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I. POPIS KRATICA

AIM — akutni infarkt miokarda (engl. acute myocardial infarction)

AKS — akutni koronarni sindrom (engl. acute coronary syndrome)

BMI — indeks tjelesne tezine (engl. body mass index)

CK-MB — kreatin kinaza sréani izoenzim (engl. creatine kinase-myocardial band)

CPR — crveni klorofenol (engl. chlorophenol red)

cTn — sréani troponin (engl. cardiac troponin)

EKG - elektrokardiogram (engl. electrocardiogram)

H-FABP — srcani protein koji veze masne kiseline (engl. heart-type fatty acid binding protein)
LOCI — imunoanaliza prolaza luminiscentnog kisika (engl. luminescent oxygen channeling
immunoassay)

MMP — matriks metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinase)

MPO — mijeloperoksidaza (engl. myeloperoxidase)

NA — nestabilna angina (engl. unstable angina)

NAP — nestabilna angina pektoris (engl. unstable angina pectoris)

NSTE-AKS — akutni koronarni sindrom bez elevacije ST-spojnice (engl. non-ST elevation
acute coronary syndrome)

NSTEMI — infarkt miokarda bez elevacije ST-spojnice (engl. non-ST elevation myocardial
infarction)

STEMI - infarkt miokarda s elevacijom ST-spojnice (engl. ST elevation myocardial

infarction)
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1.1. Akutni koronarni sindrom

Akutni koronarni sindrom (AKS) definira klinicko stanje koje se razvija kao posljedica
naglog smanjenja koronarnog protoka krvi te opisuje raspon stanja ishemije miokarda koji
ukljucuje nestabilnu anginu (NA), infarkt miokarda bez elevacije ST-spojnice (NSTEMI,
engl. non-ST elevation myocardial infarction) i infarkt miokarda s elevacijom ST-spojnice
(STEMI, engl. ST elevation myocardial infarction). Njihovo rano prepoznavanje i
razlikovanje, kako medusobno tako i od ostalih stanja koja imaju slicne simptome, izrazito je
vazno zbog toga $to su terapijski zahtjevi i pracenje razliciti (1 - 3).

AKS nastaje kao posljedica formiranja krvnog ugruska unutar koronarne arterije, uobi¢ajeno
zbog akutne rupture ateroskleroti¢énog plaka. Ruptura plaka se moze pojaviti u bilo koje

vrijeme, vrlo ¢esto bez upozorenja (4, 5).

1.1.1. Etiologija i patofiziologija

Glavni uzrok AKS-a je ateroskleroza. Ateroskleroza se moze opisati kao niskogradijentno
upalno stanje intime srednjih arterija koje je ubrzano poznatim ¢imbenicima rizika poput
visokog krvnog tlaka, visokog kolesterola, pusenja, dijabetesa i genetike (6).

Ateroskleroza nastaje kao posljedica stvaranja plakova, nakupina lipida, upalnih stanica te
stanica vezivnog i miSi¢nog tkiva u intimi koronarnih arterija uslijed ¢ega nastaje zadebljanje
stjenke te smanjena elasti¢nost. Proces ateroskleroze progredira sporo, a posredovan je
limfocitima, monocitima, makrofagima i stanicama glatkog miSi¢ja. U procesu dolazi do
adhezije leukocita na oSte¢enu povrsinu endotela nakon ¢ega slijedi degranulacija leukocita i
oslobadanje mijeloperoksidaze (MPO, engl. myeloperoxidase). Upalni produkti unutar plaka
oslobadaju spojeve koji uzrokuju stanjivanje kape plaka uslijed ¢ega oni imaju tendenciju
rupture 1 stvaranja tromba unutar krvne Zile, nadalje smanjujuci ili potpuno blokirajuéi krvni
protok. U slucaju koronarne ateroskleroze, ta polagana progresija dovodi do postupnog
zadebljanja unutraSnjeg sloja koronarnih arterija, koja s viemenom moze suziti lumen arterije
u razlicite stupnjeve. Ateroskleroza koja dovodi do akutnog infarkta miokarda (AlM, engl.
acute myocardial infarction) ima sklonost za proksimalne segmente glavnih koronarnih
arterija Cesto na mjestima arterijske bifurkacije koje mijenjaju protok u arteriji. Ta spora

aterosklerotiCka progresija moze biti prekinuta s jednim ili viSe ciklusa brzog napredovanja
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povezanog s jednim od dva procesa i to ili asimptomatskog poremecaja plaka s formiranjem
ne-okluzivnog intraluminalnog tromba ili krvarenja plaka (4, 6, 7).

Ateroskleroti¢ki plak povecava svoju nestabilnost akumulacijom pjenastih stanica, upalom,
oksidativnim stresom i apoptozom stanica vaskularnog zida ukljucuju¢i makrofage. Upala i
oksidativni stres stimuliraju makrofage da proizvedu matriks metaloproteinazu (MMP, engl.
matrix metalloproteinase) koja razgraduje izvanstanine matriks proteine i uzrokuje
stanjivanje fibrozne kape. Kada se fibrozna kapa plaka stanji i pukne, trombogena jezgra
lipida izloZena je krvi i dolazi do nakupljanja trombocita, $to rezultira znacajnom redukcijom

koronarnog protoka krvi (6, 8).

1.1.2. Rizi¢ni ¢imbenici

Brojni su ¢imbenici koji povecavaju rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Nepromjenjivi
¢imbenici koji utjecu na rizik razvoja bolesti koronarnih arterija ukljucuju stariju dob, muski
spol, povijest bolesti obitelji te narodnost ili rasu. Promjenjivi ¢imbenici rizika su vezani uz
zivotne navike. Njih ¢ine poviSene razine serumskog kolesterola i triglicerida, sniZzene razine
lipoproteinskog kolesterola visoke gustoce, prisutnost dijabetesa tipa 2, puSenje cigareta,
pretilost, sjedilacki nacdin zivota, hipertenzija i stres. Istodobnim prisustvom nekoliko

¢imbenika visestruko se povecava ukupni rizik (4, 8).

