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POVZETEK

V danaSnjem razvitem svetu je ateroskleroza glavni vzrok sréno-zilnih zapletov,
obolevnosti in smrtnosti. Pri razvoju ateroskleroze sodelujejo razli¢ni procesi, ki so med
sabo povezani. Eden izmed procesov je razgradnja zunajceli¢nega matriksa, ki naj bi jo
povzrocile razlicne peptidaze. Dokazano je, da kot cisteinska peptidaza pri razgradnji
zunajceli¢nega matriksa sodeluje katepsin S, ki ima mocno elastoliticno in kolagenoliticno

aktivnost.

Ena izmed simptomatskih posledic ateroskleroze je poruseno ravnovesje med ponudbo in
porabo kisika. Ishemi¢na bolezen srca je bolezen razvitega sveta. Novejsi metabolni
antiishemiCni zdravili sta ranolazin in trimetazidin, ki se uporabljata v kombinaciji z
drugimi antianginoznimi zdravili, ¢e so bolniki Se vedno simptomatski. Glede na njun
mehanizem delovanja in vpletenost katepsina S v aterogenezo smo v nasi raziskavi kot prvi
zeleli preuditi, ali obstaja kakrSnakoli povezava med ranolazinom oziroma trimetazidinom

in katepsinom S.

Preucevali smo naslednjo hipotezo: Pri bolnikih z ishemi¢no boleznijo srca se po terapiji z

ranolazinom oziroma trimetazidinom koncentracija in aktivnost katepsina S zniza.

Da bi hipotezo potrdili ali ovrgli, smo v serumu bolnikov, ki so prejemali ranolazin
oziroma trimetazidin, dolocili koncentracijo in aktivnost katepsina S pred in po dvanajstih
tednih zdravljenja. Koncentracijo katepsina S smo dolocili z encimsko-imunskim testom
ELISA, aktivnost katepsina S pa s kineti¢no meritvijo spremembe koncentracije substrata v
produkt v ¢asovni enoti. Ugotovili smo, da ni bilo razlike med koncentracijo katepsina S
pred terapijo in koncentracijo katepsina S po terapiji niti z ranolazinom niti s
trimetazidinom (za ranolazin p = 0,694, za trimetazidin p = 0,420). Prav tako ni bilo razlike
med aktivnostjo katepsina S pred terapijo in aktivnostjo katepsina S po terapiji z
ranolazinom oziroma trimetazidinom (za ranolazin p = 0,375, za trimetazidin p = 0,646). Z
izraunom Spearmanovega koeficienta smo Zeleli dokazati povezave med koncentracijo
pred in po terapiji oziroma aktivnostjo pred in po terapiji z ranolazinom oziroma
trimetazidinom. Ugotovili smo, da koncentracija katepsina S pred terapijo korelira s

koncentracijo katepsina S po terapiji. Enako smo ugotovili tudi za aktivnost katepsina S.



Nasprotno pa koncentracija katepsina S ni korelirala z aktivnostjo encima katepsina S, niti

pred terapijo niti po terapiji in pri nobenem od obeh proucevanih zdravil.

Ob navedenih dejstvih lahko zaklju¢imo, da zdravili ne vplivata na koncentracijo in

aktivnost katepsina S.

Kljucne besede: ateroskleroza, ishemicna bolezen srca, ranolazin, trimetazidin, katepsin S
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ABSTRACT

In today’s developed world, atherosclerosis is the main cause of cardiovascular
complications, morbidity and mortality. Various interconnected processes contribute
towards atherosclerosis. One of such processes is the degradation of the extracellular
matrix, which is supposedly enabled through various proteases. It has been proven that
cathepsin S, which has a strong elastolytic and collagenolytic activity, contributes to the

degradation of the extracellular matrix as a cysteine peptidase.

One of the symptomatic consequences of the atherosclerosis is the ruined balance between
the supply and demand of oxygen. Ischemic heart disease is the disease of the developed
world. Newer metabolic anti-ischemic drugs such as ranolazine and trimetazidine are used
in combination with other antianginous drugs, insofar the patients remain symptomatic. In
view of their effect mechanisms and involvement of cathepsin S into atherogenesis, we
wanted to, as first, study a possible correlation between ranolazine or trimetazidine and

cathepsin S.

We studied the following hypothesis: In patients with ischemic heart disease, the
concentration and activity of cathepsin S decreases after a treatment with ranolazine or

trimetazidine.

In order to confirm or reject the hypothesis, we determined the concentration and activity
of cathepsin S in the patient’s serum, prior to and after twelve weeks of treatment. We
determined the concentration of cathepsin S with the help of the enzyme-linked
immunosorbent assay ELISA and the activity of the cathepsin S by a kinetic measurement
of the change in the concentration of the substrate in the product in a time unit. We
discovered that there was no difference between the concentration of cathepsin S before
the treatment and the concentration of the cathepsin S after the treatment with either
ranolazine or trimetazidine (for ranolazine p = 0.694, for trimetazidine p = 0.420). There
was also no difference between the activity of cathepsin S before the treatment and the
activity of cathepsin S after the treatment with either ranolazine or trimetazidine (for
ranolazine p = 0.375, for trimetazidine p = 0.646). By calculating the Spearman’s rank

correlation coefficient, we wanted to prove the correlation between the concentration
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before and after the treatment, as well as the activity before and after a treatment with
ranolazine or trimetazidine. We discovered that the concentration of the cathepsin S before
the treatment correlates with the concentration of the cathepsin S after the treatment. The
same was determined for the activity of cathepsin S. On the contrary, the concentration of
cathepsin S did not correlate with the activity of cathepsin S, neither before the treatment

or after with none of the studied drugs.

We may conclude that both drugs have no influence on concentration and activity of

cathepsin S.

