Stetnim reakcijama izazivajuci
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duboke promene u biohemijskim svojstvima biomolekula (120). MDA adukti mogu stimulisati
vezivanje C3a komponente komplementa za oxLDL i doprineti inflamatornim procesima koji
ukljucuju aktivaciju sistema komplementa i aktivaciju protein kinaze C (PKC) u ¢elijama prisutnim
u aterosklerotskom plaku. Aktivirana PKC ima vaznu ulogu u intracelularnoj transdukciji signala u
procesima proliferacije, diferencijacije, migracije i inflamacije. Drugim re¢ima, PKC omogucava
oslobadanje i aktivaciju nuklearnog faktora kapa B (NF-xB) kroz proces fosforilacije njegovog
inhibitora. Aktivirani NF-kB se vezuje za DNK ciljnih éelija - monocita, makrofaga, GMC i
endotelnih ¢elija delujuéi kao transkripcioni faktor gena koji kodiraju sintezu proteina znacajnih za
razvoj inflamacije.

Zahvaljujuéi svojoj hemijskoj prirodi, slobodni MDA moze da stvara epitope na glavnim
¢elijskim makromolekulima u razli¢itim tkivima. MDA epitopi doprinose odrzavanju
homeostatskih funkcija deluju¢i kao markeri povisenog oksidativnog stresa i osStecenja tkiva, a
opisana je i njihova sposobnost da pokre¢u inflamatorne procese u aterosklerozi, te stoga
predstavljaju vaznu metu urodenog i adaptivnog imunskog odgovora (121). Identifikovani su na
proteinima i lipoproteinima plazme, pre svega na oxLDL. Palinski i saradnici (122) su prvi otkrili
anti-oxLDL antitela specificna za MDA, §to je predstavljalo dokaz da oxLDL postoji in vivo. Prema
tome, detektovana anti-oxLDL antitela smatraju se markerima prisustva oxLDL (123). Ovako
opisana proaterogena delovanja anti-oxLDL antitela, potkrepljena su rezultatima studija na
zivotinjskim modelima koji su pokazali korelaciju koncentracije autoantitela IgG klase na oxLDL
(IgG anti-oxLDL antitela) sa stepenom ateroskleroze (124,125), dok su istrazivanja na ljudima dala
veoma kontroverzne rezultate uslovljene, uglavnom, individualnim varijacijama imunskog
odgovora (126,127).

Vecina anti-oxLDL antitela, pronadenih u bolestima povezanim sa aterosklerozom, pripada
G Klasi (potklase G: i Gs), znacajno manje ih pripada M Kklasi, dok su antitela A klase prisutna u
tragovima (128). Medutim, koncept anti-oxLDL antitela nije sveobuhvatan, ve¢ odrazava stavove
nekih istrazivata po kojima se ovaj pojam odnosi na kompletan humani monoklonalni
imunoglobulin Gy protiv oksidovanog apoB-100, koji moZe da inhibira aktivaciju inflamatorne
kaskade u celiji, a zatim stabilizuje aterosklerotske plakove (129). Stabilni plakovi nisu lako
podloZni rupturi, $to smanjuje stvaranje krvnih ugruSaka i moguénost nastanka AIM. In vitro i in
vivo studije su otkrile da anti-oxLDL antitela mogu inhibirati hemotaksu i proinflamatorna svojstva
makrofaga ¢ime se smanjuje stvaranje aterosklerotskih plakova (105,130-132). Ovaj mehanizam ide
u prilog antiaterogenim svojstvima anti-oxLDL antitela, a neki autori sugeriSu da bi se pomenuta
antitela mogla Koristiti za sekundarnu prevenciju potencijalnih kardiovaskularnih dogadaja (129).
Smatra se da IgM anti-oxLDL antitela prepoznaju OSE prisutne na oxLDL, vezuju se za njih i
ogranic¢avaju aktivaciju endotela, formiranje penastih ¢elija i inflamatorne odgovore makrofaga, dok
IgG anti-oxLDL antitela grade oxLDL-IC i promoviSu inflamatorne odgovore makrofaga.

lako je poslednjih godina postignut veliki napredak u dizajniranju studija koje se bave
istrazivanjem anti-oxLDL antitela, njihova uloga u aterosklerozi i sa njom povezanim bolestima,
ostaje i dalje kontroverzna. Nedavni nalazi o ulozi anti-oxLDL antitela u aterosklerozi i sa njom
povezanim bolestima mogu se svrstati u tri kategorije:

v" Anti-oxLDL antitela su patogeni faktor u aterosklerozi i relevantnim bolestima (122-125)
v Anti-oxLDL antitela su protektivni faktor u aterosklerozi i relevantnim bolestima (129-132)
v" Anti-oxLDL antitela nisu povezana sa aterosklerozom i relevantnim bolestima (126)

Nedoslednost u rezultatima dobijenim izvodenjem mnogobrojnih studija, moze se pripisati
slede¢im faktorima uticaja:

v’ Razli¢iti kriterijumi odabira pacijenata koji u¢estvuje u ispitivanju i posledi¢na heterogenost
grupa

v’ Ispitivanja nisu sveobuhvatna: u nekim studijama su odredivana IgG, a u drugim IgM
antitela, tako da su ove studije objasnile samo aktivnost antitela odredenog tipa, a nisu
mogle da razjasne delovanje svih antitela

v" Nejasna klasifikacija i nepreciznost istraZivaca: razli¢iti istrazivaéi su ispitivali anti-oxLDL
antitela pri ¢emu nisu opisali vrstu koris¢enih antitela, niti ciljani epitop
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v' Razlike u protokolima koji se koriste za preciS¢avanje antitela, kao i nedostatak
standardizacije imunohemijskih testova za odredivanje antitela.

1.3. Markeri inflamacije i ateroskleroza

Ateroskleroza se viSe ne smatra samo poremecajem nastalim usled abnormalnosti u
metabolizmu lipida, ve¢ je Siroko prihvaceno da je inicijalni dogadaj u aterogenezi inflamacija koja
se javlja decenijama pre nego Sto bolest postane klinicki ocigledna, kao 1 da je najranija faza razvoja
aterotromboze ve¢im delom posredovana inflamatornom kaskadom (133). Otuda je apsolutno
opravdana potraga za novim biomarkerima inflamacije koji bi omogucili procenu rizika za razvoj
KVB, kao i predvidanje buducih kardiovaskularnih dogadaja (134). ldentifikovani su brojni markeri
inflamacije potencijalno povezani sa aterogenezom poput reaktanata akutne faze, proinflamatornih
citokina, adhezionih molekula itd., a medu njima, intenzivno su proucavani biomarkeri iz familije
pentraksina. Familija pentraksina obuhvata kratkolanane i dugolancane pentraksine koji imaju
vaznu ulogu u urodenom imunitetu, a razlikuju se po veli¢ini molekula, kao i po tome $to njihovu
sintezu kodiraju razli¢iti geni, te se stvaraju u razli¢itim tipovima c¢elija kao odgovor na razlicite
stimuluse 1 deluju na razli¢ite ciljne molekule (135). Medu kratkolan¢anim pentraksinima ve¢ duze
vremena u rutinskoj upotrebi je C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein, CRP), koji se sintetiSe
u hepatocitima 1 drugim c¢elijama tokom inflamacije, a c¢ije je oslobadanje indukovano
proinflamatornim citokinima, uglavnom IL-6. Posto su koncentracije CRP veoma niske, razvijene
su visoko osetljive metode za procenu malih promena u koncentracijama ovog parametra. Pokazalo
se da je tzv. visoko osetljivi C-reaktivni protein (engl. high sensitive C-reactive protein, hsCRP)
povezan sa rizikom od rupture plaka i vaskularne tromboze (136), ali je u studijama sekundarne
prevencije dokazana njegova slaba prognosticka vrednost za buduce kardiovaskularne dogadaje
(137). Takode, jos jedna slabost ovog biomarkera je njegova sistemska inflamatorna uloga, te stoga
nije koristan za predvidanje stepena stenoze, ni za diferencijalnu dijagnozu KVB (138,139).

Kao novi marker inflamacije proucava se pentraksin 3 (engl. pentraxin 3, PTX3) koji
pripada dugolan¢anim pentraksinima, a smatra se superiornijim u odnosu na CRP (140). PTX3 ima
ulogu ranog markera primarne lokalne aktivacije urodenog imuniteta i inflamacije ¢ija je ekspresija
indukovana citokinima u endotelnim ¢éelijama, u mononuklearnim fagocitima i u miokardu (141).
PTX3 je ukljuen u razlicite molekularne mehanizme kojima se objaSnjava njegov uticaj na
kardiovaskularni sistem. Deban i saradnici (142) su objavili da PTX3 interakcijom sa ¢elijskim
adhezionim molekulom P-selektinom, smanjuje regrutovanje leukocita na mestu inflamacije, $to
ukazuje na njegovu zastitnu ulogu u aterosklerozi. Nasuprot tome, dokazani su i Stetni efekti PTX3
u patogenezi aterotromboze (143). S tim u vezi, pokazano je da PTX3 povecava ekspresiju TF u
endotelnim Celijama, §to izaziva pokretanje koagulacione kaskade i stvaranje tromba (144). Dalje,
Norata i saradnici (145) su pokazali da HDL cestice, naro¢ito HDL 3 subfrakcije, indukuju
ekspresiju PTX3 in vivo i in vitro uglavnom preko fosfatidil-inozitol-3 kinaza - PI3K/Akt (engl.
phosphatidyl-inosytol-3-kinase) puta, $to sugeriSe da bi se ateroprotektivni efekat HDL 3
subfrakcija delimi¢no mogao objasniti upravo modulacijom klju¢ne komponente humoralnog kraka
urodenog imuniteta. Pokazano je i da prekomerna ekspresija PTX3 ne samo da stimuliSe
preuzimanje oxLDL, ve¢ i znacajno smanjuje efluks holesterola, a takode inhibira i ekspresiju
ABCAL transportera holesterola dovodeé¢i do akumulacije lipida u makrofagama, §to doprinosi
progresiji ateroskleroze (146).

Kada su u pitanju studije koje su se bavile ispitivanjem PTX3 kod STEMI bolesnika, postoje
suprotstavljeni stavovi u vezi sa ulogama ovog biomarkera buduci da neka istrazivanja ukazuju na
njegove protektivne efekte, dok druga spekuliSu da poveéani nivoi PTX3 koreliraju sa tezinom
bolesti i nepovoljnom prognozom (147-149). Zbog lokalne produkcije i brze promene
koncentracije, PTX3 bi se mogao smatrati novim potencijalnim biomarkerom AIM.
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2. CILJEVI

lako je ateroskleroza dugo smatrana degenerativnom boles¢éu uglavnom uslovljenom
pasivnom akumulacijom lipida, u novije vreme teziste je pomereno ka rasvetljavanju veze izmedu
dislipidemije, inflamacije niskog stepena, oksidativnog stresa i imunskih procesa, imaju¢i u vidu
multifaktorijalnu osnovu aterogeneze (150-152).

Kako bi se detaljnije utvrdio imunski odgovor organizma na dislipidemiju i posledi¢no
razvoj inflamacije 1 oksidativnog stresa, ispitivanja se usmeravaju ka proucavanju lokalnih
aktivatora urodenog imuniteta koji su u vezi sa aterosklerozom, kao i ROS koja vrse lipidnu
peroksidaciju. Medutim, jo$ uvek nije poznato da li male guste HDL i LDL subfrakcije uslovljavaju
vecu koncentraciju IgG anti-oxLDL antitela, kao ni da li su male HDL cestice nosioci povecane
aktivnosti enzima PONI1. Takode, ne zna se da li inflamacija i oksidativni stres, uti¢u na na
pomenute procese isti na¢in i u istom stepenu kod zdravih osoba i osoba obolelih od KVB, odnosno
da li se dodatno menjaju u akutnom stanju, kao $to je STEMI. Kona¢no, do danas nema dovoljno
studija koje su proucavale vezu IgG anti-oxLDL antitela i veli¢ine HDL i LDL ¢estica sa tezinom
KAB procenjenom pomocu SYNTAX skora (engl. Synergy between Percutaneous Coronary
Intervention with Taxus and Cardiac Surgery score) (153).

Na osnovu svega navedenog, formulisani su sledeci ciljevi istrazivanja:

e Analiza raspodele HDL i LDL subfrakcija i odredivanje koncentracija IgG anti-oxLDL
antitela, PTX3 i MDA, kao i aktivnosti PON1 u serumu kod bolesnika sa SAP, STEMI i
zdravih kontrolnih ispitanika, uz utvrdivanje razlika izmedu grupa;

e Ispitivanje uticaja rizicnih fenotipova HDL 1 LDL d&estica na serumske koncentracije 1gG
anti-oxLDL antitela i na parametre inflamacije i lipidne peroksidacije;

e Analiza veze izmedu aktivnosti PON1 u serumu i njene distribucije unutar HDL subfrakcija
sa parametrima lipidnog statusa, lipidne peroksidacije i inflamacije;

e Procena prognosticke sposobnost IgG anti-oxLDL antitela i veli¢ine HDL i LDL ¢estica u
predvidanju ishoda i tezine bolesti kvantifikovane SYNTAX skorom.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Studija je dizajnirana kao opservaciona i uklju¢ivala je ukupno 157 ispitanika. Grupu
pacijenata obolelih od KAB ¢inilo je 90 osoba i to: 21 osoba sa dijagnozom SAP (15 muskaraca i 6
Zena, prosecne starosti 60+10 godina) i1 69 osoba sa dijagnozom STEMI (58 muskaraca i 11 Zena,
prosecne starosti 60+12 godina) koji su bili hospitalizovani u Klini¢ko-bolni¢kim centrima
,,Bezanijska Kosa“ i ,,Zemun®. Svi pacijenti su u toku hospitalizacije bili podvrgnuti koronarnoj
angiografiji na osnovu koje je procenjena tezina koronarnog oboljenja. Za procenu tezine KAB
koris¢en je 1 SYNTAX skor koji objedinjuje informacije 0 opsegu, anatomiji i karakteristikama
lezije (153). Demografski podaci, kao i podaci o zdravstvenom stanju i terapiji ispitivanih
bolesnika, dobijeni su iz medicinske dokumentacije, kao i popunjavanjem standardizovanog
upitnika, ¢ime su prikupljene informacije o porodi¢noj anamnezi KVB i Zivotnim navikama: nacinu
ishrane, stepenu fizi¢ke aktivnosti i statusu pusenja. Takode, svim bolesnicima je izmerena telesna
tezina i visina, obim struka i kukova, kao i sistolni i dijastolni krvni pritisak. 1z podataka za visinu i
tezinu, izracunat je indeks telesne mase (engl. body mass index, BMI) po formuli: BMI = telesna
masa (kg) / kvadrat telesne visine (m?). HTA je definisana ako je sistolni pritisak > 140 mm Hg i/ili
dijastolni pritisak > 90 mm Hg ili ako postoji upotreba antihipertenzivnih lekova (154).

Kontrolnu grupu (KG) ¢inilo je ukupno 67 zdravih dobrovoljaca (49 muskaraca i 18 Zena
prosecne starosti 55+9 godina) zaposlenih na Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu i
osoba koje su u Opstu bolnicu ,,Medigroup* dolazile na redovan sistematski pregled. Demografski
podaci zdravih ispitanika prikupljeni su anketiranjem. Kriterijumi za iskljucivanje prilikom
formiranja KG bili su: prisustvo KVB, potvrda pozitivne porodi¢ne anamneze za KVB, HTA, kao i
prisustvo bilo koje druge sistemske inflamatorne, metabolicke, maligne bolesti, bolesti jetre i
bubrega i u skorije vreme prelezane infekcije.

Veli¢ina uzorka je odredena u odnosu na nivo znacajnosti od 0,05 i snagu studije od 80%, uz
dodatnu korekciju u odnosu na upotrebu neparametarskih statistickih testova za obradu podataka
(uzorak je uvecan za 15%). Takode, veli¢ina KG je uvecana i u odnosu na broj dostupnih bolesnika
sa SAP i STEMI kako bi ocekivana snaga studije ostala 80% (155). Dobijena potrebna veli¢ina
uzorka za STEMI bolesnike je minimalno 65, za SAP je minimalno 20 i za KG je minimalno 65
ispitanika. Studija je odobrena od strane etickih komiteta Klinicko-bolni¢kih centara ,,Zemun*
(Odluka br. 325/1) i,,Bezanijska kosa“ (Odluka br. 4705/4), Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu (Odluka br. 2262/2) i Opste bolnice ,,Medigroup* (Odluka br. 1050/1/15 i Odluka 1464-
2/15). Istrazivanje je planirano i sprovedeno u skladu sa etickim principima definisanim
Helsinskom deklaracijom (156). Pre ukljudivanja u studiju, svi ispitanici su upoznati sa ciljevima
istrazivanja 1 potpisali su dobrovoljni pristanak za ucesce.

Da bi se stekao bolji uvid u povezanost dislipidemije, inflamacije, lipidne peroksidacije i
imunskih procesa, definisani su dodatni kriterijumi podele ispitanika:

v’ za ispitivanje uticaja rizi¢nih fenotipova HDL i LDL ¢estica na markere inflamacije,
lipidne peroksidacije i imunskih procesa, STEMI bolesnici i kontrolni ispitanici su
podeljeni u dve grupe: grupu bez i grupu sa rizicnim HDL 3 i LDL B fenotipom

v"u cilju procene sposobnosti ispitivanih biomarkera za predvidanje ishoda bolesti, samo
STEMI bolesnici su prema SYNTAX skoru podeljeni u dve grupe: grupu sa niskim
rizikom (SYNTAX < 22), kao indikatorom manje komplikovanih lezija i nizom
verovatno¢om za sve uzroke smrtnosti i grupu sa umerenim do visokim rizikom
(SYNTAX > 22), kao pokazateljem vecée verovatnoce za kasniju pojavu komplikacija
(153)

v’ za ispitivanje uticaja udela sdLDL na distribuciju HDL subfrakcija i PON1 unutar
razli¢itih HDL subfrakcija, izvrSena je podela STEMI bolesnika i kontrolnih ispitanika
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u dve grupe: grupu sa nizim udelom sdLDL (sdLDL < 50%) 1 grupu sa povecanim
udelom sdLDL (sdLDL > 50%).

3.2. Uzorci

Ispitanicima KG krv je uzeta venepunkcijom prednje kubitalne vene u ranim jutarnjim
satima nakon dvanaesto¢asovnog no¢nog gladovanja, dok je STEMI bolesnicima krv uzeta odmah
nakon prijema u jedinice hitne sluzbe. Krv je prikupljana u dve vrste epruveta: u epruvete sa
etilendiaminotetrasir¢etnom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom za dobijanje plazme i u
epruvete bez aditiva za dobijanje seruma. U toku jednog sata od vadenja krvi, izvrSeno je izdvajanje
seruma i plazme od ¢elija, a zatim su uzorci alikvotirani i ¢uvani u zamrziva¢u na temperaturi -
80°C do izvodenja analiza. EDTA plazma je koriS¢ena za razdvajanje lipoproteinskih subfrakcija i
odredivanje koncentracije MDA, dok su ostali parametri odredivani u serumu.

3.3. Metode

3.3.1. Metode za odredivanje koncentracija rutinskih biohemijskih parametara

Za analizu rutinskih biohemijskih parametara kori$éeni su reagensi firme Siemens (Siemens,
Munich, Germany). Odredivanje koncentracije glukoze i parametara lipidnog statusa (UH, TG,
HDL-h i LDL-h) izvrSeno je na biohemijskom analizatoru Dimension® Xpand Plus kori§¢enjem
odgovarajuc¢ih komercijalnih reagenasa proizvodaca Siemens.

e Koncentracija glukoze odredena je enzimskom metodom sa heksokinazom (HK)

e Koncentracija UH odredena je enzimskom metodom sa holesterol esterazom,
holesterol oksidazom i peroksidazom (CHOD-PAP)

e Koncentracija TG odredena je enzimskom metodom sa lipazom, glicerol kinazom,
glicerol-3-fosfat oksidazom i peroksidazom (GPO-PAP)

e Koncentracija HDL-h je odredena direktnom enzimskom metodom

e Koncentracija LDL-h u uzorcima u kojima je koncentracija TG bila < 4,0 mmol/L
izracunata je pomocu Friedewald formule (157) na slede¢i nac¢in: LDL-h (mmol/L) =
UH — HDL-h — TG/2,2, dok je u uzorcima sa koncentracijom TG > 4,0 mmol/L,
koncentracija LDL-h odredena direktnom metodom uz upotrebu komercijalnih
testova proizvodaca Siemens.

