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1. UVOD

1.1. Akutni koronarni sindrom

1.1.1. Epidemiologija

Kardiovaskularne bolesti uzrokuju otprilike jednu tre¢inu svih smrtnih sluc¢ajeva
u svijetu, od Cega se procjenjuje da je 7,5 milijuna smrtnih slu€ajeva uzrokovano
ishemijskom bolesti srca (1). Akutni koronarni sindrom (ACS, od eng. acute
coronary syndrome) 1 iznenadna smrt uzrokuju vec¢inu smrtnih slucajeva
povezanih s ishemijskom bolesti srca, Sto predstavlja 1,8 milijuna smrtnih
slucajeva godisSnje. Incidencija ishemijske bolesti srca 1 ACS raste s dobi, ali se u
prosjeku javlja 7-10 godina ranije u muSkaraca nego u Zena, pa se ACS mnogo
ceSc¢e javlja u muskaraca nego u zena mladih od 65 godina, 1ako Zene predstavljaju
vecinu bolesnika starijih od 75 godina. Unutar svjetskih i europskih regija postoje
velike razlike u incidenciji 1 prevalenciji ishemijske bolesti srca 1 ACS-a, kao 1 u
stopama smrtnosti. Medutim, informacije o ucestalosti 1 smrtnosti ACS-a jo$
uvijek su nedovoljno dostupne za Europu, te se vecina informacija temelji na
ucestalosti 1 smrtnosti od ishemijske bolesti srca (2). Ucestalost ishemijske bolesti
srca je tako u 2017. u Europi varirala od 94/100 000 u Portugalu do 520/100 000
u Bjelorusiji u muskaraca, odnosno od 44/100 000 u Portugalu do 259/100 000 u
Bjelorusiji u Zena, dok je u Hrvatskoj iznosila 211/100 000 u muskaraca 1 123/100
000 u Zena. Ishemijska bolest srca je iste godine bila 1 vodec¢i uzrok smrti u Europi
od koje je umrlo 862 tisu¢e muskaraca (19% svih smrti) 1 877 tisuca Zena. U
Europskoj je uniji iste godine od ishemijske bolesti srca umrlo 335 tisuca (14%
svih smrti) muskaraca 1 297 tisuc¢a (12% svih smrti) Zena. Ta je smrtnost u Europi
znantno varirala: od 77/100 000 u Francuskoj do 700/100 000 u Litvi medu
muskarcima 1 32/100 000 u Francuskoj do 429/100 000 u Litvi medu Zenama.



Hrvatska je pak na sredini ljestvice smrtnosti od ishemijske bolesti srca unutar
Europe, ali iznad prosjeka EU-a: 2017. su u Hrvatskoj od ishemijske bolesti srca
umrla 4963 muskarca (19,2% svih smrti) 1 6106 Zena (22,1% svih smrti) (3).
Potrebno je ipak naglasiti da je u posljednim desetljeCima vecina europskih
zemalja doZivjela znacajno smanjenje dobno standardiziranih stopa smrtnosti od
kardiovaskularnih bolesti 1 ishemijske bolesti srca, posebno od ACS-a. To je
posljedica poboljSanja kardiovaskularne prevencije i lijeCenja ACS-a, ali se taj
trend uvijek moZe vratiti zbog starenja stanovniStva 1 povecanja nekih ¢imbenika

rizika.

1.1.2. Definicija i klasifikacija

ACS podrazumijeva skupinu klini¢kih simptoma povezanih s akutnom ishemijom
miokarda koja nastaje kao posljedica smanjenog ili zaustavljenog protoka kroz
koronarne arterije. NajCeSce se prezentira kao akutno nastala nelagoda u prsima
koja se opisuje kao bol, pritisak, stezanje ili Zarenje, a moze ukljucivati i bol u
lijevoj ruci 1 vratu, bol u epigastriju i dispneju.

Prema smjernicama Europskog kardioloSkog drustva ACS moZemo podijeliti na:

1. ACS sa ST elevacijom u elektrokardiogramu (EKG-u) — STEMI (od eng.
ST elevation myocardial infarction) koji obuhvaca bolesnike s akutnom
boli u prsima 1 perzistentnom elevacijom ST spojnice koja traje vise od 20
minuta.

2. ACS bez elevacije ST spojnice u EKG-u (NSTE-ACS, od eng. non-ST
elevation acute coronary sindrom) koji podrazumijeva bolesnike s
akutnom boli u prsima bez perzistentne elevacije ST spojnice. Ukoliko
ishemija uzrokuje oSte¢enje miokarda koje rezultira porastom biomarkera
u krvi (sréani specifi¢ni enzimi troponini ili miSiéna frakcija kreatin kinaze)
radi se o infarktu miokarda bez ST elevacije (NSTEMI, od eng. non-ST

elevation myocardial infarction), a ukoliko nema mjerljivog porasta



sr¢anih enzima radi se o nestabilnoj angini (UA, od eng. unstabile angina).
Akutni infarkt miokarda (AIM, od eng. acute myocardial infarction)
uklju¢uje STEMI 1 NSTEMI, a od UA se razlikuje po tome Sto nastaje kao
posljedica akutne totalne ili subtotalne okluzije koronarne arterije 1
posljedi¢ne nekroze miokarda. Otprilike dvije tre¢ine bolesnika s ACS ima

NSTE-ACS, a tre¢ina STEMI.

Osim te podjele postoji 1 univerzalna definicija infarkta miokarda koja AIM dijeli
na pet entiteta (tip 1 infarkta miokarda, tip 2, tip 3, tip 4 te tip 5 infarkt miokarda)
(4).

Tip 1. infarkta miokarda je najcesc¢i 1 karakteriziran je rupturom ili ulceracijom
aterosklerotskog plaka Sto rezultira stvaranjem intraluminalnog tromba koji
opstruira protok krvi kroz koronarne arterije i posljediéno uzrokuje nekrozu
miokarda.

Tip 2. infarkta miokarda je nekroza miokarda koja nastaje kao posljedica
nesrazmjera izmedu potrebe 1 opskrbe miokarda kisikom, a nastaje kao posljedica
hipotenzije, hipertenzije, tahiaritmije, bradiaritmije, anemije, hipoksemije,
koronarnog spazma, spontane disekcije koronarne arterije, embolije ili
mikrovaskularne disfunkcije.

Tip 3. infarkta miokarda klinicki se prezentira kao nagla sréana smrt odnosno
podrazumijeva infarkt miokarda koji je doveo do smrtnog ishoda prije nego §to
su se uspjeli odrediti sr€ano specificni biomarkeri u krvi, ali postoji visoka
klinicka sumnja da se radilo o akutnoj ishemiji.

Tip 4. infarkta miokarda podrazumijeva infarkt miokarda povezan s perkutanom
koronarnom intervencijom (PCI, od eng. percutaneous coronary intervention),
gdje periproceduralno nastaju disekcija, okluzija, tromboza, distalna embolizacija

koronarne arterije ili tromboza stenta.



Naposljetku, tip 5. infarkta miokarda nastaje takoder periproceduralno, no nakon
kardiokirurSkog zahvata ugradnje sréanth premosnica, kao posljedica

ektrakorporalne cirkulacije, traumatske ili ishemijske ozljede.

1.1.3. Patofiziologija akutnog koronarnog sindroma

ACS uglavnom nastaje kao posljedica rupture aterosklerotskog plaka unutar
koronarnih arterija. Ateroskleroza je generalizirana arterijska bolest koja zahvaca
srednje velike 1 velike krvne Zzile, pa tako 1 koronarne arterije, a obiljeZava ju
oStecenje endotela, kronicna upala 1 formiranje aterosklerotskog plaka (5).
Postmortem studije su pokazale da proces razvoja koronarne arterijske bolesti
(CAD, od eng. coronary arterial disease) po€inje oko dvadesete godine Zivota
(6). Brzina progresije aterosklerotskih lezija je varijabilna, nelinearna 1
nepredvidiva. NeznaCajne lezije mogu postepeno ili naglo progredirati, Sto u
konacnici dovodi do razvoja znafajnog suzenja (suzenje koronarne arterije za
60% 1ili viSe) ili do potpune okluzije arterije. Postepena progresija ili stagnacija
lezije dovodi do razvoja kronicne ishemijske bolesti srca, dok brza progresija i/ili
ruptura aterosklerotskog plaka dovodi do ACS-a. Ruptura aterosklerotskog plaka
kao posljedicu ima stvaranje okluzivnog ili subtotalno okluzivnog tromba.
Okluzivni trombi u pravilu dovode do nastanka STEMI-ja, dok subokluzivni

trombi dovode do nastanka NSTE-ACS-a (7).

1.1.3.1. Pocetak ateroskleroze - uloga endotela

Ateroskleroza je multifaktorijalna bolest na koju utje¢u mnogi ¢imbenici, medu
kojima su najvazniji muSki spol, starija Zivotna dob, puSenje,
dislipidemija, pretilost (BMI, od eng. body mass indeks > 30kg/m?), Seéerna
bolest, arterijska hipertenzija te nasljedni faktori (8). Ovi rizi€ni ¢imbenici
pridonose oStec¢enju endotela krvne Zile i rezultiraju endotelnom disfunkcijom, §to

predstavlja kljunu ulogu u pokretanju procesa ateroskleroze. Disfunkciju



endotela uzrokuje smanjenje bioraspolozivosti dusicnog oksida (NO) i pretjerana
proizvodnja endotelina 1, Sto smanjuje vazodilataciju, povecava ekspresiju
adhezijskih molekula (npr. selektina) 1 povecava trombogenost krvi izlu¢ivanjem

lokalno aktivnih tvari (9).

1.1.3.2. Razvoj aterosklerotskog plaka - uloga upale

Jednom kada je endotel oSteCen, upalne stanice, osobito monociti, migriraju u
subendotelni prostor 1 tamo se diferenciraju u makrofage. Makrofagi fagocitiraju
oksidirani lipoprotein niske gusto¢e (LDL, od eng. low density lipoprotein) koji
ulaze u stijenku oStecene arterije, pretvaraju se u ,,pjenusave stanice* i uzrokuju
stvaranje masnih pruga. Aktivirani makrofagi oslobadaju kemokine 1 citokine
(npr. monocitni kemotakti¢ni protein 1, faktor nekroze tumora a 1 interleukine)
koji pojacavaju proces privlacenjem dodatnih makrofaga i stanica glatkih miSica.
Stanice glatkih miSi¢a sintetiziraju izvanstani¢ne komponente matriksa na mjestu
plaka. Makrofagi imaju vaznu ulogu 1 u razgradnji plaka pomoc¢u enzima matriks
metaloproteinaze, Sto je kljucno u razvoju ACS-a. Naime, poremecaj ravnoteze
izmedu produkcije matriksa glatkih miSiénih stanica i razgradnje istog od strane
makrofaga, dovodi do «ranjivosti» plaka 1 sklonosti pucanju plaka. Iako ruptura
plaka moZe uzrokovati ACS, u velikoj vecini slucajeva (Cak njih 99%) simptomi

mogu izostati.

1.1.3.3. Stabilnost aterosklerotskog plaka

Stabilnost aterosklerotskih plakova je vrlo wvarijabilna, ali su poznate
karakteristike koje svrstavaju plakove u visoko rizi€ne (10-17). To su: velika
lipidna jezgra, tanka vanjska fibrinska ovojnica, velika gusto¢a makrofaga 1 T-
limfocita uz relativni manjak stanica glatkih miSi¢a, povecana izraZenost
matriksnih metaloproteinaza, ekscentri¢no Sirenje plaka 1 povecanje njegove

neovaskularizacije. Kao S§to je ranije opisano, upala povecava aktivnost



makrofaga na mjestu plaka Sto dovodi do povecanja njegove lipidne jezgre i
stanjivanja fibrinske ovojnice, a to povecava nestabilnost plaka i moze rezultirati
njegovim pucanjem. Dokazano je da poviSene vrijednosti biomarkera upale (C-
reaktivnog proteina, CRP-a) pozitivno koreliraju s brojem rupturiranih plakova
(18). Jedan od najznacajnijih citokina koji sudjeluje u upalnom odgovoru je
interleukin 6 (IL-6), citokin kojeg sintetiziraju adipociti, endotelne stanice,
fibroblasti, miociti 1 leukociti. Dosadasnja su istrazivanja pokazala
povezanost izmedu poviSene razine cirkuliraju¢eg IL-6 1 rizika od infarkta
miokarda u asimptomatskih koronarnih bolesnika (19). IL-6 se takoder smatra

jednim od klju¢nih citokina za razvoj rane ateroskleroze (20).

1.1.3.4. Poremecaj aterosklerotskog plaka, tromboza i akutni koronarni
sindrom

Patogeneza ACS-a ukljucuje sloZenu interakciju endotela, upalnih stanica 1
trombogenosti krvi (21, 22), a viSe linija dokaza sugerira da stvaranje tromba ima
centralnu ulogu u toj patogenezi (23, 24). Cimbenici poput lipidnog sastava
aterosklerotskog plaka, stupnja upale, dinamike protoka krvi u tom podrucju 1
bolesnikova antitrombotska 1 protrombotska ravnoteZza vaZzni su za proces
stvaranja tromba 1 odreduju hoce li odredena ruptura plaka rezultirati ACS-om ili
ne (25-27). Post-mortem ispitivanja pokazala su da ruptura plaka uzrokuje
otprilike 75% fatalnith AIM, dok povrSna erozija endotela ¢ini preostalih 25%
(28). Nakon rupture plaka ili endotelne erozije, subendotelni matriks bogat
prokoagulantnim tkivnim faktorom izloZen je cirkulacijskoj krvi $to dovodi do
adhezije trombocita, nakon cega slijedi njihovo aktiviranje i1 agregacija te
posljedi¢no stvaranje tromba. Postoje dvije vrste tromba: tromb bogat
trombocitima («bijeli tromby) koji se formira u podru¢jima brzog protoka i samo
djelomicno okludira arteriju, 1 tromb bogat fibrinom («crveni tromby») koji je

rezultat aktivacije koagulacijske kaskade i smanjenog protoka u arteriji. Crveni



trombi se obi¢no superimponiraju na bijele i to uzrokuje totalnu okluziju (Slika

).

Slika 1. Prikaz “bijelog” i1 “crvenog” tromba iz koronarne arterije dobiven

aspiracijskom trombektomijom u bolesnika s infarktom miokarda

Autor Zoran Miovski, 2016.



1.1.4. Lijecenje akutnog koronarnog sindroma

LijeCenje ACS se razlikuje ovisno o kojem se tipu infarkta radi, odnosno lijecenje
ACS-a u uZzem smislu rijeci ukljucuje lijjecenje infarkta miokarda tipa 1, dok se u
ostalih tipova pokuSava otkloniti etioloski ¢imbenik koji je doveo do infarkta.
LijeCenje infarkta miokarda tipa 1 ovisi o tome da li se radi o STEMI 11 NSTE-
ACS-u, a uzimaju se u obzir 1 drugi ¢imbenici, poput klinicke slike, dobi 1
komorbiditeta bolesnika, bolesnikova Zelja, ali 1 mogucnosti lijeCenja u ustanovi
u kojoj se zbrinjava ACS.

Bolesnici koji imaju klinicku sliku ACS, a ST spojnica se ne moZe analizirati u
EKG-u, te imaju kompletni blok lijeve ili desne grane (LBBB; od eng. left bundle
branch block i1li RBBB, od eng. right bundle branch block) lijece se jednako kao
1 bolesnici sa STEMI-jem. Temelj ljeCenja je Zurna revaskularizacija koronarnih
arterija u kombinaciji s farmakoterapijom koja ukljucuje antiagregacijske,

antikoagulantne, antishemijske 1 antilipidne lijekove.