1.2. Akutni koronarni sindrom s elevacijom ST-spojnice

Klini¢ki sindrom koji nastaje kao posljedica potpunog zalepljenja koronarne arterije te
posljedi¢no nekroze, a karakteristiCan po povecanju ST-segmenta u elektrokardiogramu
(EKG, engl. electrocardiogram) naziva se AIM s elevacijom ST-segmenta (STEMI). Uz
poveéanje ST-segmenta pacijenti mogu imati i Q-zubac na EKG-u. Ponekad se moze naci
inverzija T-vala, ali to nije specificna znacajka. Potrebno je naglasiti i da prisutnost elevacije
ST-spojnice ne mora nuzno oznacavati infarkt miokarda. STEMI se uobicajeno razvija
formiranjem okluzivnog tromba, odnosno krvnog ugruska, u glavnoj koronarnoj arteriji koja

je prethodno pogodena aterosklerozom (5, 9).
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1.3. Akutni koronarni sindrom bez elevacije ST-spojnice

Klini¢ki spektar akutnog koronarnog sindroma bez elevacije ST-spojnice (NSTE-AKS) moze
se javiti u rasponu od pacijenata bez simptoma do pojedinaca sa stalnom ishemijom,
elektricnom ili hemodinamskom nestabilnosti te sr¢anim zastojem. Patoloska korelacija na
razini miokarda je nekroza kardiomiocita (NSTEMI) ili rjede ishemija miokarda bez gubitka
stanica (nestabilna angina). NSTE-AKS najces¢e je uzrokovan prekidom protoka kroz
koronarnu arteriju aterosklerotskim plakom, s ishemijom miokarda i ozljedom ¢&esto kao

posljedicom djelomi¢nog ili naizmjeni¢nog zaéepljenja uz ishemijsku kaskadu (7, 9, 10).

1.3.1. NSTEMI infarkt miokarda

NSTEMI se moze definirati kao razvoj nekroze sréanog misica slabijeg intenziteta bez EKG
promjena u vidu elevacije ST-spojnice, koji je rezultat djelomi¢nog zacepljenja glavne
koronarne arterije ili potpunog zacepljenja manje koronarne arterije prethodno pogodene
aterosklerozom. Odsustvo elevacije ST-spojnice u NSTEMI podrazumijeva tip sréanog udara

koji je manje ozbiljan u odnosu na STEMI (4, 5).

1.3.2. Nestabilna angina pektoris

Nestabilna angina je oblik AKS-a te ¢ini obrazac angine koja se javlja slucajno ili
nepredvidivo i nije povezana s predvidivim uzrokom poput tjelesnog napora ili emocionalnog
stresa. Nestabilna angina pektoris (NAP) posljedica je nedostatnog dotoka krvi u sréani misi¢
zbog spazma koronarne arterije. Poput drugih entiteta u okviru akutnog koronarnog sindroma,
etiolo8ki poc€iva na fisuri ili rupturi ateromatoznog plaka u zidu koronarne arterije, nakon cega
slijedi aktivacija trombocita na mjestu povrede stjenke arterije i formiranje tromba. NA je
oblik AKS-a koja se smatra nestabilnom kada vise ne slijedi predvidive ¢imbenike tipi¢ne za
stabilnu anginu. NA se ¢esto javlja u mirovanju i ¢ak moze probuditi ljude iz mirnog sna.
Nadalje, u NA-u simptomi cesto traju dulje od nekoliko minuta i nitroglicerin Cesto ne
uspijeva olaksati bol. Prema tome, NA je nestabilna jer se simptomi mogu pojaviti ¢es¢e nego
uobicajeno, bez ikakvog vidljivog uzroka i oni mogu potrajati duze vrijeme. Sto se tice
drugog i jo§ vaznijeg nac¢ina kategoriziranja NA, ona je nestabilna jer je naj¢e$¢e uzrokovana

stvarnim rupturama plaka u koronarnoj arteriji. Puknuti plak i krvni ugrusak koji je gotovo
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uvijek povezan s pucanjem kod NA izaziva djelomicno zacepljenje arterije. Predstojeci rizik

od potpunog infarkta miokarda vrlo je visok kod NA (4, 5, 7, 9, 11).

1.4. Dijagnosti¢ki postupci pri sumnji na akutni koronarni sindrom

Dijagnosticki postupci pri obradi pacijenta sa sumnjom na AKS ukljucuju fizikalni pregled,
EKG i mjerenje biokemijskih biljega. Buduci da se kod pacijenata s AKS-om mogu razviti
ozbiljne, ireverzibilne 1 po zivot opasne komplikacije ukoliko se na vrijeme ne poduzmu

potrebni terapijski postupci, vazno je Sto prije obraditi takvog pacijenta (10).

1.4.1. Klini¢ki simptomi

Klini¢ki znakovi i1 simptomi ishemije ukljucuju razne kombinacije boli u prsistu, gornjim
ekstremitetima, mandibularnu ili epigastri¢cnu nelagodnost, dispneju, poja¢ano znojenje,
mucninu, umor ili sinkopu. Bol i nelagodnost koji su povezani sa AKS-om mogu se pojaviti s
naporom ili u mirovanju i ¢e$¢e su proSireni, a manje lokalizirani. Bol koja se §iri u lijevu
ruku, desno rame, ili u objema rukama ukazuje na vecéu vjerojatnost od infarkta miokarda, kao
I bol povezana sa znojenjem. Ti simptomi nisu specifi¢ni za infarkt miokarda i ne javljaju se u
svih pacijenata koji dozive AKS. Atip¢ni simptomi AKS-a mogu se pojaviti u odredenim
skupinama pacijenata kao $to su Zene, starije osobe, dijabeticari ili nakon operacije. U takvim
situacijama, AKS je pracen lupanjem srca, sr¢anim zastojem ili s asimptomatskom klinickom
slikom (7, 10).

