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1. UVOD

1.1.  Akutni infarkt miokarda

Akutni infarkt miokarda (AIM) pripada skupini ishemijskih bolesti srca. Ishemijska
bolest srca moZe biti akutna 1 kroni¢na (stabilna). Akutna se dijeli na akutni infarkt miokarda
sa ST-elevacijom 1 bez nje, te na nestabilnu anginu pektoris (Topi¢ 1 sur., ured., 2018).

Prema tre€oj univerzalnoj definiciji infarkta miokarda (UDMI) koju su objavile krovne
svjetske kardioloske udruge i1 Svjetska zdravstvena organizacija (European Society of
Cardiology/American College of Cardiology Foundation/American Heart Association/World
Heart Federation) termin ,,akutni infarkt miokarda* koristi se u slucaju postojanja klini¢kih
dokaza nekroze miokarda koja odgovara akutnoj ishemiji (Kristin Newby, 2017). Definicija
definira kriterije za postavljanje dijagnoze AIM, a kriteriji uklju¢uju detekciju porasta 1/ili
snizenja vrijednosti biomarkera (najbolje troponina I ili T) s minimalno jednom vrijednosti
iznad 99. percentile vrijednosti zdrave populacije te barem jedan od sljedecih kriterija:
prisutnost simptoma ishemije, promjene u EKG-u (npr. pojava ST-elevacije, razvoj patoloskih
Q-valova, novi blok lijeve grane), slikovni dokaz novog gubitka odrzivog miokarda ili nova
abnormalnost u mobilnosti stijenke 1 prisutnost unutarkoronarnog tromba utvrdenog
angiografijom ili obdukcijom (Thygesen 1 sur., 2007).

Prema trecoj UDMI postoji 5 kategorija, ili ,.tipova® akutnog infarkta miokarda. U
praksi se naj¢esce susrecemo s prva dva tipa. ,,Tip 1“ AIM nastaje zbog rupture
aterosklerotskog plaka 1 okluzije koronarne arterije trombom, §to za posljedicu ima ishemiju,
leziju 1 nekrozu miocita, dok je ,tip 2° AIM posljedica neuravnoteZenosti izmedu opskrbe 1
potraznje miokarda kisikom (npr. kod anemija, endotelne disfunkcije, spazma koronarne
arterije, respiratornih poremecaja) (Kristin Newby, 2017).

Ponekad se kod pacijenata mogu istovremeno ili konsekutivno pojaviti visSe tipova
AIM. Vazno je napomenuti da termin AIM ne ukljucuje smrt stanica miokarda uzrokovanu
mehanickom ozljedom pri aortokoronarnom premoscéenju (engl. bypass), niti nekrozu

miokarda uzrokovanu npr. zatajenjem srca, sepsom i1 miokarditisom (Thygesen 1 sur., 2007).

1.1.1. Patofiziologija

S obzirom na dinamiku u EKG-u razlikujemo dvije osnovne skupine AIM: a) Akutni
infarkt miokarda sa ST-elevacijom (engl. ST-elevation myocardial infarction, STEMI) koji je
pracen potpunim gubitkom sréanog krvnog protoka, a manifestira se akutnom boli u prsima te

ST-elevacijom koja traje dulje od 20 minuta; b) Akutni infarkt miokarda bez ST-elevacije



(engl. non ST-elevated myocardial infarction, NSTEMI) koji je pracen samo djelomic¢nim
gubitkom sr¢anog protoka, a manifestira se bolovima u prsima te eventualnom dinamikom u
EKG-u (koja nije ST-elevacija) (Topié i sur., ured., 2018; Cvorisc¢ec i Capelak ured., 2009).
procesom ateroskleroze. Ateroskleroza je proces koji traje godinama, a pocinje nakupljanjem
LDL kolesterola i zasi¢enih masti u intimi (unutra$njem sloju) krvnih Zila. Nakon toga slijedi
adhezija leukocita na endotel, a zatim dijapedeza i ulazak u intimu, gdje leukociti akumuliraju
lipide 1 postaju pjenaste stanice koje su bogat izvor proupalnih medijatora. Nastala
aterosklerotska lezija naziva se masna pruga. Idu¢i korak je migracija i proliferacija stanica
glaktih miSi¢a iz medija te taloZenje izvanstani¢nog matriksa, ukljucujuéi proteoglikane,
intersticijski kolagen 1 elastinska vlakna. Neke od stanica glatkih miSi¢a u uznapredovalim
plakovima pokazuju apoptozu. Kako se plak razvija Cesto stvara i kalcifikacije. Plak je u
pocetku okrenut s vanjske strane, a kasnije se izbo€uje u lumen krvnih zZila. Nastala stenoza
uzrokuje smanjen protok kroz krvnu zilu, dovode¢i do angine. Kada aterosklerotski plak
probije endotel (tzv. ruptura aterosklerotskog plaka) 1 dode u doticaj s krvi, dolazi do
izlaganje tvari poput kolagena koje poti¢u aktivaciju 1 agregaciju trombocita. Nastaje ugruSak
koji potpuno prije¢i protok krvi. Upravo je STEMI najesce uzrokovan potpunom i
perzistiraju¢om okluzijom koronarne arterije krvnim ugruskom (trombom) s posljedicnim
razvojem opsezne zone nekroze, a S§to uzrokuje trajnu ST-elevaciju u EKG-u
(www.epocrates.com). Do STEMI-ja u rijetkim slucajevima mogu dovesti 1 ne-aterogena
oStecenja koronarnih krvnih zila: arteritisi, traumatska disekcija aorte, spazam, zloupotreba
kokaina, kontuzija srca ili urodene abnormalnosti koronarnih zila. STEMI se najceSc¢e javlja u
jutarnjim satima S§to se objasnjava kombinacijom [-adrenergicke stimulacije (povecan
vaskularni tonus 1 arterijski tlak), hiperkoagubilnosti krvi 1 hiperaktivnosti trombocita (Nikoli¢
isur., 2012).

Odmah nakon akutnog koronarnog zacepljenja protok krvi u koronarnim Zzilama iza
zaCepljenja prestaje, s izuzetkom male koli¢ine krvi koja pritjee kolateralama iz okolnih Zila.
Zahvacena zona miokarda odmah gubi sposobnost kontrakcije, dok se kod neinfraktiranih
zona u pocetku javlja hiperkineza, vjerojatno kao rezultat kompenzacijskih mehanizama poput
simpaticke aktivnosti 1 Frank-Starlingovog mehanizma.Tijekom nekoliko sati posto je prestala
opskrba krvlju, stanice miokarda odumiru. Kad je infarktom zahvacen veliki dio miokarda
smanjuje se sposobnost zahvacene klijetke da izbacuje krv pa je tako smanjen i1 sr¢ani minutni
volumen. Kada se kontrahiraju zdravi dijelovi ventrikularnog mi$i¢a, ishemi¢ni se dio miSica

ne kontrahira, ve¢ se djelovanjem tlaka u klijetki izboCuje prema van (tzv. sistolicko

2



istezanje). Kada se srce vise ne moze toliko jako kontrahirati da bi izbacilo dovoljno krvi u
periferno arterijsko stablo, nastaje zatajenje srca i odumiranje perifernih tkiva zbog periferne
ishemije. To se stanje zove kardiogeni Sok, a nastaje gotovo uvijek kada je infarktom
zahvaceno vise od 40% lijeve klijetke (www.epocrates.com; Guyton i Hall, 2006).

Na animalnim modelima je zapaZeno da se ozljeda miokarda Siri od unutarnjeg sloja
sr¢anog miSica (subendokardijalni miSiéni sloj) do vanjskog sloja (subepikardijalni miSi¢ni
sloj), nakon Cega se kaze da je infrakcija ,,pune debljine. Kod onih koji prezive STEMI,
odumrlo misi¢no tkivo postepeno se zamjenjuje oziljnim tkivom (fibroza), a sam stupanj
oStec¢enja miokarda odredit ¢e njegovu sposobnost izbacivanja krvi 1 moguc¢ razvoj zatajenja

srca (National Clinical Guideline Centre, 2013).

1.1.2. Simptomi

Tipic¢ni 1 vodeci simptom u bolesnika s AIM je snazna i naglo nastala bol u prsisu koja
se Cesto Siri u donju Celjust, lijevo rame i/ili lijevu ruku 1 traje neprekidno kroz 30 do 60
minuta. Medutim simptomi mogu biti netipi¢ni pa se bol moze osjetiti u trbuhu, Siriti u desnu
ruku ili bolesnik uopée nema bolova ve¢ prevladavaju nespecificni simptomi poput opce
slabosti, nedostatka zraka ili muc¢nine. Ovoj netipi¢noj klini¢koj slici skolinje su osobe sa
Sec¢ernom bolesti, Zene 1 stariji bolesnici (Serti€ 1 sur., ured., 2015). Registri pokazuju da 30%
pacijenata sa STEMI-jem ima atipi¢ne simptome infarkta (Steg i sur., 2012). Simptomi
ishemije se mogu pojaviti puno prije samog AIM, medutim zbog nepravremene intervencije

dolazi do samog incidenta.

1.1.3. Epidemiologija

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (SZO), 12 milijuna ljudi godi$nje
umre zbog kardiovaskularnih bolesti. Kardiovaskularne bolesti time uzrokuju 50% ukupne
smrtnosti (Nikoli¢ 1 sur., 2012). Akutni infarkt miokarda je najteZa manifestacija bolesti
koronarnih arterija, koja godiSnje uzrokuje viSe od 2 milijuna smrtnih slucajeva u SAD-u 1
viSe od 4 milijjuna u Europi 1 sjevernoj Aziji. Od akutnog infarkta miokarda, umre 50%
pacijenata prije nego Sto dode do bolnice, dok kod pacijenata koji su hospitalizirani mortalitet
iznosi 5-10%. Od 1990-e do danas incidencija STEMI-ja se smanjila, a NSTEMI-ja blago
povecala. NSTEMI je ucestaliji nego STEMI 1 ¢ini 60-75% svih sluc¢ajeva akutnog infarkta
miokarda (Reed 1 sur., 2016). Godi$nja incidencija pacijenata s NSTEMI-jem je oko 3/1000
stanovnika, a pacijenata sa STEMI-jem oko 66/100000. Hospitalni mortalitet je visi kada je

rije¢ o pacijentima sa STEMI-jem, ali se taj broj s vremenom mijenja tako da se nakon 6



mjeseci izjednacuje te je mortalitet u objema skupinama oko 12 do 13% (Topi¢ 1 sur., ured.,
2018). Prije uvodenja koronarnih jedinica Sezdesetih godina 20. stoljeca, hospitalni mortalitet
je iznosio oko 25-30%. Mortalitet 1980-ih godina prije reperfuzijske terapije iznosio je 16%
(Nikoli¢ 1 sur., 2012), dok je razvoj moderne intervencijske kardiologije tijekom 2000-tih

doveo je do sniZenja unutarbolnickog mortaliteta u AIM do razine od oko 5% (Babi¢, 2016).

1.1.4. Laboratorijska dijagnostika

Odredivanje biljega sranog osSte¢enja u krvi jedna je od klju¢nih pretraga prilikom
postavljanje dijagnoze AIM. Razlog tomu je $to nisu svi sluc¢ajevi AIM praceni promjenama u
EKG-u 1 tipicnim simptomima. Laboratorijske pretrage mogu pomo¢i 1 pri procjeni tezine
oStecenja, pracenju uspjesnosti terapije te u procjeni rizika i prognoze bolesti (Topi¢ i sur.,
ured., 2018).

Sr¢ani biljezi su proteinske molekule specificne za srce koje se oslobadaju pri
oStecenju sréanih stanica. Najvazniji od njih je troponin (T ili I) kojeg smatramo biljegom
najvece dijagnosticke specifi¢nosti. Njegov porast u serumu biljezi se ve¢ nekoliko sati nakon
sr¢anog oStecenja, a vrijednosti ostaju povisene 1 do dva tjedna. Danas su dostupni tzv.
visokoosjetljivi testovi (engl. high sensitive, hs) za mjerenje troponina koji omogucuju
detekciju malih promjena u koncentraciji, a Sto je od kljuCne vaznosti u postavljanju
dijagnoze s obzirom da se tropnin mjeri tri puta u zadanim vremenskim intervalima. Delta
troponina (promjena vrijednosti nakon tri sata) kljucna je za razlikovanje akutnih promjena od
stabilnih kroni¢no poviSenih vrijednosti. Kod pacijenata s AIM, koncentracija troponina
mjerena tri ili Cetiri dana nakon infarkta moze pomoc¢i u procjeni jacine infarkta i u dinamici
nekroze (Topi€ 1 sur., ured., 2018)..

Od op¢ih laboratorijskih pretraga mogu se koristiti odredivanje koncentracije
elektrolita, kompletna krvna slika (u AIM broj leukocita u krvi poraste nakon nekoliko sati, te
dosegne vrijednost 12 do 15 x 10°/L, a ostaje povisen tri do sedam dana,a sedimentacija je
lagano poviSena ili unutar referentnog intervala) te odredivanje acidobaznog statusa (pH,
parcijalni tlak kisika 1 ugljikovog dioksida u krvi). Koriste se 1 laboratorijske pretrage koje
upucuju na funkciju drugih organa poput jetre 1 bubrega (npr. kreatinin, ureja, jetreni enzimi)

(Topi€ 1 sur., ured., 2018).

1.1.5. LijeCenje

Pacijenti sa STEMI-jem zahtjevaju hitnu koronarografiju i1 intervenciju. Inicijalni

postupci ukljucuju nadzor 1 stabiliziranje vitalnih funkcija bolesnika, ublazavanje angioznih



bolova (nitrati, pripravci morfija, B-blokatori) 1 primjenu antitrombocitnih lijekova. Bolenik
mora §to prije dobiti acetilsalicilnu kiselinu (ASK) u dozi zasi¢enja od 300 mg jer sama ASK
umanjuje smrtnost za Cetvrtinu. Osim ASK obavezna je primjena jo$ jednog antitrombocitnog
lijeka iz skupine blokatora ADP receptora na trombocitima (npr. klopidogrela). Tijekom rane
faze bolesnik mora biti neprekidno monitoriran zbog visokog rizika od iznenadne smrti
uzrokovane zlo¢udnim ventrikularnim aritmijama (Serti¢ 1 sur., ured., 2015).