Keywords: atherosclerosis, ischemic heart disease, ranolazine, trimetazidine, cathepsin S
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SEZNAM OKRAJSAV
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1 UvOD

1.1 Ateroskleroza

Ateroskleroza je kompleksna, kroni¢na vnetna degenerativna bolezen velikih in srednje
velikih arterij miSi¢nega in elasti€nega tipa, vklju¢no z aorto, koronarnimi arterijami,
perifernimi in mozganskimi arterijami. V danasnjem razvitem svetu je glavni vzrok
sréno-zilnih zapletov, obolevnosti in umrljivosti. Je sistemska bolezen, kar pomeni, da
imajo bolniki z dolo¢eno ateroskleroticno boleznijo hkrati tudi asimptomatsko ali
simptomatsko aterosklerozo v drugih organskih sistemih. Pri razvoju ateroskleroze
sodelujejo razli¢ni procesi, ki so med sabo povezani: kopicenje lipidov, veziva, netopnih
kalcijevih soli in celi¢nih ostankov v intimi, aktivacija trombocitov, tromboza, endotelijska
disfunkcija, oksidativni stres, preoblikovanje zilne stene in spremljajoce vnetje. Vnetje je
verjetno skupni imenovalec Skodljivega delovanja razli¢nih dejavnikov tveganja na Zilno

steno, ki zajame tudi medio in adventicio. (1, 2, 3)

Patomorfoloska znacilnost ateroskleroze je leha ali aterom, ki je posledica kopicenja
lipidov v notranji plasti arterijske stene, intimi, ki ga spremlja kroni¢no vnetje z infiltracijo
makrofagov in limfocitov T, migracijo in proliferacijo gladkomisi¢nih celic ter povecano

sintezo kolagena, elastina in proteoglikanov, makromolekul vezivnega matriksa. (3)

O nastanku in poteku ateroskleroticnega procesa obstajajo Stevilne razlage in teorije,
vodilno vlogo pa ima Se vedno teorija o poskodbi zilne stene, ki ji sledi vnetni odgovor.

(1,4)

Teorija o poskodbi zilne stene se v prvi fazi zacne s poskodbo zilnega endotelija, ki je ves
&as izpostavljen §tevilnim mehanskim in kemiénim poskodbam. Zilni endotelij ima klju¢no
vlogo pri vzdrzevanju zilne integritete in homeostaze. Dejavniki, ki lahko poskodujejo
zilni endotelij, delujejo na razli€ne nacine in jih delimo na: fizikalne (povisan krvni tlak,
turbulentni tok krvi), kemicne (ogljikov monoksid, nikotin), presnovne (holesterol,
homocistin) in bioloske (bakterije, virusi, kompleksi antigen-protitelo, aktivirani
trombociti in levkociti). Zaradi poskodbe pride do okvare obrambne sposobnosti endotelija

in posledi¢no se poveca njegova prepustnost. Pospesi se vstopanje lipoproteinov z nizko



gostoto (LDL) v arterijsko steno in njihova oksidacija, vstopanje monocitov in limfocitov
T v arterijsko steno, proliferacija gladkomiSi¢nih celic, sinteza zunajceli¢nega matriksa
(ZCM) in povecanje tonusa gladke miSi¢nine v Zilni steni oziroma vazokonstrikcija, ki

povzroci zozenje zil. (1, 3, 5)

V drugi fazi ateroskleroti¢nega procesa se monociti v subendoteliju zilne stene pod
vplivom makrofagne kolonije stimulirajo¢ega dejavnika (MCSF) preobrazijo v makrofage,
ki preko receptorske endocitoze fagocitirajo lipoproteine, ki jo posredujejo odstranjevalni
receptorji, ki z veliko afiniteto vezejo oksidirane LDL (oxLDL), lipoproteine zelo nizke
gostote (VLDL), kot tudi neoksidirane lipoproteine. Poglavitni produkt razgradnje
oksidiranih delcev LDL je znotrajceli¢ni holesterol, ki se v obliki kapljic kopici v citosolu
makrofagov. Takim z maScobami zapolnjenim tkivnim makrofagom zaradi posebnega
mikroskopskega izgleda pravimo penaste celice. (1, 3) Ko koli¢ina lipidov, ki vstopajo v
zilno steno, preseze kolic¢ino lipidov, ki jo lahko makrofagi odstranijo, se ateroskleroti¢na
leha oziroma aterom poveca. S¢asoma nekatere penaste celice odmrejo in oblikuje se

lipidna sredica lehe z izvenceli¢nim holesterolom, nastane masc¢obna leha. (3)

Pod vplivom okvare se v napredovanju bolezni, v tretji fazi ateroskleroticnega procesa
pri¢nejo razmnozevati gladkomisi¢ne celice in potovati iz srednje plasti arterijske stene,
medie, v notranjo plast arterijske stene, intimo. Poveca se tudi sinteza zunajcelicnega
matriksa. Potovanje in razmnozevanje gladkomisi¢nih celic spodbujajo razli¢ni kemokini
in rastni dejavniki, ki se sproscajo iz celic v Zilni steni. Pomembni so tudi trombociti, ki se
lepijo na poskodovani endotelij in sproScajo snovi, ki pospeSujejo razmnozevanje
gladkomisSi¢nih celic v steni arterije in njihovo potovanje iz medije v intimo. V intimi Zilne
stene gladkomiS$i¢ne celice izloCajo predvsem kolagen, fagocitirajo oxLDL in se podobno
kot makrofagi preobrazijo v penaste celice in tvorijo vezivno medceli¢nino, nastane

vezivna leha. K preobrazbi v penaste celice spodbujajo tudi limfociti T. (1, 3)

Z rastjo ateroskleroti¢ne lehe se v njej razrascajo Zzile, ki preko vnetnih posrednikov, ki pri
tem nastajajo, vplivajo na stabilnost lehe. Kopicijo se tudi kalcijeve soli s prostimi

mascobnimi kislinami, zaradi katerih postane arterijska stena trda in neelasti¢na. (3)