3.3.2. Metode za odredivanje markera inflamacije

e Koncentracija hsCRP odredena je imunoturbidimetrijskom metodom koja koristi
lateks tehnologiju, uz upotrebu reagenasa proizvodaca Roche (Tina-quant® CRP
Roche, Indianapolis USA)

e Odredivanje koncentracije PTX3 izvrSeno je pomocu ELISA ,sendvic® imunoeseja
(Human Pentraxin3 DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, USA) ¢iji princip
se zashiva na stvaranju tzv. ,sendvica“ sacinjenog od: primarnog monoklonskog
antitela specifi¢nog za odredeni domen PTX3 i imobilisanog za mikroplo¢u, samog
PTX3 i sekundarnog antitela koje je specifi¢no za drugi epitop PTX3.
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3.3.3. Metoda za odredivanje koncentracije MDA

e Koncentracija MDA odredena je Girroti metodom (158) koja se zasniva na reakciji
MDA sa tiobarbiturnom kiselinom (engl. thiobarbituric acid, TBA) uz stvaranje
ruzicastog kompleksa MDA-TBA ¢ija se apsorbancija meri spektrofotometrijski na
535 nm. Intenzitet boje nastalog kompleksa proporcionalan je koncentraciji MDA u
uzorku.

3.3.4. Metoda za odredivanje koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela

e IgG anti-oxLDL antitela odredena su u uzorcima seruma kori$¢enjem komercijalno
dostupnog ELISA testa ( OLAB IgG Anti Oxidized Low Density Lipoprotein,
Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG, A-1210 Wien, Austria) prema
specifikaciji proizvodaca.

3.3.4.1. Princip metode

Princip odredivanja koncentarcije 1gG anti-oxLDL antitela prikazan je na Slici 5.
Mikrotitarska ploca prilozena u kompletu je prethodno oblozena oxLDL koji ima ulogu antigena.
Standardi, uzorci i kontrole su pipetirani u bazenci¢e sa konjugovanim oxLDL. Antitela prisutna u
uzorcima ispitanika su se vezala za oxLDL, a po dodavanju sekundarnog antitela obelezenog
enzimom - peroksidazom i substrata doslo je do razvijanja boje usled formiranja antigen-antitelo
kompleksa. Intenzitet boje kompleksa bio je proporcionalan koncentraciji antitela u uzorku.
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Slika 5. Princip odredivanja koncentracije IgG anti-oxLDL antitela
(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz uputstva proizvodaca testa: OLAB 1gG Anti oxidised low density
lipoprotein. Enzyme Immunoassay for the quantitative determination of human 1gG autoantibodies against
oxidised low density lipoprotein in serum. Cat. No. BI-20032; 12 x 8 tests)

3.3.4.2. Karakteristike testa
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e Referentni opseg: medijana 263 mU/mL (n = 50)
e Standardni opseg: 37 — 1200 mU/mL

e Zapremina uzorka: 50 pL seruma

e Limit detekcije: 48 mU/mL (37 mU/mL + 3x SD)
¢ Vreme inkubacije: 90 min./30 min./15 min.

Podaci vezani za preciznost testa prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Preciznost ELISA kita za odredivanje 1gG anti-oxLDL antitela

Unutar testa Uzorak 1 Uzorak 2 Izmedu Uzorak 1 Uzorak 2
(n=8) testova (n=5)
Srednja 119 324 Srednja 139 544
vrednost vrednost
(mU/mL) (mU/mL)
SD (mU/mL) 4 14 SD (mU/mL) 11 22
CV % 4 4,3 CV % 8 4

3.3.4.3. Materijal i oprema
U Tabeli 2 prikazan je sadrzaj ELISA kita.

Tabela 2. Komponente ELISA Kita

Skraéenica Komponenta kita

PLATE oxLDL oblozena mikrotitarske trake

ASYBUF Pufer za ispitivanje

WASHBUF | Koncentrat pufera za pranje, 20x

STD Standardi (37, 75, 150, 300, 600, 1200 mU/mL oLAB IgG)

CTRL Kontrole (300, 1000 mU/mL),

CONJ Konjugat - peroksidaza rena (monoklonalni anti humani 1IgG HRPO)
SUB Substrat (TMB rastvor)

STOP Stop rastvor HoSO4

3.3.4.4. Priprema odgovarajucéeg razblaZzenja i izvodenje postupka

Uzorci su dobro promesani pre izvodenja analize. Lipemic¢ni i hemolizovani uzorci nisu
koriS¢eni.

Pufer za pranje (WASHBUF) je bio u obliku koncentrata, a tokom izvodenja testa se koristio
u razblazenom obliku, pa je razblazenje napravljeno u odnosu 1:20 (50 mL pufera i 950 mL
destilovane vode).

Predilucija: svi standardi, uzorci i kontrole su koris¢eni u kona¢nom razblaZzenju 1:55, tako
da je najpre napravljeno prethodno razblaZenje u odnosu 1:5, a zatim i razblaZenje testa u odnosu
1:11. Pravljenje prethodnog razblazenja (1:5) je izvrSeno dodavanjem 200 pL pufera za ispitivanje
(ASYBUF) i 50 pL standarda/uzorka/kontrole u odgovaraju¢e bazenci¢e neoblozene mikrotitarske
ploce, a zatim je sve dobro promeSano. Ovako razblazeni materijal je upotrebljen dalje u testu u
roku od 15 minuta.

Izvodenje testa: svi reagensi i uzorci su pre pocetka izvodenja testana temperirani na 18-
24°C. Na listi protokola oznacene su pozicije za slepu probu/ standard/ uzorak/ kontrolu. U
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odgovarajuce bazenci¢e oblozenih mikrotitarskih traka pomoc¢u multikanalne pipete i odgovarajucih
nastavaka za jednokratnu upotrebu dodato je po 200 uL pufera za ispitivanje ukljucujuéi i bazenci¢
za slepu probu. Zatim je u roku od 15 minuta na isti na¢in dodato po 20 pL prethodnog razblaZzenja
(1:5) u svaki bazenci¢ osim praznog za slepu probu i lagano promesano. Ovako pripremljena ploca
je pokrivena i inkubirana 90 minuta na 37°C. Potom je sadrZaj bazencica aspiriran i bazenci¢i su
isprani Cetiri puta sa po 300 pL razblazenog pufera za pranje, pri ¢emu je nakon poslednjeg pranja
preostali pufer za pranje uklonjen udaranjem ploc¢e o papirni ubrus. Posle toga dodato je 100 pL
konjugata (CONJ) u svaki bazenci¢ osim praznog za slepu probu, sve je dobro pokriveno i
inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi (18-24°C). Ponovo je na isti na¢in izvrSeno prethodno
opisano ispiranje bazencCi¢a, a zatim je dodato po 100 pL substrata (SUB) u svaki bazencCi¢ i
izvrSena inkubacija 15 minuta na sobnoj temperaturi na tamnom mestu. Na kraju je dodato po 50
uL stop rastvora (STOP) u svaki bazenci¢ i odmah izmerena apsorbancija na 450 nm.

3.3.45. Konstruisanje standardne krive

Apsorbancija za slepu probu je oduzeta od svih ostalih vrednosti, a zatim je konstruisana
standardna kriva na osnovu vrednosti izmerenih apsorbancija za standarde poznatih koncentracija
(Slika 6). Koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela u uzorcima dobijene su iz standardne krive, pri
¢emu su uzeti u obzir faktori razblazenja. Uzorci u kojima je koncentracija bila veca od 1100
mU/mL su dalje razblazivani i podvrgnuti ponovnom merenju.

Standardna kriva za IgG anti-oxLDL antitela
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Slika 6. Standardna kriva za 1gG anti-oxLDL antitela

3.3.5. Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija

Razdvajanje LDL i HDL subfrakcija izvrSeno je metodom vertikalne elektroforeze na
poliakrilamidnom gradijent (3-31%) gelu. Upotrebom kompozitnog gradijent gela, omoguceno je
istovremeno razdvajanje LDL i HDL subfrakcija. Primenjena elektroforetska tehnika predstavlja
modifikovanu metodu Rainwatera i saradnika (159) koja je optimizovana na Katedri za medicinsku
biohemiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Pod uticajem jednosmerne elektri¢ne struje, pri
konstantnom naponu, lipoproteinske cestice se krecu duz gela pri ¢emu dolazi do njihovog
razdvajanja na osnovu razlika u veli¢ini tako da LDL cestice ostaju blize katodi, dok HDL cestice
putuju duze i pojavljuju se u blizini anode.
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3.3.5.1. lzlivanje kompozitnih gradijent (3-31%0) gelova

Za pripremu kompozitnih gradijent (3-31%) gelova kori$¢en je sistem za izlivanje Hoefer

SE 675 (Amersham Pharmacia Biotech, Wien, Austria). Komponente ovog sistema bile su:
e Staklene ploce dimenzija 16 x 18 cm
e Plasti¢ni spaceri debljine 1,5 mm
o Ceslji¢i pomocu kojih su na gelu pravljena mesta za nano$enje uzoraka

Odgovaraju¢i koncentracioni gradijent poliakrilamida dobijen je meSanjem 3% i1 31%
rastvora monomera akrilamida u Tris puferu, pH 8,3 pripremljenom od tri komponente: 90 mmol/L
tris, 80 mmol/L borne kiseline i 2,5 mmol/L Na2EDTA (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, USA).
Za pripremanje poliakrilamidnog gela koris¢eni su jos i: tetrametilen-diamin (TEMED) i amonijum-
persulfat (APS) (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom) zahvaljuju¢i kojima je izvrSena
polimerizacija gela. Za postizanje dodatne gustine 31% rastvora akrilamida i ravnomernije slaganje
slojeva gela, upotrebljen je 70% rastvor glicerola (Macron, Center Valley, PA, USA) (160).

U komoru za izlivanje gelova postavljena su 4 kalupa. MeSanje monomera je izvrSeno
pomocu dve peristalticke pumpe Masterflex L/S (Cole Parmer Instrumental Company, Vernon Hills,
IL, USA) ¢iji rad je kontrolisan softverom Masterflex Linkable Instrument Control Software
(WInLIN). Kontrolisanim meSanjem monomera formiran je gradijent koncentacije gela od 12
segmenata. 13. segment je sastavljen samo od 31% poliakrilamida i dodat je da bi se sprecilo
skra¢ivanje gela prilikom polimerizacije. Na kraju, na dno komore za izlivanje, izvrSeno je lagano
upumpavanje 70% rasvora glicerola kako bi se postiglo podizanje gradijenta do ivice staklenih
ploca. Nakon izlivanja gelova, na povrSinu svakog kalupa, naneto je 300 uL Tris pufera, da bi se
sprecio kontakt sa vazduhom tokom polimerizacije koja se vrsi preko no¢i na sobnoj temperaturi.
Po zavrSetku polimerizacije, gelovi su isprani destilovanom vodom, konzervisani i ¢uvani do
upotrebe u hermeticki zatvorenim kesama u Tris puferu kome je dodat Na-azid (20 mg/L).

3.3.5.2. Izvodenje gradijent-gel elektroforeze

Elektroforetsko razdvajanje LDL i HDL subfrakcija je izvedeno u vertikalnoj kadi Hoefer
SE 600 Ruby (Amersham Pharmacia Biotech, Wien, Austria) u Tris puferu, pH 8,3 na temperaturi
od 8°C. Pre nanoSenja uzoraka, izvrSena je aktivacija gelova na 290 V tokom 50 minuta, kao i
meSanje uzoraka plazme (30 pL) sa 10 pL 0,1% rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru
saharoze kako bi se postigla bolja vidljivost uzoraka tokom nanoS$enja i nihovog kretanja kroz gel.
Dobijena smesa (25 plL) je potom nanesena na gel, a paralelno su u posebne trake na gelu
postavljeni 1 standardi. Sam proces elektroforeze je izveden pri konstantnom naponu na sledeci
nacin:
e 13 minutana 60V
e 20 minutanal70V
e 20hna300V
Kalibracija gelova je izvrSena koriS¢enjem sledecih standarda:

e Proteinski standardi velike molekulske mase (Amersham Pharmacia Biotech, Wien, Austria)
su upotrebljeni za kalibraciju HDL subfrakcija, jer su sastavljeni od proteina poznatog
dijametra: tireoglobulina (17,0 nm), feritina (12,2 nm), laktat-dehidrogenaze (8,4 nm) i
albumina (7,1 nm). Priprema proteinskog standarda je izvrSena dodavanjem 100 pL Tris
pufera, pH 8,3 u jednu bocicu standarda, nakon cega je 20 plL rastvorenog standarda
pomesano sa 10 puL 0,1% rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru saharoze. U zadnju
traku svakog gela naneto je po 10 puL na ovaj nacin pripremljenog standarda.

e Standardizovana humana plazma sadrzi dve LDL subfrakcije ¢ija standardizacija je izvrSena
u Laboratoriji za genetiku lipoproteina (Southwest Foundation for Biomedical Research,
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San Antonio, TX, USA). Po 30 uL standardne humane plazme je pomesano sa 10 puL 0,1%

rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru saharoze. U posebnu traku svakog gela naneto je

25 uL ove smese.

e Karboksilovane polistirenske c¢estice (mikrosfere) dijametra 40 nm (Duke Scientific
Corporation, Palo Alto, CA, USA) su koriS¢ene za konstruisanje kalibracione krive za
veli¢inu LDL cestica, pored standardizovane humane plazme i tireoglobulina. 10 uL
mikrosfera pomesano je sa 40 uL Tris pufera, pH 8,3 i 50 uL boje Sudan Black B (Merck,
Darmstadt, Germany), a potom zagrevano 6 h na 40°C. Smesi je nakon hladenja dodato 100
uL 0,1% rastvora bromfenol-plavog u 40% rastvoru saharoze. 10 pL smeSe mikrosfera
naneto je u traku sa prethodno nanesenim proteinskim standardima.

Po zavrSetku elektroforetskog razdvajanja, gelovi su skinuti sa nosa¢a i odse¢ene Su trake sa
proteinskim standardima, nakon ¢ega su gelovi fiksirani 1 h u 10% rastvoru trihlorsiréetne kiseline
(Acros Organic, Geel, Belgium), a zatim su sat vremena ispirani u 45% rastvoru etanola (Fisher
Chemical, Pittsburgh, PA, USA). Posle ispiranja, izvrSeno je bojenje gelova preko noéi u rastvoru
Sudan Black B u 45% etanolu, a zatim i odbojavanje u 45% etanolu, takode preko noéi. Traka sa
proteinskim standardima je nakon fiksiranja u 10% trihlorsiréetnoj kiselini, ispirana sat vremena
destilovanom vodom i bojena 5 h sa 0,75% rastvorom boje Comassie brilliant blue G-250 (Sigma,
St. Louis, MO, USA). Visak boje je uklonjen pomocu smeSe etanola, siréetne kiseline i vode
(3:1:8). Po zavrsetku odbojavanja, gelovi i proteinski standardi su preko noéi ostavljeni u Tris
puferu, pH 8,3 radi uspostavljanja prvobitnog oblika i veli¢ine, a zatim su podvrgnuti skeniranju.
Na Slici 7. prikazan je izgled gela nakon elektroforetskog razdvajanja.
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Slika 7. 1zgled gela sa razdvojenim LDL i HDL subfrakcijama i proteinskim standardima
(Uz izmene na srpski jezik preuzeto iz: Vekic J, Topic A, Zeljkovic A, Jelic-lvanovic Z, Spasojevic-
Kalimanovska V. LDL and HDL subclasses and their relationship with Framingham risk score in middle
aged Serbian population. Clin Biochem 2007;40:310-316.)

3.3.5.3.  Skeniranje gelova i evaluacija LDL i HDL subfrakcija

Denzitometrijsko skeniranje gelova izvrSeno je na skeneru Image Scanner Il (Amersham
Pharmacia Biotech, Wien, Austria) uz koris¢enje softvera Magic Scan software (version 4,6;1999;
UMAX Data Systems, Inc). Za analiziranje gelova upotrebljen je Image Quant software (version
5.2;1999; Molecular Dynamics).

Evaluacija razdvojenih LDL i HDL subfrakcija podrazumevala je:

e Odredivanje dominantnog LDL i HDL dijametra na osnovu najviSeg pika u
odgovarajuem regionu
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e Utvrdivanje LDL i HDL fenotipa na osnovu dominantnog dijametra ovih Cestica, pri
¢emu su LDL B fenotip ¢inile cestice ¢iji je LDL dijametar < 25,5 nm, dok su HDL 3
fenotipu pripadale HDL cestice dijametra < 8,8 nm

e Odredivanje relativnog udela (%) svake pojedina¢ne LDL i HDL subfrakcije na
osnovu povrsine ispod pika denzitometrijskog skeniranja. Povecani udeo sdLDL
definisan je ako je vise od 50% celokupnih LDL c¢estica detektovano u oblasti < 25,5
nm. Shodno tome, povecani udeo malih, gustih HDL ¢estica razmatran je ako je vise

od 50% ukupnih HDL cestica detektovano u oblasti < 8,8 nm.

3.3.6. Metode za odredivanje paraoksonazne aktivnosti PON1 i relativnog udela
arilesterazne aktivnosti PON1 u razli¢itim HDL subfrakcijama

3.3.6.1. Odredivanje paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti enzima PON1 izvrSeno je primenom Richter-Furlong
metode (161) koja je zasnovana na delovanju PON1 na supstrat paraokson pri ¢emu nastaje p-
nitrofenol koji se u alkalnoj sredini javlja u obliku p-nitrofenoksidnog anjona. Kineti¢ki je pracena
brzina stvaranja p-nitrofenoksidnog anjona i izracunata promena apsorbancije po minuti. Aktivnost
PONI je izrazena u U/L.

3.3.6.2. Odredivanje relativnog udela arilesterazne aktivnosti PON1 na razli¢itim
HDL subfrakcijama

Nakon elektroforetskog razdvajanja HDL cestica, za procenu distribucije aktivnosti PON1
unutar razli¢itth HDL subfrakcija kori$¢ena je zimogram metoda predloZena od strane Gugliucci 1
saradnika (162). Ova metoda kombinuje gradijent gel elektroforezu i merenje aktivnosti PON1 u
istom gelu, ¢ime je omoguéena istovremena analiza raspodele HDL subfrakcija i serumske
aktivnosti PON1 na razli¢itim HDL subfrakcijama. Osnovni princip metode zasniva se na hidrolizi
fenilacetata arilesteraznom aktivno$¢éu enzima PON1. Fenol, koji nastaje kao proizvod arilesterazne
aktivnosti PON1, reaguje sa 4-aminoantipirinom u prisustvu Ks[Fe(CN)]e gradeci obojen kompleks
koji se pojavljuje u gelu u vidu ruzi¢astih frakcija. Intenzitet boje kompleksa odgovara aktivnosti
PON1 na HDL 2 odnosno HDL 3 subfrakcijama. Relativni udeo aktivnosti PON1 unutar
pojedina¢nih HDL subfrakcija (HDL 2b, HDL 2a, HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c) odreden je
denzitometrijski i procenjen utvrdivanjem povrSine ispod vrhova denzitometrijski skeniranih
pikova.

Opis postupka: pre pocetka izvodenja postupka, izvrSena je aktivacija gelova pomocu sveze
napravljenog TRIS-HCI pufera (0,1 mol/LTRIS-HCI; 2 mmol/L CaCl2; pH 8,3) koja je
podrazumevala stajanje gelova 2 puta po 15 minuta u svezem puferu, na 25°C, uz blago mesSanje.
Po zavrSetku aktivacije, gelovi su prebaceni u posudu sa 200 mL rastvora 20 mmol/L 4-
aminoantipirina i 2 mmol/L K3[Fe(CN)e] i inkubirani uz blago meSanje 15 minuta na 25°C, na
tamnom mestu. Nakon toga, dodato je 80 mL rastvora 4-aminoantipirina i Ks[Fe(CN)s] 1 54,4 pl
fenilacetata direktno na gel i izvrSena inkubacija u trajanju od 20 minuta na 25°C, uz blago
mesSanje, zasticeno od dejstva svetlosti. Posle pojave ruziCaste boje na gelu, rastvor za razvijanje
boje je prosut, a gel ispran i ostavljen da stoji na tamnom mestu u hladnom rastvoru 5 mmol/L
EDTA, 5 minuta, uz blago mesanje.
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3.4. StatistiCka analiza

Provera tipa raspodele podataka izvrsena je Kolmogorov-Smirnov ili Shapiro-Wilk testom u
zavisnosti od veli¢ine grupa koje se porede. Kontinuirani podaci koji su sledili normalnu raspodelu
predstavljeni su kao aritmeticke srednje vrednosti sa standardnim devijacijama (X + Sd), dok su
kontinuirani podaci koji nisu pratili normalnu raspodelu prikazani su kao medijane (Me) sa
interkvartilnim rasponima. Kategoricki podaci su predstavljeni kao apsolutne ili relativne frekvence.