Osnovni cilj u bolesnika sa STEMI-jem je Sto prije zapoceti reperfuzijsko lijecenje jer
se odgadanjem rekanalizacije zacepljene koronarne arterije gubi sve vise miokarda pri ¢emu
raste rizik od smrti 1 ostalih komplikacija infarkta, osobito sr¢anog popustanja. Reperfuzijsko
lije€enje ukljucuje fibrinolizu 1 perkutanu koronarnu intervenciju (PCI) (Serti¢ 1 sur., ured.,
2015). Perkutana koronarna intervencija u akutnom infarktu miokarda obuhvaca primarnu
PCI, PCI kombiniranu s farmakoloSkom reperfuzijskom terapijom i spaSavajucu ili tzv. rescue
PCI nakon neuspjele fibrinolize. Primarna ili direktna angioplastika s implantacijom stenta ili
bez nje znaci primjenu perkutane transluminalne koronarne angioplastika (PTCA) u bolesnika
s akutnim infarktom miokarda bez prethodne fibrinoliticke terapije. Primarna PCI-a danas je
terapija izbora u lijeCenju AIM-a (Mihatov, 2003). PTCA se izvodi perkutanom punkcijom
femoralne, radijalne ili brahijalne arterije. Zi¢ana vodilica se umece u veliku perifernu arteriju
1 uvodi do odgovaraju¢eg koronarnog usca. Kateter s balonom navoden fluoroskopski ili
intravaskularnom ultrasonografijom se uvede do mjesta stenoze te napuSe da razbije
aterosklerotski plak 1 prosiri arteriju (www.msd-prirucnici.placebo.hr). Prije nego se kateter
ukloni napravi se jo$ jedan angiogram kako bi se potvrdilo da je blokada adekvatno otvorena.

Ugradnja intrakoronarnih stentova (potpornica) u bolesnika s AKS-om pomaze
mehanickoj stabilizaciji rupturiranog aterosklerotskog plaka na mjestu lezije (Mihatov, 2003).
Stent je sitni, Suplji cilindriéni uredaj izraden od nehrdajuceg celika koji je usmjeren na
mjesto blokade koronarnih arterija na isti nacin kao i balon u gore spomenutom postupku. Za
razliku od balona koji jednostavno pritisne aterosklerotski plak na zidove arterije 1 zatim se
uklanja, stent ostaje unutar arterije kako bi se sprijeCila ponovna stenoza (Slika 1.)
(anushrava.wordpress.com). Stentovi presvuceni djelotvornom farmakoloSkom supstancijom
jo$ su uspjesniji u smanjenju pojave restenoze (Mihatov, 2003).

Obavezan dio lijeenja su 1 statini u visokim dozama koji osim $to povoljno utjecu na
razinu serumskih lipida 1 progresiju ateroskleroze, smiruju upalu u aterosklerotskim
plakovima §to omogucuje njihovu stabilizaciju 1 tako umanjuju rizik od ponavljanja akutnog

koronarnog sindroma (Serti¢ i sur., ured., 2015).
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Slika 1. Perkutana koronarna intervencija

(preuzeto 1 prilagodeno s: https://biology-forums.com, pristupljeno:

22.03.2018.)

1.2. Natrijuretski peptidi

Natrijuretski peptidi su peptidni hormoni koji se sintetiziraju u srcu, mozgu i drugim
organima. Oslobadanje tih peptida iz srca je potaknuto rastezanjem atrija 1 ventikula kao i
neurohumoralnim stimulansom pri sré¢anom zatajenju. Natrijuretski peptidi ¢lanovi su
porodice koju ¢ine 4 neurohormona: atrijski natrijuretski peptid (ANP), mozdani natrijuretski
peptid (b-tip natrijuretskog peptida, BNP), C-tip natrijuretskog peptida (CNP) 1 urodilatin.
1983. godine, u srcu Stakora, otkriven je prvi narijuretski peptid, ANP (engl. atrial natriretic
peptide), polipeptid od 28 aminokiselina. Za razliku od BNP-a, ANP najve¢u koncentraciju
ima u sré¢anom atriju (pretklijetci) te se brzo izlucuje kao odgovor na njegovo istezanje.
Zdravo srce izlucuje izuzetno male kolicine ANP-a, a poviSene vrijednosti u krvi nadene su u
pacijenata sa hipertrofijom lijeve klijetke i bolesti mitralnih zalistaka (Schreiber, 2018). BNP
(engl. brain natriuretic peptide) otkriven je 1988. godine u mozgu svinje kao supstanca sli¢na
atrijskom natrijuretskom peptidu. Premda se danas zna da se najvece koncentracije nalaze u
ventrikulu (klijetci) srca, naziv se zadrzao. CNP (engl. capillary natriuretic peptide) se
uglavnom stvara u stanicama vaskularnog endotela i kao autokrini 1 parakrini faktor vazan je

za regulaciju vaskularnog tonusa. Urodilatin je lokaliziran u bubrezima i sudjeluje u
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reapsorpciji vode 1 elektrolita iz urina. To su strukturno sliéni peptidi s 12 zajednickih
aminokiselina koje su identi¢no postavljene unutar prstena koji nastaje stvaranjem disulfidnog
mosta izmedu dviju molekula cisteina. Glavna funkcija im je regulacija sistemskog krvnog
tlaka 1 homeostaze vode 1 elektrolita u organizmu (Dajak 1 sur., 2003; Topi¢ i sur., ured.,

2018).

1.2.1. B-tip natrijuretskog peptida
1.2.1.1.  Sinteza i struktura

lako su niske razine BNP-a pohranjene zajedno s ANP-om u atrijskim granulama,
BNP je naden u najveé¢im koncentracijama u sr¢anom ventrikulu. U tom tkivu, BNP se ne
pohranjuje u granulama, vece se sintentizira prema potrebi kao odgovor na stanja sréanog
stresa kao S$to je volumno 1 tlacno preopterecenje. Sinteza BNP-a je regulirana
transkripcijskim faktorom GATA4, a sam gen za BNP je lokaliziran na prvom kromosomu.
Genska ekspresija BNP moze se jako brzo povecati kao odgovor na odredeni stimulans
(Potter 1 sur., 2016).

Srce kontinuirano proizvodi malu koli¢inu proteina prekursora preproBNP-a.
PreproBNP sastavljen od 134 aminokiseline, cjepa se na proBNP (108 aminokiselina) 1
signalni peptid (26 aminokiselina). ProBNP se dalje proteoliticki cijepa pomocu enzima
korina 1 furina na aktivni hormon BNP (32 aminokiseline) i inaktivni N — terminalni kraj NT
— proBNP (76 aminokiselina) koji se u cirkulaciju izlucuju u ekvimoralnim koli¢inama (Slika
2.). Premda je izlu¢ivanje ekvimoralno, zbog razlike u poluvremenu Zivota izmedu BNP-a 1
NT-proBNP-a, njihove koncentracije u krvi su razli¢ite. Naime, NT-pro BNP ima poluvrijeme
zivota 60-120 minuta, a BNP samo 20 minuta. Razlog su razli¢iti putovi eliminacije molekula
iz cirkulacije, dok se BNP eliminira iz tijela razli¢itim metabolickim putevima (specificni
stani¢ni receptori, endopeptidaze), NT-proBNP se eliminira samo renalnom ekskrecijom
(Flegar Mestri€ 1 sur., 2017). 1z tog razloga koncentracije NT-proBNP-a u krvi su 3-5 puta
viSe od koncentracija BNP-a Bitna razlika je 1 u stabilnosti na sobnoj temperaturi. NT-
proBNP je stabilan 72 sata, a BNP manje od 4 sata. Iz navedenih razloga NT-proBNP se
preferira kao biomarker pred BNP-om (Topié i sur., ured., 2018; Cvoriséec i Capelak ured.,

2009).



0290

& 9
< ®
. ProBNP (AK 1-AK 108) &, ¢®
®0000060e " ( @()9@8\980
o LY
00@0@&6(3@@ \ QQ(D-COOH
BNP (AK 77-AK 108)
@®@0sg
NT-proBNP (AK 1-AK 76) & Q
1 10 70 76 C/ G©
H,N- N -COOH O—@e9
. w@ G@_
Inaktivan o ®g-coon

K )
wN-0P% Bioloski aktivan

ProBNP — prohormon B-tipa natrijuretskog peptida; NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa
natrijuretskog peptida; BNP — B-tip natrijuretskog peptida; AK — aminokiselina

Slika 2. Cjepanje proBNP-a na BNP (aktivan — povisuje cGMP) i NT-proBNP (neaktivan)
(preuzeto 1 prilagodeno s: http://clinchem.aaccjnls.org, pristupljeno: 25.02.2018.)

Identificirana su tri receptora natrijuretskih peptida: NPR-A, NPR-B i NPR-C (engl.
natriretic peptide receptor). Vezanje natrijuretskih peptida na receptore A i B na povrSini
ciljnih stanica vodi ka stvaranju drugog glasnika c¢cGMP (engl. cyclic guanosine
monophosphate; ciklicki gvanozin monofosfat) koji posreduje u vecini bioloSkih ucinaka
natrijuretskih peptida. BNP se prvenstveno veZe na NPR-A receptore (Eroglu 1 sur., 2008).
Natrijuretski peptidi se uklanjaju iz cirkulacije pomocu receptora C. Ovi receptori su narucito
zastupljeni u bubrezima 1 vaskularnom tkivu. Natrijureticki peptidi se razgraduju 1 pod
utjecajem jedne membranski vezane neutralne endopeptidaze (engl. neutral endopeptidase,
NEP), cinkmetaloproteinaze. NEP je Siroko rasprostranjena u organizmu, a nalazi se na
povrsini endotelnih stanica, glatkih miSiénih stanica, sr€anih miSiénih stanica, bubreznog
epitela 1 fibroblasta. S obzirom da BNP ima najmanji afinitet za NRP 1 NEP od svih
natrijuretskih peptida, ima 1 najdulje poluvrijeme zivota (Dajak i sur., 2003; Eroglu 1 sur.,

2008).



1.2.1.2.  Fizioloski ucinci

BNP je ukljuc¢en u dugoro¢nu regulaciju ravnoteze vode 1 elektrolita, volumena krvi i
arterijskog tlaka. Postoje dva glavna puta djelovanja BNP-a, a to su vazodilatatorni ucinci 1
ucinci na bubrege koji dovode do natrijureze 1 dijureze. BNP izravno dilatira vene ¢ime se u
njima snizava krvni tlak. BNP takoder dilatira arterije §to smanjuje sistemski vaskularni otpor
1 sistemski arterijski tlak. Mehanizam sistemske vazodilatacije ukljucuje aktivaciju NPR
receptora koja dovodi do rasta cGMP-a u vaskularnim glatkim miSi¢énim stanicama, kao 1
smanjenje simpatickog vaskularnog tonusa. Taj mehanizam moze biti aktivan i u srediSnjem
ziv€anom sustavu gdje takoder imamo NPR receptore, kao 1 inhibicija otpuStanja
norepinefrina (www.cvphysiology.com).

Ucinci na bubrege ukljucuju povecanje brzine glomerularne filtracije (GFR) koja
rezultira natrijurezom (povecanim izlu€ivanjem natrija) i dijurezom (povecanim izlucivanjem
tekucine). Renalni u¢inci BNP-a su kalij Stedeci, za razliku od vecine dijuretskih lijekova koji
se koriste za izazivanje dijureze i natrijureze kod bolesnika. Ostala djelovanja BNP-a na
bubrege ukljucuju smanjeno lu€enje renina te posljedicno smanjenje razina angiotenzina II i
aldosterona u krvi. SniZenje angiotenzina II takoder pridonosi sistemskoj vazodilataciji i
smanjenju sistemskog vaskularnog otpora. Ovi ucinci zajedno smanjuju volumen krvi,
arterijski tlak, srediSnji venski pritisak, pluéni kapilarni tlak i1 sr¢ani izbacaj. Ukratko, BNP
sluzi kao antagonist renin-angiotenzin-aldosteronskom sustavu (www.cvphysiology.com).

Razlog zbog kojeg se kod sr€anog zatajenja proizvodnja BNP-a znacajno poveca je
njegovo zastitno djelovanje. Naime, kod slabijeg rada srca dolazi do povecanja volumena
tjelesnih tekuc¢ina. Tada se u srcu, zbog proSirenja stijenke ventrikula i poja¢anog pritiska na
nju stvara 1 izlu¢uje BNP - sa zadatkom da pojaca izlu¢ivanje tekucine kroz bubrege, smanji
pritisak u srcu, plu¢ima, olaksa disanje 1 smanji edeme nogu. BNP opusta glatke miSi¢ne
stanice, ima antiproliferativno 1 antifibrotiCko djelovanje na krvozilno tkivo. Time se
sprijeCava rast 1 hipertrofiju sr€anog misica. Krajnji u€inak je smanjenje ventrikularnog
opterecenja koje je 1 uzrokovalo povecano stvaranje 1 izluivanje BNP-a
(www.cvphysiology.com).

Zbog kardioprotektivnih uloga BNP-a razvijen je rekombinantni ljudski BNP ili
nesiritid koji je odobren za akutno lijeCenje kongestivnog sr€anog zatajenja uzrokovanog

sistoliCkom disfunkcijom (www.cvphysiology.com).