Stupanj u kojem je koronarna arterija zacepljena obi¢no korelira sa simptomima i varijacijama
sréanih biljega i EKG nalaza. Angina, odnosno bol u prsima, i dalje je prepoznatljiva kao
klasi¢ni simptom AKS-a. U NA bol u prsima se obi¢no javlja ili u mirovanju ili pri naporu
dovode¢i do ogranicenih aktivnosti. Bol u prsiStu povezana s NSTEMI-em uobicajeno je
duljeg trajanja i ozbiljnija je od boli u prsistu povezane s NA-om. U oba slu¢aja ucestalost i
intenzitet boli moZe se povecati ako se ne pokuSa rijesiti odmorom, nitroglicerinom ili
zajedno, te moze potrajati duze od 15 minuta. Bol se mozZe pojaviti Sirenjem ili bez Sirenja u
ruku, vrat, leda ili epigastricno podrucje. Osim boli u prsima, kod pacijenata s AKS-om
javljaju se 1 kratak dah, znojenje, mucnina 1 vrtoglavica. Prisutne mogu biti takoder promjene
poput tahikardije, tahipneje, hipertenzije ili hipotenzije, smanjene zasi¢enosti kisikom ili
abnormalnog sréanog ritma. Kod Zena se Cesto javljaju otezano disanje, umor, pospanost,

probavne smetnje i anksioznost koja prethodi AIM-u. Populacija koja ¢e vjerojatno dozivjeti
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tihi infarkt miokarda ukljucuje ljude sa dijabetesom, zensku populaciju, starije osobe i one sa
obiteljskom anamnezom zatajenja srca. Kako ucestalost dijabetesa raste, tiha ishemija moze

takoder postati sve uobicajenija (4, 11, 12).

1.4.2. EKG

Vrijednost EKG-a je dvostruka, odnosno da podrzi klinicku dijagnozu AKS-a te kao pomo¢ u
odredivanju rizika. Medutim, EKG ima nekoliko ograni¢enja. Primjerice, ne pokazuje
adekvatno straznje, bo¢ne i vrSne stijenke lijeve Kklijetke. Takoder, normalni nalazi ne
isklju¢uju moguénost AKS-a. Nalazi na EKG-u povezani s NA-om ukljucuju depresiju ST-
spojnice, prolaznu elevaciju ST-spojnice, inverziju T-vala ili njihove kombinacije. Ovisno o

tezini klini¢ke slike, ti su nalazi prisutni u 30 % do 50 % pacijenata (5, 10).

1.4.3. Biokemijski biljezi sréanog oStecenja

Sréani biljezi su proteinske komponente stani¢nih struktura koje se oslobadaju u cirkulaciju
pri ozljedi sréanog misi¢a. Medusobno se razlikuju prema smjeStaju, kinetici otpustanja i
klirensu iz cirkulacije. Imaju vaznu ulogu u dijagnozi, procjeni rizika i terapiji pacijenta sa
sumnjom na AKS. Uz neke dobro poznate, veliki je broj novih biljega kandidata ¢ija se
korisnost ispituje u brojnim istraZivanjima, medutim samo nekolicina medu njima pokazala se
korisnim. Uz upalne biljege i biljege destabilizacije plaka, posebnu vaznost imaju biljezi

ishemije i nekroze miocita (13).

Biokemijski biljezi sréanog oStecenja s nekrozom

Biljezi nekroze oslobadaju se iz sréanog miSica kao posljedica dugotrajne ishemije i
odumiranja stanica sréanog misi¢a. Najvazniji medu njima su troponini, mioglobin i kreatin

kinaza sréani izoenzim (CK-MB, engl. creatine kinase-myocardial band).

Troponini
Srcani troponini (cTn, engl. cardiac troponin) cTnl i cTnT su izrazeni u sréanom misicu, $to

ih ¢ini visoko specifi¢nim za oSte¢enje miokarda. Troponin je inhibitorni protein i javlja se u
tri izoforme. Dvije izoforme su izrazene u skeletnim miSi¢ima (skTnl), i to jedan koji je

izrazen u sporom, a jedan u brzom misSi¢nom tkivu kostura. Tre¢a izoforma (cTnl) tipicna je

5



1. Uvod

za sréani mi$i¢. Dok je cTnl prisutan isklju¢ivo u tkivu srca, ¢TnT je manje specifi¢an i moze
biti prolazno izraZzen u nekim oblicima bolesti skeletnih misi¢a (12,14).

Sréani oblik troponina I ima 31 aminokiselinski ostatak na njegovom N-zavrsetku koji nisu
prisutni u skeletnoj formi, sto omogucuje specifiéni razvoj poliklonalnih i monoklonalnih
antitijela. Sr¢ana specifi¢nost te izoforme poboljSava tocnost dijagnoze u pacijenata s akutnim
ili kroni¢nim ozljedama skeltnih misi¢a i moguce istovremene ozljede miokarda. Troponin |
jedini je troponin prisutan u miokardu i nije izrazen tijekom razvojne faze u skeletnom misicu.
Moze se detektirati 3 do 6 sati nakon pocetka boli u prsima s vrSnom koncentracijom nakon

12 do 16 sati i ostaje povisen 5 do 9 dana (11, 15, 16).

