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Izvod: UVOD: Procesi koji obuhvataju endotelnu disfunkciju, oksidativni stres, hroni¢nu
1Z inflamaciju, hiperaktivnost i aktivaciju trombocita te naruSavanje ravnoteze procesa

koagulacije i fibrinolize od najranijih faza razvoja dijabetes melitusa tip 2 (T2DM)
promoviSu aterogenezu i nastanak aterotromboznih komplikacija. Kompleksan
terapijski pristup u T2DM ima za cilj ne samo uspostavljanje glikoregulacije,
korekceiju brojnih metabolic¢kih poremecaja i modifikaciju pridruzenih faktora rizika
za nastanak ateroskleroze ve¢ i primenu antitrombocitne terapije u cilju primarne ili
sekundarne prevencije aterotromboznih komplikacija. Uprkos primenjenoj
antiagregacionoj terapiji, deo bolesnika dozivi rekurentne aterotrombozne atake.
Bolesnici sa T2DM se izdvajaju kao grupa sa posebnim rizikom za recidivantne
aterotromboze S$to moze biti uslovljeno rezistencijom na primenjenu
antitrombocitnu terapiju. Pracenje efekata antitrombocitne terapije i blagovremeno
identifikovanje rezistentnih bolesnika ima za cilj optimizaciju primenjene
antitrombocitne terapije S§to moze biti od izuzetnog klinickog znacaja u smislu
spreCavanja progresije aterotromboznog procesa.

CILJ: Proceniti i uporediti nivoe biomarkera, pokazatelja endotelne aktivacije,
aktivacije 1 agregabilnosti trombocita u bolesnika sa boles¢u arterijskih krvnih
sudova u tipu 2 dijabetes melitusa u odnosu na njihove vrednosti u zdravoj
populaciji. Uporediti efikasnost primenjene antitrombocitne terapije tienopiridinima
u bolesnika sa tipom 2 dijabetes melitusa i bolescu arterijskih krvnih sudova u
odnosu na efikasnost ove terapije u nedijabeticnoj populaciji bolesnika sa boles¢u
arterijskih krvnih sudova.

MATERIJAL 1 METODE: U ispitivanje je uklju¢eno 100 ispitanika oba pola,
starosti od 33 do 70 godina zivota, kod kojih je prethodno utvrdeno postojanje neke
od klini¢kih manifestacija bolesti arterijskih krvnih sudova (IBS, CVB, PAB) koji
kao antitrombocitnu terapiju uzimaju tienopiridinski preparat, klopidogrel. Od toga,
50 ukljucenih ispitanika imalo je dijagnozu dijabetes melitus tipa 2, a 50 su bili
bolesnici bez dijabetesa. Kontrolnu grupu je ¢inilo 30 klinic¢ki i biohemijski zdravih
ispitanika, nepusaca koji su prema polnoj i dobnoj strukturi odgovarali ispitivanim
grupama bolesnika. Svim ispitanicima su uradena antropometrijska merenja,
laboratorijska analiza uzoraka krvi na automatizovanim analizatorima sa
odredivanjem parametara metabolizma glukoze, lipida, parametera inflamacije,
KKS, parmetara koagulacije 1 trombocitnih pokazatelja. Odredivanje serumske
koncentracije sE-selektina i sP-selektina je vrSeno ELISA tehnikom (R&D
Systems, Inc. Minneapolis, USA). Plazmatska koncentracija vVWFAg-a odredivana
je imunoturbidimetrijskom metodom na koagulacionom analizatoru Siemens
Healthcare Diagnostics, Nemacka. Agregabilnost trombocita je odredivana
impedantnom agregometrijom (Multiple Electrode Aggregometry - MEA) na
Multiplate analizatoru, Dynabyte, Minhen, Nemacka. Bazalna agregabilnost
trombocita procenjivana je TRAP testom, rezidualna agregabilnost trombocita pod
terapijom klopidogrela ADP testom, rezidualna agregabilnost trombocita pod
terapijom aspirina, ASPI testom. Individualni odgovor na primenjenu




antiagregacionu terapiju je procenjivan i na osnovu procenta snizenja bazalne
agregabilnosti trombocita (%SAT) nakon primenjene antiagregacione terapije Sto je
izraunato slede¢im formulama: procena antiagregacionog efekta
klopidogrela:%SAT.q, =100 x (I-ADP/TRAP) i procena antiagregacionog efekta
aspirina:%SATaspi =100 x (1-ASPI/TRAP).

REZULTATI: Nivo sE-slektina je bio signifikantno visi u bolesnika sa T2DM u
odnosu na bolesnike bez dijabetesa (45,1£18,1vs.31,8+10,5ng/ml; p<0,001) i
kontrolnu grupu zdravih ispitanika (45,1£18,1vs.27,2+11,2ng/ml; p<0,001).
Plazmatski nivo VWF Ag, bio je statisticki znacajno visi u bolesnika sa T2DM u
odnosu na grupu ispitanika bez dijabetesa (172+75,2vs. 146+40,6%; p=0,045), kao i
u odnosu na kontrolnu grupu zdravih (172+75,2vs.130+33,8%; p=0,007). Nivo sP-
selektina bio je statisticki znacajno visi kod bolesnika s T2DM u odnosu na
ispitanike u grupi dijabetesa (95,2+31,8vs.84,0+21,8 ng/ml; p=0,042) i kontrolnoj
grupi (95,2431,8vs.76,7+16,2ng/ml; p=0,004). Uoceno je da je %rP statisticki bio
znacajno visi u grupi dijabetiCara u odnosu na grupu ispitanika bez dijabetesa
(3,47+1,30vs.2,30£1,30%; p<0,001) i kontrolnu grupu zdravih
(3,47+1,30vs.2,294+1,23%; p<0,001). Bolesnici sa T2DM imali su statisticki
znacajno vise vrednosti ADP testa (70,3+22,0vs.56,9+£19,7U; p=0,002) u odnosu na
bolesnike bez dijabetesa, a uocen je i znacajno niZi stepen procenta sniZzenja bazalne
agregabilnosti, %SATadp, u dijabeticara u odnosu na ispitanike bez dijabetesa
(31,6+12,4vs. 48,6+12,6 %; p<0,001). U grupi ispitanika sa T2DM vrednost TRAP
testa statisticki znacajno pozitivno korelise sa brojem neutrofila (r=0,349;p= 0,013)
i NLR-om (r=0,472;p=0,001), a multivarijantnom linearnom regresionom analizom
dokazana je nezavisna povezanost TRAP testa i fibrinogena (B=9,61;p=0,009).
Takode, u istoj ispitivanoj grupi postoji pozitivna povezanost ADP testa sa HOMA-
IR (r=0,319;p=0,024), NLR-om (r=0,515;p<0,001), hsCRP-om (r=0,356;p=0,011),
kao i sa %rP (=0,302;p=0,049). Multivarijantnom linearnom regresionom analizom
dokazana je nezavisna povezanost ADP testa i ITM (B=1,43;p=0,043). %SATadp u
bolesnika sa T2DM negativno je korelisao sa I'TM (r= -0,381;p=0,006), OS (r= -
0,387;p=0,006), HOMA-IR (r= -0,349;p=0,013), hsCRP-om (r= -0,288; p=0,043),
%rP (r=-0,302;p=0,049), sE-selektinom (= -0,369; p=0,008) i sP-selektinom (1= -
0,374;p=0,007). U grupi dijabetiara, postoji pozitivna povezanost %rP sa ITM
(r=0,365;p= 0,016), OS (r=0,435;p=0,004), HOMA-IR (1=0,409;p=0,006), hsCRP
(r=0,374;p=0,014), sP-selektinom (r=0,341;p=0,025) i vWFAg-om
(r=0,348;p=0,022). Takode, sE-selektin pozitivno korelise sa ITM (1r=0,380;p
=0,006), OS (r=0,380; p=0,007), HOMA-IR (r=0,339;p=0,016), hsCRP-om
(r=0,351;p=0,013), a sP-selektin sa ITM (r=0,312;p=0,027), OS (r=0,395;p=0,005),
HOMA-IR (1=0,286;p=0,044), hsCRP-om (r=0,369; p=0,008) i nivoom sE —
selektina (r=0,560;p <0,001). Evaluiraju¢i odgovor na terapiju klopidogrelom u
podgrupama bolesnika sa dijabetesom, napravljenim prema kvartilnoj distribuciji
nivoa ADP-a, tj. stepenu rezidualne agregabilnosti trombocita u toku terapije
klopidogrelom, uoceno je da ukupna bazalna agregabilnost trombocita procenjena
TRAP testom statisti¢ki znacajno raste od prvog do Cetvrtog kvartila (76,50 £19,91
vs. 94,54+16,67 vs. 112,00£10,22 vs. 128,92+15,69U;p<0,001), dok se %SATadp
od prvog do Cetvrtog kvartila znac¢ajno smanjivao (40,44+13,33 vs. 31,20+11,82 vs.
33,16+7,03 vs. 21,53%£10,16%).

ZAKLJUCAK: Koncentracije cirkuli$u¢ih biomarkera endotelne aktivacije, SE —
selektina i vVWF Ag-a, solubilnog biomarkera trombocitne aktivacije, sP — selektina,
kao i procenat retikulisanih trombocita, %rP, markera trombocitnog prometa,
znacajno su povisene kod bolesnika sa bolesc¢u arterijskih krvnih sudova u tipu 2
dijabetes melitusa u odnosu na njihove koncentracije kod zdravih ispitanika i
bolesnika bez dijabetesa. Bolesnici sa T2DM imali su znatno visi stepen rezistencije
na antitrombocitnu terapiju klopidogrelom u odnosu na bolesnike bez dijabetesa,
procenjene stepenom rezidualne agregabilnosti trombocita, ADP test, kao i
procentom snizenja ukupne bazalne agregabilnosti trombocita, %SATadp, metodom
impedantne agregometrije, a S$to je uslovilo i trend udestalijeg ponavljanja




ishemijskih ataka u odnosu na bolesnike bez dijabetesa. Medusobna povezanost
ispitivanih biomarkera endotelne i trombocitne aktivacije (SE — selektina, vWF Ag-
a, sP — selektina), kao i markera prometa trombocita (%rP) sa metabolicko-
inflamatornim parametrima i sa indikatorima odgovora na antiagregacionu terapiju,
moze ukazivati na to da nepovoljan metabolicki milje dijabetiCara moze biti jedan
od doprinosnih faktora lo§em odgovoru na antitrombocitnu terapiju klopidogrelom.
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Abstract: INTRODUCTION: Processes involving endothelial dysfunction,
AB oxidative stress, chronic inflammation, platelet activation and the

imbalance between coagulation and fibrinolysis promote atherogenesis
and atherothrombotic complications at early stage of diabetes mellitus
type 2 (T2DM). The complex therapeutic approach in T2DM aims not
only to reestablish glycemic control and to correct a number of
metabolic disorders, but also to achieve primary or secondary
prevention of atherothrombotic complications. Despite the applied
antiplatelet  therapy, some  patients  experience  recurrent
atherothrombotic attacks. Patients with T2DM are the group at
particular risk for recurrent atherothrombosis, which can be caused by
antiplatelet therapy resistance. Monitoring the effectiveness of
antiplatelet therapy and identification of resistant patients aims to
optimize the applied antiplatelet therapy, which can be of great clinical
significance in terms of preventing progression of atherotrombotic
processes.

AIM: Evaluate and compare the levels of biomarkers, indicators of
endothelial activation, platelet activation and aggregability in patients
with arterial vascular disease in type 2 diabetes mellitus compared to
their values in a healthy population. Compare the effectiveness of
applied antiplatelet therapy with thienopyridines in patients with type 2
diabetes mellitus and arterial vascular disease compared to the efficacy
of this therapy in nondiabetic population of patients with arterial
vascular disease.

MATERIAL AND METHODS: The study included 100 patients, 33 to
70 years of age, with previously established existence of some of the
clinical manifestations of arterial vascular disease (CAD, CVD, PAD),
taking thienopyridine antiplatelet therapy with clopidogrel. 50 patients
was previously diagnosed with diabetes mellitus type 2 and 50 were
nondiabetic patients. Control group included 30 age and sex matched
healthy participants, non-smokers. All subjects underwent
anthropometric measurements and laboratory analysis of blood
samples on automated analyzers with determining the parameters of
glucose metabolism, lipids, inflammation parameters, complete blood
count, coagulation and platelet parameters. Serum concentrations of sE-
selectin and sP-selectin were determined by ELISA (R&D Systems,
Inc., Minneapolis, USA). vWFAg was determined by
immunoturbidimetry on coagulometer Siemens Healthcare Diagnostics,
Germany. Platelet aggregability was determined by impedance
aggregometry (Multiple Electrode Aggregometry - MEA) on Multiplate
analyzer, Dynabyte, Munich, Germany. Basal platelet aggregability was
estimated by TRAP test, residual platelet aggregability during
clopidogrel treatment was estimated by ADP test and during aspirin




treatement by ASPI test. Individual response to antiplatelet therapy was
estimated by the percentage of decrease in basal platelet aggregability
(%DPA) obtained after antiplatelet therapy, calculated bypresented
formulas: %DPA.q, =100 x (1-ADP/TRAP)and %DPA.i =100 x (1-
ASPI/TRAP).

RESULTS: Concentration of sE-selectin was significantly higher in
patients with T2DM in order to non-diabetic patients
(45,1+18,1vs.31,8+10,5ng/ml;p<0,001) and healthy control group
(45,1+18,1vs.27,2+11,2ng/ml; p<0,001). vWF Ag was significantly
higher in diabetic patients than in non-diabetics (172+75,2vs.
146+40,6%; p=0,045) and healthy controls (172+75,2vs.130+£33,8%;
p=0,007). sP-selectin was also significantly higher in patients with
T2DM than in non-diabetics (95,2+31,8vs.84,0+£21,8 ng/ml; p=0,042)
and healthy controls (95,2+31,8vs.76,7£16,2ng/ml; p=0,004). %rP was
significantly higher in group of patients with T2DM than in non-
diabetic patients (3,47£1,30vs.2,30+£1,30%; p<0,001) and healthy
control group (3,47+1,30vs.2,29+1,23%; p<0,001). T2DM patients had
statistically higher values of ADP test (70,3+£22,0vs.56,9+19,7U;
p=0,002) compared to patients without diabetes, and significantly lower
%DPAadp (31,6£12,4vs. 48,6£12,6 %; p<0,001). In T2DM group of
patients, level of TRAP test correlated positively with number of white
blood cells (r=0,349;p= 0,013) and NLR (r=0,472;p=0,001), and
multivariant linear regression analisys showed significant independent
association of TRAP test with fibrinogen (B=9,61;p=0,009).
Statistically significant positive correlation of ADP test with HOMA-IR
(r=0,319;p=0,024), NLR (r=0,515;p<0,001), hsCRP (r=0,356;p=0,011)
and %rP (=0,302;p=0,049) was observed in patients with T2DM.
Multivariant linear regression analisys showed significant independent
association of ADP test with BMI (B=1,43;p=0,043). %DPAadp
negatively correlated with BMI (r=-0,381;p=0,006), WC (r= -
0,387;p=0,006), HOMA-IR (= -0,349;p=0,013), hsCRP (r= -0,288;
p=0,043), %rP (= -0,302;p=0,049), sE-selectin (r= -0,369; p=0,008)
and sP-selectin (r= -0,374;p=0,007) in diabetic patients. Significant
positive correlation of %rP with BMI (r=0,365;p= 0,016), WC
(r=0,435;p=0,004), HOMA-IR (r=0,409;p=0,0006), hsCRP
(r=0,374;p=0,014), sP-selectin (r=0,341;p=0,025) and vWFAg
(r=0,348;p=0,022) was found in diabetics. Also, sE-selectin positively
correlated with BMI (r=0,380;p =0,006), WC (r=0,380; p=0,007),
HOMA-IR (r=0,339;p=0,016), hsCRP(r=0,351;p=0,013), and sP-
selectin correlated positively with BMI (r=0,312;p=0,027), WC
(r=0,395;p=0,005), HOMA-IR (1=0,286;p=0,044), hsCRP (r=0,369;
p=0,008) and sE — selectin (r=0,560;p <0,001). Evaluating the response
to clopidogrel therapy in subgrpoups of diabetic patients accoarding the
quartile distribution of ADP test (clopidogrel on-treatment platelet
reactivity), it is found that total basal aggregability estimated by TRAP
test significantly increased from the first to the fourth quartile (76,50
+19,91 vs. 94,54+16,67 vs. 112,00+£10,22 vs. 128,92+15,69U;p<0,001)
while %DPAadp decreased (40,44+13,33 vs. 31,20£11,82 vs.
33,16+7,03 vs. 21,53%10,16%).

CONCLUSION: Concentration of circulating biomarkers of endothelial
activation, sE-selectin and vWF Ag, soluble marker of platelet
activation, sP — selectin, as well as percentage of reticulated platelets,
%rP, marker of platelet turnover, were significantly higher in patients
with arterial vascular disease in T2DM compared to healthy controls
and non-diabetics. Patients with T2DM had significantly higher degree
of resistance to antiplatelet therapy with clopidogrel compared to non-




diabetics, estimated by ADP test, as well as with %DPAadp, what
caused more frequent recurrent ischemic attacs compared to non-
diabetic patients. Correlation of biomarkers of endothelial and platelet
activation (sE — selectin, vVWF Ag, sP — selectin) and markers of platelet
turnover (%rP) with metabolic profile indicators and poor antiplatelet
therapy response suggest that altered metabolic profile can be one of
contributing factors of poor antiplatelet response in diabetic patients.
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1. UVOD

Dijabetes melitus (DM), kao jedno od najce$¢ih masovnih nezaraznih oboljenja
predstavlja globalni svetski zdravstveni problem 21. veka. Rezultat njegove rastuce
prevalence je oko 360 miliona ljudi na svetu obolelih od ove bolesti u 2011. godini. Gotovo
95% od ovog broja ¢ine bolesnici sa tipom 2 dijabetes melitusa (T2DM) (1). Prema podacima
Instituta za javno zdravlje Srbije, u Republici Srbiji (bez Kosova i Metohije) od dijabetesa
boluje priblizno 600.000 ljudi ili 8,2% populacije. Od ovog broja, 95% Ccine bolesnici sa

T2DM. U Srbiji, dijabetes je peti vodeéi uzrok smrtnosti i peti uzrok optere¢enja bolescéu (2).

Epidemijski porast T2DM pracen je epidemijskim porastom kardiovaskularnih
oboljenja jer je sam T2DM ekvivalent rizika za nastanak ishemijske bolesti srca (IBS),
ishemijske cerebrovaskularne bolesti (CVB) i periferne arterijske bolesti (PAB) (3).
Dugotrajna  hiperglikemija, specificni metabolicki milje (insulinska rezistencija,
hiperinsulinizam, aterogena dislipidemija 1 visceralna gojaznost), hroni¢na inflamacija,
endotelna disfunkcija, poremecena koagulabilnost krvi i hiperaktivnost trombocita, udruzeno
doprinose nastanku steCenog trombofilnog stanja i razlicitih aterotromboznih komplikacija
(4,5). Klinicke studije su pokazale da je u preko 70% bolesnika sa T2DM letalni ishod
uzrokovan upravo razli¢itim kardiovaskularnim akcidentima (3).

U Vojvodini, stopa incidence T2DM raste sa godinama starosti, dostize maksimum u
rasponu zivotne dobi od 60 - 64 godine, a otkriva se relativno kasno, kada su ve¢ prisutne
brojne kardiovaskularne komplikacije. Stopa incidence angine pektoris (AP) u novootkrivenih
bolesnika sa T2DM, u 2010. godini, za JuZno-backi okrug iznosila je 14,5%, stopa incidence
akutnog infarkta miokarda (AIM) 4,8%, a mozdanog udara po tipu ishemije 3,8% (2).

Proaterogeni i proinflamatorni poremecaji u T2DM narusavaju homeostazu trombocita

i vaskularnog endotela. Hiperaktivni trombociti u interaktivnhoj komunikaciji sa
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disfunkcionalnim vaskularnim endotelom igraju veoma vaznu ulogu u nastanku dijabeticne

makroangiopatije i doprinose nastanku aterotromboznih komplikacija (6,7).

Kompleksan terapijski pristup u T2DM ima za cilj ne samo uspostavljanje
glikoregulacije, korekciju brojnih metabolickih poremecaja i modifikaciju pridruzenih faktora
rizika za nastanak ateroskleroze ve¢ i primenu antitrombocitne terapije u cilju primarne ili
sekundarne prevencije aterotromboznih komplikacija. Uprkos primenjenoj antiagregacionoj
terapiji, deo bolesnika dozivi rekurentne aterotrombozne atake. Bolesnici sa T2DM se
izdvajaju kao grupa sa posebnim rizikom za recidivantne aterotromboze Sto moze biti
uslovljeno rezistencijom na primenjenu antitrombocitnu terapiju (8). Pracenje efekata
antitrombocitne terapije i blagovremeno identifikovanje rezistentnih bolesnika, ima za cilj
optimizaciju primenjene antitrombocitne terapije Sto moze biti od izuzetnog klini¢kog znacaja
u smislu sprecavanja progresije aterotromboznog procesa. Ovo istraZivanje ima za cilj da
ispita ucCestalost i stepen rezistencije na antitrombocitnu terapiju u bolesnika sa T2DM kao i

patofizioloske mehanizme odgovorne za njen nastanak.
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1.1. DIJABETES MELITUS TIP 2

1.1.1.  Etiopatogeneza, definicija i dijagnostika dijabetes melitusa tip 2

T2DM je heterogena grupa metaboli¢kih poremecaja (metabolizma ugljenih hidrata,
proteina i masti) koju karakteriSe stanje hroni¢ne hiperglikemije, a koje je nastalo kao

posledica razli¢itog stepena poremecaja sekrecije i/ili delovanja insulina (9).

Interakcija izmedu faktora okoline (nepravilna ishrana, gojaznost i sedateran nacin
zivota) 1 poligenetskog nasleda dovodi do poremecéene sekrecije insulina i redukovane
insulinske osetljivosti, jetrenog, miSi¢énog i masnog tkiva, S§to su ujedno i glavne
patofizioloske odlike odgovorne za nastanak bolesti (10). Studije o genomskim asocijacijama
(eng. genome - wide association studies - GWAS), dovele su do novih saznanja o povezanosti
genetske arhitekture T2DM i mehanizma nastanka i razvoja ovog oboljenja (11) kao i
preklapanja T2DM genskih lokusa sa genetskim determinantama gojaznosti i dislipidemije §to
objasnjava fenotipsko preklapanje T2DM, gojaznosti i kardiovaskularnih bolesti (KVB) (12).
Sam pocetak T2DM nemoguce je jasno definisati jer ovo sporoprogredijentno oboljenje
prolazi kroz razli¢ite faze razvoja, od sindroma insulinske rezistencije, preko naruSene
homeostaze glukoze, u vidu oSte¢ene glikemije naSte (eng. impaired fasting glucose- IFG)
i/ili sindroma intolerancije na glukozu (eng. impaired glucose tolerance - IGT) do klinickog
ispoljavanja same bolesti. Sa progresijom insulinske rezistencije i kompenzatornog
hiperinsulinizma, [ ¢elije pankreasa se vremenom iscrpljuyju i nemoguce je odrzati
euglikemijsko stanje. U pocetku se razvija postprandijalna hiperglikemija, glavna odlika
sindroma IGT, a daljim smanjenjem insulinske sekrecije i pove¢anjem hepati¢ne produkcije
glukoze razvija se perzistenetna hiperglikemija sa klinickom manifestacijom T2DM. Pojedine
faze poremecaja metabolizma glukoze u toku razvoja T2DM mozemo dijagnostikovati
merenjem koncentracije glukoze u venskom uzorku plazme naSte i/ili u toku izvodenja

oralnog glukoza tolerans testa sa 75 g glukoze (OGTT) u 120. minutu (13).
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Prema Americkoj asocijaciji za dijabetes (American Dibetes Association — ADA),
dijagnoza dijabetesa se postavlja na osnovu slede¢ih dijagnosti¢kih kriterijuma: HbA1C >
6.5%; ili SUK naste >7,0 mmol/l; ili SUK u toku OGTT-a u 120. minutu >11,1 mmol/l; ili
SUK u bilo kom slu¢ajnom uzorku krvi (bez obzira na obrok) >11,1 mmol/l uz prisustvo
tipi¢nih dijabetesnih simptoma (poliurija, polidipsija, gubitak u telesnoj tezini) (14).

1.1.2. Insulinska rezistencija — etiopatogeneza, definicija i klinicke implikacije

Pocetna i glavna odlika T2DM jeste insulinska rezistencija, praéena poremecenom
insulinskom sekrecijom, a potom prekomernom hepati¢cnom produkcijom glukoze i
dislipidemijom. Insulinska rezistencija se definiSe kao smanjena osetljivost insulin zavisnog
tkiva, miSi¢nog, masnog i jetrenog, na aktuelne koncentracije endogeno sintetisanog insulina
kojima je izlozeno (15). Na nivou skeletnih miSi¢a, manifestuje se smanjenim insulinom
posredovanim preuzimanjem glukoze u miSiénim ¢elijama, a rezultat je poremecene
insulinske signalizacije, kao i1 niza multiplih postreceptorskih intracelijskih defekata
ukljucuju¢i poremecen transport glukoze putem GLUT-4 transportera (eng. glucose
transporter type 4 — GLUT-4), glukozne fosforilacije, redukovane oksidacije glukoze i sinteze
glikogena. Javlja se mnogo pre manifestacije poremecaja glikemijskog statusa (16,17). Osobe
izloZzene gomilanju visceralnih masnih depoa, imaju visok rizik za nastanak insulinske
rezistencije (18). U visceralnom masnom tkivu odvija se intenzivan lipoliticki proces §to
doprinosi brzom prometu slobodnih masnih kiselina (SMK) i njihovom pojacanom
oslobadanju u cirkulaciju (19). Fluks SMK proporcionalan je koli¢ini masnog tkiva.
Fizioloski, inhibicija lipolize u masnom tkivu je najdelikatnija odlika insulinskog delovanja
dok se u uslovima insulinske rezistencije ona mnogostruko umanjuje (20). Povecanje
koncentracije SMK doprinosi inhibiciji antilipoliticCkog efekta insulina, uzrokuju¢i dalju
lipolizu i pogorSavajuci stepen rezistencije na insulin (21). Venska drenaza regije visceralnih

masnih depoa odvija se direktno putem portnog krvotoka, a prema ovoj ‘’portnoj teoriji’’
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smatra se da je visceralna gojaznost odgovorna za preplavljivanje jetre SMK, §to posledi¢no
doprinosi razvoju insulinske rezistencije na ovom nivou (22). U jetri, SMK stimuliSu procese
glukoneogeneze 1 sinteze triglicerida, $to dodatno doprinosi povecanju glikemije i razvoju
specifi¢ne dislipidemije (23).
1.1.2.1. Insulinska rezistencija i dislipidemija

Visoki fluks SMK u jetru, u insulin rezistentnih osoba dovodi do pojacane sinteze i
skladiStenja triglicerida i njihove prekomerne sekrecije u vidu lipoproteina veoma male
gustine (eng. very low-density lipoprotein —VLDL) (24). Nastalu dislipidemiju karakterise
povecanje nivoa SMK, triglicerida, VLDL 1 lipoproteina male gustine (eng. low-density
lipoprotein - LDL). Sa povecanjem nivoa triglicerida, koji se smatraju dobrim markerom
postojanja insulinske rezistencije, povecava se i udeo mali gustih LDL ¢estica, LDL Cestica
bogatih trigliceridima. Udruzeno sa ovim procesom, snizava se nivo lipoproteina visoke
gustine (eng. high density lipoproteins — HDL). Aterogeni potencijal ove dislipidemije
viSestruko uvecava kardiovaskularni rizik i doprinosi nastanku i razvoju ateroskleroze
(25,26).
1.1.2.2. Insulinska rezistencija i inflamacija

Adipociti i makrofazi poreklom iz monocita koji se nalaze u masnom tkivu, luce
proinflamatorne citokine poput IL-1p, IL-6, TNF- a, IL-10, IL-18, rezistina, visfatina i drugih,
za koje se zna da nisu samo markeri inflamatornog procesa ve¢ njegovi aktivni ucesnici i na
razli¢ite nacine doprinose patogenezi insulinske rezistencije, metabolickog sindroma i T2DM
(27,28,29,30). Oni se javljaju u najranijim fazama patogeneze T2DM, doprinose progresiji
oboljenja povecavajuci stepen insulinske rezistencije u jetri, masnom i misi¢nom tkivu
remete¢i na taj nacin homeostazu glukoze. TNF-o (eng. tumor necrosis factor alpha)
promoviSe insulinsku rezistenciju inhibiSu¢i insulinsku signalizaciju putem insulin

receptorskog supstrata (IRS-1), a IL-6 stimuliSe hepati¢nu produkciju glukoze, sintezu VLDL
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u jetri i povecava insulinsku rezistenciju na nivou misica. IL-6 i TNF- a stimuliSu hepati¢nu
produkciju C - reaktivnog proteina (CRP), inhibitora aktivatora plazminogena (PAI-1),
serumskog amiloida A (SAA) i fibrinogena, a nalaze se u pozitivnoj korelaciji sa povisenim
nivoom glikemije, gojaznos¢éu i insulinskom rezistencijom (31). Mnogobrojne studije su
ukazale na povezanost pojedinih proinflamatornih molekula sa odredenim metabolickim
pokazateljima kao Sto su hiperglikemija, hiperinsulinemija, insulinska rezistencija, indeks
telesne mase (ITM), obim struka (OS) kod bolesnika u razli¢itim fazama progresije T2DM
(32,33,34). Adipocitokini pospeSuju proces hroni¢ne inflamacije, narusSavaju vaskularnu
homeostazu, remete fizioloske procese hemostaze povecavajuci ukupni kardiovaskularni rizik
kod ovih bolesnika u najranijim fazama razvoja T2DM (35).
1.1.2.3. Insulinska rezistencija i hipertenzija

Poznato je da hiperinsulinemija moze rezultirati pove¢anom reapsorpcijom natrijuma i
povisenom aktivnoséu simpatikusa §to doprinosi razvoju hipertenzije. Delovanje lokalnog
renin-angiotenzin sistema masnog tkiva gojaznih osoba, Cija je aktivnost proporcionalna
veli¢ini masne mase, doprinosi razvoju hipertenzije u osoba sa insulinskom rezistencijom

(36).
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Slika 1. Patofizioloski mehanizmi insulinske rezistencije — preuzeto iz Eckel RH et al. (37)
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1.1.3. Metabolicki sindrom

Metabolicki sindrom (MS) je entitet koji u sebi integriSe insulinsku rezistenciju,
visceralni tip gojaznosti, dislipidemiju (poviseni trigliceridi, VLDL i LDL, snizen HDL uz
prisustvo malih gustih LDL cestica), hiperglikemiju, hipertenziju, endotelnu disfunkciju,
proinflamatorno i protromboticko stanje (38). Smatra se da MS petostruko povecava rizik za
nastanak T2DM, a dvostruko za nastanak aterosklerotskih KVB (39). Iako su veze izmedu
insulinske rezistencije i razli¢itih komponenata MS kompleksne i Cesto dvosmerne, i tesko je
razluciti specifican doprinos same insulinske rezistencije patofiziologiji MS, ona se i dalje
smatra njegovom okosnicom. Po$to insulin ostvaruje znacajne efekte na metabolizam
glukoze, lipida, kontrolu krvnog pritiska i vaskularnu homeostazu, vazno je imati u vidu da je
svaki od ovih sistema pod multifaktorijalnim uticajem i Cesto je potreban poremecaj na vise
nivoa da bi se poremetila homeostaza ovih sistema (40). Vise od 75% bolesnika sa ve¢
manifestnim T2DM kao i osoba sa smanjenom glukoznom tolerancijom imaju znake

metabolickog sindroma (41). Vise promenjivih (gojaznost, hiperglikemija, hipertenzija,
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dislipidemija, fizicka neaktivnost, puSenje) i nepromenjivih (godine Zzivota, rasa, pol i
porodi¢na anamneza) faktora rizika udruzeno Cine kardiometaboli¢ki rizik, zapravo rizik za
nastanak T2DM i1 KVB (42,43). Vaznost pravovremenog identifikovanja osoba sa visokim
kardiometaboli¢kim rizikom, uslovila je definisanje kriterijuma (na osnovu pojedinacnog
doprinosa razli¢itih faktora rizika u nastanku aterosklerotskog kardiovaskularnog i
metabolickog komorbiditeta) za postavljanje dijagnoze MS (44). Prema Medunarodnoj
federaciji za dijabetes (International Diabetes Federation — IDF), kriterijumi za definisanje
metaboli¢kog sindroma su sledeé¢i: OS >94 cm (M) i >80 cm (2), trigliceridi > 1,7 mmol/l,
HDL < 1,03 mmol/l (M) i <1,29 mmol/l (Z), TA >130/85 mmHg, SUK >5,6 mmol/l.
Dijagnoza se postavlja na osnovu obima struka i jo§ dva pozitivna od ostala Cetiri kriterijuma
(44, 45, 46).

Tokom predijabetesnog stanja, paralelno sa razvojem hroni¢ne hiperglikemije, razvija
se aterogena dislipidemija, metabolicka inflamacija, endotelna disfunkcija, hipertenzija,
prokoagulantno i protromboticko stanje, Sto dovodi do ubrzanog razvoja hroni¢nih
makrovaskularnih komplikacija. Framingamska studija (Framingham Heart Study - FHS)
pokazala je da ve¢ osobe sa predijabetesom imaju visok rizik za nastanak kardiovaskularnih
oboljenja, a neretko se dijagnoza T2DM postavlja pri prvom aterotromboznom akcidentu
(47). Podaci INTERHEART studije, pokazuju da se visceralna gojaznost, dislipidemija,
hipertenzija i dijabetes nalaze medu devet najznacajnijih faktora rizika koji zajedno ¢ine 90%

populacionog rizika za nastanak infarkta miokarda (48).
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1.2. PATOFIZIOLOGIJA MAKROVASKULARNE BOLESTI U DIJABETES
MELITUSU TIPA 2
Hroni¢ne vaskularne komplikacije T2DM uti¢u na mnoge organe i organske sisteme

i odgovorne su za vecinu nastalog komorbiditeta i mortaliteta ovih bolesnika. S obzirom da
dug period asimptomatske hiperglikemije, kao i niz metabolickih poremecaja, predstoje
klinickoj manifestaciji T2DM, mnogi bolesnici imaju vaskularnu komplikaciju u vreme
postavljanja dijagnoze dijabetesa. Rizik za nastanak hroni¢ne vaskularne komplikacije se
povecava u funkciji trajanja hiperglikemije (49,50). Hiperglikemija, visceralni tip gojaznosti,
insulinska rezistencija, dislipidemija, hipertenzija, smanjena fizicka aktivnost i puSenje su
najc¢es¢e faktori rizika odgovorni za nastanak makrovaskularne bolesti u T2DM (51,52).
Patogeneza dijabeticnih komplikacija je kompleksna i ukljuCuje endotelnu disfunkciju, niz
hemostaznih poremecaja (hiperaktivnost trombocita, poremecaj koagulacije i fibrinolize) i
inflamaciju, uslovljene kardiometabolickim faktorima rizika, koje za posledicu imaju
narusavanje vaskularne homeostaze i ubrzano odvijanje procesa ateroskleroze (53).
1.2.1. Disfunkcija vaskularnog endotela

S obzirom da se endotel odavno ne smatra inertnim omotaCem unutrasnjosti zida
krvnog suda, ve¢ kompleksnim organom koji ispoljava intenzivnu autokrinu, parakrinu i
endokrinu funkciju, a koji je prva linija odbrane u borbi protiv ateroskleroze, jasno je da
alteracija funkcije endotela prethodi razvoju morfoloSkih aterosklerotskih promena (54).
Bioloska veza izmedu ‘’oStecenja’’ endotela i procesa ateroskleroze, predmet je istrazivanja
jos od pedesetih godina 19. veka, kada je Rudolph Virchow pretpostavio da je aterosklerotska
lezija produkt inflamatorne promene intime zida arterijskog krvnog suda koja je inicirana
mehanickom iritacijom (55). 1977. godine, Ross 1 Glosmet su postavili hipotezu “’odgovora
endotela na povredu’’ , inicijalnog dogadaja u evoluciji ateroskleroze i istakli klju¢nu ulogu

trombocita u razvoju ove lezije (56). 1998. godine, otkri¢e azot monoksida (eng. nitric oxide -
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NO), “'signalne molekule kardiovaskularnog sistema’, kako su je nazvali Robert Furchgott i
saradnici, nagradeno je Nobelovom nagradom i otvorilo je vrata revoluciji istrazivanja na
polju endotelne funkcije i vaskularne homeostaze (57). Danas se zna da je funkciono
izmenjeni endotel predilekciono mesto nastanka ateroskleroze, a endotelna disfunkcija ne
samo inicijator ovog procesa, ve¢ i amplifikator kaskadnog niza kasnijih dogadaja koji
rezultiraju formiranjem plaka. Prema inflamacijskoj teoriji ruskog patologa Mecnika,
disfunkcija endotela se smatra klju¢nim faktorom procesa ateroskleroze (58).
1.2.1.1. Fiziologija vaskularnog endotela

U bazalnim, fizioloskim uslovima, ocCuvanje integriteta endotelnih celija je od
presudne vaznosti za oCuvanje vaskularne homeostaze. Endotel nije inertna barijera, vec
omogucava aktivnu komunikaciju izmedu cirkuliSu¢e krvi i glatkog miSi¢nog sloja zida
krvnog suda. Na taj nacin, sistem ispoljava efekte koji mogu dovesti do jedne ili vise
promena: 1) vazokonstrikcija i vazodilatacija reguliSu protok krvi kroz organe, 2) rast i/ili
promene u fenotipskim karakteristikama glatkomiSi¢nog sloja, 3) proinflamatorne ili
antiinflamatorne promene, 4) odrzavanje protoka krvi i zaustavljanje krvarenja (59,60).
Fizioloski, endotel u kontaktu sa nizom ¢elijskih i humoralnih medijatora, odgovara lu¢enjem
i/ili eksprimiranjem niza bioaktivnih molekula i na taj nacin podesava vaskularni tonus,
reguliSe celijski rast i molekulski transport, ispoljava antiinflamatorni efekat, inhibise
proliferaciju i migraciju glatkih miSi¢nih ¢elija, adheziju i migraciju leukocita, adheziju,
agregaciju i aktivaciju trombocita, ispoljava antikoagulantni i profibrinoliticki efekat (61).

Endotel igra presudnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska i optimalnog protoka krvi
kontinuiranom modulacijom vaskularnog tonusa, balansiraju¢i izmedu vazodilatacije i
vazokonstrikcije, sintezom vazodilatatora, NO i prostaciklina (PGl2), i vazokonstriktora,
endotelina - 1 (ET-1) i endotelnog hiperpolariSu¢eg faktora (eng. endothelium - derived

hyperpolarizing factor - EDHF) (61,62). Vaskularni tonus je vecinu vremena u
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vazodilatatornom stanju, a autoregulacija se odvija pod dejstvom hemodinamskih sila,
pulsatilne sile i sile trenja, koje deluju¢i mehanicki na zid krvnog suda stimuliSu endotelnu
NO sintetazu (eNOS) i sintezu NO. Ovaj slobodni radikal difunduje u glatkomisi¢ni sloj, gde
aktivacijom gvanil-ciklaze povecava produkciju ciklicnog gvanozin-monofosfata (cGMP) sto
smanjuje intracelijsku koli¢inu Ca®* i rezultira vazodilatacijom (63,64). NO takode inhibiSe
proliferaciju, migraciju i diferencijaciju glatkih miSi¢nih ¢elija u intimu krvnog suda.
Stabilizuje kB, inhibitornu subjedinicu NF-kB, koja odrzava ovaj proinflamatorni
transkripcioni Cinilac u neaktivhom stanju i na taj nacin inhibiSe ekspresiju leukocitnih
adhezivnih molekula, produkciju hemokina i citokina (61,65). Smatra se da je
bioraspolozivost najpotentnijeg vazodilatatora NO premisa vaskularnog zdravlja (66). PGl
ispoljava vazodilatatorno, antiagregaciono i citoprotektivno delovanje (67). Inhibicija
proliferacije i migracije glatkih miSi¢nih ¢elija fizioloski je inhibiran inhibitorima faktora
rasta poput NO, PGD, trombospondina, transformiSuceg faktora rasta-beta (TGF-B) i1
interferona-gama (INF-y), kao i odrZavanjem balansa izmedu jona Ca?" (kontrakcija i
proliferacija glatkih miSiénih celija) 1 ciklicnog adenozin monofosfata, cAMP-a
(vazorelaksacija i inhibicija proliferacije) (63). Adhezijski molekuli koji kontroliSu migraciju
leukocita na vaskularnom endotelu, u fizioloskim uslovima, uops$te nisu ili su veoma malo
ispoljeni na celijskoj povrSini (68). Intaktan vaskularni endotel onemogucava adheziju
trombocita i odvaja neaktivne koagulacijske Cinioce od reaktivnih subendotelnih molekula, a
uravnotezenim odnosom lucenja prokoagulantnih/antikoagulantnih i
profibrinolitickih/antifibrinolitickih materija, (PAI-1, tkivni aktivator plazminogena (tPA),
trombomodulin (TM), trombinom aktivisani inhibitor fibrinolize (TAFI), inhibitor puta
tkivnog faktora (TFPI)), doprinosi fiziolosSkom procesu odrzavanja ekvilibrijuma procesa

koagulacije i fibrinolize (69,70,71,72).
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1.2.1.2. Patofiziologija endotelne disfunkcije
Morfoloski normalne arterije sa funkciono izmenjenim odgovorom endotela
predstavljaju ciljno mesto rane ateroskleroze (63). Endotelnu disfunkciju karakterise
redukovana bioraspolozivost NO §to remeti endotel zavisnu vazodilatatornu sposobnost
krvnog suda (73). Medutim, imaju¢i u vidu endotel protektivne sposobnosti NO, endotelna
disfunkcija podrazumeva i odredeni stepen aktivacije endotelnih ¢elija koja menja inertni
endotelni fenotip u proinflamatorni, proliferativni i prokagulantni (54,73,74). Pod dejstvom
razli¢itih stimulativnih agenasa, (mehanicki, bioloski, hemijski, inflamatorni, imunski,
metabolicki), kao odgovor na podrazaje, dolazi do fenotipske promene endotelnih celija,
endotelne aktivacije (63). Dolazi do de novo genske ekspresije, sinteze proinflamatornih
citokina i adhezivnih molekula. Povecana je ekspresija adhezivnih molekula (E-selektin,
intracelijski adhezivni molekul-ICAM-1, vaskularni ¢elijski adhezivni molekul-VCAM-1) i
propusnost krvnog suda. Takode, dolazi do smanjenja produkcije i/ili smanjene ekspresije
molekula poput trombomodulina, heparan sulfata, NO, PGI,, a pove¢ane fon Vilebrandovog
faktora (VWF), PAI-1, tkivnog faktora (TF), trombocit aktiviSuceg faktora (eng. platelet -
acitvating factor — PAF), Sto ¢ini da povrSina endotela postane protrombogena. SintetiSu se
proinflamatorni citokini poput IL-6, hemokina (IL-8) Sto pojacava odgovor akutne faze i
regrutuje monocite na mesto povrede (75). Razliciti podrazaji na povrSinu endotelne celije
imaju zajednicki imenilac, transkripcioni faktor, NF-kB te preko njega stimuliSu transkripciju
gena odgovornih za nastanak fenotipske konverzije endotelne celije (76). Fenotipska
ekspresija endotelne aktivacije podrazumeva pet osnovnih karakteristika: ekspresiju
leukocitnih adhezivnih molekula, produkciju citokina, promene oblika i permeabiliteta
endotela, protrombotske promene i ushodnu regulaciju sopstvenih antigena (63,75).
Uz aktivisani endotel dolazi do adhezivnim molekulama posredovanog kotrljanja

leukocita, hemokinima inicirane leukocitne aktivacije i o integrinima zavisnog uspostavljanja
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¢vrstog kontakta, priljubljivanja leukocita uz endotel. Ovi dogadaji su prethodnica
ekstravazaciji leukocita u subendotelni prostor $to je uslov za nastanak i razvoj
aterosklerotskih promena na mestu endotelne disfunkcije (77).