1.1.4.1. Revaskularizacija koronarnih arterija

Ovaj postupak podrazumijeva ponovnu uspostavu krvnog protoka kroz suZenu ili
potpuno okludiranu koronarnu arteriju; a navedeno se moze postici:

1. Perkutanom koronarnom intervencijom (PCl, od eng. percutaneous
coronary intervention) kojom se mjesto opstrukcije proSiruje uz pomoc
koronarnog balona 1 koronarnih stentova

2. Fibrinoliti¢ckim lijekovima

3. KardiokirurSkom revaskularizacijom miokarda kojom se opstrukcija
zaobilazi uz pomo¢ premosnica (aortokoronarni “bypass®)

U bolesnika sa STEMI-jem metoda izbora je primarni PCI, odnosno
revaskularizacija unutar 12 sati od poc¢etka simptoma (Slika 2) (29). Isti pristup

se primjenjuje 1 u bolesnika u kojih je proslo vise od 12 sati od poc¢etka simptoma,



ali 1 dalje perzistiraju bolovi u prsima, hemodinamska nestabilnost ili maligne
aritmije. Ukoliko se bolesnik zbrinjava u ustanovi u kojoj nije moguce uciniti PCI
ili je za transport bolesnika do PCI centra potrebno visSe od 120 minuta od
postavljene dijagnoze STEMI-ja, indicirana je primjena fibrinoliti¢ke terapije
koja ukljucuje tenekteplazu, alteplazu, streptokinazu ili reteplazu unutar 10

minuta od postavljene dijagnoze ukoliko ista nije kontraindicirana.

Ukupno vrijeme

| Kasnjenje SHP Kasnjenje sustava

S -
&_> = oy sHP
Primarna  <gq’

<l <120min g PCl

Reperfuzija
(Prolazak koronarne Zice)

STEMI
dijagnoza

ﬂ/q; » >120 min

<I0”  Reperfuzija (Bolus

Fibrinoliza fibrinolitika)®

=|PMK: NE-PCI centar

Primarna <60’ Reperfuzija
<10’ > —  pc| — (Prolazak

PMK: PCl centar koronarne
STEMI sice)

dijagnoza

| | Kasnjenje sustava |
upno vrijeme

PMK- prvi medicinski kontakt ; SHP- sluZba hitne pomodi; PCI- perkutana koronarna intervencija; STEMI — akutni infarkt miokarda sa ST elevacijom

Slika 2. Strategija lije€enja STEMI-a

Preuzeto i modificirano iz ESC smjernica za dijagnostiku i lijecenje bolesnika s infarktom miokarda sa ST

elevacijom (29)

Za razliku od bolesnika sa STEMI, u slucaju NSTE-ACS u svakog je bolesnika
potrebno uciniti procjenu rizika kako bi se utvrdio optimalan pristup: to moze biti
konzervativno lijeCenje, hitni 1 odgodeni PCI. Procjena se radi prema smjernicama
Europskog kardioloskog drustva (ECS, od eng. European Cardiology Society),
koja izmedu ostalog ukljucuje 1 bodovanje za procjenu rizika za unutarbolnicku,
odnosno 6-mjesecnu smrtnost - GRACE 2.0 (od eng. Global Registry of Acute
Coronary Events), a koji procjenjuje dob, puls, sistolicki krvni tlak, Killipovu



klasu, kreatinin, promjenu ST spojnice, poviSeni troponin te kardiopulmonalni
arest pri prijemu, svrstavajuci bolesnike u one niskog, visokog i vrlo visokog
rizika.

Trenutno vazece ESC smjernice preporucuju sljedece (Slika 3) (30):

1. hitni PCI unutar 120 min u bolesnika s jednim ili viSe od sljedecih kriterija:
hemodinamska nestabilnost ili kardiogeni Sok, ponavljajuca ili perzistentna bol u
prsima, maligne aritmije ili sr€ani arest, mehanicke komplikacije infarkta, akutno
sr¢ano popustanje ili ponavljajuce dinamicke promjene ST spojnice;

2. rani PCI unutar 24 sata u bolesnika s jednim ili viSe od sljedec¢ih kriterija:
dinamicke promjene troponina ili ST spojnice (simptomatske ili asimptomatske),
te GRACE skor za visoki rizik (> 140 bodova),

3. PCI unutar 72 sata u bolesnika s jednim 1li viSe od sljedecih kriterija: Se€erna
bolest, bubrezna insuficijencija, ejekcijska frakcija lijeve klijetke (LVEF od eng.
left ventricular ejection fraction) < 40% ili kongestivno sréano popustanje, rana
novonastala angina, raniji PCI ili ranije premosnice (CABG od eng. coronary
artery bypass graft), te GRACE skor za srednji rizik (> 109 1 < 140 bodova).

Svi ostali bolesnici u kojih su bolovi u prsima prestali, nemaju gore navedene
rizike te imaju GRACE skor za niski rizik trebaju se lije€iti prema ESC

smjernicama za dijagnostiku 1 lijeCenje kroni¢nih koronarnih sindroma (31).
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Slika 3. Strategija lije€enja NSTE-ACSa

Preuzeto i modificirano iz ESC smjernica za dijagnostiku i lijecenje bolesnika s NSTE-ACS (30)

1.2. Cimbenici rizika

Tradicionalni rizi€ni faktori za razvoj koronarne bolesti su muski spol, starija
zivotna dob (musSkarci stariji od 55 godina, Zene starije od 65 godina), pusenje,
pretilost (BMI > 30kg/m?2), dislipidemija, arterijska hipertenzija, Secerna bolest te
nasljedni faktori (8). Postoje promjenjivi 1 nepromjenjivi ¢imbenici rizika. Tako
su promjenjivi rizi€ni ¢imbenici povezani sa stilom 1 na¢inom Zivota; puSenjem,
pretilosti, dislipidemijom, arterijskom hipertenzijom 1 SeCernom bolesti. Brojne
su studije pokazale da puSenje dvostruko povecava rizik od ACS-a, kao 1 pretilost
(posebno abdominalnog tipa) te da je dislipidemija podjednako vazan rizi¢ni
faktor (32-34). Takoder, svaki porast prosje¢nog sistoli¢kog tlaka za 20 mm Hg
ili dijastolickog za 10 mm Hg udvostrucuje rizik za razvoj ACS-a, buduc¢i da pod
djelovanjem poviSenog arterijskog tlaka dolazi do oStec¢enja endotela krvnih Zila

(35). Seéerna bolest, bez obzira na tip, poveéava rizik od ACS-a i do tri puta, a
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mortalitet 1 do 10 puta (36). Svi ovi ¢imbenici pridonose ubrzanoj aterosklerozi,
pa npr. hiperglikemija inhibira produkciju vazodilatatora poput NO, a pojacava
djelovanje vazokonstriktora poput endotelina 1 pospjesSuje koagulaciju i usporava
fibrinolizu.

Nepromjenjivi rizici su vezani uz geneticko nasljede a u njih spadaju dob, spol,
narodnost te pozitivna obiteljska anamneza. Dokazano je da su razvoju ACS-a
podloznije starije osobe. Mlada populacija kao rizi€ne faktore ima vecu
prevalenciju dislipidemije, puSenja 1 pozitivne obiteljske anamneze dok starije
osobe imaju vecu prevalenciju hipertenzivne bolesti. Takoder, u mladih je
bolesnika ceS¢e prisutna jednozilna bolest 1 STEMI, dok stariji ¢eSc¢e imaju
viSezilnu bolest 1 NSTEMI (29).

U prosjeku, Zene obolijevaju od ishemijske bolesti srca 7-10 godina kasnije nego
muskarci (37), a muskarci ¢eS€e imaju nestabilan aterosklerotski plak podloZzan
rupturi 1 krvarenju, Sto dovodi do brzeg razvoja ACS-a (38). Takoder, muskarci
oboljevaju od ACS-a tri puta ¢eS¢e nego Zene koje nisu u menopauzi, no taj se
rizik izjednaCava nastupom menopauze, a objaSnjava se protektivnim ucinkom
estrogena (39). Posljedi¢no, nasljede smatramo znacajnim Cimbenikom rizika
ukoliko postoji pozitivna obiteljska anamneza ACS prije 55. godine za muSkarce,
odnosno prije 65. godine za Zene (40).

Prema brojnim epidemioloSkim studijama, 40% bolesnika koji su dozivjeli ACS
imaju tri ili viSe rizi¢nih faktora, dok je za 60% oboljelih uzrok i dalje nejasan,
Sto predstavlja izazov za kliniCka i1 znanstvena istrazivanja kako bi se u konacnici

smanjio morbiditet i mortalitet od ishemijske bolesti srca 1 ACS-a (8).
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1.2.1. Uloga estrogena i estrogenskih receptora u aterosklerozi i endotelnoj
disfunkciji

U kardiovaskularnom sustavu estrogeni imaju vazodilatacijski, anti-upalni 1 anti-
proliferativni ucinak, te povoljno utje€u na lipidogram (41, 42), a ti se ucinci
ostvaruju posredstvom estrogenskih receptora. Postoje dvije vrste estrogenskih
receptora: estrogenski receptor alfa (ERa) i estrogenski receptor beta (ERp),
kodirana s dva razli¢ita gena, koja su oba izrazena na endotelnim i glatko-
miSi¢nim stanicama vaskularne stijenke (43). Pretklinicke studije su pokazale da
je ERa glavni posrednik ateroprotektivnog ucinka estrogena (44), a to je potom
potvrdeno 1 u ranim klini¢kim studijama. Naime, sniZzena ekspresija ERa je prvo
dokazana u premenopauzalnih Zena s preuranjenom aterosklerozom (45). Potom
je nadeno da je metilacija, odnosno inaktivacija ERa povecana u endotelnim
stanicama na mjestu aterosklerotskih plakova (46). Naposljetku, preuranjena je
ateroskleroza detektirana i u mladog muSkarca homozigota s mutacijom u ERa
genu (47). Stoga su prve klinicke studije upucivale na to da bi promjena
ekspresije 1 funkcije ERa receptora mogle smanjiti ateroprotektivni ucinak
estrogena.

Gen za ERa se nalazi na Sestom kromosomu (6g24.1) 1 ima Sest domena kodiranih
s osam eksona (Slika 4.). Polimorfizmi gena ERa su ispitivani u mnogim stanjima
1 nadena je njthova povezanost s ranom osteoporozom (48), karcinomom dojke
(49), karcinomom prostate (50), arterijskom hipertenzijom (51), dislipidemijom
(52) te odgovorom u lipidogramu na hormonsku nadomjesnu terapiju (53). No
rezultati ovih studija nisu bili konzistentni, a vecina ih je ispitivala polimorfizme
jednog nukleotida (“SNP”, od eng. ‘single nucleotiod polymorphisms’): Pvull
polimorfizam koji je uzrokovan zamjenom timina u citozin (T/C) u intronu 1 gena
1 Xbal polimorfizam uzrokovan zamjenom gvanina u adenozin (G/A) koji se
nalazi 50 parova baza nizvodno od Pvull polimorfizma. Povezanost ovih

polimorfizama 1 ishemijske bolesti srca takoder se pokazala nenkonzistentnom,
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pa dok jedne studije govore u prilog povezanosti Pvull polimorfizma s
aterosklerozom i koronarnom bolesti (52), druge govore protiv (54).

Nasuprot ovim saznanjima, duljina ponavljanja jednostavne sekvence
dinukleotida timina i adenozina (T/A) u promotorskoj regiji ERa gena uzvodno
od egzona 1 u nekoliko je studija pokazala povezanost s koronarnom bolesti (55,

56).

INTRON 1

R
I El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8

— P>T:Pwull
L A>G:Xbal

L——» TA sekvence

Slika 4. Gen za ERa

Autor Zoran Miovski, 2022.

Estrogeni S$tite od ateroskleroze na nain da Stite bolesnike od endotelne
disfunkcije, odnosno endotelnog oSte¢enja. Naime, jedno od najbolje opisanih
djelovanja estrogena je sposobnost da on utjece na reaktivnost arterija direktnim
utjecajem na endotelnu funkciju (57), stimuliraju¢i enzim endotelne sintetaze
dusi¢nog oksida (eNOs) u vaskularnim endotelnim stanicama. Stimulacijom
estrogenskih receptora ustvari zapocCinje signalni put aktivacije ERK/MAP 1 PI3K
kinaze Sto u konacnici dovodi do fosforilacije 1 aktivacije enzima eNOS i
produkcije NO iz L-arginina. NO potom dovodi do relaksacije glatkih miSi¢nih
stanica 1 do vazodilatacije arterije (Slika 5). Jedno od glavnih svojstava adekvatne
funkcije endotela je protokom izazvana vazodilatacija (FMD, od eng. flow-
mediated vasodilatation) koja nastaje kao odgovor na naglo povecanje protoka u
arteriji 1 na taj nacin Stiti endotel arterije od oSte¢enja. Naime, krv u lumenu krvne

zile djeluje na stijenku dvjema ortogonalnim silama - tangencijalno usmjerenom
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silom na jedinicu povrSine stijenke koja je frikcijska sila primarno povezana s
protokom 1 naziva se sila smicanja (eng. shear stress), te silom istezanja koja na
stijenku djeluje okomito 1 izravno 1 odgovara krvnom tlaku (58). Na tangencijalnu
silu zdrave endotelne stanice reagiraju trenutacno — poticanjem bioloskih procesa
koji dovode do otpusStanja vazoaktivnih agensa te brze promjene Zilnog tonusa.
NO je prvi definirani takav vazodilatatorni agens, tzv. endotelni ¢imbenik
relaksacije koji se otpuSta u odgovoru na Zilni stres 1 vodi do relaksacije
vaskularnih glatkih miSiénih stanica. Osim vazodilatatornih svojstava, NO
sprjeCava adheziju 1 agregaciju trombocita, kao 1 migraciju leukocita u arterijsku
stijenku, te inhibira proliferaciju glatkih miSiénih stanica, odnosno ima ulogu u
svim klju¢nim koracima za razvoj ateroskleroze. Nekoliko godina nakon otkri¢a
NO otkriveno je da vaskularni endotel kao protutezu NO, proizvodi i
vazokonstriktorni agens, endotelin-1 (ET-1), koji djeluje na nacin da povisuje

krvni tlak 1 dovodi do vaskularne 1 sr€ane hipertrofije (59, 60).

l Kardiovaskularne bolesti

ﬁ Vazoprotekcija

FMD

Signalni
kompleks

Kinaza

ﬁEndotelna funkcija

Slika 5. Signalni put estrogenskog receptora

Autor Zoran Miovski, 2022.
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1.2.2. Uloga endotelne disfunkcije u akutnom koronarnom sindromu

Kako je sposobnost otpustanja vazoaktivnih tvari 1 vazodilatacija u arteriji putem
NO glavna karakteristika zdravog endotela, tako je neraspoloZivost NO 1
aktivacija vazokonstrikcijskih agensa, odnosno neprimjerena aktivacija endotela
1 vazokonstrikcija obiljezje endotelne disfunkcije. To moZe biti uzrokovano
nedostatkom L-arginina, supstrata za NO, ili manjkom kofaktora za NO-sintetazu
ali 1 genetskim razlikama i posttranslacijskim modifikacijama enzima. Dokazano
je da se endotelna disfunkcija pojavljuje puno ranije prije pojave opstruktivnih
aterosklerotskih lezija, a osobito je zanimljivo da moZe biti prisutna ¢ak 1 u djece
s obiteljskom anamnezom kardiovaskularnih bolesti (20, 61). Isto tako, endotelna
¢e disfunkcija biti izraZenija u slucaju vece izlozZenosti rizi€nim ¢imbenicima za
razvoj ACS-a, a vazan je 1 prognosticki ¢imbenik za buduce kardiovaskularne
dogadaje u bolesnika s ranijim ACS-om (62, 63).