Mioglobin

Mioglobin je niskomolekularni citoplazmatski protein (17kDa), a smjeSten je u sréanim i
skeletnim miSiénim stanicama. U stanju je vezati kisik 1 sluZiti kao spremnik kisika za stanice
misi¢a u slu¢ajevima povecane potroSnje. Brzo se oslobada u ekstracelularni prostor za
vrijeme misi¢nog o$tecenja ili nekroze. Koncentracija mioglobina raste 1 do 3 sata nakon
ozljede sréanog misic¢a, vr$nu koncentraciju postize unutar 6 do 9 sati te mu se vrijednosti
normaliziraju unutar 24 sata. Medutim, iako je relativno osjetljiv, njegova je dijagnosticka
specifiCnost ograni¢ena jer raste uslijed razliCitih ozljeda skeletnih misica, te je zbog toga
njegova uporaba ucinkovita uglavnom prilikom isklju¢ivanja akutnog infarkta miokarda, ali
ne i u njegovoj potvrdi ili razlikovanju od nestabilne angine. Mioglobin ima ograni¢enu
specifi¢nost za nekrozu miokarda u pacijenata koji imaju zatajenje bubrega i traumu skeletnih
miSi¢a. Osim toga, brz rast i normalizacija mioglobina nakon AIM-a mozZe dovesti do
normalnih vrijednosti kod pacijenata ukoliko se jave 24 sata nakon pojave simptoma.
Mioglobin u usporedbi s CK-MB-om, cTnl-om ili cTnT-om moze dati najbolju ukupnu
dijagnosticku u¢inkovitost u procjeni rizika za AIM unutar 2 sata od zaprimanja u hitni odjel.
Mioglobin moZze biti najkorisniji kada se koristi u kombinaciji s drugim sr¢anim markerima u
brzom dijagnosticiranju AIM-a, osobito u bolesnika sa atipiénom boli u prsima ili
nespecificnim EKG promjenama (12, 13, 15, 16, 17).

Biokemijski biljezi ishemije

Biokemijski se biljezi ishemije oslobadaju u ranoj fazi kao posljedica uvjeta koji nastaju
uslijed smanjene opskrbe kisikom. Ishemijom modificirani aloumin, BB izoenzim glikogen

fosforilaze, slobodne masne kiseline, kolin 1 sr¢ani protein koji veze masne kiseline (H-FABP,
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1. Uvod

engl. heart-type fatty acid binding protein) samo su neki od njih. Svrha tih dijagnostic¢kih
biljega je otkrivanje bolesnika sa AKS-om prije pojave nekroze miocita. lako biljezi ishemije
nisu dovoljno specifi¢ni, daljnja klinicka ispitivanja daju jamstvo za njihovo koristenje pri
rutinskom otkrivanju infarkta miokarda prije nekroze miokarda. Ipak, za sada je njihov znacaj

uglavnom ograni¢en na isklju¢ivanje AIM-a, a ne na dijagnosticiranje (13, 15).

Sréani protein koji veZze masne kiseline

H-FABP pripada porodici proteina koji veze masne Kkiseline te se sastoji od 132
aminokiseline. Topljiv je protein s opéim karakteristikama nalik mioglobinu. Relativno je
mali citoplazmatski protein (15kDa) koji je primarno lokaliziran u sréanom misicu, ¢ineci 5
do 15 % ukupnih citoplazmatskih proteina. Niske koncentracije tog proteina prisutne su i u
cirkulaciji te u drugim tkivima, ¢ime nije apsolutno specifi¢an za tkivo miokarda, ve¢ je
takoder prisutan i u skeletnim misi¢ima, bubregu i mozgu. H-FABP ima ulogu u transportu
masnih kiselina u mitohondrije za beta oksidaciju i troSenje energije. Zbog svoje male
molekularne mase, oslobada se u cirkulaciju iz sr¢anih miocita ubrzo nakon ishemije (8, 12,
15, 17).

Mnoge studije ukazuju na to da su dijagnostiCka svojstva H-FABP-a usporediva sa
konvencionalnim cTn testovima. H-FABP pokazuje vrlo rani porast nakon AlM-a. Nedavna
istrazivanja su pokazala da se u krvotoku pojavljuje ve¢ 1 do 3 sata nakon infarkta, vr$nu
koncentraciju postize otprilike nakon 6 do 8 sati, a unutar priblizno 24 sata vraca se na
pocetnu vrijednost. U usporedbi s mioglobinom, ima 15 do 20 puta vecu specifi¢nost za sr¢ani
misi¢. Uglavnom se izluuje bubrezima, zbog ¢ega se kod smanjene bubrezne funkcije mogu
naéi povecane vrijednosti u cirkulaciji. Neprikladan je kao test kod pacijenata ¢iji se simptomi
javljaju nakon 6 sati zbog ubrzanog bubreznog klirensa. Danas, uz troponin i mioglobin,
sr¢ani protein koji veze masne kiseline ima sve vazniju ulogu u dijagnostici AKS-a (3, 9, 12,

17, 18).



2. Hipoteza

2. HIPOTEZA

Hipoteza je ovog istrazivanja da je sréani protein koji veze masne kiseline (H-FABP)
osjetljiviji i specifi¢niji biljeg ishemije miokarda u odnosu na mioglobin te da kao takav moze

biti bolji dijagnosticki biljeg akutnog koronarnog sindroma.
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3. CILJEVI

Cilj je ovog istrazivanja usporediti dijagnosticki zna¢aj konvencionalnog biljega mioglobina i

novijeg biljega H-FABP-a u AKS-u.

Specifi¢ni ciljevi:

1. Ispitati postoji li razlika u vrijednostima mioglobina i H-FABP-a u pacijenata s NSTEMI
AIM-om i nestabilnom anginom u odnosu na kontrolnu skupinu;

2. Ispitati 1 usporediti dijagnosticku osjetljivost 1 specificnost mioglobina 1 H-FABP-a u

dijagnostici NSTEMI AlM-a i nestabilne angine.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Ustroj studije ¢ini presjecno istrazivanje, odnosno prospektivno istrazivanje parova.