Za poredenje normalno distribuiranih kontinuiranih varijabli koris¢eni su Student's t-test ili
analiza varijanse (ANOVA) sa Tukey's post hoc testom, u zavisnosti od broja grupa koje se porede.
S druge strane, prema broju grupa koje se porede, kontinuirane varijable koje nisu sledile normalnu
raspodelu analizirane su Mann-Whitney U testom ili Kruskal-Wallis testom sa Mann-Whitney U
testom kao post hoc testom uz Bonferroni korekciju. Analiza malog broja podataka izvrSena je
koris¢enjem Mann-Whitney U exact testa. Za ispitivanje razlike izmedu kategori¢kih varijabli
upotrebljen je Chi-kvadrat (%) test. Razlika izmedu grupa nakon korekcije za starost, HTA i status
pusenja ispitana je analizom kovarijanse (ANCOVA). Uticaj statusa bolesti i pove¢anog udela
sdLDL na distribuciju HDL subfrakcija i PON1 unutar razli¢itth HDL subfrakcija, procenjen je
upotrebom dvofaktorske ANOVE.

Za utvrdivanje povezanosti LDL dijametra i koncentracije IgG anti-oxLDL antitela sa
umerenim rizikom definisanim SYNTAX skorom, primenjena je logisti¢ka regresiona analiza sa
korekcijom u odnosu na ometajuce varijable kao §to su: starost, glukoza, hsCRP, PTX3 i HDL
dijametar.

Korelacija izmedu razli¢itih parametara proverena je primenom Spearmanove
neparametarske korelacione analize.

Za ispitivanje nezavisnog uticaja parametara inflamacije i lipidne peroksidacije na udeo
PON1 unutar HDL, kori$¢ena je multipla linearna regresiona analiza sa ,,forward“ selekcijom, pri
¢emu je za obezbedivanje linearne veze izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli izvrSena log-
transformacija vrednosti sledec¢ih parametara: sdLDL, LDL-h, HDL-h, TG, MDA i hsCRP. Da bi se
izbegla multikolinearnost, VIF skor je bio < 10, a tolerance skor > 0,2.

Kao minimalni uslov za postojanje statisticke znacajnosti, uzeta je verovatnoca p < 0,05. Za
statistiCku obradu rezultata, koriSéen je program SPSS, verzija 27 (PASW® Statistic for Windows,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza raspodele HDL i LDL subfrakcija, koncentracije 1gG anti-oxLDL
antitela, PTX3, MDA i aktivnosti PON1 kod KG, SAP i STEMI ispitanika

Na pocetku istrazivanja analizirani su udeli HDL i LDL subfrakcija, koncentracije 1gG anti-
oxLDL antitela, PTX3, MDA i aktivnosti PON1 kod KG, SAP i STEMI ispitanika. Posmatrano je
da li su grupe homogene u odnosu na demografske karakteristike i osnovne biohemijske parametre.
Raspodela podataka testirana je Kolmogorov-Smirnov testom u KG i STEMI grupi, odnosno
Shapiro-Wilk testom u SAP grupi. Starost, UH, LDL-h i udeli HDL subfrakcija imali su normalnu
raspodelu, dok BMI, glukoza, TG, HDL-h, hsCRP, PTX3, MDA, 1gG anti-oxLDL antitela, PON1,
HDL dijametar, LDL dijametar i udeli LDL subfrakcija nisu bili normalno distribuirani.

4.1.1. Demografske karakteristike i osnovni biohemijski parametri u tri ispitivane
grupe

U Tabeli 3. prikazane su demografske karakteristike i koncentracije osnovnih biohemijskih
parametara kod 67 ispitanika KG, 21 SAP i 69 STEMI bolesnika.

Tabela 3. Demografske karakteristike i osnovni biohemijski parametri kod KG, SAP i STEMI
ispitanika

Varijabla KG SAP STEMI p vrednost
N 67 21 69 /
Starost, godine 55+9 60£10" 60+£12" 0,010°
Pol, muskarci % 73 71 80 0,591°
BMI, kg/m? 26,4 (24,4-29,5) 28,1 (25,6-31,4)* 25,4 (23,4-27,8) 0,009"
Pusaci, % 194 23,8 58™ <0,001°
HTA, % 38,8 66,7 61,8 0,011°
Terapija statinima,% / 38,1% 1,4 0,002¢
Glukoza, mmol/L 5,5 (4,9-5,9) 5,8 (4,8-7,4)" 6,7 (5,9-8,7)" <0,001°
UH, mmol/L 5,70+1,09 4,56+1,14™% 5,53+1,30 0,0012
TG, mmol/L 1,37 (0,97-1,72) 0,94 (0,71-1,93)* 1,68 (1,20-2,32)" 0,003"
HDL-h, mmol/L 1,26 (0,96-1,54)  1,01(0,77-1,15)° 0,96 (0,80-1,18)" <0,001°
LDL-h, mmol/L 3,65+1,06 2,92+1,07% 3,67+1,12 0,0192

“p<0,05 ili p<0,017 za Bonferroni korekciju vs kontrolna grupa; ~p<0,001 vs kontrolna grupa; *p<0,05 ili
p<0,017 za Bonferroni korekciju vs STEMI; Normalno distribuirane kontinuirane varijable predstavljene su
kao srednja vrednost + Sd, kontinuirane varijable cija distribucija nije bila normalna prikazane su kao
medijana i interkvartilni raspon, kategoricke varijable su predstavljene kao apsolutne i relativne frekvence;
Poredenja: *ANOVA sa Tuckey post hoc testom, "Kruskal Wallis test sa Mann Whitney post hoc testom uz
Bonferroni korekciju, ©4*test homogenosti;

(Skracenice: BMI- indeks telesne mase; HTA- arterijska hipertenzija; UH- ukupni holesterol; TG-
trigliceridi; HDL-h- HDL-holesterol; LDL-h- LDL-holesterol).

Sve tri ispitivane grupe bile su ujednacene po polu, ali je uoCena statisticki znacajna razlika
izmedu grupa kada se posmatraju nelipidni tradicionalni faktori rizika: starost, BMI, status pusenja,
HTA i hiperglikemija. Naime, bolesnici sa SAP i STEMI su bili stariji u odnosu na ispitanike KG.
Ocekivano, veca ucestalost HTA zapazena je u obe grupe bolesnika u poredenju sa kontrolnim
ispitanicima, dok su prevalencija puSaca i koncentracija glukoze bile najvise kod STEMI bolesnika.
Dalje, pokazana je statisticki znacajno niza koncentraciji tri parametra lipidnog statusa: UH, TG i
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LDL-h kod SAP bolesnika u poredenju sa STEMI bolesnicima. Konacno, koncentracija HDL-h bila
je niza u obe grupe bolesnika u odnosu na ispitanike KG.

Na Slikama 8-12 prikazani su parametri ¢ije su se koncentracije razlikovale izmedu
ispitivanih grupa.
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Slika 8. Koncentracija glukoze u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 10. Koncentracija TG u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 11. Koncentracija HDL-h u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 12. Koncentracija LDL-h u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI

4.1.2. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije u tri ispitivane
grupe

U Tabeli 4. predstavljeni su parametri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije
u sve tri ispitivane grupe.

Tabela 4. Koncentracije markera inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod KG,
SAP i STEMI ispitanika

Varijabla KG SAP STEMI p vrednost
N 67 21 69 /
hsCRP, mg/L 0,7 (0,3-1,9) 2,7(1,9-4,9)" 3,7(2,1-7,2)" <0,001
PTX3, ng/mL 1,0 (0,7-1,2) 1,8 (1,6-2,2)" 2,4 (1,5-5,4)™ <0,001
IgG anti-oxLDL, mU/mL 90,5 (50,3-275,7) 69,0 (23,5-268,2) 103,0 (53,6-230,6) 0,427
MDA, umol/L 3,74 (3,26-4,28) 6,37 (5,63-7,59)" 3,26 (2,44-6,22) <0,001

“p<0,001 vs kontrolna grupa; Vrednosti svih parametara prikazane su kao medijana i interkvartilni raspon;
Poredenje grupa izvrseno je Kruskal Wallis testom sa Mann Whitney post hoc testom uz Bonferroni
korekciju;

(Skracenice: hsCRP- visokoosetljivi C-reaktivni potein, PTX3- pentraksin 3, IgG anti-oxLDL- antitela 19G
klase na oksidovani LDL, MDA- malondialdehid)

Identifikovane su znacajno vise koncentracije inflamatornih markera hsCRP i PTX3 u obe
grupe bolesnika u poredenju sa ispitanicima KG (Slike 13 i 14), dok nije uocena statisticki znacajna
razlika u koncentraciji 1gG anti-oxLDL antitela izmedu ispitivanih grupa. Takode, utvrdena je
statisticki znacajno visa koncentracija MDA kod bolesnika sa SAP u odnosu na kontrolne ispitanike
i STEMI bolesnike (Slika 15).
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Slika 13. Koncentracija hsCRP u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 14. Koncentracija PTX3 u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 15. Koncentracija MDA u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI

4.1.3. Veli¢ina i zastupljenost HDL i LDL subfrakcija i paraoksonazna aktivnost
PONL1 u tri ispitivane grupe

Pored osnovnih parametara lipidnog statusa, u okviru ove studije izvrSeno je i odredivanje
paraoksonazne aktivnosti PON1, dijametara HDL i LDL destica, kao i ispitivanje distribucije
lipoproteinskih subfrakcija kod KG, SAP i STEMI ispitanika. Rezultati su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Dijametri HDL i LDL cestica i raspodela HDL i LDL subfrakcija kod KG, SAP i STEMI
ispitanika

Varijabla KG SAP STEMI p vrednost
N 67 21 69 /
HDL dijametar, nm 10,1 (8,7-10,5) 8,5 (8,3-8,9)" 8,6 (8,4-9,5)" <0,001°
HDL 2, % 60,4+9,1 58,0+5,5 58,5+7,5 0,285?
HDL 3, % 39,5+9,0 41,9+5,5 41,3+7,3 0,288%
HDL 3 fenotip, % 26,9 75 62,1 <0,001°¢
PONL1, U/L 295,0 (216,0-544,0) 484,0 (188,5-693,0) 353,5 (180,0-614,0) 0,659
LDL dijametar, nm 26,8 (25,6-27,3) 25,9 (24,3-26,8)" 24,8 (23,6-26,0)™ <0,001°
LDL I, % 19,7 (17,0-25,5) 20,7 (17,6-25,5) 19,3 (17,4-23,3) 0,547"
LDL 11, % 26,4 (22,9-28,8) 28,5 (25,1-31,7)* 25,2 (22,6-27,9) 0,030°
LDL 11, % 22,2 (18,8-24,6) 22,8 (18,2-24,9) 21,6 (20,0-24,3) 0,957°
LDL IV, % 29,2 (23,7-33,3) 27,4 (20,3-32,6)* 30,8 (26,8-35,3) 0,035
LDL B fenotip, % 22,4 40™ 62,1" <0,001°
SdLDL, % 53,3 (43,0-58,5) 47,7 (44,7-55,9) 54,5 (48,1-58,7) 0,082°

“p<0,05 ili p<0,017 za Bonferroni korekciju vs kontrolna grupa; ~“p<0,001 vs kontrolna grupa; *p<0,05 ili
p<0,017 za Bonferroni korekciju vs STEMI; Normalno distribuirane kontinuirane varijable predstavljene su
kao srednja vrednost + Sd, a kontinuirane varijable cija distribucija nije bila normalna prikazane su kao
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medijana i interkvartilni raspon, Poredenje grupa izvrseno je koriséenjem: *ANOVA sa Tuckey post hoc
testom za normalno distribuirane varijable, "Kruskal Wallis testom sa Mann Whitney post hoc testom uz

Bonferroni korekciju za varijable koje nisu sledile normalnu raspodelu i ¢4 testom;

Kod bolesnika obe grupe nadeni su znac¢ajno manji dijametri HDL i LDL ¢estica u odnosu
na kontrolne ispitanike (Slike 16 i 17). Kao $to je i o¢ekivano, zastupljenost rizicnog HDL 3 i LDL
B fenotipa, bila je znacajno veca kod pacijenata sa SAP i STEMI u poredenju sa ispitanicima KG
(Slike 18 i 19). Sto se ti¢e raspodele LDL subfrakcija, uo¢en je veéi relativni udeo LDL Il
subfrakcije i manji relativni udeo LDL 1V subfrakcije kod bolesnika sa SAP u odnosu na STEMI
bolesnike (Slika 20). Nasuprot tome, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa
kada su uporedivani relativni udeli HDL 2 i HDL 3 subfrakcija. Nije utvrdena znacajna razlika
izmedu tri ispitivane grupe ni u aktivnosti PON1 u serumu, kao ni u zastupljenosti sdLDL.
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Slika 16. Dijametar HDL ¢estica u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 17. Dijametar LDL cestica u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 18. Zastupljenost HDL 3 fenotipa u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 19. Zastupljenost LDL B fenotipa u KG i kod bolesnika sa SAP i STEMI
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Slika 20. Poredenje relativnih udela LDL subfrakcija kod ispitanika KG i bolesnika sa SAP i
STEMI

4.1.4. Distribucija HDL subfrakcija kod ispitanika KG i STEMI bolesnika

Uzimajuéi u obzir da izmedu ispitivanih grupa nije pokazana razlika u glavnim HDL 2 i
HDL 3 subfrakcijama, izvrSena je dodatna analiza raspodele pojedinaénih HDL subfrakcija.
Poredenje je izvrseno samo izmedu KG i STEMI bolesnika, jer su relativni udeli glavnih HDL
subfrakcija (Tabela 5) u STEMI i SAP grupama bili sli¢ni. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 6.
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Tabela 6. Raspodela HDL subfrakcija kod kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika

Varijabla Nli% Sl'\ll'Eé\gl p vrednost
HDL 2b, % 38,2+8,3 38,3+6,8 0,928
HDL 2a, % 22,2436 20,1+3,7" 0,001
HDL 3a, % 19,0+3,9 16,5+2,9" <0,001
HDL 3b, % 9,943,0 11,1+2,4" 0,013
HDL 3c, % 10,6+5,1 13,7+4,8™ <0,001

Rezultati su bili normalno distribuirani pa su prikazani kao srednja vrednost + Sd; Studentov t-test je
koriséen za poredenje; Statisticki znacajne razlike izmedu KG i STEMI: “p<0,05; “p<0,001

Relativni udeli HDL 2a 1 HDL 3a subfrakcija bili su znacajno nizi, dok su udeli HDL 3b i
HDL 3c subfrakcija bili visi kod STEMI bolesnika u poredenju sa kontrolnim ispitanicima (Slika
21). Relativni udeo HDL 2b subfrakcije nije se statisti¢ki znacajno razlikovao izmedu ispitivanih

grupa.
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Slika 21. Poredenje relativnih udela HDL subfrakcija kod ispitanika KG i STEMI bolesnika

4.1.5. Distribucija HDL subfrakcija kod ispitanika KG i STEMI bolesnika nakon
standardizacije grupa prema starosti, HTA i statusu pusenja

Buduc¢i da su se ispitanici KG i STEMI bolesnici medusobno razlikovali prema starosti, HTA
I statusu puSenja, izvrSena je dodatna statisticka analiza kako bi se isklju¢io nezavisni uticaj
pomenutih faktora na promene u distribuciji HDL subfrakcija. Rezultati su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Raspodela HDL subfrakcija kod KG i STEMI ispitanika nakon standardizacije grupa
prema starosti, HTA i statusu pusenja

KG STEMI

Varijabla N=67 N=69 p vrednost
HDL 2, % 62,1 (60,1-64,2) 56,6 (54,5-58,7)" <0,001
HDL 2b, % 39,4 (37,5-41,3) 37,0 (35,0-38,9) 0,10
HDL 2a, % 22,7 (21,7-23,7) 19,6 (18,7-20,6)" <0,001
HDL 3, % 37,9 (35,8-39,9) 43,1 (41,1-45,1)" <0,001
HDL 3a, % 18,6 (17,7-19,5) 17,0 (16,1-17,9)" <0,03
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HDL 3b, % 9,5 (8,9-10,2) 11,6 (10,8-12,3)° 0,001
HDL 3c, % 9,8 (9,5-11,0) 14,6 (13,3-15,8)" <0,001

Rezultati su prikazani kao prilagodene srednje vrednosti i 95 % intervali pouzdanosti i uporedivani
primenom ANCOVE; Statisticki znacajne razlike izmedu KG i STEMI: "p<0,05, “p<0,001

Primenom ANCOVE ispitano je postojanje razlike izmedu grupa nakon korekcije za uticaj
starosti, HTA 1 statusa puSenja, pri ¢emu je osim znacajno manje zastupljenosti HDL 2a i HDL 3a
subfrakcija, nadena i manja zastupljenost ukupne HDL 2 subfrakcije kod STEMI bolesnika.
Takode, STEMI bolesnici su u poredenju sa ispitanicima KG imali znac¢ajno veéu zastupljenost
HDL 3b i HDL 3c subfrakcija, kao i ukupne HDL 3 subfrakcije.

4.1.6. Distribucija LDL subfrakcija kod ispitanika KG i STEMI bolesnika nakon
standardizacije grupa prema starosti, HTA i statusu pusSenja

Uzimajuéi u obzir da nije dokazana razlika u raspodeli LDL subfrakcija izmedu STEMI
bolesnika i ispitanika KG (Tabela 5) dodatno je izvrSeno poredenje ove dve grupe uz korekiju za
pomenute tradicionalne faktore rizika. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 8.

Tabela 8. Raspodela LDL subfrakcija kod KG i STEMI ispitanika nakon standardizacije grupa
prema starosti, HTA i statusu puSenja

Varijabla NK=C657 Sl'\ll'ils\gl p vrednost
LDL I, % 22,4 (20,3-24,5) 20,3 (18,2-22,4) 0,215
LDL I1, % 27,1 (25,5-28,7) 25,1 (23,5-26,7) 0,114
LDL 111, % 22,6 (21,1-24,0) 22,1 (20,6-23,6) 0,716
LDL IV, % 28,2 (26,0-30,4) 32,5 (30,3-34,8)" 0,013

Rezultati su prikazani kao prilagodene srednje vrednosti i 95 % intervali pouzdanosti i uporedivani
primenom ANCOVE; Statisticki znacajne razlike izmedu KG i STEMI: "p<0,05

ANCOVA je pokazala postojanje statisticki znacajne razlike u raspodeli LDL subfrakcija
izmedu ispitivanih grupa, pri ¢emu je udeo LDL IV subfrakcije bio ve¢i kod STEMI bolesnika u
poredenju sa ispitanicima KG (Slika 22).
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Slika 22. Poredenje relativnih udela LDL subfrakcija kod ispitanika KG i STEMI bolesnika nakon
korekcije za tradicionalne faktore rizika
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4.2. Ispitivanje uticaja rizi¢nih fenotipova HDL i LDL destica na serumske
koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela i na parametre inflamacije i lipidne
peroksidacije

Nakon istrazivanja relativnih udela HDL i LDL subfrakcija, prema dominantnom HDL i
LDL fenotipu, izvrSena je podela kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika u dve grupe: grupu bez
rizitnog HDL i LDL fenotipa kod koje dominiraju HDL cestice ¢iji je dijametar > 8,8 nm (fenotip
velikih HDL 2 ¢estica) i LDL ¢estice dijametra > 25,5 nm (LDL A fenotip) i grupu sa rizi¢nim
lipoproteinskim fenotipom gde dominiraju HDL cestice ¢iji je dijametar < 8,8 nm (fenotip malih
HDL 3 cestica) i LDL cestice sa dijametrom < 25,5 nm (LDL B fenotip). Sli¢na podela nije

izvrSena u SAP grupi zbog malog broja ispitanika.
4.2.1. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod ispitanika
KG u odnosu na HDL i LDL fenotipove

Od ukupno 67 ispitanika KG, 25 je imalo rizican HDL 3 i LDL B fenotip, dok 42 nije imalo
ovaj fenotip. Rezultati su prikazani u Tabeli 9.

