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POPIS OZNAKA I KRATICA:

aCL-IgG — antikardiolipinska protutijela klase imunoglobulina G
aCL-IgM — antikardiolipinska protutijela klase imunoglobulina M
ATP — adenozin trifosfat

CRP — C-reaktivni protein

HDL — lipoprotein visoke gustoce

LAD - prednja silazna grana lijeve koronarne arterije

LDL - lipoprotein niske gustoce

LM — deblo lijeve koronarne arterije

LVEF — ejekcijska frakcija lijeve klijetke

NSTEMI — infarkt miokarda bez elevacije ST spojnice

STEMI — infarkt miokarda s elevacijom ST spojnice

CABG - coronary artery bypass grafting

NYHA — New York Heart Association

PGC-1a — Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
VLCAD - acil-CoA dehidrogenaza vrlo dugog lanca

HADHA — alfa podjedinica hidroksiacil-CoA dehidrogenaze



1. UVOD



1.1. Koronarna arterijska bolest

Koronarna arterijska bolest je stanje smanjenog protoka krvi u koronarnim arterijama
uz posljedicnu ishemiju miokarda, najces¢e zbog razvoja aterosklerotske bolesti (1).
Manifestacija koronarne arterijske bolesti moze se dogoditi u obliku progresije kroni¢nog

koronarnog sindroma ili razvoja akutnog koronarnog sindroma (2).

Kroni¢ni koronarni sindrom, odnosno stabilna pektoralna angina, jest naj¢es¢i oblik
ishemijske bolesti srca koji je povezan sa smanjenom kvalitetom Zivota i pove¢anom smrtnoscu
(3). Najcesce je uzrokovana stenotiCko-opstrukcijskom boles¢u epikardijalnih koronarnih
arterija koja rezultira smanjenim protokom krvi 1 latentnom ishemijom miokarda. Smetnje se
obi¢no oc€ituju u stanjima povecanih potreba miokarda kao $to je tjelesno opterecenje, a nastaju
zbog neravnoteze izmedu krvne opskrbe 1 metabolickih potreba miokarda. Razlicite
neinvazivne metode funkcijskih testiranja mogu se koristiti za provociranje simptoma i
otkrivanje neizravnih znakova koronarne arterijske bolesti, poput elektrokardiografije,
ehokardiografije, scintigrafije ili funkcijske magnetske rezonancije (3). Postavljanje sumnje na
stenotiCko-opstrukcijsku koronarnu arterijsku bolest nalaze daljnje dijagnostic¢ke pretrage poput
invazivne koronarne angiografije koja predstavlja zlatni standard za potvrdu koronarne
arterijske bolesti. Stovise, navedena pretraga omoguéuje istodobno intervencijsko lije¢enje u
obliku angioplastike, dok dio bolesnika moze biti usmjeren na kardiokirurS8ko lijecenje s

postavljanjem premosnica (1).

Akutni koronarni sindrom jest nestabilna faza koronarne arterijske bolesti tijekom koje
postoji naglo nastalo smanjenje koronarnog protoka s posljedicnom akutnom ishemijom
miokarda (4, 5). Dio bolesnika ima potpunu opstrukciju koronarnog protoka u odredenom
koronarnom podrucju ¢ime je ugrozenost odgovarajuce regije miokarda dodatno izrazena.
Ovisno o klinickim, elektrokardiografskim i laboratorijskim ¢imbenicima, klinicki entitet
akutnog koronarnog sindroma moze se podijeliti na nestabilnu pektoralnu anginu, infarkt
miokarda bez elevacije ST spojnice (NSTEMI) 1 infarkt miokarda s elevacijom ST spojnice
(STEMI) (4, 5). Svi navedeni oblici akutnog koronarnog sindroma mogu dovesti do razlicitih
kratkotrajnih i dugotrajnih posljedica, uklju¢ujuéi naglu sréanu smrt. Klinicka slika navedenih
oblika akutnog koronarnog sindroma moze biti slicna, a diferencijalna dijagnoza se postavlja
na temelju elektrokardiografskih promjena i laboratorijske analize biokemijskih markera

oStecenja miokarda (6).



1.1.1. Epidemiologija

Prevalencija koronarne arterijske bolesti ovisi o promatranoj populaciji i geografskom
podrucju (7). Procjenjuje se da ~7% opce odrasle populacije u u Sjedinjenim Americkim
Drzavama ima koronarnu arterijsku bolest (8). Podatci iz Republike Hrvatske upuéuju na
prevalenciju koronarne arterijske bolesti od 2913 na 100000 stanovnika §to odgovara
intermedijarnoj stopi u odnosu na visoko i1 nisko razvijene europske zemlje (9). Brojni
¢imbenici utjeCu na pojavnost koronarne arterijske bolesti, uklju¢uju¢i dob i spol. Analiza
populacije starije od 60 godina u Sjedinjenim Americkim Drzavama pokazala je vecu
prevalenciju koronarne arterijske bolesti u muskaraca u odnosu na zene (8). Nadalje, pojavnost
koronarne arterijske bolesti raste u starijoj populaciji, tako da ¢ak ~30-40% osoba starijih od 60
godina ima koronarnu arterijsku bolest (7, 8). Stovise, osobe starije od 75 godina imaju posebno
izrazeno opterecenje od koronarne arterijske bolesti $to ukljucuje najveci rizik od mortaliteta i
morbiditeta (3). Prevalencija koronarne arterijske bolesti moze biti znacajno veca u posebnim

populacijama, kod bolesnika s odredenim komorbiditetima, poput Secerne bolesti.

Incidencija koronarne arterijske bolesti je takoder znacajna pa odredene projekcije
upucuju da otprilike svakih 40 sekundi jedan stanovnik Sjedinjenih Americkih Drzava ravije
akutni infarkt miokarda (8). To odgovara ~605000 novo-razvijenih akutnih infarkta miokarda
godiSnje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, kao 1 ~200 000 rekurentnih akutnih infarkta
miokarda godisSnje, Sto predstavlja veliko zdravstveno opterec¢enje (8). Podatci iz Republike
Hrvatske upucuju na incidenciju koronarne arterijske bolesti od 249 na 100000 stanovnika (9).
Gotovo Cetvrtina bolesnika ne prepozna simptome akutnog infarkta miokarda Sto otezava

lijecenje 1 povecava stopu komplikacija kod navedenih bolesnika.

1.1.2. Rizi¢ni ¢imbenici

U sloZenu patogenezu koronarne arterijske bolesti ukljuceni su brojni ¢imbenici. Rizi¢ni
¢imbenici za koronarnu bolest dijele se na promjenjive i nepromjenjive ¢imbenike. Posebnu
skupinu promjenjivih rizi¢nih ¢imbenika ¢ine tzv. standardni promjenjivi riziéni ¢imbenici koji
ukljucuju arterijsku hipertenziju, Secernu bolest, dislipidemiju i1 pusenje (10). Navedeni rizi¢ni
¢imbenici imaju vaznu ulogu u nastajanju i1 pogorSavanju koronarne arterijske bolesti. U
nepromjenjive rizicne ¢imbenike se ubraja starija Zivotna dob, spolni ¢imbenici, genetska

podloga i epigenetske odrednice (11).



Brojni komorbiditeti su povezani s razvojem koronarne arterijske bolesti. Poznato je da
bolesnici sa Se¢ernom bolesti imaju vecu incidenciju koronarne arterijske bolesti, kao i vecu
kompleksnost koronarne arterijske bolesti. Nadalje, kronicna bubrezna bolest predstavlja
znaCajan rizi¢ni ¢imbenik za koronarnu arterijsku bolest uz Cesti razvoj kalcificiraju¢ih
stenoticko-opstrukcijskih promjena koje nerijetko zahtijevaju napredne metode lijecenja.
Stovise, drugi klini¢ki entiteti povezani s ekstrakardijalnom bole$éu arterijske cirkulacije, poput
periferne arterijske bolesti i kroni¢nog cerebrovaskularnog sindroma, su takoder znacajno
povezani sa razvojem koronarne arterijske bolesti. PoviSeni upalni markeri takoder snazno
koreliraju s razvojem koronarne arterijske bolesti, kao 1 losijim klinickim ishodom u navedenih

bolesnika.

1.1.3. Patofiziologija

Kljuc¢ni proces u patofiziologiji koronarne arterijske bolesti jest aterogeneza. Navedeni
proces ukljuuje kompleksnu interakciju razliCitih zilnih cimbenika (tonus arterije,
permeabilnost arterijske stijenke, i sl.), lokalnih mehanic¢kih ¢imbenika (smi¢no naprezanje,
tkivna kompresija, i sl.), sistemskih ¢imbenika (tla¢no opterecenje arterijske stijenke, razine
glukoze, razine kolesterola, 1 sl.), endotelne disfunkcije, upalne aktivnosti i humoralne
nestabilnosti (oksidacijski stres, hormonski utjecaj, ravnoteza izmedu protrombotskih i

fibrinolitickih ¢imbenika, 1 sl.) (1).

Aterogeneza predstavlja kontinuirani proces nakupljanja lipida, upalnih stanica i glatkih
miSiénih stanica u sloju intime arterijske stijenke. Navedeni proces pocinje endotelnom
ozljedom 1 disfunkcijom pod utjecajem razlicitih noksi (hiperglikemija, hiperkolesterolemija,
upala, 1 sl.) Sto naposlijetku omogucuje interakciju biglikana, klju¢nog proteoglikana u stijenci
arterije, s humoralnim c¢imbenicima poput lipoproteina niske gustoc¢e (engl. low-density
lipoproteins) 1 wupalnih stanica (monociti/makrofazi, T-limfociti, neutrofili) (12).
Medudjelovanje navedenih Cimbenika omogucuje stvaranje pocetne faze aterosklerotskog

plaka u obliku fokalnog zadebljanja intime arterijske stijenke (engl. fatty streaks) (1).

Daljnjim napredovanjem procesa dolazi do oksidacije lipoproteina u intimi arterijske stijenke
pod djelovanjem slobodnih kisikovih radikala. Vaznu ulogu u tom procesu imaju
mijeloperoksidaze i lipidoperoksidaze, enzimi koji se otpustaju iz azurofilnih zrnaca iz
prethodno spomenutih upalnih stanica (12). Oksidacija lipoproteina potice njihovu

»aktivaciju« uz daljnje autokrino i parakrino proupalno djelovanje s kemotaksijom i



ekspresijom brojnih adhezijskih molekula (13). Vazni korak u razvoju aterosklerotskog plaka
jest migracija glatkih miSi¢nih stanica u intimu arterijske stijenke koje, pod utjecajem
lokalnog miljea, otpustaju enzime matriks metaloproteinaze. Navedeni enzimi mogu
posredovati apoptozu glatkih miSi¢nih stanica, a §to je povezano s daljnjim nakupljanjem
makrofaga i progresiji aterosklerotskog plaka (1). Ovisno o trajanju noksi, medudjelovanjem
brojnih navedenih ¢imbenika aterosklerotski plak moze prolaziti kroz razli¢ite faze, od ranog
ateroma do fibroateroma i fibroznog plaka (14). Svi stadiji ateroskleroze, od pocetnog rasta do

komplikacija posredovanih plakom, se smatraju upalnim odgovorom na ozljedu (15).

U pocetnim fazama aterosklerotske lezije primarno dolazi do abluminalnog rasta plaka,
dok zahvaceni segment koronarne arterije istodobno pokazuje pozitivho remodeliranje (tzv.
Glagov fenomen) (16). Pritom se lumen koronarne arterije odrzava, a zbog odsustva opstrukcije
protoka nema izravnih klinickih manifestacija. Tek u kasnijim fazama progresije
aterosklerotskog plaka dolazi do smanjenja lumena koronarne arterije i razvoja kroni¢ne
stenoze. Posljedi¢na opstrukcija protoka kroz koronarnu arteriju moze uzrokovati latentnu
ishemiju (u naporu) $to predstavlja glavno klinicko obiljezje kroni¢nog koronarnog sindroma.
Klinicke smetnje navedenih bolesnika ovise o stupnju stenoze, veli¢ini podrucja u ishemiji,

funkciji miokarda i razvijenosti kolateralnih krvnih zila (1).

Dok je stupanj stenoze koronarne arterije glavni medijator kroni¢nog koronarnog
sindroma, svojstva aterosklerotskog plaka predstavljaju kljucne odrednice akutnog koronarnog
sindroma. Naime, dio aterosklerotskih lezija pokazuje nepovoljna obiljezja koja povecavaju
rizik za destabilizaciju 1 disrupciju plaka, neovisno o bazalnom stupnju stenoze lumena.
Dominantni uzrok destabilizacije i disrupcije plaka u akutnom koronarnom sindromu jest
ruptura aterosklerotskog plaka u fazi fibroateroma s tankom kapom (engl. thin cap
fibroatheroma), dok su ostali rjedi mehanizmi obiljeZzeni fisurom, erozijom ili mikro-
krvarenjem unutar plaka (1). Izravno medudjelovanje sastavnica krvi i1 komponenti
aterosklerotskog plaka poput kolagena, glatkih miSiénih stanica i1 upalnih stanica potice akutnu
trombotsku kaskadu i1 posljedicnu akutnu opstrukciju lumena. Navedeni bolesnici pritom
razvijaju manifestnu ishemiju miokarda (u mirovanju) $to je ve¢inom povezano s akutnom

nekrozom dijela miokarda i razvojem akutnog infarkta miokarda (1).



1.1.4. Komplikacije

Kardiovaskularne bolesti su vodec¢i uzrok smrtnosti u svijetu, a ishemijska bolest srca
jest glavni pojedinacni uzrok smrti medu svim kardiovaskularnim stanjima (8). Procjenjuje se
da zapadne razvijene zemlje imaju dobno-standardizirane stope smrtnosti od ishemijske bolesti
srca od <76 na 100 000 stanovnika, dok slabije razvijene zemlje Sjeverne Afrike i Azije imaju
stope koje iznose >200 na 100 000 stanovnika (8). Osim znacajne stope smrtnosti, postoje
brojne druge komplikacije koronarne arterijske bolesti, uklju¢ujuci razvoj sr€anog zatajivanja,
razvoj abnormalnosti sr¢anih zalistaka, sklonost aritmijama, intoleranciju napora, poremecenu
kvalitetu zivota i1 brojne druge (8, 9). Dio bolesnika razvija teske akutne i subakutne mehanicke
komplikacije u obliku peri-infarktnog ventrikulskog septalnog defekta ili teSke primarne
mitralne regurgitacije koji su unato¢ lijjeCenju povezani s visokom smrtnoS¢u (17). Takoder
teSka komplikacija koronarne arterijske bolesti koja je Cesto povezana s konkomitantnim

sréanim zatajivanjem jest intraventrikulski tromb lijeve klijetke (18).