Takode je poznato da do privlacenja i adhezije trombocita uz zid krvnog suda moze
do¢i i mnogo pre nego Sto dode do naruSavanja integriteta endotelnog sloja i ogoljavanja
subendotelnih struktura, tj. ve¢ u fazi endotelne disfunkcije (78). Adhezija trombocita uz zid
krvnog suda uslovljena je ekspresijom adhezivnih molekula na aktivisanim endotelnim
¢elijama, trombocitima i leukocitima. Trombociti se vezuju uz zid krvnog suda direktnim
kontaktom trombocit/endotelna celija ili trombocit/leukocit/endotelna celija, indirektno.
Aktivisani trombociti pojacano eksprimiraju pojedine povrSinske antigene koji ¢e omogucditi
kontakt trombocita, endotela i leukocita, ali i sintetiSu i lu¢e materije koje potencijalno uticu
na leukocite i endotelne c¢elije indukujuéi njihovu dalju aktivaciju. Lu¢e hemokin, CCLS,
takode poznat kao RANTES (eng. regulated on activation normal T cell expressed and
secreted), koji vezuci se uz glikozaminoglikane endotela dalje promovise leukocitnu adheziju
i IL-8 koji dovodi do hemotakse monocita, neutrofila i T-limfocita (79).

Direktan kontakt trombocita i endotelne ¢elije omogucen je vezivanjem P-selektina i
P-selektin glikoproteinskog liganda (PSGL-1) eksprimiranih na trombocitima i endotelnim
¢elijama, kao i putem GPIba, glikoproteinskog receptora trombocita koji se vezuje za vWF ili
P-selektin, eksprimirane endotelno. Direktna adhezija trombocita na endotel moZze biti rezultat
interakcije ICAM-1;fibrinogen,GPIIb/Illa mehanizma (78,80,81). Indirektna interakcija
trombocita i endotela, moze biti posredovana stvaranjem trombocitno-leukocitnih agregata

(78). (Slika 2.)
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Slika 2. Mehanizmi adhezije trombocita uz aktivisani endotel — preuzeto i

modifikovano prema Granger et al. (78)

Tesnom interakcijom aktivisanih endotelnih celija, leukocita i trombocita u toku
odgovora na inflamatorne stimuluse dolazi do pomeranja procesa hemostaze u pravcu
prokoagulantnog, protrombotskog stanja (82).

Promena zivotnih navika, gubitak telesne mase, fizicka aktivnost, prestanak pusenja,
lekovi (statini, metformin, antioksidanti, blokatori Ca kanala, beta blokatori, folati, estrogen)
mogu imati pozitivan efekat na endotelnu funkciju (83).

Proces endotelne aktivacije je reverzibilnog karaktera sve do momenta dok se ne
iscrpe svi protektivni mehanizmi i dok ne dode do apoptoze ovih éelija i narusavanja

integriteta endotelne barijere (54).
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Tabela 1. Razlike izmedu zdravog i disfunkcionalnog vaskularnog endotela

Funkcionalni vaskularni endotel Disfunkcionalni vaskularni endotel
Vazodilatacija (y ET-1, $NO, PGL,) Vazokonstrikcija (4 ET-1,y NO, PGL)
l Oksidativni stres 4 Oksidativni stres (0>, ONOO', H,0)
Antikoagulantni efekat Q PAI-1, vWF, P- Prokoagulantni efekat (f PAI-1, vWFEF, P-selektin,
selektin, TF) TF)
Antiinflamatorni efekat (¢ ICAM, VCAM, Proinflamatorni efekat (f ICAM, VCAM,

E-selektin, CRP, TNF-a, IL-6, MCP-1) E-selektin, CRP, TNF-a, IL-6, MCP-1)

Reparatorni mehanizmi (f EPCs) Reparatorni mehanizmi (* EPC)
Ostecenje endotela (§ CECs, EMPs) Ostecenje endotela ( * CECs, EMPs)

Legenda: ET-1-endotelin-1; NO-azot monoksid; PGlz-prostaciklin; PAI-1-inhibitor aktivatora
plazminogena ;vVWF- FonVilebrandov faktor; TF- tkivni faktor; ICAM-intracelijski adhezivni
molekul; VCAM- vaskularni ¢elijski adhezivni molekul; CRP- C reaktivni protein; IL-6-
interleukin 6; MCP-1-monocitni hemotaksni protein, EPC- endotelna progenitorska ¢elija;
CEC- cirkulisu¢a endotelna ¢elija-; EMP- endotelna mikropartikula; O2™ -superoksid anjon;
ONOO -peroksinitrit; H2Oz-vodonik peroksid;
1.2.1.3. Endotelna disfunkcija i tip 2 dijabetes melitusa

Glavni mehanizmi koji se dovode u vezu s nastankom endotelne disfunkcije u
T2DM su hiperglikemija, hiperinsulinemija, insulinska rezistencija, dislipidemija, inflamacija
1 oksidativni stres (84).
1.2.1.3.1. Hiperglikemija i endotelna disfunkcija

Hiperglikemija uzrokuje vaskularno oSteCenje razlicitim mehanizmima koji
ukljuéuju aktivaciju poliolskog puta i stvaranje sorbitola, povecano stvaranje zavrSnih

produkata neenzimske glikozilacije, AGE (eng. advanced glycation end products),

povecanom ekspresijom AGE receptora (eng. receptor for advanced glycation end products -
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RAGE), aktivacijom razliCitih izoformi protein kinaze C (PKC), i aktivacijom
heksozaminskog puta. Zajednicki put u kojem se sastaju svi prethodni mehanizmi, i kojim
nastavljaju da izazivaju vaskularno oste¢enje, je put oksidativnog stresa koji vodi ka
endotelnoj disfunkciji i narusavanju integriteta endotela (85).

U uslovima hroni¢ne hiperglikemije, zbog nemoguénosti metabolisanja glukoze u
potpunosti aerobnom glikolizom, glukoza se metaboliSe alternativnim putevima. Aktivacijom
poliolskog puta, pod dejstvom enzima reduktaze aldoze, povecava se sinteza sorbitola koji
deluyje toksi¢no (osmotska aktivnost), i smanjuje koncentraciju mioinozitola. U isto vreme,
oksidacijom NAD(P)H (eng. nicotinamid adenine dinucleotide phosphate) i redukcijom
NAD" (eng. nicotinamid adenine dinucleotid), stvara se redoks disbalans, smanuje se
bioraspolozivost NO $to dodatno pojacava oksidativni stres (86).

Neenzimskom glikozilacijom proteina u uslovima hroni¢ne hiperglikemije nastaju
intermedijerni produkti (aldimini, fruktozilizini) i ireverzibilni, zavr$ni produkti neenzimske
glikozilacije - AGE. AGE su glikotoksini koji reaguju sa intracelijskim strukturama,
ekstracelijskim matriksom i cirkuliSu¢im proteinima, menjajuéi im strukturu i funkeiju (87).
Vezuju¢i se uz RAGE endotelnih celija, monocita, makrofaga i glatkih misi¢nih celija,
indukuju oksidativni stres i proinflamatorni odgovor (88). Usled hiperglikemije, dolazi do
pojacane glikozilacije LDL cestica (gLDL), njihove konformacijske promene i otezanog
vezivanja uz LDL receptor, stvaraju se AGE-LDL koji imaju proinflamatorne i proaterogene
karakteristike (86).

Hiperglikemija intracelijski povecava sintezu diacil-glicerola (DAG) koji sledstveno
aktiviSe PKC. Posledice aktivacije PKC su disbalans odnosa NO/ET-1, sa posledicnom
otezanom vazodilatacijom, povecanje vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) sa

sledstvenom angiogenezom i povecanom vaskularnom permeabilnoSéu, povecanje sinteze
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kolagena tip IV i fibronektina, povecanje PAI-1, aktivacija NF-xB sa povecanom
proinflamatornom genskom ekspresijom (87,89).

Hiperglikemija stimuliSe povecanu produkciju superoksid anjona, Oz, aktivacijom
puta ksantin i NAD(P)H oksidaze, ciklooksigenaze, mitohondrijalnog elektron transportnog
lanca, poliolskog puta, autooksidacijom glukoze i formiranjem AGE (90). Oz~ zauzvrat
povecava produkciju AGE i heksozamina, aktivira PKC, poliol (sorbitol) put i NF-«xB i
dovodi do produkcije proinflamatornih citokina (IL-1B, TNF-a), ekspresije adhezivnih
molekula (E-selektin, ICAM-1, VCAM-1), i ET -1, §to zauzvrat generiSe jo$ viSe ovog
slobodnog radikala (91,92). AGE menjaju funkciju razli¢itih proteina, a aktiviSu¢i RAGE
povecavaju intracelijsku produkciju O~ Eksperimentalno je dokazano da hiperglikemija
smanjuje koncentraciju NO povecavajuci produkciju reaktivnih kiseonickih radikala, poput
superoksid anjona, Oz (84,93). Oz7se uz pomo¢ enzima SOD (superoksid dismutaza) pretvara
u HxO> (vodonik peroksid) koji u interakciji sa NO stvara reaktivni oksid peroksinitrit
(ONOOM), koji lako prodire u ¢eliju i indukuje ¢elijsko ostecenje putem lipidne peroksidacije,
inaktivacije enzima i proteina oksidacijom i nitracijom. Peroksinitrit u interakciji sa
mitohondrijama indukuje oslobadanje proapoptotickih €inilaca, citohroma c i apoptotskog
indukujuceg faktora (91). Disbalans izmedu bioraspolozivosti NO i akumulacije reaktivnih
kiseonickih vrsta (eng. reactive oxygen species - ROS), vodi nastanku endotelne disfunkcije i
smatra se snaznim prediktorom kardiovaskularnih komplikacija (94).

Za razliku od mikrovaskularnih komplikacija gde hiperglikemija ima dominantnu
ulogu, u patogenezi makrovaskularnih komplikacija hiperglikemija je samo deo ’slagalice’’,
a svi ostali delovi (dislipidemija, insulinska rezistencija i inflamacija) doprinose da slika bude

potpuna (87).
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1.2.1.3.2. Insulinska rezistencija i endotelna disfunkcija

U uslovima insulinske rezistencije i posledicne hiperinsulinemije, dolazi do
smanjene aktivacije fosfatidilinozitol-3 kinaze (PI3K), a pojaCane aktivacije mitogenom
aktivirane proteinske kinaze (MAPK), signalnog puta, koji reguliSe bioloski rast, mitogenezu i
diferencijaciju, ali i insulinom stimulisanu sekreciju ET-1 (95). Usled smanjene aktivacije
PI3K, smanjuje se produkcija NO, a povecava stvaranje ROS, §to indukuje oksidativni stres.
Takode, aktivacijom ovog puta dolazi do ushodne regulacije PAI-1, povecane ekspresije
adhezivnih molekula, VCAM-1 i E-selektina. Stvara se wuslov za ispoljavanje
vazokonstriktornog, proliferativnog, proaterogenog i protrombogenog fenotipa endotelne
celije (96,97).
1.2.1.3.3. Inflamacija i endotelna disfunkcija

U T2DM registruje se hroni¢na inflamcija niskog stepena, a brojni proinflamatorni
citokini aktiviSu vaskularni endotel. Registruje se povec¢an nivo IL-1, IL-6, CRP, TNF-a i
fibrinogena. Ovi medijatori zapaljenskog procesa, reguliSu vaskularnu permeabilnost,
promenu vazoregulatornog odgovora, stimuliSu adheziju leukocita uz endotel i deluju
protrombogeno. TNF-a i IL-1 aktiviSu¢i NF-kB stimuliSu ekspresiju gena za ICAM-1, IL-1,
IL-6, VCAM-1, E — selektin, PAI-1 i TF. Takode, TNF-a smanjuje ekspresiju eNOs i
produkciju NO, a povecava ET-1 i nivo oksidativnog stresa (98, 86). CRP preko receptora na
endotelnim ¢elijama aktivise NF-kB i povecava ekspresiju ICAM-1, VCAM-1, E — selektina,
monocitnog hemotaksnog proteina-1 (MCP-1) i ET-1, PAI-1 i smanjuje ekspresiju eNOs i
posledi¢nu sintezu NO. PospeSuje preuzimanje oxLDL od strane makrofaga i stvaranje
penastih celija Sto ubrzava proces ateroskleroze (99,100).
1.2.1.3.4. Dislipidemija i endotelna disfunkcija

U T2DM, visoka koncentracija SMK, uslovljena je njihovim prekomernim dotokom

iz masnog tkiva i njihovim poremeéenim preuzimanjem od strane skeletnih mis§ica. SMK
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aktivisu PKC i naruSavaju insulinom posredovanu aktivaciju PI3K i na taj nac¢in smanjuju
bioraspolozivost NO (84,88). StimuliSu produkciju velike kolic¢ine reaktivnih kiseonic¢kih
radikala, koji aktiviSu¢i NF-kB, generiSu sintezu proinflamatornih citokina Sto dalje
produbljuje inflamatorni proces i poveéava nivo oksidativnog stresa (85). Jetra odgovara na
povec¢anje SMK produkcijom VLDL. Zbog njihove povecane produkcije, a smanjenog
klirensa iz cirkulacije, stvara se hipertrigliceridemija. Povecana koncentracija triglicerida,
smanjuje nivo HDL promovisuc¢i transport holesterola sa HDL na VLDL. U ovoj
delipidacionoj kaskadi, u uslovima hipertrigliceridemije, nastaje subpopulacija malih gustih
LDL cestica sa visokim aterogenim potencijalom (eng. small dense LDL — sdLDL) (84).
Usled slabog vezivanja za LDL receptore, sdLDL lakSe penetriraju u intimu krvnog suda i
duze se zadrzavaju u subendotelu (101). Ovde bivaju modifikovane glikozilacijom ili
oksidacijom, a ovako modifikovane lipidne Cestice imaju izrazita proaterogena dejstva na
endotel. Oksidisani LDL promovise ekspresiju adhezivnih molekuka (ICAM-1, VCAM-1 i E-
selektina), deluju hemotaksno na monocite i T limfocite. Vezujuéi se uz receptore Cistace na
makrofazima, oksidisani LDL biva interniran unutar makrofaga i dolazi do stvaranja
“’penaste’’ ¢elije. Akumulacija ovih ¢elija (usled brzeg stvaranja, a sporijeg odstranjivanja)
uslovljava nastanak masne pruge, samog zacetka aterosklerotskog procesa. Ovako
transformisani makrofazi su aktivisani i lu¢e proinflamatorne citokine koji delujuéi lokalno i

sistemski, odrzavaju zacarani krug dislipidemije i inflamacije (102).

1.2.2. Patogeneza dijabeti¢ne ateroskleroze

Ateroskleroza je hroni¢na, progresivna, multifaktorska, difuzna, zapaljenska bolest
kod koje postoji poremecaj vaskularnog i metabolickog sistema (103). Zahvata velike i
arterije srednje veli¢ine (aorta, karotidne, koronarne, cerebralne, ilijacne, renalne arterije)
predilekciono na mestima vrtloznog krvnog toka (posebno arterijske racve). Kontinuirano

pracen inflamacijom, proces evoluira od endotelne disfunkcije, subendotelnog nagomilavanja
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makrofaga prepunih lipida, preko proliferacije 1 migracije glatkih miSi¢nih Ccelija,
ekstracelijske akumulacije lipida, celijske nekroze i apoptoze, procesa kalcifikacije sve do
intimalne destrukcije 1 arterijske tromboze sa posledicnom ishemijom ciljnog organa
(104,105). Proces ateroskleroze podrazumeva paralelno odvijanje dva ravnopravna procesa,
arterioskleroze i ateromatoze koji za krajnji cilj imaju zadebljanje, otvrdnuce i kasnije suzZenje
lumena krvnog suda koji visSe ne moze da odgovori na aktuelne perfuzione potrebe tkiva.
Patohistoloski, u pocetku se stvara masna mrlja (subendotelna akumulacija ‘’penastih ¢elija’’,
makrofaga bogatih lipidima), nastavlja se ekstracelijsko gomilanje lipida i stvaranje
nekroti¢nog detritusa pracenog povecanom produkcijom ekstracelijskog matriksa, migracijom
i proliferacijom glatkih miSiénih celija (tranzitorna lezija), do stvaranja fibroznog plaka
(lipidno jezgro okruzeno vezivom i glatkim miSi¢nim ¢elijama) koji vremenom raste i suzava
lumen krvnog suda. Ukoliko dode do nekroze unutar plaka, kalcifikacija i ulceracija, uz
pojave fisure i rupture plaka, formira se tromb koji kompromituje delomicno ili u potpunosti
tok krvi u krvnom sudu (106).

Efekat dijabetesa na vaskularni zid daleko prevazilazi efekte na endotel i celije
glatkih misi¢a, ve¢ podrazumeva sumirani uticaj na monocite/makrofage, trombocite,
lipoproteine, produkciju i funkciju lokalnih vazoaktivnih supstanci, mehanizam koagulacije,
kao 1 na lokalni odgovor krvnog suda na hipoksiju i stvaranje kolateralnih krvnih sudova. Iako
se histoloski razvoj dijabeticke ateroskleroze ne razlikuje od ateroskleroze koja nije povezana
sa dijabetesom, raznolikost disfunkcionalnih mehanizama uklju¢enih u njenu patogenezu
znacajno ubrzava sam proces, otezava terapijski pristup, a njegove pratece efekte na
organizam ¢ini veoma Stetnim (107,108). “’Dijabeticki’’ endotel gubi antiinflamatorne,
antiadhezivne, antiagregacione sposobnosti, eksprimira veliku koli¢inu leukocitnih i
trombocitnih adhezivnih molekula, promovise proliferaciju i migraciju glatkih misi¢nih celija.

Smatra se da je disfunkcija endotela “’sentinelni’’ dogadaj u razvoju ateroskleroze kod
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bolesnika sa T2DM (104,107). Specificna dislipidemija uz hiperglikemiju i stanje povecanog
oksidativnog stresa omogucavaju kontinuirani priliv glikoziliranog i oksidisanog LDL kojeg
lako interniraju nakupljeni i aktivisani makrofazi dovode¢i do nastanka ‘’penastih’ celija i
njihove akumulacije subendotelno. Proporcija oxLDL je povisena u T2DM zbog kontinuirane
glikozilacije, hipertrigliceridemije i smanjenja HDL. OxLDL povecéava produkciju citokina i
ekspresiju novih adhezivnih molekula endotela, doprinose¢i odrzavanju procesa inflamacije i
ubrzavajuci proces ateroskleroze (109). Brza akumulacija lipida uz sporiji proces uklanjanja
uslovljava nastanak masnih pruga. Usled apoptoze penastih ¢elija, formira se nekroti¢no
jezgro, kasa raspadnutih penastih ¢elija i oslobodenih lipida, gomilaju se nove penaste celije i
stvara se lipidno jezgro. GlatkomiSi¢ne ¢elije pod dejstvom citokina i faktora rasta proliferisu
1 migriraju prema intimi. Lipidno jezdgro se okruzuje vezivnim vlaknima, glatkim miSi¢nim
¢elijama, limfocitima, monocitima te nastaje fibrozni plak (110,103).

Dijabeticki plak je metabolicki dinami¢na tvorevina. Hiperglikemija, insulinska
rezistencija, hiperinsulinemija i oksidativni stres ubrzavaju rast plaka promovisuci ekspresiju
adhezivnih molekula, amplifikujuéi proinflamatorni odgovor, omogucavajuc¢i adheziju i
aktivaciju monocita, makrofaga, T limfocita, trombocita, menjaju¢i odnos NO/ET-1
stimuliSu¢i vazokonstrikciju, proliferaciju i migraciju glatkih misi¢nih ¢elija (111). Hroni¢ni
inflamatorni proces potpomaze nastanak, napredovanje i klinicke manifestacije ateroskleroze
(103,112). Dijabeticki plakovi se odlikuju vec¢im stepenom zapaljenskog infiltrata (makrofazi,
mastociti, T limfociti), ve¢im nekroticnim jezgrom, viS§im stepenom ekspresije receptora za
AGE na makrofazima (RAGE), akumulacijom AGE i visokim stepenom oksidativnog stresa,
Sto ih ¢ini narocito vulnerabilnima (113).

Slabljenje fibrozne kape uslovljava apoptoza makrofaga i glatkih miSi¢nih celija u
prisustvu velike koli¢ine oxLDL, velika koli¢ina izlucenih matriks metaloproteinaza i

proteolitickih enzima iz makrofaga i mastocita koji razgraduju ekstracelijski matriks,
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mehanicko rastezanje. Visoki stepen inflamacije naruSava integritet endotela i intime, a
povecanje prokaoagulantnih faktora (fibrinogen, vWF, TF, PAI-1) olakSavaju nastanak
tromboze. Rupturom fibroznog omotaca, oslobada se veoma trombogeno lipidno jezgro (114).
Pojacana ekspresija vVWF, GPIb i GPIIb/Illa olakSava trombocitnu adheziju, agregaciju i
aktivaciju trombocita na mestu rupture plaka. Povecana ekspresija TF kao i povecanje FVII,
trombina, PAI-1 uz smanjenje trombomodulina, aktivisanog proteina C, ATIII (antitrombina
II) i tPA C¢ini sredinu hiperkoagulabilnom i dodatno povecava rizik trombozne komplikacije
na mestu rupture plaka. Oslobodene mikropartikule povredenih endotelnih ¢elija i cirkuliSucih

trombocita, nose TF i1 promovisu formiranje tromba na mestu povrede endotela i rupture plaka

(84, 115).

Slika 3. Evolucija aterosklerotskog plaka — preuzeto i modifikovano prema Csordas et al.
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1.2.3. Circulus vitiosus: Koagulacija — Inflamacija - Tromboza

Povecana ekspresija TF moze biti uslovljena stimulacijom ili oSteenjem endotela
inflamatornim citokinima (IL-1, IL-6, TNF-a, CRP), oxLDL-om, putem AGE i mehanic¢kim
trenjem. S obzirom da je T2DM pracen hronicnom inflamacijom, koagulacioni sistem je
stimulisan povecanom ekspresijom TF. Hiperkoagulabilno stanje T2DM je potpomognuto
smanjenjem ATIII, heparin-kofaktora II, trombomodulina, aktivisanog proteina C i tPA, kao i
povecanjem PAI-1. TF inicira aktivaciju koagulacione kaskade Sto rezultira konverzijom
protrombina u trombin, aktivacijom trombocita i pretvaranjem fibrinogena u fibrin, a $to je
uslov stvaranja nerastvorljivog krvnog ugruska. U svakom segmentu spoljaSnjeg puta
koagulacione kaskade, dolazi do aktivacije razli¢itih proinflamatornih medijatora putem PAR
(eng. protease-activated receptor) i TLR-4 receptora (eng. toll-like receptor) Sto rezultira
povecanjem ekspresije adhezivnih molekula, lu¢enjem interleukina, hemokina, faktora rasta.
(Slika 4.) PAR receptori eksprimirani na razliitim ¢elijama (endotelne c¢elije, monociti,
trombociti) su  “’molekularni prekida¢’® koji  diktira medusobnu komunikaciju
hiperkoagulabilnog stanja i inflamacije. Stvara se uslov za adheziju, aktivaciju, agregaciju
trombocita, ekspresiju TF, aktivaciju koagulacione kaskade i trombozu. U za¢aranom krugu,
proinflamatorni medijatori stimuliSu proces koagulacije i aktivacije trombocita, delujuci
prokoagulantno i protrombogeno, dok aktivisani trombociti i faktori koagulacije aktivisu

proinflamatorne procese (117,118).
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Slika 4. Hiperkoagulabilnost i inflamacija — preuzeto i modifikovano prema Chu et al.

(117)
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1.2.4. Klinicke manifestacije makrovaskularne bolesti u dijabetes melitusu tip 2
Zavisno od anatomske lokalizacije, stepena suzenja, duZine trajanja okluzije i
posledi¢ne ishemije tkiva, razli¢ite su klinicke manifestacije ateroskleroti¢ne
kardiovaskularne bolesti. Klinicki se moze manifestovati kao IBS, CVB i PAB (119, 120).
Ishemijska bolest srca (ili koronarna srcana bolest) je naj¢esc¢a klinicka manifestacija
iz grupe kardiovaskularnih oboljenja. Bolesnici sa T2DM imaju 2-4 puta ve¢u mogucnost da
razviju IBS od nedijabetiCara. Zavisno o stepenu suzenja i duzini trajanja okluzije, IBS se
moze manifestovati u vidu stabilne ili nestabilne angine pektoris i akutnog infarkta miokarda.
Stabilna angina pektoris se javlja ukoliko aterosklerotski plak suzava arterijski krvni sud,
kompromitujuéi cirkulaciju i perfuziju tkiva u naporu, dok je snabdevanje miokarda u miru
zadovoljavajuce. Razliite prezentacije akutnog koronarnog sindroma (AKS) dele isti

patofizioloski supstrat. Klasifikacija se bazira na elektrokardiogramu (EKG) i vrednostima
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troponina. U skladu s tim razlikujemo sledece kategorije: 1) bolesnici sa tipi¢nim akutnim
bolom u grudima i perzistentnom (> 20 minuta) elevacijom ST segmenta - AKS sa ST
elevacijom (STE-AKS). Veéina ovih bolesnika ¢e na kraju razviti infarkt miokarda sa ST
elevacijom (eng. ST elevation myocardial infarction - STEMI); 2) akutni infarkt miokarda bez
elevacije ST segmenta (eng. non-ST elevation myocardial infarction -NSTEMI); 3) nestabilna
angina pectoris (NAP). AKS je manifestacija ateroskleroze kojoj obi¢no prethodi
destabilizacija plaka, akutna tromboza izazvana rupturom ili erozijom aterosklerotskog plaka,
sa ili bez prate¢e vazokonstrikcije, uzrokuju¢i iznenadno i kriticno smanjenje u krvnom
protoku. U STEMI, tromb je bogat fibrinom i najc¢es¢e potpuno okluzivan, dok je u NSTEMI
uglavnom trombocitni i delimicno ili intermitentno okluzivan (121).

Rizik za nastanak CVB je tri puta ve¢i kod dijabeti¢ara nego u opstoj populaciji, a cak
10 puta veci u dijabeti¢ara mladih od 44 godine (119). Najcesc¢e klinicke manifestacije CVB
su cerebrovaskularni insult (CVI) po tipu ishemije i tranzitorni ishemijski atak (TIA), Sto
zavisi od stepena suzenja i duzini trajanja okluzije. Ishemijski mozdani poremecaji najcesce
su uzrokovani okluzijom malih (lakunarni CVI) ili velikih intrakranijalnih krvnih sudova, ali i
oste¢enjem aortnog luka, karotidne bifurkacije ili intrakranijalnih krvnih sudova. Rezultati
studija ukazuju da je ekstrakranijalna i intrakranijalna karotidna stenoza uzrok oko 30% svih
ishemijskih ataka (122).

U dijabetesu postoji povecan rizik za razvoj aterosklerotske bolesti ekstrakranijalnih
karotidnih i vertebralnih krvnih sudova, kao i mezenteri¢nih, renalnih i krvnih sudova gornjih
i donjih ekstremiteta. Zavisno od lokalizacije, duZine trajanja i stepenu suzenja, bolest moze
pro¢i asimptomatski ili sa simptomima okluzije velikih krvnih sudova (123,124,125).
Najcesca prezentacija PAB u dijabeticara je aterosklerotska bolest krvnih sudova donjih
ekstremiteta, a zavisno od stepena suzenja moze se klinicki manifestovati od intermitentnih

klaudikacija do ulceracija i gangrene. Periferna arterijska bolest ima 2-4 puta vecu incidencu
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u dijabeti¢ara u odnosu na ostalu populaciju, a dijabetes posle puSenja predstavlja drugi po

redu faktor rizika za razvoj ovog poremecaja (119,126).
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1.3. BIOMARKERI VASKULARNOG ENDOTELA

S obzirom da je endotelna disfunkcija najraniji dogadaj u procesu razvoja
aterosklerotske lezije, procena stanja vaskularnog endotela mogla bi se smatrati ranim
biomarkerom aterosklerotskog procesa (127). lako su mnogobrojne klinicke studije ukazale
na prediktivhu vrednost odredenih biomarkera endotelne aktivacije u proceni rizika za
nastanak KVB, njihovo odredivanje je joS uvek na nivou istrazivackog, a ne svakodnevnog
rutinskog rada. Odredivanje koncentracije solubilnih biomarkera moglo bi imati Siru primenu
jer su odraz stanja celokupnog vaskularnog korita, a laboratorijska tehnika odredivanja treba
da zadovolji kriterijume visoke senzitivnosti i specificnosti, tacnosti, reproducibilnosti,

jednostavnosti izvodenja, dostupnosti i naravno prihvatljivosti “’cost-benefit’” odnosa (128).

Biomarkeri, pokazatelji disfunkcije endotela, endotelne aktivacije i/ili oStec¢enja
endotelne celije se razlikuju po svojoj senzitivnosti i specifi¢nosti jer oslikavaju ne samo
aktivaciju endotelnih ¢elija ve¢ i drugih, poput monocita, makrofaga, limfocita i trombocita.
Specifi¢ni endotelni biomarkeri (eksprimirani samo na endotelnim ¢elijama) su E-selektin,
vaskularni mukozni adhezioni molekul adresin (eng. mucosal addresin cell-adhesion
molecule-1-MadCAM-1), asimetri¢ni dimetilarginin (ADMA) i cirkuliSu¢e endotelne celije
(CEC) (129). Neki od najces¢e merenih biomarkera endotelne disfunkcije i/ili aktivacije, su
selektini (E- i1 P-selektin), adhezivni proteini, pripadnici superfamilije imunoglobulina
(ICAM-1, VCAM-1), ADMA, proinflamatorni markeri (IL-1, IL- 6, IL-18, CRP), hemokin
IL-8, pro/antikoagulatni biomarkeri (vVWF, PAI-1, TM). Kao markeri endotelnog ostecenja i
reparacije detektuju se CEC, endotelne mikropartikule (EMP) i endotelne progenitorne ¢celije

(EPC) (129,130).
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1.3.1. E- selektin

Selektini su adhezivni glikoproteini koji posreduju u kotrljanju i zadrZavanju
leukocita uz zid krvnog suda, $to omogucéava njihovo kasnije ¢vrsto vezivanje. E-selektin je
prvi puta otkriven na povrSini humanih endotelnih ¢elija umbilikalne vene (HUVEC).
Bazalno, u stanju mirovanja, E-selektin nije eksprimiran, osim u sitnim krvnim sudovima
dermisa. Eksprimira se samo na aktivisanim endotelnim ¢elijama, $to ga ¢ini specificnim
markerom endotelne aktivacije na mestu inflamacije, a samim tim je i snazan proinflamatorni
signal. Prethodno sintetisani pul E-selektina unutar endotelnih ¢elija ne postoji te njegova
eksprimacija zavisi isklju¢ivo od transkripcione regulacije i potrebno je oko tri sata da se
postigne njegova maksimalna ekspresija, a bazalne nivoe postize unutar 16-24h od prestanka
dejstva proinflamatornog stimulusa (78,131). Aktivacijom transkripcionog Cinioca, NF-«xB,
pod dejstvom proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-a), trombocitnog
faktora 4 (eng. platelet factor 4 - PF4), oxLDL i AGE, indukuje se ekspresija E-selektina na
endotelnim ¢elijama. Vezuje se uz PSGL-1 ligand i E-selektin ligand (ESL-1), eksprimirane
na neutrofilima, monocitima i limfocitima, omogucavajuci njihovo zadrZavanje i kotrljanje uz
zid krvnog suda. Ekspresija E-selektina deluje proinflamatorno, ali i proaterogeno (132,133).
Dokazana je ekspresija E-selektina na endotelnim ¢elijama aterosklerotskog plaka, $to znaci
da on igra bitnu ulogu ne samo u inicijaciji procesa ateroskleroze, ve¢ i u odrZavanju
inflamatornog odgovora krvnog suda i procesu napredovanja aterosklerotske lezije. Solubilni
E-selektin (sE-selektin) porekla je iskljuc¢ivo sa endotelnih ¢elija, a oslobada se u cirkulaciju
nakon odljubljivanja sa povrSine endotelne celije (134). Klinicke studije su ukazale na
povezanost poviSenih vrednosti sE-selektina sa puSenjem, gojaznoS¢u, hipertenzijom,

hiperlipidemijom, insulinskom rezistencijom i dijabetesom (135).
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1.3.2. P —selektin

P - selektin je adhezivna molekula koja se sastoji od N terminalnog, lektinom
bogatog ekstracelijskog domena, transmembranskog dela i kratkog intracitoplazmatskog repa.
Sastavni je deo membrane trombocitnih o granula i membrana Weibel — Paladeovih telasaca
endotelnih ¢elija (136). U stanju mirovanja, bazalno, eksprimiran je samo na krvnim
sudovima intestinuma (78). Brza ekspresija P-selektina odvija se na poticaj leukotrienima,
histaminom i trombinom unutar deset minuta, ali njegova sinteza de novo, odvija se nakon 2h,
aktivacijom NF-kB proinflamatornim citokinima (IL-1, IL-6, TNFa), trombinom i reaktivnim
kiseonickim radikalima. P-selektin se vezuje uz PSGL-1 ligand, eksprimiran na neutrofilima,
monocitima i limfocitima te posreduje u najranijem kotrljnju i adheziji leukocita uz endotel.
Interakcijom P-selektin - PSGL-1, takode vezuje aktivisane trombocite uz leukocite i
endotelne ¢elije, olakSavaju¢i njihovu adheziju uz endotel, ucestvuje u aktivaciji endotela i
monocita te ispoljava proinflamatorno i proaterosklerotsko dejstvo. Dokazana je eksprimacija
P-selektina na endotelu masnih pruga i aterosklerotskih plakova. Povecana ekspresija P-
selektina na membrani aktivisanih trombocita zapazena je u dijabetesu, gojaznosti,
hipertenziji i AKS. Odljubljivanjem P-selektina s povrSine ¢elije, nastaje solubilna forma, sP-
selektin (136). Ekspresiju P-selektina aktivisanih trombocita moguce je detektovati
protocnom citometrijom, a ELISA metodologijom moguce je meriti plazmatski nivo sP-
selektina (137,138). Predominantno je misljenje da je poreklo sP-selektina uveliko sa
aktivisanih trombocita te da odrazava viSe stepen aktivacije trombocita nego endotela, ali
konsenzus o tome jo§ uvek ne postoji jer su rezultati istrazivanja jos uvek oprecni. PoviSene
vrednosti sP-selektina dokazane su u dijabetesu, pusenju, hipertenziji, a studije su pokazale i
da povisen nivo sP-selektina moze biti prediktivan za nastanak nezeljenog ishemijskog

dogadaja u perifernoj arterijskoj bolesti i koronarnoj bolesti (136).
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1.3.3. von Wilebrand faktor - vWF

vWF je veliki adhezivni multimer, koji posreduje u adheziji i agregaciji trombocita
na mestu povrede endotela, a nekovalentno vezan uz FVIII, transportuje ga i stiti u cirkulaciji
od proteoliticke inaktivacije. SintetiSe se u endotelnim ¢elijama i megakariocitima, a skladisti
u Weibel — Paladeovim telascima endotelnih ¢elija i o granulama trombocita. Primarni pre-
pro-vWF je signalni peptid od 22 amino kiseline (AK), zatim nastaje pro-vWF od 741 AK, a
na kraju multimer od 2050 AK. vWF ima mesta vezivanja za FVIII, GPIb, GPIIb/Illa i
kolagen tipa I, III, IV i VI (139,140). Aktivisane endotelne ¢elije lu¢e vVWF abluminalno u
subendotel, gde vezuju¢i trombocite na mestu aktivacije i/ili povrede endotela, aktivno
ucestvuje u procesu aterotromboze (129,139,141). Luminalno sekretovan vWF odlazi u
cirkulaciju, gde se vezuje uz FVIII, ogoljeni subendotelni kolagen i aktivisane trombocite na
mestu povrede (141,142). Aktivisani endotel, pod dejstvom proinflamatornih citokina, luci
subendotelno ultra velike hiperreaktivne multimere vWF, koji inace bivaju dezintegrisani
pomoc¢u metaloproteinaze ADAMTSI3 (eng. A disintegrin-like and metalloprotease with
thrombospondin type I repeats—13), ali s obzirom da u inflamaciji dolazi do smanjene sinteze
ADAMTSI3, to povecava proaterotrombozni potencijal ovih multimera (143). PoviSena
plazmatska koncentracija VWF smatra se pouzdanim, osetljivim markerom aktivacije i
povrede endotela jer ima predominantno endotelno poreklo, iako ne moze biti u potpunosti
specifiCan zbog postojanja njegove trombocitne komponente (129). Da bi nastao funkciono
aktivan multimer vWF, od pro-vWF odvaja se vWF propeptid (vWFpp), neophodan Cinilac u
multimerizaciji 1 skladiStenju vWF. Paralelno povecanje nivoa vWF i vWFpp, ukazuje na
akutnu prolaznu endotelnu aktivaciju, a poviSen nivo VWF uz blago povisene vrednosti
vWFpp ukazuju na hroni¢nu stimulaciju endotela (u dijabetesu, IBS, PAB) (142). vWFpp je

veoma senzitivan marker jer se u potpunosti sekretuje u cirkulaciju (142), a pojedini autori ga
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smatraju i specificnim za endotel (129,144), mada se njegovo trombocitno poreklo ne moze u

potpunosti iskljuciti (142).

1.3.4. Adhezivne molekule — imunoglobulinska superfamilija

ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1, PECAM-1 i MAdCAM-1 pripadaju Ig
superfamiliji adhezivnih molekula koje ucestvuju u leukocitnoj adhezionoj kaskadi na
aktivisanom endotelu. Posreduju u ¢vrstom vezivanju i/ili migraciji monocita/makrofaga,
limfocita i ostalih leukocita u subendotelni prostor ucestvuju¢i aktivno u procesu razvoja
ateroskleroze. Aktivisane, disfunkcionalne endotelne celije ih eksprimiraju na poticaj
razlicitih  proinflamatornih citokina 1 faktora nepovoljnog metabolickog miljea
(hiperglikemija, hiperlipidemija, reaktivni kiseonicki radikali) (129). Solubilne forme ovih
adhezivnih molekula, nastale proteolitickim cepanjem i odlubljivanjem sa povrSina
aktivisanih ¢elija, cirkuliSuéi su biomarker njihove aktivacije (145). sSICAM-1 i sVCAM-1 su
senzitivni, ali nespecificni markeri endotelne aktivacije jer se eksprimiraju na razli¢itim
imunskim ¢elijama (monociti/makrofazi, limfociti), za razliku od MadCAM-1 koji je
specifican za endotel (129). Povisene vrednosti SICAM-1 i sVCAM-1 detektuju se u
hipertenziji, gojaznosti, puSenju, hiperlipidemiji, insulinskoj rezistenciji i T2DM.

(130,145,146,147).

1.3.5. Pro-/antikoagulantni markeri endotelne aktivacije

Endotelnom aktivacijom gube se antikoagulantne (TM, tPA), a kasnije i de novo
sintetiSu prokoagulantne molekule (PAI-1, vWF, TF, PAF), §to endotel ¢ini protrombogenom
mikrookolinom (129). Trombomodulin je transmembranski glikoprotein, eksprimiran
prvenstveno na endotelnim c¢elijama, monocitima/makrofazima i neutrofilima. U kompleksu
1:1 sa trombinom aktiviSe protein C, koji potom inaktiviSe FVa i FVIIla te ispoljava
vazoprotektivno 1 antikoagulantno dejstvo (148). IL-1 i TNF-a osim S$to suprimiraju

ekspresiju TM na povrsini endotelne celije, indukuju njeno proteoliticko isecanje. Dolazi do
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povecanja nivoa solubilnog TM koji je senzitivan (ali nespecifican) marker endotelne
aktivacije i oStecenja (129,149). PAI-1, inhibitor tPA, se sintetiSe u endotelnim celijama,
trombocitima i masnom tkivu (150,151). Gubitkom integriteta endotelne celije dolazi do
povecane sinteze PAI-1, §to ga Cini senzitivnim, ali nespecificnim markerom endotelne
aktivacije (129,150). Povisen nivo PAI-1 se registruje u T2DM, a koreliSe sa stepenom
insulinske rezistencije i gojaznosti (130,147,150). Aktivacijom endotela pod dejstvom
proinflamatornih citokina, metabolickih faktora, reaktivnih kiseonickih radikala, turbulentnog
toka krvi, dolazi do eksprimacije TF na endotelnim celijama te se smatra senzitivnim
markerom endotelne aktivacije. S obzirom da se eksprimira i na aktivisanim monocitima,
makrofazima 1 trombocitima, nije specifican. Ispoljava snazno prokoagulantno i

proinflamatorno dejstvo te je ukljucen u proces razvoja aterotromboze (117,129).

1.3.6.  Asimetri¢ni dimetilarginin - ADMA

Aktivacijom endotela na poticaj oxLDL dolazi do povecane sinteze asimetricnog
dimetilarginina, endogenog inhibitora NOS, a samim tim i inhibicije sinteze NO. Smanjenje
NO je prakti¢no prvi korak na prelazu funkcionalnog fenotipa endotela u disfunkcionalni.
ADMA se smatra ranim specificnim markerom endotelne aktivacije. PoviSen nivo ovog
markera detektovan je u gojaznosti, hipertenziji, puSenju, dijabetesu, hiperholesterolemiji

(152).
1.3.7. Biomarkeri endotelne povrede i reparacije

Delovanjem razli€itih faktora rizika (metabolicki, hemijski, bioloski, mehanicki) na
endotel, dolazi do naruSavanja njegovog integriteta i povrede endotelne celije. Sa aktivisane
ili apoptoticne endotelne ¢elije odvajaju se membranske vezikule, endotelne mikropartikule
(EMP), nastale remodeliranjem fosfolipidne membrane (153). Ove vezikule eksprimiraju
fosfatidilserin i1 reprezentativne antigene endotelne celije (CD31, CD51, CD54, CD62E,

CD105, CD106) sto im daje prokoagulantne karakteristike (154). Normalno, u zdravih osoba
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postoji mala koli¢ina cirkuliSu¢ih EMP, a njihova poviSena koncentracija izmerena je u
dijabetesu, AKS, CVI, hipertenziji, gojaznosti. Lokalno je dokazano prisustvo EMP unutar
aterosklerotskog plaka (153). Prokoagulantne mikropartikule mogu biti izdvojene i sa
aktivisanih trombocita (PMP) i monocita (mMP) (154). Na mestu vaskularne povrede dolazi
do odvajanja endotelnih celija, a povisena koncentracija CEC, udruzena je sa klini¢kim
stanjima poput dijabetesa, AKS, CVI, vaskulitisa. CEC eksprimiraju I[CAM-1, VCAM-1, E-
selektin, TF, vWF S§to im daje prokoagulantne i proinflamatorne osobine. Moguc¢nost
reparacije povredenog endotela imaju endogene progenitorske celije koje adheriraju i
proliferiSu na mestu povrede i diferenciraju se u endotelne celije. U dijabetesu je mogucnost
reparacije ovim mehanizmom smanjena, a EPC negativno koreliSu sa stepenom progresije
bolesti. U cilju uspostavljanja endotelnog integriteta, neophodno je uspostaviti balans izmedu
endotelne povrede ¢iji su pokazatelji EMP i CEC, i endogenog kapaciteta reparacije na koji
ukazuju EPC. Novom strategijom multimarkerskog odredivanja Indeksa vaskularne
kompetencije (odnos izmedu EMP, CEC i EPC), mogao bi se definisati individualni

kardiovaskularni rizik svakog bolesnika (153).

1.3.8. Endokan

Endokan je proteoglikan eksprimiran na endotelnim c¢elijama, celijama pluca,
bubrega i adipocitima. IL-1B i TNF-a povecavaju ekspresiju endokana. Smatra se da je
endokan potencijalni specifi¢ni rani biomarker endotelnog ostec¢enja, a podaci istrazivanja za
sada ukazuju na prisutnost povecane koncentracije endokana u sistemskoj inflamaciji, sepsi i

tumorskim procesima (155).