Bitno je naglasiti da je glavna karakteristika endotelne disfunkcije njena
reverzibilnost, pa uklanjanje riziénih ¢imbenika na koje se moZe utjecati, kao 1
uzimanje odgovaraju¢e medikamentozne terapije mogu dovesti do njenog
znacajnog poboljSanja 1 smanjiti rizik za ACS. Primjerice, primjena statina i
antihipertenziva koji se koriste u lijjeCenju ishemijske bolesti srca 1 ACS-a ima
povoljan u¢inak na endotelnu funkciju kroz smanjenje razine oksidativnog stresa
1 lipida (64). Takoder, primjena ACE inhibitora smanjuje endotelnu disfunkciju
povecanjem bioraspolozivosti NO-a (65).

Ovisno o tome koliko traje izloZenost rizi€nom ¢imbeniku, endotelna disfunkcija
moZe biti pocetna, stacionarna ili progresivna, a stupanj endotelne disfunkcije se
moZe procijeniti. Procjena endotelne disfunkcije tako predstavlja vazan prediktor
u razvoju ACS-a, a njome se moze pratiti 1 ucinak lije¢enja ishemijske bolesti
srca. Obzirom da endotelna disfunkcija nije lokalizirana, ve¢ se radi o
generaliziranom poremecaju, testovi endotelne disfunkcije su jednako znacajni,
bilo da se 1izvode na koronarnim ili perifernim arterijama (66). Procjena endotelne

disfunkcije najcesce podrazumijeva mjerenje dilatacije krvne Zile kao odgovor na
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odredeni podrazaj, pri ¢emu smanjena dilatacija sluzi kao pokazatelj endotelne

disfunkcije.

1.2.2.1. Procjena endotelne disfunkcije metodom protokom posredovane
dilatacije

Ultrazvuéni test protokom posredovane dilatacije perifernih arterija (FMD) se
izvodi na brahijalnoj arteriji 1 temelji se na ranije opisanom patofizioloSkom
mehanizmu izazivanja vazodilatacije uslijed povecanog protoka kroz arteriju, pri
c¢emu povecani protok izaziva Zilni stres koji stimulira endotelne stanice na
lucenje NO 1 posljedi¢nu vazodilataciju. Smanjena vazodilatacija uslijed Zilnog
stresa predstavlja poremecaj bioraspolozivosti NO-a 1 postojanje endotelne
disfunkcije (67).

Zilni stres na brahijalnoj arteriji se uzrokuje postavljanjem i zatezanjem manzete
na podlakticu ¢ime se uzrokuje okluzija protoka, a promjer brahijalne arterije se
mjeri ultrazvuénim aparatom visoke rezolucije. Promjer se mjeri u bazalnim
uvjetima, tijekom pet minuta okluzije te potom tijekom 3 minute reaktivne
hiperemije nakon popustanja okluzije (Slika 6). FMD se izrazava kao maksimalni
postotak dilatacije tijekom reaktivne hiperemije u odnosu na bazalni promjer
(Slika 7).

Osim povezanosti endotelne disfunkcije 1 koronarne bolesti, postoje dokazi o
endotelnoj disfunkciji u asimptomatskih mladih bolesnika bez klasi¢nih rizi¢nih
¢imbenika, ali s pozitivnom obiteljskom anamnezom za koronarnu bolest (68). U
studiji koja je ukljucivala 94 ispitanika s rizicnim faktorima za ACS, endotelna
disfunkcija (patoloski FMD) je imala visoku senzitivnost (91%), dok je uredna
endotelna funkcija (uredan FMD) imala visoku negativnu prediktivnu vrijednost
(95%) (69). Velika case-control multietnicka studija koja je obuhvacala 2843
zdravih ispitanika je pokazala da oni s reduciranim FMD-om imaju znacajno vise
kardiovaskularnih dogadaja tijekom petogodiSnjeg razdobolja pracenja (70).

Takoder, ispitivanje endotelne disfunkcije se pokazalo kao korisna metoda za
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identifikaciju bolesnika s visokim rizikom za razvoj ACS-a medu onima

koronarografski dokazanom blagom ili minimalnom koronarnom bolesti (71).

@ Baziéno mjerenje do 1
minute

Napuhavanje @ Ishemija distalno od manzete,
manZete i distalna +dilatacija vaskularnih struktura,

okluzija kroz 5 smanjenje vaskularne rezistencije
minuta

Brahijalna
arterija

@ Dramatiéno povecanje
protoka krvi

@ Zilni stres E"dOt,EI OtDUSt? Zdrava arterija se dilatira
vazodilatatore i NO

@ ' Otpustanje manzete

Slika 6. Graficki prikaz izvodenja FMD-a

Preuzeto i modificirano od: The University of Western Australia — https://researchimpact.uwa.edu.au/wp-

content/uploads/2018/04/FMD

FMD(%)=(maksimalni dijametar-bazalni dijametar)/bazalni dijametar
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Slika 7. Graficki prikaz izrauna FMD-a

Autor Zoran Miovski, 2022.



1.2.3. Uloga IL-6 u aterosklerozi i endotelnoj disfunkciji

Kao $to je ranije opisano, ateroskleroza je kroni¢no upalno stanje koje
karakterizira aktivacija odgovora akutne faze, a IL-6 ima klju¢nu ulogu u tom
procesu (20). IL-6 je, naime, pleotropni citokin kojeg sintetiziraju adipociti,
endotelne stanice, fibroblasti, miociti i leukociti, a koji kao jedan od najznacajnijh
citokina u upalnom odgovoru stimulira sintezu proteina akutne faze. I IL-6 1
transkripti gena IL-6 nadeni su u aterosklerotskim plakovima (72-74), pa se IL-6
smatra jednim od kljucnih citokina za razvoj rane ateroskleroze (20). Takoder,
prospektivne studije su pokazale da visoke razine IL-6 u plazmi imaju proupalni
1 prokoagulantni u¢inak, kao 1 da su poviSene razine IL-6 1 CRP-a u plazmi (koji
je dobar surogat razine IL-6) prediktivne za razvoj ACS-a u asimptomatskih
zdravih muskaraca (19), kao 1 ishemijske bolesti srca u Zena (75). Takoder je
pokazano da je sistemska upala povezana s endotelnom funkcijom u bolesnika s
koronarnom bolesti (76), odnosno da naruSava vazodilataciju arterija ovisna o
endotelu (77).

Ekspresija IL-6 je regulirana uglavnom na razini transkripcije, a promotorsko
mjesto u genu IL-6 ima nekoliko polimorfizama. Jedan od najcesc¢ih
funkcionalnih polimorfizama je pojedinacni polimorfizam zamjene gvanina i1
citozina (G>C), na poziciji -174, odnosno 174 baznih parova uzvodno od
pocetnog mjesta translacije. Pokazalo se da polimorfizam promotora -174 G>C
utjeCe na brzinu transkripcije gena 1 bazalnu koncentraciju IL-6 u plazmi, kao 1 da
je povezan s mnogim kroni¢nim upalnim stanjima, ukljucujuci ishemijsku bolest
srca (78). Stoga je za oCekivati da postoji 1 povezanost endotelne disfunkcije,

odnosno FMD-a s genotipom promotora IL-6.
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2. HIPOTEZA

Potomci bolesnika s ranom koronarnom bolesti 1 ACS-om koji naslijede
polimorfizam gena estrogenskog receptora alfa 1/ili interleukina 6 imat ce
znacajniju endotelnu disfunkciju u usporedbi s ostalim ispitanicima bez

nasljedenog polimorfizma gena estrogenskog receptora alfa 1/ili interleukina 6.
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3. CILJEVI

Opdi cilj:

Analizirati povezanost polimorfizma gena za ERa 1 polimorfizma gena za [L-6 u
zdravih asimptomatskih ispitanika (potomaka bolesnika s ranom koronarnom
boles¢u) 1 endotelne disfunkcije koriStenjem metode protokom posredovane

dilatacije (od eng. flow mediated dilatation — FMD)

Specificni ciljevi:

1) utvrditi pojavnost polimorfizma ERa 1 IL-6 u bolesnika s ranom koronarnom
boles¢u 1 u njihovih potomaka;

2) utvrditi prisutnost endotelne disfunkcije FMD metodom u potomaka
koronarnih bolesnika;

3) ispitati povezanost polimorfizma ERa 1 patoloskih vrijednosti lipidograma u
bolesnika s ranom koronarnom bolesti 1 njithovih potomaka;

4) ispitati povezanost polimorfizma IL-6 i1 plazmatske vrijednosti CRP-a u

bolesnika s ranom koronarnom bolescu.
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4. METODE I ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno na Klinici za bolesti srca i1 krvnih zila 1 Klinickom
zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb u
sklopu projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta ,,Genetska osnova
kardiovaskularnih u¢inaka hormonskog nadomjestnog lije€enja‘ (broj projekta
108-1081875-2423) pod mentorstvom voditeljice projekta prof. dr.sc. Ljiljane

Banfic.

4.1. Ispitanici i materijal

Prva faza istrazivanja ukljucila je 73 bolesnika s ranom koronarnom bolesti koji
su preboljeli ACS (muSkarci mladi od 50 godina a Zene mlade od 55
godina). Potom je u studiju uklju¢eno 68 potomaka svih bolesnika kojima je
dokazan polimorfizam ERa 1/ili IL-6. Ispitanici su bili upoznati s metodologijom
istrazivanja, a nakon potpisanog informiranog pristanka uzeti su krvni uzorci 1

ucinjeno ispitivanje.

4.2. Metode i plan istraZivanja

4.2.1. Dijagnostika akutnog koronarog sindroma

ACS je dijagnosticiran na temelju klinicke slike, elektrokardiograma,
laboratorijskih nalaza te nalaza koronarografije. Koronarografija je ucinjena
Seldingerovom metodom transradijalnim ili transfemoralnim
pristupom. Bolesnici s ACS-om su lijje€eni perkutanom koronarnom
intervencijom 1/ili optimalnom medikamentoznom terapijom prema Europskim

smjernicama za akutne koronarne sindrome (ranije navedene ESC smjernice). S
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obzirom na medikamentoznu terapiju 1 utjecaj lijekova na endotelnu funkciju, u

koronarnih bolesnika nije ispitivana endotelna (dis)funkcija.

4.2.2. Analiza polimorfizma gena estrogenskog receptora alfa

Svim ispitanicima (bolesnicima 1 njithovim potomcima) izvadeno je 5 ml krvi iz
periferne vene koja je pohranjena u epruvetu s Na-EDTA 1 ¢uvana na 4°C. Nakon
transporta u laboratorij, genomska DNA je izolirana iz leukocita uz pomo¢ seta
za ekstrakciju (Nucleon IT DNA extraction kit Scotlab, Coatbridge, Lanarkshire,
UK) prema uputama proizvodaca. Ekstrahirana DNA je pohranjena na -
30°C. KoriStene su PCR pocetnice namijenjene za amplifikaciju polimorfne
regije (TA)n ponavljanja 1174 bp uzvodno mjesta pocetka prvog egzona
humanog gena ERa. 5' po€etnica obiljeZena je fluoroscentnom bojom cijaninom
(Cy5), dok 3' pocetnica nije obiljeZzena. Nakon amplifikacije, produkti PCR su
podvrgnuti elektroforezi na gelu od 6% poliakrilamida u automatiziranom uredaju
za sekvencioniranje (ALFexpress, Amersham Pharmacia). Odredivanje alela
ucinjeno je pomocu racunalnog programa AlleleLocator software (Amersham
Pharmacia). Kod svih reakcija koriStene su pozitivne kontrole koje sadrze
genomsku DNA 1 negativne kontrole koje sadrZe sve osim DNA.

Polimorfizam regije T/A ponavljanja ERa s obzirom na broj ponavljaju¢ih T/A
slijedova je podijeljen na kratke (,,S“ <19 T/A ponavljanja) i duge (,,L*“>19 T/A
ponavljanja) polimorfizme. Prema navedenom, ispitanici su podjeljeni prema

moguc¢im alelnim formama: SS, LL i SL.

4.2.3. Analiza polimorfizma gena IL-6

Genomska DNA izolirana je iz leukocita periferne krv uz pomoc¢ ,,Pure Compact
Nucleic Acid Isolation Kit I* (Roche, Germany) prema preporukama
proizvodaca. IL-6 -174 G>C genotipizacija u€injena je metodom PCR-RFLP
koriste¢i primere (5'- TGA CTT CAG CTT TAC TCT TGT-3'; 5'- CTG ATT
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GGA AAC CTT ATT AAG- 3"). Amplifikacija je postignuta pomocu GeneAmp
PCR sistema 9700 (Applied Biosystems, Foster City, USA) na slijedec¢i nacin:
94°C tijekom 10 min, nakon toga 30 ciklusa na 94°C tijekom 1 minute, 55°C
tijekom 30 sekundi, 72°C tijekom 1 minute, 1 konacno 72°C tijekom 10 minuta.
Fragmenti su odvajani elektroforezom na 2% agaroznom gelu koji sadrzava
ethidium bromid 1 vizualizirani pomoc¢u UV svijetla. Ovisno o polimorfizmu IL-

6, ispitanici su podjeljeni prema mogucim alelnim formama: GG, CC 1 CG.

4.2 4. Plan istrazivanja potomaka

Druga faza istrazivanja ukljucila je potomke bolesnika s ranom koronarnom
bolesti 1 ACS-om 1 dokazanim polimorfizmom ERa i/ili IL-6. U ovoj fazi
ispitivan je utjecaj polimorfizama ERa 1 IL-6 na endotelnu funkciju (FMD) kod
potomaka. Isklju¢ni kriteriji za populaciju potomaka ukljucenih u ispitivanje bila
je anamneza maligne ili autoimune bolesti, febrilnog stanja, izraZena hipotenzija
(sistolicki RR <90 mmHg) i nadomjesna hormonska terapija te dob manja od 6

godina.

4.2.5. Metoda protokom posredovane dilatacije (od eng. flow mediated
dilatation-FMD)

Svim ukljucenim potomcima ucinjeno je ispitivanje endotelne (dis)funkcije FMD
metodom u skladu s Europskim konsenzusom 1 smjernicama za FMD, koje su
sazete u Tablici 1 (79). KoriSten je ultrazvucni aparat Aloka alfa 10 1 program za
ispitivanje endotelne funkcije te linearna sonda frekvencije 12 mHz. Mjerenje je
provodeno na desnoj brahijalnoj arteriji koja je prikazana u longitudinalnoj
ravnini nekoliko centimetara iznad kubitalne jame. Za kontinuirano mjerenje
promjera arterije koriStena je ,,wall tracking* metoda. Okluzija brahijalne arterije
postignuta je manZetom tlakomjera i tlakom koji je 50 mmHg visi od aktualno
izmjerenog sistolickog tlaka u bazalnim uvjetima. Mjerenje promjera krvne Zile

praceno je kontinuirano od pocetka testa do tri minute nakon deflacije manzete.
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FMD je i1zrazen kao postotak maksimalne post-okluzijske promjene promjera
arterije u odnosu na bazicni promjer.

Shema istrazivanja prikazana je na Slici 8.

Tablica 1. Preporuke za izvodenje FMD-a

Priprema ispitanika 1
Odmor u tihoj zamracenoj sobi 10-15 minuta prije testa 1
Leze¢i polozaj (tj. snimljena arterija bi trebala biti oko razine srca) 1
Vrijeme testiranja mora biti standardizirano kako bi se izbjegle dnevne 2

varijacije, testovi se moraju provesti u slicno doba dana

Subjekti moraju biti nataSte >=6h 2

Izbjegavati tjelovjezbu >=24 h, alkohol ili hranu/pica koja sadrze kofein ilisu | 2

bogata polifenolima >=12 h

Bez pusenja ili konzumiranja duhana prije mjerenja (>6 h) 2

Potrebno je pazljivo uzeti anamnezu u vezi s koriStenjem/vremenskim 2
rasporedom bilo kojeg lijeka. MoZe biti potrebno ukidanje nekog lijeka no to

nije uvijek izvedivo.