1.2.1.3. Klini¢ka znacajnost

Kako kod slabijeg rada srca dolazi do pojacanog stvaranja i oslobadanja BNP-a u
cirkulaciju, on se koristi kao biomarker u dijagnostici, prognozi i pra¢enju terapije sr¢anog
zatajenja. Studije su pokazale odli¢nu povezanost izmedu povisenih koncentracija BNP-a u
krvi 1 smanjene funkcije sr€anih klijetki, a posebno lijeve klijetke. Zbog toga BNP ima
odlicnu negativnu prediktivnu vrijednost u ispitivanju disfunkcije lijeve klijetke, odnosno
sr¢anog zatajenja (Eroglu 1 sur., 2008; Dajak 1 sur., 2003). Zbog njegove visoke negativne
prediktivne vrijednosti (98%) NT-proBNP se smatra korisnim biopokazateljem za iskljucenje
sr¢anog zatajenja ako mu je koncentracija ispod grani¢ne vrijednosti (125 ng/L), dok se
koncentracija iznad grani¢ne vrijednosti ne moze rabiti za postavljanje dijagnoze vec je
potrebno napraviti testove potvrde (ehokardiografija) (Flegar Mestri¢ 1 sur., 2017). Mjerenje
BNP-a je korisno za ,screening” kod visoko rizicne populacije. Takoder je pogodan za
»screening® hipertenzivnih pacijenata za otkrivanje hipertrofije ili/i disfunkcije lijeve klijetke,
kao 1 za procijenu rizika kod subakutne faze akutnog infarkta miokarda (Dajak 1 sur., 2003).
Studije su pokazala da je BNP vrlo koristan u optimiziranju terapije pacijenata sa sréanim
zatajenjem. Naime, unatoC napretku u lijeCenju, i dalje je prisutan visok stupanj morbiditeta i
mortaliteta zbog sr€anog zatajenja. To je djelomi¢no zbog toga Sto se optimalna doza lijeka
teSko procjeni jer ne postoje rutinski testovi koji bi ukazivali na ozbiljnost sréanog zatajenja.
No, BNP moze pruziti objektivne podatke o stanju srca i tako pomocu u optimiziranju
terapije. Razine BNP-a u krvi padaju kao odgovor na najceSc¢e pripisanu terapiju (npr. ACE
inhibitorima) (Ghashghaei 1 sur., 2016).

Mjerenje natrijuretskih peptida korisno je i u diferencijalnoj dijagnostici dispneje.
Najces¢i uzroci dispneje nepoznatog uzroka u hitnoj sluzbi su kongestivno zatajenje srca,
kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB), akutni koronarni sindrom (ACS), astma, upala
pluca 1 pluéna embolija. PoviSene vrijednosti BNP-a najceS¢e govore da je prisutna dispneja
sr¢anog porijekla. No, nove studije pokazuju da je BNP Cesto izrazito povisen i u pluénoj
emboliji, tako da pozitivna vrijednost BNP-a zapravo nije 100% kardiospecifi¢na. U oko 20%
bolesnika sa bolestima pluca, vrijednosti natrijuretskih peptida su povisene. Zbog toga
natrijuretski peptidi imaju prognosticko znacenje, ne samo u sréanim ve¢ 1 u pluénim
bolestima, $to su pokazale novije studije (Rogi¢, 2015).

Akutni koronarni sindrom takoder inducira povecanje koncentracije BNP-a u plazmi
(Rogi¢, 2015). U prvim satima akutnog infarkta miokarda, BNP se oslobada kao posljedica

ishemije 1 nekroze stanica miokarda. Nakon toga, BNP se oslobada kao rezultat dijastolicke
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1/ili sisitolicke disfunkcije 1 rastezanja srcane klijekte (Fazlinezhad i sur., 2011). Kao
komplikacija akutnog infarkta miokarda moze se javiti preuredba lijeve klijetke, koja je
karakterizirana njezinim S$irenjem, promjenom geometrije 1 progresivnim pogorsanje
funkcije. Preuredba je direktno povezano s razvojem srcanog zatajenja i loSom prognozom.
Stoga je vazno otkriti pacijente s visokim rizikom od preuredbe lijeve klijetke u ranim
fazama. Studije su pokazale izravnu koleraciju disfunukcije 1 progresivne preuredbe lijeve
klijetke sa vrijednostima BNP-a. Stoga se ¢ini da mjerenje razine BNP u plazmi u ranoj fazi
miokardijalnog infarkta moze biti korisno kao neinvazivha metoda za identifikaciju
pojedinaca, kod veceg rizika od komplikacija poput zatajenja srca i smrtnosti nakon AIM
(Gtlinefl 1 sur., 2008; Fazlinezhad 1 sur., 2011). BNP 1 NT- proBNP su se pokazali kao dobri
prediktivni biomarkeri mortaliteta kod pacijenata s akutnim infarktom miokarda s ST-
elevacijom podvrgnutim primarnoj perkutanoj koronarnoj intervenciji (PPCI). U tom slucaju
pacijenti s koncentracijom BNP-a viSom od 600 ng/L imaju dvostruko visi rizik od smrti
(Rogi¢, 2015).

Buduc¢i da se NT-proBNP prvenstveno izluc¢uje kroz bubrege, njegova vrijednost raste
paralelno s pogorSanjem funkcije bubrega, pa je to potrebno uzeti u obzir prilikom
interpretacije rezultata kod bubreznih bolesnika Takoder je vrlo vazno uzeti u obzir pacijentov
BMI jer su vrijednosti u pretilih pacijenata znatno nize nego kod pacijenata s normalnom
tezinom. Drugim rije€ima, one su obrnuto proporcionalne BMI-u, pa postoji opasnost od
pogresne klasifikacije pretilih pacijenata na temelju vrijednosti natriuretskih peptida (Rogi¢,

2015).

1.3. Neuregulin-1

1.3.1. Struktura i signalizacija

Neuregulini (NRG-1) pripadaju obitelji epidermalnih faktora rasta koji imaju vaznu
ulogu u razvoju 1 popravku ziv€anog sustava. Neuregulin je prvo izoliran iz Ziv¢anog tkiva
gdje je otkriveno da potice proliferaciju Schwannovih stanica, stoga se naziva i1 glijalnim
faktorom rasta (engl. glial growth factor, GGF). Vezanjem na receptorsku ErbB2 tirozin
kinazu, dolazi do fosforilacije ¢ime se aktivira signalni put kojim se poti¢e mitogena aktivnost
Schwannovih stanica. Naknadne studije otkrile su srodne fosfoErbB2 aktivirajuce proteine, za
koje je utvrdeno da su izoforme produkta jednog gen, nazvanog neuregulin-1 (NRG-1).
Identifikacija tri dodatna gena (NRG-2, NRG-3 i NRG-4) koja kodiraju funkcionalno sli¢ne

izoforme, rezultiraju u razli¢itoj nomeklaturi NRG obitelji. NRG nomenklatura ukljucuje gen,
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N-terminalnu sekvencu, C-terminalnu sekvencu koju ¢€ini domena slicna epidermalnom
faktoru rasta (EGF) 1 citoplazmatsku domenu. NRG-1 gen sadrzi NRG-1 je najcesce
proucavan gen, lokaliziran na koromosomu 8. NRG-1 gen sadrzi 21 ekson te ima 31
potencijalnih proteinskih izoformi. Prema N-terminalnoj domeni razlikujemo NRG-1
izoforme: tip 1, tip 2, tip 3, tip 4, tip 5 1 tip 6. NRG-1 amino teminlna regija moze sadZavati
signalni peptid, kringle-slicnu domenu, cisteinom bogatu domenu, imunoglobulin sli¢nu
domenu i glikoziliranu regiju (Parodi 1 Kuhn, 2014). Sve izoforme NRG-1 sadrze EGF slicnu
domenu koja posreduje u vezanju NRG-a-1 za receptor. Prema toj domeni razlikujemo
izoforme a 1 B NRG-a-1, koje takoder mogu postojati u razli¢itim varijantama. In vitro studije
su pokazale da su B izoforme puno potentnije od a izoformi, §to ne znaci da su a izoforme
bioloski nevazne. Otkriveno je da su upravo a izoforme klju¢ne u razvoju dojki. EGF sli¢na

domena sadrzi jukstamembransku regiju koja sluzi kao mjesto proteolitickog cijepanja.

12



Ekstracelularno Intracelularno

a/pl Varijabilan (a,b ili c)

e

NRG-1 N
|zoforma tipa-1

NRG-1 Sp kripgle Varijabilan (a,b ili c)
Izoforma tipa-2 Nh“ dac

type IIINCRD B

NRG-1 .
|zoforma tipa-3 Bl Varijabilan (a,b ili c)

ta-c

1

NRG-1 Bl Varijabilan (a,b ili c)
Izoforma tipa-4 ™-/le I E : e -c
NRG-1 Varijabilan (a,b ili c)
Izoforma tipa-5 €
NRG-1 alpl Varijabilan (a,b ili c)
lzoforma tipa-6 N-—i— . -c

Varijantla 1A 1B a/pl
NRG-2 N o M EGFiS T <

.

NRG - neuregulin; TM — transmembranska domena; g — imunoglobulinu sli¢na domena; EGF-like — domena
sli¢éna epidermalnom faktoru rasta; SP — signalni peptid

Slika 3. Strukture izoformi NRG-a-1 i NRG-a-2 (strelice pokazuju mjesta proteolize)

(preuzeto 1 prilagodeno s: https://www.escardio.org, pristupljeno: 25.02.2018.)

Neureguline eksprimiraju razliite vrste stanica u kojima su podvrgnuti cjepanju
prilikom parakrine/jukstakrine signalizacije ili se u slu¢aju NRG -3 izoforme izravno
izluCuju u izvanstani¢ni prostor. Nakon izlu¢ivanja u izvanstanicni prostor NRG-i se vezu za
ErbB tirozin kinazni receptor eksprimiran na ciljnim stanicama. ErbB obitelj receptora ¢ine 4
Clana: ErbB1 (takoder poznat kao receptor epidermalnog faktora rasta), ErbB2, ErbB3 i
ErbB4. Vezanje NRG-a dovodi do dimerizacije i fosforilacije receptora (kanonska Nrg/ErbB
signalizacija), ili do cjepanja receptora i do njegove internalizacije (nekanonska Nrg/ErbB

signalizacija) (Parodi i Kuhn, 2014).
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1.3.1. Funkcija neuregulina-1 u Zivéanom sustavu

NRG je vazan u razvoju i funkcioniranju ziv€anog sustava, pa je tako uklju¢en u
modulaciju neuronske migracije, sinaptogenezu, gliogenezu, neuron-glija komunikaciju,
mijelinaciju 1 neurotransmisiju (Harrison 1 Law, 2006).

NRG-1 1 njihovi receptori, ErbB-i, identificirani su kao geni osjetljivosti za bolesti
poput shizofrenije 1 bipolarnog poremecaja. Nedavne studije su otkrile kompleksne
NRG/ErbB signalne puteve koji reguliraju stvaranje neuralnih veza, mijelinizaciju,
neurotransmisiju 1 sinapticku plasticnost. Dokazi ukazuju da postoji optimalna razina
signalizacije NRG/ErbB u mozgu, a odstupanje od nje pogorSava funkcioniranje mozga.
NRG/ErbB signalni putevi mogli bi biti terapijske mete za specificne neuropsihijatrijske

simptome (Mei 1 Nave, 2014).

1.3.2. Funkcija neuregulina-1 u srcu

Vise studija otkrilo je da su NRG-1 1 njegovi receptori (ErbB2, ErbB3 1 ErbB4) kljucni
u razvoju srca (Lai 1 sur., 2017). U prenatalnom srcu NRG-1 i NRG-2 sintetiziraju
mikrovaskularne endotelne stanice. Nakon otpuStanja u izvanstani¢ni prostor NRG se veze za
ErbB4 receptor eksprimiranim u miokardu. Vezanje NRG-1 ili NRG-2 na ErbB4 1
dimerizacija s ErbB2, rezultira signalnom kaskadom koja promovira proliferaciju i
diferencijaciju kardiomiocita. Osim proliferacije 1 diferencijacije radnih kardiomiocita, NRG-
1 takoder promovira diferencijaciju 1 regrutaciju kontraktilnih kardiomiocita u sustavu
sr¢anog provodenja. U odraslom srcu, NRG se eksprimira kao odgovor na fizioloski stres.
Naime, otkriveno je da endogeni 1 egzogeni NRG-1 pokazuje nekoliko kardioprotektivnih i
kardioregenerativnih funkcija, a to su zaStitu od: apoptoze, miofibrilarnog poremecaja,
kardiomiopatije inducirane antraciklinom 1 nastanka oziljka. Otkriveno je da NRG-1 ima
ulogu 1 u sr¢anoj hipertrofiji, medutim ta uloga nije u potpunosti razjasnjena.

Vaznost NRG-1 u postnatalnoj sré¢anoj homeostazi dodatno je dokazana nastalom
kardiotoksi¢nosti kod pacijentica koje primaju Herceptin kao kemoteraputik u lijeCenju
karcinoma dojke. Naime, Herceptin je usmjeren na ErbB2 receptor, pa time sprijecava
djelovanje NRG-1. Taj rezultat je u skladu 1 sa ispitivajima koja pokazuju da uklanjajnje
ErbB2 receptora kod miSeva rezultira kardiomiopatiom, iako se detaljan stani¢ni mehanizam
Herceptinom uzrokovane kardiomiopatije tek treba razjasniti (Parodi 1 Kuhn, 2014).
Otkriveno je da nakon prestanka terapije kardiomiopatija Cesto nestaje. Nova humana
antitumorska anti-ErbB2 antitijela, Erb-hcAb , koji su selektivno citotoksicna za ErbB2-

pozitivne stanice karcinoma in vitro 1 vivo, prepoznaju epitop razli¢it od Herceptina 1 ne
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pokazuje kardiotoksi¢ne efekte s obzirom da ne zahvacaju ErbB2-ErbB4 signalni put kojeg
aktivira NRG-1 u sr€anim stanicama (Fedele i sur., 2012).