Ateroskleroticna leha oziroma aterom zozi svetlino arterije za okoli 50 % in ve¢inoma ne
ovira arterijskega dotoka krvi v organe v mirovanju. Na povrSini ateroskleroticne lehe
lahko pride do kakrSnekoli spremembe, kot so razpoka ali razjeda ali vnetje. Razpad
ateroskleroti¢ne lehe je posledica razpokanja fibrozne kapice, ki vodi do izpostavljenosti
zunajceli¢nega matriksa, ki izzove trombocitno adhezijo, agregacijo in aktivacijo. Za
razpad so predvsem ranljive tiste ateroskleroti¢ne lehe, ki vsebujejo velika lipidna jedra in
tanke fibrozne kapice. Aktivacija trombocitov vodi do sproscanja aktivnih mediatorjev
(tromboksana A2, 5-hidroksitriptamina in adenozindifosfata (ADP)), ki povzrocijo
aktivacijo koagulacijske kaskade. Nastanejo trombi, ki Se dodatno zmanj$ajo lumen
arterije. Dodatno vazoaktivne snovi, kot sta 5-hidroksitriptamin in tromboksan A2, ki se

sproscata iz agregiranih trombocitov, povzrocijo lokalno vazokonstrikcijo. (6, 7)

Simptomi in znaki se razvijejo, ko pride do zapletov z nastankom tromba na spremenjeni
ateroskleroti¢ni lehi. PoruSi se ravnovesje med dotokom in porabo kisika.
NajpomembnejsSe simptomatske oblike ateroskleroze so ishemi¢na bolezen srca, periferna

okluzivna arterijska bolezen in ishemi¢na mozganska kap. (7)

1.2 Ishemicna bolezen srca

Srce je organ, ki je v celoti odvisen od aerobne presnove, saj poraba kisika v sréni miSici
uravnava koronarni pretok. Normalen koronarni pretok uravnavajo predvsem potrebe sréne
miSice po kisiku, tako da je ponudba sorazmerna s porabo. Kadar pride do porusenja
ravnovesja med ponudbo in porabo kisika, to vodi do zmanjSanja prekrvavljenosti oziroma
ishemije sréne miSice. Celi¢ni primanjkljaj kisika in hranil v ishemi¢nem tkivu vodi v

okvaro tkiva ali organa. (7)

V razvitih deZelah sveta je ishemicna bolezen srca najpogostejsi vzrok obolevnosti in
umrljivosti tako za moske kot tudi za zenske. Gre za skupino patofiziolosko povezanih
sindromov, ki izhajajo iz sréne ishemije, neravnovesja med dobavo in potrebo srca po
kisiku, ki zmanjSajo razpolozljivost hranil in zmoznost odstranjevanja metabolitov. V
vecini primerov je za ishemicno bolezen srca odgovorna ateroskleroza koronarnih arterij.

Razvoj ateroskleroti¢nega procesa je razli¢en, pogosto pa se kroni¢nemu poteku pridruzijo



Se Stevilni akutni zapleti, kot so tromboza, krvavitev, spazem oziroma kr¢ koronarnih zil

itd. (1, 8)

Brez predvidljivega poteka kroni¢ni bolezni sledijo akutni klini¢ni pojavi.
Najpomembnejsa oblika ishemicne bolezni srca je akutni miokardni infarkt (AMI), kjer
ishemija povzroci smrt ve¢jega ali manjSega dela sréne miSice. Med akutne klini¢ne pojave
sodijo tudi bolecina za prsnico oziroma angina pektoris (AP), ki je nezadostna, da povzroci
infarkt, lahko pa je tiha napovednica infarkta, kroni¢na ishemi¢na bolezen srca s srénim
popuscanjem in nenadna sréna smrt, ki je pogosto prvi in edini znak hude ishemicne

bolezni srca. (1, 8)

Prva znacilna sprememba v razvoju ishemicne bolezni srca je ateroskleroti¢ni plak, ki ozi
svetlino koronarne arterije in odvisno od stopnje zozitve ovira pretok krvi. Do ishemije
sréne misSice pride sprva le pri vecji porabi kisika v srcu, znacilno med telesnim naporom
ali razburjenjem, ¢e se svetlina zile zozi nad 75 % preseka zile. Z napredovanjem
ateroskleroti¢nega procesa, pri zozitvi svetline Zile na 90 % ali ve¢, se ishemija pojavi ze

med mirovanjem. (1)

Pri nastanku ishemije sréne miSice je pomemben tudi koronarni kr¢ oziroma spazem, ki se
pogosteje pojavlja v podro¢ju ateroskleroticno spremenjenih koronarnih zil. Vzrok
nastanka nenadne ishemije sréne miSice je lahko tudi tromboza koronarnih arterij, ki veliko
pogosteje nastane na ateroskleroti¢no spremenjeni zili. Tromb pomembno zozi koronarno
arterijo ali jo nenadno popolnoma zapre in s tem povzroci propad pripadajocega predela

sréne misice. (1)

Brstenje novih malih zil in okrepitve anastomoz oziroma pre¢nih povezav med zilami
postopne zozitve koronarnih zil sprotno popravljajo, zato bolniki z obolelim koronarnim
ziljem v mirovanju ali pri manjS$ih naporih nimajo vecjih tezav. Bolnik ishemicno
dogajanje v sréni misici obcuti kot topo, stiskajoo bole¢ino za prsnico, ki se lahko $iri v

vrat, levo ramo in zlicko. (1)

O sindromu angine pektoris govorimo, ko bolniku ob uporabi zdravila za Sirjenje bolecina
hitro popusti. Kadar bole¢ina kljub uporabi zdravila ne popusti in je ishemija hujsa in

povzro¢i odmrtje sréne misice, pa govorimo o miokardnem infarktu. (1)



1.3 Cisteinske peptidaze

Peptidaze so encimi, ki ireverzibilno katalizirajo hidrolizo peptidne vezi. Ker razli¢ne
peptidaze katalizirajo po razli¢nih mehanizmih, jih po nacinu katalize razdelimo na sedem
glavnih druzin. To so: aspartatne, cisteinske, glutaminske, asparaginske, serinske,
treoninske peptidaze in metalopeptidaze. Obstajajo Se peptidaze z meSanim in neznanim
mehanizmom katalize. Cisteinske peptidaze lahko razdelimo na ve¢ klanov. Najpogostejse
so papainu podobne cisteinske peptidaze. Klan sestavljajo papain in lizosomalni katepsini

B,C,F,H,K,L,0,S,V,WinX. (9)

Katepsini se sintetizirajo kot preproencimi. Prokatepsini nastanejo po odstranitvi
prepeptida med prehodom v endoplazmatski retikulum (ER). Aktivna oblika nastane po
proteoliti¢ni odstranitvi propeptida v kislem okolju poznih endosomov ali lizosomov.
Vecina katepsinov, kot so katepsini B, F, H, K, L in V, so optimalno aktivni v kislem pH in