Zene u predmenopauzi treba procijeniti u standardiziranom dijelu menstrualnog | 2

ciklusa.

Bazalni promjer mora se ispitati prije napuhavanja manzete u trajanju od >30s | 1

Potrebno je izraziti apsolutni bazalni promjer u rezultatima 1

Manzeta mora biti postavljena distalno od arterije koja se snima, s tlakom u 1

manzeti >50 mmHg sistoli¢kog tlaka i napuhanom 5 min

Promjer nakon ispuhivanja mora se kontinuirano pratiti 3 minute nakon 1

ispuhivanja

Treba testirati endotel-neovisnu vazodilataciju i navesti dozu gliceril-trinitrata | 1

Preporuca se primjera 25 mcg gliceril-trinitrata. 3
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Kontinuirano mjerenje brzine i promjera koriste¢i simultani live duplex 1
ultrazvuk
Treba koristiti slike B-moda s linearnom sondom od >=7,5 MHz. Treba 1

koristiti najvisi dostupni MHz, obzirom na dubinu tkiva.

Brzina protoka treba biti procijenjena pomocu insonacije jednake 60-70 1

stupnjeva ili manje

Koristiti isti kut za brzinu protoka unutar isti studije. 1
Koristiti kontinuirano otkrivanje rubova i software za pracenje zidova krvne 1
zile

Automatizirani matematicki algoritmi trebaju se koristiti za izraCunavanje 1

najveceg promjera

Izraziti bazalni promjer 1
Izraziti FMD odgovor u apsolutnoj (mm) i relativnoj (%) promjeni 1
Izraziti relevantnu stopu sile smicanja 2
Off-line analizu treba izvesti “slijepi” promatrac 3

Faktori ovisni o ispitivacu

Dostatna obuka ultrasonicara (preporucena razina reproducibilnosti: <2% 1

varijacije u promjeru, <15% varijacija u FMD-u u konsekutivnim mjerenjima

Odrzavanje iskustva ultrasonicara 1

Za manje iskusne laboratorije preporucuje se sterotakticki drza¢ sonde 2

*Razina preporuke 1- obavezno, 2- visoko preporuceno, 3- preporucuje se kada je moguce
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Bolesnici s ACS Z<55g. i M<50g.

-174 G/C IL6;ERa (TA)n
Lipidogram, hsCRP

Dokazan -174G/C (CG, CC)
i/ili (TA)n LL,SL

Potomci

174 G/C IL6;ERa (TA)n FMD
Lipidogram 1

IL6 GG ER a TA SS
IL6 CC ER a TA LL
IL6 GC ER a TA SL

Slika 8. Shema istrazivanja

4.2.6. Statisticka analiza

Svi podaci analizirani su statistickim programom R package (R Developopment
Core Team 2006). U univarijatnoj analizi, za usporedbu kontinuiranih varijabli
koriSten je neparametrijski Mann-Whitney U test, dok su kategorijske varijable

usporedivane uz pomo¢ X2 ili fisher-exact testa.
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S. REZULTATI

5.1. Karakteristike bolesnika s ranom koronarnom boles¢u

U studiju je izmedu lipnja 2013. 1 srpnja 2019. ukljueno 73 odraslih bolesnika s
ranom koronarnom bolesti: 48 musSkaraca 1 25 Zena. Medijan dobi muskih
bolesnika bio je 44 godine (raspon 33-50), a medijan dobi Zenskih bolesnika bio
je 49 godina (raspon 40-53). Karakteristike studijske populacije su prikazane u
Tablici 2. Uklju€eni su bolesnici imali medijan sistolickog tlaka 130 mm Hg
(raspon 105-192), a medijan dijastoli¢kog tlaka 82 (raspon 60-110). Sezdeset dva
bolesnika (85%) su bili puSaci, njih 14 (19%) je imalo Se€ernu bolest, obiteljska
anamneza je bila pozitivna na koronarnu bolest u 48 bolesnika (66%). Medijan
vrijednosti ukupnog kolesterola bio je 4.8 mmoL/L (raspon, 2.5-9.6), medijan
vrijednosti LDL-a bio je 2.9 mmoL/L (raspon, 1.4-8.15), medijan vrijednosti
HDL-a 1.0 mmoL/L (raspon, 0.55-2.15), a medijan vrijednosti triglicerida 1.6
mmoL/L (raspon, 0.62-12.2). Medijan vrijednosti CRP-a je bio 3.3 mg/L (raspon,
0.3-210).
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Tablica 2. Karakteristike studijske populacije bolesnika

Broj roditelja (n)

Spol

Dob (godine)

Sistolicki tlak (mmHg)
Dijastolicki tlak (mmHg)
Pusaci (n;%)

DM (n;%)

Obiteljska anamneza (n; %)
Ukupni kolesterol (mmol)
LDL (mmol/L)

HDL (mmol/L)
Trigliceridi (mmol/L)
CRP (mg/L)

73
25 zena , 48 muskaraca

7 49 (40-53), M 44 (33-50)
130 (105-192)

82 (60-110)

62 (85%)

14 (19%)

48 (66%)

4.8 (2.5-9.6)

2.9 (1.4-8.15)

1.0 (0.55-2.15)

1.6 (0.62-12.2)

3.3 (0.3-210)

5.2. Polimorfizam gena estrogenskog receptora alfa u bolesnika s ranom
koronarnom boleScu

Distribucija broja ponavljaju¢ih T/A slijedova je prikazana na Slici 9. Vidljiva su
dva ,,vr8ka*, na 15 1 23 ponavljanja. Bolesnici su podijeljeni na one s ,,dugom*
alelnom formom genotipa ERa (oba alela > 19 ponavljanja; ,,LL* od eng. long-
long; n=17, 23%), one s ,,kratkom‘“alelnom formom genotipa ERa (oba alela<19
ponavljanja; ,,SS* od eng. short-short; n=17,23%), i one s ,,mjeSovitom*“‘alelnom
formom genotipa ERa (jedan kratki 1 jedan dugi alel; ,,SL* od eng. short-long;,
n=39, 54%) (Tablica 3.) Genotip ERa s barem jednom dugom alelnom formom
(LL + SL alelna forma) je pronadena u 56 (77%) bolesnika s ranom koronarnom
bolesti.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u medijanu dobi izmedu tri genotipske

skupine ERa, prevalenciji puSaca, bolesnika sa SeCernom bolesti 1 vrijednostima
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krvnog tlaka (Tablica 4). Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike u medijanu
vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a, triglicerida (Slike 10-13) izmedu
tri genotipske skupine ERa, kao ni CRP-a (nije prikazano, p=0.92). No, kada smo
populaciju podijelili na Zene 1 muSkarce, nije bilo statisticki znacajne razlike u
medijanu vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a i triglicerida u Zenskih
ispitanika (Slike 14-17) dok je u muskih postojao trend viSih vrijednosti
triglicerida 1 nizih vrijjednosti HDL-a u onih s ,kratkom‘“alelnom formom

genotipa ERa (Slike 18- 21).

Broj alela

Distribucija alelnih formi ERalfa (odrasli)
40

35
30
25

20

15
| | |

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

o

[, ]

Alelne forme

Slika 9. Distribucija alelnih formi ERa u bolesnika s ranom koronarnom boles¢u
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Tablica 3. Polimorfizam ERa u bolesnika s ranom koronarnom boles¢u

Broj bolesnika s barem jednom 56 (76.7%) | M 38 (83%) | Z 18 (67%)
dugom alelnom formom ERa n (%)

SS n (%) 17 (23.3%) | 8 (17%) 9 (33%)
SL n (%) 39 (53.4%) |28 (61%) 11 (41%)
LL n (%) 17 (23.3%) | 10 (22%) 7 (26%)

Tablica 4. Klini¢ke karakteristike tri genotipske skupine polimorfizma ERa

SS SL LL p
Musko/Zensko n (%) 8/9 28/ 11 10/7 0.19

(47%/53%) | (72%/28%) | (59%/41%)
Dob 44 (36-53) |46 (35-53) |45 (37-51) 0.61
Sistolicki tlak (mmHg) 130 130 135 0.86
Dijasatolicki tlak (mmHg) | 90 80 80 0.47
Secerna bolest n (%) 3 (18%) 11(28%) 0 0.04
PusSenje n (%) 11 (65%) 32 (82%) 16 (94%) 0.15
Obiteljska anamneza n (%) | 10 (59%) 27 (69%) 11 (65%) 0.79
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Slika 10. Vrijednosti ukupnog kolesterola u odnosu na genotipske skupine ERa;

medijan, raspon; SS 4.80 (2.80-7.96), SL 5.05 (2.70-7.10), LL 4.40 (2.50-7.50);

p=0.52
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LDL (mmol/L)
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Slika 11. Vrijednosti ukupnog LDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa;
medijan, raspon; SS 2.30 (0.95-5.37), SL 3.09 (0.85-8.15), LL 2.62 (1.40-4.29)

p=0.27
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Slika 12. Vrijednosti ukupnog HDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa;
medijan, raspon; SS 0.99 (0.78-1.46); SL 1.00 (0.62-1.56), LL 1.0 (0.44-2.27),

p=0.49
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Slika 13. Vrijednosti triglicerida u odnosu na genotipske skupine ERa; medijan,

raspon; SS 2.30 (0.73-5.60), SL 1.65 (0.54-2.20), LL 0.69 (1.34-12.20); p=0.11
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Slika 14. Vrijednosti ukupnog kolesterola u odnosu na genotipske skupine ERa u

zenskih bolesnika; medijan, raspon; SS 5.21 (3.40-7.50), SL 5.10 (3.50-7.10), LL

5.20 (2.50-7.50); p=0.91
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Slika 15. Vrijednosti LDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih
bolesnika; medijan, raspon; SS 3.11 (1.70-5.37), SL 3.34 (1.52-5.30), LL 3.40

(1.40-4.29): p=0.67
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Slika 16. Vrijednosti HDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih
bolesnika; medijan, raspon; SS 1.38 (0.90-1.46), SL 1.06 (0.78-1.52), LL 1.00

(0.96-2.15); p=0.65
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Slika 17. Vrijednosti triglicerida u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih

bolesnika; medijan, raspon; SS 1.58 (3.40-7.50), SL 1.30 (1.01-2.73), LL 1.51

(1.08-2.20); p=0.85
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Slika 18. Vrijednosti ukupnog kolesterola u odnosu na genotipske skupine ERa u

muskih bolesnika; medijan, raspon; SS 4.50 (2.80-7.00), SL 5.00 (2.70-7.20), LL

4.40 (3.60-5.10); p=0.39
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Slika 19. Vrijednosti LDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih
bolesnika; medijan, raspon; SS 2.09 (0.95-4.86), SL 2.95 (0.85-5.16), LL 2.56
(2.05-3.04); p=0.19
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Slika 20. Vrijednosti HDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih
bolesnika; medijan, raspon; SS 0.90 (0.78-1.11), SL 0.99 (0.62-1.56), LL 1.01

(0.82-2.27); p=0.09
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Slika 21. Vrijednosti triglicerida u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih
bolesnika; medijan, raspon; SS 2.72 (0.73-5.60), SL 1.72 (0.69-12.20), LL 1.10
(0.54-3.39); p=0.05
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5.3. Polimorfizam gena IL-6 u bolesnika s ranom koronarnom bole$¢u

Mutacija IL-6 je pronadena u 41 (56%) bolesnika s ranom koronarnom bolescu.

Medu njima, 28 bolesnika bilo je s GC heterozigotnom alelnom formom (38%),

13 bolesnika s CC homozigotnom alelnom formom (18%), dok je 32 bolesnika

imalo divlji tip, odnosno GG alelnu formu (44%) (Tablica 5).

Nije bilo statisticki znacajne razlike u medijanu dobi izmedu tri genotipske

skupine, prevalenciji puSaca, bolesnika sa Se¢ernom boleScu 1 vrijednostima

krvnog tlaka (Tablica 6). Takoder, nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u medijanu

vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a, triglicerida (nije prikazano), kao

ni CRP-a izmedu 3 genotipske skupine (Slika 22).

Tablica 5. Polimorfizam IL-6 u bolesnika s ranom koronarnom boles¢u

Broj bolesnika s mutacijom IL-6 n (%) 41 (56.2%)
GG n (%) 32 (43.8%)
GC n (%) 28 (38.4%)
CCn (%) 13 (17.8%)

Tablica 6. Klini¢ke karakteristike bolesnika tri genotipskih skupina

polimorfizma IL-6

GG GC CC p
Musko/zensko n (%) 22/10 15/13 9/4 0.43

(69%/31%) (53%/47%) | (69%/31%)
Dob 44 (35-53) 46 (36-53) 45 (41-52) 0.38
Sistolicki tlak mmHg 132 130 127 0.95
Dijastolicki tlak mmHg 82 80 86 0.96
Secerna bolest n (%) 7 (22%) 3(11%) 4 (31%) 0.26
PusSenje n (%) 23 (72%) 25 (89%) 12 (92%) 0.05
Obiteljska anamneza n (%) | 23 (72%) 19 (68%) 6 (46%) 0.33
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Slika 22. Vrijednost CRP-a u odnosu na genotipske skuline IL-6; medijan, raspon;

GG 3.03 (0.30-137.10), GC 4.40 (0.30-76.70), CC 3.07 (0.30-13.40); p=0.38
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54. Karakteristike potomaka bolesnika s ranom koronarnom boleS¢u

U studiju je potom ukljuéeno 68 potomaka opisanth bolesnika s ranom
koronarnom boles¢u, od toga 35 Zenskih 1 33 muskih potomaka. Medijan dobi je
bio 16 godina 1 to u Zenskih potomaka 15 godina a u muskih potomaka 18 godina.
U potomaka je takoder ucinjena genetska analiza polimorfizama ERa 1 IL-6, te je

kod svih u€injen 1 FMD.

5.5. Polimorfizam gena estrogenskog receptora alfa u potomaka bolesnika
s ranom koronarnom boleS¢u

Distribucija broja ponavljajucih T/A slijedova je prikazana na Slici 23. Nadena su
dva ,,vr§ka*, na 15 1 24 ponavljanja. Potomci su, kao 1 roditelji, podijeljeni na one
s ,,dugom* alelnom formom genotipa ERa (oba alela >19 ponavljanja; ,,LL* od
eng. long-long,; n=15,22%), one s ,.kratkom“alelnom formom genotipa ERa (oba
alela<19 ponavljanja; ,,SS*“ od eng. short-short; n=15, 22%), te one s
,mjesovitom* alelnom formom genotipa ERa (jedan kratki 1 jedan dugi alela;
»SL“ od eng. short-long; n=38, 56%). Genotip ERa s barem jednim dugim alelom
(LL+SL) je pronadena u 53 (78%) potomka bolesnika s ranom koronarnom
bolesti.

Usporedba alelnih frekvencija ERa odraslih 1 potomaka prikazana je na Slici 24:
S (<19 TA ponavljanja) imalo je 50% bolesnika 1 50% potomaka, a L (=9
ponavljanja) takoder 50% bolesnika 1 50% potomaka. Detaljna analiza
nasljedivanja polimorfizama ERa prema genotipu roditelja prikazana je u Tablici
7. U potomaka smo analizirali 1 lipidogram te nismo nasli statisticki znacajne
razlike u medijanu vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a 1 triglicerida
izmedu tri genotipske skupine ERa (Slike 25-28) No, kada smo populaciju
podijelili na djevojcice 1 djecake (Slike 29-36), u djeCaka smo zapazili jasan trend
visih vrijednosti kolesterola, LDL-a 1 triglicerida u potomaka s kratkom alelnom

formom ERa ('SS'), a vrijednosti LDL-a su dosegle 1 statisti¢ki znac¢ajnu razliku
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(p < 0.05), dok u djevojCica nije bilo znacajne razlike u medijanu vrijednosti

ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a 1 triglicerida.