NRG-1 takoder moze promicati sr¢anu funkciju djelovanjem na stanice koje nisu
kardiomiociti. Ekspresija NRG-1 dovodi do poboljSanja sr¢ane funkcije nakon ozljede
induciranjem angiogeneze. Pokazalo se da NRG-1 prisutan u endotelu promice angiogenezu,
kako in vitro tako i in vivo, te je utvrdeno da redukcija NRG-a korelira sa smanjenjem
angiogeneze nakon ishemijske ozljede. Studije su pokazale da endotelin-1 1 povecani
mehanicki stres u srcu povecavaju ekspresiju NRG-1, dok ju angiotenzin II 1 fenilefrin
smanjuju. Koncept regulacije ekspresije NRG- stresom dodatno podupiru studije koje
pokazuju da je ekspresija NRG-a u srcu povecana tijekom trudnoce, kada hemodinamski stres
povecava sr¢ano opterecenje (M. Parodi i Kuhn, 2014).

Eksperimentalna in vivo istrazivanja pokazala su da NRG-1 moZe znac¢ajno poboljsati
sr¢anu funkciju kod akutne i kroni¢ne ishemi¢ne kardiomiopatije 1 miokarditisa te su klinicka
ispitivanja faze 2 otkrila da kratkotrajna primjena rekombinantnog NRG-1 moze poboljsati
sr¢anu funkciju kod pacijenata sa sr¢anim zatajenjem .Medutim, faza 3 klinickih ispitivanja
primjene rekombinantnog NRG-1 u zatajenju srca je jo$ u tijeku (Lai i sur., 2017). Slika 4

prikazuje potencijalne funkcije NRG-a-1 u odraslom srcu.

15



— |\

p
|74
{

Rostralna Fizioloka prilagodba/
ventrolateralna jezgra hipertrofija

LSreana yqsodilatacija Odrzavanje i prezivljavanje
J J€ I p J J
frekvencija

sréanih miocita
Y
Regulacija krvnog
tlaka

Regulacija unosa i A
metabolizma glukoze u NRG-1/ErbB Biologija i opstanak y \
ST e EPC-
skeletnim misic¢ima Q a ' Angiogeneza
P i e 4)
SQpPo Pe @
00000000

Razvoj neuromuskularne veze i

regulacija zavréne motorne ploge Vakularna hemostaza

Razvoj krvnih Zila

NRG-1 — neuregulin-1; EPC-epidermalne progenitorske stanice

Slika 4. Funkcije NRG-a-1 u odraslom organizmu

( preuzeto 1 prilagodeno s: http://circres.ahajournals.org, pristupljeno: 23.3.2018.)

1.3.2.1. Neuregulin-1 u akutnom infarktu miokarda

Velika koli¢ina adrenalina oslobada se simpatickim zivéanim sustavom tijekom akutne
ishemije miokarda, a vrhunac simpaticke preuredbe postize se tjedan dana nakon infarkta. U
isto vrijeme dolazi do simpati¢ke hiperinervacije, pa tako prisutna inervacijska neravnoteza
igra bitnu ulogu u razvoju ventrikularnih aritmija. Nakon infarkta miokarda javlja se 1 ozljeda
vagusnog Zzivca, nekroza, regeneracija i1 rekonstrukcija. Neke studije usmjerene su na
ispitivanje uloga NRG-1 u popravku Zivaca 1 neurohumoralnoj regulaciji sréane ozljede,
medutim u¢inci NRG-a-1 u neuranoj preuredbi nakon AIM ostaje nejasna. Lai 1 sur. dokazali
su da rekombinantni NRG-1 moze poboljsati funkciju srca i regulirati simpaticko i vagusno
remodeliranje nakon AIM-a kod Stakora. Time se postiZze nova Ziv€ana uravnotezenost $to
Stiti srce od ozljede (Lai 1 sur., 2017).

Predklinicke studije su pokazale da ishemijska ozljeda miokarda aktivira NRG-1p.
Ranije klinicke studije govore o povezanost izmedu razina NRG-1PB u krvi i ozbiljnosti
zatajenja srca i1 koronarnih bolesti. Neke studije upucuju na to da bi NRG-1p mogao biti
koristan biomarker, ne samo u dijagnostici infarkta miokarda, nego i svih oblika akutnog

koronarnog sindroma. (MaameYaa i sur., 2016).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

S obzirom da je akutni infarkt miokarda jedan od vodec¢ih uzroka mortaliteta i
morbiditeta u razvijenim drZavama, u tijeku su brojna istrazivanja kojima se nastoje otkriti
prikladni klini¢ki pokazatelji stanja miokarda, prognoze i odgovora na terapiju. Prvu
kateterizaciju srca izveo je 1929.-te godine njemacki lijecnik Verner Forsman na samome
sebi, a perkutanu koronarnu intervenciju kao metodu lijecenja akutnog koronarnog sindroma
uveo je 1977.-e Svicarski lije¢nik Andreas Grincig. Perkutana koronarna intervencija znacajno
je smanjila hospitalnu smrtnost pacijenata sa STEMI-jem, medutim jo$ uvijek se traga za
specificnim pokazateljima uspjeSnosti same reperfuzije. Mnoge studije su otkrile da BNP i
neuregulin-1 imaju vaznu ulogu u oporavku miokarda nakon ishemijske ozljede, a 1 da
njihove vrijednosti u krvi mogu ukazivati na moguc¢i ishod. Eksperimentalni dio ovog rada
obuhvacao je mjerenje NT-proBNP-a i NRG-a u serumu pacijenata oboljelih od akutnog
infarkta miokarda sa ST-elevacijom, i1 to neposredno prije perkutane koronarne intervencije te
6 sati 1 12 sati nakon iste. Cilj ovog rada je ispitati dinamiku NT-proBNP-a i neuregulina-1 u

krvi pacijenata prije 1 nakon perkutane koronarne intervencije.

Specifiéni ciljevi:

1) Ispitati zastupljenost pojedinih dobnih skupina u akutnom infarktu miokarda sa ST-
elevacijom.

2) Ispitati zastupljenost spolova u akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom.

3) Usporediti koncentracije NT-proBNP-a u serumu prije 1 nakon perkutane koronarne
intervencije.

4) Usporediti koncentracije NRG-a-1f u serumu prije i nakon perkutane koronarne
intervencije.

5) Usporediti koncentracije NT-proBNP-a/NRG-a-1f u serumu muskih 1 Zenskih
ispitanika.

6) Ispitati povezanost koncentracija NT-proBNP-a/NRG-a s dobi.

7) Ispitati povezanost koncentracija NT-proBNP-a i NRGa-1.

17



3. MATERIJALII METODE

3.1. Uzorci

U ovom istrazivanju sudjelovali su pacijenti Klinike za bolesti srca 1 krvnih zila KBC-
a Sestre milosrdnice. Jedini osobni podaci uzeti od pacijenata bili su dob 1 spol. Svi pacijenti
oboljeli su od akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom te su podvrgnuti pekutanoj
koronarnoj intervenciji. Ukupan broj ispitanika bio je 104, od toga 71 muskarac i 33 Zene,
starosti 36 do 86 godina. Uzorci krvi prikupljeni su u tri navrata u periodu od 8 mjeseci
tijekom 2016.-e godine. Prvo uzrokovanje provedeno je neposredno prije PCI-e, a uzrokovana
je arterijska krv. Drugo uzrokovanje provedeno je 6 sati nakon PCI-e, a uzrokovana je venska
krv iz kubitalne vene. Tre¢e uzrokovanje provedeno je 12 sati nakon PCl-e te je takoder
uzrokovana venska krv. Uzorci krvi prikupljeni su u standardizirane plasticne serumske
epruvete (Greiner Bio-one, Austrija) bez antikoagulansa. Nakon zgruSavanja, odvojen je
serum centrifugiranjem pri centrifugalnoj sili od 2000xg, 10 minuta. Serum je potom
alikvotiran u plasticne mini epruvete (Eppendorf, Njemacka) volumena 1,5 mL te pohranjen

na -20°C do pocetka analize.

3.1.1. Razlike izmedu arterijske i venske krvi

Parametar koji se odreduje kao i koriStena metoda odredivanja uvjetuju i vrstu
potrebnog uzorka krvi koji moze biti ovisno o sustavu iz kojeg potjece: venska krv, arterijska
krv 1 kapilarna krv. Vazno je znati da postoje razlike u sastavu venske, arterijske 1 kapilarne
krvi (npr. glukoza, kalij, kalciji, ukupni proteini). NajceS¢i uzorak u medicinsko-biokemijskim
laboratorijima je venska krv. Venska krv uzima se venepunkcijom iz kubitalne vene. Uzorak
arterijske krvi moze se uzimati iz postavljenog arterijskog katetera ili punkcijom arterije
pomocu igle 1 heparinizirane Sprice. NajcéeS¢e to Cini lijenik anesteziolog ili tehnicko
zdravstveno osoblje u jedinicama intenzivnog lijeCenja pod nadzorom lijecnika anesteziologa
(Lenic¢ek Krleza, 2013). Razlika izmedu venske 1 arterijske krvi prikazana je u tablici 1.
Arterijska krv je vrsta uzoraka koja se koristi za to¢nu procjenu izmjene plinova, funkcije
pluca (pO; 1 pCO,), a posebice za procjenu oksigenacijskog statusa. Sastav arterijske krvi je
jedinstven 1 ne ovisi o promjenama u sistemskoj 1 lokalnoj cirkualaciji. Arterijski uzorak je
uzorak izbora za procjenu respiratornog statusa i metabolickih acidobaznih poremecaja

(Duki€ 1 sur., 2016).
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Tablica 1. Razlike izmedu arterijske 1 venske krvi

ARTERIJSKA KRV VENSKA KRV

Oksigenirana krv Deoksigenirana krv

Tece kapilarama svih organa,
osim pluc¢a, venama, plu¢nom
arterijom i desnom sréanom
klijetkom 1 pretklijetkom

Tece plu¢im, pluénom venom,
lijevom sréanom klijjetkom 1
pretklijetkom, arterijama

Tece od srca prema periferiji Tece od periferije prema srcu
Src¢ane kontrakcije omogucuju Misiéne kontrakcije omogucuju
protok protok
Svjetlocrvene boje Tamnocrvene boje

Bogata kisikom i nutrijentima | Bogata hidrogenkarbonatom i

poput glukoze, aminokiselina i otpadnim metabolickim
vitamina produktima poput ureje
pH je 7,4 pH niZi nego u arterijskoj krvi

Temperatura niza nego u

Temperatura je 37°C i ]

Uzorak za mjerenje plinova u Uzorak za rutinske
krvi laboratorijske testove

Pacijenti koji su sudjelovali u naSem istrazivanju bili su u kriti€nom stanju te su
zahtjevali hitnu koronarografiju i intervenciju. Zbog toga, da se ne gubi vrijeme na dodatnu
venepunkciju, pacijentima je izvadena arterijska krv kod uvodenja katetera. Druga dva puta
uzrokovana je venska krv iz kubitalne vene. S obzirom da nema nekog logi¢nog objasnjenja
zaSto bi postojale razlike koncentracija NT-proBNP-a 1 NRG-a-1p izmedu venske 1 arterijske
krvi, a ni literaturnih podataka, pretpostavili smo da navedeno nije moglo utjecati na konacne

rezultate.
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3.2. Metoda odredivanja N-terminalnog prohormona B-tipa natrijuretskog peptida

Koncentracije NT-proBNP-a u serumu odredivana je sendvi¢ ELISA (engl. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) metodom pomocu reagens kita tvrtke Biomedica
Medizinprodukte GmbH & Co KG, A-1210 Wien.

Kod tipi¢ne sendvic-metode analit (antigen u pacijentovom uzorku) reagira s veznim
(poliklonalnim) protutijelom vezanim na ¢vrstu fazu, pri ¢emu nastaje kompleks analit-
protutijelo. Nakon ispiranja dodaje se obiljeZzeno detekcijsko protutijelo (reagens enzimom
obiljezenog protutijela) u suviSku, koji reagira s prvim kompleksom. Tako nastaje sendvi¢
(Cvrsti nosac — vezno protutijelo — analit — detekcijsko protutijelo). Nakon ponovnog ispiranja
1 dodatka odgovarajuceg supstrata nastaje obojeni produkt koji se mjeri spektrofotometrijski

(Slika 5.) (Dodig, 2015).

s,
HRP-konjugirano T™MB Q Y
detekcijsko protutijelo supstrat \_y ‘“’

Ciljni
antigen

Y
lelg%llg% IIWI

HRP - hren peroksidaza; TMB - tetrametilbenzidin

\}

Slika 5. Nacelo ,,sandwich* ELISA-e
(preuzeto 1 prilagodeno s: https://www.lsbio.com/, pristupljeno: 1.3.2018.)
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Postupak:

1. Svi reagensi 1 uzorci moraju biti termostatirani na sobnoj temperaturi (18-26°C) prije
analize.

2. Na protokolnom obrascu zabiljeziti pozicije standarada, kontrola i uzoraka.

3. Izvaditi mikrotitarsku plocicu.

4. Dodati 50 pL standarda/kontrole/uzorka u svaku jazicu mikotitarske plocice 1 njezno
pomjeSati. Na svih 96 jazica mikrotitarske ploce prethodno su imobilizirana
poliklonalna ov¢ja anti NT-proBNP protutijela koja vezu NT-proBNP iz uzorka.

5. Dodati 200 pL konjugata (ov¢je anti-humano NT-proBNP protutijelo obiljezeno
enzimom — peroksidazom iz hrena (HRP)) 1 njezno pomjesati.

6. Prekriti mikrotitarsku plocu 1 inkubirati 3 sata na sobnoj temperaturi.

7. Aspirirati 1 isprati viSak detekcijskog protutijela 5x s 300uL puferom za ispiranje.

8. Dodati 200 uL TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) substrata u svaku jazicu. TMB
stupa u reakciju s hren-peroksidazom ¢ime nastaje produkt plave boje.