4.2. Ispitanici

Ispitanici, odnosno pacijenti, podijeljeni su u tri skupine, od kojih su prvu ¢inili pacijenti s
NSTEMI AIM-om, drugu su skupinu ¢inili pacijenti s nestabilnom anginom, a trecu kontrolni
ispitanici. U istrazivanje su ukljuceni ispitanici sa simptomima AKS-a (prvenstveno bol u
prsistu) koji su zaprimljeni tijekom tri mjeseca u Centralni objedinjeni hitni prijem KBC-a
Osijek. Iz istrazivanja su iskljuceni pacijenti kojima su simptomi koji ukazuju na moguéi AIM
trajali dulje od tri sata, zatim pacijenti koji su tijekom prijema imali elevaciju ST segmenta na
EKG-u i/ili povisene vrijednosti koncentracija Tnl-a, pacijenti koji su preboljeli AIM ili su
prethodno bili podvrgnuti perkutanoj koronarnoj intervenciji te pacijenti sa smanjenom

funkcijom bubrega.

4.3. Metode

Uzorci venske krvi prikupljeni su venepunkcijom u epruvetu s aktivatorom zgruSavanja
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Tnl se rutinski mjerio u sklopu
obrade takvih pacijenata, a u ostatnom uzorku su se naknadno izmjerile koncentracije
mioglobina i H-FABP-a.

Uzorci venske krvi dobiveni venepunkcijom su centrifugirani 10 minuta na 3500 rpm. Tim se
postupkom odvojio serum od stanica, koji je posluzio za mjerenje koncentracija Tnl-a,
mioglobina i H-FABP-a. Budu¢i da su se mioglobin i H-FABP mijerili naknadno, ostatni

uzorci seruma su se nakon analiziranja Tnl-a pohranili u hladnjak na -20°C do analize.

Mijerenje koncentracije Tnl

Koncentracije Tnl-a su izmjerene na imunokemijskom analizatoru Dimension EXL s LM
(Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, USA). Dimension Tnl metoda je homogena,
sendvi¢ kemiluminiscentna imunoanaliza temeljena na tehnologiji imunoanalize prolaza

luminiscentnog kisika (LOCI, engl. luminescent oxygen channeling immunoassay). LOCI
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4. Ispitanici i metode

reagensi ukljucuju dva sintetska kuglicna reagensa i biotinom obiljezeni anti-sréani troponin |
monoklonalno protutijelo. U prvom reagensu su kuglice (Sensibeads) obloZene
streptavidinom i reagens sadrzi boju za fotosenzibilizaciju. U drugom je reagensu kuglica
(Chemibeads) oblozena drugim anti-sr¢anim troponin I monoklonalnim antitijelom i sadrzi
kemiluminiscentnu boju. Uzorak se inkubira s Chemibeadsom i biotinom oblozenim
protutijelom kako bi se stvorili ,,sendvi¢* kompleksi kuglice - sréani Tnl-biotinom obiljezeno
protutijelo. Potom se dodaju Sensibeadsi koji se vezu na biotin kako bi se formirali
imunokompleksi s kugliénim parom. Osvjetljenje kompleksa na 680 nm rezultira
kemiluminiscentnom reakcijom. Rezultirajuci signal mjeri se na 612 nm i izravna je funkcija

koncentracije sréanog troponina I u uzorku.

Mijerenje koncentracije mioglobina

Koncentracije mioglobina su izmjerene na imunokemijskom analizatoru Dimension EXL s
LM (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark, USA). Dimension MYO metoda je
enzimska imunoanaliza u dva koraka temeljena na principu ,,sendvic¢a‘“. Uzorak je inkubiran s
Cesticama krom dioksida obloZenim monoklonalnim protutijelima specificnim za mioglobin
kako bi se formirala ¢estica/MYO kompleks. Cestice su magnetski odvojene i supernatant je
uklonjen. Tijekom drugog koraka, cestica/MYO kompleks je inkubiran s konjugiranim
reagensom ([3-galaktozidazom obiljeZena monoklonska protutijela specificna za mioglobin) da
se formira ¢estica/MYO/konjugirani kompleks. Nevezani konjugat je uklonjen magnetskim
odvajanjem i ispiranjem. Koncentracija MYO prisutna u uzorku izravno je proporcionalna
intenzitetu promjene boje uslijed formiranja crvenog klorofenola (CPR, engl. chlorophenol

red) izmjerenog na 577 nm.

Mijerenje koncentracije H-FABP-a

Mjerenje H-FABP-a je provedeno na Beckman Coulter AU 680 analizatoru (Beckman
Coulter Inc., Brea, USA) imunoturbidimetrijskom metodom (Randox Laboratories Ltd.).
Randox H-FABP test je lateks imunoturbidimetrijska analiza pogodna za potpuno
kvantitativno mjerenje H-FABP-a u serumu i plazmi. Metoda se temelji na principu da H-
FABP prisutan u uzorku reagira s puferom i lateksom oblozenim anti-H-FABP-om. Stvaranje
kompleksa antigen-antitijelo tijekom reakcije rezultira povecanjem zamuéenosti koja se mjeri
kao kolicina svjetlosti apsorbirane na 700 nm. Izradom standardne krivulje iz apsorbancije

standarda moguce je odrediti koncentraciju H-FABP-a u uzorku. Test se moze Koristiti pri
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Sirokom rasponu proizvodaca analizatora klinicke kemije i ne trebaju nikakvu posebnu

opremu ili softver.

4.4. Statisticke metode

Rezultati su obradeni statistickim programom MedCalc, verzija 12.4.0.0.0. (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium). Za prikaz podataka koristila se deskriptivna statistika.
Kolmogorov-Smirnovljevim testom ispitana je raspodjela podataka. Ovisno o normalnosti
raspodjele, razlika se medu grupama testirala odgovaraju¢im parametrijskim ili
neparametrijskim testom (jednosmjerna analiza varijance; ANOVA za normalnu raspodjelu i
Kruskal-Wallis test za nenormalnu raspodjelu). Post-hoc testiranje prema Conoveru ili
pomoc¢u Newman-Keuls testa napravljeno je u svrhu otkrivanja skupina medu kojima postoji
razlika. Ucinjena je i ROC analiza za mioglobin i H-FABP kako bi se utvrdila dijagnosti¢ka
to¢nost te specifi¢nost i osjetljivost biljega u otkrivanju AKS-a. P < 0,05 predstavlja razinu

znacajnosti koja se koristila za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata.
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5. Rezultati

Rezultati obradeni statistickim programom MedCalc (MedCalc Software, Mariakerke,

Belgium) predoc¢eni su u tabli¢nim i slikovnim prikazima.