Tabela 9. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod ispitanika KG u odnosu
na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa

Rizi¢ni HDL 3 i LDL B fenotip

Varijabla Bez Sa p vrednost
N 42 25 /
Starost, godine 58+8 51£11" 0,006%
BMI, kg/m2 25,8 (23,9-29,6) 27,2 (24,9-29,3) 0,269"
Glukoza, mmol/L 5,5 (5,0-6,0) 5,5 (4,9-6,0) 0,662"
UH, mmol/L 5,65+1,10 5,80+1,09 0,601%
TG, mmol/L 1,20 (0,89-1,56) 1,61 (1,28-2,22)" 0,001°
HDL-h, mmol/L 1,41 (1,09-1,66) 1,15 (0,90-1,36)" 0,014°
LDL-h, mmol/L 3,65+1,09 3,66+1,04 0,972%

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost # Sd za kontinuirane varijable sa normalnom raspodelom i kao
medijana i interkvartilni raspon za varijable koje nisu bile normalno distribuirane; Grupe su poredene
aStudentovim t-testom i "Man Whitney exact testom u zavisnosti od tipa raspodele; Statisticki znacajne
razlike izmedu kontrolne grupe bez i sa rizicnim HDL 3 i LDL B fenotipom: "p<0,05; ™ p<0,01

(Skracenice: BMI- indeks telesne mase; UH- ukupni holesterol; TG- trigliceridi; HDL-h- HDL-holesterol;
LDL-h- LDL-holesterol)

Pokazano je da su ispitanici KG sa rizicnim HDL 3 i LDL B fenotipom bili znac¢ajno mladi
od osoba bez rizi¢nog fenotipa, dok su prema BMI ove dve grupe bile ujednacene. Dalje, nije
uoCena statisticki znacajna razlika u koncentraciji glukoze izmedu ispitanika KG sa razli¢itim
lipoproteinskim fenotipovima. Analizom lipidnog statusa, utvrdeno je da su ispitanici KG sa HDL 3
i LDL B fenotipom imali visu koncentraciju TG (Slika 23) i nizu koncentraciju HDL-h (Slika 24) u
poredenju sa osobama bez ovog fenotipa, dok su u ispitivanim grupama koncentracije UH i LDL-h
bile sli¢ne.
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Slika 23. Koncentracija TG kod ispitanika KG u odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B
fenotipa
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Slika 24. Koncentracija HDL-h kod ispitanika KG u odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL
B fenotipa

4.2.2. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod ispitanika
KG u odnosu na HDL i LDL fenotipove

Osim demografskih karakteristika i osnovnih biohemijskih parametara, kod ispitanika KG

istrazivani su i markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije u zavisnosti od
prisustva/odsustva rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 10.
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Tabela 10. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod ispitanika KG u
odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa

Rizi¢ni HDL 3 i LDL B fenotip

Varijabla Bez Sa p vrednost
N 42 25 /
hsCRP, mg/L 0,5(0,2-1,7) 1,0 (0,4-3,2) 0,065
PTX3, ng/mL 1,0 (0,7-1,2) 1,0(0,8-1,1) 0,850
IgG anti-oxLDL, mU/mL 74,7 (47,7-157,7) 269,3 (57,7-380,7)" 0,015
MDA, umol/L 3,85 (3,04-4,22) 3,70 (3,41-4,37) 0,426

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon, Grupe su poredene Man Whitney exact testom;
Statisticki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe bez i sa rizicnim HDL 3 i LDL B fenotipom: "p<0,05;

(Skracenice: hsCRP- visoko osetljivi C-reaktivni protein; PTX3- pentraksin 3; IgG anti-oxLDL — antitela
IgG klase na oksidovani LDL; MDA- malondialdehid )

Statistickom obradom rezultata, izmedu ispitivanih grupa, nije uocena znacajna razlika u
koncentracijama hsCRP, PTX3 i MDA. Medutim, pronadena je znacajno veca koncentracija IgG
anti-oxLDL antitela kod kontrolnih ispitanika sa rizicnim HDL 3 i LDL B fenotipom u odnosu na
kontrolne ispitanike bez rizi¢nog fenotipa (Slika 25).
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Slika 25. Koncentraciija 1gG anti-oxLDL antitela kod ispitanika KG u odnosu na prisustvo
rizicnog HDL 3 i1 LDL B fenotipa

4.2.3. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod STEMI
bolesnika u odnosu na HDL i LDL fenotipove

Kada se posmatraju STEMI bolesnici, od ukupno 69 bolesnika 54 je imalo istovremeno
prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa, dok njih 15 nije imalo ovaj fenotip. Rezultati su
predstavljeni u Tabeli 11.

U pogledu starosti i BMI, STEMI bolesnici sa i bez rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa, bili
su ujednaceni. Takode, koncentracije glukoze, i osnovnih parametara lipidnog statusa u ispitivanim

grupama nisu se statisticki znacajno razlikovale bez obzira na prisustvo/odsustvo rizicnog HDL 3 1
LDL B fenotipa.
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Tabela 11. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod STEMI bolesnika u
odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa

Rizi¢ni HDL 3 i LDL B fenotip

Varijabla Bez Sa p vrednost
N 15 54 /
Starost, godine 62+12 61+12 0,6882
BMI, kg/m2 25,1 (22,0-28,7) 25,4 (23,4-27,7) 0,742°
Glukoza, mmol/L 6,4 (5,0-9,0) 6,8 (6,0-8,4) 0,274°
UH, mmol/L 5,7240,92 5,52+1,39 0,637
TG, mmol/L 1,60 (1,21-2,32) 1,69 (1,21-2,31) 0,940°
HDL-h, mmol/L 1,09 (0,78-1,43) 0,93 (0,80-1,14) 0,266"
LDL-h, mmol/L 3,76+0,72 3,68+1,20 0,8102

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost # Sd za kontinuirane varijable koje su sledile normalnu
raspodelu i kao medijana i interkvartilni raspon za varijable koje nisu bile normalno distribuirane;
dStudentov t-test je koriséen za poredenje kontinuiranih promenljivih sa normalnom raspodelom, dok je
®Mann Whitney exact test korisc¢en za poredenje podataka koji nisu bili normalno distribuirani;

(Skracéenice: BMI- indeks telesne mase; UH- ukupni holesterol; TG- trigliceridi; HDL-h- HDL-holesterol;
LDL-h - LDL-holesterol)

4.2.4. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI
bolesnika u odnosu na HDL i LDL fenotipove

Pored osnovnih biohemijskih parametara, kod STEMI bolesnika su odredivani i markeri
inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije u odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL
B fenotipa. Rezultati su prikazani u Tabeli 12.

Tabela 12. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika u
odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i LDL B fenotipa

Rizi¢ni HDL 3 i LDL B fenotip

Varijabla Bez Sa p vrednost
N 15 54 /
hsCRP, mg/L 5,5 (1,7-8,1) 3,2 (1,9-4,4) 0,191
PTX3, ng/mL 1,4 (1,3-2,3) 2,4 (1,7-5,7)" 0,004
IgG anti-oxLDL, mU/mL 161,0 (65,7-233,2) 88,7 (43,7-179,5) 0,366
MDA, umol/L 6,22 (5,32-7,26) 2,96 (2,44-5,18)" 0,007

Podaci nisu sledili normalnu raspodelu pa su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon; Mann Whitney
exact test koriséen za poredenje grupa; Statisticki znacajna raziika izmedu STEMI grupe bez i sa rizicnim
HDL 3 i LDL B fenotipom: “p<0,01

(Skracenice: hsCRP- visoko osetljivi C-reaktivni protein; PTX3- pentraksin 3; IgG anti-oxLDL- antitela 1gG
klase na oksidovani LDL; MDA- malondialdehid )

Evidentirana je statisticki znacajna razlika u koncentracijama PTX3 i MDA izmedu STEMI
bolesnika sa i bez rizi¢nog lipoproteinskog fenotipa. STEMI bolesnici sa rizi¢nim fenotipom imali
su visu koncentraciju PTX3 (Slika 26) i nizu koncentraciju MDA (Slika 27) u odnosu na bolesnike
bez rizi€nog fenotipa.
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Slika 26. Koncentracija PTX3 kod STEMI bolesnika u odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i
LDL B fenotipa
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Slika 27. Koncentracija MDA kod STEMI bolesnika u odnosu na prisustvo rizicnog HDL 3 i
LDL B fenotipa

4.3. Procena prognosti¢ke sposobnosti 1gG anti-oxLDL antitela i veli¢ine HDL

i LDL Cestica u predvidanju ishoda i teZine bolesti kvantifikovane
SYNTAX skorom

U slede¢em koraku ispitivana je prediktivna sposobnost pojedina¢nih biomarkera koja se
odnosi na ishod i tezinu bolesti. Prema tezini oboljenja procenjenoj pomocu SYNTAX skora,
STEMI bolesnici su klasifikovani u grupu sa niskim (SYNTAX < 22) i grupu sa umerenim rizikom
(SYNTAX > 22).
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4.3.1. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod STEMI
bolesnika u odnosu na SYNTAX skor

Od ukupno 69 STEMI bolesnika 58 je imalo nizak rizik, dok je 11 imalo umeren rizik prema
vrednostima SYNTAX skora. U Tabeli 13. prkazane su osnovne demografske karakteristike i
biohemijski parametri kod STEMI bolesnika u zavisnosti od SYNTAX skora.

Tabela 13. Osnovne demografske karakteristike i biohemijski parametri kod STEMI bolesnika u
zavisnosti od SYNTAX skora

Varijabla Nizak rizik Umeren rizik p
(SYNTAX < 22) (SYNTAX > 22) vrednost

N 58 11 /

Starost, godine 60+12 63+10 0,6262
BMI, kg/m2 25,1 (23,4-28,5) 25,4 (23,8-26,8) 0,886°
Glukoza, mmol/L 6,6 (5,9-8,6) 7,2 (5,6-9,5) 0,652°
UH, mmol/L 5,62+1,33 4,90+0,97 0,0942
TG, mmol/L 1,65 (1,17-2,19) 1,69 (1,11-2,33) 0,763
HDL-h, mmol/L 0,98 (0,81-1,21) 0,90 (0,78-1,04) 0,392°
LDL-h, mmol/L 3,76+1,14 3,05+0,89 0,055%

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost # Sd za kontinuirane varijable koje su sledile normalnu
raspodelu i kao medijana i interkvartilni raspon za varijable koje nisu bile normalno distribuirane;
Studentov t-test je koriséen za poredenje kontinuiranih promenljivih sa normalnom raspodelom, dok je
®Mann Whitney exact test koriséen za poredenje podataka koji nisu bili normalno distribuirani;

(Skracenice: BMI- indeks telesne mase; UH- ukupni holesterol; TG- trigliceridi; HDL-h — HDL-holesterol;
LDL-h — LDL-holesterol)

Rezultati statisticke analize su pokazali postojanje ujednacenosti po starosti i BMI medu
STEMI bolesnicima sa niskim i umerenim rizikom. Takode, medu ispitivanim grupama nije bilo
razlike u koncentraciji glukoze, kao ni u koncentracijama osnovnih parametara lipidnog statusa.

4.3.2. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI
bolesnika u odnosu na SYNTAX skor

U Tabeli 14. predstavljeni su rezultati koji se odnose na markere inflamacije, imunskih
procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika u zavisnosti od SYNTAX skora.

Tabela 14. Markeri inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika u
zavisnosti od SYNTAX skora

Varijabla Nizak rizik Umeren rizik p
(SYNTAX <22) (SYNTAX > 22) vrednost
N 58 11 /
hsCRP, mg/L 3,5(1,8-5,1) 2,9 (2,0-4,0) 0,572
PTX3, ng/mL 2,4 (1,5-6,2) 1,8 (1,4-3,4) 0,284
IgG anti-oxLDL, mU/mL 123,3 (60,7-262,1) 41,3 (25,5-92,5)" 0,008
MDA, umol/L 3,26 (2,45-6,22) 4,30 (2,56-6,18) 0,978

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon s obzirom da podaci nisu bili normalno
distribuirani; "Mann Whitney exact test koriscen za poredenje; Statisticki znacajna razlika izmedu STEMI
grupa sa niskim i umerenim rizikom u odnosu na SYNTAX skor: “p<0,01;

(Skracenice: hsCRP- visoko osetljivi C-reaktivni protein; PTX3- pentraksin 3; 1gG anti-oxLDL — antitela
1gG klase na oksidovani LDL; MDA- malondialdehid )
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Statistickom obradom podataka dokazana je znaajno niZa koncentracija IgG anti-oXLDL
antitela kod STEMI bolesnika sa umerenim rizikom u odnosu na bolesnike sa niskim rizikom (Slika
28), dok izmedu ispitivanih grupa nije bilo znacajne razlike u koncentracijama markera inflamacije
i lipidne peroksidacije.
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Slika 28. Koncentracija 1gG anti-oxLDL antitela kod STEMI bolesnika u odnosu na
SYNTAX skor

4.3.3. Veli¢ina i zastupljenost HDL i LDL subfrakcija kod STEMI bolesnika u odnosu
na SYNTAX skor

U daljem toku studije ispitivana je veli¢ina HDL i LDL Ccestica i distribucija HDL i LDL
subfrakcija medu STEMI bolesnicima u zavisnosti od SYNTAX skora. Rezultati su prikazani u
Tabeli 15.

Tabela 15. Dijametri HDL i LDL cestica i raspodela HDL i LDL subfrakcija kod STEMI
bolesnika u zavisnosti od SYNTAX skora

Varijabla Nizak rizik Umeren rizik p
(SYNTAX <22) (SYNTAX > 22) vrednost

N 58 11 /

HDL dijametar, nm 8,6 (8,4-9,6) 8,6 (8,4-8,7) 0,304
HDL 2, % 57,2 (53,0-62,4) 59,5 (50,2-64,2) 0,992
HDL 3, % 42,8 (37,6-47,0) 40,0 (35,8-43,9) 0,576
LDL dijametar, nm 25,1 (23,6-26,4) 23,9 (23,1-24,9) 0,038
LDL I, % 19,2 (17,2-23,8) 20,1 (17,5-21,7) 0,865
LDL II, % 25,3 (22,6-27,9) 24,6 (21,8-28,1) 0,670
LDL 111, % 21,5 (20,1-24,2) 22,2 (19,1-25,2) 0,886
LDL IV, % 30,8 (26,7-34,5) 34,1 (28,4-37,3) 0,497

Rezultati su prikazani kao medijana i interkvartilni raspon buduci da podaci nisu bili normalno
distribuirani; Mann Whitney exact test je koris¢en za poredenje podataka; Statisticki znacajna razlika
izmedu STEMI grupa sa niskim i umerenim rizikom u odnosu na SYNTAX skor: "p<0,05;

Rezultati statisticke analize nisu pokazali postojanje znacajne razlike u veli¢ini HDL cestica,
kao ni u zastupljenosti HDL i LDL subfrakcija medu STEMI bolesnicima sa razli¢itim rizikom.

42



Utvrden je jedino znacajno manji LDL dijametar kod STEMI bolesnika sa umerenim rizikom u
odnosu na bolesnike sa niskim rizikom (Slika 29).
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Slika 29. Dijametar LDL ¢estica kod STEMI bolesnika u odnosu na SYNTAX skor

4.3.4. Analiza povezanosti LDL dijametra i koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela sa
SYNTAX skorom

Uzimaju¢i u obzir da su prema vrednostima SYNTAX skora pronadene znacajno nize
koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela, kao i zna¢ajno manji LDL dijametar kod STEMI bolesnika
sa umerenim rizikom, u odnosu na STEMI bolesnike sa niskim rizikom, za dalje ispitivanje
povezanosti ovih parametara sa SYNTAX skorom primenjena je logisticka regresiona analiza. Da
bi se eliminisao interferirajuci efekat drugih varijabli, izvrSena je korekcija modela za starost, HDL
dijametar i koncentracije hsCRP, PTX3 i glukoze. Nadeno je da je manji LDL dijametar bio
udruzen sa umerenim rizikom nezavisno od drugih faktora, tj. jedino je manji LDL dijametar bio
nezavisni prediktor umerenog rizika sto je predstavljeno slikom 30.

43



2,200 == === e e e e e e e e e e e e e e e
1
0.929 ' 0.937 0.919 0.940 0.925
0.859 0.848
e I R R S e et B e e ] DOREt
7
Q
&
R o0 - BM0614 _AOBI7T _AO0619 | A0B16 | AO0s11 |
° A 0.568
o
g A 0470
@ 400 f------ 0-406----- - 0393 - 0408 -} -0404---- - - 0.404 - - -
£ 0392 0.351 @ 0.370
B 0.257
B >
14 0.161
(o]
,000 T T T T T T T 1
LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL LDL
dijametar dijametar dijametar dijametar dijametar dijametar dijametar dijametar
korigovan za korigovan za korigovan za korigovan za korigovan za korigovan za korigovan za
IgG anti- hsCRP glukozu HDL PTX3 starost sve
oxLDL dijametar navedene
antitela faktore
LDL dijametar kao prediktor umerenog do visokog rizika u odnosu na SYNTAX skor

Slika 30. LDL dijametar kao znacajan prediktor umerenog do visokog rizika procenjenog pomocu
SYNTAX skora

4.4. Analiza aktivnosti PON1 u serumu, distribucije PON1 unutar HDL
subfrakcija i njihove povezanosti sa parametrima lipidnog statusa,
inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije

U daljem toku studije, analizirana je povezanost aktivnosti PON1 u serumu, kao i njene
distribucije na HDL subfrakcijama, sa parametrima lipidnog statusa, inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod ispitanika KG i STEMI bolesnika.

4.4.1. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod KG i
STEMI ispitanika

Osim relativnih udela pojedina¢nih HDL subfrakcija, u okviru ove studije, ispitivani su i
relativni udeli arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod kontrolnih ispitanika i
STEMI bolesnika. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 16.
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Tabela 16. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod KG i STEMI
ispitanika

.. KG STEMI

Varijabla N=67 N=69 p vrednost
PON1 HDL 2, % 65,3+7,4 68,5+6,1" 0,018
PON1 HDL 2b, % 44,0+7,3 46,3+5,9 0,081
PON1 HDL 2a, % 21,3+4,3 22,2+4.5 0,300
PON1 HDL 3, % 34,7+7,4 31,5+6,1" 0,018
PON1 HDL 3a, % 13,3+2,1 12,8+2,1 0,180
PON1 HDL 3b, % 8,9+1,8 7,9+2,17 0,006
PON1 HDL 3c, % 12,4459 10,9+3,7 0,116

Svi rezultati su prikazani kao srednja vrednost + Sd i poredeni Studentovim t-testom,; Statisticki znacajna
razlika izmedu KG i STEMI: *p<0,05; **p<0,01

Relativni udeo aktivnosti PON1 na HDL 3 subfrakciji bio je znac¢ajno manji kod STEMI
bolesnika u poredenju sa ispitanicima KG. Kada se posmatra raspodela aktivnosti PON1 na
pojedinacnim HDL 2 subfrakcijama, izmedu ispitivanih grupa, nije uocena znaCajna razlika u
distribuciji aktivnosti PON1 na HDL 2a i HDL 2b subfrakciji. S druge strane, analizom
pojedina¢nih HDL 3 subfrakcija, pokazana je znacajno manja zastupljenost relativnog udela
aktivnosti PON1 na HDL 3b subfrakciji kod STEMI bolesnika u odnosu na ispitanike KG, dok nije
zapazena statisticki znacajna razlika u distribuciji aktivnosti PON1 na HDL 3a i HDL 3c
subfrakcijama.
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Slika 31. Poredenje relativnih udela arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama
kod ispitanika KG i STEMI bolesnika

4.4.2. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod KG i
STEMI ispitanika nakon standardizacije grupa prema starosti, HTA i statusu
pusenja

Zbog moguceg uticaja demografskih varijabli koje su se razlikovale izmedu KG 1 STEMI
ispitanika na raspodelu aktivnosti PON1 unutar HDL subfrakcija, za procenu distribucije PON1
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primenjena je ANCOVA, pri ¢emu je potvrden znac¢ajno manji udeo PON1 na HDL 3b subfrakciji
kod STEMI bolesnika u odnosu na ispitanike KG. Dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 17.