9. Inkubirati 30 minuta na sobnoj temperaturi (18-26°C) u mraku.

10. Dodati 50 pL stop otopine (sumporna kiselina) koja zaustavlja enzimsku reakciju, Sto
je praceno promjenom boje iz plave u zutu.

11. Mjeriti apsorbanciju na automatiziranom ¢itacu mikrotitarskih ploca, na 450 nm.

Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija standardnih otopina, pomocu softvera, izradi se
standardna krivulja. 1z standardne krivulje moZemo ocitati koncentracije uzoraka. Mjerno
podrucje metode je od 0 - 640 pmol/L. Medijan koncentracija NT-proBNP-a kod zdravih
pojedinaca iznosi 3 pmol/L. Uzorci koji imaju vrijednosti NT-proBNP-a vise od 640 pmol/L
mogu se razrijediti sa standardnom otopinom 1 ili NT-proBNP negativnim humanim
serumom nakon c¢ega se ponovi mjeriti. Tako dobivena nova koncentracija pomnozi se s

odgovarajuc¢im faktorom razrijedenja.

3.3. Metoda odredivanja neuregulina-1p

Koncentracija NRG-1 u serumu odredivana je sendvi¢c ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) metodom pomocu reagens kita tvrtke RayBiotech, Inc., SAD.

The Ray BioHuman NRGI1-beta 1 ELISA kit je in vitro enzim-imunokemijski test za
kvantitativno odredivanje humanog NRG-1f u serumu, plazmi (antikoagulansi EDTA 1 citrat;
heparin nije prihvatljiv) i stanicnim kulturama. Koncentracija humanog NRG-1p je vrlo niska

u serumu/plazmi zdravih ispitanika pa moze biti nedektabilna ovim testom.
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Specificna anti-NRG-1f antitijela imobilizirana su na poviSini mikrotitarske plocice.
Standardi i1 uzorci pipetiraju se u jazice pri cemu se NRG-1B prisutan u uzorku veze za
imobilizirana protutijela. Jazice se isperu te se dodaju biotinilirana anti-humana detekcijska
antitijela. Nakon specificne imunokemisjke reakcije 1 ispiranja nevezanih biotiniliranih
antitijela, u jaZice se pipetira streptavidin HRP konjugat (streptavidin obiljezen enzimom).
Jazice se ponovno isperu, doda se otopina supstrata, a intenzitet razvijene boje izravno je
proporcionalan koli¢ini vezanog NRG-1p. Dodatkom stop otopine dolazi do promjene boje iz

plave u zutu, a intenzitet obojenja mjeri se forometrijski na 450 nm (Slika 6.).

Avidin-biotin
Biotinizirano HRP kompleks
detekcijsko
protutijelo LRP @

Ciljni $
antigen A .
Vezno

l&%IIWIIW IIW

|

HRP - hren peroksidaza; TMB - tetrametilbenzidin

Slika 6. Princip sendvi¢ ELISA metode sa sustavom avidin-biotin

(preuzeto 1 prilagodeno s: https://www.Isbio.com, pristuplieno: 25.2.2018)

Sustavom avidin-biotin povecavaju se brzina i osjetljivost imunokemijske reakcije.
Analit ili detekcijsko protutijelo konjugiraju se s biotinom, a obiljeziva¢ (enzim) s
streptavidinom. Cetri istovietne podjedinice streptavidina imaju velik afinitet vezanja s
biotinom. Stoga se imunokemijske metode koje imaju sustav avidin-biotin odlikuju mnogo
veim primarnim signalom intereakcije analita 1 specificnog protutijela. Biotinizirana
protutijela ne smanjuju afinitet protutijela prema analitu. Na svako protutijelo moze se
konjugirati viSe molekula biotina, §to, nakon vezanja za konjugat streptavidina 1 obiljezivaca,
ima za posljedicu povecanje konacnog signala imunokemijske reakcije. Time se povecava
osjetljivost metode. Budu¢i da avidin ima Cetiri vezna mjesta za biotin, moze djelovati kao

most izmedu biotiniziranth molekula. Sustav avidin-biotin primjenjuje se u razlicitim
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imunokemijskim metodama, kad god se zbog male koncentracije analita, signal mora povecati

(Dodig, 2015).

Postupak:

1. Svi reagensi 1 uzorci moraju biti termostatirani na sobnoj temperaturi (18-25°C) prije
analize.

2. Dodati 100 pL standarda i uzorka u odgovarajucu jazicu mikrotitarske plocice. Dobro
pokriti 1 inkubirati 2 1 pol sata na sobnoj temperaturi ili preko no¢i na 4°C uz njezno
mjeSanje.

3. Aspirirati otopinu 1 isprati jazice 4 puta puferom za ispiranje.

4. Dodati 100 pL biotiniliranih antitijela. Inkubirati 1 sat na sobnoj temperaturi uz njezno
mjeSanje.

5. Aspirirat otopinu i isprati jazice 4 puta puferom za ispiranje.

6. Dodati 100 pL otopine streptavidina. Inkubirati 45 minuta na sobnoj temperaturi uz
njezno mjesanje.

7. Aspirirati otopinu 1 isprati jazice 4 puta puferom za ispirranje.

8. Dodati 100 puL TMB supstrata u svaku jazicu. Inkubirati 30 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku uz njeZno mjesanje.

9. Dodati sumpornu kiselinu (stop otopinu) za zaustavljanje reakcije. Odmah ocitati

apsorbanciju na 450 nm.

Iz dobivenih vrijednosti apsorbancija standardnih otopina, pomocu softvera, izradi se
standardna krivulja. Iz standardne krivulje mogu se ocitati koncentracije NRG-1f u uzorcima
pacijenata. Osjetljivost testa odnosno minimalna detektabilna vrijednost testa je 50 pg/mL.
Minimalna detektabilna vrijednost je definirana kao koncentracija analita kojem je

apsorbancija dvije standardne devijacije vislja od apsorbancije diluenta.

3.4. Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koriSteni su statisti¢ki programi Microsoft Excel 2010
(2010 Microsoft Corporation, USA) 1 MedCalc v. 12.1.3.0 (1993-2011 MedCalc Software,
Belgija). Prvi korak u statistickoj obradi podataka je svrstavanje podataka u odgovarajuce
kategorije. Razlikujemo kvalitativne (kategoricke) 1 kvantitativne (numericke ili brojc¢ane)

varijable. Kategoricka varijabla u ovom eksperimentalnom radu je spol ispitanika, a prikazuje
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se nominalnom mjernom ljestvicom. Dob ispitanika, koncentracije NT-proBNP-a i NRG-a-1f3
u serumu su broj¢ane varijable koje se prikazuju omjernom mjernom ljestvicom.

Kvantitativne podatke najcesce prikazujemo postotkom ili udjelom. Prvi korak prikaza
numeri¢kih podataka je izrada histograma, odnosno grafickog prikaza u kojem na os x
nanosimo izmjerene vrijednosti grupirane u kategorije, a na os y ucestalost pojavljivanja
pojedinacne vrijednosti.

Kod velikog broja bioloskih varijabli, raspodjela je takva da je prisutno najvise
srednjih, a najmanje ekstremno visokih 1 ekstremno niskih vrijednosti. Takva se raspodjela
naziva normalnom ili Gaussovom raspodjelom. Medutim, vrijednosti pojedinih laboratorijskih
parametara Cesto imaju rapodjelu u kojoj prevladavaju nize ili vise vrijednosti, a ne srednja
pokazuju centralnu tendenciju. U tom slucaju se radi o nenormalno raspodijeljenoj varijabli
(Topi¢ 1 sur., ured., 2018). Za utvrdivanje normalnosti raspodjele, u ovom radu, koristen je
Kolmogorov-Smirnovljev test.

U sklopu analize deskriptivne statistike izraCunata je aritmeticka sredina, medijan,
95% interval pouzdanosti za aritmeticku sredinu i medijan, minimalna vrijednost, maksimalna
vrijednost, interkvartilni raspon i normanlnost raspodjele. Ovisno o broju skupina, broju
ispitanika, vrsti podataka i normalnosti raspodjele, odabiru se odgovarajuci testovi za daljnju
statistiCku obradu. U sluCajevima kada varijabla prati normalnu raspodjelu, u daljnjoj
statistiCkoj obradi, kao mjera srediSnjice koristi se aritmeticka sredina, a kao mjera raprSenja
standardna devijacija. Kada nemamo normalno raspodijeljenu varijablu, kao mjera sredis$njice
koristi se isklju¢ivo medijan, a kao mjera rasprSenja interkvartilni raspon. Kod varijable koja
je normalno raspodjeljena odabiremo parametrijski test, a kod nenormalno raspodjeljene
varijable odabiremo neparametrijski test. Svi rezultati se interpretiraju u odnosu na razina
znacajnosti manjoj od 0,05 (p<0,05).

Za testiranje razlike izmedu viSe skupina podataka koji su medusobno zavisni
koriStena je neparametrijska Friedmanova ANOVA. Za ispitivanje povezanosti izmedu dviju
varijebli sa nenormalnom raspodjelom racunao se Spearmanov koeficijent korelacije.
Vrijednosti koeficijenta korelacije kre¢u se od -1(savrSena negativna povezanost) do 1
(savrSena pozitivna povezanost). Varijeble izmedu kojih je postojala znaCajna korelacija,
podvrgnute su testu linearne regresije.

Za graficki prikaz rezultata koristili su se histogrami frekvencija te dijagrami

rasprostiranja mjerenih podataka.
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4. REZULTATII RASPRAVA
4.1. Rezultati

4.1.1. Deskriptivna statistika

U tablicama 2 1 3 prikazani su podaci deskriptivne statistike za koncentracije NT-
proBNP-a i NRG-a-1p. IzraCunate su mjere centralne tendencije (aritmeticka sredina,
medijan, interkvartilni raspon), mjere rasprSenja (standardna devijacija, interkvartilni raspon),
95% intervali pouzdanosti te maksimalna 1 minimalna vrijednost. Za ispitivanje normalnosti
raspodjele koriSten je Kolmogorov-Smirnovljev test. Dobivena p-vrijednost u svim
slucajevima bila je <0,0001, Sto zna¢i da varijable ne prate normalnu raspodjelu. Iz tog

razloga, u daljnjoj statistickoj obradi, koriSteni su neparametrijski testovi.

Tablica 2. Podaci deskriptivne statistike za koncentracije NT-proBNP-a (n=104)

NT-proBNP NT-proBNP NT-proBNP
[pmol/L] [pmol/L] [pmol/L]
(U] (6) a12)

Aritmeticka sredina (X) 32,6 47,0 58,6
95% interval pouzdanosti za X 20,0 -442 27,6 - 66,5 41,8 -753
Standardna devijacija (o) 59,6 66,3 86,0
Medijan (M) 9,9 21,2 30,7
95% interval pouzdanosti za M 6,6 - 15,7 15,9 - 33,8 22,6 - 39,2
Minimum 0,0 1,9 1,7
Maksimum 429,7 385,2 640,0
Interkvartilni raspon 2,5-374 10,9 - 55,2 15,4 - 64,9
Normalnosti distribucije (p) <0,0001 <0,0001 <0,0001

(0) — koncentracija prije PCI; (6) — koncentracija 6 sati nakon PCI; (12) — koncentracija 12 sati nakon PCI; PCI-
perkutana koronarna intervencija; NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa natrijuretskog peptid

Tablica 3. Podaci deskriptivne statistike za koncentracije NRG-a-1 (n=104)

NRG-1p NRG-1p NRG-1p
[pg/mL] [pg/mL] [pg/mL]
(U] ©) az)

Aritmeticka sredina (X) 143,1 152,6 159,5
95% interval pouzdanosti za X 117,0 - 169,2 129,8 - 175,3 136,5 - 182,6
Standardna devijacija (o) 134,0 116,4 118,6
Medijan (M) 134,4 141,5 147,7
95% interval pouzdanosti za M 99.6 - 146,6 105,4 - 159,2 107,0 - 162,8
Minimum 0,0 0,0 0,0
Maksimum 1173,5 737,2 709,5
Interkvartilni raspon 76,7 - 167,4 77,7 -189,3 81,6 - 195,5
Normalnosti distribucije (p) <0,0001 <0,0001 <0,0001

(0) — koncentracija prije PCI; (6) — koncentracija 6 sati nakon PCI; (12) — koncentracija 12 sati nakon PCI; PCI —
perkutana koronarna intervencija; NRG-1 — neuregulin-1
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Za dob ispitanika izraCunati su isti statisticki parametri kao i za prethodne dvije
varijable (koncentracije NT-proBNP-a i NRG-a-1). Minimalna dob ispitanika bila je 36
godina, a maksimalna 86 godina. Srednja vrijednost 1 medijan iznosili su 62-ije godine.
Kolmogorov-Smirnovljevim testom ispitivanja normalnosti raspodjele, dobivena je p-
vrijednost od 0,6497. S obzirom da je p vrijednost ve¢a od odabrane razine znacajnosti 0,05
(p=0,6497), zakljuCujemo da wvarijabla (dob) prati normalnu (Gaussovu) raspodjelu.
Normalnost raspodjele vidljiva je i iz grafickog prikaza histograma frekvencija (Slika 7.), gdje
je na osi x prikazana varijabla (dob) podijeljena u kategorije, a na osi y relativna frekvencija

(%) ispitanika u pojedinim kategorijama.
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Slika 7. Histogram raspodjele dobi ispitanika (p=0,6497)

Spol ispitanika je kategoricka varijabla pa smo za statisticku obradu primjenili hi-
kvadrat test (y° ). Broj muskih ispitanika bio je 71 (68,3%), a Zenskih 33 (31,7%). Hi-kvadrat
testom dobivena je p-vrijednost od 0,0003, Sto znaci da je razlika u prevalenciji spolova

statistiCki znacajna (Slika 8.).
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Slika 8. Podjela ispitanika prema spolu (p=0,0003)

4.1.2. Usporedba rezultata s obzirom na vrijeme uzrokovanja

Daljnja statisticka obrada ukljucivala je usporedbu rezultata s obzirom na vrijeme
uzrokovanja. Usporedivane su koncentracije NT-proBNP-a/NRG-1 dobivene prije PCI, 6 sati
nakon PCI 1 12 sati nakon PCI. S obzirom da imamo 3 medusobno zavisne skupine podataka
koje ne prate normalnu raspodjelu, za ispitivanje prisudstva statisticki znacajne razlike
izmedu skupina, koriStena je Friedmanova ANOVA. Rezultati testa prikazani su dijagramom.
P-vrijednost za koncentracije NT-proBNP-a bila je <0,001. To znaci da se vrijednosti NT-
proBNP-a u razli¢itim vremenima uzrokovanja statisticki znacajno razlikuju, odnosno
vrijednosti NT-proBNP-a s vremenom pravilno rastu $to se vidi na samom dijagramu (Slika
9a.). P-vrijednost za koncentracije NRG-a iznosila je 0,021, §to znaci da se vrijednosti NRG-
a-1 u razli¢itim vremenima uzrokovanja takoder razlikuju, medutim ta razlika je posljedica
razlike samo izmedu prvog i treCeg vremena uzrokovanja (Slika 10a). Statisticka znacajnost te
razlike ispitana je Wilcoxsonovim testom i iznosi p=0,0126. Razlika izmedu prvog 1 drugog
(p=0,1483) te drugog i treceg (p = 0,3951) vremena uzrokovanja nije statisticki znac¢ajna.