Sibko aktivni v nevtralnem pH. Izjema je katepsin S, ki je aktiven pri nevtralnem pH. (10)

1.3.1 Katepsin S

Katepsin S spada v druzino lizosomskih cisteinskih peptidaz, ki so obicajno prisotne v
lizosomih. Po zaporedju aminokislin je v 57 % podoben katepsinoma K in L in v 31 %
katepsinu B. Je enoverizni monomerni protein iz 217 aminokislin. Sintetizira se v zrnatem
endoplazmatskem retikulumu kot prokatepsin S (proCatS), se prenese preko Golgijevega
aparata z manoza-6-fosfatno potjo in se shranjuje v lizosomskih predelkih v neaktivni
obliki. Aktivna oblika katepsina S nastane po odstranitvi propeptida z drugimi peptidazami
in avtokatalitsko cepitvijo pri nizkem lizosomalnem pH. Za razliko od drugih cisteinskih
peptidaz, ki imajo optimalno aktivnost v rahlo kislem pH in so ve¢inoma nestabilne pri
nevtralnem pH, je katepsin S stabilen pri nevtralnem ali rahlo alkalnem pH in pri tem

stanju ohrani vecino svoje aktivnosti. (11, 12, 13)



Slika 1: Katepsin S (14)

Pod fizioloskimi pogoji je mocna peptidaza, ki skupaj z ostalimi katepsini sodeluje pri
razgradnji znotrajcelicnih proteinov. Poleg vloge pri razgradnji proteinov je pomemben
tudi za imunski odziv. Ima klju¢no vlogo pri predstavitvi antigena z molekulami
poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) razreda II. Odgovoren je za
razgradnjo invariantne verige II, ki se nahaja v antigen vezavnem mestu molekule MHC
razreda II. Samo po tem koraku so molekule MHC razreda II kompetentne za vezavo

antigena. (11, 12)

Stevilne $tudije so pokazale vpletenost katepsina S v razliéne patoloske procese. Dokazali

so, da ima aktivni katepsin S, ki je skupaj z integrinom 3 lokaliziran kot receptor na
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povezanih z aterosklerozo. Ti predeli se lahko pogosto zakisajo in s tem ustvarijo pogoje,
ki so ugodni za aktivacijo izlo¢enih neaktivnih oblik katepsinov v aktivne. Dokazano je
bilo, da lahko aktivni katepsin S razgradi proteinske komponente membran in intersticijski

vezni matriks, vklju¢no z lamininom, fibronektinom, elastinom in kolagenom. (11, 15)
1.3.2 Katepsin S in ateroskleroza

Pri aterosklerozi razgradnjo ZCM v zilni steni omogocajo gladkomiSicne celice, ko
preidejo iz medie v intimo, in vnetne celice, ki preidejo iz lumna zile v arterijsko steno.
Razgradnja zunajceli¢nega matriksa naj bi bila omogocena preko razli¢nih peptidaz, kot so
serinske peptidaze, metalopeptidaze in cisteinske peptidaze, ki jih gladkomiSi¢ne celice

izrazajo. (16, 17)



Katepsin S kot cisteinska peptidaza razgrajuje proteine zunajcelicnega matriksa, Studije pa
so pokazale, da ima tudi moc¢no elastoliti¢no in kolagenoliti¢no aktivnost. Ugotovili so, da
je pri aterosklerozi njegovo izrazanje povecano v Stevilnih celicah, ki jih najdemo v

ateromu (makrofagi in gladkomiSi¢ne celice). (17)

Katepsini so regulirani z endogenimi zaviralci katepsinov, imenovanimi cistatini. Cistatini
na splosno delujejo kot zascita pred nepravilnim spros¢anjem peptidaz, kot so katepsini, iz
lizosoma med apoptozo ali degranulacijo fagocitov. Cistatin C zavira katepsin S.
Ateroskleroti¢ne lezije imajo znizano vrednost cistatina C, kar nakazuje na neravnovesje
med katepsinom S in njegovim zaviralcem in vpliva na celovitost in homeostazo zilja. V
razvoju ateroskleroze je predvsem pomemben zunajceli¢ni katepsin S, katerega aktivnost
je mocno proaterogena. Vaskularne gladkomisic¢ne celice in endotelne celice lahko izlo¢ajo
katepsin S, ki razgradi zunajceli¢ni elastin in kolagen, kadar so izpostavljene provnetnim
citokinom in rastnim dejavnikom, kot so interlevkin-1 (IL-1), interferon gama (INF),
dejavnik tumorske nekroze (TNF), rastni dejavnik fibroblastov (FGF-2) in vaskularni
endotelijski rastni dejavnik (VEGF). (16, 18)

1.4 Ranolazin

Ranolazin je zdravilo z antianginalnimi in antiishemi¢nimi ucinki, ki vpliva na presnovo
sréne miSice. Je aktivni piperizinski derivat in racemna zmes z [IUPAC imenom (RS)-N-
(2,6-dimetilfenil)-2-[4-[2-hidroksi-3-(2-metoksifenoksi)-propil | piperazin-1-il] acetamid, z
empiri¢no formulo C,,H;33N30, in molekulsko maso 427,54 g/mol. (19, 20, 21)
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Slika 2: Strukturna formula ranolazina (21)

Sréna ishemija spremeni pretok ATP-ja, kar povzro¢i funkcionalno zmanjsanje energije, ki

je na voljo proteinom, odgovornim za kréenje in sproscanje srca. Nekateri od teh so



sestavni del vzdrzevanja ionskega ravnovesja v celicah sréne miSice, zato med ishemijo

pride do motenj homeostaze natrija in kalcija. (22)