1.3.9.  C-reaktivni protein

C-reaktivni protein, reaktant akutne faze, nije samo marker inflamatornog odgovora,
ve¢ je i sam aktivni ucesnik procesa ateroskleroze, od endotelne disfunkcije do rupture

aterosklerotskog plaka. Danas je poznato da postoji lokalna, ekstrahepaticka produkcija CRP
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u adipocitima, monocitima, glatkim miSi¢nim ¢elijama i endotelnim ¢elijama, a detektovan je
i kao deo aterosklerotske lezije (156,157,158). CRP doprinosi fenotipskoj modulaciji endotela
u proinflamatorni i proaterosklerotski tip (156). CRP smanjuje bioaktivnost NOS, a tako i
bioraspolozivost NO (159). Posreduje u aktivaciji i proliferaciji glatkih miSi¢nih ¢elija u
intimu, indukuje ekspresiju adhezivnih molekula poput ICAM-1, VCAM-1 i E-selektina na
povrsini endotelnih ¢elija. Poti¢e sintezu IL-1, IL-6 i TNF-a i MCP-1 u monocitima (156).
Olaksava preuzimanje LDL cestica od strane makrofaga, ubrzava apoptozu endotelnih celija i
inhibiSe angiogenezu. Dokazano je da hiperglikemija potencira efekte CRP na endotelnu
aktivaciju (160). CRP koreliSe sa nivoom insulinske rezistencije, gojaznosc¢u, dislipidemijom i
hipertenzijom, a smatra se nezavisnim faktorom rizika za kardivaskularni mortalitet u

bolesnika sa T2DM (147).
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1.4. TROMBOCITI

Trombociti su najmanji uobli¢eni ¢elijski elementi krvi, bez jedra, diskoidnog oblika,
prose¢nog dijametra 2-5 pum, srednjeg volumena 7-9 fl i debljine 0,5 pum, koji poticu iz
citoplazme megakariocita. Zivotni vek trombocita traje 7-10 dana ukoliko ne budu ranije
ukljuceni u proces hemostaze ili tromboze (161).

Trombociti imaju kljuénu ulogu u primarnoj hemostazi i stvaranju primarnog
hemostaskog ugruska, kao i daljem odvijanju procesa koagulacije. Medutim, sloZenost i
viSestrukost trombocitnih funkcija omoguc¢avaju trombocitima znacajnu ulogu u nastanku
vaskularnog inflamatornog odgovora i aterotromboze oslobadanjem proinflamatornih i
mitogenih materija koje oStecuju inace tromborezistentnu povrSinu endotelne ¢elije, privlace
leukocite, stimulatorno deluju na proliferaciju glatkih misiénih ¢elija i doprinose razgradnji
matriksa (162).

1.4.1. Morfologija i fiziologija trombocita

Karakteristicna  multifunkcionalnost  trombocita  uslovljena je  njihovom
ultrastrukturom (163). Perifernu zonu trombocita predstavlja plazmatska membrana koja se
sastoji od dvosloja polarizovanih asimetricno rasporedenih fosfolipida (FL), koji odrzavaju
membransku stabilnost miruju¢ih trombocita i ekstracelijski smesten tanki sloj glikokaliksa
koji se sastoji od membranskih glikoproteina (GP), glikolipida, mukopolisaharida i
adsorbovanih plazmatskih proteina koji omogucavaju meducelijsku komunikaciju. Sadrzaj
polinezasi¢ene arahidonske kiseline u FL. membrane trombocita predstavlja depo supstrata od
kojeg po potrebi nastaje tromboksan A2 (TXA2), kljucni posrednik trombocitne agregacije. U
toku aktivacije trombocita, FL membrane se reorganizuju, eksponiraju se FL negativnog
naboja koji predstavlja podlogu za odvijanje procesa koagulacije. Invaginacijom plazmatske
membrane nastaje sistem otvorenih kanalica (engl. open canalicular system - OCS) koji

protezu¢i se u unutrasnjost trombocita predstavlja glavni komunikacioni put plazme i
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trombocita, omogucava praznjenje sadrzaja granula tokom reakcije oslobadanja i stvaranje
filopodia tokom aktivacije i adhezije trombocita. Gusti kanalikularni sistem zatvorenih
kanali¢a (engl. dense tubular system - DTS), sekvestrirajuci ili otpustajuéi kalcijum regulise
aktivaciju trombocita (161). Citoskelet trombocita, koji se sastoji iz spektrina, aktina i
marginalnog mikrotubularnog omotaca, omoguc¢ava odrzavanje diskoidnog oblika trombocita
(163). Tokom reakcije aktivacije trombocita, reorganizacija citoskeleta omogucava sferi¢nu
promenu oblika, pruzanje pseudopoda, kontrakciju i reakciju oslobadanja granula (161). Zona
organela se sastoji od granula, lizosoma, peroksizoma, mitohondrija, mRNA i malog broja
ribozoma. Trombociti su veoma metabolicki aktivni, a mogu sintetisati i veoma malu koli¢inu
proteina zahvaljuju¢i rezidualnoj mRNA. Tamne granule sadrze hemostatski aktivne
molekule ATP (adenozin trifosfat), ADP (adenozin difosfat), serotonin, jone magnezijuma,
kalcijuma i kateholamine, koji se sekretuju tokom aktivacije. Alfa granule sadrze mnogo
bioaktivnih materija poput adhezivnih proteina, faktora koagulacije, proteaznih inhibitora,
hemokina, mitogenih i angiogenetskih faktora (fibrinogen, vWF, fibronectin, trombospondin,
vitronektin, P-selektin, GP IIb/Illa, FV, FXI, FXIII, PF-4, BTG, PDGF, VEGF, IGF-1, PAI-1,
IL-18, RANTES, MCP-3, IL-8), materija odgovornih za inicijaciju i ubrzavanje procesa
koagulacije, ali i1 razvoj lokalnog hronicnog inflamatornog odgovora, patogenezu
aterotromboze, kao i obnovu ostecenog tkiva (164).
1.4.2. Trombocitni receptori

Membranski glikoproteini posreduju u interakciji trombocita sa okolinom prenoseéi
informacije u oba pravca i omogucavajuci interakciju trombocita kako medusobno tako i sa
zidom krvnog suda i leukocitima. Posreduju¢i u kontaktu izmedu trombocita i spoljasnje
okoline, uslovljavaju¢i njihovu reaktivnost sa nizom agonista i adhezivnih proteina,
omogucavaju adheziju i1 aktivaciju trombocita, njihovo uceS¢e u procesu hemostaze,

tromboze, inflamatornom i imunom odgovoru, razvoju tumora i angiogenezi (161,164).
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Tabela 2. Vazni povrsinski receptori trombocita (164)

Naziv/familija Ligand Funkcija
GPIIb/IIa; ampPs; integrin Fbg, Fn, Vn, vWF Adhezija, agregacija
Gpla/lla; a21; integrin Kolagen Adhezija
GPIc*/1la; asP1; integrin Fn Adhezija
GPIc/lla; aeP1; integrin Laminin Adhezija
ov/GPIIla; ayps3; integrin Vo, Fog, vWE, Fn, TSP, Adhezija
Osp
GPIb/IX/V; leucinski GP vWF Adhezija
ICAM-2; Ig familija LFA-1 Trc-Le adhezija
GPVI- FcRy; Ig familija Kolagen Adhezija
P-selektin; selektin Sialyl-Lewis*, PSGL-1 Trc-Le adhezija
GPIV Kolagen, TSP Adhezija
ADP P2X1 ATP,ADP Aktivacija
Leukosialin, sialophorin ICAM-1 Adhezija
PAR-1; G-protein vezan Trombin Aktivacija
PAR-4; G-protein vezan Trombin Aktivacija
TPo/TPp; G-protein vezani PGH2/TXA: Aktivacija
a2-adrenergicki rec.; G-protein vezan Adrenalin Aktivacija
ADP P2Y1; G-protein vezan ADP Aktivacija
ADP P2Y12; G-protein vezan ADP Aktivacija

Legenda: GP-glikoprotein; Fbg-fibrinogen; Fn-fibronektin; Vn-vitronektin; vWF- von
Vilebrandov faktor; ICAM-intracelijska adhezivna molekula; PSGL-1-P-selektin glikoprotein
ligand; TSP-trombospondin; Osp-osteopontin; Trc-trombociti; Le-leukociti, PAR-proteazom
aktivirani receptor; LFA-1- leukocitni funkcijski antigen; TPo/TPB- tromboksanski
prostanoidni receptori; ADP- adenozin difosfat; ATP — adenozin trifosfat; PGH>-
prostaglandin Hz; TXA» — tromboksan A»

Glavnu klasu trombocitnih receptora Cine integrini, adhezivne i signalne molekule,
prisutne na velikom broju c¢elija, nekovalentno povezanih heterodimera, alfa i beta

subjedinica. Obe subjedinice su transmembranski GP. Tri su glavne integrinske familije, B,

B2, 1 Bs.
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GP IIb/IIa (ouwPs) je dominantni trombocitni receptor, eksprimiran u koli¢ini od
80000-100000 receptora na povrSini mirujuéeg trombocita. Vezuju¢i vWF, fibronektin,
vitronektin 1 fibrinogen, omoguéava adheziju i agregaciju trombocita (164). U mirujuéem
stanju trombocita, receptori imaju mali afinitet za vezivanje liganda, a njihova aktivacija
uslovljava povecanje ovog afiniteta (165). U aktivaciji omPs integrina i1 njegovoj
konformacijskoj promeni, nakon indukcije razli¢itim agonistima, klju¢nu ulogu igra
citoskeletni protein talin-1, koji vezuju¢i se uz citoplazmatski deo  podjedinice, povezuje
receptor sa aktinom citoskeleta trombocita (166,167,168). Kindlin-3, citoskeletni protein
takode je koaktivator integrinskih receptora, a vezuje se istim afinitetom uz citoplazmatski
deo B podjedinice kao i talin-1 (164,167,169). Vezivanje liganda uz a3 omoguceno je
vezivanjem RGD (arginin-glicin-aspartam) sekvence smestene na karboksiterminalnom kraju
lanca liganda (164).

GP Ia/lla (02P1) je integrinski receptor koji vezujuéi se za kolagen tipa I i [V posreduje
u adheziji trombocita uz zid krvnog suda. Mesto vezivanja kolagena nalazi se na I domenu o>
podjedinice ovog receptora, a pojacano je prisustvom dvovalentnog katjona (mangan,
magnezijum). Afinitet za vezivanje kolagena pojacava se prethodnom aktivacijom
(trombinom, ADP) i konformacijskom promenom ovog receptora (164).

GPVI - FcRy je glavni kolageni receptor odgovoran za indukciju intracelijskog fluksa
jona kalcijuma neophodnog za stabilnu i ¢vrstu adheziju trombocita (170).

Fibronektinski (GPIc*/Ila), lamininski (GPIc/Ila) i vitronektinski (o,/GPIIla)

receptori imaju suportivnu ulogu u adheziji trombocita za subendotelni matriks (167).

GP Ib/IX/V (CD42ad) receptor pripada familiji leucinom bogatih GP i kompleks je
Cetiri razli¢ita polipeptida GPIba, GPIbpB, GPIX i GPV, u odnosu 2:2:2:1 (171,172). Vezuje se
uz vWF, posredujuc¢i u procesu adhezije trombocita za subendotelni kolagen, §to je narocito

potpomognuto ubrzanim tokom krvi (173). Da bi doslo do interakcije GPIb sa vWF, receptor
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mora biti aktivisan, a vVWF strukturno izmenjen (174). Njihova interakcija je prvi korak
procesa privlacenja i adhezije trombocita uz zid krvnog suda (172). Potom dolazi do
restruktuiranja trombocitnog citoskeleta, Sirenja intracelijskih signala §to posreduje aktivaciju
ampPs kao 1 promenu oblika trombocita. Osim toga, ovaj receptor pomaze kotrljanje
trombocita po povrSini zida krvnog suda vezuju¢i se uz endotelni P-selektin, a interakciju
trombocit-neutrofil pomaze vezivanjem uz Mac-1 (eng. Macrophage — 1 antigen) neutrofila
(173).

Familije receptora, poput proteazom aktivisanih receptora (PAR-1, PAR-2),
tromboksanskih prostanoidnih receptora (TPa, TPp) i purinergickih receptora (P2Y1, P2Y12)
vezani su za G-protein. Aktivacija ovih receptora solubilnim agonistima dovodi do aktivacije
fosfolipaze C, koja razgraduje fosfatidilinozitol do inozitol trifosfata (IP3) i DAG. IP3
oslobada jone kalcijuma iz intracelijskih rezervi, a DAG aktivise PKC (175).

Trombociti sadrze dve vrste receptora za trombin, PAR-1 i PAR-4, iz familije
receptora aktivisanih proteazama, koji su vezani uz G- protein i gradeni od sedam
transmembranskih molekula. Usled visokog afiniteta za vezivanje trombina, male
koncentracije ovog najsnaznijeg trombocitnog agoniste mogu aktivisati PAR-1, dok su
njegove velike koncentracije neophodne za aktivaciju PAR-4 (173,176).

Purinergicki receptori, P2Y1, P2X; 1 P2Y12 posreduju u aktivaciji trombocita ADP-om
i ATP-om. Vezivanje ATP uz P2X1 receptor rezultira intracelijskim povecanjem Ca’* i
promenom oblika trombocita i doprinosi aktivaciji trombocita indukovanoj malim koli¢inama
kolagena. Vezanjem ADP-a na receptor P2Y: dolazi do prolaznog porasta koncentracije
intraéelijskog Ca?" §to uzrokuje slabu, prolaznu agregaciju, no istodobno sinergisticko
delovanje ADP-a preko P2Y> receptora uslovljava trajnu aktivaciju i agregaciju trombocita.
ADP indukuje i/ili posreduje u promeni oblika trombocita, reakciji oslobadanja, sintezi

TXA2, aktivaciji o3 i agregaciji trombocita (177).
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Preko tromboksanskih prostanoidnih receptora (TPa i TPp), efekte ostvaruje TXA2,
snazan trombocitni agonista, stimulator reakcije oslobadanja sadrzaja intracelijskih granula i

agregacije trombocita i potentan vazokonstriktor (178).

Slika 5. Glavni trombocitni receptori-preuzeto i modifikovano prema Jackson et al. (179)
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1.4.3. Adhezija, aktivacija i agregacija trombocita

Trombociti cirkuliSu u neaktivhom stanju, ali na mestu disfunkcije i/ili povrede
endotela dolazi do njihove adhezije, aktivacije, promene oblika, agregacije i stvaranja
prohemostatske povrsine (180,181). Adhezija trombocita zapocinje vezivanjem adhezivnih
trombocitnih receptora za multiple ligande ogoljenog subendotelnog matriksa. U uslovima
ubrzanog protoka krvi, inicijalna je interakcija izmedu trombocitnog GP-Ib-V-IX i vWF
vezanog uz subendotelni kolagen, a u uslovima usporenog protoka krvi, interakcija GPla/Ila i

GPVI sa kolagenom (180,182). Pove¢anu adhezivnost trombociti postizu grupisanjem i
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povecanom ekspresijom adhezivnih receptora, njihovim konformacijskim promenama i
otvaranjem neoepitopa, formiranjem pseudopoda sa vecom dostupnoscu receptora. Razli¢ite
kombinacije veza integrinskih, leucinskih i ostalih trombocitnih receptora i subendotelnog
matriksa pretvaraju u pocetku slabe adhezivne veze u stabilne i ¢vrste (164,173). Adherirani
trombociti se aktiviSu, menjaju oblik formiranjem pseudopoda, Sire se po endotelu ¢vrsto se
priljubljujuéi. Dolazi do veoma bitne konformacijske promene a3 koji vezuje fibrinogen i
vWF $§to je preduslov za jo§ ¢vrS¢u adheziju, ali i agregaciju trombocita. Aktivacija
trombocita nastaje samom adhezijom trombocita za kolagen subendotela, (i za elemente
eksponirane nakon rupture aterosklerotskog plaka), ali i trenjem, stimulacijom adrenalinom,
serotoninom, PAF-om, trombinom, ADP-om, uz TXA2, ¢iniocima nastalim pod odredenim
uslovima na mestu povrede krvnog suda. Solubilni agonisti vezuju¢i se uz adekvatne
receptore vezane sa G-proteinom indukuju aktivaciju fosfolipaze C, $to za krajnji rezultat ima
oslobadanje jona kalcijuma. Takode se aktivise i fosfolipaza A2 S§to rezultira odvajanjem
arahidonske kiseline iz fosfatidilholina i njegovo metabolisanje do TXA2 koji je potentan
vazokonstriktor, stimulator agregacije trombocita i pomaze reakciju oslobadanja granula
podsticuéi njihovu fuziju sa OCS. Povecanje intracelijske koncentracije kalcijuma uslovljava
kontrakciju aktina i miozina, reorganizaciju citoskeleta, formiranje pseudopoda, potiskivanje
granula u centar trombocita §to olakSava njihovo praznjenje (164,180). Sekrecijom tamnih
granula otpusta se ADP, snazan agonista trombocitne agregacije koji deluje preko
purinergickih receptora, zatim serotonin, koji sinergisticki deluje preko 5-HT2A (5-
hidroksitriptaminski receptor 2A) te joni kalcijuma i kateholamini (183,180). DTS otpusta
kalcijum, centralni okida¢ aktivacije i agregacije trombocita (184). Fuzija membrane «

granula i plazmatske membrane trombocita, omogucava ekspresiju P-selektina i CD40 liganda
(CD40L). o granule oslobadaju adhezivne proteine, mitogene faktore, faktore koagulacije,

inhibitore proteaza koji amplificiraju procese adhezije, aktivacije i agregacije trombocita,
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ucestvuju u procesu koagulacije, ali i lokalnom inflamatornom odgovoru i procesu
aterotromboze. Agregacija trombocita na mestu povrede krvnog suda omoguéava stvaranje
trombocitnog cepa, §to je ujedno i najvaznija trombocitna funkcija. Premostavanje dva
trombocita fibrinogenom koji se vezuje uz GPIIb/Illa pojedina¢nog trombocita, centralni je
dogadaj ovog procesa (180). Aktivacijom trombocita, na spoljnjoj strani trombocitne
membrane eksprimiraju se FL negativnog naboja. Eksponirani fosfatidil serin (PS) i ostali FL
negativnog naboja, na povrSini slepljenih trombocita predstavljaju trombocitini Cinilac 3
(PF3) tj. kataliticku povrSina za odvijanje procesa koagulacije §to ¢e dovesti do generisanja
trombina. Prve stvorene koli¢ine trombina, na ¢elijama koje eksprimiraju TF (monociti,
endotelne ¢elije) nisu dovoljne za stvaranje stabilnog fibrinskog ugruska, ali su dovoljne da
aktiviraju trombocite i amplificiraju proces adhezije i agregacije (164,180). Fosfolipidna
membrana aktivisanih trombocita je mesto vezivanja aktivisanih koagulacionih faktora i
odvijanja procesa koagulacije, tj. stvaranja dovoljne koli¢ine trombina da pretvori rastvorljivi
fibrinogen u fibrin i stabilizuje i ucvrsti krvni ugrusak (164,170,180). Pod dejstvom kolagena
1 trombina, aktivisani trombociti odbacuju prokoagulantne vezikule, mikropartikule (eng.
platelet-derived microparticles — PMPs) koje eksprimiraju PS, P-selektin, CD40L, vezuju
FVIII, Vai Xa, omoguc¢avajuci stvaranje kompleksa protrombinaze na svojoj povrsini. PMPs
se vezuju uz leukocite i endotelne ¢éelije, aktiviSu ih i premostavaju (164).
1.4.4. Proinflamatorna i proaterosklerotska uloga trombocita

U fizioloskim uslovima antiadhezivni fenotip endotela delovanjem NO, PGI; i ekto-
ADP-aza onemogucava blizak kontakt trombocita 1 endotela (185). Inflamatorno izmenjeni
endotel (u uslovima hiperlipidemije, hiperglikemije, puSenja, turbulentnog toka krvi) je
inicijalni stimulans adhezije i aktivacije trombocita §to moze predstavljati kriti¢cni dogadaj u
razvoju aterotromboze (186). Disfunkcionalni endotel eksprimira adhezivne molekule poput

P-selektina, PSGL-1, vWF $§to omogucava njihovo vezivanje za adekvatne trombocitne
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receptore (PSGL-1, P-selektin, GPIb) te omogucava kotrljanje i kasnije cvrstu adheziju
trombocita uz endotel (187,188). Aktivisani trombociti luce inflamatorne, mitogene,
hemotaksne, proadhezivne i vazokonstriktorne materije u lokalnu mikrookolinu (189). IL-1
sintetiSe se (uz mRNA) u trombocitima nakon integrinima posredovane adhezije, a putem
aktivacije NF-kB endotelnih ¢elija, indukuje lucenje IL-6 i IL-8 te znacajno poti¢e endotelnu

ekspresiju ICAM-1, avpBs3 i MCP-1 (170). CD40L, transmembranski protein, eksprimiran u

aktivisanim trombocitima, vazan je medijator aktivacije endotela i patogeneze aterotromboze
(190). Aktivisani trombociti otpusStaju CD40L, a njegova solubilna forma sCD40L vezuje se
uz CD40 receptor endotelnih i glatkomiSi¢nih celija, leukocita, fibroblasta i trombocita.
sCD40L aktivacijom NF- kB endotelnih ¢elija, povecava ekspresiju ICAM-1, VCAM-1, E-
selektina, P-selektina, otpustanje IL-6 i TF, stvarajuéi proaterogeni i proinflamatorni endotelni
fenotip (190,191). Takode, posreduje u transmigraciji monocita u subendotel, migraciji i
proliferaciji glatkih miSi¢nih ¢elija kao i njihovom lucenju IL-1, IL-6 i IL-8 (190). Aktivisani
adherirani trombociti, privlate leukocite i pomazu njihovu subendotelnu transmigraciju,
amplifikujuéi tako inflamatorni odgovor zida krvnog suda Sto je osnova aterosklerotskog
procesa. Interakcija leukocita i trombocita uspostavlja se vezanjem P-selektina trombocita sa
PSGL-1 leukocita. Ova interakcija promovise aktivaciju leukocitnih integrina Mac-1 i LFA-1,
neophodnih za stabilnu leukocitno-trombocitnu adheziju. Mac-1 integrin je odgovoran za
¢vrstu adheziju leukocita i trombocita vezivanjem trombocitnih GPIb, ICAM-2 i JAM-3
(eng. junctional adhesive molecule 3) (170). Degranulacijom trombocita otpustaju se
hemokini u cirkulaciju ili se eksprimiraju na njihovoj povrSini. Sinergisticnim dejstvom
trombocitnih hemokina poput NAP-2, PF4, B-TG, RANTES, IL-8, odrZzava se medusobna
komunikacija leukocita, trombocita i endotela Sto doprinosi razvoju aterosklerotskog proces

stvarajuci uslov za nastanak aterotrombozne komplikacije (192).
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1.4.5. Dijabeti¢ni trombociti

U T2DM postoje strukturne i funkcione promene trombocita koje dovode do njihove
hroni¢ne aktivacije. Hiperaktivnost trombocita se moze pripisati pove¢anom udelu mladih,
nezrelijih, ve¢ih i1 reaktivnijih trombocita, specificnom metabolickom miljeu dijabetesa
(hiperglikemija, insulinska rezistencija, hiperlipidemija) kao i vaskularnom ostecenju (193).

Hiperglikemija uzrokuje hiperreaktivnost trombocita na vise nacina. Neenzimskom
glikacijom povrsinskih proteina smanjuje se fluidnost plazmatske membrane Sto povecava
ukupnu trombocitnu adhezivnost (194). Trombociti dijabeti¢ara eksprimiraju vise adhezionih
molekula poput CD31, CD36, CD42b, CD49b, CD62P, CD63, CD41, CD61 (195,196).
Osmotskom aktivnoscu, glikoza aktiviSe PKC (medijator trombocitne aktivacije), indukuje
ekspresiju P-selektina i CD40L na povrSini trombocita te aktiviSe GPIIb/IIla (193,197).
Povecana ekspresija P-selektina uslovljava stvaranje viSe trombocitno-leukocitnih agregata
(195). gLDL povecava intracelijsku koncentraciju kalcijuma S$to povecava stepen
degranulacije i agregabilnost trombocita. Hiperagregabilnost trombocita u uslovima
insulinske rezistencije dovodi se u vezu sa povecanom intracelijskom koncentracijom
kalcijuma. Gojaznost, koja se javlja u sklopu metabolickog sindroma i T2DM, dovodi se u
vezu sa povecanim prometom trombocita, povecanim MPV, povecanom koncentracijom
intracelijskog kalcijuma i1 poviSenim stepenom oksidativnog stresa. Takode, u T2DM,
ushodno je regulisan P2Y12 signalni put, §to smanjuje koncentraciju cAMP-a i povecava
adhezivnost, agregabilnost i prokoagulantnu aktivnost trombocita (193). Modulacija
oksidativnog statusa sa povecanjem ROS, u T2DM, dovodi do poremecaja vaskularne i
trombocitne funkcije. Povecana trombocitna produkcija Oz 1 H202 povecava stepen aktivacije
trombocita (193,195). Usled ubrzanog metabolizma arahidonske kiseline, u dijabetickim
trombocitima je povecana sinteza TXA2. U T2DM povecan je nivo PMPs, a smatra se da ove

Cestice igraju naroCito vaznu ulogu u razvoju makrovaskularnih komplikacija u ovih bolesnika
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aktiviSuci endotelne ¢elije i monocite te promovisu¢i vezivanje monocita za endotel (195).
Povecéan je procenat mladih, retikulisanih trombocita, koji su nezreli, sadrze viSe mRNA,
povecan im je MPV. Sadrze veci broj tamnih granula, prisutna je pove¢ana COX-2 aktivnost i
imaju ukupno veé¢i hemostatski potencijal od zrelih trombocita (198). Povecani procenat
retikulisanih trombocita u bolesnika sa T2DM pozitivno koreliSe sa abdominalnim tipom
gojaznosti i1 insulinskom rezistencijom (199). U dijabeticara je poveéan nivo sCD40L i sP-
selektina, koji se odljubljuju sa povrsSine aktivisanog trombocita, a smatra se da ukazuju na
postojanje ubrzanog procesa ateroskleroze i protrombozno stanje. Intenzivna aktivacija i
degranulacija trombocita dovode do otpustanja inflamatornih, mitogenih, hemotaksnih i
proadhezivnih materija Sto intenzivira komunikaciju trombocita sa endotelom i leukocitima
(200).

Endotelna disfunkcija, prokoagulantno stanje, smanjen fibrinolizni potencijal, su
mehanizmi koji doprinose ukupnom protrombotickom potencijalu bolesnika sa T2DM.
Medutim, hiperreaktivni trombociti, mesto su ukrStanja ovih mehanizama i imaju vodecu
ulogu u nastanku i razvoju aterotromboze i njenih komplikacija (193).

1.4.6. Markeri aktivacije trombocita

Analiza markera trombocitne aktivacije bitna je za detekciju rane faze
aterotrombotickog procesa. Promene u nivou ekspresije trombocitnih receptora ili drugih
povrsinskih molekula, nastalih usled intra- ili ekstracelijskog odgovora na odgovarajuce
stimulanse moguc¢e je detektovati protoCnom citometrijom koriStenjem specificnih
monoklonskih antitela (201).

P-selektin (CD62P), uskladisten u o granulama, eksprimira se na povrsini trombocita
odmah po njegovoj aktivaciji. Smatra se ‘’zlatnim standardom’’ markera trombocitne
aktivacije. PoveCana trombocitna ekspresija P-selektina detektovana je kod bolesnika sa

T2DM, u gojaznosti, hipertenziji, u AKS, i CVB. Od klasicnih markera trombocitne
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aktivacije, na plazmatskoj membrani trombocita moguce je detektovati CD40L, konstituent o
granula i CD63, koji se po aktivaciji trombocita translocira iz tamnih granula na plazmatsku
membranu (201,202). Monoklonskim antitelom, PAC-1, detektuje se aktivisani, strukturno
izmenjeni receptor kompleks, GPIIb/Illa (201). Alternativnim markerima trombocitne
aktivacije mogu se smatrati PMPs, vezane za trombocitnu membranu, koje sadrze CD62P,
CD63 i PS te imaju i do sto puta jacu prokoagulantnu aktivnost od samih aktivisanih
trombocita (201). Dokazano je da su PMPs povisene kod gojaznih, u hipertenziji, T2DM i
AIM (203,136). Takode, alternativnim markerom trombocitne aktivacije mogu se smatrati
trombocitno-leukocitni agregati, primarno nastali interakcijom P-selektin - PSGL-1. Klinicka
upotreba detekcije ekspresije fosfatidil serina, merene vezivanjem aneksina V zavisno od

kalcijuma, kao markera trombocitne aktivacije joS uvek se ispituje (201).
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1.5. ANTIAGREGACIONA TERAPIJA

Aktivacija i agregacija trombocita imaju klju¢nu ulogu u generisanju okluzivnog
tromba na mestu rupture aterosklerotskog plaka. Takode, trombociti uti¢u na mnogobrojne
endotelne i1 inflamatorne odgovore u toku razvoja aterosklerotskog procesa (204). Intaktan
vaskularni endotel prevenira adheziju i aktivaciju trombocita, koji se normalno nalaze u stanju
mirovanja, ali u sluc¢aju endotelne aktivacije, ogoljavanja subendotelnog matriksa, rupture
aterosklerotskog plaka ili revaskularizacionih intervencija, dolazi do trombocitne adhezije,
aktivacije i agregacije, inicijalnog dogadaja u nastanku tromboze arterijskog krvnog suda
(205). Uvodenjem antiagregacione, antitrombocitne terapije koja efikasno deluje na arterijsku
vaskulaturu i modulira klju¢ne komponente odgovorne za nastanak tromba, povoljno se utice
na klinicki ishod. S obzirom da je aktivacija trombocita uslovljena aktivacijom razlicitih
trombocitnih receptora, potrebno je odrediti optimalnu antiagregacionu terapiju koja ce
efikasno prevenirati aterotrombozne komplikacije i posti¢i pravi balans izmedu supresije
funkcije trombocita i povecanja rizika za nastanak krvarenja (205,206). Prema mehanizmu
delovanja antitrombocitnu terapiju moZemo podeliti na blokatore trombocitnih P2Y12
receptora, blokatore COX-1 enzima, blokatore trombocitnih GP IIb/Illa receptora i blokatore
trombocitnih PAR-1 receptora (207).

Cilj primene antitrombocitne terapije je da smanji, uspori ili zaustavi aktivaciju i
agregaciju trombocita i formiranje tromba. Inhibicija trombocitne funkcije primenom dvojne
antitrombocitne terapije (kombinovana primena aspirina i blokatora P2Y12 receptora)
predstavlja kamen temeljac u prevenciji nezeljenih ishemijskih dogadaja kod bolesnika sa
AKS, ukljucujué¢i i one sa perkutanom koronarnom intervencijom (eng. percutaneous
coronary intervention — PCI) kako bi se smanjio rizik od proceduralnih i post-proceduralnih
neZeljenih ishemijskih dogadaja. Medutim, uprkos primeni dvojne antiagregacione terapije,

postoji rizik od ponavljanih neZeljenih ishemijskih dogadaja s obzirom da ovi antitrombocitni
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lekovi (inhibiraju funkciju trombocita zavisnu od TXA2 i ADP-a) ne inhibiraju sve
trombocitne aktivacione puteve, a registruje se i rezistencija na primenjenu terapiju u
odredenog broja bolesnika (207).

1.5.1. Tienopiridini (blokatori P2Y12 receptora)

Tienopiridini (tiklopidin, klopidogrel, prasugrel) su neaktivni prolekovi koji se
aktiviraju u jetri, a njihovi aktivni metaboliti se kovalentno, ireverzibilno vezuju uz
trombocitni P2Y12 receptor trombocita. Ovim je onemogucéena aktivacija P2Y12 receptora
putem ADP-a, a samim tim i posledicna aktivacija GP IIb/Illa tj. spreCava se agregacija
trombocita (208,209).
1.5.1.1. Tiklopidin

Tiklopidin se metabolise u jetri dvostepenim mehanizmom. Prvo nastaje neaktivni
metabolit 2-oxo-ticlopidin koje se pod dejstvom citohrom P450 (CYP450) enzimskog sistema
pretvara u aktivnu formu leka (210). Zbog nezeljenih efekata (leukopenija, neutropenija,
trombocitopenija, pancitopenija, dijareja, povracanje, holestaza, kozni osip, aplazija kosne
srzi) kao 1 zbog sporog pocetka njegovog dejstva (8-11 dana), tiklopidin nije vise lek izbora
primarne i sekundarne prevencije KVB (207,208).
1.5.1.2. Klopidogrel - farmakokinetika, farmakodinamika, farmakogenomika

Klopidogrel, noviji tienopiridinski derivat i jaci inhibitor trombocitne agregacije,
zamenio je gotovo u potpunosti primenu ticlopidina. Klopidogrel je prolek koji se apsorbuje u
intestinumu i pod dejstvom CYP450 metabolise u jetri, dvostepenim mehanizmom. U prvom
koraku, pod dejstvom CYP1A2, CYP2B6 i CYP2C19 nastaje 2-oxo-clopidogrel, a potom pod
dejstvom CYP3A4/5, CYP2C9, CYP2B6 1 CYP2C19 nastaje aktivni metabolit. Oko 85%
proleka se hidrolizira u neaktivni oblik koji se izluCuje iz organizma urinom i fecesom (211).
Maksimalna koncentracija aktivnog metabolita postiZze se nakon 1h od administracije leka, a

njegov poluzivot je veoma kratak, manje od sat vremena (212). Aktivni metabolit
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klopidogrela sadrzi reaktivnu tiolnu grupu koja se vezuje uz slobodne cisteinske rezidue
(cys17 i cys270) P2Y12 receptora, Sto ireverzibilno blokira vezivanje ADP-a i posledi¢nu
aktivaciju ovog receptora. Plazmatska koncentracija aktivnog metabolita je dozno zavisna,
kao i inhibicija agregacije trombocita. Signifikantna inhibicija trombocita postize se nakon 1-
2h, a njen maksimalan nivo se postiZe za oko 4-5 sati od primene leka (208).

Takode je dokazano da klopidogrel atenuira formiranje trombocitno-leukocitnih
agregata (213), poniStava ADP-om indukovanu trombocitnu ekspresiju CD40 liganda (214),
kao 1 ekspresiju P-selektina (215). Na taj nacin klopidogrel doprinosi smanjenju
proinflamatornog i proaterotrombotickog potencijala koji lezi u osnovi hroni¢nog procesa
ateroskleroze i njenih akutnih komplikacija (215).

Dokaze o efikasnosti klopidogrela pokazale su mnogobrojne klinicke studije poput
cetiri dvostruko slepe studije izvedene na preko 80000 bolesnika: CAPRIE (eng. Clopidogrel
versus aspirin in patients at risk of ischaemic events), CURE (eng. Clopidogrel in Unstable
angina to prevent Recurrent Events), COMMIT (eng. Clopidogrel and Metoprolol in
Myocardial Infarction Trial) i CLARITY (eng. Clopidogrel as Adjunctive Reperfusion
Therapy). Ove studije su ukazale na prednost primene klopidogrela kao monoterapije u
odnosu na monoterapiju aspirinom (CAPRIE) ili kombinovane terapije klopidogrel i aspirin u
odnosu na monoterapiju aspirinom (CURE, COMMIT, CLARITY) u cilju sekundarne
prevencije nezeljenih ishemijskih dogadaja (kardiovaskularna smrt, nefatalni infarkt
miokarda, ishemijski mozdani udar (IMU), restenoze ciljne koronarne arterije) (207).

Medutim, odgovor na klopidogrel moZze varirati od smanjenog odgovora do potpune
rezistencije na primenjeni lek, a $to je udruzeno sa visokim rizikom za nastanak nepovoljnog
ishemijskog klinickog dogadaja, ukljuuju¢i i trombozu implantiranog stenta (216).
Mehanizmi, potencijalno ukljuceni u nastanak smanjenog odgovora na terapiju klopidogrelom

mogu biti genetski ili epigenetski te mogu delovati trajno ili prolazno. Genetske studije su
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dokazale vezu izmedu polimorfizma gena koji kodiraju sintezu CYP3A4, CYP3AS i
CYP2C19, enzima odgovornih za nastanak aktivnog metabolita klopidogrela u jetri i loSeg
odgovora na klopidogrel. Polimorfizam nukleotida 681G>A na polozaju u genu za sintezu
CYP2C19*2 je odgovoran za ispoljavanje fenotipa smanjenog odgovora na klopidogrel i
nezavisni je prediktor odgovora na lek i nepovoljnog ishemijskog klinickog dogadaja (216).
Nesto redi su CYP2C19*3, CYP2C19*4, CYP2C19*5, CYP2C19*6, CYP2C19*7 i
CYP2C19*8 polimorfizmi koji se dovode u vezu sa losijim terapijskim odgovorom. Inace,
postoji razlika u rasnoj distribuciji ovih polimorfizama, tako da je u belaca najcesci
CYP2C19*2 polimorfizam. 2010. godine, Americka asocijacija za hranu i lekove (eng. United
States Food and Drugs Administration - US FDA), je unela dodatno upozorenje u uputstvo o
upotrebi klopidogrela o uticaju CYP2C19 genotipa. S obzirom da nije obuhvaceno
preporukama, ostavljeno je klini¢aru na razmatranje da li ¢e indikovati genetsko testiranje kod
pojedinog bolesnika §to je osnova buduc¢nosti farmakogenomike (217). Polimorfizam gena
MDR1 i ABCBI koji kodiraju sintezu P-glikoproteina, intestinalnog transportera,
uslovljavaju njegovu smanjenu apsorpciju i losiji terapijski odgovor (218,219). Polimorfizam
P2Y12 gena dovodi se u vezu sa smanjenim afinitetom za vezivanje aktivnog metabolita
klopidogrela za P2Y12 receptor. LoSiji terapijski odgovor povezan je i sa primenom
konkomitantne terapije poput blokatora kalcijumskih kanala, statina i inhibitora protonske
pumpe (220). Atorvastatin ima visok afinitet za CYP3A4, a omeprazol za CYP2CI19 te
konkurentno inhibiraju metabolizam klopidogrela (221). FDA je unela preporuku o
izbegavanju konkomitantne terapije omeprazolom i esomeprazolom uz primenu klopidogrela
(220).

Dokazano je da razliCiti epigenetski faktori mogu trajno (limitiran kapacitet
intestinalne apsorpcije, loSa komplijansa, starije zZivotno doba, gojaznost, dijabetes, smanjena

sistolna funkcija, hiperholesterolemija) ili prolazno (povecan obrt trombocita, poveéan broj
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retikulisanih trombocita, zapaljenje, smanjena aktivnost ADAMTS-13, interakcija trombocita
sa endotelnim celijama i monocitima) uticati na smanjen terapijski odgovor. Medutim,
mehanizmi uticaja ovih faktora jo$ uvek nisu potkrepljeni sa dovoljno dokaza i predmet su
istrazivanja (220).
1.5.1.3. Prasugrel

Prasugrel je noviji tienopiridinski preparat, deset puta potentniji inhibitor agregacije
trombocita od klopidogrela. Posle brze apsorpcije, 80% leka se aktivira u jetri, a na njega ne
utice genski polimorfizam niti konkomitantna terapija (208). Iako se njegova primena cini
superiornija u odnosu na klopidogrel zbog manjeg varijabiliteta odgovora na terapiju, postoje
ogranienja njegove primene zbog visokog rizika od krvarenja. TRITON-TIMI 38 studija
(eng. Trial to Assess Improvement in Therapeutic Outcomes by Optimizing Platelet Inhibition
with Prasugrel-Thrombolysis in Myocardial Infarction) ukazala je na prednost primene
prasugrela u odnosu na klopidogrel, ali uz visok rizik od krvarenja, posebno u starijih od 75
godina, osoba sa malom telesnom masom i onih koji su prethodno imali IMU ili TIA, Sto je
postavljeno kao kontrindikacija za njegovu primenu (222).
1.5.2. Direktni inhibitori P2Y12 receptora

Tikagrelor je netienopiridinski, reverzibilni, direktni blokator P2Y'12 receptora koji ne
zahteva metabolicku aktivaciju u jetri. Posle 12h nakon prekida terapije mogu¢ je delimicni
oporavak funkcije trombocita. PLATO studija (eng. Platelet Inhibition and Patient Outcomes)
je pokazala znaCajno smanjenje incidence nepovoljnog ishemi¢nog klinickog dogadaja kod
bolesnika sa STEMI i NSTEMI koji su planirani za PCI, pri primeni tikagrelora u odnosu na
klopidogrel, ali i pojavu ucestalijeg krvarenja u grupi lecenih tikagrelorom (223).

GPIIb/Illa inhibitori (tirofiban) su potentni antagonisti vezivanja fibrinogena za

GPIIbllIa receptor i posledi¢ne agregacije trombocita. Efikasnost i bezbednost antagonista GP
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IIb/Ila najveca je kada se primenjuju intravenski, kod bolesnika sa visokim rizikom tokom
PCI (121).

Antagonisti PAR-1 (vorapaxar, atopaxar) receptora inhibiSu trombinom indukovanu
agregaciju trombocita kompetitivnim vezivanjem uz PAR-1 receptor. Efekat primene ovih
lekova u svrhu primarne i sekundarne prevencije aterotromboznih akcidenata se jo§ uvek
istrazuje (224).