U Tablici 1. prikazani su demografski i klinicki parametri ispitivanih skupina pacijenata.

Tablica 1. Vrijednosti demografskih i klinickih parametara ispitivanih skupina pacijenata

Ispitanici s Ispitanici s NAP  Kontrolni P-vrijednost
NSTEMI AIM medijan; 1Q ispitanici
medijan; 1Q medijan; 1Q
(N=37) (N=15) (N=42)
Dob (x, raspon) 66 (24-83) 63 (48-82) 55 (23-82) 0,003*
Zene (N/ukupno)  16/37 7/15 22/42 0,0847
Tnl (ug/L) 0,037 0,032 0,000 <0,001*
(0,010-0,064) (0,009-0,063) (0,000-0,004)
Mioglobin (ng/ml) 57,8 48,8 49,8 0,047*1
(18,8-48,3) (46,0-66,8) (33,3-71,0)
H-FABP (ug/L) 8,66 5,41 5,66 0,005*%
(6,28-13,05) (3,98-9,50) (3,98-8,50)

*ANOVA; Ty test; *Kruskal-Wallis test

Skupina pacijenata s NSTEMI AIM-om i NAP-om starije je Zivotne dobi u odnosu na
kontrolne ispitanike Sto je potvrdeno Newman-Keuls testom viSestruke usporedbe.
Usporedbom koncentracija mioglobina, H-FABP-a i Tnl-a medu kontrolnim ispitanicima,
ispitanicima s NSTEMI AIM-om te s NAP-om, utvrdeno je kako postoji statisticki znacajna
razlika u njihovim vrijednostima medu pojedinim skupinama. Usporedba koncentracija
graficki je prikazana za mioglobin Slikom 1., H-FABP Slikom 2. te Tnl Slikom 3.

Post-hoc testiranjem prema Conoveru utvrdeno je da su koncentracije H-FABP-a i
mioglobina statisticki znacajno vise kod pacijenata s NSTEMI AIM-om, dok te razlike nije
bilo medu kontrolnim ispitanicima i ispitanicima S NAP-om. Istim testiranjem dobivena je
statisticki znacajna razlika za Tnl usporedbom kontrolnih ispitanika s pacijentima s NSTEMI
AIM-om i NAP-om.
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5. Rezultati

Slika 1. Usporedba koncentracije mioglobina medu kontrolnim ispitanicima, ispitanicima S

NSTEMI AIM-om i NAP-om
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Slika 2. Usporedba koncentracije H-FABP-a medu kontrolnim ispitanicima, ispitanicima s

NSTEMI-em i NAP-om
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5. Rezultati
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Slika 3. Usporedba koncentracije Tnl-a medu kontrolnim ispitanicima, ispitanicima S
NSTEMI-em i NAP-om

Usporedba ROC krivulja za mioglobin i H-FABP medu kontrolnim skupinama i pacijentima S
NSTEMI-em prikazana je Slikom 4. Slikom 5. prikazana je usporedba ROC krivulja za iste
parametre medu kontrolnim ispitanicima i pacijenatima S NAP-om, dok je usporedba medu
pacijentima s NSTEMI-em i pacijentima s NAP-om prikazana Slikom 6.

IzraCunate vrijednosti za osjetljivost i specificnost mioglobina i H-FABP-a te vrijednosti

AUC-a pri optimalnim grani¢nim vrijednostima prikazane su u Tablici 2.
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Slika 4. Usporedba ROC krivulja za mioglobin i H-FABP medu kontrolnim ispitanicima i
ispitanicima s NSTEMI-em
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Slika 5. Usporedba ROC krivulja za mioglobin i H-FABP medu kontrolnim ispitanicima i

ispitanicima s NAP-om
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Slika 6. Usporedba ROC krivulja za mioglobin i H-FABP medu ispitanicima S NSTEMI-em i
NAP-om

Tablica 2. Osjetljivost, specifi¢nost, vrijednosti AUC-a te grani¢na i P-vrijednost za
mioglobin i H-FABP

Osjetljivost  Specifiécnost AUC  Grani¢na  P-vrijednost

vrijednost

Kontrole vs. NSTEMI

Mioglobin (ng/mL) 78,4 50,0 0,649 >478 0,016

H-FABP (ug/L) 78,4 59,5 0,698 >5,86 0,001
Kontrole vs. NAP

Mioglobin (ng/mL) 80,0 47,6 0,525 >4577 0,753

H-FABP (ug/L) 26,7 59,5 0,507 >6,27 0,938
NAP vs. NSTEMI

Mioglobin (ng/mL) 73,0 60,0 0,659 >494 0,046

H-FABP (png/L) 75,7 73,3 0,699 >6,27 0,017
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6. RASPRAVA

U ovome je istrazivanju ispitivana dijagnosticka znacajnost H-FABP-a u pacijenata koji su
zaprimljeni u hitni prijem unutar tri sata od pojave simptoma AlM-a, a pritom nisu pokazali
jasne promjene na EKG-u u vidu elevacije ST-segmenta, niti su imali poviSene vrijednosti
Tnl-a u krvi. Uz Tnl i H-FABP provedeno je i mjerenje koncentracije mioglobina. Rana
potvrda ili isklju¢ivanje AIM-a jo$ uvijek predstavlja dijagnostic¢ki izazov. Simptomi AIM-a
mogu biti vrlo nespecifi¢ni i sli¢ni onima koji se javljaju u drugim bolestima, a EKG
promjene ne moraju nuzno biti prisutne. Sr¢ano specifi¢ni biljeg Tnl takoder moze biti nizak
ukoliko se pacijent javi rano nakon pojave simptoma, ali i umjereno povecan u nekim drugim
stanjima kod kojih dolazi do optereéenja srca (19, 20). Navedeno rezultira velikim
financijskim troSkovima za zdravstveni sustav s jedne strane i odgadanjem terapijskih
postupaka kod ugrozenih pacijenata s druge strane. Upravo se zbog toga brojna istrazivanja
temelje na trazenju biljega koji ¢e uspjeti ispuniti potrebne zahtjeve i omoguditi ranu
dijagnostiku AIM-a. Danas se jo$ uvijek u tu svrhu ¢esto koristi mioglobin, no dijagnosticka
ograni¢enja tog biljega rezultirala su njegovom sve manjom primjenom.