Povedanje znotrajceliénega Na™ vodi v povelanje znotrajceli¢nega kalcija (Ca®"), kar
privede do povecane togosti levega prekata med diastolo, povecane potrebe in porabe srca
po kisiku, zmanjSanja zalog ATP-ja, zmanjSane sr¢ne prekrvavitve ishemicnega podrocja
in zmanjSane dostave hranil. Zdravilna u¢inkovina ranolazin zavira pozni tok natrijevih
ionov (Na") v celice sréne misice. To ovira delovanje posebnih kanal¢kov na povrsini
celice, imenovanih »od natrija odvisni kalcijevi kanalcki«, skozi katere kalcijevi ioni
(Ca®™) obi¢ajno vstopajo v celico. Tako se zniZa §tevilo kalcijevih ionov (Ca®"), ki vstopajo
v celice. ZmanjSanje pretoka kalcija v celice pripomore k sprostitvi srca in izboljSanemu
pretoku krvi v sréno miSico. Ker ranolazin prepreCuje ishemijo brez vpliva na
hemodinamske parametre, za razliko od antagonistov beta adrenergi¢nih receptorjev,
zaviralcev kalcijevih kanalCkov ter zaviralcev angiotenzinske konvertaze (ACE) ali

sartanov, je u¢inkovito dopolnilo sedanji anginalni terapiji. (20, 23, 24)

Po peroralnem odmerjanju ranolazina so najvi§je koncentracije zaznavne po 2 do 6 urah.
Zauzita hrana na obseg in hitrost absorpcije nima vecjega vpliva. Po absorpciji se ve¢ kot
60% ranolazina veZe na proteine v plazmi, predvsem na alfa-1 kisli glikoprotein in Sibko
na albumin. Hitra in obseZna presnova ranolazina poteka v jetrih in ¢revesju, manj kot 5 %
pa se ga nespremenjenega izloc¢a preko ledvic ali z blatom. V vecji meri se presnavlja s
pomocjo citokroma P450 (CYP) 3A4, v manjsi meri pa s pomocjo citokroma CYP 2D6. V
plazmi, urinu in blatu so odkrili veliko presnovkov in primarnih presnovnih poti
ranolazina. Med najpomembnejSimi presnovnimi potmi sta O-demetiliranje in N-
dealkiliranje. Ocistek ranolazina je odvisen od odmerka in se s povecanjem odmerka
manj$a. Zaradi izloCanja, ki je omejeno s hitrostjo absorpcije je bioloska razpolovna doba

ranolazina po peroralni uporabi priblizno 7 ur. (20, 25)

Po podatkih farmakokineti¢nih $tudij na podlagi starosti in spola bolnika niso ugotovili
nobenih kliniéno pomembnih uc¢inkov na farmakokineti¢ne parametre ranolazina, vendar
pa je lahko izpostavljenost ranolazinu pri starejSih bolnikih vec¢ja zaradi slabsega delovanja
ledvic, povezanega s starostjo. Pri bolnikih z razli¢nimi stopnjami ledvi¢ne odpovedi so

ugotovili povecanje ranolazina v plazmi za 50 %. Povecane koncentracije so bile prisotne



tudi pri bolnikih z jetrno okvaro oziroma oslabljeno funkcijo jeter. Pri bolnikih s srénim
popuscanjem in bolnikih s sladkorno boleznijo niso opazili nobenih ucinkov na

farmakokinetiko ranolazina. (20)

Ranolazin je relativno mocan zaviralec P-glikoproteina (P-GP), zato ga je treba previdno
uporabljati, ker se lahko tkivna porazdelitev zdravil (npr. verapamila), ki jih prenasa P-GP,
poveca. Ranolazin poveca tudi serumske vrednosti digoksina za 1,5-krat, zato se pri
bolnikih, ki jemljejo obe zdravili, odmerki digoksina spremenijo. Ker pa je ranolazin tudi
blag zaviralec encima CYP3A4, lahko soCasna uporaba razli¢nih zdravil vpliva na njegov

ocistek. (22, 25)

Ceprav velja ranolazin za varno zdravilo, se lahko pojavijo §tevilni neZeleni uéinki. Le ti so
naceloma blagi do zmerni in se pogosteje pojavijo na zacetku zdravljenja. Najpogostejsi
nezeleni ucinki so omotica, glavobol, zaprtje, bruhanje, navzeja (slabost) in astenija
(oslabelost). Obcasno do redko se lahko pojavijo razli¢ne presnovne in prehranske motnje,
lahko se pojavijo psihiatricne motnje in motnje v zivénem sistemu, ocesne in uSesne
bolezni, vkljuno z motnjami labirinta, zilne bolezni, bolezni dihal, vklju¢no s prsnim
koSem in mediastinalnem prostoru, bolezni prebavil, bolezni koze in podkoZzja, ohromi
lahko tudi miSi¢no-skeletni sistem, ob¢asno se lahko pojavijo bolezni secil, redkeje pa

pride do motnje reprodukcije in dojk. (24, 25)

1.5 Trimetazidin

Trimetazidin je antiishemi¢no zdravilo z IUPAC imenom [-(2,3,4-trimetoksibenzil)-
-piperazin, empiricno formulo C;4H>,N,O; in molekulsko maso 266,336 g/mol. Je
presnovno zdravilo, katerega mehanizem delovanja je delno posledica uc¢inka na celi¢no

presnovo. (26, 27)



O

|

Slika 3: Strukturna formula trimetazidina (28)

V fizioloskih pogojih srce uporablja proste maScobne kisline kot primarni vir energije, ker
so le-te sposobne tvoriti ve¢ ATP v primerjavi z oksidacijo glukoze. Oksidacija prostih
mascobnih kislin v srcu je zapleten proces, ki zagotavlja skoraj 70 % sréne ATP na tesce,
medtem ko se preostali del pridobi z oksidacijo konkurenénih substratov, kot so laktat,
piruvat in glukoza. Presnova prostih mascobnih kislin zahteva tudi vecjo porabo kisika in
je zato manj ucinkovit vir energije v primerjavi s presnovo glukoze, ki teoreticno zahteva

11-12 % manj kisika za dano koli¢ino proizvedenega ATP. (29)

V stanju ishemije, ko kisika primanjkuje, sta procesa oksidacije prostih mascobnih kislin in
oksidacije glukoze motena. To vodi v Se povecano oksidacijo prostih mas¢obnih kislin s Se
vecjo porabo kisika, medtem ko se presnova glukoze zmanjsa. Posledica teh dogodkov je

akumulacija laktata, ki se v skrajnih primerih razvije do pojava metaboli¢ne acidoze. (29)