1.5.3. Aspirin

Aspirin ireverzibilno inhibiSe enzim ciklo-oksigenazu -1 (eng. cyclo-oxygenase —
COX) i COX-2, acetilacijom serinskih rezidua, sprecavajuci konverziju arahidonske kiseline
u PGG:z 1 PGH: 1 njihovu konverziju u TXA: koji je potentni vazokonstriktorni €inilac i
agonista trombocita. Manjim intenzitetom inhibiSe COX-2 nego COX-1 pa zato i vrlo malo
zaostale aktivnosti COX-2 mozZe indukovati agregaciju trombocita (209). Blokiranjem
aktivacije NF-kB, olakSava inhibiciju aktivacije trombocita posredovane leukocitima.
InhibiSe otpustanje kiseonickih radikala, elastaza, oksidaciju LDL. Spre¢ava adheziju
monocita, inhibise proliferaciju glatkih miSi¢nih ¢elija i angiogenezu, a inhibicijom aktivacije
NF-kB, inhibiSe endotelnu ekspresiju ICAM-1, VCAM-1 i E-elektina, deluju¢i
antiinflamatorno i antiaterogeno. Neadekvatan efekat aspirina na trombocitnu funkciju moze
biti uslovljen polimorfizmom gena za COX-1 i COX-2, zatim povecanim obrtom trombocita i
povecanom ekspresijom COX-2 u njima, neadekvatnim doziranjem leka, potom u inflamaciji

i dijabetesu (225).
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Slika 6. Mehanizmi delovanja antitrombocitne terapije - preuzeto i modifikovano prema Bhatt

et al. (226)

PAR Antagonists:
Atopaxar
Vorapaxar

ADP Receptor
Antagonists:
Cangrelor
Clopidogrel
Elinogrel
Prasugrel
Ticagrelor
Ticlopidine

Thromboxane
Inhibitors:
Aspirin

Glycoprotein
lib/llla Inhibitors:
Abciximab
Eptifibatide
Tirofiban

GPlb-IX-V

1.5.4. Metode za pracenje antiagregacione terapije klopidogrelom i aspirinom
Ispitivanje funkcije trombocita i pracenje odgovora na antiagregacionu terapiju sve
viSe se koriste u svrhu optimiziranja doze i/ili vrste primenjene terapije sa ciljem njenog
prilagodavanja po meri svakog bolesnika u odnosu na postojece preporuke. S obzirom da su
mnogobrojne randomizovane studije koristile razlicite laboratorijske testove za procenu
efikasnosti primenjene antiagregacione terapije u onosu na klinicki ishod, rezultati su bili
¢esto nekonzistentni. Postoji potreba za konsenzusom koji ¢e definisati primenu odredene
laboratorijske metodologije i postaviti optimalne grani¢ne vrednosti u cilju standardizacije

definisanja dobrog i/ili loSeg terapijskog odgovora za pojedine testove, a Ciji Ce rezultati

potom biti medusobno uporedivi i primenjivi u rutinskoj praksi (227). Idealna metoda treba da
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bude standardizovana, tacna i reproducibilna, a istovremeno jednostavna, brza, i jeftina. S
obzirom da ni jedna metoda na trziStu ne zadovoljava potpuno sve navedene kriterijume, jos
uvek nema preporuke o rutinskom prac¢enju odgovora na antiagregacionu terapiju te se koristi
viSe u svrhu istrazivanja.
1.54.1. LTA

Svetlosna agregometrija (eng Light transmission aggregometry — LTA), smatra se
istorijskim  “’zlatnim standardom’> monitoringa funkcione aktivnosti trombocita i
farmakodinamike antiagregacionog leka. Princip ove opticke metode se zasniva na detekciji
promene turbiditeta (smanjenja optickog denziteta) plazme bogate trombocitima nakon
dodavanja adekvatnog agoniste (arahidonska kiselina, ADP). Njome se moze vrsiti
monitoring terapije i aspirinom 1 klopidogrelom. Nedostaci ove metode su losa
reproducibilnost, nedostatak standardizacije, dugotrajna preanalitiCka priprema i
kompleksnost izvodenja (228).
1.5.4.2. VerifyNow

Ovo je POCT (eng. point-of care testing) metoda koja meri aglutinaciju Cestica
oblozenih fibrinogenom nakon aktivacije trombocita agonistom (arahidonska kiselina - aspirin
esej, ADP i PGEl — P2Y12 receptor esej). Metoda je dostupna, automatizovana, brza,
jednostavna, ne zahteva pripremu uzorka (puna krv). U proceni odgovora na terapiju
klopidogrelom postoji dobra korelacija izmedu ovog sistema i LTA (228).
1.5.4.3. VASP

Metoda se zasniva na merenju vazodilatator-stimuliSuceg fosfoproteina (VASP)
trombocita protocnom citometrijom. VASP je intracelijski trombocitni protein koji je bazalno
nefosforilisan. Kada dode do inhibicije P2Y12 dolazi do njegove fosforilacije. Tako koli¢ina

fosforilisanog VASPa koreliSe sa nivoom inhibicije P2Y 12 receptora. Prednost je visoka
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selektivnost za P2Y> receptor. Metoda se zasniva na izraCunavanju indeksa rezistencije
trombocita (PRI) na osnovu koga bolesnike delimo na dobre i lose *’respondere’’ (229,230).
1.5.4.4. Multiplate analizator

Multiplate analizator (eng. multiple electrode aggegometry - MEA) zasniva rad na
principu merenja promene impedance izmedu dve elektrode na kojima je uz dodatak agonista
(arahidonska kiselina, kolagen, ADP, TRAP) doslo do adhezije i agregacije trombocita.
Racunanjem povrsine pod krivom (AUC) dobija se uvid u aktivnost trombocita §to se izrazava
u jedinicama mere AU/min. Dostupno je viSe vrsta testova koji sluze za procenu odgovora na
terapiju aspirinom (ASPI test) i tienopiridinima (ADP i ADP test HS). Metoda je brza,
jednostavna, standardizovana, potrebno je malo uzorka pune krvi. Postoji visoka korelacija sa
LTA (228). (detaljno objasnjeno u poglavlju metodologija)
1.5.4.5. PFA-100

Ovaj sistem sluzi za procenu efekata terapije aspirinom, koriste¢i kolagen/adrenalin
kertridz. Agregabilnost trombocita predstavlja se kao vreme potrebno za nastanka
trombocitnog koaguluma oponaSanjem in vivo uslova fizioloske brzine protoka krvi u
arterijama u prisutnosti kolagena i adrenalina. Metoda je brza, jednostavna, koristi malo pune
krvi, ali nedostatak je to Sto je pod uticajem koncentracije vWF, hematokrita i broja
trombocita (228). ,,Aspirinsku rezistenciju,, definiSe vreme stvaranje koaguluma < 193s
(kolagen/adrenalin kertridz) (225).

U cilju boljeg sagledavanja rizika od nastanka tromboze u odnosu na sam odgovor na
terapiju klopidogrelom, za sada su konsenzusom autora definisane grani¢ne vrednosti
postojanja visoke reaktivnosti trombocita pod terapijom klopidogrela (eng. high on-treatment
platelet reactivity — HPR): 1) >46% maksimalne agregacije indukovane sa Sumol/l ADP
(LTA), 2) 235 - 240 RU (VerifyNow P2Y 12 esej), 3) PRI >50% (VASP-P), 4) >468 AU/min

(MEA-ADP). Ove vrednosti su utvrdene na velikom broju bolesnika sa AKS, sa ugradenim
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stentom. Postoji mogucnost da su drugacije cutt-off vrednosti za bolesnike sa AKS koji nisu
podvrgnuti PCI, one sa drugim tipom ishemijske bolesti i dijabeti¢are (231).
1.5.5. Indikacije za uvodenje antiagregacione terapije klopidogrelom i aspirinom

Kod bolesnika sa IBS, primenjuje se dugoroc¢no terapija aspirinom (100 mg/dan). U
slu¢aju AKS (NSTEMI, STEMI), kao i PCI sa ugradnjom odredene vrste stenta, BMS (eng.
bare-metal-stent) ili DES (eng. drug eluting stent) i aortokoronarnog bajpasa (engl. coronary
artery bypass grafting - CABG) indikuje se dvojna terapija aspirinom i klopidogrelom u
trajanju do 12 meseci (121).

Zavisno od faktora rizika, u cilju primarne prevencije CVB indikuje se dugoro¢na
terapija aspirinom u dozi od 100 mg/dan (232). U cilju sekundarne prevencije akutnog
mozdanog udara ili TIA, indikovana je monoterapija aspirinom u dozi 50-325 mg/dan ili
monoterapija klopidogrelom 75 mg/dan (kod bolesnika sa netolerancijom aspirina). Kod
bolesti ekstrakranijalnih vertebralnih arterija, dugorocno se preporucuje uzimanje malih doza
aspirina ili klopidogrela u sluc¢aju njegove netolerancije (233,234,235).

Opsta preporuka za uvodenje dugorocne antiagregacione terapije kod bolesnika sa
PAB nacelno postoji, ali se razlikuje u odnosu na specifi¢na vaskularna podrucja jer ne postoji
jos uvek dovoljno dokaza na osnovu izvedenih klinickih studija. Kod bolesti karotidnih
arterija, dugorocno, bez obzira na simptome, preporucuje se uzimanje malih doza aspirina ili
klopidogrela u slucaju njegove netolerancije. Posle ugradnje karotidnog stenta, indikovana je
dvojna terapija aspirinom i klopidogrelom, ali nije definisano njeno optimalno vreme trajanja.
Posle revaskularizacije donjih ekstremiteta, indikovana je primena dvojne antiagregacione
terapije (aspirin, tienopiridin) u trajanju od najmanje jednog meseca (124).

Prema preporukama Nacionalnog vodica dobre klinicke prakse za leCenje diabetes
mellitusa, potrebno je razmotriti primenu aspirina u dozi od 75-162 mg/dan, kao primarnu

prevenciju KVB u pacijenata sa T2DM i poviSenim KV rizikom: muskarci stariji od 50 god i
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zene starije od 60 god koji imaju minimalno jedan KV faktor rizika (pozitivna porodi¢na
anamneza za KVB, hipertenzija, puSenje, dislipidemija, albuminurija). Aspirin se u istoj dozi
preporucuje u okviru sekundarne prevencije bolesnika sa T2DM i dijagnozom postojece
KVB. U slucaju netolerancije aspirina, preporucuje se primena klopidogrela u dozi od 75
mg/dan. Kombinovana, dvojna terapija aspirinom (75-162mg/dan) i klopidogrelom (75

mg/dan) preporucuje se u trajanju od godinu dana nakon AKS kod bolesnika sa T2DM (14).
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2. RADNA HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Pretpostavke na kojima se zasniva istrazivanje su:

1. Vrednosti bioloskih markera endotelne aktivacije, aktivacije i agregabilnosti
trombocita u bolesnika sa bole$¢u arterijskih krvnih sudova u tipu 2 dijabetes melitusa
su poviseni u odnosu na njihove vrednosti u zdravoj populaciji.

2. U dijabeti¢noj populaciji bolesnika postoji znacajno veca ucestalost rezistencije na
primenjenu antitrombocitnu terapiju tienopiridinima, nego u nedijabeti¢noj populaciji

bolesnika.

Ciljevi:

1. Proceniti i uporediti nivoe biomarkera, pokazatelja endotelne aktivacije, aktivacije i
agregabilnosti trombocita u bolesnika sa boles¢u arterijskih krvnih sudova u tipu 2
dijabetes melitusa u odnosu na njihove vrednosti u zdravoj populaciji.

2. Uporediti efikasnost primenjene antitrombocitne terapije tienopiridinima u bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa i boles¢u arterijskih krvnih sudova u odnosu na
efikasnost ove terapije i u nedijabeticnoj populaciji bolesnika sa boleS¢u arterijskih

krvnih sudova.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1.  Vrsta studije

Istrazivanje je dizajnirano kao opservaciona prospektivna studija, a izvedena je u
skladu sa pravilima Helsinske deklaracije, odobrena od strane Eti¢kog komiteta Klinickog
Centra Vojvodine kao i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu.
Studija je sprovedena u periodu od januara 2013. godine do decembra 2015. godine u Centru
za laboratorijsku medicinu Klinickog Centra Vojvodine.
3.2. Ispitanici

U ispitivanje je ukljuc¢eno 100 ispitanika oba pola, starosti od 33 do 70 godina Zivota,
kod kojih je prethodno utvrdeno postojanje neke od klinickih manifestacija bolesti arterijskih
krvnih sudova (IBS, CVB, PAB) koji kao antitrombocitnu terapiju uzimaju tienopiridinski
preparat, klopidogrel. Od toga, 50 ukljucenih ispitanika imalo je dijagnozu dijabetes melitus
tipa 2, a 50 su bili bolesnici bez dijabetesa. Kontrolnu grupu je ¢inilo 30 klinicki 1 biohemijski
zdravih ispitanika, nepusaca koji su prema polnoj i dobnoj strukturi odgovarali ispitivanim
grupama bolesnika.
3.2.1. Konstrukcija i na¢in izbora uzorka

Uslovi za ukljuéivanje u studiju

Uslovi za ukljucivanje u prvu grupu ispitanika — Grupa I - T2DM:

- prethodno postavljena dijagnoza dijabetes melitusa tip 2 (prema postoje¢im
parametrima za utvrdivanje glikoregulacije od strane nadleznog endokrinologa) kod
kojih nije doslo do promene u vrsti i/ili dozi dosadasnje terapije oralnim

antidijabeticima kao ni moguce udruzene terapije hipolipemicima unazad tri meseca

- prethodno klinicki verifikovana bolest arterijskih krvnih sudova (infarkt miokarda,

stabilna ili nestabilna angina pektoris, CVI po tipu ishemije, TIA, PAB); klinicku

63



dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

verifikaciju bolesti arterijskih krvnih sudova su vrSili nadlezni specijalisti kardiolozi,

neurolozi 1 vaskularni hirurzi

- kontinuirana antiagregaciona terapija tienopiridinom, u trajanju najmanje tri nedelje

pre ukljucivanja bolesnika u studiju (sa ili bez pratece terapije aspirinom)

Uslovi za ukljucivanje u drugu grupu ispitanika — Grupa I - nonDM:

- prethodno klinicki verifikovana bolest arterijskih krvnih sudova (infarkt miokarda,
stabilna ili nestabilna angina pektoris, CVI po tipu ishemije, TIA, PAB); klinicku
verifikaciju bolesti arterijskih krvnih sudova su vrSili nadlezni specijalisti kardiolozi,

neurolozi 1 vaskularni hirurzi

- kontinuirana antiagregaciona terapija terapija tienopiridinom, u trajanju najmanje tri

nedelje pre ukljucivanja bolesnika u studiju (sa ili bez pratece terapije aspirinom)

Uslovi za isklju€ivanje iz studije

- osobe mlade od 18 godina
- ispitanici koji nisu pristali na ukljucivanje svojim potpisom saglasnosti za ucesce u
studiji

- klinicki verifikovano postojanje malignog oboljenja, autoimunskog oboljenja,
insuficijencije jetre, terminalne isuficijencije bubrega, neke od akutnih komplikacija

dijabetes melitusa

- terapija kortikosteroidima i drugim imunosupresivima, oralnim kontraceptivnim
sredstvima, hormonskom supstitucionom terapijom, tj. medikamentna terapija koja

moze uticati na nivo serumskih biomarkera endotelne disfunkcije

- primena antikoagulantne terapije
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- trudnoca

- izrazena anemija (Hb < 10 g/dl) i trombocitopenija (<100 x 10%/1)

- drasti¢na promena u dosadasnjem nivou fizicke aktivnosti, u telesnoj masi i ishrani
(prelaz na vegetarijanski nacin ishrane, restriktivne dijete) u poslednja tri meseca;

aktivno pusenje i konzumiranje alkohola

Uslovi za ukljuéivanje u kontrolnu grupu

- klinicki i biohemijski zdravi ispitanici, nepusaci, bez promena u dosadaSnjem nivou
fizicke aktivnosti, u telesnoj masi i ishrani u poslednja tri meseca koji prema polnoj i
dobnoj strukturi odgovaraju ispitivanoj grupi bolesnika
3.2.2. Protok ispitivanja

Na osnovu anamnestickih podataka i podataka iz medicinske dokumentacije,
eliminisani su oni ispitanici koji nisu odgovarali u potpunosti kriterijumima za uklju¢ivanje u
ispitivanje. Ispitanici koji su odgovarali kriterijumima za ukljucivanje u studiju su
klasifikovani prema polu, godinama i postojanju T2DM. Svi ispitanici su anketirani o
zivotnim navikama (fizicka aktivnost, puSenje, konzumiranje alkohola, ishrana, uzimanje
suplemenata), a takode su uzeti podaci o pratecoj terapiji, porodicnoj anamnezi, ranijim
oboljenjima.

Svakom ispitaniku je pre samog ukljuivanja u ispitivanje detaljno objasnjen cilj
istrazivanja, proces dijagnosticke obrade i njegovo uce$¢e u njemu. Saglasnost za ucesée u

studiji bolesnici su overili svojim potpisom nakon procitanog teksta za informisanje pacijenta.

Nakon adekvatne pripreme u vidu dvanaesto¢asovnog prekonoc¢nog gladovanja, u
jutarnjim ¢asovima (od 7-9h), svim ispitanicima je izvrSeno uzimanje uzoraka venske krvi iz
kubitalne vene. Krv je uzorkovana naste, nakon polu¢asovnog mirovanja, u sedecem polozaju

sa posebnom paznjom da se izazove §to krac¢a venska staza. Uzorkovanje je vrSeno u Cetiri
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plasti¢ne vakuum epruvete. Jedan uzorak je sakupljan u vakuum epruvetu sa antikoagulansom
K2EDTA, drugi u epruvetu sa 0,11M tri-Na-citratom kao antikoagulansom u finalnoj
koncentraciji 1:10, a tre¢i u vakuum epruvetu sa Li-heparinom Cetvrti uzorak krvi uzorkovan
je u vakuum epruvetu bez antikoagulansa sa serum separator gelom i aktivatorom koagulacije.
Citratna plazma za koagulacione testove je odvajana nakon Sestominutnog centrifugiranja na
2700g (4000rpm) na sobnoj temperaturi. Serum je izdvajan iz epruvete bez antikoagulansa
centrifugiranjem na 1000g (2500rpm) u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi. Alikvoti
seruma (za analize sE-selektin i sP-selektin), u koli¢ini od najmanje 500 mikrolitara
zapremine, zamrzavani su odmah nakon izdvajanja i ¢uvani na -80°C. Svi ostali uzorci su
analizirani u roku od 3h od momenta uzorkovanja. Sve laboratorijske analize izvedene su u

Centru za laboratorijsku medicinu, Klini¢kog centra Vojvodine.

Svi ispitanici u grupama sa dijabetesom i bez dijabetesa, klini¢ki su pra¢eni godinu

dana u cilju utvrdivanja nastanka ponovnog aterotromboznog akcidenta.
3.3.  Metode ispitivanja
3.3.1. Antropometrijski parametri

Svakom od ispitanika je izmerena telesna masa, telesna visina, obim struka i na
osnovu ovih podatka izracunati su parametri Indeks telesne mase (ITM) i Odnos obima struka
i telesne visine (WHtR — Waist to height ratio). Telesna visina (TV) merena je antropometrom
po Martinu, u stoje¢em stavu sastavljenih peta i odmaknutih prstiju, ruku opustenih uz telo.
Dobijene vrednosti izrazene su u centimetrima (cm). Za merenje telesne mase (TM) koriS¢ena
je medicinska decimalna vaga, a vrednosti su izrazene u kilogramima (kg). Merenje obima
struka (OS) vrseno je fleksibilnom memom trakom u stojeCem stavu, na sredi$njoj liniji
izmedu najnize tacke rebarnog luka i prednje gornje bedrene bodlje karlicne kosti.

Abdominalna gojaznost definisana je prema NCEP ATP III preporukama, (OS > 102 cm
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muskarci, OS > 88 cm Zene) (236). Pomocu dobijenih vrednosti izmerenih antropometrijskih
parametara izracunavan je ITM kao odnos telesne mase i kvadrata telesne visine izrazene u
metrima - ITM (kg/m2) = TM (kg) / TV (m2). Stepen uhranjenosti definisan je prema
preporukama Svetske zdravstvene organizacije (SZO) na normalnu uhranjenost (ITM 18,5-
24.9), prekomernu uhranjenost (ITM 25,0-29,9) i gojaznost (ITM >30) (237). Odnos obima
struka i visine izracunat je prema formuli WHtR = OS (cm) / TV (cm), a abdominalna
gojaznost je definisana vrednostima WHtR > 0,5 (238).

Vrednosti krvnog pritiska merene su sfingomanometrom, metodom po Riva Rocciju,
dva puta nakon petominutnog mirovanja. Dobijene vrednosti izrazene su u militerima zivinog
stuba (mmHg).

3.3.2. Laboratorijske analize

U cilju laboratorijske analize parametara metabolizma glukoze uradeni su glikemija i

insulinemija naste, glikozilirani hemoglobin (HbAlc) iz bazalnog uzorkovanja pune venske
krvi. Primenjeni su slede¢i laboratorijski prinicipi: 1. Koncentracija glukoze u serumu je
odredivana Glucose Hexokinase II metodom (standardni enzimatski UV test) na
biohemijskom analizatoru ADVIA® 1800 Chemistry, Siemens Healthcare Diagnostics,
Nemacka, komercijalnim setovima istog proizvodaca. Referentni interval: 3,9 — 6,1 mmol/l. 2.
koncentracija  imunoreaktivnog insulina  (IRI) odredivana je  imunometrijski,
elektrohemiluminiscentnom metodom (Elektrochemiluminescent Imunnoassay - ECLIA) na
automatizovanom analizatoru Elecsys 2010 uz koriS¢enje komercijalnih setova firme
COBAS-Roche Diagnostics, USA. Referentni interval — 3,0 — 25,0 mIU/l 3. nivo
glikoziliranog hemoglobina Alc (HbAlc) odredivan je dvostepenim imunoloskim testom sa
fazom pripreme uzorka za kvantitativno odredivanje koncentracije HbAlc u uzorcima pune
krvi hemilumuniscentnom metodom sa mikropartikulama (chemiluminescent microparticle

immunoassay - CMIA) sa fleksibilnim protokolima testa (Chemiflex) na automatizovanom
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analizatoru ARCHITECT c¢i4100, Abbott Laboratories, USA, komercijalnim setovima istog
proizvodaca. Referentne vrednosti za HbAlc prema Medunarodnoj federaciji za klinicku
hemiju (International Federation of Clinical Chemistry — IFCC) su 20 - 42 mmol/mol.
Terapijski cilj vrednosti HbA1c za bolesnike sa dijabetesom je HbAlc < 53 mmol/mol (239).

Na osnovu izmerenih koncentracija glukoze i insulina izracunat je indeks za procenu
insulinske rezistencije pomocu sledec¢eg matematickog modela — model homeostaze:
HOMA-IR = glukoza (mmol/l) x insulin (mU/l) / 22.5. Insulinska rezistencija je definisana
kao vrednost indeksa insulinske rezistencije, HOMA-IR > 2,5 (240).

U cilju laboratorijske analize parametara inflamacije ispitanika uradene su sledece

laboratorijske analize: 1. Sedimentacija (SE) je odredivana metodom po Westergreen-u; 2.
kompletna krvna slika (KKS) odredivana je na hematoloSkom automatskom analizatoru
CELL- DYN Sapphire, Abbott Laboratories, USA, metodom protocne citometrije, uz
koris¢enje komercijalnih setova iste firme; 3. iz parametara KKS, broja neutrofila i broja
limfocita, izracunavan je marker subklinicke inflamacije, odnos neutrofila/limfocita (eng.
neutrophil-lymphocyte ratio — NLR); 4. koncentracija hsCRP odredivana je iz uzorka seruma
lateks pojacanom imunoturbidimetrijskom metodom na automatskom biohemijskom
analizatoru analizatoru ADVIA® 1800 Chemistry, Siemens Healthcare Diagnostics, Nemacka
komercijalnim setovima istog proizvodaCa. Analiticka senzitivnost testa je 0,16 mg/l.
Referentni interval je 0 — 5,0 mg/l; 5. Odredivanje koncentracije fibrinogena u citratnoj
plazmi je vrseno koagulacionom metodom po Klausu (Clauss), na koagulometru SIEMENS
BCSxp, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Nemacka, uz koris¢enje Multifibren*U
komercijalnog seta istog proizvodaca, u referentnom opsegu 1,86-4,86 g/l (241).

U cilju procene globalne ocuvanosti funkcionalnosti koagulacionog mehanizma

odredivano je aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme (aPTT) i protrombinsko vreme

(PT) uz pomo¢ automatizovanog koagulometra SIEMENS BCSxp, proizvodaca Siemens
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Healthcare Diagnostics, Marburg, Nemacka. aPTT test je izvoden uz pomo¢ reagensa Dade
Actin FS aktivirani PTT reagens, proizvodaca Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Nemacka. PT test izvoden je uz pomo¢ reagensa Thromborel S, proizvodaca Siemens
Healthcare Diagnostics, Marburg, Nemacka. Rezultati aPTT-a i PT-a izrazavani su kao R
(ratio), koji se dobija kada se rezultat ovih testova za odredeni uzorak plazme izrazen u
sekundama podeli sa vrednos¢u rezultata komercijalne kontrolne plazme, takode izrazenog u
sekundama. Nivo D dimera je odredivan latex imunoesej metodologijom uz koriS¢enje
reagenasa D-dimer Latex Reagent, proizvodaca Instrumentation Laboratory, Milano, Italija,
pomocu koagulometra IL-ACL TOP 500 CTS, proizvodaca Instrumentation Laboratory,
Milano, Italija. Referentni interval: 0-230 ng/ml.

Parametri lipidskog statusa odredivani su na automatskom analizatoru ARCHITECT

ci4100, Abbott Laboratories, USA, uz koris¢enje komercijalnih setova istog proizvodaca.
Ukupni holesterol odredivan je u serumu standardnim enzimskim postupkom uz enzim
holesterol esterazu, a trigliceridi standardnim enzimskim postupkom uz enzim lipazu.
Odredivanje holesterola u HDL frakciji vr$eno je u serumu direktnom enzimskom metodom
za kvantitativno odredivanje HDL holesterola. Vrednosti LDL holesterola (Friedewald i
saradnici) (242) i non-HDL holesterola (ukupni holesterol-HDL holesterol), kao i indeks
ateroskleroze (LDL holesterol / HDL holesterol) i aterogeni odnosi (ukupni holesterol / HDL
holesterol i non-HDL holesterol / HDL holesterol) dobijeni su racunskim putem. Izgled

seruma je procenjivan Friziderskim testom, stajanjem seruma na +4°C 24 ¢asa.

U cilju analize homocisteina, kao protrombogenog biomarkera kardiovaskularnog
rizika, primenjeni su slede¢i principi: 1. koncentracija ukupnog homocisteina odredivana je u
plazmi jednostepenim imunotestom za kvantitativno odredivanje L - homocysteina, koriste¢i
CMIA tehnologiju sa fleksibilnim protokolima za testove (Chemiflex), na automatizovanom

analizatoru ARCHITECT c¢i4100, Abbott Laboratories, USA, komercijalnim setovima istog
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proizvodaca. Referentni interval: 5,0 - 12,0 umol/l; 2. koncentracije vitamina B12 i folne
kiseline odredivane su iz uzorka seruma CMIA metodom na istom automatskom analizatoru
uz koris¢enje komercijalnih setova proizvodaca Abbott Laboratories, USA. Referentni interval
za serumsku koncentraciju B12 iznosi 138 - 652 pmol/l, a za folnu kiselinu 7,0 — 45,3 nmol/l.
Ostale laboratorijske analize, u cilju iskljucenja funkcijskih oboljenja jetre i bubrega,
obuhvatile su odredivanje serumske koncentracije aspartat - aminotransferaze (AST), alanin —
aminotransferaze (ALT), gama glutamil-transferaze (GGT), ureje, kreatinina i mokra¢ne
kiseline na automatskom biohemijskom analizatoru ADVIA 1800 Chemistry, Siemens

Healthcare Diagnostics, Nemacka, uz kori§¢enje komercijalnih setova istog proizvodaca.

Broj trombocita i trombocitni parametri, MPV, PCT i PDW odredivani su pomoc¢u
automatizovanog hematoloskog brojaca CELL-DYN Sapphire, Abbott Lab.,USA. Procenat
retikulisanih trombocita, %rP, odredivan je na istom hematoloskom brojacu, kao integralni
deo fluorescentnog eseja protocne citometrije za odredivanje retikulocita. Ova metoda
omogucava razdvajanje zrelih eritrocita, trombocita i leukocita od retikulocita. MeSavina
prediluirane krvi i retikulocitnog reagensa, koji sadrzi fluorescentnu boju CD4K53 za RNA,
prenosi se u protocnu celiju i osvetljava snopom svetlosti na 488nm. Obradom razlic¢itih
uglova rasapa svetlosti i fluorescencije (na 530nm) omogucava se prvo odvajanje trombocita
od eritrocita, a potom se izdvajaju posebno retikulisani trombociti uz korekciju pozadinske

fluorescencije zavisne o velicini ¢elije (243,244).

Von Willebrand faktor (vWF) je odredivan u citratnoj plazmi reagensom za

kvantitativno imunoturbidimetrijsko odredivanje antigena von Willebrand-ovog faktora
(VWFAg), proizvodada Siemens Healthcare Diagnostics, Nemacka, na koagulacionom
analizatoru istog proizvodaca. Test se zasniva na slede¢em principu: Male polistirenske
partikule za koje su kovalentno vezana specificna antitela, aglutiniraju kada se meSaju sa

uzorcima koji sadrze von Willebrand-ov antigen. Ova aglutinacija se detektuje turbidimetrijski
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kao povisenje turbiditeta koji je proporcionalan nivou antigena koji se nalazi u uzorku.
Referentni interval: 57,3 - 173,1%.

3.3.3. Odredivanje sE-selektina

Serumska koncentracija sE-selektin-a je odredivana ELISA tehnikom (Enzyme-linked

immunosorbent Assay), proizvodaca R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA.

Za odredivanje koncentracije solubilne adhezione molekule, sE-selektin-a u serumu,
krv je uzimana u epruvetu sa serum separator gelom. Nakon 30 minuta, serum je izdvojen
centrifugiranjem 15 minuta na 1000g (2500rpm). Izdvojeni uzorci seruma su odmah
zamrzavani u alikvotima minimalne zapremine 500ul i ¢uvani na —80°C do momenta analize.
Neposredno pre izvodenja analize uzorci su odmrzavani na sobnoj temperaturi. Svi uzorci su

nakon odmrzavanja diluirani u odnosu 1:10, a potom su jednokratno odredivani u seriji.

Princip testa omogucava kvantitativno odredivanje sE-selektina u serumu,
’sandwich’’ enzim imunoesej tehnikom. Cagice mikrotitarskih plo¢ica su obloZene &vrsto
vezanim monoklonskim antitelima specificnim za sE-selektin. Nakon §to se standardi i uzorci
seruma odpipetiraju u ove caSice, prisutan sE-selektin (u standardu i uzorcima seruma) se
vezuje uz antitela. Nakon toga se ispiranjem otklanjaju sve nevezane materije. Potom se u
caSice dodaju enzim-vezana monoklonska antitela specificna za sE-selektin koja vezivanjem
za sE-selektin prave formu *’sandwich-a’’. Ispiranjem se uklanja preostala koli¢ina nevezanih
antitela, a dodavanjem supstrat solucije u caSice, omogucava se razvijanje odredene boje ¢iji
intenzitet je proporcionalan koli¢ini sE-selektina, vezanom u inicijalnom koraku ovog
postupka. Dodavanjem stop solucije nakon odredenog vremena, zaustavlja se reakcija i meri
se intenzitet boje (opticki denzitet) ¢itacem na talasnoj duzini od 450 nm (uz pozadinsku

korekciju na 540 nm).
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Standardna kriva je konstruisana na osnovu koncentracija standarda. Koncentracija
sE-selektina svakog uzorka oc€itavana je prema odgovaraju¢oj absorbanci istog uzorka sa
standardne krive. Svaki rezultat se mnozio sa faktorom 10 (zbog prethodne dilucije).

Koncentracije sE-selektina su izrazene u jedinicama ng/ml.

3.3.4. Odredivanje sP-selektina

Serumska koncentracija sP-selektin-a je odredivana ELISA tehnikom (Enzyme-linked

immunosorbent Assay), proizvodaca R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA.

Za odredivanje koncentracije, sP-selektin-a u serumu, krv je uzimana u epruvetu sa
serum separator gelom. Nakon 30 minuta, serum je izdvojen centrifugiranjem 15 minuta na
1000g (2500rpm). Izdvojeni uzorci seruma su odmah zamrzavani u alikvotima minimalne
zapremine 500pl i ¢uvani na —80°C do momenta analize. Svi uzorci su nakon odmrzavanja

diluirani u odnosu 1:20, a potom su jednokratno odredivani u seriji.

Princip testa omogucava kvantitativno odredivanje sP-selektina u serumu,
’sandwich’’ enzim imunoesej tehnikom. Cagice mikrotitarskih plogica su obloZene &vrsto
vezanim monoklonskim antitelima specificnim za sP-selektin. Nakon §to se standardi i uzorci
seruma odpipetiraju u ove CaSice, prisutan sP-selektin (u standardu i uzorcima seruma) se
vezuje uz antitela. Potom se u caSice dodaju poliklonska antitela specifi¢na za sP-selektin,
koja su konjugovana sa *’horseradish’’ peroksidazom. Ispiranjem se uklanja preostala koli¢ina
nevezanih konjugovanih antitela, a dodavanjem supstrat solucije u caSice, omogucava se
razvijanje odredene boje Ciji intenzitet je proporcionalan koli¢ini sP-selektina, vezanom u
inicijalnom koraku ovog postupka. Dodavanjem stop solucije nakon odredenog vremena,

zaustavlja se reakcija i meri se intenzitet boje (opticki denzitet) ¢itacem na talasnoj duzini od

450 nm (uz pozadinsku korekciju na 620 nm).
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Standardna kriva je konstruisana na osnovu koncentracija standarda. Koncentracija sP-
selektina svakog uzorka ocitavana je prema odgovarajucoj absorbanci istog uzorka sa
standardne krive. Svaki rezultat se mnozio sa faktorom 20 (zbog prethodne dilucije).

Koncentracije sP-selektina su izraZene u jedinicama ng/ml.

3.3.5. Odredivanje agregabilnosti trombocita

Agregabilnost trombocita je odredivana impedantnom agregometrijom (Multiple
Electrode Aggregometry - MEA) na Multiplate analizatoru, Dynabyte, Minhen, Nemacka.
Multiplate agregometar je analizator kojim se ispituje funkcija trombocita iz uzorka pune krvi
1 koji omogucava istovremeno ispitivanje pet razlic¢itih uzoraka krvi ili dejstvo pet razlicitih
trombocitnih agonista na funkciju trombocita u jednom uzorku. Dostupno je nekoliko
Multiplate testova: ASPI test, ADP test, ADP test HS, TRAP test, COL test i RISTO test,
proizvodaca COBAS-Roche Diagnostics, koji se medusobno razlikuju prema agonisti koji se
koristi da bi indukovao proces agregacije trombocita.

Slika 7. Multiplate agregometar

Aparat registruje promenu elektriénog otpora — impedance, izmedu dve elektrode

uronjene u ispitivani uzorak krvi. Povecanje elektricnog otpora zasniva se na ¢vrstoj adheziji i
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agregaciji aktivisanih trombocita na povrsini senzora elektroda §to povecava elektri¢ni otpor
izmedu dve senzorne Zice, a veéi stepen agregacije daje veéi elektriéni otpor. Aparat detektuje
promenu elektricne impedance, pretvara je graficki u agregacionu krivu sa odredenim
nagibom u funkciji vremena. Racunanjem povrSine pod krivom (AUC) dobija se uvid u
aktivnost trombocita Sto se izrazava u jedinicama mere AU/min (10 AU/min = 1 U). Svaki

uzorak se ispituje u duplikatu, §to povecava reproducibilnost analize.

Slika 8. Princip rada Multiplate agregometra
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Uzorak krvi za merenje agregabilnosti trombocita sakupljan je vadenjem krvi iz
kubitalne vene nakon kratke, minimalne venske staze u plasticnu vakuum epruvetu sa 135
U/ml Litijum Heparina. Svi uzorci su analizirani unutar tri sata od uzorkovanja. 0,3 ml
heparinizirane krvi je prebaceno u kivetu za testiranje i razblazeno prethodno zagrejanim
fizioloSkim rastvorom na 37°C, u odnosu 0,3 ml uzorka 10,3 ml sol NaCl 0,9%. Ova smesa
je inkubirana 3 minuta, a potom je dodato 20 pl pojedinog reagensa; TRAP - 6 (Trombin
receptor aktivisuéi peptid; 32uM) za TRAP test, ADP (adenozin difosfat; 6,5uM) za ADP test
1 ASPI (arahidonska kiselina; 0,5 mM) za ASPI test u svaku kivetu. Vreme merenja promene
elektri¢ne impedance izmedu dve elektrode trajalo je za svaki test 6 minuta.

S obzirom da TRAP test koristi za procenu efekta primenjene terapije glikoproteinskih

inhibitora IIb/Illa, a da na njegovu vrednost nema uticaja primenjena terapija acetilsalicilnom
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kiselinom i vrlo malo klopidogrelom, ovaj test je sluzio kao pocetna, ukupna bazalna vrednost
agregabilnosti trombocita u uslovima kada su bolesnici ve¢ prethodno zapoceli terapiju
klopidogrelom i/ili aspirinom. Referentni interval: 92 — 151 U

Vrednosti ADP testa su ukazivale na stepen agregabilnosti trombocita indukovan
ADP-om. Posto je klopidogrel antagonista P2Y'12 receptora, receptora za ADP, ovim testom
je procenjivan odgovor na terapiju klopidogrelom, tj. efekat klopidogrela na agregabilnost
trombocita. Vrednosti ADP-a, smatrane su merom postojece, rezidualne aktivnosti trombocita
pod dejstvom primenjene terapije klopidogrelom, a veca dobijena vrednost ovog testa,
ukazivala je na vecu rezidualnu agregabilnost trombocita. Referentni interval: 55 — 117 U

Posto acetilsalicilna kiselina inhibiSe stvaranje arahidonske kiseline, a ASPI test
upravo ukazuje na stepen agregabilnost trombocita indukovanim arahidonskom kiselinom,
ASPI test je koriSten za procenu odgovora na terapiju acetilsalicilnom kiselinom. Veca
dobijena vrednost ASPI testa, ukazivala je na vecu rezidualnu agregabilnost trombocita pod
terapijom aspirinom. Referentni interval: 79 — 141 U (245)

Individualni odgovor na primenjenu antiagregacionu terapiju je procenjivan i na
osnovu procenta snizenja bazalne agregabilnosti trombocita (%SAT) nakon primenjene
antiagregacione terapije $to je izracunato slede¢im formulama:

Procena antiagregacionog efekta klopidogrela: %SATaq, =100 x (1-ADP/TRAP)
Procena antiagregacionog efekta aspirina: %SATaspi =100 x (1-ASPI/TRAP)

3.4. Osnovne metode statisticke obrade podataka

Prikupljeni podaci su prikazani na standardni deskriptivni nacin: apsolutni i relativni
brojevi za opisne varijable, srednje vrednosti sa standardnom devijacijom za numericke
varijable sa normalnom raspodelom (Kolmogorov-Smirnov test), odnosno sa medijanom i

25% 1 75% percentilima za ostale. Komparacija vrednosti analiziranih varijabli je vrSena:
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Studentovim T-testom, neparametrijskim analizama (Mann-Whithney U test, Kruskall-Wallis
test), kao 1 ¥2 - testom.

Korelacionom analizom su ispitane povezanosti prikupljenih parametara (Pearson-ov
koeficijent linearne korelacije odnosno Spearman-ov koeficijent korelacije ranga).

U cilju idenifikacije parametara koji su nezavisno povezani sa parametrima
agregabilnosti trombocita i odgovora na antiagregacionu terapiju uradena je multivarijantna
linearna regresiona analiza kontrolisana za uticaj pola.

U cilju ispitivanja statisticke znacajnosti razlika izmedu podgrupa napravljenih na
osnovu podele prema kvartilima vrednosti ADP testa unutar ispitivanih grupa, uradena je
analiza ANOVA sa Fischer-ovim LSD post hoc testom.

Izabrani nivoi znacajnosti su: statisticki znacajno p < 0,05, odnosno nema statisticke
znacajnosti p > 0,05.

Za statisticu obradu podataka koriSten je program SPSS, wverzija 20.0 (SPSS,

Chicago, IL, USA).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza podataka u odnosu na ispitivane grupe

4.1.1. Demografske karakteristike ispitivanih grupa i kontrolne grupe

Ispitivanjem je obuhvaceno ukupno 130 ispitanika oba pola, koji su podeljeni na
slede¢i nacin:

U Grupu I — (T2DM) je ukljuceno 50 ispitanika sa T2DM, kod kojih je prethodno
utvrdeno postojanje neke od klinickih manifestacija bolesti arterijskih krvnih sudova (AIM,
stabilna ili nestabilna angina pektoris, CVI po tipu ishemije, TIA, PAB), a koji kao
antitrombocitnu terapiju uzimaju tienopiridinski preparat, klopidogrel. Prosecno vreme
trajanja dijabetesa je iznosilo 55,29 meseci (median 36,0 (12-67)) meseci. Ovu grupu je €inilo
18 zena (18/50; 36%) 1 32 (32/50; 64%) muskarca, a njihova prose¢na starost je iznosila 57,4
godine.

U Grupu II - (nonDM) je ukljuc¢eno 50 ispitanika koji ne boluju od dijabetesa, ali kod
kojih je prethodno utvrdeno postojanje neke od klinickih manifestacija bolesti arterijskih
krvnih sudova (AIM, stabilna ili nestabilna angina pektoris, CVI po tipu ishemije, TIA, PAB),
a koji kao antitrombocitnu terapiju uzimaju tienopiridinski preparat, klopidogrel. U ovu grupu
ispitanika je ukljuceno 18 Zena (18/50; 36%) i 32 (32/50; 64%) muskarca. Prosecna starost
ispitanika u ovoj ispitivanoj grupi je iznosila 54,6 godina.

Kontrolnu grupu je Cinilo 30 zdravih ispitanika, 12 (12/30; 40%) Zzena i 18 (18/30;
60%) muskaraca, prosecne starosti 54,9 godina.