H-FABP je pokazao izvjesni potencijal u stratifikaciji pacijenata sa simptomima AlM-a. U
ovom istrazivanju H-FABP je bio visi kod pacijenata s NSTEMI AIM-om, dok se vrijednosti
koncentracija tog biljega nisu razlikovale medu kontrolnom skupinom i skupinom s NAP-om.
Isti su rezultati dobiveni s mioglobinom. lako NAP predstavlja stanje koje brzo i iznenada
moze progredirati u AIM, dobiveni su rezultati pokazali da temeljem mioglobina i H-FABP-a
nije moguce razlikovati ta dva entiteta. Rezultati usporedne analize H-FABP-a i mioglobina
djelomi¢no su dali o¢ekivane rezultate: H-FABP se pokazao specifi¢nijim biljegom AIM-a,
dok mu je osjetljivost bila sli¢na mioglobinu i kao takav se pokazao boljim dijagnostickim
biljegom od mioglobina u ranoj dijagnostici NSTEMI AIM-a.

Dobiveni rezultati u skladu su sa prethodnim istraZivanjima. Ipak, u ovom istrazivanju
dobivene su nesto nize vrijednosti specifi¢nosti (59,5 %) i osjetljivosti (78,4 %) za H-FABP
pri grani¢noj koncentraciji od 5,86 pg/L u dijagnosticiranju AIM-a u odnosu na vec¢inu drugih
istrazivanja. Primjerice, Pyati i suradnici (21) su dobili ¢ak 94,1 % osjetljivosti i 88,2 %
specificnosti pri ispitivanju dijagnosticke toc¢nosti H-FABP-a u AIM-u. Sli¢ni rezultati
objavljeni su i u drugim istrazivanjima (22, 23). U navedena istrazivanja bili su ukljuc¢eni
pacijenti kojima su simptomi trajali manje od 3 sata, ali nisu bili stratificirani ovisno 0 EKG
promjenama 1 vrijednostima koncentracija Tnl-a. Za ocekivati je da su zbog toga u

istrazivanja bili ukljuceni i pacijenti s ve¢im sréanim oStecenjem kakvo se uglavnom javlja u
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STEMI AIM-u. Budu¢i da su tijekom probira nasih pacijenata bili iskljueni pacijenti s
koncentracijama Tnl-a iznad referentnog intervala i/ili s elevacijom ST-segmenta u EKG-u,
vjerojatno su imali i manji stupanj sr¢anog osteenja koje posljedi¢no otpusta manju koli¢inu
H-FABP-a u cirkulaciju, a uslijed ¢ega pada osjetljivost testa. U usporedbi s mioglobinom, H-
FABP je pokazao vecu specifi¢nost u svim ispitivanim skupinama, a osjetljivost u dijagnozi
pacijenata s NSTEMI AIM-om ostala je jednaka, dok je za skupinu s NAP-om osjetljivost
bila manja.

Dijagnosti¢ka to¢nost mioglobina i H-FABP-a ispitana je analizom ROC krivulje medu
pojedinim skupinama. U odnosu na mioglobin, H-FABP je pokazao vecu povrsinu ispod
krivulje kod usporedbe kontrolne skupine i pacijenata s NSTEMI-em, te pacijenata s
NSTEMI-em i pacijenata s NAP-om. Ti su rezultati sli¢ni rezultatima ostalih istrazivanja (21,
22).

Pojedina odstupanja rezultata posljedica su razli¢itih ustroja studija. Kao izrazito vazan uzrok
odstupanja rezultata u istrazivanjima koja su se koristila kvalitativnim tehnikama, smatra se
niska grani¢na vrijednost (1).

Najvaznije ograniCenje ovog istraZivanja je mali broj pacijenata ukljuCenih u istrazivanje.
Ishemijski tip boli u prsima bio je koriSten za odabir pacijenata, §to je Cinilo ograni¢enje u
smislu homogenizacije. U ovom je istrazivanju potvrdeno da odredivanje koncentracije H-
FABP-a unutar tri sata od pojave simptoma moZze biti vrijedan dijagnosti¢ki biljeg rane
stratifikacije pacijenata s boli u prsiStu i ostalim simptomima koji upuéuju na AIM. Takoder
je potvrdena njegova superiornost kao pomoc¢nog biljega u odnosu na mioglobin. Nedostatak
podataka poput indeksa tjelesne tezine (BMI, engl. body mass index), obiteljske anamneze,
komorbiditeta, statusa pusenja i drugih parametara koji doprinose riziku nastanka AKS-a
dodatni je ograniavajué¢i c¢imbenik ovog istraZivanja. Vjerojatno bi ukljuivanje tih
parametara zajedno s vrijednostima Tnl-a u model s H-FABP-om rezultiralo poveéanjem

ukupne specifi¢nosti i osjetljivosti u dijagnosticiranju AIM-a.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

- vrijednosti koncentracija H-FABP-a i mioglobina vislje su kod pacijenata koji su razvili
NSTEMI AIM u odnosu na kontrolne ispitanike i ispitanike s NAP-om,

- H-FABP je specifi¢niji 1 jednako osjetljiv dijagnosticki biljeg NSTEMI AIM u usporedbi
s mioglobinom, §to zna¢i da je njegova primjena u stratifikaciji suspektnih pacijenata
superiornija u odnosu na mioglobin,

- H-FABP i mioglobin nisu se pokazali korisnim biljezima u otkrivanju pacijenata s NAP-
om.