Gledaju¢i na stani¢noj i tkivnoj razini, ishod ishemije miokarda i posljedi¢ni razvoj
komplikacija ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, ukljucujuéi trajanje ishemije, stupanj ishemije,
reperfuziju, kardiomiocitne ¢imbenike i tkivne ¢imbenike (Slika 1). Odredeni kardiomiocitni i
lokalni tkivni ¢imbenici mogu imati vaznu ulogu u ishodu ishemije poput prilagodbe na
prethodno ishemijsko prekondiciniranje, pojacane koronarne autoregulacije 1 razvoja tkivne

kolateralne mikrocirkulacije (1).

[TRAJANJE ISHEMIJE

UNUTARSTANICNI TKIVNI
CIMBENICI CIMBENIC]

STUPANJISHEIVIIJE\ / REPERFUZIJA
\ 4

[ ISHOD ISHEMIJE J

Slika 1. Dijagram ¢imbenika koji utjeu na ishod ishemije miokarda



1.1.5. Lijecenje

LijeCenje bolesnika s koronarnom arterijskom bolesti zahtijeva multidisciplinarni
pristup uz koriStenje brojnih nefarmakoloskih, farmakoloskih, intervencijskih i operacijskih
postupaka. Pristup lijeCenju uvjetovan je kliniCkom manifestacijom bolesti (akutni koronarni
sindrom, odnosno kroni¢ni koronarni sindrom), obiljezjima bolesnika i pojedinostima same

koronarne arterijske bolesti.

Pristup bolesniku s utvrdenim kroni¢nim koronarnim sindromom zahtijeva detaljnu
evaluaciju simptoma, ehokardiografskog nalaza i funkcijskih dokaza ishemije (3). Vazne
dodatne podatke donosi nalaz neinvazivne ili invazivne koronarografije, a nakon Cega je
potrebno donijeti odluku o potrebi za revaskularizacijskim lijjeCenjem. Okosnicu lijecenja ¢ine
sekundarna prevencija s nefarmakoloskim mjerama poput promjene zivotnog stila i
farmakoloskim mjerama poput trajne jednostruke antiagregacijske terapije, hipolipemika i
ostalih ciljanih lijekova. U dijela bolesnika komplementarnu ulogu ima revaskularizacijsko

lijecenje (3).

Pristup bolesniku s utvrdenim akutnim koronarnim sindromom zahtijeva diferencijaciju
akutnog koronarnog sindroma bez elevacije ST spojnice i akutnog infarkta miokarda s
elevacijom ST spojnice (4, 5). Svi bolesnici s akutnim koronarnim sindromom bez elevacije ST
spojnice zahtijevaju ranu primjenu farmakoloske terapije u obliku acetilsalicilne kiseline, a
nakon Cega je mandatorna stratifikacija rizika koji uvjetuje daljnje dijagnosticko-terapijske
postupke (4). Svi bolesnici s akutnim infarktom miokarda s elevacijom ST spojnice zahtijevaju
ranu primjenu acetilsalicilne kiseline i dodatnog drugog antiagregacijskog lijeka, a nakon ¢ega
je potrebna Zurna invazivna koronarografija i perkutana koronarna intervencija (u vecine
bolesnika) (5). Ostala potporna farmakoloska terapija je takoder potrebna u ranoj fazi svih
oblika akutnog koronarnog sindroma, a isto ovisi o obiljezjima, komorbiditetima i klinickom
stanju pacijenta. Nadalje, dio bolesnika s akutnim koronarnim sindromom mozZe imati koristi

od istovremene primjene razli¢itih oblika mehanicke cirkulacijske potpore (4, 5).

S patomorfoloskog gledista, vecina bolesnika s akutnim infarktom miokarda s
elevacijom ST spojnice ima akutnu okluziju uzro¢ne epikardijalne koronarne arterije (tzv.
okluzivni infarkt miokarda) zbog ¢ega navedeni bolesnici ostvaruju najvecu korist od Zurne
reperfuzije putem perkutane koronarne intervencije. U slucaju nedostupnosti Zurne perkutane
koronarne intervencije u navedenih bolesnika, potrebno je primijeniti tromboliti¢ku terapiju

radi Sto ranije reperfuzije (5). Reperfuzija odgovarajuce regije miokarda svakako predstavlja



vaznu sastavnicu lijeCenja bolesnika s akutnim infarktom miokarda s elevacijom ST spojnice

(Slika 2).
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Slika 2. Dijagram ishemijskih ishoda ovisno o reperfuziji

S druge strane, vecina akutnih koronarnih sindroma bez elevacije ST spojnice nije
precipitirana akutnom okluzijom uzro¢ne epikardijalne koronarne arterije (tzv. neokluzivni
infarkt miokarda), ve¢ je isto potencirano djelomi¢nom redukcijom protoka, najesce u vise
regija miokarda. Prema tome, ciljno lije¢enje navedenih bolesnika ovisi o brojnim ¢imbenicima
(4). Osim mogucnosti perkutane koronarne revaskularizacije, dio bolesnika s akutnim
koronarnim sindromom moZze biti medikametozno lijeCen, dok dio bolesnika moze biti

podvrgnut kardiokirurS§koj revaskularizaciji miokarda (4, 5).

U usporedbi s perkutanom koronarnom revaskularizacijom, korist od kardiokirurske

revaskularizacije mogu 1mati bolesnici sa Secernom bolesti, znacajnom sistolickom



disfunkcijom (LVEF<40%) i kompleksnom koronarnom bolesti koja onemogucuje kompletnu
revaskularizaciju perkutanim putem. Takoder, bolesnici koji su prethodno lije¢eni perkutanim
putem, a razvili su rekurentne restenoze u podrucju postavljenih potpornica mogu imati korist
od kardiokirurske revaskularizacije. Zavrsno, bolesnici koji imaju indikaciju za istodobnim
operacijskim lijeenjem druge sréane bolesti trebaju biti usmjereni na kardiokirurSku

revaskularizaciju (4, 19).

1.2. VaZnost upale u koronarnoj bolesti

Kroni¢na upala je prepoznata kao glavni ¢imbenik patogeneze u svim stadijima
ateroskleroze koja dovodi do koronarne arterijske bolesti (20). Osim tradicionalnih rizi¢nih
¢imbenika, porast pro-upalnih citokina je povezan s losijim klinickim ishodima u bolesnika s
koronarnom arterijskom bolesti (12, 21). Povecane vrijednosti visokoosjetljivog C-reaktivnog
proteina koreliraju s pove¢anim kardiovaskularnim rizikom u op¢oj populaciji (22). Vaznost
upale u koronarnoj arterijskoj bolesti je takoder utvrdena u bolesnika s povecanim obujmom
epikardijalnog masnog tkiva koje ima sposobnost lu¢enja pro-upalnih citokina (23). Pro-upalni
citokini iz epikardijalnog masnog tkiva imaju negativne ucinke na funkciju kardiomiocita, a
parakrina aktivnost epikardijalnog masnog tkiva utjee na metabolizam kardiomiocita 1
povecava njihov metabolizam masnih kiselina (23). Takoder, povezanost upale i ateroskleroze
utvrdena je u bolesnika sa sistemskim autoimunim bolestima koji pokazuju znacajno veci rizik

od sistemske ateroskleroze (24).

Utjecaj upale na razvoj kardiovaskularnih komplikacija vidljiv je iz znanstvenih studija
kojima je istrazivan utjecaj protu-upalnih lijekova na kardiovaskularni rizik. Na primjer,
istrazivanja u bolesnika s kroni¢nim upalnim stanjima su utvrdila da je primjena metotreksata
povezana s manjom smrtnosti od kardiovaskularnih dogadaja (25-27), ali je takoder je utvrdeno
1 viSe nuspojava u skupini bolesnika lijeCenih metotreksatom (28). Osim metrotreksata, klinicka
ispitivanja drugih protu-upalnih lijekova (na primjer monoklonsko protutijelo na interleukin-
1B — Canakinumab, i kolhicin) su pokazala povoljna djelovanja na smanjenje komplikacija
koronarne bolesti (29, 30). Takoder je poznato da statini, lijekovi koji smanjuju
kardiovaskularni rizik i rekurenciju koronarne bolesti, ostvaruju znac¢ajno smanjenje vrijednosti
upalnih parametara, poput visokoosjetljivog C-reaktivnog proteina (31). Ipak, utjecaj brojnih

zbunjujucih varijabli i heterogenost populacije otezava donoSenje izravnih i jasnih zakljucaka
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o smanjenju kardiovaskularnog rizika preko smanjenja sistemske upale protu-upalnim

lijekovima.

Vazan sustav upalnih parametara koji mogu imati interakciju s koronarnom arterijskom
bolesti predstavljaju antikardiolipinska protutijela, komponente komplementa i leptin. Ubrzana
ateroskleroza i ponavljaju¢a tromboembolija dio su klini¢kih manifestacija antifosfolipidnog
sindroma, a §to je posredovano upalom krvozilne stijenke i stvaranjem tromba pod djelovanjem
antifosfolipidnih protutijela (32). Jedan od mozebitnih efektorskih mehanizama ovog
imunoloSkog odgovora jest sustav komplementa koji je znaCajno aktivan u bolesnika s
antifosfolipidnim sindromom (33). Dodatna moguéa poveznica izmedu upalnih i metabolickih
putova koji dovode do koronarne arterijske bolesti su pleiotropni hormoni poput leptina, iako u

postojecoj literaturi nema konzistentnih dokaza o istom (34, 35).

1.2.1. Antikardiolipinska protutijela

Antikardiolipinska protutijela su usmjerena na kardiolipin, unutarstani¢ni fosfolipid koji
se nalazi u unutarnjoj mitohondrijskoj membrani i plazmatskoj membrani stanica (36). Prema
tome, antikardiolipinska protutijela predstavljaju autoantitijela koja su usmjerena na vlastita
tkiva ili molekule tijela. Kardiolipin je molekula koja je ukljuc¢ena u nekoliko vaznih fizioloskih
procesa, ukljucujuc¢i hemostazu (37). Istrazivanja su pokazala da je kardiolipin ko-¢imbenik za
nekoliko mitohondrijskih enzima i respiracijskih kompleksa, a postoje dokazi o posrednickoj
ulozi kardiolipina u procesu stani¢ne apoptoze. lako uloga kardiolipina u procesu hemostaze
nije u potpunosti jasna, smatra se da kardiolipin ostvaruje neizravne ucinke posredovanjem
mitohondrijskih procesa koji su nuzni za hemostazu (37). Bolesnici s Barth sindromom,
genetskim poremecajem kardiolipina, ostvaruju razli¢ite klinicke smetnje poput sréane i

skeletne miopatije, neutropenije i retardacije rasta, ¢ime je istaknuta vaznost ove molekule (37).

U slucaju prisustva antikardiolipinskih protutijela u krvotoku, moze do¢i do poremecaja
funkcije kardiolipina 1 razli¢itih klinickih manifestacija. Antikardiolipinska protutijela
prvenstveno su povezana sa skupinom poremecaja koji se nazivaju antifosfolipidni sindrom i
manifestiraju se povecanim rizikom za tromboembolijske incidente (38). lako su
antikardiolipinska protutijela prethodno povezivana s koronarnom arterijskom bolesti (39),
postojeca literatura je nedostatna te nema podataka o povezanosti antikardiolipinskih protutijela
i kompleksnosti koronarne arterijske bolest. Stovise, povezanost antikardiolipinskih protutijela

s ostalim ¢imbenicima upale je nedovoljno istrazena u kontekstu koronarne arterijske bolesti.
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1.2.2. Sustav komplementa

Sustav komplementa ¢ini mreza proteina s vaznom ulogom u imunoloskom odgovoru
(40). To je dio urodenog imunoloskog sustava koji osigurava poc¢etnu obranu tijela od patogena.
Sastoji se od vise od 30 proteina, ukljuujuéi enzime, regulatore i receptore. Te proteine
proizvode razlic¢ite stanice u tijelu, ukljucujuéi hepatocite, makrofage i limfocite (41). Sustav
komplementa moze se aktivirati kroz tri glavna puta: klasi¢ni put, lektinski put i alternativni
put. Svaki put pokrecu razli¢ite molekule ili dogadaji, ali svi se spajaju u zajednicki konacni
put (40). Kada se sustav komplementa aktivira, on stvara kaskadu reakcija koje dovode do
nekoliko vaznih imunoloskih funkcija, ukljucujuc¢i opsonizaciju, upalu, stvaranje membranskog
napadaju¢eg kompleksa i uklanjanje imunoloskih kompleksa (40, 41). Prethodna istrazivanja
su pokazala da aktivacija sustava komplement ima vaznu interakciju s antifosfolipidnim
protutijelima (25), a povetane razine proteina komplementa su takoder povezivane s
koronarnom arterijskom bolesti (41). Ipak, nema podataka o odnosu sustava komplementa i

kompleksnosti koronarne arterijske bolesti.

1.2.3. Leptin

Leptin je protein koji se primarno izlucuje u masnom tkivu, ali je takoder pronaden u
tkivu hrskavice 1 imunolo$kim stanicama (42). Osim svoje metabolicke uloge, rastu¢i podatci
upuéuju na moguéu vaznu imuno-modulatornu ulogu leptina. Stovise, odredeni autori smatraju
da upravo leptin ima vaZnu posrednicku ulogu izmedu metaboli¢kog i imunoloSkog sustava
(43). Unato¢ prethodno opisivanim odnosima izmedu antikardiolipinskih protutijela,
komplementa, leptina 1 glavnih metabolickih pokretaca ateroskleroze (44), nema drugih

literaturnih dokaza o njihovoj povezanost s kompleksnosti koronarne bolesti.