Iz Tabele 1 se vidi da izmedu ispitanika sve tri grupe nije bilo statisticki znacajne
razlike u distribuciji po polu (p = 0,924), kao ni u odnosu na prose¢nu starost ispitanika (p =

0,189).
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Tabela 1. Demografski podaci ispitanika u odnosu na ispitivane grupe

Grupa I Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)

Muskarci 32 (64) 32 (64) 18(60) 1,000 0,905 0,905

Godine Zivota (god)  57,4+7,29  54,6£8,23  54,9+9,65 0,071 0,190 0,875

Legenda: podaci su prikazani kao X += SD ili n (%)

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)

4.1.2. Klinicke karakteristike ispitanika u odnosu na ispitivane grupe

Izmedu ispitivanih grupa nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu na pusacke
navike, tj. u odnosu na broj ispitanika koji nikada nije puSio (62% vs. 52%; p = 0,317) i bivsih
pusaca (38% vs. 48%; p = 0,317). Takode, nije bilo znacajne razlike u bavljenju fizickom
aktivnoséu (26% vs. 32%; p = 0,659), kao ni u koriSé¢enju suplemenata (30% vs. 26%; p =
0,824). Isti procenat ispitanika u obe grupe je imao pozitivnu porodi¢nu anamnezu za
kardiovaskularne bolesti (80% vs. 80%; p = 1,000). U posmatranim grupama (Grupa [ i Grupa
1) nije bilo statisticki znacajnih razlika u prisustvu IBS (84% vs. 82%; p =0,793), CVB (20%
vs. 12%; p = 0,280) i PAB (42% vs. 40%; p = 0,841). Takode, nije bilo znacajne razlike u
procentu zastupljenosti izvedene PCI izmedu ispitivanih grupa (68% vs. 80%; p = 0,254).
(Tabela 2)

U periodu od 12 meseci klinickog pracenja od trenutka ukljucivanja ispitanika u
studiju, ponovni aterotrombozni akcident je imalo 7 ispitanika iz Grupe 1 (T2DM) i 2
ispitanika iz Grupe II (nonDM), (14% vs. 4%; p = 0,162). (Tabela 2)

Vrednosti krvnog pritiska su bile statisticki znacajno vece kod ispitanika Grupe I
(T2DM) u odnosu na ispitanike Grupe II (nonDM): sistolni krvni pritisak (142 + 12,3 vs.
125 + 21,8 mmHg; p < 0,001) i dijastolni krvni pritisak (88,8 £ 8,12 vs. 79,3 + 11,0

mmHg; p <0,001) (Tabela 2).
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Tabela 2. Klinicki podaci ispitanika u odnosu na ispitivane grupe

Parametar Grupa [ Grupa II "
(T2DM) (nonDM)

Pusenje (bivsi pusac) 19 (38) 24 (48) 0,317
Pusenje (nikada) 31 (62) 26 (52) 0,317
Fizicka aktivnost 13 (26) 16 (32) 0,659
Porodi¢na anamneza 40 (80) 40 (80) 1,000
Suplementi 15 (30) 13 (26) 0,824
IBS 42 (84) 41 (82) 0,793
PAB 21 (42) 20 (40) 0,841
CVB 10 (20) 6 (12) 0,280
PCI 34 (68) 40 (80) 0,254
SKP (mmHg) 142+12,3 125+21,8 <0,001
DKP (mmHg) 88,8+8,12 79,3+11,0 <0,001
Ponovna aterotromboza 7 (14) 2(4) 0,162

Legenda: podaci su prikazani kao X = SD ili n (%)

IBS — ishemijska bolest srca; PAB — periferna arterijska bolest; CVB
—cerebrovaskularna bolest; PCI — perkutana koronarna intervencija;,

SKP — sistolni krvni pritisak; DKP — dijastolni krvni pritisak

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

Svi ispitanici, ukljuceni u obe posmatrane grupe, bili su na terapiji tienopiridinskim
preparatom, klopidogrelom. 68% ispitanika iz Grupe I (T2DM), kao i 72% ispitanika iz
Grupe II (nonDM) je bilo na terapiji Aspirinom, p = 0,827. Ispitanici u grupi sa T2DM duze
su koristili antiagregacionu terapiju (mediana 7,5 meseci (3-24) vs. mediana 4,5 meseci (3-
10); p = 0,061), ali bez statisticki znacajne razlike. Svi ispitanici iz Grupe [ (T2DM) su bili

na terapiji metforminom, prose¢no u trajanju 55,29 meseci (median 36,0 (12-67)). U
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posmatranim grupama (Grupa I i Grupa II) nije bilo statisticki znacajnih razlika u
konkomitantnoj terapiji: blokatori protonske pumpe (28% vs. 26%; p = 1,000), statini
(84% vs. 82%; p = 1,000), blokatori Ca kanala (10% vs. 8%; p=1,000), beta blokatori

(88% vs. 84%; p= 0,773), ACE inhibitori (92% vs. 88%; p = 0,739). (Tabela 3)

Tabela 3. Osnovni podaci o terapiji u ispitivanim grupama bolesnika

Grupa | Grupa II

Parametar p
(T2DM) (nonDM)

Klopidogrel 50 (100) 50 (100) 1,000
Aspirin 34 (68) 36 (72) 0,827
Duzina antiagregacione terapije 7,5 (3-24) 4,5 (3-10) 0,061
Metformin 50 (100) - -

Blokatori protonske pumpe 14 (28) 13 (26) 1,000
Statini 42 (84) 41 (82) 1,000
Blokatori Ca kanala 5(10) 4 (8) 1,000
Beta blokatori 44 (88) 42 (84) 0,773
ACE inhibitori 46 (92) 44 (88) 0,739

Legenda: podaci su prikazani kao n (%) ili medijana (25-75 percentil)
p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe II (nonDM)
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4.1.3. Antropometrijske karakteristike ispitanika u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Utvrdeno je postojanje statisticki znacajno visih vrednosti TM (93,3 + 17,3 vs. 74,6
+ 13,5kg; p< 0,001), ITM (30,8 + 4,17 vs. 25,2 + 3,54 kg/m2; p <0,001), OS (108.8 +
12,2 vs. 91,8 £ 11,3 cm; p < 0,001) i WHtR (0,63 £ 0,06 vs. 0,53 + 0,06; p <0,001) kod
ispitanika iz Grupe [ (T2DM) u odnosu na ispitanike iz Grupe Il (nonDM). (Tabela 4)

Statisticki znacajno vise vrednosti TM (93,3 £ 17,3 vs. 75,6 £ 12,6 kg; p < 0,001),
ITM (30,8 + 4,17 vs. 24,8 + 2,93 kg/m2; p < 0,001), OS (108,8 + 12,2 vs. 87,1 =+
10,5 cm; p<0,001)i WHtR (0,63 + 0.06 vs. 0,50 = 0,05; p<0,001) su konstatovane
kod ispitanika Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz KG. (Tabela 4)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u svim poredenim antropometrijskim
parametrima izmedu ispitivane Grupe II (nonDM) i kontrolne grupe zdravih ispitanika (p

> 0,05; za sve ispitivane parametre). (Tabela 4)

Tabela 4. Poredenje antropometrijskih parametara izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa | Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)
™ (kg) 93,3£17,3 74,6£13,5 75,6£12,6  <0,001 <0,001 0,748
TV (cm) 173+9,4 172+9,8 174+8,1 0,436 0,726 0,297
ITM (kg/m2) 30,8+4,17 25,2+3,54 24,8+2,93  <0,001 <0,001 0,665
OS (cm) 108,8+12,2 91,8+11,3 87,1£10,5 <0,001 <0,001 0,066
WHtR 0,63+0,06 0,53+0,06 0,50+0,05  <0,001 <0,001 0,009

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

TM — telesna masa; TV — telesna visina; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;, WHtR
— odnos obima struka i telesne visine

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)

p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.4. Parametri metabolizma glukoze u ispitivanim i kontrolnoj grupi

U Tabeli 5 su prikazani rezultati poredenja ispitivanih parametara metabolizma glukoze
izmedu ispitivanih grupa, kao i izmedu ispitivanih i kontrolne grupe zdravih
ispitanika. Utvrdeno je postojanje statisticki znacajno visih vrednosti glukoze (7,67 +
2,33 vs. 5,55 £ 0,54 mmol/l; p < 0,001), insulina (18,3 = 7,14 vs. 11,7 £ 6,23 mU/l; p <
0,001), HOMA-IR (6,14 + 2,61 vs. 2,91 = 1,57; p < 0,001), HOMA-B (49,5 & 24,0 vs.
39,4 +£ 22,8, p = 0,034) i HbAlc (51,0 + 13,8 vs. 37,1 £ 2,78 mmol/mol; p < 0,001) kod
ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz Grupe II (nonDM). (Tabela 5)

Svi parametri metabolizma glukoze imaju statisticki znacajno viSe vrednosti kod
ispitanika u Grupi I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz KG: glukoza (7,67 = 2,33 vs. 5,14
+ 0,48 mmol/l; p < 0,001), insulin (18,3 = 7,14 vs. 10,4 + 4,48 mU/I; p < 0,001),
HOMA-IR (6,14 +2,61 vs. 2,41 + 1,07; p < 0,001), HOMA-B (49,5 &+ 24,0 vs. 37,4 +
17,2; p= 0,019)1i HbAlc (51,0 = 13,8 vs. 34,7 + 3,06 mmol/mol; p < 0,001). (Tabela 5)

Statisticki znacajno viSe vrednosti glukoze (5,55 £ 0,54 vs.5,14 =+ 048
mmol/l; p = 0,001) i HbAlc (37,1 + 2,78 vs. 34,7 = 3,06 mmol/mol; p = 0,001) su
konstatovane kod ispitanika u Grupi II (nonDM) u odnosu na ispitanike iz kontrolne
grupe zdravih, dok nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u vrednostima insulina, HOMA-

IR i HOMA-B izmedu ispitanika u ove dve grupe (p > 0,05; za sve parametre). (Tabela 5)
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Tabela 5. Poredenje parametara metabolizma glukoze izmedu ispitivanih i kontrolne

grupe

Grupa [ Grupa II

Parametar (T2DM) (nonDM)

Glukoza (mmol/l) 7,67+2,33 5,55+0,54 5,14£0,48  <0,001 <0,001 0,001

Insulin (mU/1) 18,3+7,14 11,746,223  10,4+448  <0,001 <0,001 0,328
HOMA-IR 6,1442,61 291157  241£1,07 <0,001 <0,001 0,132
HOMA-B 49,5¢24.0  39,4+228  374+172 0,034 0,019 0,684
HbAlc

(mmol/mol) 51,0£13,8  37,122,78  34,7£3,06  <0,001 <0,001 0,001

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;
HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model homeostaze); HOMA-B — sekretorni
indeks insulina (model homeostaze); HbAlc — glikozilirani hemoglobin
p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)
p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
4.1.5. Parametri inflamacije u ispitivanim i kontrolnoj grupi

U Tabeli 6 su prikazani ispitivani inflamatorni parametri u grupama bolesnika i
kontrolnoj grupi zdravih. Uocene su statisticki znacajno vise vrednosti SE (15,2; medijana
= 14,5 (7-20) vs. 10,3; medijana = 10 (5-12) mm/h; p = 0,005) i hsCRP (4,14 + 4,46 vs.
1,95 £ 2,34 mg/l; p = 0,003) kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz
Grupe II (nonDM). Nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednostima
leukocita, neutrofila, limfocita, NLR i fibrinogena (p>0,05; =za sve
parametre) izmedu ovih ispitivanih grupa. (Tabela 6)

Uocene su statisticki znacajno vise vrednosti SE (15,2; medijana = 14,5 (7-20)
vs. 6,37; medijana = 6 (4-8) mm/h; p < 0,001), leukocita (7,23 £ 1,96 vs. 6,04 = 1,60; p
= 0,006), neutrofila (4,20 £ 1,68 vs. 3,22 = 1,04; p= 0,005), fibrinogena (3,77 £ 0,91

vs. 3,10 = 0,57 g/l; p= 0,001) i hsCRP (4,14 £ 4,46 vs. 0,77 £ 0,58 mg/l; p < 0,001)

kod ispitanika Grupe I (T2DM) u odnosu na kontrolnu grupu zdravih. Uocena je
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takode visa vrednost NLR u grupi dijabeticara u odnosu na KG, ali bez statisticke
znacajnosti (2,10+1,61 vs. 1,56+0,62; p= 0,085). (Tabela 6)

Statisticki znacajno vise vrednosti SE (10,3; medijana = 10 (5-12) vs. 6,37;
medijana = 6 (4-8) mm/h; p = 0,003), leukocita (7,21 = 1,99 vs. 6,04 = 1,60; p = 0,008),
neutrofila (4,07 + 1,37 vs. 3,22 = 1,04; p = 0,005), fibrinogena (3,58 £+ 0,79 vs. 3,10 +
0,57 g/l; p= 0,005) i hsCRP (1,95 £+ 2,34 vs. 0,77 + 0,58 mg/l; p= 0,008), su
konstatovane kod ispitanika Grupe II (nonDM) u odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe.
Vrednosti NLR takode su bile visSe u Grupi II ispitanika u odnosu na KG, ali bez

statisticke znacajnosti (1,8940,88 vs. 1,56+0,62; p= 0,079 ). (Tabela 6)

Tabela 6. Poredenje parametara inflamacije izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa | Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)
SE (mm/h) 14,5 (7-20) 10 (5-12) 6 (4-8) 0,005 <0,001 0,003
Leukociti (n) 7,23+1,96 7,21+1,99 6,04+1,60 0,956 0,006 0,008
Neutrofili (n) 4,20+1,68 4,07+1,37 3,22+1,04 0,674 0,005 0,005
Limfociti (n) 2,29+0,78 2,34+0,74 2,18+0,68 0,746 0,515 0,334
NLR 2,10+1,61 1,89+0,88 1,56+0,62 0,420 0,085 0,079

Fibrinogen (g/1) 3,77+£0,91 3,58+0,79 3,10+0,57 0,265 0,001 0,005

hsCRP (mg/1) 4,14+4,46 1,95+2,34 0,77+0,58 0,003 <0,001 0,008

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X+SD i kao medijana (25-75 percentil);

SE — sedimentacija; NLR — odnos neutrofila/limfocita; hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni
protein

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)

p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.6. Parametri metabolizma lipida u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Analizom parametara metabolizma lipida uoceno je da nema statisticki znacajnih
razlika (p > 0,05; za sve ispitivane parametre) u vrednostima ovih ispitivanih parametara
izmedu Grupe I (T2DM) u odnosu na Grupu II (nonDM). (Tabela 7)

Vrednost triglicerida je bila statisticki znacajno visa (1,90 + 0,95 vs. 1,34 + 0,79
mmol/l; p = 0,009), a vrednost HDL-holesterola statisticki znacajno niza (1,10 + 0,27
vs. 1,42 + 0,34 mmol/l; p < 0,001) kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na
ispitanike iz kontrolne grupe zdravih. Medutim, nije bilo razlike u ostalim
ispitivanim lipidskim parametrima izmedu ove dve ispitivane grupe (p>0,05;za
sve parametre). (Tabela 7)

Statisticki znacajno nize vrednosti ukupnog holesterola (4,49 + 0,74 vs. 5,20 +
0,85 mmol/l; p <0,001), HDL-HOL (1,09 £ 0,21 vs. 1,42 + 0,34 mmol/l; p <0,001), LDL-
HOL (2,67 + 0,62 vs. 3,24 + 0,82 mmol/l; p= 0,001) i nonHDL-HOL (3,40 + 0,71 vs.
3,85 £ 0,9 mmol/l; p = 0,015) su konstatovane kod ispitanika iz Grupe II (nonDM) u

odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe. (Tabela 7)
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Tabela 7. Poredenje parametara metabolizma lipida izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa I Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)

UK holesterol (mmol/l) 4,75+1,17 4,49+0,74 5,20+0,85 0,187 0,069  <0,001
TG (mmol/l) 1,90+0,95 1,60+0,75 1,34+0,79 0,086 0,009 0,145
HDL-HOL (mmol/l) 1,10+0,27 1,09+0,21 1,42+0,34 0,895 <0,001 <0,001

LDL-HOL (mmol/l) 2,79+£1,10  2,67+0,62 3,24+0,82 0,506 0,054 0,001

nonHDL-HOL

(mmol/l) 3,65+1,16  3,40+0,71 3,85+0,91 0,190 0,422 0,015
LDL/HDL 2,75+1,29  2,5240,69 2,43+0,90 0,257 0,231 0,623
nonHDL/HDL 3,56+1,48 3,23+0,96 2,94+1,22 0,194 0,056 0,233
Uk HOL/HDL 4,40+1,48 4,23+0,96 3,94+1,22 0,503 0,153 0,233

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

UK holesterol — ukupni holesterol; TG — trigliceridi

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe II (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.7. Parametri metabolizma homocisteina u ispitivanim i kontrolnoj grupi
Nije bilo statisticki znacajnih razlika (p>0,05;za sve ispitivane parametre) u
vrednostima homocisteina, vitamina B12 i folne kiseline izmedu poredenih grupa ispitanika i

kontrolne grupe, kao ni izmedu ispitivanih grupa T2DM i nonDM, medusobno. (Tabela 8)

Tabela 8. Poredenje parametara metabolizma homocisteina izmedu ispitivanih i kontrolne

grupe
Grupa | Grupa II

Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)

Homocistein

(pmol/T) 12,4+£3,9 11,5+3,68 11,2+3,89 0,243 0,186 0,723

Vitamin B12

(pmol/T) 271+149 262+130 2494834 0,762 0,472 0,625

Folna kiselina

(nmol/1) 16,7+6,55 15,5+£6,91 17,3+£9,09 0,369 0,723 0,311

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)
p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)

4.1.8. Biomarkeri endotelne aktivacije i aktivacije trombocita u ispitivanim i
kontrolnoj grupi

Uocene su statisticki znacajno viSe vrednosti vVWFAg (172 £ 75,2 vs. 146 +
40,6; p = 0,045), sP-selektina (95,2 + 31,8 vs. 84,0 £ 21,8 ng/ml; p = 0,042) i sE-selektina
(45,1 £ 18,1 vs. 31,8 £ 10,5 ng/ml; p < 0,001) kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu

na ispitanike iz Grupe II (nonDM). (Tabela 9)

87



dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

Svi parametri aktivacije endotela 1 trombocita imaju statisticki znacajno
viSe vrednosti kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe:
vWF Ag (172 £ 75,2 vs. 130 £+ 33,8 %; p = 0,007), sP-selektin (95,2 = 31,8 vs. 76,7 £
16,2 ng/ml; p = 0,004) i sE-selektin (45,1 + 18,1 vs. 27,2 + 11,2 ng/ml; p< 0,001). (Tabela
9)

Kod ispitanika iz Grupe II (nonDM) u odnosu na ispitanike iz KG, nije bilo
statistiCki znacajne razlike u vrednostima vWFAg, sP-selektina i sE-selektina izmedu ove

dve ispitivane grupe (p>0,0 5; za sve ispitivane parametre). (Tabela 9)

Tabela 9. Poredenje parametara endotelne i trombocitne aktivacije izmedu ispitivanih i

kontrolne grupe

Grupa I Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)
vWF Ag (%) 172475,2 146+40,6 130+33,8 0,045 0,007 0,074
sP-selektin
(ng/ml) 95,2+31,8 84,0+21,8 76,7+16,2 0,042 0,004 0,116
sE-selektin
(ng/ml) 45,1£18,1 31,8£10,5 27,2¢11,2  <0,001 <0,001 0,064

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X+SD;

vWF — Fon Vilebrandov faktor

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)

4.1.9. Parametri koagulacije u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Uocene su statisticki znacajno nize vrednosti aPTT (0,897 + 0,086 vs. 0,934 +
0,070; p = 0,022) kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz Grupe II
(nonDM) dok nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednosti PT (1,02 + 0,06 vs. 1,04 +

0,08; p= 0,193). Analizom vrednosti D dimera uocena je njegova statisticki znacajno visa
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vrednost kod bolesnika sa T2DM u odnosu na ispitanike bez dijabetesa (medijana = 233
(176-331) vs. 183 (139-243) ng/ml; p = 0,014). (Tabela 10)

Statisticki znac¢ajno nize vrednosti aPTT ratio (0,897 + 0,086 vs. 0,942 + 0,070; p
= 0,019)1 PT ratio (1,02 £ 0,06 vs. 1,07 = 0,07, p= 0,001) su konstatovane kod
ispitanika Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz KG. Vrednosti D dimera su bile
statisticki znacajno vise u grupi ispitanika sa T2DM u odnosu na ispitanike kontrolne
grupe zdravih (medijana = 233 (176-331) vs. 138 (103-231) ng/ml; p = 0,003). (Tabela 10)

Nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednostima aPTT ratio, PT ratio i D dimera,

izmedu grupe ispitanika bez dijabetesa i kontrolne grupe, (p > 0,05;za sve ispitivane

parametre). (Tabela 10)

Tabela 10. Poredenje parametara koagulacije izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa [ Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)

aPTT ratio (R) 0,897+0,086  0,934+0,070 0,942+0,070 0,022 0,019 0,627
PT ratio (R) 1,02+0,06 1,04+0,08 1,07+0,07 0,193 0,001 0,081

) 233 183 138
D-dimer (ng/ml) 0,014 0,003 0,239
(176-331) (139-243) (103-231)

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD i kao medijana (25-75 percentil)
aPTT — aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme ; PT — protrombinsko vreme
p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.10. Analiza trombocitnih pokazatelja i odgovora na antiagregacionu terapiju

4.1.10.1. Trombocitni pokazatelji u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Analiziranjem trombocitnih pokazatelja, konstatovana je samo statisticki
znacajno visa vrednost %rP (3,47 + 1,30 vs. 2,30 + 1,30 %; p < 0,001) kod ispitanika iz
Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz Grupe II (nonDM), dok nije bilo statisticki
znaCajne razlike u ostalim ispitivanim trombocitnim pokazateljima (trombociti, MPV,
PDW, PCT; p > 0,05; za sve parametre). (Tabela 11)

Statisticki znacajno vise vrednosti %rP (3,47 + 1,30 vs. 2,29 + 1,23 %; p < 0,001)
su konstatovane kod ispitanika Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike kontrolne
grupe, dok nije bilo statisticki znacajne razlike u ostalim ispitivanim trombocitnim
pokazateljima (trombociti, MPV, PDW, PCT; p > 0,05; za sve parametre) izmedu ove dve
ispitivane grupe. (Tabela 11)

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05; za sve parametre) u svim ispitivanim
trombocitnim pokazateljima izmedu ispitanika Grupe II (nonDM) i kontrolne grupe zdravih.
(Tabela 11)

Tabela 11. Poredenje trombocitnih pokazatelja izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa [ Grupa II

Parametar (T2DM) (nonDM) KG p p* p**

Trombociti (n) 252+58.9 257+75,8 244454.1 0,764 0,509 0,420
MPV (f1) 7,95+0,96 7,88+0,96 8,05+0,73 0,691 0,649 0,408
PDW 16,3+1,04 16,2+0,60 15,9+1,14 0,439 0,137 0,216
PCT (%) 0,20+0,04 0,20+0,06 0,20+0,04 0,781 0,821 0,690
%rP (%) 3,47£1,30 2,30+1,30 2,29+1,23  <0,001 <0,001 0,970

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X+SD;

MPV — srednji volumen trombocita; PDW — raspodela trombocita po volumenu; PCT —
trombokrit;, %rP — procenat retikulisanih trombocita;

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)

p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.10.2. Parametri agregabilnosti trombocita i odgovora na antiagregacionu terapiju u
ispitivanim i kontrolnoj grupi

Analiziranjem parametara agregabilnosti trombocita i odgovora na terapiju
klopidogrelom, uoCene su statisticki znaCajno viSe vrednosti agregacije trombocita
indukovane ADP-om (ADP testa) (70,3 £ 22,0 vs. 56,9 £ 19,7 U; p = 0,002), odnosno
statistiCki znaCajno nize vrednosti procenta snizenja bazalne agregabilnosti
trombocita pod terapijom klopidogrelom, %SATadp, (31,6 = 12,4 vs. 48,6 +
12,6 %; p < 0,001) kod ispitanika iz Grupe I (T2DM) u odnosu na ispitanike iz Grupe II
(nonDM). Takode, statisticki su znacajno nize vrednosti procenta sniZzenja bazalne
agregabilnosti trombocita kod ispitanika na terapiji aspirinom, %SATaspi, (59,6 + 13,8
vs. 68,6 = 10,4 %; p = 0,003) u grupi sa T2DM u odnosu na ispitanike u grupi nonDM,
dok je vrednost ASPI testa (agregabilnost trombocita indukovana arahidonskom kiselinom)
kod bolesnika sa T2DM bila visa u odnosu na bolesnike bez dijabetesa (58,2+30,1 vs.
48,1+£26,4 U; p = 0,079), ali bez statisticke znacajnosti. (Tabela 12)

Statisticki znaCajno nize vrednosti ADP testa (70,3 + 22,0 vs. 82,6 =+
17,0 U; p = 0,011) i ASPI testa (58,2 = 30,1 vs. 90,7 = 20,8 U; p < 0,001) su uocene u
ispitanika na antiagregacionoj terapiji klopidogrelom i aspirinom u grupi sa T2DM u odnosu
na kontrolnu grupu zdravih ispitanika koja nije koristila ovu terapiju. Takode, statisti¢ki su
znacajno vise vrednosti %SATadp (31,6 + 12,4 vs. 21,7 + 8,01 %; p < 0,001) i
%SATaspi (59,6 = 13,8 vs. 14,3 £ 9,32 %; p < 0,001) u Grupi I (T2DM) u odnosu na
kontrolnu grupu. (Tabela 12)

Statisticki znacajno nize vrednosti ADP testa, tj. agregacije indukovane ADP-
om (56,9 + 19,7 vs. 82,6 + 17,0 U; p <0,001) i ASPI testa (48,1 + 26,4 vs. 90,7 +
20,8 U; p < 0,001), uocene su kod ispitanika na terapiji klopidogrelom i aspirinom (Grupa I

— nonDM) u odnosu na ispitivanu kontrolnu grupu koja nije uzimala ovu terapiju. Takode,
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statisticki su znacajno viSe vrednosti %SATadp (48,6 £ 12,6 vs. 21,7 + 8,01 %; p <
0,001) i %SATaspi (68,6 = 10,4 vs. 14,3 £ 9,32 %; p < 0,001) kod ispitanika iz Grupe II
(nonDM) u odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe. (Tabelal2)

Nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednosti agregacije trombocita uz agonist
TRAP (TRAP test) izmedu poredenih grupa ispitanika i kontrolne grupe, kao ni izmedu

ispitivanih grupa T2DM i nonDM, medusobno, (p > 0,05; sve). (Tabela 12)

Tabela 12. Poredenje parametara agregabilnosti trombocita i odgovora na antiagregacionu

terapiju izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa [ Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)
TRAP (U) 103+24,8 110£22,4 106+19,0 0,140 0,632 0,360
ADP (U) 70,3+£22,0 56,9+19,7 82,6+17,0 0,002 0,011  <0,001
%SATadp (%) 31,6£12,4 48,6+12,6 21,7£8,01  <0,001 <0,001 <0,001
ASPI (U) 58,2+30,1 48,1+26,4 90,7+20,8 0,079  <0,001 <0,001

%SATaspi (%) 59,6+13,8 68,6+10,4 14,3+9,32 0,003  <0,001 <0,001

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

TRAP — agregacija trombocita indukovana trombin receptor aktivisué¢im peptidom (TRAP
test); ADP — agregacija trombocita indukovana adenozin difosfatom (ADP test); ASPI —
agregacija trombocita indukovana arahidonskom kiselinom (ASPI test);

%SATadp - procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrela

%SATaspi - procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom aspirinom

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)
p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)
p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)

4.1.11. Biohemijski parametri u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Uocene su statisticki znacajno vise vrednosti uree (6,08 + 1,43 vs. 5,36 + 1,33
mmol/l; p = 0,010) i kreatinina (84,6 = 18,3 vs. 76,7 = 18,0 umol/l; p = 0,033) kod

ispitanika u Grupi I (T2DM) u odnosu na ispitanike Grupe II (nonDM), dok nije bilo
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znacajne razlike u vrednostima mokra¢ne kiseline, AST, ALT i GGT izmedu ovih
ispitivanih grupa (p > 0,05; za sve parametre). (Tabela 13)

Statisticki znacajno viSe vrednosti ureje (6,08 = 1,43 vs. 4,97 + 1,07; p <0,001) su
konstatovane kod ispitanika Grupe I (T2DM) u odnosu na kontrolnu grupu. Nije uocena
statisticki znacCajna razlika u vrednostima kreatinina, mokra¢ne kiseline, AST, ALT, GGT
izmedu ove dve ispitivane grupe. (Tabela 13)

Nije bilo statisticki znacajnih razlika (p > 0,05; za sve ispitivane parametre) u
vrednostima ispitivanih biohemijskih parametara (urea, kreatinin, mokra¢na kiselina, AST,
ALT, GGT) izmedu ispitanika Grupe I (nonDM) u odnosu na vrednosti istih ispitivanih

parametara u kontrolnoj grupi zdravih. (Tabela 13)

Tabela 13. Poredenje pojedinih biohemijskih parametara izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Grupa I Grupa II
Parametar KG p p* p**
(T2DM) (nonDM)

Urea (mmol/l) 6,08+1,43 5,36+1,33 4,97+1,07 0,010 <0,001 0,185
Kreatinin (umol/l) 84,6+18,3 76,7£18,0 77,6+16,1 0,033 0,088 0,826

Mokraéna kis. (umol/l)  343+68,4  326+88,1  320+96,1 0,288 0,213 0,765

AST (U/) 21,1£7,25  27,8437,7 21,9£5,20 0,223 0,593 0,402
ALT (U/1) 24,6124 28,5+20,2 22,8+10,6 0,252 0,503 0,157
GGT (UN) 29,7£26,2  27,4+26,7 29,6+£31,1 0,660 0,988 0,734

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

AST — aspartat aminotransferaza;, ALT — alanin aminotransferaza; GGT — gama glutamil
transpeptidaza

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)

p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.1.12. Eritrocitni pokazatelji u ispitivanim i kontrolnoj grupi

Nije bilo statisticki znacajne razlike (p > 0,05; za sve ispitivane parametre) u broju
eritrocita, koli¢ini hemoglobina, vrednostima hematokrita, kao ni u vrednostima MCV, MCH
1 MCHC izmedu ispitanika Grupe [ (T2DM) i Grupe II (nonDM) kao ni u vrednostima ovih
parametara izmedu ispitivanih grupa (T2DM i nonDM) u odnosu na kontrolnu grupu zdravih.

Uocena je znacajno visa vrednost RDW u ispitivanim grupama T2DM i nonDM, u
odnosu na kontrolnu grupu zdravih (12,1+0,66 vs. 11,7+0,48; p = 0,015 i 12,3+1,25 vs.
11,7£0,48; p = 0,038), dok nije bilo razlike u ovom ispitivanom parametru izmedu

ispitivanih Grupe 11 Grupe II, (12,1+0,66 vs. 12,3 £1,25; p=0,426). (Tabela 14)

Tabela 14. Poredenje eritrocitnih pokazatelja izmedu ispitivanih i kontrolne grupe

Parametar ((]irzugidl) ((;(r)?lrl))al\fll) KG p p* p**

Eritrociti (n) 4,70£0,35 4,71+0,4 4,68+0,47 0,947 0,787 0,762
Hemoglobin (g/dl) 14,5+1,05 14,4+1,15 14,4+1,23 0,503 0,682 0,880
Hematokrit (%) 42,1+£3,09 41,6+4,86 41,7+£3,38 0,506 0,574 0,900
MCV (f1) 89,7+4,20 89,8+4,98 89,4+4.,40 0,881 0,785 0,712
MCH (pg) 30,9+1,71 30,6+2,14 30,9+1,67 0,468 0,953 0,573
MCHC (g/dl) 34,5+1,11 34,1+1,02 54,9+77,5 0,069 0,065 0,060
RDW (%) 12,1+0,66 12,3+1,25 11,7+0,48 0,426 0,015 0,038

Legenda: podaci u tabeli su prikazani kao X£SD;

MCV — srednji volumen eritrocita;, MCH — srednja kolicina hemoglobina u eritrocitu; MCHC
— srednja koncentracija hemoglobina u eritrocitima;, RDW — mera varijabilnosti velicine
eritrocita;

p - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i Grupe Il (nonDM)

p* - statisticka znacajnost izmedu Grupe I (T2DM) i kontrolne grupe (KG)

p** - statisticka znacajnost izmedu Grupe Il (nonDM) i kontrolne grupe (KG)
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4.2. Korelaciona analiza ispitivanih parametara u grupi bolesnika sa dijabetes

melitusom tip 2 (Grupa I - T2DM)

Vrednost agregacije uz agonist TRAP (TRAP test) je u statisticki znacajno pozitivnoj
korelaciji sa brojem trombocita (r = 0,354; p = 0,012), vrednosti PCT-a (r = 0,411; p=0,003),
ADP testom (r = 0,786; p< 0,001), ASPI testom (r = 0,403; p = 0,004) i nivoom D dimera (r =

0,336; p=0,017). (Tabela 15, Grafikoni 11 2)

Tabela 15. Korelacije TRAP testa sa trombocitnim parametrima i parametrima koagulacije

Parametar r P
Trombociti (n) 0,354 0,012
PCT (%) 0,411 0,003
ADP (U) 0,786 <0,001
ASPI (U) 0,403 0,004
D dimer (ng/ml) 0,336 0,017

Legenda: PCT — trombokrit; ADP — agregacija trombocita indukovana adenozin difosfatom
(ADP test); ASPI — agregacija trombocita indukovana arahidonskom kiselinom (ASPI test)

U grupi ispitanika sa T2DM vrednost agregacije uz agonist TRAP statisticki znacajno
pozitivno koreliSe sa brojem neutrofila (r = 0,349; p = 0,013), NLR-om (r = 0,472; p = 0,001)

i fibrinogenom (r = 0,288; p= 0,042). (Tabela 16)

Tabela 16. Korelacije TRAP testa sa parametrima inflamacije

Parametar r P
Neutrofili (n) 0,349 0,013
NLR 0,472 0,001
Fibrinogen (g/1) 0,288 0,042

Legenda: NLR — odnos neutrofila/limfocita
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Grafikon 1. Korelacija agregacije trombocita uz agoniste TRAP i ADP
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Grafikon 2. Korelacija agregacije trombocita uz agoniste TRAP i arahidonsku kiselinu

(ASPI)
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Korelacionom analizom je uocena statisticki znacajna pozitivna povezanost agregacije
uz agonist ADP sa I[ITM-¢e (r = 0,292; p= 0,039), insulinom (r = 0,392; p = 0,005) i HOMA-IR

(r=0,319; p = 0,024). (Tabela 17)

Tabela 17. Korelacije ADP testa sa antropometrijskim parametrima i parametrima glukoze

Parametar r P
ITM (kg/m2) 0,292 0,039
Insulin (mU/1) 0,392 0,005

HOMA-IR 0,319 0,024

Legenda: ITM — indeks telesne mase; HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model
homeostaze)

U odnosu na ispitivane parametre inflamacije, u ovoj grupi je uocena statisticki
znacajna pozitivna korelacija agregacije uz ADP sa brojem leukocita (r = 0,308; p = 0,029),
brojem neutrofila (r = 0,494; p< 0,001), NLR-om (r = 0,515; p< 0,001) i hsCRP-om (r =

0,356; p=0,011). (Tabela 18)

Tabela 18. Korelacije ADP testa sa parametrima inflamacije

Parametar r P
Leukociti (n) 0,308 0,029
Neutrofili (n) 0,494 <0,001

NLR 0,515 <0,001
hsCRP (mg/1) 0,356 0,011

Legenda: NLR — odnos neutrofila/limfocita; hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni protein

U Grupi I - T2DM, vrednost agregacije uz ADP (ADP testa) je u statisticki znacajno
pozitivnoj korelaciji sa brojem trombocita (r = 0,335; p = 0,017), PCT-a (r = 0,396; p =
0,004), %rP (r =0,302; p = 0,049), nivoom D dimera (r = 0,352; p=0,012) i ASPI testom (r =
0,438; p=0,001). (Tabela 19)

Uocen je izuzetno visok stepen statisticki znacajne negativne povezanosti vrednosti

ADP testa i %SATadp (r=-0,577; p=<0,001). (Tabela 19 i Grafikon 3)
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Tabela 19. Korelacije ADP testa sa trombocitnim parametrima i parametrima koagulacije

Parametar r P
Trombociti (n) 0,335 0,017
PCT (%) 0,396 0,004
% 1P (%) 0,302 0,049
D dimer (ng/ml) 0,352 0,012
ASPI (U) 0,438 0,001
%SATadp -0,577 <0,001

Legenda: PCT — trombokrit; %rP — procenat retikulisanih trombocita;
ASPI — agregacija trombocita indukovana arahidonskom kiselinom (ASPI test);
%SATadp - procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrela

%SATadp

60—

| |
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Grafikon 3. Korelacija agregacije uz agonist ADP i %SATadp

U ispitivanoj grupi bolesnika sa T2DM, %SATadp je u statisticki znac¢ajno negativnoj

korelaciji sa telesnom masom (TM) (r = -0,368; p = 0,009), indeksom telesne mase (ITM) (r =
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-0,381; p = 0,006), obimom struka (OS) (r = -0,387; p = 0,006) i WHtR-om (r = -0,340; p =

0,016). (Tabela 20)

Tabela 20. Korelacije %SATadp sa antropometrijskim parametrima

Parametar r p
™ (kg) -0,368 0,009
ITM (kg/m2) -0,381 0,006
OS (cm) -0,387 0,006
WHItR -0,340 0,016

Legenda: TM - telesna masa; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;
WHtR — odnos obima struka i telesne visine

U ovoj ispitivanoj grupi, %SATadp statisticki je znaCajno negativno korelisao sa

nivoom insulina (r =-0,331; p =0,019) i sa HOMA-IR (r = -0,349; p = 0,013). (Tabela 21)

Tabela 21. Korelacije %SATadp sa parametrima metabolizma glukoze

Parametar r P
Insulin (mU/1) -0,331 0,019
HOMA-IR -0,349 0,013

Legenda: HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model homeostaze)

%SATadp je statisticki znacajno negativno povezan sa brojem neutrofila (r = -0,298; p
=0,003) i hsCRP-om (r =-0,288; p = 0,043) u grupi ispitanika sa T2DM. (Tabela 22)

Tabela 22. Korelacije %SATadp sa parametrima inflamacije

Parametar r p
Neutrofili (n) -0,298 0,003
hsCRP (mg/1) -0,288 0,043

Legenda: hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni protein
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Uocava se statisticki znac¢ajno negativna korelacija %SATadp sa %rP (r =-0,302; p =
0,049), nivoom sE-selektina (r = -0,369; p = 0,008) i

sP-selektina (r =-0,374; p = 0,007). (Tabela 23 i Grafikoni 4 i 5)

Tabela 23. Korelacije %SATadp sa biomarkerima aktivacije endotela i trombocita

Parametar r p
%rP -0,302 0,049
sE-selektin (ng/ml) -0,369 0,008
sP-selektin (ng/ml) -0,374 0,007

Legenda: %rP — procenat retikulisanih trombocita
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Grafikon 4. Korelacija %SATadp sa sP-selektinom
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Grafikon 5. Korelacija %SATadp sa sE-selektinom

Vrednost agregacije indukovane arahidonskom kiselinom, ASPI testa, statisticki
znacajno pozitivno koreliSe sa brojem trombocita (r = 0,346; p = 0,014) i PCT-om (r = 0,329;
p=0,020). (Tabela 24)

UocCava se izuzetno visok stepen negativne povezanosti vrednosti ASPI testa i

%SATaspi (r=-0,757; p =<0,001) u grupi ispitanika sa T2DM. (Tabela 24 i Grafikon 6)

Tabela 24. Korelacije ASPI testa sa trombocitnim parametrima

Parametar r P
Trombociti (n) 0,346 0,014
PCT (%) 0,329 0,020
%SATaspi -0,757 <0,001

Legenda: PCT — trombokrit; %SATaspi - procenat snizenja bazalne agregabilnosti
trombocita pod terapijom aspirinom
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Grafikon 6. Korelacija %SATaspi sa agregacijom indukovanom arahidonskom

kiselinom (ASPI test)

%SATaspi statisticki znacajno negativno korelise sa %rP (r = -0,427; p = 0,019) i

vWFAg-om (r =-0,380; p = 0,027). (Tabela 25)

Tabela 25. Korelacije %SATaspi sa pojedinim laboratorijskim i klinickim parametrima

Parametar r p
%rP -0,427 0,019
vWFAg (%) -0,380 0,027

Legenda: %rP — procenat retikulisanih trombocita; vVWF Ag - Fon Vilebrandov faktor

U grupi ispitanika sa T2DM, %rP je u statisticki znacajno pozitivnoj korelaciji sa TM
(r=0,375; p= 0,013), ITM (= 0,365; p= 0,016), OS (r= 0,435; p= 0,004) i WHtR (= 0,373;

p=0,014). (Tabela 26)
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Tabela 26. Korelacije %rP sa antropometrijskim parametrima

Parametar r p
™ (kg) 0,375 0,013
ITM (kg/m2) 0,365 0,016
OS (cm) 0,435 0,004
WHtR 0,373 0,014

Legenda: TM - telesna masa; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;
WHtR — odnos obima struka i telesne visine

Takode, %rP statisticki znacajno pozitivno korelise sa HOMA-IR (r = 0,409; p=

0,006) i HbAlc (r = 0,314; p= 0,040). (Tabela 27)

Tabela 27. Korelacije %rP sa parametrima metabolizma glukoze

Parametar r p
HOMA-IR 0,409 0,006
HbA1c (mmol/mol) 0,314 0,040

Legenda: HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model homeostaze); HbAlc -
glikozilirani hemoglobin

Analizirajuéi povezanost %rP sa parametrima inflamacije, uoena je statisticki
znacajno pozitivna korelacija sa brojem neutrofila (r = 0,345; p = 0,024), hsCRP-om (r =

0,374; p=0,014) i fibrinogenom (r= 0,312; p=0,042). (Tabela 28)

Tabela 28. Korelacije %rP sa parametrima inflamacije

Parametar r p
Neutrofili (n) 0,345 0,024
hsCRP (mg/1) 0,374 0,014

Fibrinogen (g/1) 0,312 0,042

Legenda: hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni protein
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U odnosu na biomarkere endotelne i trombocitne aktivacije, %rP statisti¢ki znacajno
pozitivno koreliSe sa nivoom sP-selektina (r = 0,341; p = 0,025) i vVWFAg-om (r = 0,348; p =

0,022). (Tabela 29)

Tabela 29. Korelacije %rP sa biomarkerima aktivacije endotela i trombocita

Parametar r p
sP-selektin (ng/ml) 0,341 0,025
vWFAg (%) 0,348 0,022

Legenda: vWF Ag - Fon Vilebrandov faktor

Analiziraju¢i  povezanost koncentracija sE-selektina sa  antropometrijskim
parametrima, u Grupi [ — T2DM, uocili smo statisticki znacajno pozitivnu korelaciju sa TM (r
=0,390; p = 0,005), ITM (r = 0,380; p = 0,006), OS (r = 0,380; p = 0,007), WHtR (r = 0,313;
p = 0,027). Takode, koncentracija sE-selektina je statisticki znacajno pozitivno povezana sa

HOMA-IR (r = 0,339; p = 0,016). (Tabela 30)

Tabela 30. Korelacije sE-selektina sa antropometrijskim parametrima i parametrima

metabolizma glukoze

Parametar r p
™ (kg) 0,390 0,005
ITM (kg/m2) 0,380 0,006
OS (cm) 0,380 0,007
WHtR 0,313 0,027
HOMA-IR 0,339 0,016

Legenda: TM - telesna masa; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;
WHtR — odnos obima struka i telesne visine; HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije
(model homeostaze)

U istoj ispitivanoj grupi, nivo sE-selektina je u statisticki znaCajno pozitivnoj
korelaciji sa brojem leukocita (r = 0,344; p = 0,014), neutrofila (r = 0,342; p = 0,015) i

hsCRP-om (= 0,351; p=0,013). (Tabela 31)
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Tabela 31. Korelacije sE-selektina sa parametrima inflamacije

Parametar r P
Leukociti (n) 0,344 0,014
Neutrofili (n) 0,342 0,015
hsCRP (mg/1) 0,351 0,013

Legenda: hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni protein

Koncentracija sP-selektina kod ispitanika sa T2DM je u statisticki znac¢ajno pozitivnoj
korelaciji sa svim ispitivanim antropometrijskim parametrima: TM (r = 0,398; p = 0,004),
ITM (r = 0,312; p = 0,027), OS (r = 0,395; p = 0,005) i sa WHtR (r = 0,282; p = 0,047).
(Tabela 32)

Takode, uocena je i pozitivna povezanost koncentracije sP — selektina sa HOMA — IR

(r=0,286; p = 0,044). (Tabela 32)

Tabela 32. Korelacije sP-selektina sa antropometrijskim parametrima i parametrima

metabolizma glukoze

Parametar r P
™ (kg) 0,398 0,004
ITM (kg/m2) 0,312 0,027
OS (cm) 0,395 0,005
WHtR 0,282 0,047
HOMA-IR 0,286 0,044

Legenda: TM - telesna masa; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;
WHtR — odnos obima struka i telesne visine; HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije
(model homeostaze)

Kod ispitanika sa T2DM, nivo sP-selektina je statisticki znac¢ajno pozitivno povezana
sa PCT-om (r= 0,305; p=0,031), %rP (= 0,341; p= 0,025), hsCRP-om (r= 0,369; p= 0,008) i

nivoom sE — selektina (r = 0,560; p <0,001). (Tabela 33 i Grafikon 7)
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Tabela 33. Korelacije sP-selektina sa trombocitnim parametrima, parametrima inflamacije i

endotelne aktivacije

Parametar r P
PCT (%) 0,305 0,031
%rP 0,341 0,025
hsCRP (mg/1) 0,369 0,008
sE — selektin (ng/ml) 0,560 <0,001

Legenda: PCT — trombokrit; %rP — procenat retikulisanih trombocita; hsCRP - visoko
osetljivi C- reaktivni protein
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Grafikon 7. Korelacija sP - selektina i sE - selektina
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Vrednost sistolnog krvnog pritiska (SKP) je u statisticki znacajno pozitivnoj korelaciji
sa nivoom sE-selektina (r = 0,423; p = 0,002), sP-selektina
(r=10,314; p = 0,026) i vWF Ag-om (r = 0,289; p = 0,042) u Grupi I bolesnika sa T2DM.
(Tabela 34)

Vrednost dijastolnog krvnog pritiska (DKP) statisticki je znacajno pozitivno korelisala
sa nivoom sE-selektina (r = 0,374; p = 0,007). Uocena je takode i slaba pozitivna povezanost

vrednosti DKP sa nivoom sP-selektina i vWF Ag-om, ali bez statisticke znacajnosti. (Tabela

34)

Tabela 34. Korelacije SKP i DKP sa markerima endotelne i trombocitne sktivacije

SKP DKP
Parametar r P r P
sE-selektin (ng/ml) 0,423 0,002 0,374 0,007
sP-selektin (ng/ml) 0,314 0,026 0,250 0,080
vWFAg (%) 0,289 0,042 0,175 0,225

Legenda: SKP - sistolni krvni pritisak;, DKP - dijastolni krvni pritisak; vWF Ag - Fon
Vilebrandov faktor
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4.3. Korelaciona analiza ispitivanih parametara u grupi bolesnika bez dijabetesa

(Grupa II — nonDM)

U grupi bolesnika bez dijabetesa, vrednost agregacije uz agonist TRAP (TRAP test) je
statisticki znacajno korelisala sa brojem neutrofila (r = 0,477; p< 0,001) dok nije bilo
statistiCki znaCajne povezanosti sa NLR-om (r = 0,022; p = 0,881) i koncentracijom
fibrinogena (r = 0,156; p= 0,280). Takode, vrednost agregacije uz agonist TRAP je bila
statisticki znacajno povezana sa brojem trombocita (r = 0,517; p <0,001), PCT- om (r =0,577,
p<0,001) i ADP testom (r= 0,695; p< 0,001), ali nije uocCena statisticki znacajna korelacija sa

nivoom ASPI testa (r = 0,232; p =0,105) i D-dimerom (r = 0,012; p = 0,935). (Tabela 35)

Tabela 35. Korelacije TRAP testa sa pojedinim laboratorijskim parametrima

Parametar r P
Neutrofili (n) 0,477 <0,001
NLR 0,022 0,881
Fibrinogen (g/1) 0,156 0,280
Trombociti (n) 0,517 <0,001
PCT (%) 0,577 <0,001
ADP (U) 0,695 <0,001
ASPI (U) 0,232 0,105
D-dimer (ng/ml) 0,012 0,935

Legenda: NLR — odnos neutrofila/limfocita; PCT — trombokrit; ADP — agregacija
trombocita indukovana adenozin difosfatom (ADP test); ASPI — agregabilnost trombocita
indukovana arahidonskom kiselinom (ASPI test);