Tabela 17. Distribucija arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama kod KG i STEMI
ispitanika nakon standardizacije grupa prema starosti, HTA i statusu pusenja

KG

STEMI

Varijabla N=67 N=69 p vrednost
PON1 HDL 2, % 65,4 (63,4-67,3) 67,5 (64,5-69,3) 0,086
PON1 HDL 2b, % 43,6 (41,7-44,4) 46,4 (44,4-48,4) 0,059
PON1 HDL 2a, % 21,8 (20,5-23,1) 21,7 (20,3-23,0) 0,865
PON1 HDL 3, % 34,6 (32,7-36,6) 31,8 (29,9-34,1) 0,087
PON1 HDL 3a, % 13,6 (13,0-14,1) 12,7 (12,1-13,3) 0,069
PON1 HDL 3h, % 9,0 (8,4-9,5) 8,0 (7,4-8,6) 0,036
PON1 HDL 3¢, % 11,9 (10,4-13,4) 11,5 (9,9-13,2) 0,786

Rezultati su prikazani kao prilagodene srednje vrednosti i 95 % intervali pouzdanosti i uporedivani
primenom ANCOVE; Statisticki znacajna razlika izmedu KG i STEMI:"p<0,05

4.4.3. Ispitivanje povezanosti distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa, inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod ispitanika KG

Primenom Spearmanove Kkorelacione analize istrazivana je povezanost distribucije
arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa, inflamacije,
imunskih procesa i lipidne peroksidacije medu ispitanicima KG.

Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
distribucijom HDL subfrakcija

U Tabeli 18 predstavljeni su rezultati Spearmanove korelacione analize izmedu relativnih
udela arilesterazne aktivnosti PONI na razli¢itim HDL subfrakcijama 1 relativnih udela
pojedina¢nih HDL subfrakcija kod kontrolnih ispitanika.

Tabela 18. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa distribucijom HDL subfrakcija kod ispitanika KG

Varijabla HDL 2b, % HDL 2a, % HDL 3a, % HDL 3b, % HDL 3c, %
PON1 HDL 2b, % -0,418™ -0,039 0,459™ 0,244 0,174
PON1 HDL 2a, % 0,211 0,134 -0,207 -0,213 -0,298"
PON1 HDL 3a, % 0,162 0,181 -0,331" -0,125 0,027
PON1 HDL 3b, % 0,242 0,100 -0,350™ -0,134 0,013
PON1 HDL 3c, % 0,312" -0,046 -0,272" -0,133 -0,071

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p); "p<0,05; ~p<0,01

Relativni udeo aktivnosti PON1 na HDL 2b subfrakciji bio je u negativnoj korelaciji sa
relativnim udelom HDL 2b subfrakcije, a s druge strane, u pozitivnoj korelaciji sa relativnim
udelom HDL 3a subfrakcije. Kada se posmatra relativni udeo arilesterazne aktivnosti PON1 na
HDL 2a subfrakciji, utvrdena je negativna korelacija sa relativnim udelom HDL 3c subfrakcije.
Uocena je i negativna korelacija relativnog udela PON1 na HDL 3b sa HDL 3a subfrakcijom, dok
je relativni udeo PON1 na HDL 3c bio u pozitivnoj korelaciji sa HDL 2b i u negativnoj korelaciji sa
HDL 3a subfrakcijom.
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Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
parametrima lipidnog statusa

Kada je re¢ o vezi distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
parametrima lipidnog statusa kod kontrolnih ispitanika, Spearmanovom korelacionom analizom
dokazana je negativna korelacija izmedu relativnog udela arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2a
subfrakciji i zastupljenosti sdLDL ¢estica. Rezultati su prikazani u Tabeli 19.

Tabela 19. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa kod ispitanika KG

Varijabla TG, mmol/L UH, mmol/L LDL-h, mmol/L HDL-h, sdLDL, %
mmol/L

PON1 HDL 2b, % -0,050 -0,094 -0,002 0,044 0,171

PON1 HDL 2a, % -0,191 -0,073 -0,191 0,134 -0,365"

PON1 HDL 3a, % 0,057 0,101 0,118 -0,153 -0,092

PON1 HDL 3b, % 0,131 0,226 0,221 -0,082 -0,046

PON1 HDL 3c, % 0,091 0,202 0,172 -0,093 0,023

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p); "p<0,01;

Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
parametrima inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije

Ispitivana je i zavisnost distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na razli¢itim HDL
subfrakcijama od parametara inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod kontrolnih
ispitanika. StatistiCkom obradom podataka, nije utvrdena znacajna korelacija izmedu ispitivanih
parametara. Rezultati su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod ispitanika
KG

Varijabla hsCRP, mg/L PTX3, ng/mL IgG anti- MDA, pmol/L
oxLDL,mU/mL

PON1 HDL 2b, % 0,180 -0,049 -0,080 0,053

PON1 HDL 2a, % -0,159 0,231 0,266 -0,059

PON1 HDL 3a, % -0,086 0,230 -0,007 0,154

PON1 HDL 3b, % -0,098 0,090 0,098 0,100

PON1 HDL 3c, % -0,105 -0,010 -0,035 0,009

Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p)

4.4.4. Ispitivanje povezanosti distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa, inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika

Spearmanova korelaciona analiza obuhvatila je i utvrdivanje povezanosti distribucije
arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa, inflamacije,
imunskih procesa i lipidne peroksidacije medu STEMI bolesnicima.

Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
distribucijom HDL subfrakcija
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Kao i kod ispitanika KG, Spearmanovom korelacionom analizom istrazivana je zavisnost
izmedu relativnog udela arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama i relativnog udela
HDL subfrakcija medu STEMI bolesnicima. Uocena je pozitivna korelacija izmedu relativnog udela
PON1 na HDL 2a subfrakeciji i relativnog udela HDL 2a subfrakcije, kao 1 izmedu relativnog udela
PONL1 na HDL 3a subfrakciji i HDL 3b subfrakcije. Rezultati su prikazani u Tabeli 21.

Tabela 21. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa distribucijom HDL subfrakcija kod STEMI bolesnika

Varijabla HDL 2b, % HDL 2a, % HDL 3a, % HDL 3b, % HDL 3c, %
PON1 HDL 2b, % 0,116 0,056 -0,056 -0,173 -0,123
PON1 HDL 2a, % 0,011 0,329 -0,077 -0,074 -0,124
PON1 HDL 3a, % -0,206 -0,140 0,199 0,321 0,136
PON1 HDL 3b, % -0,228 -0,189 0,209 0,193 0,232
PON1 HDL 3c, % -0,030 -0,135 0,129 0,093 0,087

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p); p<0,05;

Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa parametrima
lipidnog statusa

Spearmanova korelaciona analiza koris¢ena je i za utvrdivanje povezanosti distribucije
arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa kod STEMI
bolesnika, pri ¢emu je dokazana znacajna pozitivna korelacija izmedu relativnog udela arilesterazne
aktivnosti PON1 na HDL 3a subfrakciji i zastupljenosti sdLDL. Rezultati su prikazani u Tabeli 22.

Tabela 22. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima lipidnog statusa kod STEMI bolesnika

Varijabla TG, mmol/L UH, mmol/L LDL-h, mmol/L HDL-h, sdLDL, %
mmol/L

PON1 HDL 2b, % 0,059 -0,045 -0,143 0,016 -0,066

PON1 HDL 2a, % -0,189 0,090 0,079 0,146 -0,200

PON1 HDL 3a, % 0,096 -0,167 -0,266 -0,028 0,366

PON1 HDL 3b, % 0,046 -0,026 0,036 -0,121 0,040

PON1 HDL 3c, % 0,067 0,064 0,068 0,020 0,139

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p); “p<0,05;

Korelacija distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL subfrakcijama sa
parametrima inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije

U Tabeli 23 su prikazani rezultati Spearmanove korelacione analize izmedu distribucije
arilesterazne aktivnosti PON1 na razli¢itim HDL subfrakcijama i parametara inflamacije, imunskih
procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika.

Tabela 23. Spearmanova korelaciona analiza distribucije arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL
subfrakcijama sa parametrima inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI
bolesnika

Varijabla hsCRP, mg/L PTX3, ng/mL 1gG anti-oxLDL, MDA, pmol/L
mU/mL

PON1 HDL 2b, % -0,072 -0,130 0,156 0,352

PON1 HDL 2a, % 0,230 -0,419 0,035 0,053

PON1 HDL 3a, % 0,145 0,156 0,018 -0,113
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PON1 HDL 3b, % 0,049 0,216 0,139 -0,148
PON1 HDL 3c, % 0,037 0,237 -0,093 -0,230
Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p); "p<0,05

Relativni udeo arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2b subfrakciji bio je u pozitivnoj
korelaciji sa koncentracijom MDA, dok je s druge strane utvrdena negativna korelacija izmedu
relativnog udela arilesterazne aktivnosti PON1 na HDL 2a subfrakciji i koncentracije PTX3.

4.45. Analiza nezavisnog uticaja parametara lipidnog statusa, inflamacije i lipidne
peroksidacije na distribuciju PON1 unutar HDL subfrakcija

Nezavisni uticaj lipidnih parametara, kao i markera inflamacije i lipidne peroksidacije na
udeo PON1 unutar HDL ispitan je primenom multiple linearne regresione analize sa ,,forward®
selekcijom. Ispitivanje linearne veze izmedu zavisnih i nezavisnih promenljivih omoguéeno je
logaritamskom transformacijom vrednosti parametara: sdLDL, LDL-h, HDL-h, TG, MDA i hsCRP.
Ova analiza je pokazala da su udeli PON1 unutar HDL 3a kod STEMI bolesnika i PON1 unutar
HDL 2a kod ispitanika KG bili statisticki znacajno povezani sa distribucijom log sdLDL cestica
nezavisno od drugih ispitivanih parametara. Distribucija log sdLDL cestica bila je obrnuto
povezana sa udelom PON1 unutar HDL 2a subfrakcije kod ispitanika KG (= -10,89; p=0,007) i
direktno povezana sa udelom PON1 unutar HDL 3a subfrakcije kod STEMI bolesnika (f=10,30;
p=0,044). Osim toga, uocena je i direktna povezanost koncentracije log MDA sa udelom PON1
unutar HDL 2b subfrakcije (=9,65; p=0,019). Multikolinearnost nije otkrivena, a vrednosti
tolerancije za sve domene bile su manje od 1. Rezultati su predstavljeni u Tabeli 24.

Tabela 24. Nezavisni prediktori relativnog udela PON1 unutar HDL subfrakcija

Nezavisni prediktor PON1 HDL 2a, % PON1 HDL 3a, % PON1 HDL 2b, %
U KG* log sdLDL -10,89 (18,68 —3,09)
p=0,007 / /
U STEMI grupi*
log sdLDL / 10,30 (0,34-20,29) /
p=0,044

9,65 (1,64-17,66)
log MDA / / p=0,019

*Prediktori ukljuceni u modele su logaritmovane vrednosti udela sdLDL, kao i koncentracija: MDA, TG,
hsCRP i HDL-c (forward selekcija)

4.4.6. Ispitivanje povezanosti paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL
subfrakcijama, parametrima lipidnog statusa, inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod ispitanika KG

Primenom Spearmanove korelacione analize istrazivana je povezanost i jaCina veze
paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL subfrakcijama, parametrima lipidnog statusa,
inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije medu ispitanicima KG.

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL subfrakcijama

Kod kontrolnih ispitanika istrazivana je povezanost paraoksonazne aktivnosti PON1 sa HDL

subfrakcijama, pri ¢emu nije nadena statisticki znacajna korelacija izmedu ispitivanih parametara.

Rezultati su prikazani u Tabeli 25.
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Tabela 25. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 i HDL
subfrakcija kod ispitanika KG

Varijabla HDL 2b, % HDL 2a, % HDL 3a, % HDL 3b, % HDL 3c, %

PON1, U/L -0,021 -0,033 -0,038 -0,002 0,122

Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p)

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa parametrima lipidnog statusa

U KG je ispitivana povezanost paraoksonazne aktivnosti PON1 sa parametrima lipidnog

statusa i nije uoc¢ena znacajna korelacija izmedu ispitivanih parametara. Rezultati su predstavljeni u
Tabeli 26.

Tabela 26. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
parametara lipidnog statusa kod ispitanika KG

Varijabla TG, mmol/L UH, mmol/L LDL-h, mmol/L HDL-h, sdLDL, %
mmol/L
PON1, U/L -0,109 0,005 -0,055 -0,002 0,080

Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p)

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa parametrima inflamacije, imunskih
procesa i lipidne peroksidacije

U KG je istrazivana veza paraoksonazne aktivnosti PON1 sa markerima inflamacije, imunskih
procesa i lipidne peroksidacije i tom prilikom nije utvrdena korelacija izmedu ispitivanih
parametara. Rezultati su prikazani u Tabeli 27.

Tabela 27. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
parametara inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod ispitanika KG

Varijabla hsCRP, mg/L PTX3, ng/mL IgG anti- MDA, pmol/L
oxLDL,mU/mL
PON1, U/L -0,027 0,135 0,163 0,140

Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p)

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa distribucijom PON1 na HDL
subfrakcijama

Kod kontrolnih ispitanika istrazivana je veza paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa
distribucijom PON1 na HDL subfrakcijama, pri ¢emu nije uofena znacajna korelacija izmedu
ispitivanih parametara. Rezultati su prikazani u Tabeli 28.

Tabela 28. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
distribucije PON1 na HDL subfrakcijama kod ispitanika KG

Varijabla PON1 HDL PON1HDL 2a, PON1HDL 3a, PON1HDL 3b, PON1HDL
2b, % % % % 3¢, %
PON1, U/L -0,052 0,085 0,054 -0,082 0,021

Prikazane su vrednosti Spearmanovi’ koeficijenata korelacije (p)
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4.4.7. lIspitivanje povezanosti paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL
subfrakcijama, parametrima lipidnog statusa, inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika

Primenom Spearmanove korelacione analize istrazivana je povezanost i jadina veze
paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL subfrakcijama, parametrima lipidnog statusa,
inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije medu STEMI bolesnicima.

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa HDL subfrakcijama
Kako u KG, tako je i u STEMI grupi ispitivana povezanost paraoksonazne aktivnosti PON1
sa HDL subfrakcijama, pri ¢emu nije uo¢ena znacajna korelacija izmedu ispitivanih parametara.

Rezultati su predstavljeni u Tabeli 29.

Tabela 29. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 i HDL
subfrakcija kod STEMI bolesnika

Varijabla HDL 2b, % HDL 2a, % HDL 3a, % HDL 3b, % HDL 3c, %

PON1, U/L 0,156 -0,179 -0,036 -0,084 -0,027

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p)

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa parametrima lipidnog statusa

Rezultati Spearmanove korelacione analize koji se odnose na zavishost paraoksonazne
aktivnosti PON1 od parametara lipidnog statusa u STEMI grupi pokazali su da nije bilo znacajne
korelacije izmedu ispitivanih parametara i prikazani su u Tabeli 30.

Tabela 30. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
parametara lipidnog statusa kod STEMI bolesnika

Varijabla TG, mmol/L UH, mmol/L  LDL-h, mmol/L HDL-h, sdLDL, %
mmol/L
PON1, U/L 0,161 0,074 0,057 0,048 -0,202

Prikazane su vrednosti Spearmanovi’ koeficijenata korelacije (p)

Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa parametrima inflamacije, imunskih
procesa i lipidne peroksidacije

Zavisnost paraoksonazne aktivnosti PON1 od markera inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije ispitivana je i u STEMI grupi, pri ¢emu je zapazena znacajna negativna
korelacija izmedu PONI1 aktivnosti i inflamatornog markera, PTX3. Rezultati su prikazani u Tabeli
31.

Tabela 31. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
parametara inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije kod STEMI bolesnika

Varijabla hsCRP, mg/L PTX3, ng/mL IgG anti- MDA, pmol/L
oxLDL,mU/mL
PON1, U/L 0,015 -0,338" -0,146 0,181

Prikazane su vrednosti Spearmanovik koeficijenata korelacije (p); “p<0,05
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Korelacija paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa distribucijom PON1 na HDL
subfrakcijama

U STEMI grupi ispitivana je povezanost paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu sa
distribucijom PON1 na HDL subfrakcijama. Spearmanova korelaciona analiza pokazala je
postojanje znaCajne negativne korelacije izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i PON1
na HDL 3b, kao i PON1 na HDL 3c. Rezultati su prikazani u Tabeli 32.

Tabela 32. Spearmanova korelaciona analiza izmedu paraoksonazne aktivnosti PON1 u serumu i
distribucije PON1 na HDL subfrakcijama kod STEMI bolesnika

Varijabla PON1 HDL PON1 HDL 2a, PON1HDL 33, PON1HDL 3b, PON1HDL
2b, % % % % 3c, %
PON1, U/L 0,270 0,203 -0,184 -0,294" -0,287"

Prikazane su vrednosti Spearmanovih koeficijenata korelacije (p); "p<0,05

4.5. Udeo HDL subfrakcija i PON1 na HDL subfrakcijama u odnosu na
prisustvo STEMI i sdLDL

Na kraju je u na$oj studiji upotrebljena dvofaktorska ANOVA za ispitivanje udela HDL
subfrakcija i udela PON1 unutar HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo STEMI i1 povecanog udela
sdLDL. U ovu svrhu, STEMI i kontrolni ispitanici su podeljeni u dve grupe: grupu sa nizim udelom
sdLDL (sdLDL < 50%) i grupu sa povecanim udelom sdLDL (sdLDL > 50%). 27 kontrolnih
ispitanika je imalo niZzi, a 40 njih je imalo povecan udeo sdLDL, dok je medu STEMI bolesnicima,
20 imalo nizi, a 49 povecéani udeo sdLDL.

4.5.1. Udeo HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo STEMI i sdLDL

Udeo HDL subfrakcija u zavisnosti od prisustva STEMI i udela sdLDL predstavljen je
rezultatima u tabeli 33.

Tabela 33. Distribucija HDL subfrakcija u odnosu na prisustvo STEMI i sdLDL

p
p
Varijabla Udeo sdLDL KG STEMI (sdLDL (STEMI . pk ..
rupna) prema | (interakcija)
9 KG)
0 sdLDL<50% 63,4+7,4 59,4+9,0
HDL 2, % sdLDL>50% 58,5+9,7 58,0+6,8 0,039 0,149 0,242
0 sdLDL<50% 40,6+5,9 38,3+8,7
HDL 2b, % sdLDL>50% 36,6+9,3 38,3+5,8 0,150 0,847 0,153
0 sdLDL<50% 22,8439 21,1£3,0
HDL 23 % I —sgipL>50% 31,8434 19,7+3,9 0084 | 0,004 0,756
0 sdLDL<50% 36,4+6,9 40,64+9,0
HDL 3, % sdLDL>50% 41,5497 41,6+6,5 0,038 0,146 0,143
0 sdLDL<50% 17,843,3 16,0+£2,8
HDL 3a, % sdLDL>50% 19,8+4,1 16,7+2,9 0,034 <0,001 0,303
0 sdLDL<50% 9,0+2,6 10,8+2,8
HDL 3b, % sdLDL>50% 10,5+3,2 11,3£2,2 0,056 0,012 0,359
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sdLDL<50% 9,5+£5.9 13,8+5,3
sdLDL>50% 11,3+4,4 13,6+4.,5

HDL 3c, %

0,374 <0,001 0,293

Svi rezultati su prikazani kao srednja vrednost +Sd i poredeni koriséenjem dvofaktorske ANOVE
Napomena: broj kontrolnih ispitanika sa sdLDL < 50% bio je N=27 i sa sdLDL > 50% N=40; broj STEMI
bolesnika sa sdLDL < 50% bio je N=20 i sa sdLDL > 50% N= 49

Rezultati statisticke analize unutar grupa pokazali su vecu zastupljenost HDL 3a
subfrakcije i kod ispitanika KG i kod STEMI bolesnika sa pove¢anim udelom sdLDL u odnosu na
odgovaraju¢e ucesnike sa nizim udelom sdLDL. S druge strane, poredenjem ispitanika sa
povecanim udelom sdLDL izmedu grupa, uocena je znacajno manja zastupljenost HDL 3a i HDL
2a subfrakcije, kao 1 veca zastupljenost HDL 3b 1 HDL 3c subfrakcije kod STEMI bolesnika u
odnosu na kontrolne ispitanike. Iako izmedu kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika, nije uocena
znaCajna razlika u udelu HDL 3 subfrakcije, povecan udeo sdLDL bio je povezan sa vecom
zastupljenoS¢u HDL 3 subfrakcije unutar obe grupe ispitanika.