Broj alela

Distribucija alelnih formi ERalfa (potomci)
50

45
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35

30

25

20
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10
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0 I |IIIIIII|II =

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Alelne forme

Slika 23. Distribucija alelnih formi ERa u potomaka bolesnika s ranom

koronarnom boles¢u
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ERa polimorfizam TA(n) frekvencija

34,5 35

Odrasli Potomci

Slika 24. Usporedba alelnih frekvencija ERa odraslih 1 potomaka

Tablica 7. Nasljedivanje polimorfizama ERa prema genotipu roditelja

SS roditelj SS potomak ( n=8; 57%)
SL potomak ( n=6; 43%)

SL roditelj SS potomak (n=7; 18%)
SL potomak (n=23; 61%)
LL potomak (n=8; 21%)

LL roditel; SL potomak (n=9; 56%)

LL potomak (n=7; 44%)
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Slika 25. Vrijednosti ukupnog kolesterola u potomaka u odnosu na genotipske

skupine ERa; medijan, raspon; SS 4.45 (3.10-6.80), SL 4.40 (3.10-7.50), LL 4.40

(3.70-6.40); p=0.88
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Slika 26. Vrijednosti LDL-a u potomaka u odnosu na genotipske skupine ERa;
medijan, raspon; SS 2.53 (1.13-5.06), SL 2.13 (1.30-5.35), LL 2.10 (1.90-4.29);

p=0.49
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Slika 27. Vrijednosti HDL-a u potomaka u odnosu na genotipske skupine ERa;
medijan, raspon; SS 1.405 (0.61-1.89), SL 1.47 (0.79-2.36), LL 1.36 (0.92-1.72);

p=0.49
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Slika 28. Vrijednosti triglicerida u potomaka u odnosu na genotipske skupine

ERa; medijan, raspon; SS 1.36 (0.54-7.5), SL 1.16 (0.59-7.42), LL 1.34 (0.71-

4.97); p=0.90
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Slika 29. Vrijednosti ukupnog kolesterola u odnosu na genotipske skupine ERa
kod Zenskih potomaka; medijan, raspon; SS 4.15 (3.10-6.00), SL 4.40 (3.60-7.50),
LL 4.40 (3.70-6.40); p=0.60
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Slika 30. Vrijednosti LDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih
potomaka; medijan, raspon; SS 2.03 (1.91-2.56), SL 2.13 (1.69-5.35), LL 2.19

(1.46-4.29); p=0.98
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Slika 31. Vrijednosti HDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih

potomaka; medijan, raspon; SS 1.505 (1.11-1.89), SL 1.57 (0.73-2.36), LL 1.59

(1.01-1.72); p=0.20
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Slika 32. Vrijednosti triglicerida u odnosu na genotipske skupine ERa u Zenskih

potomaka; medijan, raspon; SS 0.82 (0.54-7.50), SL 1.12 (0.55-1.85), LL 0.765

(0.56-3.04); p=0.51
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Slika 33. Vrijednosti ukupnog kolesterola u odnosu na genotipske skupine ERa u
muskih potomaka; medijan, raspon; SS 5.50 (4.60-6.80), SL 4.25 (3.10-6.00), LL
4.25 (3.70-5.60); p=0.12
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Slika 34. Vrijednosti LDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih
potomaka; medijan, raspon; SS 3.545 (2.84-5.06), SL 2.21 (1.40-3.16), LL 1.93
(1.39-3.75); p=0.04
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Slika 35. Vrijednosti HDL-a u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih
potomaka; medijan, raspon; SS 1.01 (0.61-1.49), SL 1.20 (0.79-1.85), LL 1.00

(0.92-1.59); p=0.22

59



— o
=
S N~
=
= |
= |
3 |
= |
3 © ]
B
-
I
v - S—
|
|
:
|
< |
|
l
S—
|
™ |
|
|
l
N —
-
-
T 1
|
-
I I I
LL SL SS
Genotipske skupine ERa

Slika 36. Vrijednosti triglicerida u odnosu na genotipske skupine ERa u muskih

potomaka; medijan, raspon; SS 3.48 (1.49-6.90), SL 1.28 (0.59-7.42), LL 2.055

(1.26-4.97); p=0.08
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5.6. Polimorfizam gena IL.-6 u potomaka bolesnika s ranom koronarnom
bolescu
Mutacija IL-6 je pronadena u 46 potomaka (68%); GC heterozigotnu alelnu formu
imalo je 32 potomka (47%), a CC homozigotnu alelnu formu 14 potomaka (21%).
Divlji tip (oni s GG alelnom formom) je imalo 22 potomka (32%). Usporedba
alelnih frekvencija IL-6 odraslih 1 potomaka prikazana je na Slici 37: G alelnu
formu je imalo je 63% bolesnika 1 56% potomaka a C alelnu formu 37% bolesnika
1 44 % potomaka. Detaljna analiza nasljedivanja polimorfizama IL-6 prema

genotipu prikazana je u Tablici 8.

IL6 174G>C alelna frekvencija

20 25

Odrasli Potomci

Slika 37. Usporedba alelnih frekvencija IL-6 u odraslih 1 njihovih potomaka
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Tablica 8. Nasljedivanje polimorfizama IL-6 prema genotipu roditelja
GG roditelji GG potomak (n=16; 59%)

GC potomak (n=11; 41%)

GC roditelji GG potomak (n=6; 23%)

GC potomak (n=15; 57%)

CC potomak (n=5; 20%)

CC roditelji GC potomak (n=6; 40%)

CC potomak (n=9; 60%)

5.7. FMD kod potomaka bolesnika s ranom koronarnom bolescu

Karakteristike studijske populacije potomaka saZete su u Tablici 9. Medijan
vrijednosti FMD-a je u Zenskih potomaka bio viSi nego u muskih (9.24% vs

7.84%), no ta razlika nije bila statisticki znacajna (p=0.29) (Slika 38).

Tablica 9. Karakteristike studijske populacije potomaka

Potomci (n) 68

Spol 35 Zena, 33 muskaraca

Dob (godine) Z 15 (8-28); M 19 ( 6-34)

Polimorfizam ERa n (%) 15 SS (22%); 38 SL (56%); 15 LL (22%)
Broj bolesnika s mutacijom ERa n (%) | 53 (78%)

Polimorfizam IL-6 n (%) 22GG (32.3%);32GC (47%);14CC (20.7%)
Broj bolesnika s mutacijom IL-6 n (%) |46 (67.7%)

FMD (%) 7.9.24% ; M 7.84%
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Slika 38. Vrijednosti FMD-a u odnosu na spol potomaka; medijan, raspon; M 7.05
(2.04-13.46); F 9.51 (1.80-14.49); p=0.29

5.7.1. FMD u potomaka s polimorfizmom ERa

Potomci s ,,dugom* alelnom formom genotipa ERa (LL) su imali niZe vrijednosti
medijana FMD-a i1 od potomaka s ,,mjeSovitim* alelnom formom (SL), kao 1
potomaka s ,.kratkom* alelnom formom (SS), no ta razlika nije bila statisticki

znacajna (p=0.41) (Slika 39)
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Slika 39. Vrijednosti FMD-a u odnosu na genotipske skupine ERa; medijan,
raspon; SS 7.58 (4.20-13.34), SL 9.62 (2.04-14.49), LL 6.54 (1.80-14.47), p=0.41

5.7.2. FMD kod potomaka s polimorfizmom IL-6

U potomaka s polimorfizmom IL-6 postojao je linearni trend izmedu FMD-a 1 IL-
6 genotipa tako da je medijan FMD-a u potomaka s CC homozigotnom alelnom
formom bio niZi od medijana FMD-a u potomaka s GC heterozigotnom alelnom
formom, koji je pak bio nizZi od potomaka s divljim tipom, tj. GG alelnom formom,

no ta razlika nije bila statisticki znacajna (p=0.96) (Slika 40)
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Slika 40. Vrijednosti FMD-a u odnosu na genotipske skupine IL-6; medijan,
raspon; GG 9.08 (2.09-14.47), GC 8.32 (2.04-14.49), CC 6.825 (1.80-14.70),
p=0.96

5.7.3. FMD potomaka u odnosu na kombinacije polimorfizama ERa 1
polimorfizama IL-6

Najnize vrijednosti FMD-a izmjerene su u potomaka koji su naslijedili i LL alelnu
formu genotipa ERa 1 CC homozigotnu alelnu formu genotipa IL-6 (medijan 4.30,
raspon, 1.80-9.94), dok je u potomaka s SS 1 GG alelnom formom medijan iznosio

8.20 (raspon, 5.50-9.08). (Slika 41)
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Slika 41. Vrijednosti FMD-a u potomaka s nasljedenim SS genotipom ERa 1 GG
genotipom IL-6, te u potomaka s nasljedenim LL genotipom ERa 1 CC genotipom

IL-6 medijan, raspon; SS/GG 8.20 (5.50-9.08), LL/CC 4.30 (1.80-9.94)
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6. RASPRAVA

6.1. Polimorfizam gena estrogenskog receptora alfa u bolesnika s ranom
koronarnom bolescu i njihovih potomaka

Epidemioloske studije su pokazale da estrogen ima protektivni ucinak na
kardiovaskularni sustav (80, 81). Obzirom da je funkcija estrogena posredovana
estrogenskim receptorima (ESR), a da je polimorfizam ESR povezan s funkcijom
1 ekspresijom ESR-a (82), logi¢no je za pretpostaviti da ¢e polimorfizam ESR
utjecati na ucinak estrogena na aterosklerozu (54, 83). U oba spola postoje
genetske varijacije ERa 1 ERP povezane s nizom bolesti, ukljucujuci
kardiovaskularne bolesti 1 preuranjenu ishemijsku bolest srca (84, 85). Obzirom
na njihovu ucestalost, naj¢esce su proucavani polimorfizmi Pvull 1 Xbal, tockaste
mutacije u intronu 1 ERa, a radi se polimorfizmima jednog nukleotida (SNP, od
eng. single-nucleotid polymorphisms), i to zamjeni timina za citozin (T/C) u Pvull
polimorfizmu 1 zamjeni gvanina u adenozin (G/A) u Xball polimorfizmu.

Medutim, SNP u ERa znatno se razlikuju u populacijama koje pripadaju
razli¢itim etnickim skupinama 1 zemljopisnim regijama. Posljedi¢no su rezultati
o njihovoj povezanosti s kardiovaskularnim bolestima nedosljedni, kako u
medunarodnim studijama, tako 1 onim provedenim u populacijama iz razliitih
zemljopisnih regija koje pripadaju istoj etnickoj skupini. Nekoliko meta-analiza
su ukljucile vecinu postojecih studija 1 pokuSale analizirati ovu povezanost (86-
90). U meta-analizi Kjaergaarda 1 sur. nije nadena povezanost Pvull polimorfizma
1 kardiovaskularnih bolesti u 9244 ispitanika u danskoj populaciji koja je pracena
tijekom 25 godina (86), dok su Wei i sur. nasli povezanost ove mutacije i
kardiovaskularnih bolesti u kineskih bolesnika na 1853 bolesnika 1 1544 kontrole
(87). Ding 1 sur. su analizirali 21 studiju s 9926 koronarnih bolesnika 1 16710
kontrola 1 nasli zna¢ajnu povezanost Pvull polimorfizma 1 koronarne bolesti, ali

je analiza podgrupa takoder pokazala da je ova razlika znacajna u azijskim, no ne
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1 zapadnim populacijama (88). Jiang 1 sur. su pak analizirali povezanost 1 Pvull 1
Xbal polimorfizma s kardiovaskularnom boles¢u u 10 studija s 7029 bolesnika i
6901 zdravih kontrola, uglavnom bijelcima, 1 nisu potvrdili povezanost (89).
Naposljetku, Zhou 1 sur. su analizirali 10 studija s 1742 bolesnika 1 2012 kontrola
na kineskoj populaciji 1 takoder nisu potvrdili poveznost Pvull polimorfizma 1
koronarne bolesti (90). JoS jedan opisivani polimorfizam u genu za ERa je duljina
ponavljanja jednostavne sekvence dinukleotida timina i1 adenozina (T/A) u
promotorskoj regiji ERa gena uzvodno od egzona 1 (eng. 7/4 repeat), no taj je
polimorfizam rijetko istrazivan u kardiovaskularnih bolesnika. U viSe je studija
duljina T/A ponavljanja pokazala povezanost s postmenopauzalnom
osteoporozom (91, 92), a postoji samo nekoliko studija koje su ovaj polimorfizam
ispitivale u bolesnika s koronarnom bolesti (55,56,93). U studiji Kunnasa i sur.
(55) ispitivanja su provedena na 119 Finaca koji su umrli iznenadnom smrcu, a
obdukcijom je verificiran ACS ako je to bio uzrok smrti, te je kod svih
procijenjena ateroskleroza, odnosno stupanj suZenja koronarnih arterija.
Analizom duljine T/A ponavljanja je potvrdeno da su muskarci s ,,dugom
alelnom formom genotipa ERa (LL) imali znacajno ve¢i broj jako suZenih
koronarnih arterija, veca podru¢ja kompliciranih lezija 1 viSe kalcifikacija
koronarnih arterija u usporedbi s muskarcima s ,kratkom* alelnom formom
genotipa ERa (SS). Grupa s ,,mjeSovitom* alelnom formom genotipa ERa (SL)
je imala intermedijarne aterosklerotske promjene 1 nije se statisticki razlikovala
od druge dvije grupe. Takoder, grupa s ,,dugom* alelnom formom genotipa ERa
(LL) je imala veci rizik za infarkt miokarda, no neovisno samo o dobi i BMI, a
nisu uzeti u obzir svi ¢imbenici koronarnog rizika. Pollak i sur. (56) su analizirali
duljinu T/A ponavljanja u neselekcioniranoj populaciji od 503 bolesnika
(bijelaca) koji su zbog sumnje na koronarnu bolest podvrgnuti koronarografiji.
Ovo je ispitivanje pokazalo da su muski ispitanici homozigoti za duge alele (LL)
imali znacajno vec¢i broj suZenih aterosklerotskih koronarnih segmenata 1

granic¢no statistiCki znacajno veci broj suZenih koronarnih Zila u odnosu na muske
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ispitanike homozigote za kratke alele (SS), no samo u bolesnika mladih od 55
godina, $to je relativno ocekivano, obzirom da su u starijih bolesnika izraZeniji
klasi¢ni kardiovaskularni riziéni faktori umjesto genetskih. Ovdje je broj
ispitanika bio dovoljan za multivarijatnu analizu te je ova povezanost potvrdena
neovisno o spolu, dobi i1 glavnim riziénim faktorima za koronarnu bolest.
Naposljetku, studija Lu 1 sur., provedena je u odabranoj populaciji japanskih
bolesnika heterozigota za obiteljsku hiperkolesterolemiju (197 muSkaraca 1 97
Zena), pokazala je znaCajno vecu ulestalost ,,duge* homozigotne alelne forme
genotipa ERa (LL) u Zena u postmenopauzi s koronarnom bolesti nego u onih
bez koronarne bolesti, $to nije potvrdeno u musSkaraca (93). Ova je grupa autora
u istoj populaciji ispitala i druge polimorfizme ERa, ukljucujuéi Pvull 1 Xball te
nasla da je Xball bio povezan s koronarnom bolesti 1 u postmenopauzalnih Zena i
muskaraca, uz jo$ jedan novo opisani polimorfizam -1989 T/G. Stoga su autori
pretpostavili da moguc¢i mehanizam ove povezanosti leZi u povezanoj neravnotezi
izmedu duljine T/A ponavljanja 1 drugih polimorfizama. Naime, tri su moguca
mehanizma na koji polimorfizmi gena utjeCu na njihovu funkciju: kvalitativni
(mutacija se zbiva u egzonu gena), kvantitativni (mutacija se zbiva u bilo kojoj
regulatornoj regiji, npr. promotorska regija) ili povezanost s nekom drugom
mutacijom koja ima neposredni u¢inak na bolest (neravnoteza povezanosti gena,
eng. linkage disequilibrium). Budu¢i da se T/A ponavljanje ne nalazi u
kodirajucoj regiji ERa, kvalitativni utjecaj nije mogu¢. Kvantitativno, duljina T/A
ponavljanja moZze imati utjecaj na koriStenje alternativnih promotora, §to rezultira
razli¢itom ekspresijom ERa u odredenim tkivima, jer se T/A ponavljanje nalazi u
regulatornoj regiji ERa gena izmedu promotora A 1 B. Postoji barem sedam
promotora opisanih u ERa genu u razli¢itim tkivima (94), ali nije poznato koji je
promotor prisutan u vaskularnim glatkim miSiénim stanicama. Zanimljivo je
takoder da je, kada se govori o duljini T/A ponavljanja, 1 obrnuto od koronarnih
bolesnika, za osteoporozu u postmenopauzalnih Zena znacajna ,kratka* alelna

forma genotipa ERa (SS), $to upucuje da je u vaskularnom sustavu, za razliku od
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koStanog, ukljucena drugacija upotreba promotora (91). Naposljetku, u obzir
dolazi 1 mogu¢nost da duljina T/A ponavljanja ne utjece na srce izravno, ve¢ preko
neravnoteze povezanosti gena (eng. linkage disequilibrium) s drugim kodiraju¢im
regijama, kako su pretpostavili Lu 1 suradnici.