1.3. Sréano zatajivanje

Zatajivanje srca je strukturni i/ili funkcijski poremecaj pri kojem srce, uz uredne
volumene i tlakove punjenja, nije u mogucnosti ostvariti dovoljnu krvnu opskrbu tkiva i organa
za zadovoljavanje metaboli¢kih potreba. Ono predstavlja globalni zdravstveni problem s
rastuéom incidencijom (45). Zivotni vijek svjetske populacije raste, a time i pojavnost riziénih
¢imbenika za ishemijsku bolest srca i sr€ano zatajivanje. Entitet sr€anog zatajivanja moze se

dodatno diferencirati prema vremenskom trajanju, etiologiji i globalnoj sistolickoj funkciji (45).
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Prema vremenskom trajanju sréanog zatajivanja moze se razlikovati akutno sr€ano zatajivanje
i kroni¢no sréano zatajivanje, dok se prema etiologiji oznaCavaju razli¢iti entiteti, poput
ishemijske kardimiopatije, dilatacijske kardiomiopatije, hipetrofijske kardiomiopatije,
alkoholne kardiomiopatije, peripartalne kardiomiopatije, i drugih (8). Nadalje, ovisno o
globalnoj sistolickoj funkciji, vazna je diferencijacija sr€anog zatajivanja s ocuvanom
ejekcijskom frakcijom, sr€anog zatajivanja s blago reduciranom ejekcijskom frakcijom i

sréanog zatajivanja s reduciranom ejekcijskom frakcijom (45).

Epidemioloske procjene upucuju da ~2,4% opce svjetske populacije ima postavljenu
dijagnozu sréanog zatajivanja, dok je stvarna prevalencija sigurno veéa (45). Stovise, projekcije
pretpostavljaju da ¢e globalna prevalencija sréanog zatajivanja narasti na 3% do 2030. godine
(8). Analize podataka iz velikih registara pokazuju da je incidencija sr€anog zatajivanja s
o¢uvanom ejekcijskom frakcijom u porastu, dok je incidencija sr€anog zatajivanja s
reduciranom ejekcijskom frakcijom u padu (8). Ipak, stope ukupne smrtnosti su sli¢ne u oba
oblika sr¢anog zatajivanja ¢ime je istaknuta vaznost ovog svjetskog zdravstvenog problema (8).
Unato¢ znacajnom poboljSanju terapije za zatajivanje srca, prognoza ovih bolesnika je

nepovoljna jer samo ~55% pacijenata prezivi 5 godina nakon pocetne dijagnoze (46).

Terapijski pristup bolesniku sa sr€anim zatajivanjem zahtijeva razumijevanje podlezece
etiologije sranog zatajivanja, kao 1 detaljno poznavanje specificnih ehokardiografskih
pokazatelja, podlezeceg sréanog ritma, koronarne anatomije, komorbiditeta i individualnih
obiljeZja bolesnika (45, 47). Budu¢i da patofiziologija sranog zatajivanja ukljucuje razlicite
procese, terapijsko djelovanje s viSe istodobnih lijekova predstavlja okosnicu lije€enja sréanog
zatajivanja (45). Volumno 1 tla¢no rastere¢enje odgovaraju¢im lijekovima predstavlja vaznu
stavku lije¢enja akutnog zatajenja srca, kao 1 ambulantne prevencije dekompenzacija kroni¢nog
sr¢anog zatajivanja. Navedeni lijekovi imaju vaZznu simptomatsko-rasteretnu ulogu kojom se
ostvaruje brzo rastere¢enje srca, smanjuju rehospitalizacije i poboljSava kvaliteta Zivota. Ipak,
okosnicu lijecenja sr€anog zatajivanja predstavljaju lijekovi koji ostvaruju dugotrajne
prognosticke ucinke u bolesnika sa sr€anim zatajivanjem i smanjuju smrtnost (45). Ovisno o
Primjerice, lijekovi iz skupine beta blokatora, antagonista mineralokortikoida i ostalih
inhibitora renin-angiotenzin-aldosteronske osovine ostvaruju najvece prognosticke ucinke u
bolesnika s reduciranom ejekcijskom frakcijom lijeve klijetke, dok je njihov prognosticki
ucinak u ostalih bolesnika sa sr¢anim zatajivanjem ogranicen. S druge strane, inhibitori natrij-

glukoznih kotransportera 2 ostvaruju prognosticke ucinke u cijelom spektru bolesnika sa
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sr¢anim zatajivanjem (47). Zavr$no, pristup bolesnicima sa sr€anim zatajivanjem zahtijeva

detaljnu evaluacije obiljezja bolesnika i individualizirani pristup (45).

1.3.2. Patofiziologija

Patofiziologija sr¢anog zatajivanja ukljuCuje brojne interakcije razlicitih cimbenika $to
dovodi do nedostatnosti srca da ostvari ucinkovitu krvnu opskrbu tijela. Navedeni
patofizioloski mehanizmi medusobno djeluju i pojacavaju jedan drugoga, dovodeéi do
progresivnog pada sr¢ane funkcije i1 klinickih manifestacija zatajenja srca. Kljucne sastavnice
patofiziologije sréanog zatajivanja ukljucuju poremecenu kontraktilnost miokarda, povec¢ano
naknadno optere¢enje, povecano preoptereéenje volumenom, poja¢anu neurohormonalnu

aktivaciju, sr€ano remodeliranje i hipoksijsku ozljedu (45).

Ovisno o primarnom podlezeéem wuzroku, odredeni patofizioloSski mehanizmi
dominiraju, ali su svi napredni stadiji sréanog zatajivanja obiljezeni disproporcionalnim
odnosom izmedu potreba 1 moguénosti za dostavom energetskih supstrata. Time se razvija
obrazac pozitivno povratne sprege koja, u odsustvu pravodobnog lijecenja, dovodi do
terminalnog sr¢anog zatajivanja. Prema tome, hipoenergoza srca predstavlja vaznu sastavnicu
naprednih stadija sréanog zatajivanja, ali uloga istog u ranim fazama sr¢anog zatajivanja nije

dovoljno istrazena.

Osim sistemskih adaptivnih 1 maladaptivnih procese, u podlozi zatajivanja srca je i
progresivno patolosko preoblikovanje miokarda. Na razini kardiomiocita dogada se stanicna
smrt, promjene u efikasnosti kontraktilnog aparata i sprezi ekscitacije 1 kontrakcije, te promjene
energetskog metabolizma. Metaboli¢ko preoblikovanje kardiomiocita u ishemijskoj bolesti srca
1 sréanom zatajivanju predstavlja vazni dogadaj, te trenutni literaturni dokazi ne nude odgovor
je li rije¢ o svrsishodnoj prilagodbi, ili patoloSkim promjenama koje dovode do daljnjeg
propadanja sr¢ane funkcije. Obzirom da su mitohondriji u sredisStu energetskog metabolizma,
oni su predmet brojnih istraZivanja (48). Medutim, unato¢ velikim naporima koji se ulazu u
razvoj terapija usmjerenih na sré¢anu bioenergetiku, sigurni i klini¢ki u¢inkoviti rezultati tek se

trebaju postici (49).
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1.4. Uloga mitohondrija u energetskom metabolizmu

Srce je organ s ogromnim energetskim potrebama — procjenjuje se da srce odraslog
covjeka svaki dan koristi oko 6 kg adenozin trifosfata (ATP), Sto je viSe nego bilo koji drugi
organ u tijelu (50). Stoga je stalna opskrba energetskim supstratima i njihovo u¢inkovito
iskoriStavanje oksidativnom fosforilacijom u mitohondrijima od iznimne vaznosti za
normalan rad srca. Iz tih razloga kardiomiociti su stanice "svejedi" koje imaju sposobnost
koristenja razlicitih supstrata: masnih kiselina, ugljikohidrata (glukoza i piruvat), te u manjoj
mjeri ketona i aminokiselina. KoriStenje odredenog supstrata u odredenom trenutku ovisi o
njihovoj dostupnosti, energetskim potrebama i hormonskom statusu. Ova sposobnost
prebacivanja izmedu razlicitih supstrata za proizvodnju energije naziva se »metabolicka
fleksibilnost«. Na primjer, zdravo srce sagorijeva pretezno masne kiseline (~60-70%).
Medutim, u postprandijalnim razdobljima kada je povecana dostupnost glukoze, koristenje
ugljikohidrata se povecava. Istrazivanja napravljena u razli¢itim Zivotinjskim modelima i
ljudima ukazuju na gubitak ove metabolicke fleksibilnosti u zavr$nim fazama src¢anog
zatajivanja, sa smanjenom upotrebom ugljikohidrata i pove¢anim oslanjanjem na oksidaciju

masnih kiselina za proizvodnju ATP-a (51).

Mitohondrijska respiracija je proces kojim se stvara energija u obliku ATP-a, putem
nekoliko medusobno povezanih metaboli¢kih putova, ukljucujuéi glikolizu, ciklus limunske
kiseline (Krebsov ciklus) i mitohondrijski lanac prijenosa elektrona. Mitohondriji su glavni
izvor visokoenergetskog spoja ATP-a koji se sintetizira uglavnom oksidativnom fosforilacijom
u unutarnjoj mitohondrijskoj membrani, prilikom ¢ega se koristi prijenos elektrona 1 potrosnja
kisika za sintezu ATP-a (52). Glavni energetski supstrati koje srce koristi (masne kiseline 1
ugljikohidrati) se kataboliziraju u acetil-CoA beta oksidacijom, odnosno glikolizom. Molekule
acetil-CoA ulaze u Krebsov ciklus i1 proizvode reducirane meduprodukte NADH i FADH2. Ovi
kofaktori prenose elektrone u mitohondrijskom transportnom lancu elektrona (respiracijski
kompleksi I-IV). Tri od ovih kompleksa (I, III i IV) generiraju protonski gradijent kroz
unutarnju mitohondrijsku membranu spajanjem transporta elektrona s translokacijom protona
iz mitohondrijskog matriksa u intermembranski prostor. Difuzija protona niz protonski
gradijent na kompleksu V (ATP-sintaza) daje energiju potrebnu za fosforilaciju ADP-a, te
rezultira naposlijetku sintezom ATP-a (51) (Slika 3).
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Slika 3. Energetski metabolizam kardiomiocita. U srediStu energetskog metabolizma
kardimiocita su mitohondriji koji sintetiziraju adenozin trifosfat preko oksidativne fosforilacije
koriStenjem glavnih energetskih supstrata (masne kiseline i ugljikohidrati). Kratice: MCD —
malonil CoA dekarboksilaza; ACC — acetil CoA karboksilaza; FACS — acil CoA sintetaza;
CPT1 — karnitin palmitoiltransferaza 1; CAT — karnitin/acilkarnitin translokaza; CPT2 —
karnitin palmitoiltransferaza 2; PDH — piruvat dehidrogenaza; FBA — fruktoza bifosfat
aldolaza; ACL — ATP citrat liaza; UCP — uncoupling protein; ANT — adenin-nukleotid

translokaza.

Od ukupne proizvodnje ATP-a u kardiomiocitima, ~95% je dobiveno oksidativnom
fosforilacijom (masne kiseline, glukoza, laktat), a tek ~5% glikolizom (53). Dobivena energija
se ve¢inom koristi za kontrakciju i relaksacije miokarda, dok se ostatak ATP-a koristi za druge

procese poput odrzavanja homeostaze elektrolita (52, 54).

1.4.1. Metabolizam ugljikohidrata i masnih kiselina u sréanom misicu

Glukoza, glavni monosaharid koji nastaje razgradnjom sloZenih ugljikohidrata, ulazi u

kardiomiocit preko transmembranskih glukoznih transportera GLUT1 i GLUT4, na temelju
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koncentracijskog gradijenta. Unutar stanice, glukoza se fosforilira u glukoza-6 fosfat pomocu
enzima heksokinaze te u slucaju energetskih potreba, glukoza-6 fosfat ulazi u proces glikolize.

Zavrs$ni rezultat glikolize je nastajanje piruvata (55).

U aerobnim uvjetima, piruvat predstavlja vazni supstrat u Krebsovom ciklusu i oksidativnoj
fosforilaciji. To¢nije, nakon ulaska u mitohondrije preko proteinskog nosaca, dolazi do
dekarboksilacije piruvata pomoc¢u enzima piruvat dehidrogenaze (PDH), enzima koji
predstavlja »usko grlo« u oksidaciji ugljikohidrata (56). Djelovanjem PDH nastaje acetil
koenzim A (acetil-CoA) koji se koristi u Krebsovom ciklusu. S druge strane, u anaerobnim
uvjetima dolazi do razgradnje piruvata u laktat pomocu enzima laktat dehidrogenaze. Time se
stvara energija u obliku dvije molekule ATP-a zbog ¢ega navedeni ciklus dijelom omogucuje
energetsku opskrbu za odrZavanje ionskog transporta u izvanrednim uvjetima poput ishemije
ili metabolickih alteracija. Ipak, zdravi sr¢ani miSi¢ ima visok aerobni kapacitet pa je
anaerobna proizvodnja laktata u energetskom metabolizmu kardiomiocita zanemariva (55,

57).

Glavni supstrat energetskog metabolizma miokarda su slobodne plazmatske masne
kiseline (58). Slobodne plazmatske masne kiseline ulaze u kardiomiocite pasivnom difuzijom
ili putem proteina nosaca poput translokaze masnih kiselina (FAT/CD36; engl. fatty acid
translocase). Nakon ulaska u citoplazmu, masne kiseline se pretvaraju u acil-CoA estere putem
citoplazmatske CoA sintetaze. Vecina tih estera prebacuje se u mitohondrije za potrebe
stvaranja energije, dok se ostatak pohranjuje kao triacilglicerol (TAG) u citoplazmi. Za ulazak
masnih kiselina u mitohondrije su neophodni enzimi karnitin palmitoil transferaze (CPT; engl.
carnitine palmitoyl transferase) i karnitin acilkarnitin translokaze (CAT; engl. carnitine-
acylcarnitine translocase), koja omogucuje prijenos masnih kiselina kroz unutarnju

mitohondrijsku membranu (59).