U Grupi II (nonDM) vrednost agregacije uz agonist ADP nije u statisticki znacajnoj
korelaciji sa ITM-e (r = 0,173; p = 0,228), insulinom (r = -0,069; p = 0,633), HOMA-IR (r = -
0,049; p = 0,738), brojem leukocita (r = 0,274; p = 0,054), brojem neutrofila (r = 0,276;

p = 0,052), NLR-om (r = 0,025; p = 0,865), hsCRP-om (r = 0,066; p = 0,649), brojem
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trombocita (r = 0,148; p = 0,306), PCT-om (r = 0,244; p = 0,088), %rP (r=0,152; p=0,296) i
D-dimerom (r = 0,065; p = 0,652). (Tabela 36)

U ovoj ispitivanoj grupi, uofena je znafajna pozitivha povezanost agregacije
trombocita indukovane ADP-om sa nivoom agregacije indukovane arahidonskom kiselinom
(ASPI test) (r=0,315; p = 0,026), kao i izuzetno visoki stepen negativne korelacije agregacije

uz ADP sa %SATadp (r = -0,792; p <0,001). (Tabela 36)

Tabela 36. Korelacije ADP testa sa antropometrijskim i laboratorijskim parametrima

Parametar r p
ITM (kg/m2) 0,173 0,228
Insulin (mU/1) -0,069 0,633

HOMA-IR -0,049 0,738
Leukociti (n) 0,274 0,054
Neutrofili (n) 0,276 0,052

NLR 0,025 0,865
hsCRP (mg/1) 0,066 0,649
Trombociti (n) 0,148 0,306

PCT (%) 0,244 0,088

% 1P 0,152 0,296

D-dimer (ng/ml) 0,065 0,652
ASPI (U) 0,315 0,026
%SATadp -0,792 <0,001

Legenda: ITM — indeks telesne mase; HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model
homeostaze); NLR — odnos neutrofila/limfocita; hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni
protein;, PCT — trombokrit; %rP — procenat retikulisanih trombocita; ASPI — agregacija
trombocita indukovana arahidonskom kiselinom (ASPI test); %SATadp - procenat snizenja
bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrela

Uoceno je da %SATadp nije bio u statisticki znacajnoj korelaciji ni sa jednim
ispitivanim antropometrijskim parametrom: TM (r = -0,087; p = 0,547), ITM
(r =-0,006; p = 0,968), OS (r = 0,065; p = 0,652) i WHItR (r = -0,001; p = 0,996), kao ni sa

ispitivanim laboratorijskim parametrima metabolizma glukoze: insulin (r = -0,046; p =
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0,750), HOMA-IR (r = -0,055; p = 0,704). Takode, nije bilo statisticki znacajne korelacije
%SATadp sa parametrima inflamacije, endotelne i trombocitne aktivacije: broj neutrofila (r =
-0,001; p =0,996), hsCRP (r = 0,045; p = 0,757), %rP (r =0,148; p = 0,310), sE-selektin (r =

-0,109; p = 0,452) i sP-selektin (r =-0,048; p = 0,741). (Tabela 37)

Tabela 37. Korelacije %SATadp sa antropometrijskim i laboratorijskim parametrima

Parametar r p
™ (kg) 0,087 0,547
IT™ (kg/m2) -0,006 0,968
OS (cm) 0,065 0,652
WHtR -0,001 0,996
Insulin (mU/1) -0,046 0,750
HOMA-IR -0,055 0,704
Neutrofili (n) -0,001 0,996
hsCRP (mg/l) 0,045 0,757
%rP 0,148 0,310
sE-selektin (ng/ml) -0,109 0,452
sP-selektin (ng/ml) -0,048 0,741

Legenda: TM — telesna masa; ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka;, WHtR — odnos
obima struka i telesne visine, HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije (model
homeostaze); hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni protein;, %rP — procenat retikulisanih
trombocita

U Grupi II (nonDM) vrednost agregacije indukovane arahidonskom kiselinom (ASPI
test) je u statisticki znacajno pozitivnoj korelaciji sa brojem trombocita (r = 0,280; p = 0,049)
i PCT-om (r = 0,345; p = 0,014). Takode se uocava i izuzetno visok stepen negativne

korelacije ASPI testa sa %SATaspi (r =-0,898; p=<0,001). (Tabela 38)
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Tabela 38. Korelacije agregacije ASPI sa laboratorijskim parametrima

Parametar r P
Trombociti (n) 0,280 0,049
PCT (%) 0,345 0,014
%SATaspi -0,898 <0,001

Legenda: PCT — trombokrit; %SATaspi - procenat snizenja bazalne agregabilnosti
trombocita pod terapijom aspirinom

U Grupi II (nonDM), %SATaspi nije u statisticki znacajnoj korelaciji sa %rP (r =

0,119; p=0,498) i vWFAg (r=-0,220; p= 0,196). (Tabela 39)

Tabela 39. Korelacije %SATaspi sa laboratorijskim parametrima

Parametar r P
%rP 0,119 0,498
vWFAg (%) -0,220 0,196

Legenda: %rP — procenat retikulisanih trombocita; vVWF Ag - Fon Vilebrandov faktor

U grupi bolesnika sa nonDM %rP nije statisticki znacajno korelisao sa ispitivanim
antropometrijskim parametrima, TM (r = 0,004; p = 0,980), ITM (r = 0,187;
p = 0,198), OS (r = 0,023; p = 0,878) i WHtR (r = 0,097; p = 0,507), kao ni sa ispitivanim
laboratorijskim parametrima metabolizma glukoze i parametrima inflamacije: HOMA-IR (r =
0,032; p = 0,827) i HbAlc (r = 0,096; p = 0,513), broj neutrofila (r = 0,192; p = 0,187),
hsCRP (r = 0,108; p = 0,460) i fibrinogen (r = 0,053; p = 0,719). Takode nije bilo statisticki
znacajne korelacije %rP sa sP-selektinom (r = 0,061; p = 0,678) i vVWFAg-om (r = 0,046; p =

0,755) u grupi bolesnika bez dijabetesa. (Tabela 40)
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Tabela 40 . Korelacije %rP sa antropometrijskim i laboratorijskim parametrima

Parametar r P

™ (kg) 0,004 0,980

ITM (kg/m2) 0,187 0,198

OS (cm) 0,023 0,878

WHtR 0,097 0,507

HOMA-IR 0,032 0,827

HbA1c (mmol/mol) 0,096 0,513

Neutrofili (n) 0,192 0,187

hsCRP (mg/1) 0,108 0,460

Fibrinogen (g/1) 0,053 0,719

sP-selektin (ng/ml) 0,061 0,678

vWFAg (%) 0,046 0,755
Legenda: TM - telesna masa, ITM — indeks telesne mase; OS — obim struka; WHtR — odnos
obima struka i telesne visine;, HOMA — IR — indeks insulinske rezistencije(model

homeostaze); HbAlc — glikozilirani hemoglobin;, hsCRP - visoko osetljivi C- reaktivni
protein; VWF Ag - Fon Vilebrandov faktor

U Grupi II (nonDM) vrednost sistolnog krvnog pritiska (SKP) nije u statisticki
znacajnoj korelaciji sa sE-selektinom (r = -0,128; p = 0,3777), sP-selektinom
(r=-0,245; p=0,086) i vWFAg-om (r =0,142; p=0,324) . (Tabela 41)

Takode, ni vrednost dijastolnog krvnog pritiska (DKP) nije statisticki znacajno
korelisala sa vrednostima sE-selektina (= -0,060;, p = 0,679), sP-selektina

(r=-0,090; p=10,534) i vVWFAg-om (r = 0,024; p = 0,870). (Tabela 41)

Tabela 41. Korelacije SKP i DKP sa pokazateljima endotelne aktivacije

SKP DKP
Parametar r P r P
sE-selektin -0,128 0,377 -0,060 0,679
sP-selektin -0,245 0,086 -0,090 0,534
vWFAg 0,142 0,142 0,024 0,870

Legenda: SKP - sistolni krvni pritisak; DKP - dijastolni krvni pritisak; vVWF Ag - Fon
Vilebrandov faktor
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4.4. Multivarijantna linearna regresiona analiza u grupi bolesnika sa T2DM
U grupi bolesnika sa T2DM, utvrdena je nezavisna povezanost TRAP testa sa aPTT-

om (B = 3,64; p = 0,005) i fibrinogenom (B = 9,61; p = 0,009). (Tabela 42)

Tabela 42. Nezavisni prediktori TRAP testa (konstanta modela = -21,39)

TRAP R=0,477 p= 0,002
aPTT B= 3,64 p= 0,005
fibrinogen B=9,61 p= 0,009

Takode, multivarijantnom linearnom regresionom analizom je utvrdena nezavisna
povezanost agregacije trombocita indukovane ADP-om (ADP test) sa indeksom telesne mase

(ITM) (B= 1,43; p=0,043) i aPTT-om (B= 2,75; p=0,016) (Tabela 43).

Tabela 43. Nezavisni prediktori ADP testa (konstanta modela = -40,63)

ADP R=0,439 p= 0,007
I™ B=1,43 p= 0,043
aPTT B=2,75 p=0,016

U istoj grupi bolesnika, uocena je nezavisna povezanost %ASPI/TRAP sa vVWFAg-om

(B=-0,063; p=0,014) i PT — om (B=4,00; p=0,021) (Tabela 44).

Tabela 44. Nezavisni prediktor %ASPI/TRAP (konstanta modela = 26,75)

%ASPI/TRAP R=0,531 p= 0,006
VWF Ag B=- 0,063 p=0,014
PT B= 4,00 p=10,021
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4.5.Analiza ispitivanih podgrupa u odnosu na stepen rezidualne aktivnosti trombocita

4.5.1. Analiza agregabilnosti trombocita i odgovora na antitrombocitnu terapiju u

podgrupama prema kvartilnoj distribuciji ADP testa kod bolesnika sa T2DM (Grupa I)

Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi I — T2DM

Uradena je podela na Cetiri podgrupe unutar Grupe I - T2DM na osnovu kvartilne distribucije
ADP testa, prema ¢ijoj vrednosti se definiSe rezidualna aktivnost trombocita pod dejstvom
terapije klopidogrela. (Tabela 45 i Grafikon 8)

U ovoj ispitivanoj grupi, kod sedam bolesnika doslo je do ponovljenog aterotromboznog
akcidenta, i to kod 2 (15%) u drugom kvartilu, 2 (15%) u treCem i 3 (25%) u cetvrtom

kvartilu.

Tabela 45. Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi [ - T2DM

Kvartil I Kvartil I1 Kvartil 111 Kvartil IV
n=12 n=13 n=13 n=12
ADP (U) <53,50 53,50-69,50 | 69,60-79,25 >7925
Ponovna
tromboza 0 2(15) 2(15) 3(25)

Legenda: Rezultati su prikazani kao n (%)
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Grafikon 8. Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi [ — T2DM

Primenom FiSerovog LSD testa (post hoc test), uradeno je poredenje nivoa TRAP testa, ADP

testa, %SATadp, ASPI testa i %SATaspi izmedu podgrupa konstruisanih prema ADP

kvartilnoj distribuciji.

Uocava se da postoji statisticki signifikantan porast vrednosti TRAP testa, tj. ukupne bazalne

agregabilnosti trombocita od najmanjeg do najveéeg kvartila, sa statisticki signifikantnom

razlikom na nivou p < 0,001 izmedu svakog pojedinog ispitivanog kvartila; (76,50 £19,91 vs.

94,54+ 16,67 vs. 112,00 = 10,22 vs. 128,92 15,69 U; p <0,001). Ispitanici u cetvrtom

kvartilu imaju statisticki signifikantno najvisu ukupnu bazalnu agragabilnost trombocita.

(Tabela 46 i Grafikon 9)
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Grafikon 9. Distribucija vrednosti TRAP testa prema kvartilima u Grupi [ — T2DM

Grafikon 10 prikazuje porast vrednosti ADP-a, tj. rezidualne aktivnosti trombocita nakon
primenjene terapije klopidogrelom, od najmanjeg do najvecéeg kvartila, sa statisticki
signifikantnom razlikom na nivou p < 0,001 izmedu svakog pojedinog ispitivanog kvartila;

(43,33 £4,52 vs. 64,17 + 4,84 vs. 74,08 + 2,59 vs. 100,67 £15,44 U; p<0,001). (Tabela 46)
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Grafikon 10. Distribucija vrednosti ADP testa prema kvartilima u Grupi [ — T2DM

Analiziraju¢i odgovor na terapiju klopidogrelom, a na osnovu procenta sniZenja
bazalne agregabilnosti trombocita, (%SATadp = 100 x (I-ADP/TRAP), ustanovljeno je da
postoji tendencija signifikantnog pada nivoa %SATadp pocevsi od prvog prema Cetvrtom
kvartilu. Uoceno je da su najveéi procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita, imali
ispitanici u prvom kvartilu ADP-a, gde je preostala i najmanja rezidualna aktivnost trombocita
te je nivo %SATadp prvog kvartila signifikantno visi u odnosu na %SATadp drugog kvartila
(40,42+13,33 vs. 31,20+11,82%; p=0,038). Nije bilo signifikantne razlike u %SATadp
izmedu drugog i tre¢eg kvartila (31,20+11,82 vs. 33,16+£7,03 %; p= 0,645). Signifikantno nizi
%SATadp su imali ispitanici u podgrupi Cetvrtog kvartila u odnosu na %SATadp treceg

kvartila (21,53+10,16 vs. 33,16+7,03%; p=0,010). (Grafikon 11 i Tabela 46)
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Na osnovu prethodnih analiza, u ¢etvrtom kvartilu je konstatovan najlo$iji odgovor na
terapiju klopidogrelom procenjen putem %SATadp kao i najvisa vrednost rezidualne
aktivnosti trombocita procenjena vrednos¢éu ADP testa. Takode, najbolji odgovor na terapiju
klopidogrelom ustanovljen je kod ispitanika u prvom kvartilu, gde je bio najvec¢i %SATadp i
najmanja rezidualna aktivnost trombocita procenjena ADP testom. (Tabela 46 1 Grafikoni 10 i

11)

Grupa I - T2DM

P < 0,001

45.00 40.42

40.00 3150 33,16

o P-0,038

3000 P=0,645 21.53

=00 P=0,010
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Grafikon 11. Distribucija vrednosti %6SATadp prema kvartilima u Grupi [ — T2DM

Grafikon 12 prikazuje tendenciju postepenog porasta vrednosti ASPI testa u odnosu na
ispitivane kvartile, sa statisti¢ki signifikantnom razlikom izmedu prvog i Cetvrtog kvartila
(29,30 + 12,02 vs. 58,00 £ 25,83; p = 0,002). Medutim, nije bilo statisticki signifikantne

razlike izmedu vrednosti ASPI testa izmedu prvog i drugog (29,30+£12,01 vs. 41,33+19,98;
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p=0,157), drugog i treceg (41,33£19,98 vs. 43,1749,96; p=0,821) kao ni izmedu treceg i

Cetvrtog kvartila (43,1749,96 vs. 58,00+25,83; p=0,074). (Tabela 46 i Grafikon 12)

Grupa [ - T2DM
P=10,002 58.00
60.00
43.17
50.00 41.33 P=0,074
= 40.00 =
% 29.30 P=0,821
<
P=0,157
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20.00
10.00
0.00
KVI KV2 KV3 KV4

Grafikon 12 . Distribucija vrednosti ASPI testa prema kvartilima u Grupi I — T2DM

Analiziraju¢i odgovor na terapiju aspirinom, na osnovu procenta snizenja bazalne
agregabilnosti trombocita, (%SATaspi =100 x (I-ASPI/TRAP), ustanovljeno je da ne postoji
razlika u procentu snizenja bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom aspirinom
izmedu poredenih podgrupa prema kvartilnoj raspodeli (p>0,05;sve). (Tabela 46 i Grafikon

13)
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Grafikon 13. Distribucija vrednosti %SATaspi prema kvartilima u Grupi I — T2DM

U Grupi [ - T2DM izdvaja se i signifikantan porast broja trombocita od prvog do cetvrtog
kvartila sa statisticki znacajnom razlikom broja trombocita drugog, tre¢eg i Cetvrtog kvartila u
odnosu na prvi kvartil. Takode postoji tendencija porasta %rP od prvog do Cetvrtog kvartila,
ali bez statisticke znacajnosti. (Tabela 46)

Izdvaja se takode i statisticki signifikantan porast koncentracije insulina sa statisticki zna¢ajno
vi§im vrednostima insulina u ¢etvrtom kvartilu u odnosu na njegove koncentracije u prvom i
drugom kvartilu. Uporedo sa vrednostima insulina, raste i vrednost HOMA-IR, ali bez
statisticke znacajnosti. (Tabela 46)

Uocene su i statisticki znacajno viSe vrednosti broja neutrofila i NLR u Cetvrtom kvartilu u
odnosu na vrednosti prvog i drugog kvartila, kao i statiticki znacajno viSe vrednosti
koncentracije hsCRP-a u ¢etvrtom kvartilu u odnosu na vrednosti prvog kvartila. (Tabela 52)

Vrednosti D - dimera pokazuju tendenciju porasta od prvog ka cetvrtom kvartilu, ali bez

statisticke znacajnosti. (Tabela 46)
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Tabela 46. Analiza laboratorijskih parametara prema kvartilima ADP-a u Grupi [ — T2DM

Parametar 1 kvartil 2 kvartil 3 kvartil 4 kvartil
n =12 n=13 n=13 n=12

TRAP (U) 76,50 £19,91 94,54+ 16,67* | 112,00 £ 10,22*§ | 128,92 +15,69*§7#
ADP (U) 43,33 +4,52 64,17 +4,84* | 74,08 + 2,59*§ 100,67 £15,44*§¥
%SATadp 40,42+13,33 31,20+11,82* | 33,16+7,03 21,53+10,16*§7
ASPI (U) 29,30+12,02 41,33+£19,98 43,17+9,96 58,00+25,83*
%SATaspi 60,13+17,55 57,92+13,64 60,91+9,89 57,79+16,87
Trombociti (n) 203,25449,0 254,69+48,3 * | 278,54+65,4 * 271,41+ 44,5*
%orP 2,89+1,15 3,13+1,01 3,93+1,39 3,76+1,42
ITM (kg/m?) 29,53+4,99 30,18+3,49 31,23+3,56 32,60+4,52
OS (cm) 105,25+4,27 106,77+£2,97 109,38+9,99 113,92+12,79
IRI (mU/1) 15,58+5,42 16,64+4,51 18,10+9,11 23,214+6,86 *§
HOMA-IR 5,10+2,26 5,71+1,97 6,72+3,33 7,02+2,50
Neutrofili (n) 3,83+1,18 3,54+1,23 4,17+1,28 5,3242,38*§
NLR 1,55+0,70 1,68+0,85 2,07+0,64 3,14£2,83 * §
hsCRP (mg/l) 1,73+1,53 3,79+3,33 5,58+3,48* 5,35+2,20 *

D — dimer (ng/ml)

220,91+123,66

285,69+137,90

273,38+149,76

362,08+142,42

* LSD Fisher's, (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi I kvartila

§ LSD Fisher's, (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi Il kvartila

FLSD, Fisher's (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi Il kvartila
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4.5.2. Analiza agregabilnosti trombocita i odgovora na antitrombocitnu terapiju u
podgrupama prema kvartilnoj distribuciji ADP testa kod bolesnika bez dijabetesa
(Grupa Il — nonDM)

Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi II- nonDM

Uradena je podela na cetiri podgrupe unutar Grupe II - nonDM na osnovu kvartilne
distribucije ADP testa, prema ¢ijoj vrednosti se definiSe rezidualna aktivnost trombocita pod
dejstvom terapije klopidogrela. (Tabela 47 i Grafikon 14)

U ovoj ispitivanoj grupi, kod dva bolesnika doslo je do ponovljenog aterotromboznog

akcidenta, i to 1 (6%) u drugom kvartilu i 1 (8%) u Cetvrtom kvartilu.

Tabela 47. Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi [I-nonDM

Parametar Kvartil 1 Kvartil 11 Kvartil [II | Kvartil IV
n=12 n=16 n=10 n=12
ADP (U) < 41,70 41,70 - 58,00 | 58,10 - 71,50 >71,50
Ponovna
tromboza 0 1(6) 0 1(8)

Legenda: Rezultati su prikazani kao n (%)
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Grafikon 14. Podela na kvartile prema vrednosti ADP testa u Grupi Il — nonDM

Primenom FiSerovog LSD testa (post hoc test), uradeno je poredenje nivoa TRAP testa, ADP
testa, %SATadp, ASPI testa i %SATaspi izmedu podgrupa konstruisanih prema ADP

kvartilnoj distribuciji.

Grafikon 15 prikazuje signifikantan porast vrednosti TRAP testa od prvog do ¢etvrtog kvartila
(93,0£18,04 vs. 127,90£19,27 U; p<0,001). Takode se uocava signifikantno visa vrednost
TRAP testa izmedu drugog i tre¢eg kvartila (102,50+17,54 vs. 121,10+18,07 U; p=0,015),
dok nema razlike izmedu vrednosti TRAP testa izmedu prvog i drugog (93,00+18,04 vs.
102,50£17,54; p=0,178) kao ni izmedu treceg 1 cetvrtog kvartila (121,10+18,07

+127,90+19,27 U; p=0,386). (Grafikon 15 i Tabela 48)
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Grafikon 15 . Distribucija vrednosti TRAP testa prema kvartilima u Grupi Il -nonDM

Grafikon 16 prikazuje porast vrednosti ADP testa, tj. rezidualne aktivnosti trombocita od
najmanjeg do najveceg kvartila, sa statisticki signifikantnom razlikom na nivou p < 0,001
izmedu svakog pojedinog ispitivanog kvartila; (32,33 £5,10 vs. 51,06 + 6,09 vs. 64,10 + 4,31

vs. 83,42 +10,61 U; p<0,001). (Grafikon 16 i Tabela 48)
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Grafikon 16. Distribucija vrednosti ADP testa prema kvartilima u Grupi Il — nonDM

Analiziraju¢i odgovor na terapiju klopidogrelom, na osnovu procenta snizenja bazalne
agregabilnosti trombocita, (%SATadp =100 x (1-ADP/TRAP), ustanovljeno je da postoji
tendencija signifikantnog pada nivoa %SATadp pocevsi od prvog prema Cetvrtom kvartilu.
Uoceno je da su najveci procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita, imali ispitanici u
prvom kvartilu ADP-a, gde je preostala i najmanja rezidualna aktivnost trombocita te je nivo
%SATadp prvog kvartila signifikantno viSi u odnosu na %SATadp drugog kvartila
(63,50£10,95 vs. 49,50£5,64 %; p<0,001). Nije bilo signifikantne razlike u %SATadp izmedu
drugog i treCeg kvartila (49,50+5,64 vs. 46,10£7,79 %; p= 0,269). Signifikantno nizi
%SATadp su imali ispitanici u podgrupi Cetvrtog kvartila u odnosu na %SATadp treceg
kvartila (34,40+4,63 vs. 46,10+£7,79%; p=0,001). (Tabela 48 i Grafikon 17)

Na osnovu prethodnih analiza, u ¢etvrtom kvartilu je konstatovan najlosiji odgovor na terapiju
klopidogrelom procenjen putem %SATadp kao i najviSa vrednost rezidualne aktivnosti

trombocita procenjena vredno$éu ADP testa. Takode, najbolji odgovor na terapiju
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klopidogrelom ustanovljen je kod ispitanika u prvom kvartilu, gde je bio najve¢i %SATadp 1

najmanja rezidualna aktivnost trombocita procenjena ADP testom. (Grafikoni 161 17)
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Grafikon 17 . Distribucija vrednosti %SATadp prema kvartilima u Grupi Il -nonDM

Grafikon 18 prikazuje statisticki signifikantnu razliku u vrednosti ASPI testa izmedu prvog i
Cetvrtog kvartila (28,00£10,68 vs. 43,80+15,59; p=0,023). Medutim, nije bilo statisticki
signifikantne razlike izmedu vrednosti ASPI testa izmedu prvog i drugog (28,0+£10,68 vs.
38,3+19,06;p=0,123), drugog i treceg (38,3+£19,06 vs. 31,0+£6,96; p=0,370) kao ni izmedu

treceg i Cetvrtog kvartila (31,0+£6,96 vs. 43,8+15,59; p=0,125). (Tabela 48 i Grafikon 18)




dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

Grupa II - nonDM
P=0,023 4330
45.00 3827
40.00
35.00 28.58 =10
3000 =0,125
= P=0,123 P=0,370
— 25.00
=
Z 2000
15.00
10.00
5.00
0.00
KV1 KV2 KV3 KV4

Grafikon 18. Distribucija vrednosti ASPI testa prema kvartilima u Grupi Il — nonDM

Analiziraju¢i odgovor na terapiju aspirinom, na osnovu procenta snizenja bazalne
agregabilnosti trombocita, (%SATaspi = 100 x (1-ASPI/TRAP), ustanovljeno je da ne postoji
razlika u procentu snizenja bazalne agregabilnosti trombocita pod terapijom aspirinom
izmedu poredenih podgrupa prema kvartilnoj raspodeli (p>0,005;sve). (Tabela 48 1 Grafikon

19)
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Grafikon 19. Distribucija vrednosti %SATaspi prema kvartilima u Grupi Il — nonDM

U Tabeli 48 izdvojio se 1 statisticki znacajno veci broj trombocita i neutrofila u tre¢em

kvartilu u odnosu na njihove vednosti u prvom i drugom kvartilu.

Posmatrajuci ostale analizirane parametre (%rP, ITM, OS, IRI, HOMA-IR, NLR, hsCRP i D-

dimer) nije primec¢en trend njihovog porasta od prvog do cetvrtog kvartila. (Tabela 48)
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Tabela 48. Analiza laboratorijskih parametara prema kvartilima ADP-a u Grupi Il — nonDM

Parametar 1 kvartil 2 kvartil 3 kvartil 4 kvartil
n =12 n=16 n=10 n=12

TRAP (U) 93,0+18,04 102,50+17,54 | 121,10+18,07 127,90+19,27
ADP (U) 32,33 £5,10 51,06 6,09 | 64,10+4,31*§ | 83,42 +10,61*§
%SATadp 63,50+10,95 | 49,50+5,64% | 46,10+£7,79* 34,40+4,63*§7
ASPI (U) 28,00+10,68 | 38,3+19,06 31,0+6,96 43,8+15,59*
%SATaspi 71,6£9,65 64,8+11,59 75,5+5,66 66,2+10,37
Trombociti (n) 232,25456,62 | 247,87+56,52 | 318,20+£52,02*§ | 241,20+56,05
%orP 2,16+1,73 2,60+1,17 2,31+1,16 2,06+1,15
ITM (kg/m?) 25,42+3,48 26,22+3,34 24,39+2,59 24,18+4,42
OS (cm) 90,16+11,24 | 97,25+9,34 89,70+9,98 88,08+13,38
IRI (mU/1) 11,19+6,84 12,73+7,02 12,47+6,13 10,254+4,84
HOMA-IR 2,67+1,75 3,27+1,72 3,06£1,56 2,51+1,20
Neutrofili (n) 3,38+0,80 3,84+1,27 5,08+1,54*§ 421+1,43
NLR 1,58+0,55 2,14+1,28 2,03+0,69 1,74+0,48
hsCRP (mg/l) 1,33+1,58 2,74+1,03 1,87£1,94 1,59+2,18
D — dimer (ng/ml) | 209,75+89,82 | 181,31+87,62 | 211,40+72,09 221,58+153,29

* LSD Fisher’s (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi I kvartila

§ LSD Fisher’s (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi Il kvartila

7 LSD Fisher’s (post hoc test), statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na vrednost u

podgrupi Il kvartila

129




dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

5. DISKUSIJA

Dijabetes melitus je kompleksna metabolicka bolest tokom koje nastaju brojne
promene na razli¢itim segmenatima vaskularnog korita. [ako je veza izmedu T2DM i nastanka
kardiovaskularnih bolesti davno ustanovljena, razotkrivanje kompleksnih patofizioloskih
procesa koji dovode do razli¢itih vaskularnih dogadaja je i dalje predmet istrazivanja.
Uzrocno posledicne veze pojedinih komponenata specificnog metabolickog miljea T2DM
(visceralni tip gojaznosti, insulinska rezistencija, hiperinsulinizam, hiperglikemija, aterogena
dislipidemija) indukuju odvijanje zaCaranog kruga unutar samog zida krvnog suda
promovisSuc¢i aterogenezu i nastanak aterotromboznih komplikacija. Ovi procesi obuhvataju
endotelnu disfunkciju, oksidativni stres, hroni¢nu inflamaciju, hiperaktivnost i aktivaciju
trombocita te naruSavanje ravnoteze procesa koagulacije i fibrinolize od najranijih faza
razvoja samog dijabetesa (4,246). Istrazivanje kompleksnih uzro¢no posledi¢nih veza ovog
sloZzenog metaboli¢ko - vaskularnog poremecaja, omoguéava ne samo primarnu prevenciju
nastanka vec¢ i efikasnu terapiju ve¢ nastalih aterotromboznih komplikacija.

Rezultati nase studije ukazuju na postojanje znacajno poviSenih koncentracija
cirkuliSu¢ih biomarkera endotelne aktivacije, sE—selektina i vWF Ag-a, poviSenog nivoa
biomarkera trombocitne aktivacije, sP-selektina, kao 1 visokog stepena rezidualne
agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrelom udruzeno sa viSim stepenom
rezistencije na ovu vrstu antiagregacione terapije kod bolesnika sa T2DM u odnosu na
bolesnike sa arterijskim ishemijskim oboljenjem bez dijabetesa. Takode, u grupi dijabeticara
su ucestaliji ponovljeni aterotrombozni akcidenti.

Ispitivanjem smo utvrdili da je u grupi dijabeticara prisutan specifican metabolicko —
inflamatorni status koji se ogleda u postojanju gojaznosti, visceralnog tipa, prisustva

insulinske rezistencije, hiperinsulinemije, hiperglikemije, dislipidemije i hronicne
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inflamatorne komponente niskog stepena. U ovih bolesnika postoji znacajno viSi stepen
endotelne i trombocitne aktivacije uz postojanje hiperkoagulabilnosti u odnosu na ispitanike
bez dijabetesa.

Analizom niza metabolickih, inflamatornih, trombocitnih i endotelnih parametara,
utvrdili smo postojanje povezanosti nepovoljnog metabolickog statusa, endotelne disfunkcije,
inflamacije 1 aktivacije trombocita, kako medusobno, tako i sa stepenom agregabilnosti
trombocita pod dejstvom terapije klopidogrela i odgovorom na ovu vrstu antitrombocitne
terapije u grupi bolesnika sa T2DM.

Antitrombocitna  terapija je kamen temeljac moderne farmakoterapije
kardiovaskularnih aterotromboznih bolesti, a dvojna antitrombocitna terapija klopidogrelom i
aspirinom je najceSce primenjivana u leCenju akutnih ishemijskih dogadaja (247). Takode,
ovaj vid terapije se smatra superiornim u odnosu na primenu samog aspirina u cilju prevencije
rekurentnih aterotromboznih ataka $to je od posebnog znacaja kod bolesnika sa T2DM (248).

Mnogobrojne studije su ukazale na to da uprkos primeni dvojne antiagregacione
terapije, u jednog broja bolesnika dolazi do ponavljanih aterotromboza. Istrazivanjem ovog
fenomena, uspostavljena je moguca veza izmedu stepena rezidualne trombocitne aktivnosti,
merene razli¢itim laboratorijskim testovima, i nepovoljnog klinickog ishoda, $to ukazuje da u
osnovi ovih klinickih dogadaja lezi zapravo rezistencija na antiagregacionu terapiju (247).
Smanjen odgovor na terapiju klopidogrelom, bez obzira na primenu dvojne antiagregacione
terapije, smatra se jednim od najvaznijih razloga za nastanak ponavljanih ishemijskih
dogadaja. Medutim, brojne studije koje su ispitivale fenomen rezistencije na klopidogrel,
pokazale su veliku razli¢itost objavljenih rezultata, kako s laboratorijske, tako i sa klinicke
tacke gledista te je interindividualna varijabilnost odgovora na primenjeni klopidogrel postao
klinicki entitet koji se sve vise istrazuje (216, 249). Ono Sto bi mogao biti uzrok disperzije

rezultata ucestalosti i stepena rezistencije na terapiju klopidogrelom jeste svakako dizajn
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opservacionih studija koje su koristile razli¢ite dozne rezime, pratile Cesto heterogene grupe
bolesnika u razli¢itim vremenskim intervalima te Koristile razlicite vrste laboratorijske
evaluacije funkcije trombocita nakon primenjene terapije (250). Takode, nisu sve studije na
jednak nacin tretirale moguée farmakogenomske, farmakodinamske i farmakokinetske
mehanizme nastanka rezistencije na ovaj lek (247). Veliki problem predstavlja moguénost
uporedivanja rezultata ovih studija usled koriStenja razli¢itih laboratorijskih metodologija u
cilju evaluacije odgovora na antitrombocitnu terapiju (216). Laboratorijska rezistencija na
klopidogrel (in vitro neadekvatno blokiranje tombocitne reaktivnosti bez obzira na
primenjenu antitrombocitnu terapiju) ovisi uveliko o primenjenoj metodologiji, nacinu i
vremenu uzorkovanja krvi, primenjenoj dozi leka i izabranoj grani¢noj vrednosti koja
kvantifikuje rezidualnu trombocitnu aktivnost u toku antitrombocitne terapije §to je i jedan od
razloga Sirokog raspona od 4 — 44% detektovane rezistencije na klopidogrel u razlicitim
studijama (216, 249, 251). S klinicke tacke glediSta, manifestacije rezistencije na klopidogrel
su ipak manje ucestale (249). U zavisnosti od dizajna studije, heterogenosti grupa ukljuc¢enih
ispitanika i vremenskog intervala pracenja, incidenca nepovoljnog ishemijskog dogadaja kod
bolesnika na terapiji klopidogrelom varira od 0,6%, kod kratkorocnog pracenja unutar mesec
dana nakon PCI, (252) do 19,7%, kod dvogodisnjeg pracenja ispitanika sa T2DM (253).

Posto su uoceni nedostaci pracenja efikasnosti odgovora na terapiju klopidogrelom
merenjem promene vrednosti ADP-om indukovane agregabilnosti pod terapijom, u odnosu na
njenu bazalnu vrednost pre uvodenja terapije, 2010. godine, konsenzusom je predloZeno
laboratorijsko pracenje apsolutnog nivoa reaktivnosti trombocita pod terapijom (eng. on-
treatment platelet reactivity). Ovo se smatralo boljom laboratorijskom merom tromboznog
rizika nego do tada primenjivani odgovor na terapiju klopidogrelom. Na osnovu
mnogobrojnih izvedenih klinickih studija, definisane su grani¢ne vrednosti ovog parametra,

merenog razliCitim laboratorijskim metodologijama, ali samo u cilju stratifikacije rizika za
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ishemijski dogadaj nakon PCI, ukljucujuci restenozu stenta i bez posebnog izdvajanja
bolesnika sa dijabetesom i/ili onih sa AKS kod kojih nije izvedena PCI, kao i bolesnika sa
drugim tipom ishemijske bolesti (231).

Veoma mali broj do sada izvedenih prospektivnih studija, koje su ispitivale efikasnost
primenjene terapije klopidogrelom, su posebno izdvojile grupu bolesnika sa T2DM, bez
obzira na saznanje o hiperaktivnosti ‘’dijabeti¢kih’’ trombocita per se (247). Poslednje studije
ukazuju na to da je prevalenca rezistencije na klopidogrel veca u dijabetiCara u odnosu na
bolesnike bez dijabetesa (216, 254) te da dugotrajna dvojna terapija nije efikasnija kod
dijabetiCara u odnosu na primenu samog aspirina (254, 255). Kompleksne multikauzalne veze
izmedu razlicitih klinickih, genetskih i ¢elijskih faktora mogle bi biti uzrokom loseg odgovora
na klopidgrel i povecanu aktivnost trombocita pod antitrombocitnom terapijom (220, 255,
256). Razliciti metabolicki, inflamatorni i celularni poremecaji koji uslovljavaju nastanak
endotelne disfunkcije, prokoagulantnog stanja i1 trombocitne hiperaktivnosti svakako
povecavaju aterotrombozni rizik kod bolesnika sa T2DM (193).

U naSoj studiji, procenu efikasnosti antiagregacione terapije vrSili smo metodom
impedantne agregometrije (MEA). Istrazivanja su pokazala da postoji visok stepen korelacije
ove metode sa LTA koja se smatrala istorijskim ’zlatnim standardom’> monitoringa
trombocitne funkcije (257), postoji moguénost detekcije visokog stepena rezidualne
reaktivnosti trombocita pod terapijom klopidogrelom (258), a pojedine studije su ukazale na
dobru specifi¢nost i senzitivnost ove metodologije u predikciji rizika za nastanak tromboze
nakon ugradnje stenta (252, 259). Unazad nekoliko godina, izvedeno je viSe studija koje su
ukazale ne samo na visok stepen korelacije, ve¢ i usaglaSenost najcesce upotrebljavanih
laboratorijskih metoda za procenu funkcije trombocita (impedantna agregometrija, VASP,
VerifyNow i LTA) pod dejstvom antitrombocitne terapije klopidogrelom, Sto ukazuje na

mogucnost njihovog paralelnog koriStenja (260, 261, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 268, 269).
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(Prilog 1 1 2) Takode, odredeni autori su napravili iskorak u tim studijama i jasno ukazali na
prednost koriStenja Multiplate agregometrije kao pouzdane metode evaluacije funkcije
trombocita u odnosu na druge pomenute metode u proceni rizika za nastanak nepovoljnog
ishemijskog dogadaja. (261, 259). Imajué¢i u vidu ove podatke, u naSoj studiji, u cilju
ispitivanja  mogucénosti  procene efikasnosti primenjene antitrombocitne  terapije
tienopiridinima impedantnom agregometrijom u bolesnika sa boles¢u arterijskih krvnih
sudova nismo komparirali metodu impedantne agregometrije sa drugim metodama testiranja
funkcije trombocita ve¢ smo prihvatili impedantnu agregometriju kao metodu izbora.

Imaju¢i u vidu novije preporuke o moguénostima evaluacije efekta antitrombocitne
terapije tienopiridinima, (231) merili smo nivo ADP testa, ¢ije vrednosti su ukazivale na
ADP-om indukovanu agregabilnost trombocita tj. stepen trombocitne reaktivnosti pod
terapijom klopidogrelom. Nivo izmerenog ADP-a, smatran je merom postojece, rezidualne

agregabilnosti trombocita pod dejstvom primenjene terapije.

Osim toga, u cilju procene odgovora na terapiju klopidogrelom izracunavali smo
procenat snizenja ukupne bazalne agregabilnosti trombocita nakon primenjene terapije
klopidogrelom, %SATadp. Na ovaj nacin smo hteli da evaluiramo odgovor na terapiju
klopidogrelom i njegovu sposobnost da redukuje agregabilnost trombocita. Izmereni nivo
TRAP testa, sluzio je kao mera ukupne bazalne agregabilnosti trombocita kod bolesnika na
terapiji klopidogrelom (i aspirinom) jer terapija klopidogrelom ispoljava veoma mali uticaj, a
terapija acetilsalicilnom kiselinom nema uticaja na njegovu vrednost.

Gremmel i autori su ispitali moguénost koriStenja TRAP testa kao pozitivne kontrole
prilikom evaluacije rezidualne trombocitne agregabilnosti indukovane ADP-om kod
ispitanika na terapiji klopidogrelom. Najve¢i stepen linearne korelacije uocen je upravo
izmedu ADP-om i TRAP-om indukovane agregabilnosti (r=0,72;p<0,001) merene metodom

impedantne agregometrije (MEA) za razliku od ostalih testiranih metodologija gde je stepen
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korelacije bio znatno nizi ili odsutan. Smatra se da je uzrok ovako visoke korelacije sam
princip laboratorijske metodologije kojom se detektuje agregabilnost trombocita indukovana
ovim agonistima, ali da postoji mogucnost in vitro veéeg uticaja klopidogrela na TRAP-om
indukovanu agregabilnost. Autori su zakljucili da upotreba TRAP testa kao pozitivne kontrole
moze biti ograni¢ena samo na MEA metodologiju, uz opreznu interpretaciju rezultata kod
pojedinog bolesnika (270). Kada smo u nasoj studiji testirali korelaciju TRAP-om i ADP-om
indukovane agregabilnosti, uocili smo takode snazan stepen povezanosti izmedu ovih
parametara u obe ispitivane grupe: Grupa [ -T2DM (1=0,786; p<0,001); Grupa II — nonDM
(r=0,695;p<0,001). Na taj nacin, unutar same metode impedantne agregometrije, koristili smo
zapravo dva nacina evaluacije agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrelom, i to
opSte prihvaenim merenjem nivoa ADP testa, kao 1 utvrdivanjem %SATadp, kao
pokazateljem odgovora na terapiju klopidogrelom, a koji su pokazali visok stepen medusobne
inverzne korelacije (ADP:%SATadp; = -0,577;p<0,001).

Svi bolesnici, u obe ispitivane grupe, bili su na kontinuiranoj terapiji klopidogrelom u
dozi od 75 mg/dan. Analiziranjem ispitivanih parametara agregabilnosti i odgovora na
terapiju klopidogrelom, uocili smo da bolesnici sa T2DM imaju statisticki znacajno vise
vrednosti ADP testa (70,3+22,0 vs. 56,9+19,7 U;p=0,002) u odnosu na bolesnike bez
dijabetesa koji su takode leceni klopidogrelom, §to znac¢i da kod ovih bolesnika postoji mnogo
visi stepen rezidualne agregabilnosti trombocita, bez obzira na primenjenu antiagregacionu
terapiju klopidogrelom. Takode, srednja vrednost ADP-om indukovane agregabilnosti u grupi
dijabetiCara, nalazi se gotovo u sredini referentnog intervala za primenjenu metodu (55 — 117
U), sto dodatno govori u prilog nedovoljnoj supresiji agregabilnosti trombocita primenjenim
klopidogrelom. Uocljiva je i mnogo manja razlika izmedu nivoa ADP testa u dijabeticara
nego bolesnika bez dijabetesa u odnosu na iste vrednosti u KG bez terapije klopidogrelom

(70,3£22,0 vs. 56,9£19,7 vs. 82,6+17,0 U). S obzirom da nije bilo statisticki znacajne razlike
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u nivou bazalne agregabilnosti trombocita, procenjene TRAP testom, izmedu ove dve
ispitivane grupe u na$oj studiji, a uocen je znacajno niZi stepen procenta snizenja bazalne
agregabilnosti, %SATadp, u dijabeti¢ara u odnosu na ispitanike bez dijabetesa (31,6+12,4 vs.
48,6£12,6 %;p<0,001), smatrali smo da bi za to bi mogla biti odgovorna upravo povisena
rezidualna aktivnost trombocita kod ovih bolesnika. Ovakvi nalazi ADP-om indukovane
agregabilnosti i %SATadp ukazuju na ukupno smanjen odgovor na terapiju klopidogrelom
kod dijabeticara tj. visi stepen rezistencije na primenjenu terapiju u odnosu na bolesnike bez
dijabetesa. (Tabela 12)

Smanjen odgovor na terapiju klopidogrelom moze biti uzrokovan nizom genetskih,
metabolickih i celularnih faktora kao i uticajem pratece terapije u vidu statina, blokatora
kalcijumskih kanala i pojedinih inhibitora protonske pumpe (271). Ogranicenje nase studije se
ogleda u tome Sto se nismo bavili ispitivanjem genetskih determinanti odgovora na
klopidogrel, ali Sto se tice konkomitantne terapije koju su uzimali bolesnici, nije bilo
statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa, tako da je potencijalni uticaj ovih lekova
na terapijski odgovor klopidogrelom bio jednak u svih ispitanika. (Tabela 3)

Iako postoji vise determinanti odgovora na antitrombocitnu terapiju, mi smo ispitivali
dve, za populaciju dijabeticara veoma vazne determinante, a to su hiperreaktivnost
“’dijabeti¢nih’’ trombocita i endotelna disfunkcija. Upravo ove dve determinante su uveliko
uslovljene postojanjem specificnog metabolicko - inflamatornog statusa bolesnika sa
dijabetesom. S obzirom da su dijabeticari zbog svog specificnog metabolickog miljea
populacija bolesnika ne samo sa visokim kardiovaskularnim rizikom, ve¢ i rizikom za
nastanak rekurentnih arterijskih ishemijskih dogadaja (255), u nasoj studiji smo ispitivali
pojedine laboratorijske parametre, pokazatelje metabolickog statusa, parametre inflamacije,
endotelne i trombocitne aktivacije, njihove medusobne kao i povezanosti sa pokazateljima

odgovora na antitrombocitnu terapiju.
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Analiziranjem antropometrijskih parametara uocili smo da bolesnici sa T2DM, imaju
statistiCki znacajno vise vrednosti ITM u odnosu na ispitanike sa arterijskom boles¢u krvnih
sudova koji nemaju dijabetes (30,844,17 vs. 25,2+3,54 kg/m?;p<0,001). Takode, ITM je
statistiCcki znacajno visi kod bolesnika sa T2DM u odnosu na kontrolnu grupu zdravih
ispitanika, dok nije bilo statisticki znaCajne razlike izmedu srednje vrednosti ITM izmedu
grupe ispitanika bez dijabetesa i KG. Daljim ispitivanjem distribucije masnog tkiva u odnosu
na postojanje perifernog ili abdominalnog tipa gojaznosti, merenjem obima struka i odnosa
obima struka i telesne visine, WHtR, utvrdili smo da su ispitanici sa T2DM imali statisticki
znacajno vise vrednosti ovih antropometrijskih parametara kako u odnosu na KG tako i na
ispitivanu grupu bolesnika bez dijabetesa, a da nije bilo statisticki znacajne razlike u srednjoj
vrednosti OS i WHtR izmedu grupe bez dijabetesa i kontrolne grupe zdravih ispitanika.
(Tabela 4)

Vrednosti ispitivanih antropometrijskih parametara, ukazuju na postojanje visceralnog,
abdominalnog tipa gojaznosti. Gojaznost karakteriSu razli¢iti endokrini, inflamatorni,
neurohumoralni i celularni poremecaji, a njihovo dinami¢no uzajamno delovanje Ccini
patofiziolosku osnovu nastanka insulinske rezistencije, a sa gojaznoscu povezana insulinska
rezistencija predstavlja visok rizik za nastanak kardiovaskularnih bolesti (272,273,274). Hsieh
i autori su ukazali na znacajan doprinos WHItR, kao pokazatelja visceralne distribucije
masnog tkiva, u predikciji koronarne srcane bolesti (275,276).