4.5.2. Udeo PON1 na HDL subfrakcijama u odnosu na prisustvo STEMI i sdLDL

U Tabeli 34 prikazani su rezultati koji opisuju relativni udeo PON1 unutar HDL subfrakcija u
odnosu na prisustvo STEMI i udela sdLDL.

Tabela 34. Distribucija PON1 na HDL subfrakcijama u zavisnosti od udela sdLDL

p
Varijabla Udeo sdLDL KG STEMI (sdlr_)DL (E-IeiMal (in tergkcija)
grupna) KG)
PON1 HDL 2b, % :gtgﬁgg‘; jﬁggi jﬁ:gigzg 0,817 0,086 0,028
PON1HDL 22, % D=2 ;égii gfgjg 0,043 0,445 0,302
PONZ HDL 3, % Zgigiigiﬁ gii;g gggigg 0,284 0,018 0,142
PON1 HDL 3a, % zgigiiégz ggi; i;gﬁé 0,270 0,064 0,046
PON1HDL3b, % [S{EOL=20% z;ﬂg ;?22 0,888 0,003 0,146
PON1 HDL 3¢, % zgigiiégz gig? 191’?;33’?8 0,287 0,082 0,534

Svi rezultati su prikazani kao srednja vrednost +Sd i poredeni koris¢enjem dvofaktorske ANOVE
Napomena: broj kontrolnih ispitanika sa sdLDL < 50% bio je N=27 i sa sdLDL > 50% N=40; broj STEMI
bolesnika sa sdLDL < 50% bio je N=20 i sa sdLDL > 50% N= 49

Statisticka obrada podataka pokazala je da je relativni udeo PON1 na HDL 2a subfrakeiji
bio znacajno nizi u obe grupe ispitanika sa pove¢anim udelom sdLDL u odnosu na odgovarajuce
ispitanike sa nizim udelom sdLDL. Medutim, iako povecani udeo sdLDL i prisustvo STEMI nisu
znacajno uticali na relativni udeo PON1 unutar HDL 2b i HDL 3a subfrakcija, dokazano je
postojanje interakcije izmedu ova dva faktora. Relativni udeo PON1 unutar HDL 2b bio je ve¢i kod
kontrolnih ispitanika, a manji kod STEMI bolesnika sa povecanim udelom sdLDL u odnosu na
odgovarajuce ispitanike sa nizim udelom sdLDL (Slika 32, panel a), dok je relativni udeo PON1
unutar HDL 3a bio manji kod kontrolnih, a ve¢i kod STEMI ispitanika sa povecanim udelom
sdLDL (Slika 32, panel b).
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Slika 32. Relativni udeo PON1 unutar HDL 2b i HDL 3a subfrakcija u zavisnosti od udela
sdLDL kod kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika
Panel a: relativni udeo PON1 unutar HDL 2b subfrakcije kod kontrolnih i STEMI ispitanika sa
udelom sdLDL <ili > 50%
Panel b: relativni udeo PON1 unutar HDL 3a subfrakcije kod kontrolnih i STEMI ispitanika sa
udelom sdLDL <ili > 50%

54



5. DISKUSIJA

Uprkos ¢injenici da su tokom poslednje dve decenije nacinjeni znacajni pomaci u
razumevanju patogeneze ateroskleroze, i dalje ostaju nerazjasnjeni kompleksni odnosi Kkoji
povezuju dislipidemiju, inflamaciju, oksidativni stres i imunske procese u jedinstvenu celinu u kojoj
svaki od pomenutih procesa uti¢e na ostale. Upravo iz tih razloga, savremene studije su usmerene
ka proucavanju interakcija imunskih mehanizama sa brojnim metabolickim faktorima rizika koji
dovode do aktiviranja i Sirenja lezija u arterijskom stablu. Takode, aktuelna su i ispitivanja
povezanosti biomarkera inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije sa teZzinom,
prognozom, moguc¢im komplikacijama i ishodom KAB. Svrha ove studije bila je da uporedi
raspodele HDL i LDL subfrakcija, koncentracije IgG anti-oxLDL antitela, PTX3 i MDA i
aktivnosti enzima PON1 u serumu izmedu SAP i STEMI bolesnika, kao i u odnosu na zdrave
ispitanike, kako bi se procenio uticaj ishemije miokarda i razli¢itih promena koje nastaju tokom
AIM na njihove vrednosti. Dodatno je analizirana povezanost ispitivanih markera sa istovremenim
prisustvom rizi¢nog HDL 3 i LDL B fenotipa kod STEMI bolesnika i ispitanika KG i procenjivana
je sposobnost pomenutih markera u predvidanju ishoda bolesti ¢ija je tezina kvantifikovana
SYNTAX skorom. Konac¢no, istrazivana je i distribucija aktivnosti PON1 na pojedina¢nim HDL
subfrakcijama i njena povezanost sa markerima inflamacije i lipidne peroksidacije. Prema trenutnim
saznanjima, ovo je prva studija koja se bavila ispitivanjem povezanosti rizicnog HDL 3 i LDL B
fenotipa sa koncentracijom 1gG anti-oxLDL antitela kako bi se ustanovilo da li ova autoantitela
mogu imati razli¢ite uloge kod STEMI bolesnika sa jedne i zdravih osoba sa druge strane. Za
razliku od veéine drugih studija u kojima su uporedivane velike HDL 2 subfrakcije sa malim HDL 3
subfrakcijama, ovo je prva studija koja je detaljnije istrazivala sve HDL subfrakcije (HDL 2b, HDL
2a, HDL 3a, HDL 3b i HDL 3c) kako bi pruzila viSe preciznih podataka o promenama razlicitih
HDL subfrakcija i aktivnosti PON1 kod STEMI bolesnika i ispitanika KG.

Kada su u pitanju demografske karakteristike i osnovni biohemijski parametri, rezultati nase
studije su pokazali da je prevalenca HTA i starijih osoba bila zna¢ajno veéa u obe grupe bolesnika u
odnosu na ispitanike KG (Tabela 3), ¢ime je jo§ jednom potvrdeno da su starije osobe sa visokim
krvnim pritiskom podloznije razvoju KVB (163). Ocekivano, zastupljenost pusaca, kao i
koncentracije glukoze znacajno su bile ve¢e kod STEMI bolesnika (Tabela 3), budu¢i da puSenje 1
hiperglikemija predstavljaju faktore rizika za razvoj AKS (164). Cinjenica da su SAP bolesnici u
nasoj studiji imali ve¢i BMI u poredenju sa STEMI bolesnicima (Tabela 3) sugerise da BMI kao
najcesSce koriS¢eni antropometrijski indikator za definisanje gojaznosti pruZza samo grubu meru
opSte gojaznosti ne uspevajuci da u potpunosti obuhvati heterogenu raspodelu telesne masti, te kao
takav nije dovoljan za procenu individualnog nivoa metaboli¢kog rizika (165). U poredenju sa BMI,
odnos obima struka i kukova koji je direktno povezan sa nakupljanjem masti u predelu abdomena,
predstavlja bolji indeks za procenu abdominalne gojaznosti. To znac¢i da osobe sa normalnom ili
niskom vrednos¢u BMI i abdominalnom gojaznos¢u imaju veci rizik za razvoj KVB od osoba sa
poviSenim vrednostima BMI i bez abdominalne gojaznosti, $to je i dokazano studijama novijeg
datuma (166,167). Dalje, koncentracija HDL-h bila je znacajno niza kod bolesnika obe grupe u
odnosu na zdrave ispitanike (Tabela 3), $to je o¢ekivano i u saglasnosti sa rezultatima ranijih studija
u kojima je potvrdeno da je niska koncentracija HDL-h snazan prediktor povecanog
kardiovaskularnog rizika (168,169). U ovoj studiji pronadene su i znacajno nize koncentracije UH,
TG i LDL-h kod SAP bolesnika u poredenju sa STEMI bolesnicima, $to bi se moglo pripisati
¢injenici da su SAP bolesnici bili na terapiji hipolipemijskim lekovima, statinima (Tabela 3).
Naime, klini¢ka korist upotrebe statina dobro je dokumentovana studijama koje su pokazale da
upravo primena statina doprinosi smanjenju rizika od kardiovaskularnih dogadaja, poboljsanju
ishoda bolesti i smanjenju ucestalosti komplikacija i to viSestrukim mehanizmima: sniZenjem
koncentracije LDL-h, redukcijom trombogenosti, smanjenjem inflamacije i stabilizacijom fibrozne
kape aterosklerotskog plaka (170,171). Medutim, ocekivana razlika u koncentracijama UH i LDL-h
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izmedu STEMI bolesnika i ispitanika KG nije dokazana (Tabela 3), a potencijalno objasnjenje za
ovaj fenomen obuhvata heterogenost unutar populacije STEMI bolesnika i odgovor akutne faze
povezan sa povecanom aktivnoséu LDL-R (172), S$to uslovljava privremeno smanjenje
koncentracije ovih parametara kod STEMI bolesnika. Pa ipak, generalno posmatrano, iz opisanih
rezultata naSe studije uocava se da se STEMI bolesnici, koji su inace bili starije osobe, uglavnom
pusaci sa HTA, hiperglikemijom i loSijom regulacijom parametara lipidnog statusa, zaista uklapaju
u profil visoko rizi¢nih pacijenata, budu¢i da je prema savremenim preporukama fokus na
postojanju veceg broja faktora rizika za razvoj KVB (24).

Posto se zna da inflamatorni procesi zajedno sa imunskim procesima ucestvuju u slozenoj
kaskadi nastanka aterosklerotskog plaka koji dovodi do opstrukcije koronarne arterije i samim tim
do ishemije miokarda, u nasoj studiji su ispitivane koncentracije inflamatornih markera hsCRP i
PTX3. Tom prilikom dokazano je prisustvo povisenih koncentracija ovih markera u serumu obe
grupe bolesnika u poredenju sa ispitanicima KG, ali nije bilo statisticki znaajne razlike u
koncentracijama pomenutih markera izmedu SAP i STEMI bolesnika (Tabela 4). Odsustvo razlike
u vrednostima inflamatornih parametara izmedu dve grupe bolesnika moglo bi se pripisati kratkom
vremenu koje protekne nakon AIM do odredivanja koncentracije ovih parametara (5). Osim toga,
jasno je istaknuto da je vaskularna inflamacija niskog stepena ukljuéena u sve faze aterosklerotskog
procesa, od endotelne disfunkcije, preko formiranja aterosklerotskog plaka, do erozije i/ili rupture
plaka, $to na kraju moze dovesti do ishemijskog sindroma. Poznato je da se hroni¢na izlozenost
koronarnih krvnih sudova inflamaciji niskog stepena reflektuje kroz povisenu koncentraciju
sistemskog inflamatornog markera CRP (173). U tom kontekstu, u nasoj studiji nadene vrednosti
hsCRP < 1 mg/L kod zdravih ispitanika sugerisu da ove osobe imaju nizak rizik za razvoj AKS, za
razliku od SAP bolesnika sa vrednostima hsCRP izmedu 1 i 3 mg/L koji imaju umeren rizik i
STEMI bolesnika sa vrednostima hsCRP > 3 mg/L koji imaju visok rizik za razvoj AKS. Uocena
povisena koncentracija hsCRP kod STEMI bolesnika u skladu je sa rezultatima studije Nijmeijer i
saradnika (174) koji su podrzali ideju da CRP funkcionise kao proinflamatorni medijator tokom
AIM tako S$to aktivira komplement i dovodi do lokalne akumulacije kompleksa CRP i komplementa
u infarktom zahvaenom miokardu. Takode, postoji i saglasnost naSih rezultata sa studijom
Badimon i saradnika (175) u kojoj je pokazano da CRP doprinosi progresiji ateroskleroze
ispoljavanjem proinflamatornih efekata, modulacijom urodenog imunskog odgovora, aktiviranjem
sistema komplementa i promovisanjem aktivacije trombocita i formiranja tromba, kao i vaskularnim
remodelovanjem i angiogenezom. Medutim, CRP se sintetiSe u jetri kao odgovor na inflamatorne
signale, narocito IL-6 i predstavlja, ne samo marker sistemske inflamacije, ve¢ i marker infekcije,
pa se sve viSe proucava novi inflamatorni marker, PTX3. PTX3 se stvara u razli¢itim ¢elijama
aterosklerotskih lezija ukljuujué¢i monocite, makrofage, endotelne éelije, vaskularne GMC i
kardiomiocite, Sto sugeriSe da se kroz koncentraciju PTX3 u krvi reflektuje stepen lokalne
inflamacije u samoj leziji (176).

Nadene povisene vrednosti PTX3 kod nasih STEMI bolesnika u odnosu na ispitanike KG u
skladu su sa rezultatima studije Peri i saradnika (141) koji su pokazali da se koncentracija PTX3
povecava u krvi pacijenata sa AIM ve¢ nakon 6 h od pojave bola u grudima, te su PTX3 predlozili
kao rani potencijalni indikator ireverzibilnog osSte¢enja miocita. Takode, postoji i saglasnost sa
studijom Nebuloni i saradnika (177) u kojoj je PTX3 opisan kao rani marker oSteCenja miokarda sa
dostignutom maksimalnom vrednoséu oko 7 h nakon nastanka AIM. Povisene vrednosti PTX3 kod
nasih SAP bolesnika u poredenju sa kontrolnim ispitanicima u skladu su sa rezultatima studije
vulnerabilnosti koronarnog plaka.

S obzirom da su poviSene vrednosti PTX3 zapazene i kod SAP i kod STEMI bolesnika,
studije koje su se bavile ispitivanjem mehanizama delovanja PTX3 u ovim bolestima, kao i
klinickim znacajem njegovog odredivanja, pokazale su da PTX3 ima i proinflamatorne i
antiinflamatorne efekte u zavisnosti od situacije i anatomske lokalizacije lezija. Dokazano je da
tokom AKS dolazi do sekrecije PTX3 iz granula aktiviranih neutrofila, pri ¢emu Se u zahvacenoj
koronarnoj arteriji lokalno izluc¢eni PTX3 vezuje za trombocite i inhibira njihovu agregaciju
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ispoljavajuc¢i antiinflamatorna svojsta (178). Studije na PTX3 deficijentnim miSevima opisale Su
poveéano oSteCenje miokarda i pojacan stepen ateroskleroze i time podrzale kardioprotektivnu
ulogu PTX3 (179,180). Smatra se da u urodenom imunskom odgovoru PTX3 ima dvostruku ulogu:
s jedne strane stiti od nezeljene aktivacije komplementa, a s druge strane povecava komplementom
posredovano oSteCenje tkiva u ishemiji i reperfuziji (181). Veza izmedu PTX3 i sistema
komplementa potvrdena je nalazom visokih vrednosti PTX3 unutar koronarnih arterijskih trombova
koji su uglavnom sastavljeni od rezidentnih makrofaga, neutrofila i penastih ¢elija (182).

lako su neke studije pokazale da su visoke vrednosti PTX3 kod SAP i STEMI bolesnika
povezane sa nepovoljnijom prognozom i veé¢im rizikom od mortaliteta, rezultati naseg istrazivanja
nisu dokazali nezavisnu prediktivnu vrednost PTX3 za tezinu i ishod AIM (Tabela 14), sto je u
suprotnosti sa studijom Tomandlove i saradnika (147). Pomenutom studijom je utvrdeno da su
povisene vrednosti PTX3 nezavisni prediktor jednogodi$njeg mortaliteta pacijenata sa AIM i da je
njegova prognosti¢ka vrednost kao pojedina¢nog biomarkera jednako dobra kao i GRACE (The
Global Registry of Acute Coronary Events) i TIMI (Thrombolysis in myocardial infarction) skor za
procenu rizika (147). Dalje, Kimura i saradnici (183) su kod pacijenata sa SAP istrazivali odnos
vrednosti PTX3 i komponenti koronarnog plaka, kao i ishod nakon perkutane koronarne
intervencije (engl. percutaneous coronary intervention, PCI) i dokazali da su maksimalne vrednosti
PTX3 posle PCI bile u korelaciji sa nestabilnos¢u plaka pre PCI i nezeljenim sr¢anim dogadajima,
predlazu¢i PTX3 kao dobar prognosticki marker ishoda SAP bolesnika podvrgnutih ovoj
intervenciji. Medutim, jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjeno da li potencijalna prognosticka
vrednost PTX3 u AKS odraZava njegov uticaj na koagulaciju i aktivaciju komplementa, ili su visoki
nivoi PTX3 zastitni odgovor koji odrazava stepen inflamacije i oSte¢enja miokarda.

Buduc¢i da su brojni eksperimenti pruzili dokaze o ulozi imunskog sistema kao glavnog
modulatora inicijacije i progresije ateroskleroze, jedan deo nase studije obuhvatio je ispitivanje 1gG
anti-oxLDL antitela i njihove povezanosti sa aterosklerozom. U ovoj studiji nije zapaZena statisticki
znacajna razlika u koncentracijama pomenutih antitela izmedu tri ispitivane grupe (Tabela 4), §to je
u saglasnosti sa studijama Rossi i saradnika (184), kao i Virelle i saradnika (185) u kojima nije
pronadena povezanost titra anti-oxLDL antitela i tezine angiografski dokazane KAB. S druge
strane, rezultati nase studije su u suprotnosti sa rezultatima studija Inoue i saradnika (186), Laczik i
saradnika (187) i Gruzdeve i saradnika (188). Inoue i saradnici su pronasli poviSeni titar IgG anti-
oxLDL antitela kod pacijenata sa AIM u odnosu na osobe bez potvrdene KAB i sugerisali da ova
antitela predstavljaju marker nestabilnosti koronarnog plaka (186). Laczik i saradnici su dokazali
povecane koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela kod bolesnika sa AKS u odnosu na zdrave
ispitanike i predlozili ulogu ovih antitela u destabilizaciji aterosklerotskog plaka (187), dok su
Gruzdeva i saradnici zapazili pozitivnu povezanost koncentracija 1gG anti-oxLDL antitela i broja
koronarnih arterija sa stenozom > 75% kod STEMI bolesnika (188). lzrazita nedoslednost u
dobijenim rezultatima mogla bi se pripisati heterogenom dizajnu studija, razli¢itoj etnickoj
pripadnosti ucesnika studija, kao 1 razlikama u specifinosti 1 tipu odredivanih antitela, tako da su za
sigurniju procenu povezanosti IgG anti-oxLDL antitela i KVB neophodne dobro osmisljene
prospektivne studije sa dovoljnim brojem ucesnika i dobro definisanim karakteristikama populacije.