Trimetazidin selektivno zavira f-oksidacijo mas¢obnih kislin preko zaviranja dolgoverizne
3-ketoacil koencima A tiolaze (3-KAT), kar posledi¢no poveca oksidacijo glukoze. 3-KAT
katalizira kon¢no stopnjo v B-oksidaciji mas€obnih kislin. Okrepitev oksidacije glukoze
izboljSa energijske procese v celici, s ¢imer se v Casu ishemije ohranja ustrezna presnova
energije. Trimetazidin tudi povecCa aktivnost piruvat dehidrogenaze, ki je odgovorna za
homeostazo med oksidacijo glukoze in glikolizo, ki je med ishemijo neuravnovesena. To
se kaze v zmanj$ani porabi kisika med sintezo ATP, proizvodnji protonov (H") in
zmanj$ani akumulaciji kalcijevih ionov (Ca®"). Popravljena zaloga energije povzro&i
zmanj$ano kopi¢enje natrija (Na') v citoplazmi kardiomiocitov, zmanj$ano tvorbo
reaktivnih  kisikovih spojin (ROS) in zmanjSano infiltracijo nevtrofilcev. Celi¢na

membrana se stabilizira. (29, 30, 20, 31)
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Zavrtje 3-KAT je pri terapevtskih koncentracijah trimetazidina priblizno 20- do
40-odstotno, zato je zdravilo varno in ga bolniki dobro prenasajo. Pogosti mozni nezeleni
ucinki so omotica, glavobol, boleCine v trebuhu, driska, prebavne motnje, slabost,
bruhanje, izpusc¢aj, srbenje, koprivnica in obcutek Sibkosti. Med redke mozne neZelene
ucinke spadajo hitri ali nepravilni sréni utripi (palpitacije), dodatni sréni utripi, pospesen
utrip srca, padec krvnega tlaka pri vstajanju, ki lahko povzro¢i omotico, vrtoglavico ali
omedlevico, splosno slabo pocutje, omotica, padec, zardevanje. Pri starejSih bolnikih je
izpostavljenost trimetazidinu lahko vecja zaradi starostno pogojenega poslabSanja
delovanja ledvic, zato so resni nezeleni ucinki pri tej populaciji ljudi tudi pogostejsi. (26,

32,33)

Trimetazidin se uporablja v kombinaciji z drugimi antianginoznimi zdravili. Za razliko od
drugih antiishemi¢nih zdravil nima vpliva na krvni pretok, kontraktilnost, krvni tlak, sr¢ni
utrip in nivo glukoze, zato se priporoca tudi starejSim in srénim bolnikom s sladkorno

boleznijo in oslabljenim delovanjem levega prekata. (31, 32)
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

Namen magistrske naloge bo preucevanje vpliva ranolazina in trimetazidina na
koncentracijo in aktivnost katepsina S v serumu bolnikov s stabilno ishemi¢no boleznijo

Srca.

V nalogi smo predpostavili naslednjo hipotezo: Pri bolnikih s stabilno ishemi¢no boleznijo
srca se po terapiji z ranolazinom ali trimetazidinom koncentracija in aktivnost katepsina S

zniza.

Da bi hipotezo potrdili ali ovrgli, bomo dolocili koncentracijo in aktivnost katepsina S v
serumu dveh skupin bolnikov. V prvi skupini bodo bolniki, ki bodo prejemali ranolazin, in
v drugi skupini bolniki, ki bodo prejemali trimetazidin. Omenjena parametra bomo merili

pred samo terapijo in po dvanajstih tednih zdravljenja.
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3 PREISKOVANCI IN METODE

3.1 Preiskovanci

Preiskovanci so bili od 32 do 65 let stari moski z diagnozo stabilne koronarne bolezni, ki
so ze prejemali antiagregacijsko terapijo, zaviralce ACE oziroma sartane in kalcijeve
antagoniste, zaviralce adrenergi¢nih receptorjev beta in statine oziroma druga
antilipemic¢na zdravila. Izkljucitveni kriteriji so bili: poviSane vrednosti transaminaz nad
trikratno normalno vrednostjo, huda ledvi¢na insuficienca z vrednostjo kreatinina nad
200 pmol/L, akutno obolenje v obdobju 6 tednov pred vkljucitvijo, podalj$an interval QT v
EKG ali motnje ritma torsade de pointes in preobcutljivost na ranolizin oziroma

trimetazidin ali katero drugo kontraindikacijo za jemanje zdravila.

Raziskava je trajala 12 tednov. Preiskovanci so bili naklju¢no razdeljeni v dve skupini. Ena
skupina je prve 4 tedne prejemala ranolizin v odmerku 375 mg dvakrat dnevno in
naslednjih 8 tednov 500 mg dvakrat dnevno, druga skupina pa je vseh 12 tednov prejemala

trimetazidin dvakrat dnevno v odmerku 35 mg.

Preiskovancem smo na zacetku terapije in po koncu terapije, po 12 tednih, odvzeli vzorce

krvi za laboratorijske meritve koncentracije in aktivnosti katepsina S.

3.2 Dolocanje koncentracije katepsina S

3.2.1 Reagenti in kemikalije

— Monoklonska protitelesa proti (pro)katepsinu S (mAb 1E3; darilo prof. dr. Janka Kosa,
UL-FFA, Ljubljana, Slovenija)

- Sekundarna protitelesa proti (pro)katepsinu S, oznacena s hrenovo peroksidazo (HRP)
(anti-katS; darilo prof. dr. Janka Kosa, UL-FFA, Ljubljana, Slovenija)

- Standard katepsina S ((pro)katS; Enzo Life Sciences, Farmingdale, New Y ork)

- Na,CO;

— NaHCO;

— NaNj
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- NaCl

- Na,HPO;, - 2H,0

- NaH,PO4 - 2H,0

— Tween 20

- Goveji serumski albumin (BSA; SIGMA-ALDRICH, St. Louis, Misuri, ZDA)

- Kromogeni substrat 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB; SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
Misuri, ZDA)

- Citronska kislina

— Destilirana voda (dH,O)