Ispitanici sa T2DM imali su statisticki znacajno vise vrednosti indeksa insulinske
rezistencije, HOMA-IR, u odnosu na ispitanike bez dijabetesa (6,14+£2,61 vs.
2,91+1,57;p<0,001) kao i kontrolne grupe zdravih, (6,14£2,61 vs. 2,41+1,07;p<0,001) dok
nije bilo statisticki znacajne razlike u vrednostima HOMA-IR izmedu grupe bolesnika bez
dijabetesa i KG. Takode, dijabeticari su imali signifikantno viSe vrednosti insulina naste u

odnosu na druge dve ispitivane grupe Sto je u skladu sa Cinjenicom da rezistenciju na
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delovanje insulina, u slu¢aju ocuvanog sekretornog kapaciteta [ celija pankreasa, prati
kompenzatorna hiperinsulinemija, a §to je potkrepljeno rezultatom statisticki znacajno viseg
sekretornog indeksa, HOMA-B, kod bolesnika sa T2DM u odnosu na grupu bez dijabetesa i
KG. Iako na terapiji metforminom, kod bolesnika sa T2DM, konstatovane su statiticki
znacajno povisene vrednosti glukoze (7,67+£2,33 vs. 5,55+0,54 vs. 5,14+0,48 mmol/l) i
HbAlc (51,0+13,8 vs. 37,1£2,78 vs. 34,7+3,06 mmo/mol) u odnosu na druge dve ispitivane
grupe, mada se srednja vrednost HbAlc, u grupi dijabeticara, nalazila u okviru Zeljenog
terapijskog opsega prema ADA preporukama (14). (Tabela 5)

Podaci prospektivne Verona studije pokazali su da prisustvo metabolickog sindroma,
¢iju okosnicu ¢ini insulinska rezistencija, a koja je uveliko prisutna kod nasih ispitanika sa
dijabetesom, povecava cak pet puta rizik za razvoj koronarne, periferne i cerebrovaskularne
bolesti u osoba sa T2DM (277), a da je HOMA-IR, direktni nezavisni prediktor nastanka
kardiovaskularnih dogadaja u osoba sa T2DM (278). Smatra se da insulinska rezistencija
nezavisno od ostalih klasi¢nih faktora rizika doprinosi nastanku razlicitih kardiovaskularnih
bolesti te da predstavlja vezu dijabetesa i nastanka kardiovaskularnih bolesti ¢ak i bez
prisustva glukozne intolerancije i hiperglikemije (279).

Analizom lipidskih parametara uocili smo da u nasSoj grupi dijabeti¢ara postoje
statisticki znacajno viSe vrednosti triglicerida (1,90+0,95 vs. 1,34+0,79 mmol/1;p=0,009) u
odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika. Nivo triglicerida u ovoj grupi, bio je visi i u
odnosu na ispitanike bez dijabetesa, ali na granici statistiCke znacajnosti (1,90+0,95 vs.
1,60+0,75 mmol/l;p=0,086). Takode, nivo HDL holesterola, kod dijabeticara, bio je statisticki
znacajno nizi u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika (1,10+0,27 vs. 1,42+0,34
mmol/I;p<0,001), dok nije bilo razlike u odnosu na grupu bez dijabetesa. (Tabela 7)

Ovakav nalaz u skladu je sa Cinjenicom da je osnovna odlika aterogene dislipidemije

koja se javlja u sklopu insulinske rezistencije upravo hipertrigliceridemija usled pojacanog
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fluksa SMK u jetru i sinteze VLDL-a, a $to je praceno i snizavanjem nivoa HDL holesterola
(280). Ostali lipidski parametri nisu se statisticki znacajno razlikovali izmedu grupe
dijabetiCara i bolesnika bez dijabetesa i kontrolne grupe zdravih, $to moze biti objasnjeno
time da je preko 80% ispitanika u obe ispitivane grupe bolesnika sa arterijskom boles¢u
krvnih sudova bilo kontinuirano na terapiji hipolipemicima (statini) i to najmanje tri meseca
pre samog ukljucivanja u studiju.

Analizom parametara inflamacije, uoceno je da su ispitanici sa T2DM imali statisticki
znacajno viSe vrednosti sedimentacije, fibrinogena, hsCRP-a, kao i broja leukocita i neutrofila
u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanika, dok su vrednosti sedmentacije i hsCRP-a
(4,1444,46 vs. 1,95+2.34 mg/l;p=0,003) bile znacajno visSe i u odnosu na ispitanike bez
dijabetesa. (Tabela 6)

Ispitivani nivo hsCRP-a, ukazuje na postojanje hroni¢ne inflamatorne komponente
niskog stepena kod bolesnika sa T2DM (281). Hroni¢na inflamacija se smatra vaznom
karikom koja povezuje gojaznost, insulinsku rezistenciju i dijabetes, i igra izuzetno vaznu
ulogu u razvoju ateroskleroze i kardiovaskularih komplikacija kod ovih bolesnika. Niz
klinickih studija ukazao je na postojanje hronicne inflamatorne komponente procenjivane
merenjem nivoa fibrinogena, hsCRP-a i broja leukocita u osoba sa metabolickim sindromom,
visceralnim tipom gojaznosti i dijabetesom (282). Gojaznost predstavlja proinflamatorno
stanje, a adipociti i makrofazi masnog tkiva sekretujuci proinflamatorne citokine poput IL-1J,
IL-6, TNF-a, na razliite nacine doprinose patogenezi insulinske rezistencije, T2DM i
makrovaskularne bolesti (283,284). IL-6 stimuliSe produkciju CRP-a u jetri, ali je poznato da
se i sam CRP moze produkovati u adipocitima. Niz klinickih prospektivnih studija dokazao je
da CRP nije samo inflamatorni marker, ve¢ i aktivni ucesnik, efektor procesa ateroskleroze
koji predstavlja prediktor razvoja ne samo koronarne srcane bolesti ve¢ i rekurentnih

kardiovaskularnih dogadaja (285). Rezultati studija pokazuju da je i poviSena koncentracija
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fibrinogena povezana sa aterosklerozom i rizikom od nastanka koronarne srcane bolesti
(286,287). Pojedini autori su ukazali na to da je prediktivna vrednost fibrinogena ¢ak slicna
onoj za hsCRP, a zajednicki efekat oba, veéi je od individualnog efekta svakog pojedinacnog
markera (288,289).

T2DM smatra se generalno hiperkoagulabilnim stanjem sa pomeranjem ekvilibrijuma
izmedu procesa koagulacije i fibrinolize u pravcu koagulacije. U uslovima endotelne
disfunkcije i hron¢ne inflamacije, gube se antikoagulantna i profibrinoliticka svojstva
endotela. U zacaranom krugu inflamacije, aktivacije endotela i trombocita, stimuliSe se proces
koagulacije, stvaraju¢i prokoagulantno - protrombogenu sredinu sa visokim rizikom za
nastanak aterotromboze (248).

Analiziranjem parametara koagulacije, uocCili smo statisticki znacajno skracenje
koagulacionih testova, odnosno nize vrednosti aPTT-R (aPTT ratio) u dijabeticara u odnosu
na ispitivanu grupu bez dijabetesa (0,897+0,086 vs. 0,934+0,070;p=0,022), kao i u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih ispitanika (0,897+0,086 vs. 0,942+0,070;p=0,019). PT-R (PT ratio)
je signifikantno nizi u grupi bolesnika sa T2DM u odnosu na kontrolnu grupu (1,02+0,06 vs.
1,07+0,07;p=0,001), dok nije bilo znacajne razlike PT-a u odnosu na ispitanike bez dijabetesa
(1,0240,06 vs. 1,04+0,08;p=0,193). (Tabela 10)

Znacajno kraée aPTT 1 PT kod bolesnika sa dijabetesom reflektuje globalnu
stimulisanost koagulacionog mehanizma. Usled hroni¢ne inflamacije i endotelne disfunkcije u
dijabeti¢ara, nastanku hiperkoagulabilnog stanja doprinose i povecana aktivnost trombocita,
ekspresija TF-a, ekspresija vWF-a, smanjenje tPA, trombomodulina i aktivisanog proteina C,
uz povecanje PAI-1, koncentracije fibrinogena i FVIII. NasSi rezultati su u skladu sa
objavljenim rezultatima mnogih studija koje su ukazale na hiperkoagulabilno stanje T2DM,
upravo standardnim laboratorijskim testovima za procenu koagulacionog mehanizma poput

PT-a i aPTT-a (290). Acang i autori su zakljucili da je krac¢i PT i aPTT kod dugogodisnjih
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dijabetiCara i onih sa makrovaskularnim komplikacijama (291). Zhao i autori su ukazali na
povisene vrednosti fibrinogena i znatno krace aPTT $to moze biti posledica akumulacije
cirkuliSu¢ih aktivisanih faktora koagulacije i smanjenja antikoagulantnih ¢inilaca. Kraéi aPTT
je osetljiv marker pove¢anog tromboznog rizika i nastanka nepovoljnog ishemijskog dogadaja
(292).

Nivo D — dimera bio je signifikantno visi u dijabeti¢ara u odnosu na obe ispitivane
grupe (233 (176-331) vs. 183 (139-243) vs. 138 (103-231) ng/ml). Rezultati nase studije su u
skladu sa rezultatima drugih autora koji su takode ukazali na povecanu koncentraciju D
dimera u osoba sa T2DM (293). Aso i autori su dokazali pove¢anu koncentraciju D dimera i
PAI-1 u dijabeticara, kao i stimulisanost procesa koagulacije i fibrinolize. Ispitivanjem
parametara koagulacije 1 fibrinolize, zakljucili su da je fibrinoliticka kompenzacija
hiperkoagulabilnog stanja nedovoljna u gojaznih dijabeticara, ve¢inom zbog povecane sinteze
PAI-1 (294). Korelacija nivoa D-dimera sa ukupnom agregabilno$¢u trombocita, iskazanom
TRAP testom i rezidualnom agregabilnos¢u trombocita pod terapijom klopidogrelom,
procenjenom ADP testom, moze govoriti u prilog tome da je povecana funkcijska aktivnost
trombocita kod dijabeti¢ara znacajan doprinosni Cinilac hiperkoagulabilnosti kod ovih
bolesnika. Komarov i autori su utvrdili da D — dimer moZe biti nezavisni prediktor
aterotromboznih dogadaja kod bolesnika sa PVB te da merenjem ovog parametra mozemo
izdvojiti osobe sa visokim rizikom za aerotrombozne komplikacije (295).

Merenjem koncentracije sE — selektina i VWF Ag — a, u moguénosti smo da procenimo
stanje endotelne funkcije, s obzirom da je oSteceni endotel ishodiSte ovih markera u krvi
(296). Analizom solubilne forme specificnog markera endotelne aktivacije, adhezivne
molekule E-selektina, sE-selektina, uocili smo da je njegov nivo bio signifikantno visi u
bolesnika sa T2DM u odnosu na bolesnike bez dijabetesa (45,1+18,1 vs. 31,8+10,5

ng/ml;p<0,001) i kontrolnu grupu zdravih ispitanika (45,1£18,1 wvs. 27,2+11,2

141



dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

ng/ml;p<0,001), dok nije bilo statisticki znacajne razlike u nivou ovog endotelnog markera
izmedu grupe bolesnika bez dijabetesa i kontrolne grupe zdravih. Plazmatski nivo vWF Ag,
markera kojim smo takode procenjivali stepen endotelne aktivacije, bio je statisticki znac¢ajno
viS$i u bolesnika sa T2DM u odnosu na grupu ispitanika bez dijabetesa (172+75,2 vs.
146+40,6 %;p=0,045), kao i u odnosu na kontrolnu grupu zdravih (172+75,2 vs. 130+33,8
%;p=0,007). Nivo ovog markera bio je visi i u ispitanika bez dijabetesa u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika, ali bez statisticki znacajne razlike. (Tabela 9)

Nasi rezultati ukazuju na prisustvo znacajnog stepena visceralnog tipa gojaznosti,
insulinske rezistencije, hiperinsulinemije, hiperglikemije, dislipidemije i hronicne
inflamatorne komponente u bolesnika sa dijabetesom. Dokazano je da ovako nepovoljni
metabolicki uslovi kompleksnim mehanizmima hroni¢no stimuliSu vaskularni endotel i
dovode do fenotipske promene endotelnih ¢elija, a njihova antikoagulantna svojstva menjaju
u protrombogena (193). Smatra se da poviseni nivoi, SE — selektina i vWAg-a, mogu biti
ogledalo fenotipski izmenjenog vaskularnog endotela, kao i da sadrze bitan prediktivni
potencijal u odnosu na klinicku manifestaciju pojedinih kardiovaskularnih oboljenja (141,
297,298). S obzirom da naSi dosadasnji rezultati ukazuju na znacajan stepen aktivacije
endotela kod bolesnika sa dijabetesom ispitivali smo medusobne povezanosti markera
endotelne aktivacije sa metabolickim 1 inflamatornim komponentama u ispitivanoj grupi
dijabetiCara.

Utvrdili smo postojanje znaCajne pozitivne Kkorelacije sSE — selektina sa
antropometrijskim parametrima, pokazateljima visceralnog tipa gojaznosti (ITM, OS, WHtR),
kao i sa indeksom insulinske rezistencije, HOMA-IR. Nasi rezultati su u skladu sa nizom
izvedenih studija koje su ukazale na postojanje povezanosti ovih elemanata metabolickog
sindroma sa nastalom endotelnom disfunkcijom (299,300), a Matsumoto i autori su ukazali na

nezavisnu povezanost stepena insulinske rezistencije sa nivoom sE-selektina (301). Takode,
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povisen nivo sE -selektina, u nasoj studiji je korelisao pozitivno sa inflamatornim
parametrima, brojem leukocita, neutrofila i hsCRP-om, §to je u skladu sa ve¢ objavljenim
rezultatima studija koje su ukazale na povezanost nivoa ovog biomarkera endotelne
disfunkcije sa markerima inflamacije. Ovakva vrsta i stepen povezanosti prethodnih
parametara mogla bi se objasniti time da u uslovima insulinske rezistencije i hronic¢ne
inflamacije, dolazi do hroni¢ne stimulacije vaskularnog endotela sa de novo genskom
ekspresijom, sintezom proinflamatornih citokina i razli¢itih adhezionih molekula, $to se
izmedu ostalog ogleda i u ekspresiji E-selektina (302,303). Sam CRP mozZe delovanjem preko
receptora na endotelnim celijama stimulisati transkripciju, sintezu i ekspresiju E-selektina
(99). Detektovanjem solubilnih formi endotelnih biomarkera, dobijamo na neki nacin uvid u
deSavanje na samom endotelu. Takode smo uocili korelaciju nivoa sE — selektina sa
vrednostima sistolnog i dijastolnog pritiska, kao i korelaciju vVWF Ag-a sa nivoom sistolnog
krvnog pritiska. Pojedini autori su ukazali na postojanje poviSenih vrednosti sE-selektina u
hipertenzivnih osoba u odnosu na normotenzivne (304,305). Danas je sve vise dokaza da
konstantan mehanicki poticaj turbulentnim tokom krvi moze dovesti do promene funkcije i
strukture endotelne celije, kao 1 modulacije relevantnih gena za sintezu adhezivnih molekula
preko razlicitih transkripcionih c¢inilaca (306). Doprinosni faktor fenotipske konverzije ¢elije
kod nasih dijabeticara bi mogao biti i to §to se u uslovima insulinske rezistencije stimulacijom
MAPK-ET1 puta uz smanjenu stimulaciju P13K-NO, smanjuje sinteza NO, a povecava ET-1,
Sto dovodi do disbalansa izmedu vazodilatacije i vazokonstrikcije stvarajuéi uslov za nastanak
hipertenzije i neadekvatan odgovor krvnog suda na razli¢ite hemodinamske poticaje. Takode,
NO fizioloski stabilizuje NF-kB, odrzavajuci ovaj transkripcioni Cinilac u neaktivnom stanju.
U uslovima insulinske rezistencije, fenotip endotela se menja u vazokonstriktoran,
proaterogen i protrombogen, povecavaju¢i rizik za nastanak aterotromboze (61,96).

Eksperimentalno je dokazano da pod dejstvom turbulentnog toka krvi, u uslovima dejstva sile
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mehanickog trenja, dolazi do konformacijske promene vWF-a, njegove povecane ekspresije i
posledi¢nog povecanog stepena adhezivnosti trombocita (307).

U cilju utvrdivanja stepena aktivacije trombocita, merili smo koncentraciju solubilne
forme P-selektina, sP selektin. Nivo sP-selektina bio je statisticki znacajno visi kod bolesnika
s T2DM u odnosu na ispitanike u grupi dijabetesa (95,2431,8 vs. 84,0+21,8 ng/ml;p=0,042) i
kontrolnoj grupi (95,2+31,8 vs. 76,7+£16,2ng/ml;p=0,004), dok nije bilo statisticki znacajne
razlike u nivou sP-selektina izmedu grupe ispitanika bez dijabetesa i kontrolne grupe zdravih.
(Tabela 9)

Merenjem sP-selektina, dobijamo uvid u stanje aktivnosti trombocita, jer je
predominantno trombocitnog porekla iako postoji njegova endotelna komponenta (136). Ovo
je potkrepljeno eksperimentalnim dokazom da stimulacijom endotela dezmopresinom dolazi
do porasta plazmatske koncentracije vWF-a, ali ne i sP-selektina (308). S obzirom da se P-
selektin eksprimira samo na aktivisanim trombocitima, njegova povecana ekspresija na
trombocitima dijabeti¢ara, govori u prilog njihove hiperreaktivnosti. Saboor i autori su ukazali
na povecanu ekspresiju CD62P na trombocitima bolesnika sa T2DM, a odljubljivanjem s
njihove povrsine, nastaje solubilna forma ¢iji nivo mozemo da merimo, a koji koreliSe sa
stepenom aktivacije trombocita (202). Nivo sP-selektina u nasoj studiji, korelisao je sa
nivoom sistolnog krvnog pritiska, $to se moze objasniti pojac¢anom aktivacijom trombocita
pod dejstvom turbulentnog toka krvi, kao i pojacanom adhezivno$éu i agregabilnoSéu
trombocita indukovanom mehani¢kom silom. Riondino i autori su dokazali smanjenje sP-
selektina sa normalizacijom krvnog pritiska (309).

Takode, nivo sP-selektina je u grupi dijabeticara korelisao sa antropometrijskim
parametrima, [TM, OS i WHtR-om, kao i sa indeksom insulinske rezistencije, HOMA-IR.
Povisen nivo sP-selektina u ovih bolesnika ukazuje na povecanu aktivaciju trombocita, a

korelacija ovih parametara sa nivoom sP-selektina, verovatno na znacajan doprinos
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komponenti metabolickog sindroma trombocitnoj aktivaciji. Fizioloski, insulin putem IRS-1
receptora antagonizuje efekte trombocitnih agonista kao Sto su ADP, kolagen, epinefrin, PAF.
U uslovima insulinske rezistencije, ovo delovanje je oslabljeno, §to samim tim olakSava
trombocitnu aktivaciju. Studije su pokazale da smanjenjem ITM i HOMA-IR, dolazi do
smanjenja ekspresije pojedinih markera trombocitne aktivacije (307). Ekspresija P-selektina
na povrsini trombocita, takode je indukovana i osmotskom aktivnoséu glukoze kod osoba sa
dijabetesom (193).

Brojnim studijama je dokazano da dijabeticari imaju poviSene nivoe inflamatornih
markera i markera trombocitne aktivacije (310,311,312). Danas se zna da su trombociti
veoma aktivni ucesnici u procesu inflamacije, a ekspresija P-selektina i PSGL-1 uveliko
doprinose ovoj ulozi trombocita. Medusobna komunikacija trombocita i leukocita amplifikuje
kako leukocitnu, tako i trombocitnu aktivaciju, omogucava stvaranje trombocitno leukocitnih
agregata, olakSavaju¢i im na taj nacin adheziju uz endotel (200, 307). Nivo sP-selektina u
grupi bolesnika sa dijabetesom, koreliSe sa nivoom inflamatornog markera hsCRP-a, §to bi
moglo i¢i u prilog tome da sistemska inflamacija doprinosi trombocitnoj aktivaciji (293).
Medutim, poznato je da je CRP, kao i P —selektin, veoma aktivan ucesnik aterotromboznog
procesa, ali posto njihova korelacija ne daje informacije o kauzalnosti njihovog medusobnog
odnosa, ne moze se izvesti zaklju¢ak o mehanizmu njihove povezanosti, te da li je ona
direktna ili indirektna.

Ukupna bazalna agregabilnost trombocita procenjena TRAP testom pozitivno je
korelisala sa inflamatornim markerima, brojem neutrofila, NLR-om i fibrinogenom.
Multivarijantnom linearnom regresijom dokazana je nezavisna povezanost fibrinogena sa
nivoom TRAP testa. Ovo bi moglo ukazivati na to da na povecan ukupni potencijal

reaktivnosti trombocita uti¢e proces inflamacije. Ang i saradnici su ukazali na nezavisnu
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negativnu povezanost povisenog nivoa fibrinogena kod bolesnika sa dijabetesom sa
odgovorom na klopidogrel (313).

Ispitivanjem medusobne povezanosti antropometrijskih parametara sa pokazateljima
odgovora na terapiju klopidogrelom, u grupi dijabeti¢ara smo uocili znacajnu pozitivnu
korelaciju ITM sa nivoom rezidualne agregabilnosti trombocita, procenjene ADP testom, kao
1 znacajnu negativnu korelaciju ovog antropometrijskog parametra sa %SATadp.
Multivarijantnom linearnom regresionom analizom, ukazali smo na postojanje nezavisne
povezanosti izmedu nivoa ITM i ADP testa. Nasi rezultati su u skladu sa istrazivanjem Anga i
saradnika koji su ispituju¢i odgovor na terapiju klopidogrelom u dijabetiCara, utvrdili
postojanje nezavisne povezanosti ITM sa odgovorom na terapiju klopidogrelom (313). U
istrazivanju Gremmela i autora, ITM je bio takode nezavisno povezan sa ADP indukovanom
agregabilno$¢éu trombocita merenom MEA metodom (3314). Tako kod gojaznih osoba postoji
moguénost varijabilnosti kinetike farmakodinamskog odgovora na klopidogrel, jos uvek ne
postoje preporuke o poveéanja preporu¢ene doze od 75mg/dan u svrhu pokusaja
prevazilazenja rezistencije, (315) ali se prema novijim istrazivanjima moze razmisljati u
pravcu povecanja inicijalne doze klopidogrela pri izvodenja PCI (316).

Rezidualna agregabilnost trombocita indukovana ADP-om, znacajno je pozitivho
korelisala sa nivoom insulina i indeksom insulinske rezistencije, HOMA-IR u grupi
dijabeti¢ara. Daljim analiziranjem, u istoj ispitivanoj grupi, uocili smo znacajnu, inverznu
korelaciju antropometrijskih parametara, OS 1 WHtR, sa odgovorom na terapiju
klopidogrelom, procenjenom pomocu %SATadp, kao 1 inverznu korelaciju ovog parametra sa
nivoom insulina i HOMA-IR. Ovakvi rezultati ukazuju na znatan negativan doprinos
visceralnog tipa gojaznosti 1 postojanja insulinske rezistencije, bitnih komponenti
metabolickog sindroma, smanjenom odgovoru na terapiju klopidogrelom u dijabeti¢ara. U

uslovima insulinske rezistencije, a usled neosetljivosti IRS-1 receptora, izostaje antagonisticki
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efekat insulina na dejstvo ADP-a. Iako jo$ nije potpuno rasvetljen mehanizam, smatra se da je
neosetljivost IRS-1 receptora odgovorna i za povecanje intracelijske koncentracije kalcijuma
Sto vodi pojacanoj trombocitnoj aktivaciji, degranulaciji i agregaciji. Osim toga, u uslovima
hiperglikemije, a usled osmotske aktivnosti glikoze eksprimiraju se na povrsini trombocita P-
selektin i CD40L, a neenzimskom glikacijom povrSinskih proteina, receptora, povecava se
ukupni adhezivni i agregabilni potencijal trombocita (194). Nasi rezultati ukazuju na znacajnu
negativnu korelaciju sP-selektina i odgovora na terapiju klopidogrelom procenjenog putem
%SATadp Sto dodatno govori u prilog veoma vaznoj ulozi hiperaktivnosti trombocita u
smanjenom odgovoru na klopidogrel.

U dijabeticara smo takode uocili znacajnu pozitivnu povezanost ADP-om indukovane
agregabilnosti trombocita sa parametrima inflamacije, brojem leukocita, neutrofila, NLR-om i
hsCRP-om, kao i znacajnu negativnu korelaciju %SATadp sa brojem neutrofila i hsCRP-om.
Ovi rezultati govore u prilog negativnom uticaju hroni¢ne inflamacije, karakteristicne za
gojaznost 1 dijabetes, na odgovor na terapiju klopidogrelom. Trombociti igraju veoma bitnu
ulogu u inflamatornom odgovoru ekspresijom CD40L i P-selektina na povrSini trombocita.
CD40L se smatra potentnim stimulatorom vaskularne inflamacije i €ini vezu izmedu
inflamacije i aktivacije trombocita. Takode, CD40L, zajedno sa P-selektinom eksprimiranim
na povrsini aktivisanog trombocita omogucava stvaranje trombocitno-leukocitnih agregata,
promovisu¢i na taj nacin proces inflamacije i aterotromboze. Ge i autori su u svom
istrazivanju istakli povecane vrednosti hsCRP-a, IL-6 i P-selektina u osoba sa rezistencijom
na klopidogrel, a prezentovali su i visok stepen korelacije sCD40L sa agregabilno$cu
trombocita (317).

Znacajna negativna povezanost nivoa sE — selektina 1 %SATadp ukazuje na negativan
uticaj endotelne disfunkcije na odgovor terapijom klopidogrelom kod dijabeticara. Fujisue i

saradnici su izveli prvu studiju u kojoj su dokazali direktnan negativan uticaj endotelne
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disfunkcije na poviSenu trombocitnu reaktivnost tokom primene dvojne antiagregacione
terapije. Procenu periferne endotelne funkcije su vrsSili merenjem indeksa reaktivne
hiperemije. Zakljucili su da je endotelna disfunkcija nezavisno povezana sa visokim nivoom
rezidualne reaktivnosti trombocita tokom primene antitrombocitne terapije i to kod osoba kod
kojih su prethodno iskljucili genetsku predispoziciju za rezistenciju na klopidogrel (318).

Vrednosti sE-selektina i sP-selektina su pokazale visok stepen korelacije u obe
ispitivane grupe (Grupa [-T2DM;r =0,560). Ovo bi moglo ukazivati na to da stepen endotelne
aktivacije moze determinisati stepen trombocitne aktivacije. Uzimajuci u obzir zajednicke
imenioce endotelne i trombocitne aktivacije (insulinska reistencija, inflamacija, dislipidemija,
hipertenzija) kao i mehanizam interakcije trombocita i endotela, stepen aktivacije endotela i
trombocita su medusobno povezani. U uslovima insulinske rezistencije, trombociti su
neosetljivi na delovanje NO i PGI: koje bi inace produkovao intaktni endotel. Medutim, u
uslovima insulinske rezistencije, endotelna disfunkcija dodatno moze indukovati nastanak
tromboznog procesa povecavajuci trombocitnu reaktivnost neadekvatnom tj. smanjenom
produkcijom NO i PGI, poveéanom ekspresijom adhezionih molekula, poput PSGL-1,
ICAM-1, zatim ekspresijom vWF-a, a §to direktno ili indirektno putem trombocitno-
leukocitnih agregata, uslovljavaju trombocitnu adheziju i njihovu posledicnu agregaciju
(130,319).

Prednost naSe studije je S§to smo ispitivali povezanost endotelne disfunkcije,
trombocitne aktivacije i odgovora na terapiju klopidogrelom u mirnoj fazi, najmanje tri
meseca nakon izvedene PCI ili nakon bilo kojeg utvrdenog aterotromboznog akcidenta. Na taj
nacin smo izbegli uticaj periproceduralnih i postproceduralnih faktora u sluc¢aju PCI koji
dovode do povecne ekspresije TF-a, vWF-a, adhezivnih molekula endotela, ali i pojacane

aktivnosti trombocita u ranoj fazi nakon ishemijskog dogadaja ili PCI. Na taj nacin smo
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pokusali da Sto vise objektiviziramo doprinos metabolickog miljea dijabeticara na endotelnu i
trombocitnu funkciju i odgovor na antiagregacionu terapiju.

Smatra se da bolesnici sa T2DM imaju povecan trombocitni promet i posledi¢no
povecan broj nezrelih, retikulisanih trombocita, (6,193,255,256), a pojedine studije su ukazale
na to da rP mogu ispoljiti negativan uticaj na odgovor na terapiju klopidogrelom (198,320).
Retikulisani trombociti su mladi, nezreliji trombociti, imaju veéi broj tamnih granula, i
hemostatski su mnogo potentniji od zrelih trombocita. Sadrze mRNA, koja im bez obzira na
kratkotrajno prisustvo u cirkulaciji pre potpunog sazrevanja, Sto iznosi oko 24 casa,
omogucava sintezu razli¢itih proteina. Tako je omoguéena sinteza razli¢itih proteinskih
receptora, GP IIb/Illa, proteina i enzima alfa granula, fibrinogena, vWF-a, P-selektina, PF-4 i
COX-2 (321).

Oslanjajuéi se na ova saznanja, u nasoj studiji smo zeleli da ispitamo ima li razlike u
%rP izmedu ispitivanih grupa te da li je %rP na bilo koji nac¢in povezan sa odgovorom na
terapiju klopidogrelom u bolesnika sa dijabetesom. Uocili smo da je %rP statisti¢ki znac¢ajno
vi§i u grupi dijabetiCara u odnosu na grupu ispitanika bez dijabetesa (3,47+1,30% vs.
2,30+1,30%; p<0,001) i kontrolnu grupu zdravih (3,47+1,30% vs. 2,29+1,23%;p<0,001), dok
se %rP izmedu grupe ispitanika bez dijabetesa 1 KG nije uopste razlikovao (2,30+1,30 vs.
2,29+1,23%). (Tabela 11) Medutim, prilikom interpretacije dobijenih rezultata i njihovog
poredenja sa rezultatima drugih studija, zapazili smo da podaci o nivou %rP u razli¢itim
studijama variraju, a zavisni su uveliko o specificno primenjenoj metodologiji merenja u
pojedinim studijama. Na trzistu su komercijalno dostupne dve, u potpunosti automatozovane
laboratorijske metode, Sysmex, koji odreduje frakciju nezrelih trombocita (eng. immature
platelet fraction — IPF) i Abbott CELL-DYN Sapphire, koji detektuje retikulisane trombocite.
Metodologija koju smo koristili u naSem istraZzivanju je odredivanje rP na pomenutom

Abbott-ovom hematoloSkom analizatoru. Nazalost, rezultati, u smislu uporedivanja nivoa P,
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ove dve metodologije su neuporedivi jer obe metode zahtevaju svoj vlastiti referentni opseg.
Hoffmann i autori su u velikoj epidemioloskoj studiji merenjem rP na automatizovanom
hematoloSkom brojac¢u Abbott CELL-DYN Sapphire u ¢ak 8089 ispitanika utvrdili referentne
vrednosti od 0,4 — 6,0% za %rP utvrdivanih ovom metodom, ali bez diferenciranja razli¢itosti
u odnosu na pol ispitanika (244). Utvrdena srednja vrednost %rP zdravih ispitanika ukljuc¢enih
u kontrolnu grupu u nasem istrazivanju iznosila je 2,29+1,23% (u rasponu od 0,54 - 4,55 %),
§to je u saglasnosti ne samo sa istrazivanjem Hoffmann-a i saradnika ve¢ i drugih ranije
izvedenih studija koje su ispitivale vrednosti %rP u zdravih ispitanika na Abbott Sapphire
hematoloskom analizatoru (322,323,324).

Studije koje su ukazale na povezanost povec¢anog %rP i smanjenog odgovora na
klopidogrel, ukljucivale su ili zdrave dobrovoljce (320) ili bolesnike sa arterijskim
ishemijskim bolestima, od kojih je bilo veoma malo bolesnika sa T2DM koje nisu posebno
izdvojile kao ispitivanu grupu (198). Tesko je bilo uporediti rezultate ovih studija sa nasim,
jer su pojedini autori izneli znacajno viSe vrednosti %rP (198) koriste¢i metodu protocne
citometrije i bojenje tiazol narandzastim, koja nije dovoljno standardizovana (243). Takode,
ove studije nisu istrazivale povezanost izmedu rP, odgovora na antitrombocitnu terapiju i
metabolickog profila bolesnika sa T2DM.

U naSem istrazivanju, uoCili smo signifikantnu povezanost izmedu %rP u grupi
dijabetiara sa antropometrijskim parametrima, indikatorima gojaznosti, naro¢ito visceralnog
tipa, ITM, WHtR i OS, kao i sa poviSenim vrednostima indeksa insulinske rezistencije
HOMA-IR, s§to moZe ukazivati na to da elementi metabolickog sindroma u vidu visceralne
gojaznosti 1 insulinske rezistencije mogu uticati na povecan promet trombocita u bolesnika sa
T2DM. Vaduganathan i autori su ukazali na postojanje povisenog %rP u bolesnika sa
metabolickim sindromom koji je prisutan u najveceg broja bolesnika sa T2DM (325). Osim

toga, u ispitivanoj grupi dijabetic¢ara, %rP je pozitivno korelisao sa nivoom HbAlc. Lee i sar.
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su ispituju¢i nivo IPF-a kod bolesnika sa T2DM i metabolickim sindromom, dosli do
zakljucka da S$to je losije regulisan dijabetes melitus, nivo IPF-a je vec¢i (326). Novija studija
koja je ispitivala uticaj glikemijske kontrole merenjem HbAc na trombocitnu agregaciju i
promet trombocita, ukazala je na povezanost trombocitnog prometa i HbAlc kod bolesnika
ve¢ u pre-dijabetesnoj fazi, kada jo$ uvek nisu na terapiji (327). U naSoj studiji, uoCena je
znacCajna povezanost %rP sa proinflamatornim parametrima, hsCRP-om, brojem neutrofila i
fibrinogenom. U nedavnoj studiji Larsena i autora ukazano je na povezanost nivoa hsCRP-a
sa brojem nezrelih trombocita (eng. immature platelet count — IPC) i nivoom trombopoetina,
Sto ukazuje na stimuliSuci uticaj hroni¢ne inflamacije na trombocitni promet (328). S obzirom
da je u nasem istrazivanju ukazano na postojanje hronicne inflamatorne komponente niskog
stepena kod bolesika sa T2DM, inflamacija bi mogla biti jedan od stalnih doprinosnih faktora
povecanja %rP kod ovih bolesnika. U ispitivanoj grupi bez dijabetesa, osim §to je %rP bio
identican %rP u ispitivanoj kontrolnoj grupi, nije zapazena znacajna povezanost sa do sada
pomenutim parametrima, $to govori u prilog tome da pozitivna korelacija %rP sa metabolicko
— inflamatornim parametrima, moze ukazivati na to da lo§ metabolicki profil dijabetiCara
indukuje ubrzan promet trombocita.

%rP je korelisao pozitivno, snazno sa vrednostima markera aktivacije trombocita 1
endotela, sP-selektinom i vVWF Ag-om u grupi bolesnika sa dijabetesom, dok ova vrsta
povezanosti nije uoc¢ena u grupi bolesnika bez dijabetesa.

Vrednosti vVWF Ag su bile statisticki znacajno viSe u nasoj ispitivanoj grupi bolesnika
sa dijabetesom u odnosu na grupu bez dijabetesa i kontrolnu grupu zdravih. Pozitivna
korelacija %rP sa nivoom vWF Ag u grupi dijabeti¢ara moze ukazivati na to da specifi¢an
metabolicko - inflamatorni status bolesnika sa T2DM indukuje endotelnu disfunkciju koja se
oc¢ituje izmedu ostalog i poveéanjem VWF Ag, a koja doprinosi ubrzanom trombocitnom

prometu i povecanju broja retikulisanih trombocita. Poznato je da na mestu povrede endotela
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dolazi do eksprimacije VWF, a jedan od mehanizama direktne interakcije endotela i
trombocita, adhezije i aktivacije na mestu endotelne povrede, je upravo njihovo vezivanje uz
vWF, §to znacajno doprinosi procesu aterotromboze (329).

Analiziraju¢i povezanost markera trombocitnog prometa i trombocitne aktivacije, u
bolesnika sa dijabetesom, uocili smo statisticki znacajnu korelaciju %rP sa koncentracijom
solubilnog P — selektina Sto govori u prilog tome da se retikulisani trombociti nalaze u
aktivisanom stanju. rP imaju sposobnost da sintetiSu odredene kolicine P - selektina $to je
jedan od doprinosnih faktora njihovog hemostatskog potencijala (321). Grove i sar su u svojoj
studiji ukazali na visok stepen korelacije retikulisanih trombocita i sP-selektina (321).

U naSoj studiji dokazali smo postojanje znafajne pozitivne povezanost izmedu %rP i
ADP testa, kao markera rezidualne agregabilnosti trombocita, kao 1 negativnu korelaciju %rP
sa odgovorom na terapiju klopidogrelom, %SATadp. Nasi rezultati su u skladu sa objavljenim
podacima o ucestalijem losem odgovoru na klopidogrel kod dijabeti¢ara sa T2DM (255) i
korelaciji odgovora na terapiju klopidogrelom sa %rP (198,199). Pojedine studije su pokazale
da je povecan procenat retikulisanih trombocita povezan sa znafajno povecanom
trombocitnom agragabilnosti i aktivacijom ¢ak i pod dvojnom antitrombocitnom terapijom
(198,330) te da mogu biti i nezavisni prediktor kardiovaskularne smrti i potencijalno korisni u
poboljsanju stratifikacije rizika u bolesnika sa AKS (331). U naSoj grupi bolesnika bez
dijabetesa nisu uocene znacajne korelacije izmedu %rP i indikatora odgovora na terapiju
klopidogrelom §to moze biti uzrokovano time da su svi bolesnici na hroni¢noj
antitrombocitnoj terapiji i od akutnog aterotromboznog akcidenta je proSlo najmanje tri
meseca.

Doprinos rP loSem odgovoru na terapiju klopidogrelom kod bolesnika sa T2DM moze
potencijalno biti uzrokovan na viSe nac¢ina: rP mogu sintetisati P2Y 12 receptore na koje nije

delovao primenjeni klopidogrel; to je pul trombocita na koji jo§ uvek nije delovao primenjeni
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lek; rP sadrze viSe tamnih granula, hemostatski aktivnih molekula i povrSinskih receptora sto
ih ¢ini hiperreaktivnima te se vrlo lako aktiviraju i vrSe adheziju i agregaciju, (321) posebno u
uslovima disfunkcionalnog endotela kao Sto je endotel dijabeticara. Takode, povecana
ekspresija P-selektina na rP, omogucava njihovu kako direktnu komunikaciju sa endotelom
tako 1 mogucnost stvaranja trombocitno-leukocitnih agregata koji lako adheriraju na
disfunkcionalni endotel i samim tim stvaraju uslove za nastanak novog aterotromboznog
akcidenta (136). Interakcijom trombocita sa oste¢enim endotelom dolazi do njihove adhezije i
agregacije sa posledicnom potrosnjom na mestu razvoja aterotromboznog procesa. Prateci
inflamatorni medijatori ovog procesa, poput IL-6, stimuliSu lucenje trombopoetina i
posledi¢nu produkciju trombocita, a u cirkulaciju se oslobadaju mladi, reaktivniji, hemostatski
potentniji trombociti, koji su znak ubrzanog prometa trombocita. Na ovaj nacin
aterotrombozni proces doprinosi poveéanom prometu trombocita, a mladi, reaktivniji
trombociti zbog svoje veée reaktivnosti doprinose ne samo loSem odgovoru na
antitrombocitnu terapiju ve¢ i daljem razvoju aterotromboznog procesa (332).

Korelacija %rP sa parametrima, indikatorima loSeg metabolickog profila, i markera
hiperreaktivnosti trombocita i loSeg odgovora na antiagregacionu terapiju, moze ukazivati na
to da lo§ metabolicki profil dijabeticara uticu¢i na promet trombocita i povecanje %rP, moze
biti jedan od doprinosecih faktora loSeg odgovora na antitrombocitnu terapiju i ponavljanja
aterotromboza.

Evaluiraju¢i odgovor na terapiju klopidogrelom u podgrupama bolesnika sa
dijabetesom, napravljenim prema kvartilnoj distribuciji nivoa ADP-a, tj. stepenu rezidualne
agregabilnosti trombocita u toku terapije, uocili smo da je ukupna bazalna agregabilnost
trombocita procenjena TRAP testom statisticki znacajno rasla od prvog do Cetvrtog kvartila
(76,50 £19,91 vs. 94,54+ 16,67 vs. 112,00 + 10,22 vs. 128,92 £15,69 U; p <0,001). Takode,

vrednosti rezidualne agregabilnosti trombocita procenjene ADP testom, statisticki su se
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znacajno povecavale od prvog do cetvrtog kvartila (43,33 + 4,52 vs. 64,17 £ 4,84 vs. 74,08 +
2,59 vs. 100,67 £15,44 U; p<0,001).

Samo u prvom kvartilu, (definisanom kao ADP < 53,5 U), srednja vrednost ADP testa
(43,33 U) je bila ispod donje granice referentnog intervala za primenjenu metodu (55 — 117
U), sto moze ukazivati na zadovoljavajucu supresiju agregabilnosti trombocita primenjenim
klopidogrelom. Takode, samo u ovoj podgrupi bolesnika nije doslo do ponavljanih
aterotromboza. S obzirom da je u podgrupi prvog kvartila postojao najnizi stepen bazalne
agregabilnosti trombocita uz najnizu rezidualnu agregabilnost pod terapijom klopidogrelom, i
%SATadp je bio najvisi u ovoj podgrupi (40,42%).