U naSem je radu analizirana duljina T/A ponavljanja u mladih bolesnika s
koronarnom boles¢u 1 naden polimorfizam s barem jednom ,,dugom* alelnom
formom (LLA+SL) u njih 76%, odnosno u 83% muskaraca i u 67% Zena. Lu 1
suradnici su 1sto nasli u 67% svih bolesnika, 67% muskaraca 1 67% zena, ali su
oni ispitivali japansku populaciju s obiteljskom hiperkolesterolemijom. Takoder,
ovi su postoci bili znaCajno visi od populacije s obiteljskom
hiperkolesterolemijom, a bez koronarne bolesti (67% vs 52% u cijeloj populaciji,
67% vs 57% u muskaraca) no razlika je bila znaajna samo u Zena (67% vs 45%,
p=0.01). Pollak i sur. su takoder nasli polimorfizam s barem jednom ,,dugom*
alelnom formom (LLA+SL) u 65% populacije u kojih je radena koronarografija
zbog sumnje na koronarnu bolest, no nije poznato kolika je ta prevalencija bila u
podgrupi kod koje nije nadeno znakova koronarne bolesti. Obzirom da ne postoje
studije u zdrave populacije za usporedbu, iz podataka naSeg rada moze se iS¢itati
visoka ukupna prevalencija ove mutacije, $to je 1 o¢ekivano, no ¢ak 1 visa od ranije
objavljenih studija. Takoder, prema dostupnim saznanjima, ovo je prvi rad koji je
naSao taj oblik polimorfizama ERa u zdravih potomaka bolesnika s ranom
koronarnom bolesti 1 takoder visoku prevalenciju od 78%, odnosno ¢ak 87% u
potomaka roditelja s koronarnom boleS¢u 1 prisutnim polimorfizmom s barem
jednom ,,dugom* alelnom formom. lako u naSoj studiji nije bilo “zdrave”
kontrole, Golubi¢ i sur. (95) su ispitivali duljinu T/A ponavljanja u hrvatskoj
populaciji s izoliranom fibrilacijom atrija te su kao kontrole koristili zdrave
ispitanike bez znakova koronarne bolesti (n = 197) 1 u njih nasli prevalenciju od
68% ,,duge* 1 ,,mjeSovite* alelne forme (LL + SL). Obzirom da se radi o istoj
populaciji, ¢ak 1 prema zemljopisnoj regiji (Zagreb 1 okolica), miSljenja smo da

se ove vrijednosti mogu koristiti 1 kao referentna populacija za ovo istrazivanje.
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Dakle, moze se zakljuciti da potomci bolesnika s koronarnom bolesti imaju visoku
ucestalost ove mutacije te bi u buducnosti vrijedilo detaljnije ispitati taj
polimorfizam kao mogu¢i prediktor rane koronarne bolesti.

Estrogen djeluje protektivno na kardiovaskularni sustav na dva nacina; na
endotelnu funkciju krvnih zila 1 na metabolizam lipida. Stoga je moguc¢nost da
genske varijacije ERa predvidaju razinu plazmatskih lipida 1 apolipoproteina
ispitivana u viSe studija. Medutim, danas postoje oprec¢ni dokazi o povezanosti
polimorfizama ERa 1 apoA-I, apoB, ukupnog kolesterola, LDL-a, HDL-a i
triglicerida (96-99), kao 1 dokazi o povezanosti polimorfizama ERa 1 odgovora
HDL-a na hormonsku nadomjesnu terapiju (53). Prema nasim saznanjima, naSe
istrazivanje je prvo koje je ispitalo povezanost duljine T/A ponavljanja 1
lipidograma u bolesnika s ranom koronarnom bolesti. Duljina T/A ponavljanja u
ovom istrazivanju nije imala utjecaj na lipidogram u Citavoj populaciji bolesnika,
no kada su bolesnici podijeljeni na muskarce 1 Zene, iznenadujuce su muski
bolesnici s ,.kratkom* alelnom formom (SS) genotipa ERa imali tendenciju visih
vrijednosti triglicerida 1 nizih vrijednosti HDL-a, 1ako ta razina nije bila statisticki
zna¢ajna. Takoder, u ovom je istraZivanju po prvi put ispitan utjecaj istog
polimorfizma na lipidogram u potomaka bolesnika s ranom koronarnom boles¢u,
te je ponovno iznenadujuce nadeno da ,kratka“ alelna forma (SS) genotipa ERa
ima utjecaj na lipidogram, no opet samo u muskih potomaka. Naime, SS alelna
forma je u muskih potomaka bolesnika s ranom koronarnom bolesti u ovoj studiji
bila povezana s tendencijom visih vrijednosti ukupnog kolesterola 1 triglicerida,
dok je razina LDL-a bila 1 statisticki znacajno veca (p=0.04) u odnosu na muske
potomke s mutacijom (,,duga®i,,mjeSovita® alelna forma genotipa ERa; SL+LL).
Poznato je da do hiperlipidemije dovode 1 okoli$ni 1 genetski ¢imbenici, te da su
genetski znacajniji u djetinjstvu, ali je polimorfizam ERa 1 hiperlipidemija rijetko
istrazivana u dje¢joj populaciji. Jedna je japanska studija na Skolskoj djeci
pronasla povezanost visih vrijednosti LDL-a s Xbal polimorfizmom (uz odsutnost

iste povezanosti s Pvull polimorfizmom 1 to na na¢in da odsutnost restriktivnih
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mjesta djeluje na ovu vezu (97). Takoder, poznato je da je endogena razina
estrogena ovisna o dobi 1 spolu, pa je u Rochester studiji pokazano da pojedini
polimorfizmi, kao npr. Xbal imaju utjecaj na lipidogram u ispitanika mladih od
15 godina, 1 to na nacin da drugacije utjecu na lipidogram u Zenskih 1 muskih
ispitanika, dok Pvull nema isti utjecaj (100). Naime, u navedenoj je studiji Xbal
polimorfizam povezan s viSim vrijednostima triglicerida u mladih Zenskih
ispitanika te viS§im vrijednostima apoC II u muskih ispitanika. Autori zakljucuju
da razli¢ite genetske varijacije ERa imaju pleotropni utjecaj na metabolizam 1
razine lipida i lipoproteina, a u to se uklapaju i1 rezultati naseg istraZivanja. Naime,
do varijacija medu studijama dolazi vjerovatno i zbog Cesto malog uzorka
ispitanika, kao Sto je 1 u ovom radu, uz prethodno opisanu moguénost da duljina
T/A ponavljanja ne utjeCe izravno, ve¢ preko neravnoteze povezanosti gena s
drugim kodiraju¢im regijama. Kao §to je ve¢ spomenuto, u studijama povezanosti
duljine T/A ponavljanja i osteoporoze, takoder je ,,kratka* alelna forma (SS) bila
povezana sa snizenom gusto¢om kosti (,,BMD®, od eng. bone mineral density) i
povecanom vjerojatnoScu osteoporotskih fraktura u postmenopauzalnih Zena u
talijanskoj populaciji, a isti je oblik pokazao 1 znafajnu povezanost s
istovremenom prisutnosti Pvull 1 Xbal polimorfizama (91). To govori u prilog da
mogucée postoji linkage disequilibrium, odnosno neravnoteza povezanosti
genotipa duljine T/A ponavljanja 1 drugih naj€esc¢ih polimorfizama ERaq, 1 to na
nacin da je, suprotno o¢ekivanjima, s njima povezana SS , kratka® alelna forma
(92). Ovo bi moglo objasniti 1 prijasnje diskrepance studije polimorfizama ERa u

osteoporozi, ali i metabolizmu lipida, pa 1 u koronarnoj bolesti.
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6.2. Polimorfizam gena IL-6 u bolesnika s ranom koronarnom boles¢u i
njihovih potomaka
PrijaSnja su pretklinicka istrazivanja pokazala da IL-6 ima vaZan utjecaj u
aterosklerotskom procesu (73, 74), kao $to su klini¢ka pokazala da su poviSene
serumske razine IL-6 povezane s koronarnom arterijskom bolesti (19, 75), pa se
posljedi¢no genetske varijacije IL-6 smatraju idealnim kandidatom kao genetski
biomarker koronarne bolesti. Stoga su do sada funkcionalni polimorfizmi gena
IL-6, 1 to osobito oni u promotorskoj regiji kao -174G>C 1-572 G>C, ekstenzivno
proucavani u koronarnoj bolesti, ali su rezultati bili opre¢ni. U posljednjih desetak
godina postoji nekoliko meta-analiza koje su analizom svih dostupnih studija
pokusale dovesti do definitivnih zakljucaka (101-103). Prva od njih (101) je
objavljena 2013. 1 ukljucila je 27 studija s 11580 bolesnika 1 17103 kontrole te
naSla da polimorfizam -174G>C ne povecava rizik od koronarne bolesti (22
studije 127812 ispitanika), za razliku od polimorfizma -572 G>C (13 studija, 9498
ispitanika), ali ni ova razlika nije potvrdena kada je analiza ograni¢ena samo na
europske populacije. Iduc¢a meta-analiza iz 2015. je ukljucila 42 studije na 15145
ispitanika 1 21496 kontrole 1 pronasla da polimorfizam -174G>C moguce
povecava rizik koronarne bolesti kod bijelaca uz ograniCavaju¢i faktor
heterogenosti studija, dok polimorfizam -572 G>C ne utjeCe na ovaj rizik kod
bijelaca, a moguce je da ga smanjuje u kineskoj populaciji uz ograni¢avajuci
faktor manjeg broja studija (102). Naposljetku, meta-analiza iz 2018. je ukljucila
57 studija, a medu njima je polimorfizam -174G>C analiziran u 47 studija na
15914 bolesnika 1 18552 kontrole, a polimorfizam -572 G>C u 30 studija na 7806
ispitanika 1 11636 kontrola te je za oba potvrdena povezanost s koronarnom
arterijskom bolesti (103). Analize pak pojedinih populacija su pokazale da su oba
polimorfizma znacajna u azijskoj populaciji, dok je polimorfizam -174G>C
povezan 1 s znacajnim rizikom od koronarne bolesti u bijelaca, a polimorfizam -
572 G>C s istim rizikom u africkoj populaciji, te je heterogenost studija znacajno

smanjena subanalizama na ovaj nacin (103). Stoga je u naSem radu na populaciji
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bolesnika s ranom koronarnom bolesti analiziran polimorfizam -174G>C (GC 1
CC alelna forma) koji je potvrden u 56% bolesnika. Iznenadujuce, u direktnih
potomaka bolesnika s ranom koronarnom boles¢u mutacija je nadena u njih cak
66%. Galimudi 1 sur. (104) su isti polimorfizam analizirali u bolesnika s
koronarnom bolesti 1 njihovih rodaka 'u prvom koljenu' (eng. 'first degree
relatives") 1 pronaSli mutaciju u 64% bolesnika s koronarnom bolesti, 56% rodaka,
dok je u zdravih kontrola ista mutacija bila prisutna u samo njih 43%. Nedostatak
zdravih kontrola je 1 glavni nedostatak naSe studije, no prema dostupnim
saznanjima, po prvi puta je analiziran ovaj polimorfizam u djece bolesnika s
ranom koronarnom bolesti 1 na ovaj nain moguce ukazano na vrijedan rani
biomarker za razvoj koronarne bolesti. Naime, poznato je da rizik za koronarnu
bolest koji proizlazi iz genetskog uzroka u prosjeku proizlazi iz istog genetskog
uzroka unutar iste obitelji (105). U ovoj studiji nije odredivana serumska
koncentracija IL-6, no ranije spomenuta studija (Galimudi i sur.) je pokazala da
ona ovisi o prisutnosti mutacije na nac¢in da homozigoti (CC) imaju viSe
koncentracije IL-6 od heterozigota (GC) 1 onih s ,,divljim” tipom (GQG) 1 to tako
da su koncentracije najnize kod zdravih kontrola, viSe u rodaka u prvom koljenu,
a najvise u bolesnika s koronarnom bolesti, §to jos jednom potvrduje ulogu IL-6
u patogenezi koronarne bolesti. Osim toga, IL-6 regulira sintezu CRP-a u jetri, a
u ovom radu je odredivana razina CRP-a u odnosu na genotip IL-6. CRP u plazmi
je dobar surogat razine IL-6, vjerovatno zato jer je ekspresija gena CRP osjetljiva
na male promjene razine IL-6 (78). lako je medijan razine CRP-a u bolesnika s
»divljim” tipom IL-6 u ovoj studiji bio neSto nizi (3.03) od bolesnika s
homozigotnom 1 heterozigotnom alelnom formom (GC + CC; 4.20), ova razlika
nije bila statisticki znaCajna. No znatno veci broj koronarnih bolesnika s
homozigotnom 1 heterozigotnom alelnom formom je imao poviSene vrijednosti
CRP-a u odnosu na referentne vrijednosti (<5 g/dL) u usporedbi s bolesnicima s
,»divljim” tipom, odnosno njih 32% u odnosu na 18%. Isto su pokazali 1 Galimudi

1 sur., u €ijoj je studiji razina CRP-a bila znacajno visa u bolesnika s koronarnom
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boles¢u u odnosu na zdrave kontrole. Takoder, razina CRP-a se pokazala zna¢ajno
viSom 1 u rodaka bolesnika s koronarnom boleS¢u u usporedbi sa zdravim
kontrolama. NaZalost u ovom radu nije ispitana razina CRP-a u potomaka s
nasljedenim polimorfizmom IL-6, Sto bi dodatno doprinjelo prijasSnjim
saznanjima 1 moglo ukazivati na njthov povecani rizik od koronarne bolesti u
buduénosti. Osobito zato §to je u prospektivnim istraZivanjima pokazano da
visoka razina CRP-a trostruko povecava rizik od ACS-a u zdravih muskaraca, ali
1 u manje rizicnih skupina kao $to su Zene (106). Stoga se danas sve viSe
pozornosti u lijeCenju ateroskleroze usmjerava ne samo na korekciju lipidograma,
ve¢ 1 na protuupalno lijeCenje. Naime, recentna su randomizirana istraZivanja
pokazala da anti-citokinska 1 protu-upalna terapija sniZzavanjem razina IL-6 i
CRP-a u plazmi moZe smanyjiti 1 stopu kardiovaskularnih dogadaja, 1 to osobito
ako se razina CRP-a snizi na manje od 2 g/dL (107, 108). Naposljetku, najnoviji
podaci pokazuju da je ziltivekimab (novo anti-IL-6 monoklonsko protutijelo) vrlo
ucinkovit 1 siguran lijek za snizavanje CRP-a 1 to na nacin da u€inak ovisi o dozi
(109), a to saznanje je otvorilo put pocetku ispitivanja tog lijeka u prevenciji

kardiovaskularnih dogadaja u populacijama visokog rizika (NCT05021835).