- Klorovodikova kislina (HCI)

— Natrijev hidroksid (NaOH)

3.2.2 Laboratorijska oprema in pripomocki

- Pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Sterilni nastavki za pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Centrifugirke

— Mikrotitrska plosc¢ica (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA)

—  Aparat za spiranje mikrotitrskih plos¢ic (TECAN, Ménnedorf, Svica)
— Inkubator

— Vortex mesalo

— Tecan Safire 2 s programsko opremo Magellan (TECAN, Ménnedorf, Svica)
3.2.3 Pufri

Za dolocanje koncentracije katepsina S s testom ELISA smo morali pripraviti pufer A (za
vezavo Ab/Ag na mikrotitrsko plos¢ico), pufer B (za spiranje), pufer C (za blokado in

redCenje protiteles) in substratni pufer za TMB.
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Preglednica I: Pufri za test ELISA za dolocitev koncentracije katepsina S

* Na,CO; 1,6 g

* NaHCO;2,94 g
* NaN; 0,2 g
+dH,O1L

pufer A (pH = 9,6)

* NaCI8,5¢g

* Na,HPO, - 2H,0 1,34 g
pufer B (pH=7.,2) * NaH,PO, - 2H,02,94 g
* Tween200,5¢g
+dH,01L

*BSA2¢g
* pufer B 100 mL

» citronska kislina 21 g
* Na,HPO, - 2H,0 17,8 g
*dH,01L

substratni pufer za TMB
(pH = 6,0)

Za pripravo pufra A, pufra B in substratnega pufra za TMB smo zahtevane sestavine za
posamezen pufer (glej preglednico I) zatehtali in jih postopoma z meSanjem z magnetnim
mesSalom raztopili v 1 L destilirane vode. Za pripravo pufra C smo zahtevano koli¢ino BSA

raztopili v pripravljenem pufru B.

Na pH-metru smo pomerili vrednost pH pripravljenih pufrov in zahtevano vrednost pH
posameznega pufra dosegli z dodajanjem HCI in NaOH. Pufer A in substratni pufer za
TMB smo nato hranili v hladilniku na 4-8 °C, pufer C v zamrzovalniku na —20 °C in pufer

B na sobni temperaturi.

3.2.4 Princip postopka

Za dolocitev smo uporabili encimsko-imunski test ELISA. Ta se uporablja za zaznavanje
protiteles ali antigenov v bioloSkem vzorcu. Za merjenje koncentracije protiteles se

uporablja posredna ELISA, neposredna oziroma tudi tako imenovana »sendvi¢« ELISA pa
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je prirejena za dolo¢anje antigenov. Pri obeh nadinih ELISE je na zadnje dodano protitelo
vezan encim, ki omogoCi spremembo barve substrata in tako zaznavanje prisotnosti
preiskovanega protitelesa ali antigena. V prouc¢evanem primeru smo uporabili neposredno

oziroma »sendvic« ELISO, kjer je kot antigen nastopal katepsin S.

OSNOVNI KORAKI NEPOSREDNE »SENDVIC« ELISE

Preglednica II: Osnovni koraki testa ELISA

* na trdni nosilec (vdolbino mikrotitrske plos¢ice) vezemo znano protitelo za
antigen, ki ga dolo¢amo

* speremo ploscico in nespecifi¢na vezavna mesta blokiramo

* dodamo vzorec, ki vsebuje preiskovani antigen

* speremo ploscico, da odstranimo nevezane antigene ‘

» dodamo protitelesa, specificna za vezan antigen, ki so oznacena (konjugirana)
Z encimom

* speremo ploscico, da odstranimo nevezana protitelesa

* dodamo substrat, ki ob prisotnosti encima razvije barvo

izmerimo intenzivnost barve

3.2.5 Opis postopka

Dan pred izvedbo testa ELISA smo na ledu odmrznili mAb 1E3 in jih v pufru A red¢ili v
razmerju 1 : 640. V vsako luknjico na mikrotitrski plos¢i smo odpipetirali 50 pL ustrezno
redcenih protiteles, plosco pokrili z zas¢itno folijo in jo preko noci inkubirali v hladilniku

na 4-8 °C.

Naslednji dan smo na avtomatskem spiralcu mikrotitrskih plos¢ic plosco trikrat sprali s 100
uL pufra B in plosco otresli na papirnato brisaco. Nespecificna vezavna mesta v luknjicah,
prekritih z mAb 1E3, smo blokirali s 130 pL pufra C in inkubirali 30 min na sobni

temperaturi.
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Med casom inkubacije smo v €asi s toplo vodo odmrznili pufer C, na ledu pa standard
katepsina S in serumske vzorce bolnikov. Pripravili smo redc¢itveno lestvico standarda in
ustrezno redcene serumske vzorce bolnikov. Red¢itveno lestvico standarda smo pripravili
v pufru C z naslednjimi koncentracijami katepsina S: 132,2 pug/L (standard 1), 61,6 pg/L
(standard 2), 30,8 pg/L (standard 3), 15,4 pug/L (standard 4), 7,7 pg/L (standard 5),
3,85 ng/L (standard 6) in 1,93 pg/L (standard 7). Kot negativno kontrolo smo uporabili

pufer C. Serumske vzorce bolnikov smo v pufru C red¢ili v razmerju 1 : 1.

Po blokadi nespecifi¢nih vezavnih mest smo iz mikrotitrske plosc¢ice odlili pufer C, plos¢o
otresli na papirnato brisaCo in ponovno trikrat spirali s pufrom B. Po spiranju smo v
luknjice odpipetirali 100 pL pripravljenih standardov in vzorcev in plo§c¢o 2 uri inkubirali
na 37 °C. Po 2 urah smo iz plosce odlili standarde in vzorce, plo§¢o otresli na papirnato

brisaco in ponovno trikrat spirali s pufrom B.

V naslednjem koraku smo na ledu odmrznili protitelesa anti-katS, konjugirana s hrenovo
peroksidazo, in jih v razmerju 1: 9000 redc¢ili v pufru C. Na plos¢o smo v vdolbinice
odpipetirali 100 pL ustrezno redCenih protiteles in jo ponovno 2 uri inkubirali na 37 °C v
inkubatorju. Po zakljuceni inkubaciji smo protitelesa iz plos¢e odlili, plos¢o otresli na

papirnato brisaco in Se zadnji¢ trikrat spirali s pufrom B.