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu %SATadp izmedu drugog i treceg
kvartila, a broj ponavljanih tromboza je bio jednak u obe podgrupe (2/13).

Kod bolesnika u ¢etvrtom kvartilu postojao je najveci stepen rezidualne agregabilnosti
trombocita, sa srednjom vrednosti ADP testa od 100,67 U, $to je gotovo na gornjoj granici
referentnog intervala za primenjenu metodu. S obzirom da je u ovom kvartilu postojala
najviSa bazalna agregabilnost procenjena TRAP testom, sa najveCom rezidualnom
agregabilnosti pod terapijom klopidogrela i %SATadp (21,53%) je bio najmanji u ovih
bolesnika. Ova vrednost je bila gotovo identi¢na vrednosti %SATadp od 21,70% u kontrolnoj
grupi zdravih ispitanika koji nisu primali terapiju. U ovoj podgrupi, postojao je i najveéi broj
ponavljanih aterotromboza (3/12).

Klini¢ki entitet rezistencije na antiagregacionu terapiju sve vise se deli na dva
podentiteta, ‘’laboratorijsku’> i “’klinicku’’ rezistenciju. ‘’Laboratorijska’’ rezistencija se
definiSe kao in vitro neadekvatno blokiranje tombocitne reaktivnosti bez obzira na primenjenu
antitrombocitnu terapiju, a ’klinicka’’ rezistencija je pojava neZeljenog ishemijskog
kardiovaskularnog dogadaja u odredenog bolesnika za vreme primene antitrombocitne

terapije (247). Rezultati nase studije su u skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju na to
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da svaki bolesnik sa uoenom laboratorijskom rezistencijom ne mora zavrSiti neminovno sa
nezeljenim ishemijskim akcidentom, kao $to ni svaki ponovljeni aterotrombozni akcident ne
mora biti propracen nalazom laboratorijske rezistencije, iako kod dela bolesnika postoji
preklapanje ovih nalaza (247).

Bolesnici sa najmanjom rezidualnom agregabilnosti procenjenom ADP testom imali
su najbolji, a oni sa najve¢om rezidualnom agregabilnosti trombocita, najlosiji odgovor na
klopidogrel. Takode smo uvideli da je procena odgovora na terapiju klopidogrelom merenjem
agregabilnosti trombocita indukovane ADP-om i procenom %SATadp dala kompatibilne
rezultate. S obzirom da smo prethodno utvrdili njihov visok stepen korelacije, ova dva nacina
evaluacije funkcije trombocita pod terapijom klopidogrelom bi mozda mogla biti paralelno u
upotrebi, mada su potrebna dalja prospektivna ispitivanja koja bi potvrdila stepen
usaglaSenosti ove dve metode procene unutar same impedantne agregometrije, kao i
potencijalni doprinos samog %SATadp u individualnoj proceni rizika za nastanak
nepovoljnog ishemijskog dogadaja kod pojedinog bolesnika.

Angiolillo i saradnici su izveli prospektivnu studiju u kojoj su takode pratili bolesnike
sa T2DM na kontinuiranoj terapiji klopidogrelom i nakon stratifikacije u podgrupe prema
nivou ADP testa, zakljucili da su bolesnici sa najve¢im stepenom rezidualne agregabilnosti
indukovane ADP-om oni koji imaju najlosiji odgovor na klopidogrel tj. oni koji su imali
najvedi rizik za nastanak nepovoljnog ishemijskog dogadaja u toku antitrombocitne terapije.
Utvrdili su da bolesnici sa najviSom rezidualnom agregabinosti trombocita, na kontinuiranoj
dvojnoj terapiji, u hroni¢noj fazi koronarne srane bolesti, imaju tri puta veéi rizik za
nepovoljan ishod bolesti u dvogodisnjem periodu parac¢enja (253). PoSto su autori u ovoj
studiji koristili LTA metodologiju za odredivanje agregabilnosti trombocita, nismo bili u
mogucnosti da direktno uporedimo vrednosti trombocitne agregabilnosti indukovane ADP-om

u pojedinim kvartilima sa ovim vrednostima u nasoj studiji. Razli¢ita metodologija i jeste

155



dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika
sa tipom 2 dijabetes melitusa

veliki problem u utvrdivanju granicne vrednosti rezidualne agregabilnosti koja bi bila
najpouzdanija u predikciji nepovoljnog ishoda u odnosu na pojedinu laboratorijsku metodu
kod bolesnika sa dijabetesom.

Analiziraju¢i pojedine antropometrijske, metabolicke i inflamatorne parametre u
pojedinim kvartilima, uo¢ili smo znacajno viSe vrednosti nivoa insulina, broja neutrofila,
NLR-a i hsCRP-a u ¢etvrtom u odnosu na njihove vrednosti u prvom kvartilu. Takode se
uocava i trend porasta rP, ITM, OS, kao i indeksa insulinske rezistencije od prvog do Cetvrtog
kvartila Sto govori u prilog ubrzanijeg trombocitnog prometa, i nepovoljnijeg metabolicko -
inflamatornog miljea u Cetvrtom kvartilu gde postoji i najveca rezidualna trombocitna
agregabilnost 1 najlosiji odgovor na terapiju, za razliku od prvog kvartila gde je odgovor
najbolji.

Nepovoljan metabolicki milje dijabeticara znacajno doprinosi hiperreaktivnosti
trombocita koja moze biti delom odgovorna za neadekvatan odgovor na terapiju
klopidogrelom (254,256,333). Smatra se da su bolesnici sa T2DM koji imaju pojacanu
trombocitnu aktivnost u posebnom riziku za nastanak nepovoljnih kardiovaskularnih dogadaja
u odnosu na bolesnike bez dijabetesa (254,334) §to su delom i pokazali nasi rezultati mnogo
ucestalijih ponavljanih aterotromboza u dijabeticara u odnosu na bolesnike bez dijabetesa.

Sagledavajuci vrednosti parametara rezidualne agregabilnosti trombocita u bolesnika
bez dijabetesa uocavaju se mnogo nize vrednosti ADP testa u svim kvartilima u odnosu na
iste u dijabeticara, $to generalno ukazuje na bolju supresibilnost agregabilnosti trombocita u
ovih bolesnika, posebno u prvom i drugom kvartilu. %SATadp takode je visi u svim
kvartilima u odnosu na %SATadp u dijabetiCara, a procenat ponovnih tromboza je znatno nizZi
nego kod bolesnika sa dijabetesom. Analiziraju¢i pojedine parametre koji bi mogli imati
uticaja na aktivnost trombocita 1 odgovor na terapiju klopidogrelom (%rP, ITM, OS, IRI,

HOMA-IR, broj neutrofila, NLR, hsCRP), izuzev broja neutrofila, nije primecen trend
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njihovog porasta od prvog do cetvrtog kvartila. Ovi rezultati dodatno mogu govoriti u prilog
tome da metabolicki milje dijabetiCara nepovoljno uti¢u¢i na odgovor na terapiju
klopidogrelom moze uzrokovati ¢esc¢e aterotrombozne akcidente kod ovih bolesnika.

2010. godine, na osnovu prospektivne studije Sibbinga i saradnika, koja je izvedena
na 1600 bolesnika, konsenzusom je definisana grani¢na vrednost nivoa rezidualne
agregabilnosti (reaktivnosti) trombocita indukovane ADP-om pod terapijom klopidogrelom
(468 AU/min), merene metodom impedantne agregometrije (Multiplate), koja je imala
najbolju prediktivnu vrednost za nastanak rekurentnog ishemijskog dogadaja, ali samo u cilju
stratifikacije rizika u periodu prvih mesec dana nakon PCI (252, 231). Poznato je da je u ranoj
fazi rizik za trombozu stenta najveci, a odgovor na terapiju klopidogrelom cCesto najlosiji bas
zbog razlicitih peri — i postproceduralnih varijabli koji uticu na funkciju kako trombocita tako
i endotela (335). Takode, u studiji nisu posebno izdvojeni bolesnici sa dijabetesom za koje se
zna da su populacija sa poviSenim rizikom za ponavljane arterijske trombozne akcidente
(252). Posto testiranje funkcije trombocita u toku antitrombocitne terapije nije uslo u prvi red
preporuka, 2013. godine objavljena je revizija prethodnog konsenzusa, sa novim konceptom
definisanja terapijskog opsega koji podrazumeva definisanje grani¢ne vrednosti visoke i niske
agregabilnosti trombocita indukovane ADP-om pod terapijom, povezane sa rizikom za
trombozu ili krvarenje. Nazalost nisu utvrdene grani¢ne vrednosti za MEA metodu u proceni
dugoro¢nog ishemijskog rizika, za bolesnike na kontinuiraoj terapiji, kao ni za bolesnike sa
dijabetesom. Medutim, prihvaéeno je da se ishemijski rizik uveéava pod uticajem razli¢itih
varijabli, izmedu kojih su dijabetes i povisen ITM. Zbog toga se smatra da bi trebalo
razmotriti testiranje funkcije trombocita pod terapijom klopidogrelom, kod dijabeticara i
gojaznih bolesnika, u proceni ishemijskog rizika za pojedinog bolesnika (336).

Da bi se utvrdila grani¢na vrednost sa najboljom predikcijom kako kratkoro¢nog, tako

1 dugoro¢nog rizika za ponavljanje arterijske tromboze kod bolesnika sa T2DM, neophodno je
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izvodenje prospektivne studije koja ¢e pratiti bolesnike ne samo u ranoj fazi nakon
vaskularnog akcidenta, ve¢ i u kasnoj fazi, u toku sprovodenja kontinuirane terapije
klopidogrelom. U ove studije bi bilo potrebno ukljuciti i bolesnike sa AKS koji nisu
podvrgnuti PCI i one sa drugim tipovima ishemijskih vaskularnih oboljenja.

Samo rezultati dobro dizajniranih, kompatibilnih i medusobno uporedivih
prospektivnih studija, mogli bi ukazati na to da li individualno pracenje odgovora na
antitrombocitnu terapiju, a koje se zasniva na dobro definisanom laboratorijskom nalazu
rezistencije na lek, vodi poboljSanju dugoro¢nog klinickog ishoda.

Iako je izveden veliki broj laboratorijskih i klini¢kih israzivanja koja su evaluirala
odgovor na aspirin, i dalje postoje nedoumice u vezi definisanja pojma aspirinske rezistencije.
Ako posmatramo sa laboratorijskog stanovista, aspirinsku rezistenciju mozemo definisati kao
izostanak inhibitornog dejstva aspirina na trombocitnu agregaciju, a sa klinicke tacke gledista
to bi bio nepovoljan klinicki ishemijski dogadaj kod bolesnika za vreme teapije aspirinom
(225,228,247). RazliCitost objavljenih rezultata o postojanju rezistencije ili smanjenog
odgovora na terapiju aspirinom uveliko ovisi upravo o vrsti laboratorijske metodologije koja
je upotrebljena u svrhu procene terapijskog odgovora, kao i o dizajnu same studije. Stoga je
poredenje rezultata ovih istraZivanja veoma otezano. lako su proizvodaci dali referentne
intervale ili predlozili grani¢ne vrednosti na osnovu kojih se moze laboratorijski detektovati
odgovor na antiagregaciono dejstvo aspirina, a prospektivnim studijama je i testirana
prediktivna vrednost pojedinih testova, jo§ uvek nema konsenzusa ili preporuke o koris¢enju
pojedine metode sa odredenom grani¢cnom vrednos¢u koja ¢e imati dobru predikciju rizika za
neopovoljan ishemijski dogadaj (247,321).

Procenu efikasnosti antiagregacione terapije aspirinom, vr$ili smo merenjem nivoa
ASPI testa, Cije su vrednosti ukazivale na stepen rezidualne agregabilnosti trombocita pod

terapijom aspirinom. Takode, izraCunavali smo 1 procenat sniZenja ukupne bazalne
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agregabilnosti trombocita nakon primenjene terapije aspirinom, %SATasp = 100 x (1-
ASPI/TRAP). Izmereni nivo TRAP testa, sluzio je kao mera bazalne agregabilnosti

trombocita.

68% (34/50) bolesnika u ispitivanoj grupi dijabeticara i 72% (36/50) u grupi bez
dijabetesa, bilo je na kontinuiranoj terapiji aspirinom u dozi od 100 mg/dan. Analiziranjem
ispitivanih parametara agregabilnosti i odgovora na terapiju aspirinom, uocili smo da
bolesnici sa T2DM imaju nesSto viSe vrednosti ASPI testa u odnosu na bolesnike bez
dijabetesa koji su uzimali aspirin (58,2430,1 vs. 48,1+£26,4 U;p=0,079). Kada smo izracunali
procenat snizenja bazalne agregabilnosti trombocita, %SATaspi, bolesnika koji su koristili
terapiju aspirinom u grupi ispitanika sa dijabetesom, uocen je statisticki znac¢ajno manji stepen
%SATaspi u odnosu na isti parametar kod ispitanika bez dijabetesa (59,6+13,8 vs.
68,6+10,4%;p=0,003). Medutim, potrebno je napomenuti da su vrednosti ASPI testa u obe
grupe ispitanika bile znacajno ispod granice referentnog intervala za primenjenu metodu
impedantne agregometrije (79 — 141 U), Sto ukazuje na postojanje supresije trombocitne
funkcije primenjenom acetilsalicilnom kiselinom, a samim tim i smanjenu mogucnost
agregabilnosti trombocita uz pomo¢ agoniste arahidonske kiseline. Procenat sniZenja bazalne
agregabilnosti je prevazilazio 50% u obe ispitivane grupe, Sto bi moglo ukazivati na dobar
odgovor na aspirin u obe grupe bolesnika, uz primedbu da postoji diskretno slabiji odgovor na
terapiju aspirinom u bolesnika sa dijabetesom. U prilog ovome ide i rezultat poredenja
vrednosti agregabilnosti indukovane arahidonskom kiselinom izmedu ispitivanih grupa na
terapiji aspirinom i kontrolne grupe bez terapije. Vrednosti ASPI testa su bile statisticki
znaajno nize u ispitivanim grupama na terapiji aspirinom u poredenju sa vrednostima ovog
testa u kontrolnoj grupi bez terapije (58,2+30,1 vs. 48,1+26,4 vs. 90,7+£20,8 U). %SATaspi
izmedu ispitivanih grupa pod terapijom aspirinom i kontrolne grupe bez terapije, ukazao je na

statistiCki znacajno vise procentualno snizenje bazalne agregabilnosti trombocita u grupama
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ispitanika na terapiji aspirinom u odnosu na KG (59,6£13,8 vs. 68,6=10,4 vs. 14,3£9,32%)).
(Tabela 12)

Dijabetes, gojaznost i hroni¢na inflamacija su samo neka od klini¢kih stanja koja se
povezuju sa smanjenim odgovorom na aspirin (225). Razlicite izvedene laboratorijske
(337,338,339) i klinicke studije su ukazale na to da kod dijabetiCara moZze biti prisutan
smanjen odgovor na terapiju aspirinom (340,341,342).

Iako je u naSoj studiji terapijski odgovor na aspirin, prema referentnom intervalu
ASPI testa za primenjenu metodu impedantne agregometrije (MEA), bio zadovoljavaju¢i u
obe ispitivane grupe, uo€ili smo znacajan stepen negativne povezanosti %SATaspi sa %rP 1
vWF Ag, u grupi bolesnika sa dijabetesom, dok u grupi bez dijabetesa nije bilo korelacije
izmedu pomenutih parametara.

Uocena statisticki znacajna povezanost %rP sa odgovorom na terapiju aspirinom je u
skladu sa ranije objavljenim podacima (198,343). Ovo se moze objasniti time da su rP, pul
nezrelih trombocita, koji jo§ uvek nije bio izloZzen delovanju aspirina i kod kojeg postoji
COX-1 koja omogucava sintezu TXA2, kao i time da je u mladim, retikulisanim trombocitima
prisutna neinhibisana COX-2 aktivnost (321,343). Wurtz i autori su ukazali na poteskoce
prilikom interpretacije i uporedivanja rezultata izvedenih studija koje su se bavile uticajem
trombocitnog prometa na antitrombocitni efekat aspirinom, upravo zbog koriStenja razlicitih
testova kojima se utvrduje trombocitna funkcija, te da te razlike treba obavezno uzeti u obzir
prilikom evaluacije odgovora na antitrombocitnu terapiju (344).

Multivarijantnom linearnom regresionom analizom, utvrdena je inverzna nezavisna
povezanost VWF Ag sa odgovorom na terapiju aspirinom u grupi bolesnika sa dijabetesom,
koji je procenjen pomocu %SATaspi. Gianetti i saradnici su utvdili da je nivo vVWF Ag dobar
prediktor odgovora na terapiju aspirinom procenjen PFA-100 metodom. Nedostatk je Sto je i

sama ova metodologija delimi¢no pod uticajem vWF-a. Takode su utvrdili da je losiji
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odgovor na terapiju povezan sa niskim nivoom ADAMTS-13, Sto je govorilo u prilog
patofizioloskom mehanizmu povezanosti smanjenja ovog tipa matriks metaloproteinaze i
postojanja visoko reaktivnih multimera vWF koji fizioloski bivaju dezintegrisani ovim
enzimom (345). Prilikom interpretacije ovog rezultata treba uzeti u obzir da se dijabetes (346)
1 hroni¢na inflamacija povezuju sa postojanjem smanjenog nivoa ADAMTS-13, a samim tim i
postojanjem bioloski ultra velikih hiperreaktivnih multimera vWF za koje se intenzivno
vezuju trombociti promovisuéi na taj nacin trombozni i inflamatorni proces na mestu povrede
endotela (143). Takode, na disfunkcionalnom i oStecenom endotelu dijabeticara, eksprimirani
vWF igra jednu od prvih i najvaznijih uloga u procesu interakcije endotela i trombocita §to
inicira hemostazni mehanizam i posledicno stvaranje tromba (345). Zbog toga, VWF igra
veoma vaznu ulogu u nastanku aterotromboznog procesa i ishemijskih dogadaja. S obzirom
da metoda impedantne agregometrije nije pod uticajem vWF-a, ovo bi moglo ukazivati na to
da bi vWF Ag mogao biti prediktor smanjenog odgovora na terapiju aspirinom procenjenu na
ovaj nacin u grupi dijabeticara, ali potrebna su opseznija prospektivna klinicka istrazivanja na
veéem broju bolesnika u cilju procene klinickog znacaja ovih rezultata i sagledavanja
mehanizama odgovornih za utvrdene veze.

Kada smo evaluirali odgovor na terapiju aspirinom u podgrupama bolesnika sa
dijabetesom na osnovu kvartilne distribucije prema nivou ADP-a, uvideli smo da najnizi nivo
agregabilnosti indukovane arahidonskom kiselinom postoji u prvom, a najveci u cetvrtom
kvartilu (29,30=12,02 vs. 58,00+25,83 U; P<0,002), dok nije bilo znacajne razlike ovih
vrednosti izmedu pojedinih kvartila, jer je nivo ASPI testa postepeno rastao. (Grafikon 12)
Uocili smo da je nivo ASPI testa u svim kvartilima bio daleko ispod donje granice referentnog
intervala za primenjenu metodu, ¢ak i u gornjem kvartilu, gde je bilo najvise ponavljanih
tromboznih akcidenata. Sagledavaju¢i odgovor na terapiju aspirinom pomocu %SATaspi

nismo uocili razliku izmedu kvartila i procenat snizenja bazalne agregabilnosti je u svim
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kvartilima prelazio 50%, bez medusobne znacajne razlike (60,13£17,55 vs. 57,92+13,64 vs.
60,91+9,89 vs. 57,79+16,87 %).

Ovakvi rezultati mogli bi i¢i u prilog stanovistu da je za nastanak ponavljanih
aterotromboza kod bolesnika na dvojnoj antitrombocitnoj terapiji, prevashodno zasluzan
odgovor na terapiju klopidogrelom, a ne aspirinom (216,249,347).

Evaluiraju¢i odgovor na terapiju aspirinom, u podgrupama bolesnika bez dijabetesa,
na osnovu kvartilne distribucije prema nivou ADP-a, uvideli smo da najnizi nivo
agregabilnosti indukovane arahidonskom kiselinom postoji u prvom, a najveéi u cetvrtom
kvartilu, dok nije bilo znacajne razlike izmedu pojedinih kvartila. (Grafikon 18) Medutim
nivoi ASPI testa u svim kvartilima su bili veoma niski i znacajno ispod donje granice
referentnog intervala za primenjenu metodu (28,00+10,68 vs. 38,3£19,06 vs. 31,0£6,96 vs.
43,8+15,59 U). Procenjujuéi odgovor na terapiju aspirinom pomocu %SATaspi, uoceno je da
je procenat snizenja bazalne agregabilnosti u svim kvartilima daleko prevazilazio 50%, bez
medusobne znacajne razlike izmedu pojedinog kvartila (71,6£9,65 vs. 64,8£11,59 vs.
75,5+5,66 vs. 66,2+10,37 %).

Bolesnici sa T2DM su usled kompleksnih metabolickih, celularnih i inflamatornih
poremecaja izlozeni visokom ishemijskom riziku i ponavljanju aterotromboznih deSavanja.
Prac¢enje efekta antitrombocitne terapije kod ovih bolesnika i detekcija smanjenog odgovora
na primenjenu terapiju mogla bi dovesti do njene optimizacije i znaCajno doprineti
usporavanju progresije procesa aterotromboze. Individualna procena rizika nepovoljnog
klinickog ishoda pojedinog dijabeticnog bolesnika mogla bi biti korak blize
personalizovanom terapijskom pristupu. Zbog toga je neophodan kontinuiran razvoj
laboratorijske dijagnostike i izvodenje dobro dizajniranih prospektivnih studija koje ¢e
sagledati sa razliitih aspekata odgovor na antitrombocitnu terapiju u ovoj posebno

vulnerabilnoj skupini bolesnika i dati odgovore na jo$ uvek mnoga otvorena pitanja.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Koncentracije cirkuliSu¢ih biomarkera endotelne aktivacije, sE — selektina i vWF Ag-a,
znacajno su poviSene kod bolesnika sa boles¢u arterijskih krvnih sudova u tipu 2

dijabetes melitusa u odnosu na njihove koncentracije kod zdravih ispitanika.

Serumska koncentracija solubilnog biomarkera trombocitne aktivacije, sP — selektina,
znacajno je povisena kod bolesnika sa bolescu arterijskih krvnih sudova u tipu 2 dijabetes

melitusa u odnosu na njihove koncentracije kod zdravih ispitanika.

Procenat retikulisanih trombocita, %rP, markera trombocitnog prometa, kao i
koncentracije biomarkera endotelne i trombocitne aktivacije, sE — selektina, vWF Ag-a i
sP — selektina, znacajno su povisene u grupi bolesnika sa boles¢u arterijskih kvnih sudova

u tipu 2 dijabetes melitusa u odnosu na grupu ispitanika bez dijabetesa.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u nivou bazalne agregabilnosti trombocita merene
TRAP testom, izmedu grupe ispitanika sa tipom 2 dijabetes melitusa, ispitanika bez

dijabetesa i kontrolne grupe zdravih ispitanika.

Kod bolesnika sa tipom 2 dijabetesa, postoji trend znacajno veée ucestalosti rezistencije
na primenjenu antitrombocitnu terapiju tienopiridinima u odnosu na nedijabeti¢nu
populaciju, tj. uoCen je trend ucestalijeg ponavljanja ishemijskih ataka u odnosu na
bolesnike bez dijabetesa, a Sto je uslovljeno znacajno viSim stepenom rezidualne

agregabilnosti trombocita pod terapijom klopidogrelom.

Bolesnici sa T2DM imali su znatno visi stepen rezistencije na antitrombocitnu terapiju
klopidogrelom u odnosu na bolesnike bez dijabetesa, procenjene stepenom rezidualne
agregabilnosti trombocita, ADP test, kao i1 procentom snizenja ukupne bazalne

agregabilnosti trombocita, %SATadp, metodom impedantne agregometrije.
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7. Medusobna povezanost ispitivanih biomarkera endotelne i trombocitne aktivacije (sE —
selektina, vVWF Ag-a, sP — selektina), kao i markera prometa trombocita (%rP) sa
metabolicko-inflamatornim parametrima i sa indikatorima odgovora na antiagregacionu
terapiju, moze ukazivati na to da nepovoljan metaboli¢ki milje dijabetiCara moze biti

jedan od doprinosnih faktora losem odgovoru na antitrombocitnu terapiju klopidogrelom.

8. S obzirom na utvrdeni visoki stepen rezistencije na antitrombocitnu terapiju
tienopiridinima, kao i trend ucestalijeg ponavljanja ishemijskih ataka u bolesnika sa
tipom 2 dijabetes melitusa u odnosu na bolesnike bez dijabetesa, a $to je uslovljeno
znacajno viSim stepenom rezidualne agregabilnosti trombocita pod terapijom, u bolesnika
sa tipom 2 dijabetesa bi bilo dobro evaluirati odgovor na primenjenu tienopiridinsku

antitrombocitnu terapiju, a sve u cilju njene optimizacije u ovih bolesnika.
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Prilog 1
Autor, Ispitivana | Evaluirane Vreme Antitrombocitna Rezultati
godina, grupa laboratorijske uzorkovanja | terapija pre
referenca metode i veli¢ina testiranja
uzorka
Paniccia AKS; PCI | Impedantna 24-48h pre klopidogrel 500 mg | Uskladenost Multiplate i LTA za
2009 agregometrija PCI; IViper os 600 mg, | rezidualnu reaktivnost trombocita:
(260) (ADP, 10 umol/L) a potom aspirin kappa = 0.74 (95% CI 0.64, 0.84);
[Multiplate, Multiplate i (325mg) i P<0.001
Dynabyte, LTA: 297 klopidogrel (75 mg)
Minhen, dnevno, Uskladenost Multiplate i PFA-100
Nemacka] Multiplate i kontinuirano per os | za rezidualnu reaktivnost
LTA PFA-100: trombocita: kappa =0.19; P =NS
(ADP, 10 umol/L) | 111
[APACT-4004
aggregometer,
LABiTec,
Ahrensburg,
Nemacka]
PFA-100,
(kolagen/ADP)
Dade-Behring,
Marburg,
Nemacka
Paniccia AKS; PCI | Impedantna 24-48h posle | Aspirin 500 mg IV, | Uskladenost izmedu Multiplate i
2010 agregometrija PCI, apotom 100-325 LTA; 102 uzorka pozitivna sa oba
(261) (ADP, 10 umol/L) mg/dan per os, testa; 609 uzoraka negativna sa
[Multiplate, 801 uzorak za | kontinuirano; oba testa; 27 uzoraka pozitivna
Dynabyte, utvrdivanje klopidogrel (300- samo sa LTA, a 63 pozitivna samo
Minhen, uskladenosti 600 mg IV u bolusu, | sa Multiplate; kappa = 0.63 (95%
Nemacka] metoda a potom 75 mg/dan C10.56, 0.70); P <0.0001.
LTA per os, kontinuirano.

(ADP, 10 umol/L)
[APACT-4004
aggregometer,
LABiTec,
Ahrensburg,

Nemacka]

Uskladenost izmedu Multiplate i
VerifyNow P2Y12;

132 uzorka pozitivna sa oba testa;
521 uzoraka negativna sa oba
testa; 33 pozitivna samo sa

Multiplate; 115 uzoraka pozitivna
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VerifyNow
P2Y12 (ADP
kertridz),

Accumetrics, San

samo sa VerifyNow; kappa = 0.52
(95% CI1 0.46, 0.58); P
<0.0001.

Diego, CA]
Ko AKS; PCI | Impedantna pre izvedene | Aspirin 100 mg/dan | Bland-Altman - izmedu
2011 agregometrija PCI (uzorak i klopidogrel 75 VerifyNow PRU i Multiplate = -
(262) [Multiplate, iz femoralnog | mg/dan>5 dana pre | 17.1 (SD =232.1) sa 95% limita
Dynabyte, katetera); PClI, ili aspirin 250 uskladenosti od -472.0 to 437.8
Minhen, mg i klopidogrel
Nemacka] 222 ispitanika | 300 mg (bolus) 12-
VerifyNow 24 h pre PCI
P2Y12 (ADP
kertridz),
Accumetrics, San
Diego, CA]
Woo AKS; PCI | Impedantna pre izvedene | Aspirin 300 mg Uskladenost izmedu LTA i
2010 agregometrija PCI,; klopidogrel 300 mg | VerifyNow, kappa = 0.25
(263) (ADP, 20 uM) i cilostazol 200 mg
[Multiplate, 66 ispitanika | ubolusu> 12 hpre | Uskladenost izmedu LTA and
Dynabyte, PCI Multiplate analizatora, kappa =
Minhen, 0.21
Nemacka]
LTA Uskladenost izmedu LTA and PRI
(ADP, 10 uM) VASP eseja, kappa = 0.14
[Chronolog
impedantni
agregometar

Series 590, Probe
and Co., Endingen
Nemacka]
VerifyNow
P2Y12 (ADP
kertridz),
Accumetrics, San
Diego, CA]
VASP [Platelet
VASP/P2Y 12 kit,
BioCytex,
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Marseille,
Francuskal];
Siller- PCI Impedantna odmah nakon | 326 bolesnika na Uskladenost izmedu Multiplate i
Matula agregometrija PCI 1 kontinuiranoj VASP: “non-responderi” sa oba
2010 [Multiplate, najmanje 5 terapiji testa, 54 (13%); “responderi” sa
(259) Dynabyte, minuta posle | klopidogrelom; 90 oba testa, 138 (34%); “non-
Minhen, IV aplikacije | bolesnika dobilo responderi” sa Multiplate ali
Nemacka] aspirina; 600 mg klopidogrela | “responderi” sa VASP, 7 (2%);
VASP [Platelet u bolusu 2 dana pre | “responderi” sa Multiplate ali
VASP/P2Y 12 kit, | 402 ispitanika | PCI, a kasnije 75 “non-responderi” sa VASP, 203
BioCytex, mg/dan. Svi (51%)
Marseille, bolesnici 250 mg IV | Bland-Altman izmedu VASP i
Francuska] aspirina posle PCL, a | Multiplate = 21; 95% limita
kasnije 100 mg/dan. | uskladenosti od -34 to 78
Sibbing PCI Impedantna 60 bolesnika | Klopidogrel u Uskladenost izmedu LTA i
2008 agregometrija pre bolusa bolusu 600 mg > 2 h | Multiplate za najnizi kvartil
(257) (ADP 6.4 uM) klopidogrelai | pre PCI inhibicije (n = 60): pozitivni sa
[Multiplate, 149 (svi) oba testa = 7 (12%); negativni sa
Dynabyte, bolesnika oba testa = 35 (58%); pozitivni
Minhen, posle bolus samo sa LTA = 8 (13%); pozitivni
Nemacka] doze samo sa Multiplate = 10 (17%)
LTA klopidogrela
(ADP 5 pmol/L) Uskladenost izmedu LTA i
[PAPA 8 149 Multiplate za najnizi kvartil
agregometar, ispitanika, inhibicije (n=149): = pozitivni sa
Molab, Berlin, ukupno oba testa 21 (14%); negativni sa
Nemacka] oba testa = 94 (63%); pozitivni
samo sa LTA =17 (11%);
pozitivni samo sa Multiplate 17
(11%)
Park PCI Impedantna pre PCI Aspirin 100 mg/dan | Analiticka performansa za visoku
2012 agregometrija i klopidogrel 75 reaktivnost trombocita na terapiji
(264) (ADP 6.4 uM i 246 ispitanika | mg/dan > 5 dana pre | klopidogrelom
ADP-HS 6.4 uM PCI ili u bolusu 300
ADP +9.4 nM mg aspirina i 600 Analiticka performansa LTA
PGE1) mg klopidogrela maksimalna trombocitna
[Multiplate, reaktivnost (5 uM ADP) AUC =
Dynabyte, 0.836, 95% CI: 0.777, 0.896;
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Minhen,
Nemacka]

LTA

(ADP 5120 uM i
ADP5uM +5
nM PGEI)
[AggRAM
agregometar,
Helena
Laboratories
Corp., Beaumont,

TX]

P<0.001. Za cut-off of >46%,
analiticka senzitivnost = 70.6% i

analiticka specifi¢nost = 89.3%

Analiti¢ka performansa LTA
maksimalna trombocitna
reaktivnost (20 uM ADP) AUC =
0.846, 95% CI: 0.785, 0.908;
P<0.001. Za cut-off of >59%,
analiticka senzitivnost = 75.0% i

analiticka specifi¢nost = 88.2%

Uskladenost metoda za visoku
reaktivnost trombocita na terapiji

klopidogrelom

Uskladenost izmedu ADPtest (=47
U), and LTA maksim. trombocitna
agregabilnost (5 pM ADP) >46%:
kappa =0.537; P<0.001 i
konkordantnost = 80.5%

Uskladenost izmedu ADPtest (=47
U) and LTA maksim. trombocitna
agregabilnost (20 mM ADP)
>59%: kappa = 0.564; P<0.001 i
konkordantnost = 81.7%

Tsantes
2012
(265)

AKS

Impedantna
agregometrija
(ADP 6.5 uM)
[Multiplate,
Dynabyte,
Minhen,
Nemacka]

LTA

(ADP 10 uM)
[Biodata-PAP-4
agregometar, Bio/

Data Corporation,

1-24 h posle
poslednje
doze
antitromb.

terapije

90 ispitanika

Terapija odrzavanja
klopidogrelom (75
mg/dan >5 dana) uz

aspirin 100 mg/dan

Bazirano na cut-off vrednostima

preporucenim od proizvodaca

Uskladenost izmedu Multiplate i
INNOVANCE PFA-100 P2Y:
kappa = 0.37; SE = 0.09; P<0.05,
konkordantnost = 75.6%

Uskladenost izmedu Multiplate i
LTA: kappa = 0.30; SE =0.10;
P<0.05, konkordantnost = 85.6%
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Horsham, PA] Bazirano na cut-off vrednostima
PFA-100 povezanim sa rizikom za trombozu
(ADP/PGE1 (iz literaturnih podataka)
kertridz)

[INNOVANCE Uskladenost izmedu Multiplate i
PFA P2Y, INNOVANCE PFA-100 P2Y:
Siemens kappa = 0.20; SE = 0.06; P<0.05,
Healthcare konkordantnost = 71.1%
Diagnostics

Products GmbH, Uskladenost izmedu Multiplate i
Marburg, LTA: kappa=0.13; SE=0.10;
Nemacka] P=NS, konkordantnost = 90.0%

AKS - akutni koronarni sindrom; ADP - adenozin difosfat; LTA — svetlosna agregometrija; NS - nesignifikatno;
PCI - perkutana koronarna intervencija; PGE1 - prostaglandin El; VASP - vazodilatator-stimuliSu¢l

fosfoprotein.

203




dr Romana Mijovi¢ Ispitivanje endotelne disfunkcije i postojanja rezistencije na antitrombocitnu terapiju kod bolesnika

sa tipom 2 dijabetes melitusa

Prilog 2
Autor, Evaluirane laboratorijske Vreme Rezultati
godina, metode uzorkovanja i
referenca veli¢ina uzorka
Paniccia Impedantna agregometrija 24-48h pre PCI; | Spearman rho izmedu Multiplate i
2009 (ADP, 10 pmol/L) LTA =0.73; P<0.001
(260) [Multiplate, Dynabyte, Minhen, Multiplate i
Nemacka] LTA: 297 Spearman rho izmedu Multiplate i
LTA PFA-100 = -0.40; P<0.001
(ADP, 10 umol/L) Multiplate i
[APACT-4004 aggregometer, PFA-100: 111
LABiTec, Ahrensburg, Nemacka]
[PFA-100, (kolagen/ADP)
Dade-Behring, Marburg,
Nemacka]
Paniccia Impedantna agregometrija 24-48h posle Spearman korelacija izmedu
2010 (ADP, 10 pmol/L) PCI,; Multiplate i LTA =0.71,
(261) [Multiplate, Dynabyte, Minhen, P <0.0001
Nemacka] 801 uzorak
LTA Spearman korelacija izmedu
(ADP, 10 umol/L) Multiplate i VerifyNow = 0.62;
[APACT-4004 aggregometer, P<0.0001
LABiTec, Ahrensburg, Nemacka]
VerifyNow P2Y12 (ADP
kertridz), Accumetrics, San Diego,
CA]
Ko Impedantna agregometrija pre izvedene Spearman korelacija izmedu
2011 [Multiplate, Dynabyte, Minhen, PCI (uzorak iz VerifyNow PRU i Multiplate
(262) Nemacka] femoralnog analizatora = 0.390 (P < 0.001)
VerifyNow P2Y12 (ADP katetera);
kertridz), Accumetrics, San Diego,
CA] 222 ispitanika
Gremmel Impedantna agregometrija 230 ispitanika Spearman korelacija izmedu LTA i
2010 (ADP, 6.4 uM) Multiplate analizatora = 0.45
(266) [Multiplate, Dynabyte, Minhen,

Nemacka]
LTA
(ADP 10 uM)

Spearman korelacija izmedu
VerifyNow and Multiplate

analizatora = 0.33
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[LABiTec, Ahrensburg, Nemacka]
Platelet agglutination assay

(ADP cartridges)

VerifyNow P2Y12

(ADP kertridz), Accumetrics, San

Diego, CA

VASP

[Platelet VASP, Diagnostic Stago

(Biocytex), Marseille, Francuska];
Impact-R (ADP 1.36 M)

[DiaMed, Cressier, Svajcarska]

Spearman korelacija izmedu VASP i

Multiplate analizatora = 0.32

Spearman korelacija izmedu
Multiplate analizatora i Impact-R = -

0.26

Siller-Matula
2010

Impedantna agregometrija

[Multiplate, Dynabyte, Minhen,

odmah nakon

PCI i najmanje

Korelacija izmedu Multiplate

analizatora i VASP = 0.34; P<0.001

(259) Nemacka] 5 minuta posle
VASP IV aplikacije
[Platelet VASP/P2Y12 kit, aspirina
BioCytex, Marseille, Francuska]; 402 ispitanika
Gremmel Impedantna agregometrija 80 ispitanika Spearman korelacija izmedu LTA i
2009 (ADP, 6.4 uM) VerifyNow = 0.61; P<0.001
(267) [Multiplate, Dynabyte, Minhen,
Nemacka] Spearman korelacija izmedu LTA i
LTA VASP PRI = 0.52; P<0.001
(ADP 10 uM)
[APACT 4S Plus aggregometer, Spearman korelacija izmedu LTA i
LABiTec, Ahrensburg, Nemacka] Multiplate analizatora = 0.35;
VerifyNow P2Y12 P=0.001
[Accumetrics, San Diego, CA]
VASP Spearman korelacija izmedu LTA i
[Platelet VASP kit, Diagnostica Impact-R = 0.33; P=0.002
Stago, BioCytex, Marseille,
Francuska]
Impact-R test
[(ADP 1.36 M) DiaMed, Cressier,
Svajcarska]
Sibbing Impedantna agregometrija 60 bolesnika Korelacija izmedu LTA (ADP 5 uM)
2008 (ADP 6.4 uM) pre bolusa i Multiplate analizatora = 0.71;
(257) [Multiplate, Dynabyte, Minhen, klopidogrela i P<0.0001
Nemacka] 149 (svi)
LTA bolesnika posle | Korelacija izmedu LTA (ADP 20

(ADP 5 pmol/L)

bolus doze

uM) i Multiplate analizatora = 0.71;
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[PAPA 8 agregometar, Molab,

Berlin, Nemacka]

klopidogrela

P<0.0001

Gremmel Impedantna agregometrija 288 ispitanika Spearman korelacija izmedu LTA i
2011 (ADP 6.4 uM) Multiplate = 0.45
(268) [Multiplate, Dynabyte, Minhen,
Nemacka] Spearman korelacija izmedu VASP i
LTA Multiplate = 0.33
(ADP 10 uM)
VerifyNow P2Y12 Spearman korelacija izmedu
(ADP kertridz), Accumetrics, San Multiplate i Impact-R= -0.20
Diego, CA
VASP Svi rezultati su bili statisticki
[Platelet VASP kit, Diagnostica znacajni
Stago, BioCytex, Marseille,
Francuska]
Impact-R test
[(ADP 1.36 M) DiaMed, Cressier,
Svajcarska]
Park Impedantna agregometrija Pre PCI Pearson korelacija izmedu LTA
2012 (ADP 6.4 uM i ADP-HS 6.4 uM 246 ispitanika maksimalne agregacije trombocita
(264) ADP + 9.4 nM PGE1) (ADP 5uM) i ADP testa = 0.678;

[Multiplate, Dynabyte, Minhen,
Nemacka]

LTA

(ADP 5120 uM i ADP 5 uM + 5
nM PGEl)

[AggRAM agregometar, Helena
Laboratories Corp., Beaumont,

TX]

P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA
maksimalne agregacije trombocita
(ADP 5uM) i ADPtest HS = 0.632;
P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA i
finalne agregacije trombocita (ADP 5
uM) i ADPtest = 0.710; P<0.01
Pearson korelacija izmedu LTA i
finalne agregacije trombocita (ADP 5
uM) i ADPtest HS = 0.691; P<0.01
Pearson korelacija izmedu LTA
maksimalne agregacije trombocita
(ADP 5uM + PGE1) i ADPtest =
0.697; P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA

maksimalne agregacije trombocita
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(ADP 5 uM + PGE1) i ADPtest HS =
0.662; P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA i
finalne agregacije trombocita (ADP 5
uM + PGE1) i ADPtest = 0.688;
P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA i
finalne agregacije trombocita (ADP 5
uM + PGE1) i ADPtest HS = 0.693;
P<0.01

Pearson korelacija izmedu LTA
maksimalne agregacije trombocita
(ADP 20 uM) i ADPtest = 0.663;
P<0.01

Tsantes
2012
(265)

Impedantna agregometrija
(ADP 6.5 uM)

[Multiplate, Dynabyte, Minhen,
Nemacka]

LTA

(ADP 10 uM)

[Biodata-PAP-4 agregometar, Bio/
Data Corporation, Horsham, PA]
PFA-100

(ADP/PGE] kertridz)
[INNOVANCE PFA P2Y,
Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH, Marburg,

Nemacka]

1-24 h posle
poslednje doze
antitromboticne

terapije

90 ispitanika

Spearman korelacija izmedu
INNOVANCE PFA-100 P2Y i LTA
maksimalne agregacije =-0.51;
P<0.001

Spearman korelacija izmedu
INNOVANCE PFA-100 P2Y i LTA
agregacije (6 min) = -0.55; P<0.001

Spearman korelacija izmedu
INNOVANCE PFA-100 P2Y i
Multiplate analizatora AUC = -0.47;
P<0.001

Spearman korelacija izmedu
INNOVANCE PFA-100 P2Y i
VASP PRI =-0.41; P=0.003

ADP - adenozin difosfat; LTA — svetlosna agregometrija; NS - nesignifikatno; PCI - perkutana koronarna

intervencija; PGE1 - prostaglandin E1; VASP - vazodilatator-stimuliSu¢l fosfoprotein.
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Prilog 3

Originalni izvestaj sa Multiplate analizatora, Dynabyte, Minhen, Nemacka

KC Vojvodine; Centar za laboratorijsku medicinu-Odelienje za trombozu, hemostazu i hematolosku dijagnostiku

Patient ID : : oy
Test name :ADPtest (Li-hep. blood), V1
Start of test :01. Mar. 2013, 10:39:53
Area under the curve :41 U (55 - 117)
Aggregation : RUO: 79.1 AU - Velocity : RUO: 8.7 AU/min.
_"
= !
1/ 0AU
Patient ID : : A 3 g
Test name :ASPItest (Li-hep. blood), V1
Start of test :01. Mar. 2013, 10:40:04
Area under the curve :40 U (79 - 141)
Aggregation : RUO: 87.4 AU - Velocity : RUO: 8.5 AU/min.
-
2% i
7
oAy
Patient ID : il gy
Test name :TRAPtest (Li-hep. blood), V1 A
Start of test :01. Mar. 2013, 10:40:15 A
Area under the curve :95 U (92 - 151)
Aggregation : RUO: 182.3 AU - Velocity : RUO: 17.6 AU/min.
7 d F
g
- oAU
The temperature of the 1t block: 37.2°C, within specified range - Measuring time 6 minutes

Correction factors: 0.500: 1.000.1.000;1.000:1.000:1.000. 1.00C;1.000:1.000:1.000: 1.000
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