6.3. FMD kao pokazatelj endotelne disfunkcije u potomaka bolesnika s
ranom koronarnom boleS¢u

Kao $§to je ranije opisano, endotelna disfunkcija ima klju¢nu ulogu u pokretanju
procesa ateroskleroze koji prethodi asimptomatskim promjenama na koronarnim
arterijama, a koje pak prethode klinickim manifestacijama koronarne bolesti.
Funkcija endotela moZe se procijeniti neinvazivno, na perifernim arterijama,
pomocu ultrazvuénog testa protokom posredovane dilatacije (FMD-om). FMD
predstavlja dilataciju provodne arterije ovisnu o endotelu, u velikoj mjeri
posredovanu s NO, a kao odgovor na namjerno izazvano povecanje protoka krvi

1 Zilni stres. FMD dobro korelira s funkcijom endotela koronarnih arterija, pod
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utjecajem je kardiovaskularnih ¢imbenika rizika i neovisno predvida ishod
kardiovaskularnih bolesti. Sukladno tome, FMD je dobar alat za ispitivanje
patofiziologije kardiovaskularnih bolesti 1 moguce identificiranje bolesnika s
poveCanim rizikom za buduce kardiovaskularne dogadaje. Takoder, ima
vrijednost u ispitivanju akutnih i dugoro¢nih utjecaja fizioloskih 1 farmakoloskih
intervencija na ljudima. Glavni nedostatak tog testa predstavlja slaba
reproducibilnost, no dokazano je da se pouzdana mjerenja mogu posti¢i kada se
slijede standardizirani protokoli. Postoji nekoliko meta-analiza koje su analizirale
dostupne studije 1 potvrdile prognosticku vrijednost FMD-a za kardiovaskularne
bolesti (110-113). One zajedno pokazuju da svako povecanje FMD-a za 1%
smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti za 8-13%, 1 to u populacijama visokog
1 niskog rizika, 1ako je rizik izrazeniji u bolesnika s ve¢ verificiranom
kardiovaskularnom bolesti. Posljednja od ovih meta-analiza je objavljena 2015.,
te je ona sveobuhvatnija od ostalih, jer je ukljucila 35 FMD studija izmedu 2007.
12014.godine i 17 280 bolesnika (112). Od toga je ukupno 16 studija provedeno
u istocnoj Aziji (Kina, Juzna Koreja 1 Japan), 13 studija u Europi (Austrija,
Danska, Gréka, Italija, Srbija, Spanjolska i Svedska) i 8 u Sjevernoj Americi
(Kanada 1 Sjedinjene Americke DrZave). Takoder, izmedu tih 35 studija, 13 je
provedeno na populacijama bez kardiovaskularnih bolesti, a 22 na bolesnicima s
ve¢ razvijenim kardiovaskularnim bolestima. Studije su bile heterogene no rizik
za predvidanje kardiovaskularnih bolesti bio je znacajan po skupinama, kao i
ukupni rizik (za 1% porasta FMD-a: neprilagodeni je iznosio RR 0.88, 95% CI
0.86—0.91, a prilagodeni RR 0.88, 95% CI 0.84-0.91, odnosno porast za jednu
standardnu devijaciju smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti za 50%).
Takoder, poremec¢eni FMD povezan je s klasi¢énim rizicnim faktorima za
kardiovaskularne bolesti kao Sto su dob, hipertenzija i debljina, dok u studiji koja
je ukljucivala Framingham Heart Study kohortu (n=7031) nije dokazana
povezanost s hiperlipidemijom, puSenjem 1 dijabetesom (114). No, FMD nije

uspio pokazati dodatnu vrijednost na klasi¢ne kardiovaskularne faktore u smislu
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bolje diskriminacije 1 rekvalifikacije (115). U multietnickoj studiji ateroskleroze
(MESA od eng. Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) FMD nije povecao
diskiriminativhu mo¢ ili indeks neto reklasifikacije u usporedbi s Framingham
rizicnim skorom (116). Pa ipak, niska reproducibilnost FMD-a u kojoj je
korelacijski koeficijent bio 0.54 (gori nego u ostalim studijama sa zdravim
dobrovoljcima (117, 118) 1 kardiovaskularnim bolesnicima (119, 120) mogla je
pridonijeti ovim negativnim rezultatima. Alternativno, FMD moZda jednostavno
odrazava sloZeni rizik koji utje€e na funkciju krvnih Zila 1 stoga ne pruza
inkrementalno predvidanje rizika. Europsko kardioloSko drustvo misljenja je da
je FMD vrijedan istrazivacki alat (120), no zbog loSe standardizacije trenutno nije
preporucen za procjenu kardiovaskularnog rizika (razina dokaza II1) (121, 122).
Ipak danas postoji konzenzus stru¢njaka u sklopu Europskog kardioloskog
drustva za izvodenje FMD-a namijenjen standardizaciji izvodenja ove pretrage 1
potencijalnom budu¢em omogucavanju njegove klini¢ke upotrebe (79).

Cilj naSeg rada bio je ispitati FMD u zdravoj populaciji djece s pozitivnom
obiteljskom anamnezom 1 s nasljednim genetskim rizi€nim faktorima za
koronarnu bolest — polimorfizmima gena za ERa 1 IL-6. Dobiveni rezultati
pokazali su trend nizeg FMD-a u bolesnika s nasljedenom homozigotnom alelnom
formom bilo genotipa ERa (LL) bilo IL-6 (CC), no ta razlika nije bila statistic¢ki
znacajna. NajniZe su vrijednosti FMD-a izmjerene u bolesnika koji su nasljedili
homozigotnu formu i genotipa ERa 1 IL-6 (LL + CC) — medijan vrijednosti FMD-
a u ovih bolesnika iznosio je 4.30 (raspon, 1.80-9.94), Sto je nize od normalnih
vrijednosti FMD-a izmjerenih u vecini studija, iako vrijednosti znatno variraju
izmedu pojedinih ustanova te ih je tesko usporedivati. U ranije spomenutoj meta-
analizi, srednja je vrijednost FMD-a varirala od 4.7 do 9.1% (medijan 5.8,
interkvartilni raspon 4.8-8.7), ¢ak 1 u bolesnika s kardiovaskularnim bolestima
(112). Nedavna je studija nastojala odrediti referentne vrijednosti FMD-a
analizom 1579 zdravih pojedinaca u 44 studije, no oni su, za razliku od ovog

istrazivanja, bili odrasli ispitanici od 18-76 godina (123). Ta je studija pokazala
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normalnu distribuciju FMD-a medu studijama i obrnutu korelaciju s dobi, BMI,
glukozom, kolesterolom, krvnim tlakom i1 promjerom brahijalne arterije u
univarijatnim analizama. U multivarijatnoj su analizi kao prediktori loSijeg FMD-
a potvrdeni dob, BMI, puSenje i promjer brahijalne arterije. Osobe u visokoj FMD
tercili (>6,8%) bile su mlade, imale su manji promjer brahijalne arterije, nizi krvni
tlak 1 kolesterol. U osoba s niskim 1 srednjim fatalnim kardiovaskularnim rizikom
(SCORE), 26% odnosno 53% osoba imalo je FMD vrijednosti u niskoj tercili
(<5,4%). Nakon dodavanja podataka od 385 bolesnika sa stabilnom koronarnom
boles¢u, ROC analiza (c=0,841, p<0,001) pokazala je da FMD od >6,5%
iskljucuje koronarnu bolest s 95% osjetljivoséu 1 60% specificnoséu, a FMD
<3,1% iskljucuje 95% zdravih osoba s 31% osjetljivoscu 1 95% specificnoscu.
Takoder, meta-analiza i meta-regresija 82 klinic¢ka ispitivanja s 3509 ispitanika u
11 zemalja, koristec¢i slicnu metodologiju, pokazala je da je, unato¢ zna€ajnoj
heterogenosti, FMD u zdravih odraslih osoba u prosjeku iznosi 6,4% (95% CI:
6,2% , 6,7%) bez znacajnih razlika izmedu zemalja, ali sa zna¢ajnim smanjenjem
vezanim uz dob (-0,3% po desetljecu).

No, unato¢ rasirenoj upotrebi FMD-a, ukljucuju¢i pedijatrijske studije, nema
objavljenih referentnih normativnih vrijednosti FMD-a u djece, tako da je teSko
usporedivati 'abnormalni' FMD u ovom istrazivanju i izmedu pojedinih studija.
Postoji jedna studija koja je procjenjivala povezanost dobi, spola 1 FMD-a u
zdrave djece 1 adolescenata (124). Ta je studija pokazala da postoje razlike u
FMD-u vezane uz dob i spol, no tek nakon Sesnaeste godine — odnosno u djecaka
1 mladica se prati snizenje FMD-a nakon puberteta 1 tek u dobi od 17 1 18 godina
imaju znacajno nizi FMD od djevojcica 1 djevojaka iste dobi. To dovodi do
zaklju¢ka da je za djecu od 6-16 godina prikladna jedna te ista referentna
vrijednost neovisna o spolu—izmedu 7.7 1 8.2 %. U nasoj smo populaciji takoder
primijetili niZze vrijednosti FMD-a u zZenskih potomaka u usporedbi s muskim, no
ova je usporedba oteZana ¢injenicom da je medijan dobi muskih potomaka bio 18

godina, a Zenskih 15 godina. No, medijan dobi cijele populacije u ovom
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istrazivanju je iznosio 16 godina; te prema gore spomenutoj studiji djeca koja su
naslijedila homozigotnu formu bilo genotipa za ERa bilo za IL-6 (LL ili CC)
imaju patoloske vrijednosti FMD-a (medijan 6.54 u LL alelne forme genotipa
ERa, a 6.825 u CC alelne forme genotipa IL-6) , dok je medijan vrijednosti FMD-
a za djecu s obje homozigotne forme 1 ERa i1 IL-6 (LL+CC) znatno ispod
referentnih vrijednosti (medijan 4.30). Ova vrijednost je 1 gotovo dvostruko niza
od djece s oba ,,divlja” tipa genotipa ERa 1 IL-6, kod kojih je medijan FMD-a
iznosio 8.20 1 prema gore spomenutoj studiji bio unutar referentnih vrijednosti.
Odnosno, rezultati naSeg ispitivanja govore u prilog moguceg postojanja
endotelne disfunkcije u potomaka bolesnika s ranom koronarnom bolesti koji su
naslijedili homozigotnu formu genotipa bilo za ERa bilo za IL-6 (LL ili CC) te
vjerovatne endotelne disfunkcije u potomaka bolesnika s ranom koronarnom

bolesti koji su naslijedili homozigotne forme oba genotipa (LL+CC).

Prema dostupnim saznanjima, naSe istrazivanje je prvo koje je analiziralo FMD u
djece s nasljedenim genetskim rizi¢nim faktorima za koronarnu bolest u obliku
polimorfizama ERa 1 IL-6. Ranije studije su ispitivale endotelnu disfunkciju u
djece s klasiénim rizicnim faktorima kao Sto su dijabetes, debljina 1
hiperlipidemija. Tako je recentna meta-analiza analizirala FMD u djece s
dijabetesom tip 1 i ukljucila 19 studija s 1245 bolesnika 1 872 kontrola te pokazala
da je FMD znaajno nizi u djece s dijabetesom u usporedbi sa zdravim
kontrolama, odnosno dokazala da endotelna disfunkcija u osoba s dijabetesom
kao rizicnim faktorom za aterosklerozu pocinje u djetinjstvu (125). Takoder, ta je
studija pokazala da je razlika u FMD-u povezana s viSim razinama LDL-a u djece
s dijabetesom, a sli¢no su pokazale 1 studije u djece s debljinom. Naime, vecina
studija u djece s debljinom je potvrdila niZze vrijednosti FMD-a u usporedbi s
djecom s normalnim BMI-om, a takoder djeca s prekomjernom tezinom 1 viSim
vrijednostima LDL-a su imali nize vrijednosti FMD-a u odnosu na kontrole (126).

Takoder je pokazano, i to prospektivno, da vrijednost FMD-a opada tijekom
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pracenja u djece s nasljednom hiperkolesterolemijom, a neovisni prognosticki
faktori za ovaj pad u FMD-u predstavljaju muski spol, ulazak u pubertet 1 porast
u BMI (127).

Prema dostupnim saznanjima, ne postoje studije koje su analizirale FMD u
zdravih osoba s nasljednim genetskim rizicnim faktorima za koronarnu bolest u
obliku duljine T/A ponavljanja gena za ERa, a postoji tek jedna studija koja je
ispitala FMD u zdravih dobrovoljaca s polimorfizmom gena za IL-6 koji je
analiziran u ovom radu (-174G > C) (128). Ta je studija pokazala da IL-6
polimorfizam (homozigotna forma CC) utjeCe na endotelnu funkciju 1 snizava
vrijednosti FMD-a, no samo u muskih osoba.

Iako su rezultati ovog istraZzivanja u skladu s prijasnjim studijama, vazno je
istaknuti glavni nedostatak prijasnjih studija, pa tako i1 ovog rada, a to je oteZana
reproducibilnost FMD-a. lako u svrhu standardizacije postoji europski konzenzus
¢ije smo preporuke slijedili u ovom radu (sazete su u Tablici 1), ipak je bilo
prepreka koje su ujedno 1 najvece ograni€enje ovog istrazivanja. Naime, ispravno
izvodenje FMD-a podrazumijeva mnoge c¢imbenike uklju¢ujuéi adekvatnu
pripremu ispitanika, standardizaciju protokola, odgovarajucu tehniku, analizu 1
edukaciju operatera.

Priprema ispitanika je vazna jer mnogo ¢imbenika moZe utjecati na FMD, kao Sto
su hrana, alkohol, puSenje, suplementi, lijekovi, fizicka aktivnost 1 mentalni stres
(129-132). Stoga se preporuca da su ispitanici prije izvodenja FMD-a nataste
barem 6 sati, da nisu fizicki vjezbali barem 24 sata te da nisu uzimali kofein,
alkohol, vitamin C, polifenole i1 suplemente barem 12 sati prije FMD-a.
Ispitanicima i njihovim roditeljima ovo je bilo detaljno objaSnjeno, no treba uzeti
u obzir da se radilo o djeci 1 stoga se ne moZe s potpunom sigurnos¢u govoriti da
je priprema bila uvijek sukladna s propisanim, odnosno opéim preporukama.
Nadalje, obzirom da akutni stres moze poremetiti FMD (132,133), test se izvodio
u tithoj, ugodnoj prostoriji nakon standarnog perioda odmora u supinaciji u

trajanju od 10 min, a obzirom na dnevne varijacije FMD-a (134), svi su testovi
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ucinjeni u jutarnjim satima. No, ono na $to se nije mogli utjecati, a moglo je
utjecati na rezultate su ostali faktori koji dokazano utjecu na FMD, kao npr.
vanjska temperatura, kalendarski dio godine te oneciS€enje zraka (135-137).
Naposljetku, dokazane su 1 varijacije u FMD-u ovisno o menstruacijskom ciklusu
(138), no logisticki je bilo nemoguce izvesti test svim Zenskim potomcima s
menstruacijom u istom dijelu ciklusa.