Uprkos opseznim istrazivanjima IgG anti-oxLDL antitela, jo§ uvek ne postoji konsenzus o
njihovoj ulozi u bolestima povezanim sa aterosklerozom. lako postoje studije koje ukazuju na
protektivnu ulogu IgG anti-oxLDL antitela (129,130), veéina autora sugeriSe da su ova antitela
potencijalno aterogena budu¢i da doprinose stvaranju oxXLDL-IC koji se vezuju za endotelom
oblozenu intimu arterijskog zida uzrokujuci dodatno ostecenje endotela (189,190). Naime, oxLDL-
IC imaju sposobnost da indukuju aktivaciju komplementa u ateromatoznoj leziji, dovodeci do
generisanja C3a i C5a komponenti komplementa koje zahvaljuju¢i hemotakticnim svojstvima
doprinose ubrzavanju inflamatorne reakcije i ekspresiji adhezionih molekula na endotelnim
¢elijama §to stimulise oslobadanje hemokina i drugih medijatora i izaziva proliferaciju vaskularnih
GMC (191,192). Cinjenica da oxLDL-IC pokreéu snazan inflamatorni odgovor u makrofagama
potvrdena je i studijom novijeg datuma u kojoj je zapazeno da oxLDL-IC deluju kao prajmer signali
za aktivaciju multiproteinskog kompleksa, NLRP3 inflamazoma, preko Fcy receptora, CD36 i
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TLRA4 (engl. Toll-like receptor 4) dovodec¢i do sekrecije velikih koli¢ina proinflamatornog citokina,
IL-18 (193). NLRP3 inflamazom je kriticna komponenta urodenog imunskog sistema koja
posreduje u aktivaciji kaspaze-1 i u sekreciji proinflamatornih citokina IL-1p i IL-18 kao odgovor
na mikrobnu infekciju i osteenje Celija (194). Izluceni IL-1B pokrece inflamatornu kaskadu koja
obuhvata pojacano stvaranje IL-6, 1L-8, faktora nekroze tumora o, VCAM-1 i MCP-1, ¢ime se
promovise regrutovanje i infiltracija neutrofila i monocita. Pod uticajem IL-1p stvara se trombocitni
faktor rasta koji stimuliSe proliferaciju GMC, olak$ava stvaranje penastih éelija i povecéava
proizvodnju MMP nakon degradacije ekstracelularnog matriksa. Pomenuta aktivacija NLRP3
inflamazoma odvija se u makrofagama pod uticajem razli¢itih stimulusa kao $to su: mitohondrijalna
disfunkcija, lizozomska osStecenja, prisustvo OXLDL i ROS (194). Smatra se da NLRP3 inflamazom
predstavlja vezu uzmedu metabolizma lipida i inflamacije, a sve je viSe dokaza da ima klju¢nu
ulogu u aterogenezi, buduc¢i da je eksprimiran u aterosklerotskim plakovima srazmerno tezini
bolesti. Takode, potvrdeno je proaterogeno dejstvo anti-oxLDL antitela specificnih za MDA u in
vitro studiji na apoE i LDL-R deficijentnim miSevima gde je pokazano da pomenuta antitela
blokiraju preuzimanje i degradaciju oxLDL od strane makrofaga i da su u korelaciji sa progresijom
ateroskleroze (195).

Osim promena u koncentraciji HDL-h, kod bolesnika sa KVB se javljaju i zna¢ajne promene
u strukturi 1 funkciji HDL cestica, §to sugeriSe da je neophodno izvrSiti procenu njihove
funkcionalnosti, kao i detaljniju analizu distribucije pojedinaénih HDL subfrakcija. Kada je re¢ o
distribuciji velikih HDL 2 i malih HDL 3 subfrakcija, naSom studijom je utvrdeno da su STEMI
bolesnici imali znac¢ajno manji udeo HDL 2a, a ve¢i udeo HDL 3b i HDL 3c subfrakcija od zdravih
osoba (Tabela 6), da bi se nakon korekcije za tradicionalne faktore rizika koji su u vecoj meri bili
zastupljeni kod bolesnika u odnosu na ispitanike KG, pored ve¢ utvrdene, dobila i statisti¢ki
znacajna razlika u udelu ukupnih HDL 2 i HDL 3 subfrakcija (Tabela 7). U uslovima ishemije
miokarda metabolizam i distribucija HDL subfrakcija su izmenjeni u smislu smanjenog udela
velikih HDL 2 i povecanog udela malih, gustih HDL 3 subfrakcija. Ovakva distribucija je nezavisna
od starosti, prisustva HTA i statusa pusenja, §to znaé¢i da je zastupljena kod pacijenata razli¢ite
starosti, kao i kod pusaca i nepusaca i kod osoba sa razli¢itim vrednostima sistolnog i dijastolnog
krvnog pritiska. Manja zastupljenost ve¢ih HDL 2 subfrakcija kod nasih STEMI bolesnika podrzava
¢injenicu da ove Cestice imaju veci ateroprotektivni potencijal 1 u skladu je sa rezultatima studija
Johansson i saradnika (39), kao i Mueller i saradnika (40). Johanson i saradnici su utvrdili inverznu
povezanost HDL 2, a naroc¢ito HDL 2b subfrakcija sa teZinom KAB i progresijom koronarnih lezija
(39), dok su Mueller i saradnici pronasli manju zastupljenost HDL 2 subfrakcija kod osoba koje su
prezivele AIM u odnosu na zdrave ispitanike (40). S druge strane, zapaZen poviSen relativni udeo
malih, gustih HDL 3 subfrakcija kod nasih STEMI bolesnika u poredenju sa zdravim osobama
(Tabela 7) ukazuje na poremecenu funkcionalnost ovih Cestica koja se manifestuje smanjenim
kapacitetom efluksa holesterola i smanjenom antioksidativnom sposobno$¢u. Naime, dobro je
dokumentovano da antiaterogena svojstva HDL cestica, naroc¢ito malih, gustih, proteinima bogatih
HDL 3 subfrakcija, mogu biti kompromitovana u AIM, tim pre §to se AIM karakterie ishemijom
miokarda koja je udruzena sa niskom koncentracijom HDL-h, poja¢anim oksidativnim stresom,
akutnom inflamacijom i rizikom od ponovljenih kardiovaskularnih dogadaja (196). Niska
koncentracija HDL-h u AIM odrazava znaCajne promene u metabolizmu lipoproteina u
inflamatornom okruzenju, $to zauzvrat moze dovesti do modifikacije lipidne i proteinske
komponente HDL cestica (197). Male HDL cestice su posebno osetljive na oksidativne
modifikacije, tako da prooksidativni enzimi, kao sto su MPO, mogu modifikovati specifi¢ne
aminokiseline u apoA-I (69), a oksidativni stres moze umanjiti aktivnost LCAT in vitro (49), to za
posledicu ima smanjenje kapaciteta RTH. Tokom inflamacije dolazi do viSestrukih promena u
proteinskim i lipidnim komponentama HDL c¢estica koje dovode do izmenjene funkcionalnosti ovih
Cestica (198). Kratkoro¢no ovakve promene mogu biti korisne i rezultirati pove¢anjem UH u
perifernim Celijjama radi poboljSanja odbrane organizma, ali dugorocno one povecavaju rizik od
ateroskleroze.
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Pored distribucije HDL subfrakcija, u ovoj studiji je nakon korekcije za tradicionalne faktore
rizika: starost, HTA i status pusenja, analizirana i distribucija LDL subfrakcija u grupi STEMI
bolesnika 1 kontrolnih ispitanika. Iako se relativni udeli ve¢ine LDL subfrakcija nisu znacajno
razlikovali izmedu ispitivanih grupa (Tabela 8), pronadena veca zastupljenost najmanje i najgusce
LDL IV subfrakcije kod STEMI bolesnika u odnosu na ispitanike KG (Tabela 8) podrzava hipotezu
da prisustvo sdLDL cestica povecéava rizik za razvoj KVB. Do sada su brojne velike prospektivne
studije, koje su se bavile distribucijom LDL ¢estica, dale dokaze o vecoj prevalenci sdLDL kod
pacijenata sa KVB, kao i o tome da su ove Cestice markeri subklinicke ateroskleroze u svim
populacijama (95-97).

Uzimajuéi u obzir da su KVB udruzene sa znac¢ajnim promenama u metabolizmu lipida i
lipoproteina, u nasoj studiji je osim veli¢ine HDL i LDL cestica, istrazivano i prisustvo rizi¢nog
lipoproteinskog fenotipa u ispitivanim grupama. Dobijeni rezultati su pokazali da su dijametri
lipoproteinskih cestica kod SAP 1 STEMI bolesnika bili pomereni ka manjim vrednostima u
poredenju sa ispitanicima KG (Tabela 5), Sto je u skladu sa hipotezom da su male HDL i male LDL
Cestice faktori rizika za razvoj ateroskleroze (199). Osim toga, ispitivanjem rizi¢nih fenotipova
HDL i LDL cestica u ovoj studiji je dokazan znacajno ve¢i udeo LDL B i HDL 3 fenotipa kod obe
grupe bolesnika u odnosu na ispitanike KG (Tabela 5), Sto je 1 ocekivano bududi da je prisustvo
aterogenog lipoproteinskog fenotipa uobicajeno za pacijente sa KVB (200). Pronadene znacajne
razlike u profilu lipoproteina izmedu zdravih osoba i SAP odnosno STEMI bolesnika u skladu su sa
studijom Zeljkovic i saradnika (201) kojom je opisana povezanost KAB sa dominacijom malih,
gustih HDL i sdLDL cestica. Takode, postoji saglasnost nasih rezultata i sa drugom studijom
Zeljkovic i saradnika (202) u kojoj je utvrdeno da je akutni mozdani udar povezan sa nepovoljnom
raspodelom HDL i LDL subfrakcija koja se ogleda u pove¢anom udelu sdLDL i malih HDL 3
subfrakcija. Nasi rezultati su podrzali i prethodnu studiju Alabakovske i saradnika (203) u kojoj je
pokazana obrnuta korelacija izmedu veli¢ine LDL cestica i incidence AIM, kao i dominacija
rizicnog LDL B fenotipa u grupi pacijenata sa AIM. Osim toga, rezultati nase studije su potvrdili
prethodna istrazivanja Pascot i saradnika (204) koji su prisustvo malih HDL cestica okarakterisali
kao nepovoljan lipoproteinski profil, a mali dijametar HDL ¢estica kao vazan faktor rizika za razvoj
KAB.

U slede¢em koraku naSe studije analizirani su markeri inflamacije, imunskih procesa i
lipidne peroksidacije kod zdravih i STEMI ispitanika u odnosu na istovremeno prisustvo rizi¢nih
HDL 3 i LDL B fenotipova. Posle podele kontrolnih ispitanika na grupu bez i grupu sa rizi¢nim
fenotipom, pronadene su znacajno vise koncentracije TG i nize koncentracije HDL-h kod ispitanika
KG sa riziénim fenotipom (Tabela 9) Sto je 1 ocekivano buduci da je hipertrigliceridemija istaknuta
kao vazan prediktor LDL B fenotipa, a zajedno sa niskom koncentracijom HDL-h je karakteristi¢na
za aterogeni lipoproteinski fenotip. Interesantno je da su kontrolni ispitanici sa rizi¢nim fenotipom
imali znaéajno veée koncentracije 1gG anti-oxXLDL antitela u odnosu na ispitanike bez ovog
fenotipa (Tabela 10), Sto sugeriSe da se oksidativna modifikacija LDL &estica 1 posledi¢no povecana
sekrecija pomenutih antitela obi¢no desavaju kod zdravih osoba sa nepovoljnim lipoproteinskim
profilom. Smatra se da su u fizioloskim uslovima IgG anti-oxXLDL antitela odgovorna za
neutralizaciju i pojacan klirens oxLDL, ¢ime je podrzana njihova protektivna uloga. Takva
Cinjenica je potvrdena studijom Schiopu i saradnika (205) u kojoj je pokazano smanjeno
napredovanje ateroskleroze kod miSeva nakon izvrSene pasivne imunizacije anti MDA-apoB-100
humanim antitelima, pri ¢emu su pruzeni dokazi da se ovaj ateroprotektivni efekat, u principu,
moze javiti i in Vivo.

Kada su u pitanju STEMI bolesnici, ista podela na dve grupe prema prisustvu rizi€nog
lipoproteinskog fenotipa nije dokazala postojanje znacajnih razlika u osnovnim biohemijskim
parametrima (Tabela 11), kao ni u koncentraciji 1gG anti-oxLDL antitela (Tabela 12). Potencijalni
mehanizam za objasnjenje izostanka razlike u koncentracijama pomenutih antitela bi mogao
predstavljati formiranje nerastvorljivih oxLDL-IC koji se deponuju u tkivima i izazivaju oSteCenje
(116,117), a imaju izrazenije proinflamatorne efekte na makrofage od antitela ili samog oxLDL
(193). Kod STEMI bolesnika sa riziénim fenotipom nadena je znacajno veéa koncentracija PTX3 u
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odnosu na STEMI bolesnike bez rizi¢nog fenotipa (Tabela 12), $to ide u prilog €injenici da male
HDL 3 cestice stimulisu ekspresiju PTX3. Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima studije Norata i
saradnika (145) koji su dokazali da upravo HDL 3 Cestice indukuju ekspresiju PTX3 in vitro i in
vivo uglavnom preko PI3K/Akt puta. Takode, dobijeni rezultati su u saglasnosti i sa studijom Liu i
saradnika (146) u kojoj je pokazano da PTX3 utie na akumulaciju lipida u makrofagama
povecanjem preuzimanja oxLDL i inhibicijom efluksa holesterola. Dalje, STEMI bolesnici sa
rizicnim fenotipom imali su znac¢ajno nizu koncentraciju MDA od bolesnika bez rizicnog fenotipa
(Tabela 12). Ovaj rezultat je neocekavan, posebno ako se u obzir uzme cinjenica da toksi¢ni
aldehidi predstavljaju indikatore kasne faze oksidativnog oSte¢enja lipida koji igraju vaznu ulogu u
modifikaciji LDL cestica, a samim tim i u patogenezi ateroskleroze (121). Dodatno, poznato je da
MDA nastaje tokom sinteze TXA2 ¢ija je produkcija povecana u ishemiji miokarda koja je inace u
osnovi SAP i AIM. U na$oj studiji je istrazivana koncentracija MDA kao krajnjeg proizvoda lipidne
peroksidacije kod sve tri grupe ispitanika i pronadene su znacajno viSe koncentracije MDA kod
SAP bolesnika u poredenju sa ispitanicima KG (Tabela 4), $to bi potencijalno moglo ukazivati na
postojanje perzistiraju¢eg oksidativnog stresa 1 iscrpljivanje zastitnih antioksidativnih mehanizama
u hroni¢nim KVB. Ovakav nalaz je u skladu sa rezultatima studije Kotur-Stevuljevic i saradnika
(206), koji su sugerisali snazno uzajamno uce$¢e oksidativnog stresa i inflamatornih markera u
razvoju ateroskleroze. Uocena je i saglasnost sa studijom Shao (207) kojom je potvrdeno da
izloZenost visokim koncentracijama MDA progresivno i dramati¢éno modifikuje apoA-l1 na HDL
Cesticama liSavajuci ga sposobnosti da promoviSe efluks holesterola, ¢ime se posledi¢no podstice
stvaranje penastih ¢elija, a samim tim i aterogeneza. Medutim, u na$oj studiji nije uocena razlika u
koncentracijama LDL-h i IgG anti-oxLDL antitela izmedu STEMI bolesnika i zdravih ispitanika
(Tabele 3 i 4), pa sledstveno ni vrednosti MDA kod STEMI bolesnika nisu bile viSe u odnosu na
zdrave osobe. Sve ovo je verovatno bio razlog prisustva nizih koncentracija MDA kod STEMI
bolesnika sa rizi¢nim fenotipom u odnosu na one bez rizicnog fenotipa (Tabela 12). lako se MDA
ve¢ dugi niz godina koristi kao pogodan marker lipidne peroksidacije, bioloske funkcije ovog
molekula u bolestima povezanim sa aterosklerozom jo§ uvek nisu dovoljno proucene, §to moze da
bude dodatni razlog neusaglasenosti rezultata nase studije sa poznatim mehanizmima koji povezuju
dislipidemiju i redoks disbalans.

U ovom istrazivanju ispitivana je i aktivnost PON1 u serumu i raspodela pomenutog enzima
unutar HDL subfrakcija, kao i njihova veza sa parametrima lipidnog statusa, markerima inflamacije,
imunskih procesa i lipidne peroksidacije. Imajuc¢i u vidu da je uzajamna povezanost PON1 i HDL
Cestica daleko kompleksnija od jednostavne interakcije ligand-nosa¢, za potpuniju procenu statusa
enzima analizirana je njegova distribucija na pojedinacnim HDL subfrakcijama kod kontrolnih
ispitanika i STEMI bolesnika. Rezultati nase studije su pokazali da je kod STEMI bolesnika uprkos
povecanom udelu malih HDL 3b 1 3¢ subfrakcija (Tabele 6 1 7), pronaden manji udeo PON1 unutar
HDL 3b (Tabele 16 i 17), a samim tim i smanjena arilesterazna aktivnost ovog enzima, $to bi se
moglo pripisati promenama u metabolizmu i sazrevanju HDL cestica (72). Uzimajuéi u obzir da su
nasi STEMI bolesnici imali hipertrigliceridemiju, razumno bi bilo pretpostaviti da akumulacija TG
u HDL cesticama posredovana pove¢anom aktivno$¢éu CETP, uzrokuje smanjenu konformacionu
stabilnost apoA-I koja rezultira nestabilnom vezom sa PON1 i dovodi do oslobadanja PONI sa
HDL ¢estica, §to su zapravo i opisali Carnuta i saradnici (208) i Brites i saradnici (209). Stavise,
kod nasih STEMI bolesnika uo¢ena dominacija malih HDL 3b i HDL 3c subfrakcija udruZena sa
smanjenom arilesteraznom aktivno$S¢u PON1 na ovim subfrakcijama, sugeriSe da je antioksidativna
sposobnost HDL 3 ¢estica u AIM znacajno redukovana, §to je u saglasnosti sa rezultatima studije
Dullaart i saradnika (210) i Annema i saradnika (211) koji su dokazali da je kod bolesnika sa AIM
smanjen antiinflamatorni kapacitet HDL Cestica. Nasi rezultati su u skladu i sa studijom Tan i
saradnika (212) u kojoj je pronadena smanjena aktivnost PON1 na HDL 2 i HDL 3 subfrakcijama i
smanjen kapacitet efluksa holesterola kod bolesnika sa AKS u odnosu na zdrave ispitanike. Takode,
uocena je i saglasnost nasih rezultata sa studijom Bounfaa i saradnika (213) gde je pokazano da su
HDL cestice kod pacijenata sa AKS bile manje efikasne u posredovanju efluksa holesterola od HDL
Cestica zdravih osoba, ali se kao takav nizi efluks holesterola kod pacijenata sa AKS nije mogao
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objasniti niskom koncentracijom HDL u plazmi, ve¢ je bio rezultat modifikacije apoA-1/ABCA1
puta.

Rezultati korelacione analize kod zdravih ispitanika nisu pokazali postojanje znacajne
povezanosti distribucije arilesterazne aktivnosti PONI unutar razli¢ittih HDL subfrakcija sa
parametrima inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije (Tabela 20), dok je u grupi
STEMI bolesnika situacija bila nesto drugacija. Kod STEMI bolesnika primecena je pozitivna
korelacija izmedu relativnog udela PON1 na HDL 2b subfrakciji i koncentracije MDA (Tabela 23),
§to je dodatno potvrdeno i multiplom linearnom regresionom analizom (Tabela 24). Ovakav nalaz
ide u prilog ¢injenici da u uslovima pojacanog oksidativnog stresa verovatno dolazi do strukturnih
modifikacija HDL cestica koje dalje mogu dovesti do izmenjene distribucije i aktivnosti PON1, sto
je 1 pokazano rezultatima studije Kotur-Stevuljevic i saradnika sprovedenoj na bolesnicima sa
akutnim mozdanim udarom (214). Takode, u grupi STEMI bolesnika zapazena je i negativna
korelacija izmedu relativnog udela PON1 na HDL 2a subfrakciji i koncentracije PTX3 (Tabela 23),
¢ime je dodatno potvrden uticaj akutne inflamacije na slabljenje antioksidativne aktivnosti PONI.
Ovakav rezultat je u skladu sa studijom Meisinger i saradnika (215) u kojoj je dokazano da izrazena
akutna inflamacija moze izazvati poremecaj arilesterazne aktivnosti PON1 i posledi¢no gubitak
funkcionalnosti HDL cestica.