Usporedivani su rezultati s obzirom na vrijeme uzrokovanja, posebeno za muskarce,
posebno za Zene. Porast vrijednosti NT-proBNP-a jace je izrazen kod Zena (Slika 9a 1 9b).
Kod muskaraca je dobivena statisticki znacajna razlika koncentracija NRG-a-1f izmedu
razli¢itih vremena uzrokovanja sa p-vrijednosti od 0,007 (Slika 10b). Najveca razlika je

izmedu prvog i tre¢eg vremena uzrokovanja (p=0,0033), dok razlike izmedu prvog i1 drugog
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vremena uzrokovanja nema (p=0,3659). Razlika izmedu drugog i treeg vremena uzrokovanja
nije toliko izrazena kao izmedu prvog i trec¢eg, ali je statisticki znacajna (p=0,0452). Kod
zena, medutim, nema statisticki znacajne razlike niti izmedu jednog vremena uzrokovanja
(p=0,199) (Slika 10c). Za razliku od muskaraca kod kojih je najizraZenija razlika izmedu

prvog i tre¢eg vremena uzrokovanja (p=0,0033), kod Zena je ona najmanja (p=0,9644).
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PCI — perkutana koronarna intervencija; NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa natrijuretskog peptida;

Slika 9. Usporedba koncentracija NT-proBNP prije 1 nakon PCI:

a) Usporedba koncentracija NT-proBNP-a s obzirom na vrijeme uzrokovanja kod svih
ispitanika (p<0,001); b) kod muskaraca (p<0,001); c¢) kod Zena (p<0,001). U dijagramu
centralni ljubicasti kvadrat predstavlja vrijednosti izmedu 1. 1 3. kvartila, srediSnja ljubiCasta
linijja u kvadratu 1 crveni kvadrati¢ predstavljaju medijan, a plava linija povezuje medijane
razliitih skupina podataka. Vertikalna Iljubicasta linijja proteze se od minimalne do
maksimalne vrijednosti s time da su isklju¢ene outside vrijednosti, koje su 1,5 puta vece od
interkvartilnog raspona, te far out vrijednosti koje su 3 puta vece od interkvartilnog raspona -

zeleni kvadratiéi.
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Tocke uzrokovanja: 0- neposredno prije PCI; 6- 6 sati nakon PCI; 12- 12 sati nakon PCI
PCI — perkutana koronarna intervencija; NRG-1 — neuregulin-1f

Slika 10. Usporedba koncentracija NRG-a-1f prije 1 nakon PCI:

Usporedba koncentracija NRG-a-1f3 s obzirom na vrijeme uzrokovanja kod svih ispitanika
(p=0,021) b) kod muskaraca (p=0,007) c) kod zena (p=0,199). U dijagramu centralni
ljubicasti kvadrat predstavlja vrijednosti izmedu 1. 1 3. kvartila, srediS$nja ljubicasta linija u
kvadratu i crveni kvadrati¢ predstavljaju medijan, a plava linija povezuje medijane razliitih
skupina podataka. Vertikalna ljubiCasta linija proteze se od minimalne do maksimalne
vrijednosti s time da su iskljuene outside vrijednosti, koje su 1,5 puta vece od interkvartilnog
raspona, te far out vrijednosti koje su 3 puta vece od interkvartilnog raspona - zeleni

kvadrati¢i.
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4.1.3. Ispitivanje povezanosti

Ispitivana je povezanost izmedu vrijednosti NT-proBNP-a i NRG-a-1B. Korelacije
nema niti u jednom vremenu uzrokovanja (r=-0,0382; p=0,5449) (Slika 11). Koeficijent
korelacije ocijenjen na sljedec¢i nacin: 0 do £0,25 — nema povezanosti; + 0,26 do +0,50 — slaba
povezanost; £0,51 do + 0,75 — umjerena do dobra povezanost; 0,76 do =1 — dobra do izvrsna

povezanost (Colton, 1974).
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NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa natrijuretskog peptida; NRG-1p — neuregulin-1

Slika 11. Korelacija izmedu vrijednosti NT-proBNP 1 NRG-1 (r=-0,0382; p=0,5449)
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Ispitivana je 1 povezanost dobi s vrijednostima NT-proBNP-a/NRG-a-1. 1z koeficijenta
korelacije 1 p-vrijednosti (Tablica 4) zakljuCujemo da korelacije uglavnom nema. Slaba

korelacija (r=0,310) i statisticki znacajna (p=0,0013) nadena je za NT-proBNP prije PCI-e.

Tablica 4. Korelacija izmedu koncentracija NT-proBNP-a/NRG-a-1 i dobi ispitanika (n=104)

Dob [godine]

NRG-1 [pg/mL] Koeficijent korelacije 0,017
(0) p-vrijednost 0,8658
NRG-1 [pg/mL] Koeficijent korelacije 0,174
(6) p-vrijednost 0,0766
NRG-1 [pg/mL] Koeficijent korelacije -0,049
(12) p-vrijednost 0,6201
NT-proBNP [pmol/L] Koeficijent korelacije 0,310
(0) p-vrijednost 0,0013
NT-proBNP [pmol/L] Koeficijent korelacije -0,099
(6) p-vrijednost 0,5077
NT-proBNP [pmol/L] Koeficijent korelacije 0,236
(12) p-vrijednost 0,0157

(0) — koncentracija prije PCI; (6) — koncentracija 6 sati nakon PCI; (12) — koncentracija 12 sati nakon PCI;
NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa natrijuretskog peptida; NRG-1p — neuregulin-1
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4.1.4. Regresijska analiza

Ispitivanjem povezanosti izmedu varijabli nadena je dobra korelacija vrijednosti NT-
proBNP-a prije PCI 1 12 sati nakon PCI. Spearmanovim koeficijentom korelacije iznosio je
0,718 sa p-vrijednosti <0,0001. Iz tog razloga izracunata je jednadzba regresije koja nam
omogucuje da poznavenjem jedne varijable predvidimo iznos druge. Jednadzba regresije
iznosi y=-4,9406+0,6404x. Vrijednost koeficijenta determinacije je 0,8538, Sto znaci da

85,38% podataka mozemo opisati ovom jednadzbom (Slika 12).
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Slika 12. Pravac regresije (R=0,8538). Pravac regresije oznacen je plavom linijjom. Ljubicaste
iscrtkane linije predstavljaju granice 95% intervala pouzdanosti, a zelene linije granice 95%

intervala predvidanja
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4.2. Rasprava

Ovo istrazivanje je pokazalo da je najveca ucestalost akutnog infarkta miokarda sa ST-
elevacijom u dobi izmedu 60 1 64 godine. Takoder, istrazivanje je pokazalo vecu ucestalost
AIM sa ST-elevacijom kod muSkaraca (68,3%), u odnosu na Zene (31,7%). S obzirom da je
istrazivanje ukljucivalo mali broj isptanika (n=104) ne mozemo donjeti generalni zakljucak o
ucestalosti AIM sa ST-elevacijom u pojedinim dobnim skupinama i kod pojedinog spola.
Prema Nacionalnoj strategiji razvoja zdravstva 2012.-2020. analiza bolni¢kog pobola prema
dobi pokazuje da se 1 u muSkaraca i u Zena stope hospitalizacija za kardiovaskularne bolesti
povecavaju s dobi te su vefe u muSkaraca nego u Zena u svim dobnim skupinama.
Intenzivnije povecanje bolniCkog pobola pocinje u dobi iznad 40 godina (Ostoji¢, ured.,
2012). Kod Zena je ucestalost opstruktivnih koronarnih bolesti manja nego u muskaraca.
Razlika medu spolovima ocitava se u razli¢itom kardiovaskularnom profilu, vaskularnoj
funkciji 1 debljini karotidne medije 1 intime. Studija koja je ispitivala razlike u koronarnim
arterijama izmedu spolova pokazala je vecu ucestalost razvoja kalcifikacija kod muskaraca, u
odnosu na zene u svim dobnim skupinama. Nicholls 1 sur. otkrili su da Zene s bolestima
koronarnih arterija imaju manji volumen ateroma nego muskaraci, ukljucujucéi 1 intraluminalni
plak i aterom unutar medije, unato€ prisutnosti viSe kardiovaskularnih faktora rizika.

Endotelne progenitorske stanice (EPS) igraju vaznu ulogu u popravku endotela krvnih
zila nakon ozljede. Endovaskularna mobilizacija EPS-a je povezana s re-endotelizacijom,
poboljsanjem funkcije endotela i smanjenjem aterosklerotskog opterecenja. Nedavna studija
pokazala je da fertilne Zene imaju viSu razinu stabilnih EPS-a (CD34 + KDR +) nego
muskaraci, dok razlike izmedu zena u postmenopauzi i muskaraca iste dobi nije bilo. EPS-¢e se
ciklicki mobiliziraju ovisno o menstrualnom ciklusu u sinkroniji sa razinama cirkulirajuceg
17B-estradiola. Estrogeni inhibiraju razvoj ateroskleroze promicu¢i re-endotelializaciju,
inhibiraju¢i proliferaciju glatkih miSiénih stanica 1 nakupljanje izvanstanicnog matriksa nakon
vaskularne ozljede. Takoder smanjuju sistemski vaskularni otpor, poboljSavaju koronarnu i
perifernu funkciju endotela i1 sprjeCavaju koronarni arterijski spazam kod Zena s 1 bez
koronarne ateroskleroze. Estrogeni uzrokuju vazodilataciju brzim povecanjem produkcije NO
te moduliraju relaksaciju putem endotelnog hiperpolarizacijskog faktora inducirajuci
vazodilatatorne prostaglandine (PGE2 1 PGI2) 1 inhibiraju¢i proizvodnju endotelina-1.
Zanimljivo je da intrakoronarna infuzija estradiola poboljSava endotelnu funkciju 1
prokrvljenost koronarnih krvnih zila kod Zena, ali ne 1 kod muskaraca s bolestima koronarnih

arterija. To mozemo objasniti manjim udjelom estregenskih receptora kod muskaraca, u
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odnosu na zene. Estrogen stoga predstavlja vazan =zaStitni mehanizam Zena od
kardiovaskularnih bolesti u predmenopauzi. S druge strane, testosteron pokazuje suprotne

ucinke na krvni tlak 1 kardiovaskularni morbiditet 1 mortalitet (Vaccarino 1 sur. , 2011).