Beta-oksidacija je sloZen proces koji ukljucuje nekoliko kemijskih reakcija, a
posredovan je pomocu Ccetiri kljucna enzima — acil CoA dehidrogenazom, enoil CoA
hidratazom, L-3-hidroksiacil CoA dehidrogenazom 1 3-ketoacil CoA tiolazom. Svaki ciklus
beta-oksidacije smanjuje duljinu acil-CoA lanca za dva ugljikova atoma i proizvodi molekule
acetil-CoA, FADH?2 i NADH. Acetil-CoA zatim ulazi u Krebsov ciklus gdje se dalje oksidira i
proizvodi dodatni NADH. NADH i FADH2 kao elektronski bogate molekule omogucuju
stvaranje dodatne energije u mitohondrijskom respiracijskom lancu. Regulacija beta-oksidacije

u srcu odvija se putem negativne povratne sprege i regulacijom transkripcije enzima (58).
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1.4.2. Mitohondrijska disfunkcija u sr¢anom zatajivanju

Brojne studije su pokazale promijenjenu mitohondrijsku funkciju u sréanom zatajivanju
Sto rezultira neuskladenoscu sr¢ane potrebe za energijom i njezine proizvodnje, te posljedicnom
hipoenergozom miokarda (60). Time se stvara zacarani krug koji naposlijetku dovodi do
progresivnog i ireverzibilnog propadanja funkcije miokarda i terminalnog sré¢anog zatajivanja.
Jedan od znacajnih poremecaja mitohondrijskog metabolizma u sr€anom =zatajivanju jest
promjena u koriStenju energetskih supstrata s gubitkom metabolicke fleksibilnosti, smanjenjem
kapaciteta za koriStenje masnih kiselina te prebacivanjem metabolizma na koriStenje
ugljikohidrata (61). Takoder, osim smanjene proizvodnje ATP-a, disfunkcionalni mitohondriji
takoder pojacano proizvode reaktivne kisikove radikale (engl. reactive oxygen species — ROS),
koji dovode do oksidacijskog oStecenja (62). Mitohondriji u srcu smanjene kontraktilne
funkcije imaju i strukturne abnormalnosti poput smanjene i nejednake veli¢ine, poremecenih
nabora unutarnje mitohondrijske membrane, te oStecenja vanjske mitohondrijske membrane

(63).

Unato¢ brojnim istrazivanjima mitohondrijske disfunkcije u sr¢anom =zatajivanju,
veéina ih je provedena je na raznim zivotinjskim modelima. Takoder, kod istrazivanja na
ljudima sa sr€anim zatajenjem, uglavnom se radilo o bolesnicima s terminalnim sréanim
zatajivanjem (27). S druge strane, podatci o bolesnicima koji su u ranoj fazi sr¢anog zatajivanja
su uglavnom nedostatni. Nove spoznaje o moguéim ranim bioenergetskim promjenama
miokarda bi mogle imati vaznu ulogu u razjaSnjenju svrhe metabolickog preoblikovanja.
Naime, nije jasno predstavlja 11 metaboli¢ko preoblikovanje korisni proces prilagodbe ili je rije¢

o maladaptivnom procesu koji potencira daljnju progresiju sréanog zatajivanja.

1.4.3. Mitohondrijski metabolizam i ishemija miokarda

Ishemija miokarda je stanje nesrazmjera koronarne krvne opskrbe 1 metaboli¢kih
potreba kardiomiocita. U podlozi istog su razli¢iti poremecaji koronarne arterijske cirkulacije
uz posljedi¢nu latentnu ili manifestnu ishemiju miokarda. Osim nedostatne krvne opskrbe
metabolicki zahtjevnih kardiomiocita, ishemija miokarda moZe rezultirati 1 smanjenim

uklanjanjem metabolickih nusprodukata (52).

Ishemija miokarda je povezana s promjenama u energetskoj homeostazi kardiomiocita

(64). U zdravom srcu postoji uravnotezen odnos izmedu metabolizma masnih kiselina i
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ugljikohidrata, dok ishemija miokarda naruSava oksidacijski metabolizam 1 rezultira
smanjenom proizvodnjom ATP-a, kljuénog energetskog spoja (54). Anaerobni metabolizam
ima moguénost proizvodnje tek ogranicenih koli¢ina ATP-a. lako je to vazno za prezivljavanje
kardimiocita u ishemijskim uvjetima, anaerobni metabolizam dovodi do povecanog
unutarstani¢nog nakupljanja laktata 1 vodikovih iona, Sto uzrokuje ionski disbalans i smanjuje

kontraktilnu sposobnost miokarda (Slika 4).
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Slika 4. Energetski metabolizam kardiomiocita u ishemiji. U ishemijskim kardiomiocitima
dolazi do povecane dostupnosti 1 iskoriStavanja masnih kiselina, porasta anaerobnog
metabolizma i1 prekida oksidativne fosforilacije $to uzrokuje smanjenu energetsku iskoristivost
i nezeljene mitohondrijske u¢inke. Kratice: MCD — malonil CoA dekarboksilaza; ACC — acetil
CoA karboksilaza; FACS — acil CoA sintetaza; CPT1 — karnitin palmitoiltransferaza 1; CAT —
karnitin/acilkarnitin translokaza; CPT2 — karnitin palmitoiltransferaza 2; PDH — piruvat
dehidrogenaza; FBA — fruktoza bifosfat aldolaza; ACL — ATP citrat liaza; UCP — uncoupling

protein; ANT — adenin-nukleotid translokaza.
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Nekoliko dogadaja tijekom akutne ishemije posreduje metabolicke promjene (52, 64).
Povecana aktivnost simpatickog ziv€anog sustava povecava plazmatske koncentracije
slobodnih masnih kiselina preko povecane aktivnosti tkivne lipaze i smanjenog izlucivanja
inzulina. Navedeni procesi povecavaju iskoriStavanje masnih kiselina u ishemijskim
kardiomiocitima (54). Nadalje, anaerobni metabolizam posreduje razgradnju piruvata u laktat
¢ime je ogranieno stvaranje acetil-CoA iz piruvata. S druge strane, prekid oksidativne
fosforilacije na mitohondrijskom lanacu prijenosa elektrona uzrokuje nakupljanje reduciraju¢ih
molekula NADH i FADH?2 koji pritom inhibiraju aktivnost nekoliko enzima B-oksidacije (65).
To dovodi do nakupljanja meduprodukata masnih kiselina (pr. acil karnitin 1 acil-CoA esteri) u
razli¢itim dijelovima stanice, uklju¢ujué¢i mitohondrije i citosol, §to moze uzrokovati
lipotoksi¢nost s mitohondrijskim ostec¢enjem, mitohondrijskom disfunkcijom i programiranom

stanicnom smrti, ¢ak 1 nakon uspostave reperfuzije (66).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Glavna hipoteza istrazivanja provedenog u svrhu ove doktorske disertacije glasi:
Bolesnici s koronarnom bolesti imaju povisene razine upalnih markera proporcionalno tezini
bolesti, te smanjeni kapacitet mitohondrijske respiratorne aktivnosti proporcionalan smanjenju

njihove sistolicke funkcije.

U svrhu testiranja navedene hipoteze, postavljeni su sljedeci glavni i sporedni ciljevi

ovog istrazivanja:

Cilj 1. Utvrditi povezanost izmedu plazmatske razine upalnih markera sa stupnjem

tezine koronarne bolesti.

a. Ispitati povezanost stupnja raSirenosti koronarne bolesti i klasi¢nih rizi¢nih

faktora za aterosklerozu (plazmatske razine glukoze, kolesterola, HDL-a, LDL-a).
b. Ispitati povezanost markera upale i klasi¢nih rizi¢nih faktora za aterosklerozu.

c. Usporediti vrijednosti antikardiolipinskih protutijela, leptina, komponenti

komplementa i lipoproteina ovisno o spolu, u bolesnika s koronarnom arterijskom bolesti;

d. Utvrditi povezanost kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i proupalnih

¢imbenika u podskupini bolesnika sa Se¢ernom bolesti s koronarnom arterijskom bolesti.

e. Ispitati povezanost stupnja raSirenosti koronarne bolesti i klasi¢nih rizi¢nih

faktora za aterosklerozu (plazmatske razine glukoze, kolesterola, HDL-a, LDL-a).

Cilj 2. Utvrditi povezanost izmedu sistolicke funkcije lijeve klijetke 1 mitohondrijskog

respiracijskog kapaciteta miokarda kod bolesnika s koronarnom arterijskom bolesti.

a. Utvrditi povezanost izmedu mitohondrijskog respiracijskog kapaciteta i izrazaja
klju¢énih enzima energetskog metabolizma u miokardu bolesnika s koronarnom arterijskom

bolesti.
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3. ISPITANICII METODE
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4.1. Organizacija i opis istrazivanja

Provedene su dvije opservacijske, presjecne, klinicke znanstvene studije. Prikupljanje
podataka je obavljeno pri Zavodu za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Splitu, Klinici za bolesti
srca i krvnih Klinickog bolnickog centra u Splitu 1 Zavodu za kardiokirurgiju Klinickog
bolnickog centra u Splitu tijekom razdoblja od 1. listopada 2017. do 1. lipnja 2020. godine. Svi
ispitanici su dobrovoljno potpisali informirani pisani pristanak prije po¢etka samog istrazivanja.
Istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Splitu (2181-198- 03-
04) 1 Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra u Splitu (2181-147-01; 2181-147-06).
Znanstvena istrazivanja su provedena u skladu s HelsinSkom deklaracijom iz 2013. godine.
Opservacijska znanstvena istrazivanja pravodobno su registrirana u registru klini¢kih

ispitivanja clinicaltrials.gov (NCT03179137).

4.2. Ispitanici

U znanstvena istrazivanja ukljuceni su ispitanici oba spola. Ukljucenje ispitanika
provedeno je u Klinickom bolni¢kom centru Splitu prema principima dobre klinicke prakse

(engl. good clinical practice).

Prvo znanstveno istraZivanje obuhvatilo je 65 odraslih bolesnika koji su podvrgnuti
invazivnoj koronarografiji zbog sumnje na koronarnu arterijsku bolest. Kriteriji ukljucenja bili
su: dob >18 godina; planirana invazivna koronarografija; klini¢ka prezentacija u obliku akutnog
koronarnog sindroma i/ili stenokardije u naporu i/ili sumnje na ishemiju miokarda u
neinvazivnim testovima. Kriteriji iskljucenja bili su: prethodna perkutana ili kardiokirurska
koronarna revaskularizacija; istovremena bolest sr¢anih zalistaka; poznata autoimuna bolest;

aktivna maligna bolest; teska bolest drugih organskih sustava.

Drugo znanstveno istrazivanje obuhvatilo je 40 odraslih bolesnika koji su podvrgnuti
elektivnoj kardiokirur§koj revaskularizaciji miokarda zbog znacajne koronarne arterijske
bolesti. Kriteriji ukljucenja su bili: >18 godina; planirana elektivna kardiokirurSka
revaskularizacija miokarda »off-pump« (bez upotrebe izvantjelesne cirkulacije i
kardioplegije); znacajna stenoza debla (LM; engl. left main) lijeve glavne koronarne arterije
(stupanj stenoze >50%) i/ili prednje silazne grane (LAD; engl. left anterior descending
artery) lijeve koronarne arterije (stupanj stenoze >70%). Svim bolesnicima je napravljena

premosnica koriStenjem lijeve unutarnje mamarne arterije. Kriteriji iskljucenja:
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hemodinamska nestabilnost; hitna kardiokirurska operacija; teSka globalna sistolicka
disfunkcija — ejekcijska frakcija lijeve klijetke <40% (LVEF; engl. left ventricular ejection
fraction); prethodna perkutana ili kardiokirur§ka koronarna revaskularizacija; Secerna bolest
tipa 1; istovremena bolest srcanih zalistaka; poznata autoimuna bolest; aktivna maligna bolest;

teska bolest drugih organskih sustava.

Svi ispitanici su tijekom bolnickog lije¢enja primali standardnu farmakolosku terapiju

sukladno protokolu ustanove i preporukama nadleznih medicinskih drustava.

4.3. Postupci

Svi ispitanici podvrgnuti su detaljnoj anamnezi, fizikalnom pregledu, mjerenjima
antropometrijskih obiljezja, ehokardiografskoj procjeni i1 laboratorijskoj analizi. Nadalje, svi

ispitanici su podvrgnuti rutinskim klini¢kim postupcima koji su bili medicinski uvjetovani.

4.3.1. Anamnesticko ispitivanje

Procjena anamnestickih podataka izvrSena je u svih ispitanika koriste¢i standardni
protokol. Prilikom istog su utvrdena osnovna obiljezja bolesnika, uklju¢ujuéi dob, spol,
konzumaciju nikotinskih proizvoda i prisutnost komorbiditeta kao $to su arterijska hipertenzija,

SeCerna bolest 1 dislipidemija.

4.3.2. Antropometrijska mjerenja

Antropometrijska mjerenja ukljucila su mjerenje tjelesne mase, tjelesne visine, sr¢ane
frekvencije 1 arterijskog krvnog tlaka. Takoder, u¢injeno je racunanje indeksa tjelesne mase
(ITM) dijeljenjem vrijednosti tjelesne mase (kg) s kvadriranom vrijednosti visine (m?). Za
mjerenje arterijskog krvnog tlaka koriSten je standardni sfigmomanometar, s prikladnom

orukvicom. Ispitanici su pritom bili u sjede¢em polozaju, s nadlakticom u razini srca.

4.3.3. Uzorkovanje krvi 1 laboratorijska analiza uzoraka

Uzorkovanje krvi provedeno je prilikom primitka u bolnicu, prije invazivnih procedura.

Uzorci krvi uzeti su venepunkcijom brahijalne vene putem polietilenskog katetera. Ucinjena je
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osnovna biokemijska procjena kojom su utvrdene razine glukoze, ukupnog kolesterola,
lipoproteina niske gusto¢e (LDL), lipoproteina visoke gusto¢e (HDL) i C-reaktivnog proteina.
Dio prikupljenih uzoraka zamrznut je i pohranjen na —80°C za naknadnu analizu faktora
ukljucujuéi antikardiolipinska protutijela, komplement 3 1 4 (C3 1 C4) 1 leptin.
Antikardiolipinska protutijela odredena su pomocu kompleta za enzimsku imunoanalizu
(Immunology Consultants Laboratory, Newberg, Oregon, SAD), prema uputama proizvodaca.
Vrijednosti C3 1 C4 odredene su komercijalno dostupnim imunoturbidimetrijskim testom
pomocu analizatora AU 680 (Beckman Coulter, Indianapolis, Indiana, Sjedinjene Americke
Drzave). Razine leptina odredivane su koristenjem kompleta za enzimsku imunoanalizu (Leptin

Human ELISA kit, Clinical Range; Bio Vendor, Brno, Ceska Republika).