Sto se ti¢e paraoksonazne aktivnosti PON1 u cirkulaciji, u KG nije dokazana znacajna
korelacija sa HDL subfrakcijama (Tabela 25), parametrima lipidnog statusa (Tabela 26), markerima
inflamacije, imunskih procesa i lipidne peroksidacije (Tabela 27), kao ni sa raspodelom PON1 na
HDL subfrakcijama (Tabela 28), za razliku od STEMI grupe gde su zapaZene odredene korelacije.
Naime, kod STEMI bolesnika je uoc¢eno da paraoksonazna aktivnost PON1 negativno korelira sa
inflamatornim markerom, PTX3 (Tabela 31), kao i sa udelom PON1 na HDL 3b i HDL 3c
subfrakcijama (Tabela 32), sto bi se moglo objasniti dejstvom izrazene inflamacije na HDL
subfrakcije i na aktivnost samog enzima u cirkulaciji. Tako su Rached i saradnici (196) u grupi
STEMI bolesnika po prvi put dokumentovali da su dve klju¢ne ateroprotektivne aktivnosti HDL
Cestica: Celijski efluks holesterola i antioksidativna sposobnost, narusene u ranoj fazi STEMI i da je
to u vezi sa istovremenom modifikacijom HDL lipidoma i proteoma, pretezno malih, gustih HDL 3
subfrakcija u uslovima akutne sistemske inflamacije. Stavise, ovi autori su kod STEMI bolesnika
uocili smanjen kapacitet malih HDL 3b 1 HDL 3c subfrakcija da odloZe oksidaciju LDL izazvanu
slobodnim radikalima (196). Dalje, u nedavnoj pilot studiji, Bains i saradnici (216) su dokazali
negativnu povezanost aktivnosti PON1 sa inflamatornim markerima i sugerisali da je smanjena
aktivnost PON1 u akutnoj inflamaciji rezultat promena u strukturi samog enzima i/ili promena u
HDL okruzenju. Pomenute promene u HDL okruzenju mogu prouzrokovati modifikacije u
proteinima povezanim sa HDL c¢esticama kao $to su apoA-I 1 PONI i time kratkoro¢no i dugoro¢no
uticati na funkcionalnost ovih Cestica.

Na aktivnost PONI, osim akutne inflamacije i oksidativnog stresa moze uticati i
dislipidemija. S tim u vezi, slede¢i korak u naSem istrazivanju bio je ispitivanje promena relativne
distribucije HDL subfrakcija i udela PON1 unutar razli¢itih HDL subfrakcija u uslovima povecane
zastupljenosti sdLDL cestica kod zdravih osoba i STEMI bolesnika. Uprkos tome $to su uloge
sdLDL ¢estica u razvoju i progresiji ateroskleroze dobro poznate, jo§ uvek postoje opre¢ni stavovi u
pogledu klinickog znacaja odredivanja ovog parametra. [ako se generalno ocekuje da zdrave osobe
imaju manju zastupljenost sdLDL ¢estica od bolesnika sa KVB, rezultati ove studije to nisu
potvrdili (Tabela 5). Moguce objasnjenje za opisani fenomen trebalo bi traziti u individualnim
varijacijama tj. genetskim faktorima i Zivotnim navikama ucesnika studije, kao i u postojanju
subklini¢kih faktora rizika bez znakova razvijene KVB, poput gojaznosti, insulinske rezistencije i
metaboli¢kog sindroma.

Nakon podele kontrolnih ispitanika i STEMI bolesnika na grupu sa povecanim (sdLDL >
50%) i smanjenim udelom sdLDL c¢estica (SALDL < 50%), rezultati nase studije su potvrdili da su
ispitanici obe grupe sa povecanim udelom sdLDL imali veé¢i udeo malih HDL 3 subfrakcija (Tabela
33). Pretpostavljamo da bi kod kontrolnih ispitanika pronaden ve¢i udeo HDL 3 subfrakcija mogao
predstavljati zaStitni odgovor na vecu zastupljenost sdLDL cestica, $to oc¢igledno ne vazi i za
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STEMI bolesnike. Smatra se da je izmenjena distribucija malih HDL 3 cestica kod STEMI
bolesnika uslovljena hipertrigliceridemijom, snizenom koncentracijom HDL-h i obiljem sdLDL
Cestica. U takvim uslovima se zahvaljuju¢i pojacanoj aktivnosti CETP, ubrzava katabolizam 1
remodelovanje HDL od velikih ka manjim Cesticama obogac¢enim TG koje se pod dejstvom enzima
HL konvertuju u male guste HDL 3 estice, §to kona¢no rezultira akumulacijom ovih Cestica (44).

Analiza distribucije PON1 na HDL subfrakcijama u odnosu na zastupljenost sdLDL cestica
pokazala je da su zdravi ispitanici sa pove¢anim udelom sdLDL imali ve¢i udeo PON1 unutar HDL
2b subfrakcije u odnosu na ispitanike sa manjim udelom (Tabela 34, Slika 32, panel a), §to je u
saglasnosti sa studijom Perovic Blagojevic i saradnika (217) u kojoj je dokazan povecani udeo
PONI1 unutar HDL 2b subfrakcije kod Zena sa sindromom policisti¢nih ovarijuma koje su imale
LDL B fenotip. Medutim, pronadeni manji udeo PON1 unutar HDL 2b kod STEMI bolesnika sa
poveéanim udelom sdLDL u odnosu na bolesnike sa manjim udelom (Tabela 34 Slika 32, panel a),
mogao bi se objasniti ¢injenicom da drugi faktori prisutni kod STEMI bolesnika, kao $to su
oksidativni stres i inflamacija, mogu izmeniti distribuciju PON1 unutar HDL subfrakcija. U prilog
tome idu i rezultati multiple linearne regresione analize koji su otkrili da je kod STEMI bolesnika
koncentracija MDA bila nezavisno povezana sa ve¢im udelom PON1 unutar HDL 2b (Tabela 24),
Sto sugeriSe da je pojacana lipidna peroksidacija, a ne dislipidemija per se, stimulisala aktivnost
PONI1. Nasuprot tome, nalaz pove¢anog udela PON1 unutar HDL 3a kod STEMI bolesnika sa
ve¢im udelom sdLDL u odnosu na bolesnike sa smanjenim udelom (Tabela 34), bi se mogao
tumaciti kao posledica veée zastupljenosti HDL 3a subfrakcije kod STEMI bolesnika sa veéim
udelom sdLDL. Stavi§e, multipla linearna regresiona analiza potvrdila je nezavisnu povezanost
izmedu povecanog udela sdLDL i povecanog udela PON1 unutar HDL 3a subfrakcije kod STEMI
bolesnika (Tabela 34, Slika 32, panel b), dok ista povezanost nije zapazena kod kontrolnih
ispitanika (Slika 32, panel b). Takode, uoceni ve¢i udeo PON1 unutar HDL 2a kod ispitanika KG
bio je inverzno povezan sa visokim udelom sdLDL (Tabela 24), $to sugeriSe da bi veca
zastupljenost ovih Cestica mogla smanjiti aktivnost PON1 unutar HDL 2a subfrakcije ¢ak i u
odsustvu KVB. Medutim, posto se mali broj studija bavio distribucijom PON1 unutar HDL
subfrakcija, narocito u prisustvu povecanog udela sdLDL, potrebna su dodatna istrazivanja da bi se
potvrdila ova pretpostavka.

S obzirom na to da ne postoje konzistentni rezultati u pogledu prognosti¢ke vrednosti
ispitivanih parametara za kardiovaskularne dogadaje, jedan deo naSe studije obuhvatio je upravo
ispitivanje prognosticke sposobnosti IgG anti-oxLDL antitela, kao i veli¢ine lipoproteinskih cestica
u predvidanju ishoda i tezine bolesti kvantifikovane SYNTAX skorom. Nakon podele STEMI
bolesnika prema SXNTAX skoru na grupu sa niskim i grupu sa umerenim rizikom, utvrdene su
znacajno nize koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela kod STEMI bolesnika sa umerenim rizikom
(Tabela 14), a potencijalni razlog smanjenja koncentracije ovih antitela bi mogao biti intenzivno
formiranje nerastvorljivin oxLDL-IC i njihovo nagomilavanje u aterosklerotskom tkivu (218).
Uprkos zapazenoj razlici u koncentracijama IgG anti-oxLDL antitela izmedu STEMI bolesnika sa
razli¢itim rizikom (Tabela 14, Slika 28), rezultati nase studije nisu dokazali nezavisnu prediktivnu
vrednost ovih antitela za tezinu i ishod KAB. Dobijeni rezultati su u skladu sa EPIC-Norfolk
prospektivnom epidemiolo§kom studijom (engl. European Prospective Investigation into Cancer) u
kojoj nije utvrdena nezavisna veza izmedu koncentracije 1gG anti-oxLDL antitela i rizika od KAB
(219). Takode, uocena je saglasnost nasih rezultata i sa studijom Tsimikas i saradnika (220) koji su
uzimajuéi u obzir tradicionalne faktore rizika, primenom multiple regresione analize, pokazali da
IgG anti-oxLDL antitela nisu bila nezavisni prediktor prisustva KAB, ni buducih kardiovaskularnih
dogadaja. S druge strane, nasi rezultati su u suprotnosti sa nedavnom meta-analizom (221) koja je
podrzala koncept da IgG anti-oXLDL antitela mogu imati ulogu u promovisanju aterosklerotskog
procesa i ukazala na pozitivnu korelaciju ovih antitela sa budu¢im kardiovaskularnim dogadajima.

Sto se ti¢e prediktivne vrednosti veli¢ine LDL &estica, kod STEMI bolesnika sa umerenim
rizikom pronaden je znacajno manji dijametar LDL Cestica (Tabela 15, Slika 29) nezavisno od
starosti, glikemije, velicine HDL cestica, imunskog odgovora i inflamatornog statusa ovih
bolesnika, sugerisu¢i da LDL dijametar ima ulogu nezavisnog prediktora umerenog rizika, sto je i
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potvrdeno logistickom regresionom analizom (Slika 30). To zna¢i da STEMI bolesnici sa manjim
LDL dijametrom imaju vecu verovatnoc¢u za razvoj tezeg oblika KAB i nepovoljnijeg ishoda nakon
koronarne revaskularizacije. Naime, SYNTAX skor pomaze interventnim kardiolozima u proceni
slozenosti koronarnih arterijskih lezija, pri ¢emu vrednosti SYNTAX skora > 22 ukazuju na
kompleksniju bolest i nepovoljniju prognozu kod pacijenata podvrgnutih revaskularizaciji
primenom PCI (222). lako se za izracunavanje SYNTAX skora koristi veliki broj parametara kao
Sto su: krvni sud u kome se nalaze lezije, broj lezija, prisustvo lezija u proksimalnom ili distalnom
delu krvnog suda, bifurkaciona ili hroni¢na totalna okluzija itd., postoje izvesna ograni¢enja U
njegovoj klini¢koj upotrebi, pri ¢emu su STEMI bolesnici najbolji primer u tom pogledu. Glavna
ogranienja standardnog SYNTAX skora predstavljaju odsustvo klini¢kih 1 laboratorijskih
parametara, kao i odsustvo individualizovanog pristupa u stratifikaciji rizika, te stoga, neke
smernice preporucuju dodavanje klini¢kih varijabli koje mogu uticati na prognozu (223). Generalno
posmatrano, rezultati nase studije mogli bi da posluze kao osnova za buduce studije koje ce
istrazivati da 1i dodavanje biomarkera uz SYNTAX skor moze dodatno poboljsati njegovu
sposobnost predvidanja ishoda bolesti.

63



6. ZAKLJUCCI

Analizom dobijenih rezultata u nasoj studiji, definisani su slede¢i zakljucci:

Potvrdena je hipoteza da u KAB dominira prisustvo proaterogenih malih, gustih HDL i LDL
Cestica

U KG rizi¢ni HDL 3 i LDL B fenotip uti¢u na koncentracije IgG anti-oxLDL antitela, sto
podrzava koncept da je LDL B fenotip podlozniji oksidaciji, a da HDL 3 fenotip ima manje
izrazenu antioksidativnu sposobnost, ¢ime je stimulisana oksidacija LDL ¢estica i stvaranje
IgG anti-oxLDL antitela.

Kod STEMI bolesnika rizicni HDL 3 i LDL B fenotip uti¢u na povecanje koncentracije
inflamatornog markera PTX3, ¢ime je podrzana hipoteza o sinergistickom delovanju
dislipidemije i inflamacije u patogenezi ateroskleroze.

Kod STEMI bolesnika utvrdena je smanjena antioksidativna sposobnost i narusena
funkcionalnost HDL 3 subfrakcija, $to je potkrepljeno uo¢enom povecanom zastupljenoscéu
malih HDL 3b i HDL 3c subfrakcija, kao i prisustvom manjeg udela PON1 unutar ovih
subfrakcija u poredenju sa ispitanicima KG.

Pojacana lipidna peroksidacija, u ve¢oj meri u odnosu na dislipidemija uti¢e na poveéanje
procentualne zastupljenosti PON1 unutar HDL 2b subfrakcije, dok dislipidemija nezavisno
od lipidne peroksidacije i inflamacije povecava procentualnu zastupljenost PON1 unutar
HDL 3a subfrakcije, ¢ime je podrzana hipoteza da razli¢iti patoloski uslovi uti¢u na
distribuciju PON1 izmedu HDL 2 i HDL 3 subfrakcija.

Vecéa zastupljenost sdLDL Cestica smanjuje aktivnost PON1 unutar HDL 2a subfrakcije ¢ak
I u odsustvu KAB.

Aktuelnom studijom nije dokazana prediktivna vrednost 1gG anti-oxLDL antitela za tezinu i
ishod KAB.

Manji dijametar LDL Cestica je nezavisni prediktor umerenog do visokog rizika procenjenog
SYNTAX skorom, $to ukazuje na veéu verovatnoCu za razvoj tezeg oblika KAB i
nepovoljnijeg ishoda nakon koronarne revaskularizacije.
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71a je JOKTOPCKA JiucepTaIyja moj HacJIOBOM

s3Hauaj oapehuBama ayroanrturesaa IgG kiaace Ha okcuapoBanu LDL, LDL
u HDL cy6odpaknuja ¥ mapaokcoHase 1 KoJ OOJIECHHKA ca aKyTHHUM
uHpapKTOM MHUOKapaa ca ejgeBanujom ST cerMeHTa M CTA0OMIHOM
AHTUHOM NeKTopuc
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BHCOKOIIIKOJICKHX YCTaHOBA;

e J1a Cy pe3yJITaTH KOPEKTHO HABEIEHU U
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Cryaujcku mporpaM MeIUITMHCKA OMoxeMuja

HacioB pana ,3Hauaj oapehmuBama ayroanturena IgG kiace Ha

okcunoBanu LDL, LDL u HDL cy6dpaknuja u mapaokcoHase 1
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O6uOIMOTEKE, Y €JIEKTPOHCKOM KaTaJoTy W y IyOJuKanujamMa YHUBEpP3UTeTa y

beorpany.

ITornuc ayropa

Y beorpany,




Obpasay usjase o kopuuthervy

M3jaBa 0 kopuihemwy

Omnamhyjem VYHuBep3uteTcky Oubianoreky ,CBerozap MapkoBuh“ ma vy
JIuruTaIHU PENo3UTOPHjyM YHUBep3uTera y beorpaay yHece MOojy JOKTOPCKY
ZMCEPTAIH]y IO/ HACJIOBOM:

s3Hauaj ogpehuBama ayroanturesa IgG kiaace Ha okcuaoBanu LDL, LDL n

HDL cyodpaknuja 1 mapaokcoHase 1 KoJ 00JIeCHHKA ca aKyTHUM HH(apKTOM
MHUOKapjaa ca ejepanujom ST cerMeHTa 1 CTA0OMJTHOM aHTHHOM ITEKTOpHUC*

KOja je Moje ayTOPCKO /IeJIO0.

Jluceprarujy ca CBUM HIPHJIO3UMa IIpefao/jia caM y eJIeKTPOHCKOM ¢dopMary
ITOTOTHOM 3a TPajHO apXHUBHUPAIbE.

Mojy [OOKTOPCKY JHCEPTalHjy IOoXpaibeHy y JIUTUTaJTHOM PEro3UTOPHUjyMy
YHupepauTera y beorpagy v JOCTyIHY y OTBOPEHOM IIPHCTYIIy MOTY Jla KOPHCTE
CBU KOjHU TIOIITYjy oAapende caap:kaHe y ofabpaHoM Tuily JjulieHile Kpeatusme
3ajemuuile (Creative Commons) 3a Kojy cam ce O7Tyqrno/a.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropcrBo — HekoMepuujaiaHo (CCBY-NC)

3. AyTopcTBO — HEKoOMepIujaaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepIjatHo — AiesiuTu nof ucrum yeaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropcrBo — 6e3 mpepazaa (CCBY-ND)
6. AyropcTBo — fenutu moj uctuMm ycesosuma (CC BY-SA)

(MosirMo /1a 3a0KPYKUTE CaMO jeJTHY O IlecT oHyeHux iureHnu. Kparak omuc
JIMIIEHITY je CAaCTaBHU JIeO OBE U3jaBe).

IHoTniuc ayropa

Y beorpany,




1. AyropcTBo. /[03Bo/haBaTe YMHOKABaE, IUCTPHUOYIIU]Y U jJABHO CAOMIIITABAHE
7ieJia, v Ipepajie, ako ce HaBejle UMe ayTopa Ha Ha4YWH ofpel)eH o/1 cTpaHe ayTopa
IV JJaBaolia JIMIEHTIIE, YaK U y KoMmeprujaaHe cBpxe. OBO je Hajci0001HIja O/ CBUX
JIVTIEHIIN.

2. AyTOpPCTBO — HEKOMePIHjaaHo. /[03Bo/baBaTe YMHOKABAIbE, TUCTPUOYIIH]Y
¥ jaBHO CaoIlllITaBaibe Jiesia, U Ipepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauYMH
onpeheH on crpaHe ayropa wiu JilaBaoria JjuneHIe. OBa JUIIEHIIa HE JJ03BOJbaBa
KOMeEPITHUjaJTHy YIIOTpeOy /iesa.

3. AyTOopcTBO — HEKOMepHIUjaTHO — ©0e3 mpepaza. Jlo3BosbaBare
YMHOKaBame, IOUCTPHOYIIMjy ¥ jaBHO CaoIIITaBame Jejia, 0e3 MpoMeHa,
IpeoOIMKOBamka WIN YIOTpebe /ieyia y CBOM JIesly, aKo ce HaBe/le UMe ayTopa Ha
HayUH ofpeheH o7 cTpaHe ayropa WX JaBaona JwurneHne. OBa JynIeHna He
7103BOJbaBa KOMepIHjaTHy yHoTpeby fiesa. Y 0/THOCY Ha CBe OCTaJIe JIUIEHIE, OBOM
JIMIIEHIIOM Ce OTpaHNYaBa HajBehr 0OMM ITpaBa KOpHIIThemwma Jea.

4. AYyTOpCTBO — HEKOMEPIHJATTHO — JEJUTH IOJ HCTHM YCJIOBHMA.
Jlo3BosbaBaTe yYMHOXKaBarbe, AUCTPUOYIH]y W JaBHO CaOIIIITaBame Jejla, H
mpepazie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ofipel)eH oJ1 cTpaHe ayTopa WIN
JlaBaolia JIMIEHIIE M aKO ce Mpepaja AUCTpubyupa IOJ HUCTOM WA CIAUYHOM
sunennoM. OBa JIMIEHIIA He JI03BOJbaBa KOMeEPIHjaIHy yIIOTpeOy /iesia u mpepaza.

5. AyTopcTBO — 0e3 mpepazaa. /[03BojbaBaTe YMHOXKaBalbe, TUCTPUOYIIH]Y U
jaBHO caomIlTaBame Jiea, 6e3 MpoMeHa, MpeobIMKOBamba WIN yIoTpede aena y
CBOM JIeJIy, aKO ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HAa4YWH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WiIn
nmasaoria gureHie. OBa JINIeHIa J03B0/haBa KOMEPIHjTHY YIIOTpeOy Ziea.

6. AyTOpCTBO — J€JIUTH N0/ MCTUM ycJaoBUMA. /[03Bo/baBaTe YMHOKaBambe,
aucTpuOyIMjy ¥ JaBHO CAOMIIITaBabe Jiesia, U IIpepajie, ako ce HaBezle UMe ayTopa
Ha HauyuH o/ipel)eH 071 cTpaHe ayTopa WU JlaBaolia JIMIEHIle U aKo ce Ipepaja
aucTpubyupa Ioj HUCTOM WIM CJIMYHOM JuneHnoMm. OBa JuIleHIIAa 7103BOJbaBa
KoMepuujasiHy ynorpely aesna u npepaza. CimyHa je coOpTBEPCKUM JIMIIEHI]aMa,
O/THOCHO JINIIeHI]aMa OTBOPEHOT KO/Ia.