Odkako je perkutana koronarna intervencija uvedena kao terapijska metoda znatno se
poboljsao ishod bolesnika sa STEMI-ijjem. Rano obnavljanje arterijskog koronarnog protoka
sprijeCava Sirenje infarkta i disfunkciju lijevog ventrikula poboljSavajuc¢i kratkorocni i
dugoro¢ni ishod (Blom 1 sur., 2004). Problem nastaje kada trebamo procijeniti dali je
reperfuzija bila uspijeSna ili ne. Mjerenje NT-proBNP-a nakon PCI moZe imati znacajnu
prognosticku  vrijednost te biti dobar pokazatelj uspjeSnosti reperfuzije. Ovim
eksperimentalnim radom uocena je pravilna dinamika porasta koncentracija NT-proBNP u
serumu nakon perkutane koronarne intervencije. Koncentracije su bile najnize neposredno
prije PCI-e sa medijanom od 9,9 pmol/L. Medijan koncentracija NT-proBNP-a 6 sati nakon
PCI iznosio je 21,2 pmol/L,a najviSe koncentracije bile su 12 sati nakon PCI-e s medijanom
od 30,7 pmol/L. Kod Zena porast koncentracija bio je izrazeniji. Sli¢ni rezultati dobiveni su i
drugim istrazivanjima. Tako je viSe studija ispitivalo promjene koncentracija NT-proBNP-a
kod pacijenata sa STEMI-jem. Studije su pokazale da koncentracije NT-proBNP-a znacajno
rastu unutar 24 sata nakon PCl-e, a ako je reperfuzija bila uspjeSna, u tom periodu postize se
maksimalna vrijednost, nakon ¢ega vrijednosti padaju. U slucaju neuspjeSne reperfuzije
vrijednosti nastavljaju rasti 48-96 sati nakon PCI-e (Schellings i sur., 2016). Stoga bi mjerenje
koncentracija NT-proBNP-a 24 i 48 sati nakon PCI moglo biti klini¢ki korisno u procjeni
uspjesnosti reperfuzije. Posebno je vazno otkriti pacijenate s vizokim rizikom kod koji je
reperfuzijska terapija bila neuspjeS$na. U tom slucaju, pacijenti s povisenim NT-proBNP mogu
biti prikladani kandidati za nove terapijske metode koje bi poboljSale reperfuzijsku
ucinkovitost.U nekim studijama je zapaZeno da vrlo rana reperfuzija moZe Cak sprijeciti
porast serumskih koncentracija NT-proBNP-a (Klinieken 1 sur., 2004). Valente 1 sur. svojim
istrazivanjem pokazali su da koncentracije NT-proBNP-a zna¢ajno koreliraju s biomarkerima
miokardijalne nekroze (npr. Tnl) 1 obrnuto koreliraju sa frakcijom izbacivanja. Takoder
uocena je dobra korelacija NT-proBNP-a s upalnim biomarkerima poput C-reaktivnog
proteina (CRP-a), sedimentacije 1 firbrinogena. NT-proBNP ima 1 prognosticku ulogu u
predvidanju moguceg smrtnog ishoda tijekom boravka u intenzivnim koronarnim jedinicama.
Naime, svi pacijenti koji su preminuli tijekom boravka u intenzivnim koronarnim jedinicama

imali su vrijednosti NT-proBNP-a unutar ¢etvrtog kvartila (Valente 1 sur., 2009).
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lako je ishemija pokretat¢ za otpustanje BNP-a 1 NT-proBNP-a, postoje neki
kontroverzni podaci o povezanosti tih peptida i opsega infarkta. Neke studije nisu pronasle
poveznicu izmedu koncentracija NT-proBNP-a 1 opsega infarkta, medutim vecina ipak je.
Sama koralacija ovisi i o tome koje podruéje srca je zahvaceno STEMI-jem. Sto se tice
uporabe Tnl u procjeni opsega infarkta, Tnl se ne smije uzeti kao jedini pouzdani pokazatelj
opsega infarkta od kad se zna da reperfuzija uzrokuje visoko varijabilno oslobadanje enzima.
klijjetke (Lorgis 1 sur., 2007). Neki istrazivaci su zakljucili da 1 drugi patofizioloSki mehanizmi
osim difunkcije miokarda mogu pridonjeti porastu BNP-a i NT-proBNP-a. PoviSene
vrijednosti zabiljeZene su 1 kod bolesnika sa teSkom sepsom 1 septickim Sokom. Rezultati
istrazivanja na zivotinjama 1 kulturama tkiva pokazali su da je proizvodnja i sekrecija
natrijuretskih peptida aktivirana endotoksinima i upalnim medijatorima. Klinicke studije
sugeriraju da su razine natrijuretskih peptida, barem djelomi¢no povisene zbog povecane

sekrecije ili smanjenje degradacije uzrokovane upalom (Valente i sur., 2009).

Dinamika neuregulina-1 u krvi nakon akutnog inafrkta miokarda i reperfuzije puno je
manje istrazena. Ni o samoj funkciji neuregulina-1 u miokardu ne zna se puno. Ono §to se
predpostavlja je da neuregulin ima kardioprotektivnu funkciju 1 da je klju¢an u razvoju srca.
Vecina istrazivanja provedeno je na laboratorijskim zivotinjama, a tek nekoliko na ljudskoj
populaciji.

Ovim istrazivanjem je utvrdeno da su koncentracije NRG-a-1 statisticki znacajno
visSe 12 sati nakon PCI-e, u odnosu na koncentracije prije PCIl-e. Navedenom zakljucku
najviSe pridonose koncentracije musSkaraca kod kojih koncentracije NRG-a-B rastu nakon
PCI-e. Kod Zena, naime, koncentracije rastu unutar 6 sati nakon PCI te se u iducih 6 sati (12
sati nakon PCI-e) vracaju na pocetne vrijednosti.

Predklinicke studije su pokazale da ishemijska ozljeda miokarda aktivira NRG-1p.
Ranije klini¢ke studije govore o povezanost izmedu razina NRG-1 1 ozbiljnosti zatajenja srca
1 koronarnih bolesti. U studiji koja je obuhvacala gotovo 900 pacijenata utrdeno je da pacijenti
sa ishemi¢nom kardiomiopatijom imaju viSe razine cirkuliraju¢eg NRG-1p, od pacijenata sa
neishemi¢nom kardiomiopatijom. Dodatna studija od 60 pacijenata koji su bili podvrgnuti
kardijalnoj kateterizaciji pokazala je viSu plazmatsku razinu NRG-1p kod pacijenata sa stres
induciranom kardijalnom ishemijom. Ove studije upucuju na to da bi NRG-1 mogao biti
koristan biomarker, ne samo u dijagnostici infarkta miokarda, nego i svih oblika akutnog

koronarnog sindroma. Druge studije, pak nisu uspjele naci poveznicu izmedu razina NRG-1f3
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1 akutnog koronarnog sindroma (MaameYaa 1 sur., 2016). Potrebno je provesti jo§ velik broj
istrazivanja kako bi se razjasnila uloga NRG-1 u akutnom infarktu miokarda i njegova
potencijalna primjena kao biomarkera.

Ovo istrazivanje uglavnom nije naSlo povezanost izmedu koncentracija NT-proBNP-a
1 dobi ispitanika. Slaba povezanost, ali statisticki znacajna nadena je samo za NT-proBNP
prije PCl-e. Literaturni navodi govore da koncentracije NT-proBNP-a i BNP-a normalno rastu
s dobi, zbog Cega neke studije preporucaju koriStenje dobnih grani¢nih vrijednosti. Medutim,
iako se razine natriuretskih peptida povecavaju s godinama, to moze imati posljedice na
specificnost testa, ali ne 1 na njegovu osjetljivost, tj. njegovu sposobnost isklju¢enja sréanog
zatajenja (Rogi¢, 2015). Fazlinezhad 1 sur. u svom istrazivanju dobili su pozitivnu korelaciju
vrijednosti BNP-a 1 dobi ispitanika s akutnim infarktom miokarda. Valente i1 sur. u svom
istrzivanju dobili su pozitivnu korelaciju vrijednosti NT-proBNP-a i1 dobi ispitaniak sa
STEMI-jem. Takoder, u ovom istrazivanju nije nadena povezanosti izmedu koncentracija

NRG-a-1 1 dobi.

Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su da nema nikakve povezanost izmedu
koncentracija NT-proBNP-a 1 NRG-a-1p ni u jednom vremenu uzrokovanja (r=-0,0382;
P=0,5449). Radova na tu temu vrlo je malo. Ky 1 sur. ispitivali su povezanost NRG-a-1f 1
BNP sa rizikom od smrti kod kroni¢nog zatajenja srca. U svom istraZivanju nisu nasli
povezanost izmedu NRG-a-1 i BNP. Spearmanovim koeficijentom korelacije bio je 0,09
(P=0,02). Medutim, pronasli su snaznu poveznicu izmedu visokih vrijednosti NRG-a-1 i
rizika od smrti kod pacijenata sa ishemi¢nim sréanim zatajenjem. Povezanost se moze
objasniti na razli¢ite nacine. Jedan od njih je da NRG-1f ima negativan ucinak na srce, sli¢no
kao kateholamini koji pogorSavaju funkciju srca. Drugo moguce objasnjenje je da oSteceno
srce kao pozitivan kompenzatorni mehanizam povecano stvara NRG-1p, kao 1 BNP, koji onda
ima kardioprotektivnu funkciju. Mnoga istrazivanja na laboratorijskim zivotinjama dokazala
su kardioprotektivnu ulogu NRG-a-1B pa je vecina istrazivaca ipak priklonjenija teoriji o
kardioprotektivnosti. Visoke razine BNP-a povezana su sa znaajnim rizikom od smrti,
medutim povezanost NRG-a-1 1 rizika od smrti neovisna je o BNP-u. Isto istrazivanje je
zakljucilo da su BNP 1 NRG-1p u kombinaciji superiorniji u procjeni rizika od smrti kod
zatajenja srca u odnosu na samostalno promatranje biomarkera. Promatranje viSe biomarkera
istovremeno moglo bi biti korisnije u postavljanju dijagnoze, prognozi i praéenja odgovora na

terapiju (Ky 1 sur., 2010).
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OgraniCenja ovog istrazivanja uklju¢uju mali broj ispitanika (n=104), koriStenje
nedovoljno precizne metode odredivanja, mjerenje samo 3 izoforme NRG-a-1 (moguce je da
druge izoforme imaju ulogu u AIM) i nespecificnost NRG-1p za srce (moze poticati 1 iz
drugih tkiva). ELISA metoda je ru¢na metoda koja zahtjeva veliku koncentraciju pri
izvodenju. Unato¢ velikom trudu koji je ulozen u izvodenje eksperimentalnog dijela rada,
pogreske su uvijek moguce. Uzroci nepouzdanih rezultata mogu biti nedovoljno ispiranje,
pogreska pipetiranja, nejednako mijeSanje reagensa, pogreSka prijenosa uzorka (engl.
caryover) , upitna kvaliteta mikrotitarskih plocica (zbog koje dolazi do razli¢ite adsorpcije
reagensa na plocCicu), rubni ucinak (u¢inak svjetla na reakciju u rubnim jaZicama). Najcesce
slucajne pogreske nastaju zbog utjecaja tehnike rada, utjecaja temperature odigravanja
reakcija, utjecaja temperature cuvanja na stabilnosti reagensa te utjecaja svjetla. Temepreatura
provedbe enzimoimunokemijskih metoda vazna je 1 zbog odigravanja specificne
imunokemijske reakcije 1 zbog enzimske reakcije. Promjena temperature za 1°C znatno
mijenja opticku gustocu, §to utjeCe na konacan rezultat odredivanja. Enzimoimunokemijske
metode izvode se ili na sobnoj temperaturi (23-25°C) ili pod kontroliranim uvjetima na 37°C.
Povecana sobna temperatura smanjuje osjetljivost testa. Reagens se do uporabe Cuva na 4-
8°C. Prije izvodenja metoda potrebno je da reagens postigne sobnu temperaturu. Problem
nastaje ako se ne potros$i sav reagens isti dan pa se nepotroseni reagens visekratno pohranjuje
u hladnjak do ponovne uporabe (u¢injeno i u ovom eksperimentalnom radu). U takvim
prilikama dolazi do temperaturnog Soka reagensa, §to znatno moze utjecati na konacan
rezultat (Dodig, 2015). Sto se ti¢e krizne reaktivnosti, proizvoda¢ navodi da ELISA kit ne
pokazuje kriznu reaktivnost sa velikim brojem strukturno sli¢énih molekula. Medutim zbog
mogucnosti uzimanja monoklonalnih antitijela u dijagnosticke i terapijske svrhe te kod osoba
koje su u kontaktu sa Zivotinjskim antigenima ne moZe se iskljuciti krizna reaktivnost,
interferencija heterofilnih antitijela (humana anti-ov¢ja antitijela) (Flegar Mestri¢ 1 sur.,
2017). Takoder, ono Sto je moglo utjecati na rezultate mjerenja NRG-a-1p je interferencija
heparina koji je apliciran pacijentima. Prvu dozu nefrakcioniranog heparina pacijenti su dobili
nakon vadenja arterijske krvi za analizu, a drugu dozu neposredno po intervenciji ovisno o
kilazi. Kompresija mjesta punkcije je trajala 3 sata,a 6 1 18 sati nakon kompresije pacijenti su
dobili dozu niskomolekularnog heparina. S obzirom da je arterijska krv vadena prije
aplikacije heparina, heparin nije mogao utjecati na mjerenje NRG-a-1f u uzorcima krvi
uzrokovanih neposredno prije PCI. Drugi uzorak krvi je uzrokovan 6 sati nakon PCI, a s
obzirom da nefrakcionirani heparin ima poluvrijeme zivota samo 1,5 sata, vjerojatno niti u

ovom slucaju nije doslo do interferencije. Tek u tre¢em uzorku krvi uzrokovanom 12 sati
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nakon PCI je bila moguca interferencija heparina, jer niskomolekularni heparin kojeg su
pacijenti primili 6 sati nakon kompresije ima poluvrijeme zivota 3-7 sati. Proizvoda¢ ne
spominje utjecaj heparina na mjerenje NT-proBNP-a, ali je nekoliko istrazivanja provedeno
na tu temu. Jedno istraZivanje je pokazalo kak nema statisticki znacajne razlike u
koncentraciji NT-proBNP-a izmedu seruma 1 heparinizirane plazme, dok je viSe istrazivanja
uocilo razliku u koncentraciji NT-proBNP-a izmedu EDTA-plazme 1 hepariniziranje plazme

(koncentracija je bila znacajno niza u EDTA-plazmi). (Lippi i sur., 2007; Santos i sur., 2010).
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5. ZAKLJUCCI

1. Najveca ucestalost akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom je u dobi izmedu 60-¢
1 64-e godine zivota, Sto je u skladu sa epidemioloskim podacima.

2. Muskarci ¢eS¢e oboljevaju od akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom u odnosu
na zene, $to je takoder u skladu sa epidemioloskim podacima.

3. Dobivena je statisticki znacajna razlika u koncentracijama NT-proBNP-a prije 1 nakon
perkutane koronarne intervencije. Koncentracije NT-proBNP-a u serumu rastu nakon
perkutane koronarne intervencije. Takoder, uoCena je pravilna dinamika rasta
vrijednosti NT-proBNP-a kroz 12 sati nakon intervencije. Kod Zena je zapaZen jaci
porast.