Sto se ti¢e protokola snimanja, to je takoder bilo u skladu s preporukama
Europskog konsenzusa, gdje se preporuca distalni polozaj manzete od ispitivane
arterije. Naime, iako neke studije govore u prilog proksimalnog poloZaja s
argumentom da okluzija ve€eg podruc¢ja moze dovesti do jace dilatacije 1 povecati
snagu testa (139, 140), a postoje 1 meta-analize koje govore da nema razlike
izmedu proksimalnog 1 distalnog polozaja (141), distalni se poloZaj ipak
preporucuje iz razloga Sto je ovdje odgovor na okluziju 70% posredovan s NO, za
razliku od proksimalnog gdje je to samo 30%, a u vecoj mjeri drugim
medijatorima (142). Budu¢i da se FMD mjeri kao razlika u odnosnu na bazalni
promjer krvne Zile, vaZzno je ispravno izmyjeriti bazalni promjer, te se preporuca
izmjeriti onaj prije napuhivanja manZete, obzirom da se pokazalo da postoje
varijjacije u promjeru pri kraju ishemije (odnosno kraju vremena napuhane
manzete). Naime, neke su studije pokazale vazokonstrikciju arterija u tom
trenutku, dok su druge pokazale da kod mladih bolesnika u istom trenutku promjer
arterije moze biti 1 veéi u odnosu na onaj prije napuhivanja manZete (143).
Preporuceno trajanje okluzije je 5 minuta obzirom da krace vrijeme moZe dovesti
do neadekvatne dilatacije (144). Takoder, obzirom da postoje vremenske
varijacije za trenutak najvefeg promjera, osobito u usporedbi sa zdravom
populacijom (145-148), nastojali smo dilataciju kontinuirano mjeriti 3 minute
nakon otpuStanja manZete.

No, na FMD uz endotelnu disfunkciju moZe utjecati i funkcionalnost vaskularnih
glatkih miSi¢nih stanica, pa smanjena funkcionalnost moze rezultirati smanjenim

kapacitetom odgovora na NO, dok pojacani odgovor glatkih miSi¢nih stanica
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moZe biti prisutan u endotelnoj disfunkciji (149, 150). Stoga smjernice
preporucaju i ispitivanje endotel-neovisne disfunkcije, a to se moze uciniti uz
pomo¢ testa s primjenom gliceril-trinitrata sublingvalno, najbolje 10 minuta
nakon FMD testa. Obzirom da su ispitanici bili djeca, a nuspojave primjene
gliceril-trinitrata ukljucuju hipotenziju 1 glavobolju, u ovom istraZivanju nije
ispitivana endotel-neovisna disfunkcija.

Nadalje, tehnika koriStena za FMD je odgovarala preporukama: mjeren je
promjer brahijalne arterije koriste¢i B-modalitet ultrazvuka visoke rezolucije, kao
1 brzinu pulsnog vala dopplerom s kutom insonacije od 60 stupnjeva, kako bi oba
modaliteta mogla odrZati osnovne principe 1 optimalna mjerenja (151), a analiza
je bila automatizirana zbog brojnih prednosti nad manualnim rac¢unanjem (152-
155). No, treba naglasiti da je koriSten software s automatiziranim algoritmima za
izraCun najveceg promjera, koji FMD odmah izraZava kao relativnu (u %), a ne
apsolutnu (u mm) promjenu promjera, bez izraZavanja srednje brzine 1 stope sile
smicanja, koje je prema preporukama preporuceno izraziti.

Naposljetku, najvazniji razlog za varijabilnost FMD-a medu studijama je iskustvo
laboratorija 1 ispitivaca, te je reproducibilnost dokazano bolja u “iskusnijih”
laboratorija (118). Cinjenica da FMD-a nije standardna pretraga u laboratoriju je
takoder mogla utjecati na rezultate, no unato¢ tome, ispitivanje je izvodeno pod
vodstvom iskusnog ultrasonicara koji izvodenjem vise od 100 ultrazvuka godis$nje
spada u kategoriju kompetentnih izvoda¢a FMD-a (156).

Pa ipak, unato¢ navedenim izazovima, FMD je u ovom ispitivanju u najvecoj
mjert ucinjen u skladu s postoje¢im preporukama, te smo misljenja da je
reproducibilnost FMD-a u naSoj studiji bila zadovoljavaju¢a, a tome u prilog
govore 1 dobiveni rezultati koji su u skladu s postavljenom hipotezom 1 ranije

objavljenim studijama.
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7. ZAKLJUCCI

1. Polimorfizam ERo ima visoku ucestalost u bolesnika s ranom

koronarnom bolesc¢u i njihovih potomaka.

U ovom istrazivanju je ispitivan polimorfizam duljine T/A ponavljanja gena ERa
1 pronaden polimorfizam s barem jednom ,,dugom* alelnom formom (LL+SL) u
76% bolesnika s ranom koronarnom bolescu, Sto je viSa prevalencija od one
opisane u opc¢oj populaciji. Takoder, po prvi put je odredeno postojanje ovog
polimorfizma u potomaka bolesnika s ranom koronarnom bolescu, te
polimorfizam s barem jednom ,,dugom* alelnom formom (LL+SL) pronaden u
78% svih potomaka, odnosno u ¢ak 87% potomaka roditelja s koronarnom bolesti
1 prisutnom barem jednom ,,dugom* alelnom formom. Ovo upucéuje na mogucu
ulogu tog polimorfizma u patogenezi rane koronarne bolesti, no potrebne su

daljnje studije da bi se ona ispitala.

2. Polimorfizam ERa utjeCe na lipidogram bolesnika s ranom

koronarnom boles¢u i njihovih potomaka.

Prema dostupnim saznanjima, u ovom je istrazivanju po prvi put ispitana
povezanost polimorfizma duljine T/A ponavljanja gena ERa 1 lipidograma u
bolesnika s ranom koronarnom boles¢u 1 njihovih potomaka. Muski bolesnici s
»divljim* tipom (s ,kratkom* alelnom formom, SS) imaju tendenciju visih
vrijednosti triglicerida 1 niZih vrijednosti HDL-a, a muski potomci bolesnika s
ranom koronarnom boleSc¢u s istom SS , kratkom* alelnom formom tendenciju
viSih vrijednosti ukupnog kolesterola i triglicerida te statisticki znacajno visu
razinu LDL-a u odnosu na muske potomke s ,,dugom* (LL) 1 ,,mijeSovitom* (SL)
alelnom formom. Ova povezanost govori u prilog moguceg utjecaja duljine T/A

ponavljanja na lipidogram putem linkage disequilibrium-a odnosno neravnoteze
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povezanosti duljine T/A ponavljanja i drugih polimorfizama ERa, no ovu je vezu

potrebno dodatno istraziti.

3. Polimorfizam IL-6 ima visoku ucestalost u bolesnika s ranom

koronarnom boles¢u i njihovih potomaka.

Homozigotna (CC) 1 heterozigotna (GC) alelna forma istraZzivanog polimorfizma
IL-6 (174G>C) nadena je u 56% bolesnika s ranom koronarnom bolescu, te u cak
66% potomaka bolesnika s ranom koronarnom bolesti, §to je znacajno vise od
ranije opisanih kontrola. lako bez kontrolne skupine, po prvi puta je analiziran taj
polimorfizam u potomaka bolesnika s ranom koronarnom boles¢u te moguce
ukazano na vrijedan rani biomarker za razvoj koronarne bolesti koji zahtijeva

daljnja istrazivanja.

4. Polimorfizam IL-6 moguce utjeCe na plazmatske razine CRP-a u

bolesnika s ranom koronarnom boleScu i njihovih potomaka

U ovom istrazivanju je 32% bolesnika s ranom koronarnom boleS¢u i
homozigotnom (CC) ili heterozigotnom (GC) alelnom formom ispitivanog
polimorfizma IL-6 imalo poviSene vrijednosti CRP-a u odnosu na referentne
vrijednosti (<5 mg/L) u usporedbi s 18% bolesnika s ranom koronarnom bolesti s
»divljim* tipom (GG alelna forma). Ispitivanje razine CRP-a u potomaka s
nasljedenim polimorfizmom IL-6 moglo bi biti predmet daljnjih istrazivanja, Sto
bi dodatno doprinjelo ranijim saznanjima i moglo ukazivati na njthov povecani

rizik od koronarne bolesti u buduénosti.
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5. Potomci bolesnika s ranom koronarnom boles¢u koji su naslijedili
homozigotnu formu polimorfizma ERa i/ili homozigotnu formu

polimorfizma IL-6 imaju sniZene vrijednosti FMD-a

Potomci bolesnika s ranom koronarnom boleS¢u s homozigotnom formom
polimorfizma ERa (LL, ,,duga® alelna forma) 1 IL-6 (CC alelna forma) imali su
nize medijane izmjerenih vrijednosti FMD-a u odnosu na heterozigote 1 one s
,»divljim* tipom, iako ne statisticki znacajno. Potomci s istovremeno prisutne
homozigotne forme oba polimorfizma imali su gotovo dvostruko niZi medijan
vrijednosti FMD-a od potomaka s ,,divljim* tipom oba polimorfizma - odnosno
FMD od 4,30% naspram 8,20%. Prema jedinoj ranijoj studiji FMD-a u djecjoj
populaciji, vrijednost izmjerena u ovom istrazivanju u potomaka s homozigotnom
foromom jednog ili oba polimorfizma je ispod referentnih vrijednosti, dok je
vrijednost izmjerena u potomaka s ,,divljim* tipom unutar istth. Ovo govori u
prilog moguce ve¢ prisutne endotelne disfunkcije u djece bolesnika s ranom
koronarnom bolesti 1 potencijalne vrijednosti FMD-a u njenom detektiranju, ali

su potrebna dodatna ispitivanja.
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8. SAZETAK

Estrogeni §tite od endotelne disfunkcije te djeluju na metabolizam lipida, a
odredeni su polimorfizmi u genu ERo u ranijim studijama povezivani s
koronarnom boles¢u. IL-6 pak ima centralnu ulogu u procesu upale, te je
polimorfizam gena za IL-6 kao 1 plazmatske koncentracije 1IL-6 1 CRP-a ranije
povezivan s ACS-om. Funkcija endotela se moZe procijeniti neinvazivno i na
perifernim arterijama, pomocu ultrazvucnog testa FMD. Cilj ovog istraZivanja bio
je analizirati povezanost polimorfizma gena ERa (duljina T/A ponavljanja) i
polimorfizma gena IL-6 (174G>C) u potomaka bolesnika s ranom koronarnom
boles¢u s endotelnom disfunkcijom koristenjem FMD metode. Pritom je
analizirana 1 prevalencija ovih polimorfizama u obje populacije, povezanost
polimorfizma gena ERa 1 patoloskih vrijednosti lipidograma, kao 1 povezanost
polimorfizma gena IL-6 i patoloSkih vrijednosti plazmatskog CRP-a. Rezultati
ovog rada su pokazali visoku pojavnost heterozigotne i homozigotne ,,duge*
alelne forme polimorfizma ERa u bolesnika s ranom koronarnom bolesti - u ¢ak
76% njih te visoku pojavnost heterozigotne 1 homozigotne alelne forme
polimorfizma IL-6, prisutne u 56% bolesnika. Pritom je prvi puta istraZena
ucestalost ovih polimorfizama u djece potomaka ranih koronarnih bolesnika, koja
je nadena u 78% za polimorfizam ERa 1 66% za polimorfizam IL-6. Takoder,
,kratka® alelna forma polimorfizma ERa (,,divlji* tip) u ovom radu imala je
utjecaj na vrijednosti plazmatskih lipida u muskih bolesnika i muskih potomaka
koji su imali statisticki znacajno viSe vrijednosti LDL-a. Isto tako, prisustvo
homozigotne 1 heterozigotne alelne forme polimorfizma IL-6 bilo je povezano s
poviSenim vrijednostima CRP-a u 32% bolesnika s ranom koronarnom boleS¢u
naspram njih 18% s ,,divljim* tipom. Potomci bolesnika s ranom koronarnom
bolesc¢u s nasljedene obje homozigotne forme polimorfizma ERa 1 IL-6 su imali
najniZe izmjerene vrijednosti FMD-a s dvostruko niZzim medijanom od potomaka

s ,,divljim* tipom oba polimorfizma. Zaklju¢no, ova studija govori u prilog
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moguce uloge polimorfizma gena ERa 1 IL-6 u endotelnoj disfunkciji prema
pokazateljima dobivenim FMD metodom, no potrebna su dodatna istrazivanja
kako bi se procijenila njthova potencijalna upotreba kao biomarkera rane

koronarne bolesti.
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9. SUMMARY

Correlation of estrogen receptor alfa gene and interleukin 6 polymorphism
with entothelial function in asymptomatic descendants of patients with

early coronary disease and acute coronary syndrome

Zoran Miovski, 2023.

Estrogens protect from endothelial dysfunction as well as affect lipid metabolism
and certain polymorphisms in the ERa gene have been associated with coronary
disease in earlier studies. IL-6 plays a central role in the inflammation process,
and polymorphism of the IL-6 gene as well as plasma concentrations of IL-6 and
CRP, were also associated with ACS in previous studies. Endothelial function can
be assessed non-invasively on peripheral arteries, using the FMD test. The aim of
this research was to analyze the association of ERa gene polymorphism (T/A
repeat length) and IL-6 gene polymorphism (174G>C) in the offspring of patients
with early coronary disease and endothelial dysfunction using the FMD method.
This study analyzed the prevalence of these polymorphisms in both populations,
as well as the association of ERa gene polymorphism with pathological
lipidogram values, as well as the association of IL-6 gene polymorphism with
pathological plasma CRP values. Study showed a high incidence of heterozygous
and homozygous "long" allelic forms of the ERa polymorphism in patients with
early coronary disease - in as many as 76% of them, and a high incidence of
heterozygous and homozygous allelic forms of the IL-6 polymorphism, present in
56% of patients. This study is the first to investigate the frequency of these

polymorphisms in the children early coronary patients, and found them in 78%
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for the ERa polymorphism and 66% for the IL-6 polymorphism. Also, the "short"
allelic form of the ERa polymorphism ("wild" type) in our study had an impact
on plasma lipid values in male patients and male offsprings, who had significantly
higher LDL values. Likewise, the presence of homozygous and heterozygous
allelic forms of the IL-6 polymorphism was associated with increased CRP values
in 32% of patients with early coronary disease compared to 18% with the "wild"
type. The offspring of patients with early coronary disease who inherited both
homozygous forms of the ERa and IL-6 polymorphisms had the lowest measured
FMD values with a median twice as low as the offspring with the "wild" type of
both polymorphisms. In conclusion, this study supports the possible role of ERa
and IL-6 polymorphism in the endothelial dysfunction detected with FMD, but
additional studies are needed in order to investigate their potential use as a

biomarker of early coronary disease.
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11. ZIVOTOPIS

Zoran Miovski je roden 14.10.1982. u Pehcevu, Republici Makedoniji. Osnovnu
Skolu 1 prirodoslovno-matematicku XV. gimnaziju zavr§io je u Zagrebu, a
diplomirao na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu 2007.godine.

0d 2010. godine zaposlen je na Klinici za bolesti srca 1 krvnih Zila KBC-a Zagreb,
gdje 2014. godine postaje specijalist interne medicine, a 2017. godine zavrSava
subspecijalizaciju iz kardiologije.

Tijekom specijalizacije 1 subspecijalizacije educirao se u vanjskim i1 domacéim
centrima 1z podrucja intervencijske kardiologije i1 angiologije. UzZe podrucje
interesa su mu kompleksne perkutane koronarne intervencije, koronarna
fiziologija te periferna arterijska bolest.

0Od 2019. godine voditelj je Laboratorija za kateterizaciju srca Specijalne bolnice
Agram u Zagrebu, a od 2021.godine zaposlen je 1 u Zavodu za intervencijsku
kardiologiju Klinike za bolesti srca 1 krvnih Zila KBC-a Rijeka. Autor je 1 koautor
viSe znanstvenih 1 struénih radova. Dobitnik je nekoliko stru¢nih nagrada iz
podru¢ja intervencijske kardiologije 1 sudjeluje u viSe medunarodnih klinickih
ispitivanja.
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