4.3.4. Vrednovanje sloZenosti koronarne bolesti

Slozenost koronarne arterijske bolesti ocijenjena je pomocu prethodno validiranog
anatomskog SYNTAX sustava (http://www.syntaxscore.com) koji ukljucuje lokaciju, tezinu i
opseg lezija koronarnih arterija na temelju invazivne koronarne angiografije (67). Procjena je
provedena od strane 2 neovisna invazivna kardiologa i, u slu¢aju nepodudarnosti, angiogrami
su ponovno procijenjeni dok se ne postigne konsenzus. Navedeni invazivni kardiolozi su bili

zaslijepljeni tijekom navedenog postupka.

4.3.5. Ehokardiografska analiza

Ehokardiografska analiza provedena je koristec¢i standardni protokol za transtorakalnu
ehokardiografiju. Mjerenja su ucinjena u bolesnika tijekom faze mirovanju u lijevom leze¢em
polozaju koriste¢i ehokardiografski sustav (Vivid 9E, GE Medical System, Milwaukee, WI,
SAD). Sve projekcije za analizu su snimljene i analizirane od strane iskusnih kardiologa s
ekspertizom u ehokardiografiji koja rade pri Klinici za bolesti srca 1 krvnih Zila. Zbog
organizacijskih ograniCenja, nije ucinjena reevaluacija ehokardiografskih nalaza od strane 2

neovisna kardiologa.

Za potrebe doktorske disertacije ucinjena su osnovna ehokardiografska mjerenja,
ukljucujuéi odredivanje sistolicke funkcije lijeve klijetke i dimenzija sréanih Supljina, procjenu

dijastolicke funkcije, procjenu sréanih zalistaka 1 evaluaciju perikarda. Za procjenu globalne
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sistolicke funkcije lijeve klijetke u obliku LVEF koriStena je dvodimenzionalna

ehokardiografska analiza putem Simpsonove biplane metode.

4.3.6. Biopsija miokarda lijeve klijetke

Iglena mikrobiopsija uc¢injena je tijekom kardiokirurSke operacije u anteroseptalnom
podrucju subepikardijalnog miokarda lijeve klijetke (podruc¢je LAD arterijske opskrbe).
Dobiveno tkivo je odmah podijeljeno na dva dijela u operacijskoj sali. Jedan dio tkiva je stavljen
u ledeno-hladnu otopinu i unutar 15 minuta transportiran u istrazivacki laboratorij na Zavodu
za fiziologiju Medicinskog fakulteta u Splitu. Navedena otopina se koristila i za mjerenje
mitohondrijske respiracije, ima pH 7,1 pri 0°C i sastoji se od sljede¢ih sastavnica: 2,77 mmol/l
CaK>EGTA, 7,23 mmol/l KoEGTA, 6,56 mmol/l MgCl,, 5,7 mmol/l Na;ATP, 15 mmol/l
fosfokreatin, 20 mmol/l imidazol, 20 mmol/l taurin, 0,5 mmol/l ditiotreitol, 50 mmol/l K-
metansulfonat. Drugi dio tkiva je odmah zamrznut u teku¢em dusSiku i pohranjen na -80°C za

naknadne analize.

Aktivnosti citrat sintaze i1 piruvat dehidrogenaze u homogeniziranom tkivu lijeve
klijetke procijenjene su pomocu komercijalnih kompleta (CS0720, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD; AAMTO008-1KIT, Merck-Millipore, Burlington, Massachusetts, SAD) kako je
ranije opisano (9). Aktivnost citrat sintaze izrazena je u medunarodnim jedinicama po mg
tkivnog proteina (U/mg), a PDH kao stopa promjene apsorbancije (mOD/min) po mg

proteina.

4.3.7. Procjena mitohondrijske respiracije

Mitohondrijska respiracija odredena je kao stopa potroSnje kisika u tkivu u vlaknima
miokarda permeabiliziranim saponinom (izrazena u pmol O2/s po miligramu teZine mokrog
tkiva), pomocu elektrode tipa Clark (Oxygraph, Hansatech Instruments, Pentney, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Reprezentativni tragovi 1 stope mitohondrijske respiracije za provedene

protokole prikazani su na Slici 51 6.

27



A B
= =
B & -
£ 8 5 = = 2 =
o - o o o - s =
= = = = = = = ‘9
o =t = = - = = =z a
— -1 =~ - = o - =
2 S b = &b E Sy = £ E 3
= s -] e £ F E e 8 = N 0
E = s 3 © 5 3 E %2 z e EE 3
= = = < ] = 2 = S = 2 = S = o
& = < = E E S & & E =z =2 ©
240 250 = %
= vy ¥ v ¥ Y ¥ ¥ Yy v s i i +é 4
g g
E 230 = g 240 =~
o o
2 =
T 220~ Z 2304
e 3
g =
<é 210 E 220
g g
2 200+ 2 210+
< <
oL b
]90 LN BNN B B (L NN ANN DN BN (LN ANN BN AN (NELINL NN BN NN GLINE BN B BN (LN BN B BN DL ENL BN BN BN LB 2“0 rTrrTry T rTT Ty v rrrr T T ryrvyyng
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 0 300 600 900 1200 1500
Vrijeme (5) Vrijeme (s)

Slika 5. Reprezentativni tragovi iz respirometrijskih mjerenja. Dva eksperimentalna
protokola (A i B) su koriStena za mjerenje koncentracije kisike prilikom uzastopnog dodavanja

supstrata kao §to je naznaceno strelicama. Kratice: FCCP — trifluoro karbonilcijanid

fenilhidrazon.
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Slika 6. Brzina mitohondrijske respiracije u ranim fazama respirometrijskih mjerenja.
Prikazane su srednje vrijednosti (stupci) 1 pojedinacni (krugovi) stope potroSnje kisika.

Kratice: FCCP — trifluoro karbonilcijanid fenilhidrazon.

Za procjenu respiracije temeljene na masnim kiselinama, mitohondriji su opskrbljeni
palmitoil-karnitinom (40 pmol/l u prisutnosti 5 mmol/l malata), dok je oksidacija ugljikohidrata
procijenjena pomocu piruvata, metabolita glukoze (10 mmol/l, u prisutnost 5 mmol/l malata),
uz dodatak ADP (2,5 mmol/l) u oba protokola. Oksidacija supstrata dodatno je stimulirana
trifluorokarbonilcijanid fenilhidrazonom (FCCP; 1 pupmol/l), koji rasprSuje potencijal

mitohondrijske membrane. Maksimalna respiracija odredena je u prisutnosti svih metabolickih
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supstrata (s 5 mmol/l glutamata) i FCCP-a. Ambijentalni kisik je odrzavan iznad 210 pmol/l

kako bi se izbjeglo njegovo difuzijsko ograni¢enje u vlaknima.

4.3.8. Analiza tkiva Western blot metodom

Analiza tkiva Western blot metodom koriStena je u drugom znanstvenom istrazivanju iz
ove doktorske disertacije. Smrznuti uzorci tkiva homogenizirani su u modificiranom
radioimunoprecipitacijskom puferu (RIPA) s dodatkom inhibitora proteaze i fosfataze. Nakon
elektroforeze (SDS-PAGE; engl. sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 1
prijenosa, nitrocelulozne membrane ispitane su sljede¢im primarnim protutijelima: anti-Mfn-2
(mitofusin-2; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD), anti-PGC-la (proliferator
peroksisoma-aktivirani receptor (PPAR)-y koaktivator a, Merck, Darmstadt, Njemacka),
ukupni koktel ljudskih antitijela OXPHOS (Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo), anti-
VLCAD (vrlo dugolan¢ana acil-CoA dehidrogenaza, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Teksas, SAD), anti-HADHA (alfa podjedinica hidroksiacil-CoA dehidrogenaze, mitohondrijski
trifunkcionalni protein, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Teksas, SAD) i1 MitoProfile
Pyruvate dehydrogenase WB koktel antitijela (Abcam, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Nakon inkubacije s odgovaraju¢im sekundarnim antitijelima i SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate (Pierce/Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Sjedinjene Americke Drzave), kemiluminiscentni signal je snimljen pomocu sustava za

Chemidoc sustava (Bio-Rad Labs, Des Plaines, Ilinois, SAD).

4.4. Statisticki postupci

U statistickoj obradi prikupljenih podataka koriSten je racunalni program Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS; IBM Corp, Armonk, New York, SAD; verzija 25) i
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, Kalifornija, SAD; verzija 8.0 i 9.4) za
racunalno sucelje Windows 10. Za procjenu normalnosti raspodjele podataka koriSten je

Shapiro-Wilk test.

Kontinuirane varijable s normalnom raspodjelom prikazane su kao srednje vrijednost +
standardna devijacija, a ostale kontinuirane varijable prikazane su kao medijan (interkvartilni
raspon). Kategorijske varijable prikazane su kao broj (postotak unutar skupine). Za usporedbu

normalno raspodijeljenih kontinuiranih varijabli izmedu dvije skupine koriSten je t-test za
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neovisne uzorke, a za usporedbu ostalih kontinuiranih varijabli koriSten je Mann-Whitney test.

Za usporedbu kategorijskih varijabli izmedu skupina koristen je Chi-kvadrat test.

Za procjenu povezanosti parametrijskih kontinuranih varijabli je koriStena Pearson
analiza (dvije varijable), odnosno viSestruka linearna regresijska analiza (viSe varijabli). Za
procjenu povezanosti neparametrijskih kontinuranih varijabli je koriStena Spearman analiza
(dvije varijable), odnosno Kernel regresijska analiza (viSe varijabli) uz bootstrap metodu. U
prvom znanstvenom istrazivanju ucinjena je prilagodba za sljedece varijable: dob, indeks
tjelesne mase, plazmatska koncentracija glukoze 1 plazmatska koncentracija kolesterola. U
drugom znanstvenom istrazivanju u¢injena je prilagodba za sljedecée varijable: dob, spol, indeks

tjelesne mase i Se¢ernu bolest tipa 2. Razina statistiCke znacajnosti postavljena je na P<0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Znanstveno istrazivanje 1
4.1.1. Obiljezja promatrane populacije

Prvo znanstveno istrazivanje ukljucilo je ukupno 65 ispitanika oba spola, prosje¢no
starije Zivotne dobi (65,0 + 8,0 godina) i prekomjerne tjelesne mase (28,0 = 3,6 kg/m?). Veéina
ispitanika je imala arterijsku hipertenziju (N=37, 57,0%), dok su drugi komorbiditeti bili
prisutni u manjine ispitanika. Prema SYNTAX zbroju (medijan 5,0), vecina ispitanika imala je

nisku angiografsku kompleksnost koronarne bolesti (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovna obiljezja ispitanika

Znanstveno istraZivanje 1
Varijable

Ispitanici (n=65)

Osnovna obiljezja i komorbiditeti

Dob (godine) * 65,0 £8,0
Zenski spol? 23 (35,0%)
ITM (kg/m?) * 28,0+3,6
Seéerna bolest tipa 2* 26 (40,0%)
Arterijska hipertenzija* 37 (57,0%)
Dislipidemija* 27 (41,0%)
Pusenje* 14 (22,0%)
SYNTAX zbrojf 5,0 (0,0-20,0)
Laboratorijski parametri

Glukoza u plazmi (mmol/l) * 5,9 (5,1-8,2)
LDL-kolesterol u plazmi (mmol/1) 3,0£0,8
HDL-kolesterol u plazmi (mmol/l) * 1,3+0,3
Trigliceridi u plazmi (mmol/1) * 1,9 (1,45-2,7)
Kolesterol u plazmi (mmol/l) 5,0£1,0

Ehokardiografski parametri

Ejekcijska frakcija (%) 59,0 £ 12,0

*Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija za kontinuirane parametrijske varijable
tPodatci su prikazani kao kao medijan (interkvartilni raspon) za kontinuirane neparametrijske varijable.

}Podatci su prikazani kao kao broj (postotak) za kategorijske varijable.

Kratice: n/a—nije primjenjivo; ITM — indeks tjelesne mase; SYNTAX — SYNergy between percutaneous coronary
intervention with TAXus and coronary artery bypass surgery.
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4.1.2. Povezanost izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i antikardiolipinskih

protutijela

U jednostrukoj analizi nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu
kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i aCL-IgG antikardiolipinskih protutijela (p=0,116,
P=0,376), kao ni izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i aCL-IgM
antikardiolipinskih protutijela (p=0,114, P=0,365) (Slika 7).
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Slika 7. Povezanost kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i antikardiolipinskih
protutijela IgG i IgM (A i B). Kratice: aCL-IgG, antikardiolipinsko protutijelo imunoglobulin
G; aCL-IgM, antikardiolipinsko protutijelo imunoglobulin M; SYNTAX, SYNergy between

percutaneous coronary intervention with TAXus and coronary artery bypass surgery.
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4.1.3. Povezanost izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti, komponenti

komplementa, leptina i kolesterola

Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija izmedu kompleksnosti koronarne arterijske
bolesti i komponenti komplementa C3 i C4 (P>0,05). Takoder nije utvrdena statisticki znacajna
korelacija izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i leptina (P>0,05). Plazmatske
koncentracije kolesterola 1 LDL-kolesterola pokazale su statisticki znacajnu pozitivnu
korelaciju s kompleksnos¢u koronarne arterijske bolesti (p=0,316, P=0,018, odnosno p=0,330,
P=0,016). Plazmatske koncentracije HDL-kolesterola nisu pokazale statisticki znaCajnu

korelaciju s kompleksnos¢u koronarne arterijske bolesti (p=-0,171, P=0,221) (Slika 8).
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Slika 8. Povezanost kompleksnosti koronarne arterijske bolesti (SYNTAX) i odabranih
varijabli: C3 1 C4 komponente komplementa (A 1 B), leptin (C) i kolesterol (D), LDL (E) 1
HDL (F). Kratice: LDL, lipoprotein niske gusto¢e; HDL, lipoprotein velike gustoce
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4.1.4. Neovisna povezanost izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti 1 odabranih

varijabli, nakon prilagodbe za zbunjujuce varijable

Nakon prilagodbe za zbunjujuce varijable, utvrdena je neovisna statisticki znacajna
pozitivna korelacija kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i antikardiolipinskog protutijela
aCL-IgG (B 5,58, P=0,005), dok nije bilo neovisne povezanosti izmedu kompleksnosti
koronarne arterijske bolesti i ostalih odabranih varijabli nakon prilagodbe za dob, indeks

tjelesne mase i koncentracije glukoze 1 kolesterola u krvi (Tablica 2).