4. Utvrdeno je da su koncentracije NRG-a-1p statisticki znacajno vise 12 sati nakon PCI-
e, u odnosu na koncentracije prije PCI-e. Navedenom zakljucku najviSe pridonose
koncentracije muskaraca kod kojih koncentracije NRG-a-f3 rastu kroz 12 sati nakon
intervencije. Kod Zena, naime, koncentracije rastu unutar 6 sati nakon PCI-e te se u
iducih 6 sati (12 sati nakon PCI-e) vrac¢aju na pocetne vrijednosti.

5. Vrijednosti NT-proBNP-a i vrijednosti NRG-a-1p uglavnom ne koreliraju sa dobi.
Slaba povezanost, ali statisticki znac¢ajna nadena je samo za NT-proBNP prije PCl-e.

6. Nije nadena povezanosti izmedu koncentracija NT-proBNP-a 1 NRG-a-1p.
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7. SAZETAK

7.1. Sazetak

Akutni infarkt miokarda (AIM) jedan je od vodecih uzroka hospitalizacije 1 smrti u
razvijenim zemljama. Akutni infarkt miokarda sa ST-elevacijom (STEMI) nastaje kao
posljedica potupne okluzije koronarnih krvnih zila trombom. Od kako je perkutana koronarna
intervencija uvedena kao terapijska metoda, znacajno se poboljsao ishod bolesnika sa STEMI-
jem. No, ona ne mora uvijek biti uspjeSna. Zbog toga je vrlo bitno §to ranije prepoznati
pacijente kod kojih je reperfuzija bila neuspjesna kako bi se poduzele odgovaraju¢e mjere.
Istrazivaci stoga nastoje otkriti specifi¢ne 1 osjetljive pokazatelje uspjeSnosti reperfuzije. NT-
proBNP 1 neuregulin-1p naSli su se na meti istraZivaca kao potencijalni biomarkeri prognoze 1
ishoda bolesnika sa STEMI-jem. NT- proBNP nastaje cjepanjem proBNP-a na BNP i NT-pro
BNP. BNP ima zaStitnu funkciju kod AIM zbog Cega njegove koncentracije u krvi rastu.
Neuregulin-1B je faktor rasta kljuan za funkcioniranje ziv€anog sustava. Neuregulin-1
takoder pokazuje potencijalnu zastitnu funkciju, medutim dinamika vrijednosti neuregulina-
1B u krvi nakon AIM nije razjasnjena kao kod BNP-a. Cilj ovog rada bio je ispitati dinamiku
NT-proBNP-a 1 neuregulina-1B u krvi pacijenata prije 1 nakon perkutane koronarne
intervencije. U istrazivanju je sudjelovalo 104 pacijenata oboljelih od akutnog infarkta
miokarda sa ST-elevacijom. Krv je uzrokovana tri puta: prije PCI-e, 6 1 12 sati nakon PCl-e.
Koncentracija NT-proBNP-a/NRG-a-18 u serumu odredivana je ELISA (engl. Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) metodom, ¢ija se reakcija temelji na nekompetitivnom sendvi¢
principu. Istrazivanje je pokazalo pravilnu dinamiku rasta koncentracija NT-proBNP-a nakon
PCI-e s time da je porast izraZeniji kod Zena. Vrijednosti neuregulina-1f razlikuju se samo
izmedu prvog i treCeg vremena uzrokovanja, a toj razlici uglavnom pridonose vrijednosti
muskaraca koje rastu kroz 12 sati nakon intervencije. Kod Zena vrijednosti neuregulina-1f3
rastu unutar 6 sati nakon intervencije, nakon cega se vracaju na pocetne vrijednosti.
Koncentracije NT-proBNP-a 1 neuregulina-1p uglavnom ne koreliraju s dobi. Takoder, nije
nadena povezanost izmedu NT-proBNP-a i neuregulina-13. Na temelju ovog istraZivanja ne
mozemo donjeti generalni zakljuak o dinamici ovih biomarkera nakon PCI-e, medutim
uzimajuci u obzir druge studije, NT-proBNP bi mogao biti klini¢ki koristan biomarker u
pracenju pacijenata nakon PCI-e. Dinamika neuregulin-1p, naprotiv, nije dovoljno istraZena
pa se o njemu jo§ ne moze govoriti kao potencijalnom biomarkeru u pracenju ishoda

bolesnika.
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7.2.  Summary

Acute Myocardial Infarction (AIM) is one of the leading causes of hospitalization and
death in developed countries. Acute myocardial infarction with ST elevation (STEMI) is the
result of the occlusion of coronary vessel with thrombus. Since percutaneous coronary
intervention (PCI) was introduced as a therapeutic method, the outcome of patients with
STEMI was significantly improved. But it is not always successful. Therefore, it is very
important to early identify patients in which the reperfusion was unsuccessful in order to take
appropriate measures. Researchers are therefore trying to find specific and sensitive
reperfusion performance indicators. NT-proBNP and neuregulin-1p are targets of reasearch
as potential prognosis and outcome biomarkers of patients with STEMI. NT-proBNP is
generated by cleaving proBNP to BNP and NT-pro BNP. BNP has a protective function in
AIM due to which its blood concentration increases. Neuregulin-1f is a growth factor crucial
for the functioning of the nervous system. Neuregulin-1p also exhibits a potential protective
function, but the dynamics of neurelguline 1P in blood after AIM is not as clear as in BNP.
The aim of this study was to examine the dynamics of NT-proBNP and neuregulin-1 in the
blood of patients before and after percutaneous coronary intervention. The study included 104
patients with acute myocardial infarction with ST elevation. Blood was sampled three times:
before PCI, 6 and 12 hours after PCI. NT-proBNP / NRG-a-1f concentration in serum was
determined by an ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) method, in which reaction
is based on a non-competitive sandwich principle. Research has shown a fair growth
dynamics of NT-proBNP concentration after PCI, with increased growth in women.
Neuragulin-1 values differ only between the first and third time of causation, and this
difference mainly contributes to the values of men who grow 12 hours after the intervention.
In women the value of neuregulin-1f increases within 6 hours after the intervention, after
which they return to the initial values. NT-proBNP and neuregulin-1 concentrations
generally do not correlate with age. Also, there was no correlation between NT-proBNP and
neuragulin-1f. Based on this study we can not make a general conclusion about the dynamics
of these biomarkers after PCI, but considering other studies, NT-proBNP could be a clinically
useful biomarker in PCI tracking patients. Dynamics of neuregulin-1p, on the contrary, have
not been sufficiently studied and can not yet be said to be a potential biomarker for

monitoring patient outcomes.
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8. PRILOZI

8.1. Popis kratica

ADP — adenozin-difosfat

AIM — akutni infarkt miokarda

ANP — atrijski natrijuretski peptid (engl. Atrial Natriretic Peptide)

ASK - askorbinska kiselina

BMI — indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index)

BNP — B-tip natrijuretskog peptida (engl. Brain Natriuretic Peptide)

cGMP — ciklicki gvanozin-monofosfat

CNP — vaskularni natrijuretski peptid (engl. Capillary Natriuretic Peptide)

CRP — C-reaktivni protein

EGF — epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor)

EKG - elektrokardiografija

ELISA — enzimoimunokemijska metoda (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
EPS — endotelne progenitorske stanice

GFR - brzina glomerularne filtracije (engl. Glomerular Filtration Rate)

GGF - glijalni faktor rasta (engl. Glial Growth Factor)

HRP — hren peroksidaza (engl. horseradish peroxidase)

KOPB — kroni¢na opstruktivna bolest pluc¢a

NEP — neutralna endopeptidaza (engl. Neutral Endopeptidase)

NPR - receptor natrijuretskog peptida (engl. Natriretic Peptide Receptror)

NRG — neuregulin

NSTEMI — infarkt miokarda bez ST-elevacije (engl. non ST-elevated myocardial infarction)
NT-proBNP — N-terminalni prohormon B-tipa natrijuretskog peptida

PCI — perkutana koronarna intervencija (engl. Percutaneous Coronary Intervention)

pCO; — parcijalni tlak ugljikovog dioksida

PPCI — primarna perkutana koronarna intervencija (engl. Primary Percutaneous Coronary
Intervention)

pO, — parcijalni tlak kisika

PTCA — perkutana transluminalna koronarna angioplastika (engl. Percutaneous Transluminal
Coronary Angioplasty)

STEMI — infarkt miokarda sa ST-elevacijom (engl. ST-elevation myocardial infarction)
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SZ0 — Svjetska zdravstvena organizacija
TMB — tetrametilbenzidin

UDMI — univerzalna definicija infarkta miokarda (engl. Universal Definition of Myocardial

Infarction)
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SAZETAK

Akutni infarkt miokarda (AIM) jedan je od vodecih uzroka hospitalizacije i smrti u razvijenim zemljama. Akutni
infarkt miokarda sa ST-elevacijom (STEMI) nastaje kao posljedica potupne okluzije koronarnih krvnih zila trombom.
Od kako je perkutana koronarna intervencija uvedena kao terapijska metoda, zna¢ajno se poboljsao ishod bolesnika sa
STEMI-jem. No, ona ne mora uvijek biti uspjeSna. Zbog toga je vrlo bitno §to ranije prepoznati pacijente kod kojih je
reperfuzija bila neuspjesna kako bi se poduzele odgovarajuée mjere. Istrazivaci stoga nastoje otkriti specificne i
osjetljive pokazatelje uspjeSnosti reperfuzije. NT-proBNP i neuregulin-1 nasli su se na meti istrazivaca kao
potencijalni biomarkeri prognoze i ishoda bolesnika sa STEMI-jem. NT- proBNP nastaje cjepanjem proBNP-a na
BNP i NT-pro BNP. BNP ima zastitnu funkciju kod AIM zbog ¢ega njegove koncentracije u krvi rastu. Neuregulin-1[3
je faktor rasta klju¢an za funkcioniranje Zivéanog sustava. Neuregulin-1p takoder pokazuje potencijalnu zastitnu
funkciju, medutim dinamika vrijednosti neuregulina- 1B u krvi nakon AIM nije razja$njena kao kod BNP-a. Cilj ovog
rada bio je ispitati dinamiku NT-proBNP-a i neuregulina-1 u krvi pacijenata prije i nakon perkutane koronarne
intervencije. U istrazivanju je sudjelovalo 104 pacijenata oboljelih od akutnog infarkta miokarda sa ST-elevacijom.
Krv je uzrokovana tri puta: prije PCI-e, 6 i 12 sati nakon PCI-e. Koncentracija NT-proBNP-a/NRG-a-1 u serumu
odredivana je ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metodom, c¢ija se reakcija temelji na
nekompetitivnom sendvi¢ principu. Istrazivanje je pokazalo pravilnu dinamiku rasta koncentracija NT-proBNP-a
nakon PCI-e s time da je porast izrazeniji kod Zena. Vrijednosti neuregulina-1f razlikuju se samo izmedu prvog i
treCeg vremena uzrokovanja, a toj razlici uglavnom pridonose vrijednosti muskaraca koje rastu kroz 12 sati nakon
intervencije. Kod zena vrijednosti neuregulina-1p rastu unutar 6 sati nakon intervencije, nakon ¢ega se vracaju na
pocetne vrijednosti. Koncentracije NT-proBNP-a i neuregulina-1p uglavnom ne koreliraju s dobi. Takoder, nije
nadena korelacija izmedu NT-proBNP-a i neuregulina-1p. Na temelju ovog istrazivanja ne mozemo donjeti generalni
zaklju¢ak o dinamici ovih biomarkera nakon PCI-e, medutim uzimajuci u obzir druge studije, NT-proBNP bi mogao
biti klini¢ki koristan biomarker u pra¢enju pacijenata nakon PCI-e. Dinamika neuregulin-1p, naprotiv, nije dovoljno
istraZzena pa se o njemu jo§ ne moze govoriti kao potencijalnom biomarkeru u pracenju ishoda bolesnika.
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SUMMARY

Acute Myocardial Infarction (AIM) is one of the leading causes of hospitalization and death in developed countries.
Acute myocardial infarction with ST elevation (STEMI) is the result of the occlusion of coronary vessel with
thrombus. Since percutaneous coronary intervention (PCI) was introduced as a therapeutic method, the outcome of
patients with STEMI was significantly improved. But it is not always successful. Therefore, it is very important to
early identify patients in which the reperfusion was unsuccessful in order to take appropriate measures. Researchers
are therefore trying to find specific and sensitive reperfusion performance indicators. NT-proBNP and neuregulin-1§
are targets of reasearch as potential prognosis and outcome biomarkers of patients with STEMI. NT-proBNP is
generated by cleaving proBNP to BNP and NT-pro BNP. BNP has a protective function in AIM due to which its blood
concentration increases. Neuregulin-13 is a growth factor crucial for the functioning of the nervous system.
Neuregulin-1 also exhibits a potential protective function, but the dynamics of neurelguline 1B in blood after AIM is
not as clear as in BNP. The aim of this study was to examine the dynamics of NT-proBNP and neuregulin-1 in the
blood of patients before and after percutaneous coronary intervention. The study included 104 patients with acute
myocardial infarction with ST elevation. Blood was sampled three times: before PCI, 6 and 12 hours after PCI. NT-
proBNP / NRG-a-1B concentration in serum was determined by an ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
method, in which reaction is based on a non-competitive sandwich principle. Research has shown a fair growth
dynamics of NT-proBNP concentration after PCI, with increased growth in women. Neuragulin-1f values differ only
between the first and third time of causation, and this difference mainly contributes to the values of men who grow 12
hours after the intervention. In women the value of neuregulin-1f increases within 6 hours after the intervention, after
which they return to the initial values. NT-proBNP and neuregulin-1B concentrations generally do not correlate with
age. Also, there was no correlation between NT-proBNP and neuragulin-1p. Based on this study we can not make a
general conclusion about the dynamics of these biomarkers after PCI, but considering other studies, NT-proBNP could
be a clinically useful biomarker in PCI tracking patients. Dynamics of neuregulin-1f, on the contrary, have not been
sufficiently studied and can not yet be said to be a potential biomarker for monitoring patient outcomes.
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