Posljednjih je desetlje¢a veliki napredak uc¢injen u razumijevanju patofiziologije i dijagnostike

AKS-a. To¢na dijagnoza AKS-a ima izuzetno vaznu ulogu u spasavanju zivota te zahtijeva

pazljivu pozornost i na povijest bolesnika i rezultate fizikalnog pregleda, 12-kanalnog EKG-a

i testove srcanih biomarkera. Sréani biomarkeri dokazali su se izuzetno korisnim za

dijagnozu, procijenu rizika i lije¢enje pacijenata pri hitnim sluc¢ajevima. EKG ¢ini i dalje test

prvog reda kod infarkta miokarda, zajedno sa Tnl-om. U odnosu na mioglobin, H-FABP se
pokazao specifi¢nijim i jednako osjetljivim sr¢anim biomarkerom u ranoj stratifikaciji
pacijenata sa sumnjom na NSTEMI AIM te se kao takav moze smatrati obe¢avajuéim sr¢anim

biomarkerom koji se u danasnjici moze koristiti uz Tnl, a umjesto mioglobina.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja
Cilj je ovog istrazivanja usporediti dijagnosticki znacaj konvencionalnog biljega mioglobina i

novijeg biljega, sr¢anog proteina koji veze masne kiseline u AKS.

Nacrt studije

Nacrt studije ¢ini presje¢no istrazivanje (prospektivno istraZivanje parova).

Ispitanici i metode

Ispitanici su (N = 94) bili podijeljeni u tri skupine: pacijenti s NSTEMI AIM-om (N = 37),
pacijenti s NAP-om (N = 15) te kontrolni ispitanici (N = 42). Ispitanicima je uzeta anamneza
te im je napravllen EKG. Koncentracije Tnl-a izmjerene su kemiluminiscentnom
imunoanalizom baziranoj na LOCI tehnologiji, a koncentracije mioglobina heterogenom
imunoanalizom na Dimension EXL s LM analizatoru (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
Newark, USA). Mjerenje H-FABP-a je provedeno na Beckman Coulter AU 680 analizatoru
(Beckman Coulter Inc., Brea, USA) imunoturbidimetrijskom metodom. Rezultati su obradeni

statistiCkim programom MedCalc (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

Rezultati

Vrijednosti medijana za H-FABP i mioglobin bile su vise kod pacijenata s NSTEMI AIM-om
u odnosu na pacijente s NAP-om i kontrolne ispitanike; H-FABP: 8,66 vs. 5,41 vs. 5,66 (P =
0,005); mioglobin: 57,8 vs. 48,8 vs. 49,8 (P = 0,047). H-FABP je pokazao bolju specifi¢nost
(59,5 % vs. 50,0 %) i jednaku osjetljivost (78,4 %) u usporedbi s mioglobinom u dijagnostici
NSTEMI AlM-a.

Zakljucak

Vrijednosti koncentracija H-FABP-a razlikuju se medu ispitivanim skupinama te su kod
ispitanika koji su razvili NSTEMI AIM vislje. H-FABP se pokazao ranijim biljegom AIM-a u
odnosu na mioglobin, pokazavsi jednaku dijagnosticku osjetljivost, ali vecu specifi¢nost od
mioglobina pri optimalnim grani¢nim vrijednostima u dijagnostici NSTEMI AlM-a te se

moze smatrati obecavaju¢im sr¢anim biomarkerom uz Tnl.
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Kljucne rije¢i: akutni koronarni sindrom, H-FABP, infarkt miokarda bez elevacije ST-
spojnice, mioglobin, nestabilna angina pektoris, troponin |
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Diagnostic value of myoglobin and heart-type fatty acid binding protein (H-FABP) in acute

coronary syndrome

Objectives
The aim of this study is to compare the diagnostic significance of the conventional myoglobin

marker and the new marker, a heart protein that binds fatty acids to ACS.

Study Design

The study is designed as a cross-sectional study (prospective case-control study).

Participants and Methods

Participants (N=94) were divided into three groups: patients with NSTEMI AMI (N=37),
patients with UAP (N=15) and control group (N=42). Anamnesis was taken from all of the
patients and an ECG was made. Tnl concentration was measured by chemiluminescent
immunoassay based on LOCI technology, and myoglobin concentration by heterogeneous
immunoassay on Dimension EXL with LM analyser (Siemens Healthcare Diagnostics Inc.,
Newark, USA). H-FABP measuring was done on the Beckman Coulter AU 680 analyser
(Beckman Coulter Inc., Brea, USA) by immunoturbidimetric method. The results were

processed in statistical program MedCalc (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

Results

Median values for H-FABP and myoglobin were higher in patients with NSTEMI AMI
compared to patients with UAP and control subjects; H-FABP: 8.66 vs. 5.41 vs. 5.66
(P=0.005); myoglobin: 57.8 vs. 48.8 vs. 49.8 (P=0.047). H-FABP indicated better specificity
(59.5% vs. 50.0%) and equal sensitivity (78.4%) compared to myoglobin in NSTEMI AMI

diagnosis.

Conclusion
The concentration values of H-FABP differ between the studied groups, and in those who
developed NSTEMI AMI they are higher. H-FABP proved as earlier AMI marker compared

to myoglobin, showing the same diagnostic sensitivity, but greater specificity than myoglobin

23



9. Summary

at optimal limit values in NSTEMI AMI diagnosis and may be considered a promising cardiac
biomarker with Tnl.

Keywords: acute coronary syndrome, H-FABP, non-ST elevation myocardial infarction,

myoglobin, unstable angina pectoris, troponin |
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