Tablica 2. ViSestruka regresijska analiza neovisne povezanosti izmedu kompleksnosti

koronarne arterijske bolesti i odabranih varijabli

Varijable B (95% interval pouzdanosti) P
aCL-IgG (GPL/ml) 5,58 (0,21 - 8,61) 0,005
aCL-IgM (MPL/ml) -2,48 (-2,04 — 5,44) 0,879

Leptin (ng/ml) -0,56 (-4,30 — 5,44) 0,743
C3 (g/) 18,96 (-2,09 — 50,39) 0,162
C4 (g/) 46,39 (-31,71 — 99,81) 0,130

Napomena: Kernel viSestruka regresija analiza. Napravljene su prilagodbe za dob, indeks tjelesne mase i
koncentracije glukoze i kolesterola u krvi.
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4.1.5. Usporedba prema spolu

Usporedba razli¢itih varijabli izmedu muskih i zenskih ispitanika pokazala je statisticki
znacajno vece vrijednosti SYNTAX zbroja (11,5 naprema 4,0, P=0,002) 1 niZze vrijednosti

leptina (4,3 + 2,3 naprema 16,8 = 12,6, P<0,001) u muskih ispitanika (Tablica 3).

Tablica 3. Usporedba odabranih varijabli prema spolu ispitanika

MusSski ispitanici  Zenski ispitanici

Varijable P
(n=42) (n=23)

Dob (godine)” 65,0+ 9,0 63,0+ 1,0 0,590
ITM (kg/m?)" 28,1+3.,0 28,1+5,0 0,990
SYNTAX zbroj' 11,5 (1,3-23,0) 4,0 (0,0-8,0) 0,002
Glukoza u plazmi (mmol/l)’ 5,9 (5,1-8,6) 5,5 (4,7-6,7) 0,102
Kolesterol u plazmi (mmol/1)* 50+1,1 5,1+£0,9 0,690
LDL-kolesterol u plazmi (mmol/l)" 3,0£0,9 3,0+0,7 0,950
HDL-kolesterol u plazmi (mmol/l)" 1,2+0,3 1,5+£04 0,010
Trigliceridi u plazmi (mmol/l)T 2,1 (1,5-2,8) 1,6 (1,1-2,1) 0,227
C-reaktivni protein (mg/dl)” 2,8+3,3 2,8+2)5 0,970
Leptin (ng/ml)” 43423 16,8+ 12,6 <0,001
aCL-IgG (GPL/ml)" 1,0£0,9 0,6 + 0,4 0,049
aCL-IgM (MPL/ml)" 0,7+0,8 0,8+ 1,0 0,620
C3 (g/l)’ 1,4+0,2 1,4+0,2 0,490
C4 (g/1)’ 0,3+0,1 0,3+0,1 0,620

*Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija za kontinuirane parametrijske varijable
tPodatci su prikazani kao kao medijan (interkvartilni raspon) za kontinuirane neparametrijske varijable.

Kratice: aCL — antikardiolipinsko protutijelo; C3 — komponenta komplementa C3; C4 — komponenta
komplementa C4; HDL — lipoprotein visoke gusto¢e; ITM — indeks tjelesne mase; LDL — lipoprotein niske
gustoce; SYNTAX — SYNergy between percutaneous coronary intervention with TAXus and coronary artery
bypass surgery.

Zanimljivo, regresijska analiza osjetljivosti je pokazala statisticki znacajnu pozitivou
korelaciju antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG 1 SYNTAX zbroja u muskih ispitanika
(B=2,27, P=0,030), dok isto nije pronadenu u Zenskih ispitanika ($=9,77, P=0,090).
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4.1.6. Povezanost izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i odabranih varijabli u

bolesnika sa Se¢ernom bolesti

Nije utvrdena statisticki znacajna korelacija kompleksnosti koronarne arterijske bolesti

1 odabranih varijabli u podskupini bolesnika sa Se¢ernom bolesti (Tablica 4).

Tablica 4. Jednostruka korelacijska analiza povezanosti izmedu kompleksnosti koronarne

arterijske bolesti i odabranih varijabli u bolesnika sa Se¢ernom bolesti

Varijable p P
aCL-IgG (GPL/ml) -0,23 0,361
aCL-IgM (MPL/ml) -0,03 0,903

Leptin (ng/ml) -0,55 0,019
C3 (g/) 0,33 0,320
C4 (g/) 0,30 0,374
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4.1.7. Povezanost izmedu ostalih varijabli

Dodatne eksploracijske analize pokazale su statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju
izmedu leptina i indeksa tjelesne mase (r=0,40, P<0,001). Nadalje, utvrdena je statisticki
znacajna pozitivna korelacija C4 komponente komplementa s C-reaktivnim proteinom i
ukupnim kolesterolom (r=0,45, p=0,006). Takoder, utvrdena je statisticki znacajna negativna

korelacija izmedu HDL kolesterola i C-reaktivnog proteina (r=-0,39, p=0,030) (Slika 9).
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Slika 9. Povezanost izmedu odabranih varijabli: leptin i I[TM (A), CRP 1 C3 (B), CRP i C4
(C), C4 1 kolesterol (D), CRP 1 HDL (E), DBP i CRP (F). Kratice: CRP, C-reaktivni protein;
DBP, dijastolicki krvni tlak; LDL, lipoprotein niske gustoce; HDL, lipoprotein velike gustoce.
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4.2. Znanstveno istrazivanje 2
4.2.1. Obiljezja promatrane populacije

Drugo znanstveno istrazivanje ukljucilo je ukupno 40 ispitanika oba spola, prosje¢no
starije Zivotne dobi (66,0 = 8,0 godina) i prekomjerne tjelesne mase (29,3 + 4,2 kg/m?). Vise od
dvije trecine ispitanika su imali arterijsku hipertenziju (N=29, 70,0%), a Cetvrtina ispitanika je
imala Secernu bolest tipa 2 (N=10, 25,0%). Prema prosjecnom EuroSCORE II zbroju (2,5 +

1,7), veéina ispitanika imala je intermedijarni rizik operacijskog zahvata (Tablica 5).

Tablica 5. Osnovna obiljezja ispitanika

Znanstveno istraZivanje 2
Varijable

Ispitanici (n=40)

Osnovna obiljezja i komorbiditeti

Dob (godine) * 66,0 + 8,0
Zenski spol? 9 (23,0%)
ITM (kg/m?) * 29,3+42
Seéerna bolest tipa 2* 10 (25,0%)
Arterijska hipertenzija* 29 (70,0%)
EuroScore IT (%)t 2,5+1,7
Laboratorijski parametri

HbAlc (%)t 6,1 +1,1
LDL-kolesterol u plazmi (mmol/1) * 2,0+0,7
HDL-kolesterol u plazmi (mmol/l)* 1,1£0,3
Trigliceridi u plazmi (mmol/I) 1,8 +£0,9°
Ehokardiografski parametri”

Ejekcijska frakcija (%) 60,4+ 12,0
LV relativna debljina stijenki (cm) 0,52 +0,7
Dijametar lijevog atrija (mm) 4,4+0,6
Brzina MV E (cm/s) 77,3 +£209
Brzina MV A (cm/s) 89,1 +£25,3
MV E/A omjer 0,8+0,2
MYV deceleracijsko vrijeme (ms) 2243 +9,2

Lijekovi*
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Acetilsalicilna kiselina

Ostali antiagregacijski lijekovi
Beta blokator

ACE inhibitor/ARB

Statin

Nitrat

Diuretik

Blokator kalcijskih kanala
Amiodaron

Inzulina

Oralni hipoglikemik

*Podatci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija za kontinuirane parametrijske varijable
tPodatci su prikazani kao kao medijan (interkvartilni raspon) za kontinuirane neparametrijske varijable.
iPodatci su prikazani kao kao broj (postotak) za kategorijske varijable.

37 (93,0%)
28 (70,0%)
32 (80,0%)
23 (58,0%)
32 (80,0%)
9 (23,0%)
5 (13,0%)
4 (10,0%)
3 (8,0%)
4 (10,0%)
13 (33,0%)

Kratice: n/a —nije primjenjivo; HbA lc — glikozirani hemoglobin; ITM — indeks tjelesne mase; LV —lijeva klijetka;

MYV — mitralni zalistak.
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4.2.2. Povezanost izmedu sréane sistolicke funkcije 1 mitohondrijske respiracije

Nije utvrdena statistiCki znacajna korelacija izmedu LVEF i1 mitohondrijske respiracije
koja je potaknuta supstratima metabolizma masnih kiselina ili ugljikohidrata. Medutim,
maksimalna mitohondrijska respiracija (u prisutnosti svih supstrata) je pokazala statisticki
znacajnu pozitivnu korelaciju s ejekcijskom frakcijom lijeve klijetke (r=0,37, P=0,020) (Slika
14).
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Slika 10. Povezanost sistoli¢ke funkcije lijeve klijetke (LVEF) s oksidativnim kapacitetom
mitohondrija. Prikazana je korelacija izmedu LVEF i1 mitohondrijske respiracije u prisutnosti

palmitoila kao glavnog supstrata (A), piruvata (B) i1 svih supstrata (maksimalna respiracija; C).

Kratice: LVEEF, ejekcijska frakcija lijeve klijetke.

41



Rezultati o statisticki znacajnoj povezanosti maksimalne mitohondrijske respiracije (u
prisutnosti svih supstrata) i LVEF su potvrdeni nakon prilagodbe za dob, spol, indeks tjelesne

mase 1 SeCernu bolest tipa 2 (Tablica 6).

Tablica 6. Povezanost izmedu ejekcijske frakcije lijeve klijetke i mitohondrijskih parametara

nakon prilagodbe za dob, spol, indeks tjelesne mase i1 dijagnozu Secerne bolesti tipa 2

P (95% interval
Varijable P-vrijednost
pouzdanosti)
Maksimalna respiracija 0,11 (0,01-0,21) 0,030
Respiracija potaknuta palmitoilom 0,19 (-0,09-0,47) 0,170
Respiracija potaknuta piruvatom 0,07 (-0,09-0,23) 0,400
Aktivnosti citrat sintaze 10,43 (-8,75-29,60) 0,280
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4.2.3. Povezanost srcane sistolicke funkcije s koli¢inom mitohondrija 1 ekspresijom

mitohondrijskih kompleksa respiratornog lanca

Nije utvrdena korelacija izmedu LVEF 1 aktivnosti citrat sintaze (Slika 11). Slicno tome,
ekspresija pojedinaénih komplekasa mitohondrijske respiracija nije pokazala korelaciju s

ejekcijskom frakcijom lijeve klijetke i maksimalnom mitohondrijskom respiracijom (Slika 11).
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Slika 11. Povezanost kontraktilnosti miokarda (LVEF) s koli¢inom mitohondrija (citrat sintaza;
A) i ekspresijom mitohondrijskih kompleksa respiratornog lanca (kompleks I-V; B-F). Kratice:
LVEF, ejekcijska frakcija lijeve klijetke.
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4.2.4. Povezanost srcane sistolicke funkcije sa mitohondrijskom biogenezom i dinamikom

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost LVEF 1 ekspresije cimbenika
mitohondrijske biogeneze 1 remodeliranja (PGC-1a i Mfn-2) u miokardu. Nadalje, izrazaj u
miokardu PGC-la i Mfn-2 proteina, takoder pokazuje statisticki znacajnu povezanost s
mitohondrijskom respiracijom u prisutnosti palmitoila, dok isto nije utvrdeno mitohondrijsku

respiraciju potaknutu piruvatom (Slika 12).
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Slika 12. Povezanost LVEF sa mitohondrijskom biogenezom i dinamikom. Prikazane su
korelacije izmedu LVEF 1 ekspresije PGC-la (A) i Mfn-2 (B) u miokardu. Takoder su
prikazane korelacije izmedu razina ekspresije PGC-la 1 Mfn-2 s respiracijom potaknutom
palmitoilom ili piruvatom; (C, D) odnosno (E, F). Kratice: LVEF, ejekcijska frakcija lijeve
klijetke; Mfn-2, mitofusin-2; PGC-1la, receptor-y koaktivator o aktiviran proliferatorom

peroksisoma.
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4.2.5. Povezanost srcane sistolicke funkcije sa ekspresijom enzima beta oksidacije masnih

kiselina

Utvrdena je statistiCki znacajna povezanost izmedu LVEF i razine glavnih enzima
odgovonih za oksidaciju masnih kiselina VLCAD (katalizira pocetni korak oksidacije
dugolancanih masnih kiselina) i HADHA (katalizira drugi i tre¢i korak B-oksidacije). S druge
strane, isto nije potvrdeno za ekspresiju glavnih podjedinica piruvat-dehidrogenaze, klju¢nog

enzima u metabolickom putu oksidacije ugljikohidrata (Slika 13).
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Slika 13. Povezanost LVEF sa ekspresijom B-oksidacijskih enzima. Prikazane su korelacije
izmedu LVEF 1 ekspresija B-oksidacijskih enzima VLCAD (A) i HADHA. (C-F) prikazuju
korelacije izmedu LVEF 1 aktivnosti te ekspresije PDH podjedinica Ela, E2 i E3bp. Kratice:
LVEF, ejekcijska frakcija lijeve klijetke; HADHA, alfa podjedinica hidroksiacil-CoA
dehidrogenaze; PDH, piruvat dehidrogenaza; VLCAD, acil-CoA dehidrogenaza vrlo dugog

lanca.
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5. RASPRAVA
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Provedenim istrazivanjima u sklopu ove doktorske disertacije smo prikupili nova
saznanja o povezanosti sistemske upale i1 stupnja koronarne arterijske bolesti nasavsi znacajnu
pozitivnu korelaciju izmedu plazmatske razine antikardiolipinskog aCL-IgG protutijela i
kompleksnosti koronarne arterijske bolesti izrazene u obliku SYNTAX zbroja. Takoder smo
pronasli povezanost mitohondrijske respiratorne sposobnosti i kapaciteta oksidacije masnih
kiselina miokarda s LVEF kod pacijenata s koronarnom arterijskom bolesti u ranim fazama

patoloskog remodeliranja miokarda i blago smanjenom sistolickom funkcijom.

U prvom znanstvenom istrazivanju istrazivali smo moguc¢i odnos izmedu imunoloskih i
proupalnih ¢imbenika (aCL protutijela, komplement C3, C4 i leptin), te tezine i opsega bolesti
koronarnih arterija. lako su ti ¢imbenici opsezno proucavani u kontekstu kardiovaskularnih i
sistemskih autoimunih bolesti, jo§ uvijek postoje praznine koje do sada nisu rijeSene. Otkrili
smo da ¢ak i kod pacijenata koji ne boluju od autoimune bolesti postoji pozitivan odnos izmedu
aCL-IgG autoantitijela i SYNTAX zbroja koji izrazava tezinu koronarne bolesti. SYNTAX
zbroj je negativno povezan s koncentracijom leptina u serumu, dok nije pronadena povezanost
s razinama faktora komplementa C3 i1 C4. Korelacije izmedu komponenti komplementa i CRP-
a, kao 1 njihova povezanost s ukupnim kolesterolom, HDL-om i dijastolickim krvnim tlakom
potvrduju poznate interakcije izmedu upalnih puteva, prometa kolesterola u krvi i vaskularnih

bolesti.

Postoje razli¢iti nacini za stupnjevanje teZine koronarne arterijske bolesti. U
svakodnevnoj klini¢koj praksi najviSe se koriste angiografski zbrojevi poput anatomskog
SYNTAX zbroja koji je validiran u brojnim populacijama. Iako je isti izvorno razvijen za
odluc¢ivanje o optimalnoj strategiji revaskularizacije (67), brojna naknadna istraZivanja su
utvrdila da SYNTAX zbroj ima prognostiCku vrijednost u predvidanju velikih
kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih dogadaja u razlictih bolesnika, ¢ime je potvrdena
njegova klinicka relevantnost (68, 69). U ovoj studiji, regrutirani pacijenti pokazali su relativno
razlicite razine ozbiljnosti koronarne bolesti —sa SYNTAX rasponom od 0 do 47. Stoga su neki
od naSih pacijenata bili zdravi (Sto se ti€e koronarne ateroskleroze), dok su neki imali

ekstenzivnu koronarnu arterijsku bolest.

Kroni¢na upala niskog stupnja ve¢ je prepoznata kao vazan ¢imbenik koji doprinosi
patoloSkom remodeliranju miokarda u razli¢itim kardiovaskularnim poremecajima (70). Upala
je klju¢na za pocetak i progresiju aterogeneze, uz standardne metabolicke rizicne ¢imbenike
poput hiperkolesterolemije. Nastavno tome, proupalni ¢imbenici poput C-reaktivnog proteina
se koriste kao dodatni biomarkeri za predvidanje rizika i stratifikaciju bolesnika s
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kardiovaskularnima bolestima (71). Ubrzana ateroskleroza je takoder utvrdena kod bolesnika
koji boluju od sistemskih autoimunosnih bolesti kao S§to su sistemski eritemski lupus i
antifosfolipidni sindrom (24). Sukladno tome, provedeno je nekoliko istrazivanja o utjecaju
protuupalnih lijekova kod bolesnika s koronarnom bolesti, a prvotni rezultati sugeriraju njihov

povoljni uc¢inak u smislu smanjenja kardiovaskularnih nezeljenih ishoda (27-30).

Poznato je da antifosfolipidna protutijela (antikardiolipinska protutijela, lupus
antikoagulans 1 anti-B2 glikoprotein I) mogu aktivirati prokoagulacijske puteve koji poticu
upalu 1 razvoj tromba djeluju¢i preko molekule B2-glikoprotein I (32). Nekoliko znanstvenih
istrazivanja je proucavalo odnos izmedu antifosfolipidnih protutijela i koronarne arterijske
bolesti (72-74). Nedavna meta-analiza podataka o 2425 bolesnika iz 11 klinickih ispitivanja
upucuje da bolesnici s poveéanim razinama antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG imaju
udvostrucen rizik od ponovnog velikog nezeljenog kardiovaskularnog dogadaja (72). Medutim,
ne postoje jasni podatci o povezanosti tezine koronarne arterijske bolesti 1 antikardiolipinskih
protutijela u bolesnika koji su podvrgnuti invazivnoj koronarografiji, §to je potaklo prvo

znanstveno istrazivanje u sklopu ove doktorske disertacije.

Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju neovisnu pozitivnu povezanost izmedu
serumskih razina antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG 1 ukupnog SYNTAX zbroja, dok nije
utvrdena zna€ajna povezanost izmedu serumskih razina aCL-IgM 1 ukupnog SYNTAX zbroja.
Navedeno moZe upucivati na vaznost trajanja upale u povezanosti s koronarnom arterijskom
bolesti. Nadalje, buduci da su svi uklju€eni bolesnici imali normalne razine antikardiolipinskog
protutijela aCL-IgG (<20 U/ml), moze se zakljuciti da se bioloski ucinci aCL-IgG protutijela
mogu ostvariti ¢ak u normalnom rasponu titra antitijela u bolesnika s odsustvom sistemske
autoimunosne bolesti. Stovise, ovi rezultati su sukladni jednom starijem istraZivanju koje je
dokazalo pozitivnu povezanost izmedu antifosfolipidnog protutijela na anti-f2-glikoprotein I 1

SYNTAX zbroja u bolesnika koji su podvrgnuti kardiokirur§koj revaskularizaciji (75).

lako je ova doktorska disertacija ispitivala isklju¢ivo sistemske serumske razine
antikardiolipinskih protutijela, lokalne razine antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG u stijenci
koronarne arterije mozda imaju vecu vaznost i ulogu. Naime, prethodno je pokazano da
molekula B2-glikoprotein I, kao glavni medijator protrombotskog i proupalnog djelovanja
antikardiolipinskih protutijela, ima znacajnu ekspresiju u podruc¢ju stanica glatkih misSica,
makrofaga 1 endotelnih stanica unutar aterosklerotske lezije (76). Primjerice, prethodno je
utvrdeno da vezanje antikardiolipinskog protutijela 1 P2-glikoproteina 1 poti¢e stvaranje
pjenastih stanica preko vezanja oksidiranog kompleksa LDL-a i P2-glikoproteina I s
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makrofazima (77). Nadalje, utvrdeno je da prijenos limfocita koji su reaktivni na [2-
glikoprotein I ostvaruje ubrzanu aterosklerozu u miSeva s knockout genom za na LDL-receptor
(76). Prema tome, daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se dodatno utvrdio utjecaj lokalnih

razina antikardiolipinskih protutijela na razvoj 1 progresiju koronarne arterijske bolesti.

Ukljuceni ispitanici iz ove doktorske disertacije su imali nisku angiografsku
kompleksnost koronarne bolesti $to treba uvaziti prilikom interpretacije rezultata istrazivanja.
Medutim, jedno starije istrazivanje autora Dinckal i1 sur. pokazalo je pozitivhu povezanost
izmedu antifosfolipidnog protutijela na anti-f2-glikoprotein I i SYNTAX zbroja u bolesnika s
uznapredovalom koronarnom arterijskom bolesti (SYNTAX zbroj >23) (75), Sto moguce
upucuje na postojanu povezanost antifosfolipidnih protutijela i SYNTAX zbroja kroz cijeli

spektrum kompleksnosti koronarne bolesti.

Osim antikardiolipinskih protutijela, ova doktorska disertacija je takoder ispitivala
povezanost komponenti sustava komplementa 1 leptina s kompleksno$¢u koronarne arterijske
bolesti. Prethodna istrazivanja su pokazala da bolesnici s antifosfolipidnim sindromom
razvijaju aktivaciju sustava komplementa, $to sugerira da bi komplement mogao imati vaznu
ulogu u protrombotskim i1 proaterogenim uc¢incima antifosfolipidnih protutijela (33). Nadalje,
povecane vrijednosti cirkulirajué¢ih proteina komplementa su prethodno povezane s
kalcifikacijama koronarnih arterija u asimptomatskih osoba (78). Medutim, rezultati ove
doktorske disertacije nisu pokazali znacajnu povezanost izmedu komponenti komplementa 1
SYNTAX zbroja. Navedeni rezultati mogli bi biti posljedica malog broja ispitanika, kao i
¢injenice da nisu mjerene aktivne komponente komplementa C3a i1 C4a. Budu¢i da je ova
doktorska disertacija ipak utvrdila pozitivnu korelaciju izmedu C4 komponente komplementa 1
poznatih medijatora koronarne arterijske bolesti kao Sto su kolesterol i C-reaktivni protein,
potrebna su daljnja istrazivanja s ve¢im brojem ispitanika kako bi se razjasnila prava uloga

komplementa u patofiziologiji koronarne arterijske bolesti.

Jedan od vaznih pleiotropnih ¢imbenika koji moduliraju upalni odgovor jest leptin (79,
80), hormon koji izluuju stanice bijelog masnog tkiva, s primarnom ulogom u regulaciji
energetske ravnoteze 1 metabolizma (81). Osim $to ima metabolicku ulogu, pokazano je da
leptin moze imati proupalne ucinke (82, 83), s mogucéim proaterogenim posljedicama (84, 85).
Ipak, rezultati dostupnih istrazivanja o povezanosti leptina i koronarne arterijske bolesti nisu
konzistentni (34, 35, 79). Ova doktorska disertacija takoder nije utvrdila znaajnu neovisnu
povezanost izmedu leptina 1 SYNTAX zbroja §to moZebitno sugerira da interakcija upale 1
progresije koronarne arterijske bolesti nije posredovana pretpostavljenim proupalnim u¢incima
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leptina. Ipak, zbog malog broja ispitanika nije moguce donijeti definitivne zakljucke, ve¢ su

potrebna daljnja istrazivanja o ovoj temi.

Zakljucno, utvrdene su znacajne spolne razlike u kompleksnosti koronarne arterijske
bolesti, kao 1 u razinama antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG, pri ¢emu muskarci u nasem
uzorku imaju tezu koronarnu arterijsku bolesti 1 visi titar protutijela. Nakon prilagodbe za
zbunjujuce varijable, utvrdena je znacajna pozitivna povezanost izmedu antikardiolipinskog
protutijela aCL-IgG 1 SYNTAX zbroja u musSkaraca, dok isto nije potvrdeno za zenske
ispitanike. Navedeno bi moglo biti posljedica manjeg broja zenskih ispitanika, kao 1 nizih
vrijednosti SYNTAX zbroja u zenskih ispitanika. Nadalje, Zenski ispitanici su takoder imali
veée serumske razine leptina u usporedbi s muskarcima. Ove spolne razlike u skladu su s
prethodnim znanstvenim istrazivanjima (86). S druge strane, podanaliza u bolesnika s Se¢ernom
bolesti nije utvrdila znacajnu povezanost antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG i SYNTAX
zbroja $to takoder moze biti posljedica malog broja ispitanika, ali i specifi¢nost populacije

bolesnika sa Se¢ernom bolesti (87), zbog Cega su potrebna daljnja istrazivanja.

U drugom znanstvenom istrazivanju utvrdena je znacajna povezanost LVEF s
kapacitetom mitohondrijske respiracije i [B-oksidacije, koriStenjem izravnih mjerenja u
bioptatima miokarda lijeve klijetke. Nadalje, utvrdena je pozitivna povezanost izmedu glavnih
pokretaca mitohondrijske biogeneze/remodeliranja (PGC-lo 1 Mifn-2) 1 mitohondrijske
respiracije posredovane masnim kiselinama, dok ista povezanost nije nadena s

mitohondrijskom respiracijom posredovanom ugljikohidratima.

Postojeca istraZivanja o ulozi mitohondrijskoj respiratorne funkcije u kroni¢nom
sr¢anom zatajivanju uglavnom su radena na miokardu pretklijetki, dok su istrazivanja koja su
koristila miokard lijeve klijetke ukljucivale bolesnike u zavrSnom stadiju kroni¢nog zatajenja
srca (88-91). Dio tih istrazivanja je ukljucio bolesnike koji su bili lije¢eni uredajem za potporu
lijeve klijetke ili transplantacijom srca zbog cega su uglavnom pokazivali smanjenu
mitohondrijsku respiraciju u sklopu terminalnog zatajenja srca. Takoder, uznapredovalo
kroni¢no zatajenje srca je povezano s gubitkom metabolicke fleksibilnosti (89, 90, 92) te
smanjenjem oksidacije masnih kiselina i pove¢anog koriStenja ugljikohidrata (60). To je u
suprotnosti sa zdravim miokardom koji pretezito koristi masne kiseline, ali takoder posjeduje

visoku metabolic¢ku fleksibilnost kada dode do promjene dostupnosti supstrata (65).

S ciljem identificiranja mitohondrijskih promjena koje prethode zna¢ajnom smanjenju

kontraktilne funkcije srca, ukljucili smo bolesnike podvrgnute operaciji ugradnje koronarne
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premosnice (coronary artery bypass grafting, CABG) s normalnom do blago smanjenom
sr¢anom sistolickom funkcijom. Utvrdili smo pozitivhu korelaciju LVEF i1 maksimalne
mitohondrijske respiracije u populaciji bolesnika s ejekcijskom frakcijom >40%. Ovi rezultiati
su u skladu s prethodnima koji su pokazali da dolazi do progresivno manje mitohondrijske
respiracije s porastom NYHA klase (90). S druge strane, nismo pronasli povezanost izmedu
LVEF i mitohondrijske respiracije posredovane ugljikohidratima (piruvat), kao ni LVEF i

mitohondrijske respiracije posredovane masnim kiselinama (palmitoil).

Nadalje, u ovoj doktorskoj disertaciji nije utvrdena povezanost izmedu aktivnosti citrat
sintaze, pokazatelja koli¢ine mitohondrija, i LVEF, §to je u skladu s prethodnim istrazivanjima
(90). Za razliku od ranijih istrazivanja koja su utvrdila smanjenu ekspresiju respiratornog
kompleksa I, kao 1 smanjenu respiraciju povezanu s kompleksom I u miokardu bolesnika sa
terminalnim stadijem kroni¢nog zatajenja srca (90, 93), ovdje nije utvrdena povezanost izmedu
ekspresije mitohondrijskih respiracijskih kompleksa i LVEF. Takoder, nije utvrdena asocijacija
izmedu LVEF 1 mitohondrijske respiracije u prisutnosti supstrata koji proizvode NADH
(piruvat, malat 1 glutamat). Navedeni rezultat sugerira da smanjenje funkcije respiracijskog

kompleksa I ne pridonosi blagoj sistolickoj disfunkciji u bolesnika s koronarnom bolesti.

Normalna funkcija mitohondrija regulirana je procesima koji ukljucuju biogenezu i dinamiku
mitohondrija (fisijja/fuzija), kao 1 ciS¢enje nevaljalih mitohondrija. Glavni regulator
mitohondrijske funkcije u tkivima s visokim oksidativnim metabolizmom je inducibilni
transkripcijski PPAR-y koaktivator a (PGCI-a) (94, 95). Brojna istrazivanja provedena na
zivotinjskim modelima pokazala su da su PGC-1a 1 njegovi ciljni putovi smanjeni u uvjetima
patoloske srcane hipertrofije i zatajenja srca (96). Podatci iz istraZivanja na ljudima su rijetki i
uglavnom su temeljeni na populaciji bolesnika s uznapredovalim ili terminalnim stadijima
zatajenja srca koji inaCe pokazuju varijabilnu ekspresiju PGC-1a (97, 98). Ipak, analiza na
bolesnicima s ocuvanom ejekcijskom frakcijom (LVEF>55%) pokazala je da je razina
ekspresije PGC-1a pozitivno korelirana sa sistolickom funkcijom. Dodatni vazni ¢imbenik za
odrZavanje mitohondrijske funkcije je Mfn-2, koji upravlja ranim koracima mitohondrijske
membranske fuzije (99). Prethodno je utvrdeno da je patoloSko remodeliranje u kroni¢cnom
zatajenju srca povezano s nizom regulacijom Mfn-2, kao i s malim fragmentiranim
mitohondrijima (91, 99). Ova doktorska disertacija potvrduju povezanost izmedu Mfn-2 i

sistolicke funkcije lijeve klijetke ¢ak i kod bolesnika s normalnom LVEF.

Ekspresija PGC-1a je takoder korelirala s mitohondrijskom respiracijom posredovanom
palmitoilom, $to ponovno naglaSava vaznost PGC-la za metabolizam masnih kiselina u
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miokardu (95, 96, 100). S druge strane, veza nije utvrdena izmedu PGC-1a 1 mitohondrijske
respiracije posredovane piruvatom. Slicno tome, ekspresija Mfn-2 je pokazala pozitivnu
povezanost s mitohondrijskom respiracijom posredovanom palmitoilom, ali ne 1 s
mitohondrijskom respiracijom posredovanom piruvatom. Navedeni podatci pozitivne
korelacije izmedu mitohondrijske oksidacije masnih kiselina i Mfn-2 mogu se objasniti
¢injenicom da PGC-1la, snazan regulator mitohondrijske oksidacije masnih kiselina, takoder
stimulira ekspresiju Mfn-2 (101). Budu¢i da izravni ucinak Mfn-2 na metabolizam
mitohondrijskih lipida jo§ nije detaljno istrazen (102), isto bi moglo biti predmet buducih

ciljanih istrazivanja.

Nadalje, ekspresija B-oksidacijskih enzima VLCAD 1 HADHA pokazala je povezanost
s LVEF. Ova povezanost nije potvrdena za aktivnost i ekspresiju piruvat-dehidrogenaze
(enzima koji ograni¢ava brzinu metabolizma ugljikohidrata), §to sugerira da ve¢ u ranim fazama
metabolickog remodeliranja srcu postoji vezu izmedu sistolicke funkcije i mitohondrijskog
kapaciteta za koriStenje masnih kiselina. Medutim, ista veza ne postoji s metabolickim putem

oksidacije ugljikohidrata.

Smanjena mitohondrijska oksidacija masnih kiselina, u kombinaciji s njihovom
povecanom plazmatskom razinom i njihovim povecanim unosom u stanice miokarda, dovodi
do pojacanog usmjeravanja unutarstanicnih masnih kiselina prema sintezi lipida. Prvenstveno
je rije¢ o sintezi inertnih triacilglicerola koji se pohranjuju u obliku lipidnih kapljica (103).
Masne kiseline se mogu ugraditi i1 toksi¢ne spojeve poput diacilglicerola i ceramida. Utvrdeno
je da su molekule ceramida koje sadrze dugolancane masne kiseline posebno Stetne (66), a

njihova je razina pove¢ana u miokardu bolesnika sa zatajenjem srca (66, 104).

Znanstvena istrazivanja iz ove doktorske disertacije imaju odredena ograni¢enja. Prije
svega, ne moze se iskljuciti utjecaj heterogenosti populacije na rezultate znanstvenih
istrazivanja. Naime, u prvom znanstvenom istrazivanju iz doktorske disertacije ispitivana je
populacija s heterogenim vrijednostima SYNTAX zbroja $to upucuje na razli¢itu kompleksnost
koronarne bolesti — od odsustva znacajne koronarne bolesti do ekstenzivne koronarne arterijske
bolesti. Nadalje, istraZivanja su usmjerena na ciljane populacije bolesnika koji su podvrgnuti
invazivnoj koronarografiji, odnosno kardiokirurskoj revaskularizaciji miokarda, zbog cega su
moguce selekcijske sustavne pogreske. Prema tome, rezultate ove doktorske disertacije treba
primjenjivati isklju¢ivo na populaciju bolesnika koja odgovara uklju¢nim 1 isklju¢nim
kriterijima istrazivanja. Primjerice, bolesnici iz drugog znanstvenog istrazivanja imali su
znaajnu koronarnu bolest koja je zahtijevala kirurSku revaskularizaciju, a regija bioptata
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(prednji septum) je imala smanjenu krvnu opskrbu, pa se ovi rezultati odnose isklju¢ivo na ovu
populaciju bolesnika (105). Kod dijela bolesnika iz drugog znanstvenog istrazivanja nije bilo
mogucée provesti sva mjerenja zbog nedostatne mase biopsijskog tkiva (10 mg ili manje).
Zavrsno, nije moguce iskljuciti sustavnu pogresku zbog utjecaja zbunjujucih varijabli na
rezultate istrazivanja. Primjerice, neki od uklju¢enih bolesnika imali su Se¢ernu bolest tipa 2 Sto
moze utjecati na funkciju mitohondrija (106). Ipak, autori su tezili eliminaciji utjecaja
zbunjuju¢ih varijabli na rezultate istrazivanja koriStenjem viSestruke regresijske analize.
Sukladno navedenome, rezultate ove doktorske disertacije treba interpretirati u skladu s

ogranicenjima istrazivanja.

Zaklju¢no, ova doktorska disertacija utvrdila je znac¢ajnu pozitivnu povezanost izmedu
antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG, kao surogata kroni¢ne upale, i kompleksnosti
koronarne arterijske bolesti u obliku SYNTAX zbroja. Navedena povezanost nije utvrdena za
ostale medijatore upale poput antikardiolipinskog protutijela aCL-IgM, komponenti
komplementa C3 i C4, te leptina. Takoder, ova doktorska disertacija utvrdila je znacajnu
pozitivnu povezanost LVEF i mitohondrijske respiracije, kao i1 pozitivnu povezanost LVEF i
kapaciteta oksidacije masnih kiselina. Oksidacija ugljikohidrata ne pokazuje povezanost s

LVEF u ovoj populaciji bolesnika.
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6. ZAKLJUCCI
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Nase prvo istrazivanje je pokazalo postojanje znacajne povezanosti izmedu autoimunog
odgovora na kardiolipin i tezine koronarne arterijske bolesti, cak 1 u odsutnosti autoimune
bolesti. S obzirom na prethodna saznanja o poviSenim razinama antikardiolipinskih protutijela
kod bolesnika s ponavljanim kardiovaskularnim incidentima, nasi rezultati naglasavaju potrebu
za dodatnim istrazivanjima uloge antikardiolipinskih protutijela u razvoju koronarne arterijske
bolesti te potencijalnog razvoja novih dijagnostickih i terapijskih pristupa s fokusom na

autoimuni odgovor.

Nase drugo istrazivanje je pokazalo da bolesnici s blago oslabljenom sréanom
kontraktilnom funkcijom imaju promjene mitohondrijskog metabolizma u miokardu, sa
smanjenjem respiratornog i1 beta oksidacijskog kapaciteta. Ovo smanjenje kapaciteta sréanog
tkiva za proizvodnju energije najvjerojatnije doprinosi patoloskom remodeliranju miokarda i
daljnjem propadanju sréane kontraktilne funkcije. NaSi rezultati upucuju na vaznost daljnjih
istrazivanja s fokusom na usporavanje promjena mitohondrijske funkcije u kroni¢énom sréanom

zatajivanju.
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7. SAZETAK
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Cilj istrazivanja: Svrha ovih istrazivanja bila je utvrditi povezanost izmedu kompleksnosti
koronarne arterijske bolesti i proupalnih ¢imbenika u obliku antikardiolipinskih protutijela, kao
i utvrditi povezanost izmedu globalne sistolicke funkcije lijeve klijetke 1 parametara

mitohondrijske respiracije.

Materijali i metode: Provedena su opservacijska, presjecna, klinicka znanstvena istrazivanja.
Obuhvaceno je ukupno 65 odraslih bolesnika koji su podvrgnuti invazivnoj koronarografiji
zbog sumnje na koronarnu arterijsku bolest (prvo istrazivanje) i 40 odraslih bolesnika koji su
podvrgnuti elektivnoj kardiokirurskoj revaskularizaciji miokarda zbog znacajne koronarne
arterijske bolesti (drugo istrazivanje). Svi ispitanici podvrgnuti su detaljnoj anamnezi,
fizikalnom pregledu i ehokardiografskim mjerenjima. Ispitanici iz drugog istrazivanja su
interaoperacijski podvrgnuti biopsiji miokarda, te naknadnim eksperimentalnim procjenama

mitohondrijske funkcije u tkivu miokarda.

Rezultati: Utvrdena je neovisna statisticki znacajna pozitivna korelacija kompleksnosti
koronarne arterijske bolesti 1 antikardiolipinskog protutijela aCL-IgG (B 5,58, P=0,005), dok
nije bilo neovisne povezanosti izmedu kompleksnosti koronarne arterijske bolesti i ostalih
odabranih varijabli (aCL-IgG, leptin, C3, C4) nakon prilagodbe za dob, indeks tjelesne mase i
koncentracije glukoze i kolesterola u krvi. Nadalje, utvrdena je statisti¢ki znacajna pozitivna
korelacija izmedu maksimalne mitohondrijske respiracije u tkivu miokarda i ejekcijske frakcije
lijeve klijetke (r=0,37, P=0,020), $to je potvrdeno nakon prilagodbe za zbunjujuce varijable (3
0,11, P=0,030). Slicno tome, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
ejekcijske frakcije lijeve klijetke 1 izrazaja glavnih enzima oksidacije masnih kiselina. S druge
strane, nije utvrdena znacajna povezanost izmedu sréane sistolicke funkcije i indikatora
mitohondrijske koli¢ine u tkivu, niti razine pojedinih respiratornih komplekasa. Takoder, nije
nadena znacajna korelacija izmedu sréane sistolicke funkcije 1 mitohondrijskog kapaciteta za

oksidaciju ugljikohidrata.

Zakljudci: Razine antikardiolipinskog aCL-IgG protutijela su znacajno povezane sa
kompleksnosti koronarne arterijske bolesti u obliku SYNTAX zbroja, dok ista veza ne postoji
s ostale medijatore upale poput antikardiolipinskog protutijela aCL-IgM, komponenti
komplementa C3 i C4, te leptina. Takoder, kod pacijenata u ranim fazama patoloSkog
remodeliranja miokarda i blago smanjenom sistolickom funkcijom, postoji veza izmedu LVEF

1 mitohondrijske respiratorne sposobnosti te kapaciteta oksidacije masnih kiselina.
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8. SUMMARY
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Doctoral dissertation title: Changes in inflammatory markers and reduced cardiomyocyte

mitochondrial activity in patients with coronary artery disease and mild systolic dysfunction.

Objectives: The aim of this study was to determine the relationship between the complexity of
coronary artery disease and pro-inflammatory factors in the form of anticardiolipin antibodies,
as well as to determine the relationship between global left ventricular systolic function and

mitochondrial respiration parameters.

Materials and methods: An observational, cross-sectional, clinical research was conducted. A
total of 65 adult patients who underwent invasive coronary angiography due to suspected
coronary artery disease (first study) and 40 adult patients who underwent elective surgical
myocardial revascularization due to significant coronary artery disease (second study) were
included. All subjects underwent a detailed medical history, physical examination and
echocardiographic measurements. Subjects from the second study underwent intraoperative
myocardial biopsy, which was followed by subsequent experimental assessments of

mitochondrial function in biopsied myocardial tissue.

Results: An independent statistically significant positive correlation of the complexity of
coronary artery disease (SYNTAX score) and anticardiolipin antibody aCL-IgG was
determined (B 5.58, P=0.005), while there was no such association for other selected variables
(aCL-IgG, leptin, C3, C4) after adjusting for age, body mass index, glucose and cholesterol
levels. Furthermore, a statistically significant positive correlation was found between maximal
mitochondrial respiration in myocardial tissue and left ventricular ejection fraction (r=0.37,
P=0.020), which was confirmed after adjustment for confounding variables ($ 0.11, P =0.030).
Similarly, a statistically significant positive correlation was found between the left ventricular
ejection fraction and the expression of the main fatty acid oxidation enzymes. On the other
hand, no significant correlation was found between cardiac systolic function and indicators of
mitochondrial quantity in the tissue, nor the level of individual respiratory complexes. Also, no
significant correlation was found between cardiac systolic function and mitochondrial capacity

for carbohydrate oxidation.

Conclusions: Anticardiolipin aCL-IgG antibody levels are significantly related to the
complexity of coronary artery disease in the form of SYNTAX score, while the same
relationship does not exist with other mediators of inflammation such as anticardiolipin
antibody aCL-IgM, complement components C3 and C4, and leptin. Also, in patients in the

early stages of pathological remodeling of the myocardium and slightly reduced systolic
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function, there is a relationship between LVEF and mitochondrial respiratory ability and fatty

acid oxidation capacity.
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