Substrat TMB in substratni pufer za TMB smo predhodno segreli na sobno temperaturo.
Reagenta smo zmesali v razmerju 1 : 1. V luknjice smo odpipetirali 200 pL pripravljenega
substrata in inkubirali 15 min na sobni temperaturi. Po 15 min smo reakcijo ustavili z

dodatkom 50 pL 2 M H,SOs.
Prisotnost nasega antigena, katepsina S, smo po izvedbi testa ELISA in kon¢ni spremembi

barve substrata na mikrotitrskih plos¢ah dolocili spektrofotometricno s Ccitalcem

mikrotitrskih plos¢ic Tecan Safire 2 in programsko opremo Magellan.
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safire?

Slika 4: Citalec mikrotitrskih ploi¢ic Tecan Safire 2

Preglednica I1I: Shematski prikaz postopka dolo¢anja koncentracije katepsina S s

testom ELISA

100 uL mAb 1E3 (R =1 : 640), ¢ez no¢ v hladilniku

3-krat spiranje s pufrom B

200 pLTMB (R=1:1), sobna T, tema, 15 min

50 uL H,SO,

merjenje A =450 nm

18



3.2.6 Izracun rezultatov meritev

Citalec mikrotitrskih plod¢ic Tecan Safire 2 smo sprogramirali tako, da nam je analizator

izmeril absorbance pri valovni dolzini 450 nm. Iz izmerjenih absorbanc nam je program

izracunal povprecje absorbanc duplikata vzorca in povprecje absorbanc duplikata vzorca z

odsteto absorbanco slepega vzorca.

Koncentracijo katepsina S v posameznem vzorcu bolnika je program doloc¢il na podlagi
povprecja absorbanc duplikata vzorca z odsteto absorbanco slepega vzorca in odcitanih

sedmih red¢itev standarda in iz njih izrisane standardne krivulje. Za kon¢ni rezultat smo

dobljeno koncentracijo mnozili z 2, ker smo vzorce red¢ili v razmerju 1 : 1.

Absorbanca (450 nm)

Na osi X so naneSene znane koncentracije standarda katepsina S, na osi Y pa njihove

N »
h W W A

—
—_— W N

e
S W

Standardna Krivulja

standard

20 40 60 80 100 120 140

Koncentracija katepsina S (ng/ml)

Slika 5: Standardna krivulja za test ELISA

povprecne absorbance z odsteto absorbanco slepega vzorca pri 450 nm.
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3.3 Dolocanje aktivnosti katepsina S

3.3.1 Reagenti in kemikalije

— Sinteti¢ni fluorogeni substrat za katepsin S (Z-VVR-AMC; Enzo Life Sciences,
Farmingdale, New Y ork)

- Standard katepsina S ((pro)katS; Enzo Life Sciences, Farmingdale, New Y ork)

— Dimetil sulfoksid (DMSO)

- Na;HPOg4

- NaH,PO4 - H,O

— Polietilen glikol 8000

- L-cistein

- [Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA; Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, ZDA)

— Destilirana voda (dH,O)

3.3.2 Laboratorijska oprema in pripomocki

- Pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Sterilni nastavki za pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Mikrocentrifugirke (Eppendorf, Hamburg, Nemcija)

— Centrifugirke

— Crna mikrotitrska plo§¢ica Nunc-Immuno™ MicroWell™ (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Misuri, ZDA)

— Vortex mesalo

- Vodna kopel

— Tecan Safire 2 s programsko opremo Magellan (TECAN, Ménnedorf, Svica)

3.3.3 Pufri

Za dolocanje aktivnosti katepsina S smo morali pripraviti osnovni in aktivacijski pufer.
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Preglednica I'V: Osnovni in aktivacijski pufer

* Na,HPO, 0,46885 g

* NaH,PO, - H,0 3,339 ¢

* polietilenglikol 8000 275 pL
* dH,0 275 mL

aktivacijski pufer

* L-cistein 0,0302 g
* 0,5M EDTA 150 uL
* osnovni pufer 50 mL

3.3.4 Princip postopka

Test aktivnosti katepsina S je kineticna meritev, pri kateri merimo hitrost pretvorbe
substrata v produkt. Aktivnost encima podaja hitrost reakcije, ki je definirana kot

sprememba koncentracije substrata v produkt v ¢asovni enoti.

Za dolocanje aktivnosti katepsina S smo uporabili sinteti¢ni fluorogeni substrat Z-VVR-
-AMC. Z-VVR-AMC v svoji sestavi vsebuje kratko peptidno zaporedje aminokislin valin-
-valin-arginin, ki je oznaceno s fluorescen¢nim 7-amino-metilkumarinom (AMC). Po
cepitvi z encimom se AMC sprosti in spros¢eni AMC kontinuirano kvantificiramo vsakih
15 sekund z merjenjem fluorescence na spektrofotometru Tecan Safire 2 pri temperaturi

37°C.

3.3.5 Opis postopka

V prvem koraku smo substrat Z-VVR-AMC, (pro)katS in serumske vzorce bolnikov
odmrznili na ledu. Za pripravo substrata Z-VVR-AMC smo uporabili 50 mM Z-VVR-
-AMC, ki smo ga z DMSO red¢ili na 10 mM Z-VVR-AMC, nato pa smo le-tega
petdesetkrat redCili v osnovnem pufru. Pripravljeni substrat smo z aluminijevo folijo
zasc¢itili pred svetlobo. Za pripravo pozitivne in negativne kontrole ter ustrezno redcenih

serumskih vzorcev bolnikov smo uporabili aktivacijski pufer, ki smo ga predhodno segreli
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na 37 °C. Za pozitivno kontrolo smo pripravili 30 nM koncentracijo (pro)katS, ki smo ga
razredcili v aktivacijskem pufru. Za negativno kontrolo pa nam je sluzil aktivacijski pufer

sam. Serumske vzorce bolnikov smo v aktivacijskem pufru red¢ili Stirikrat.

Na mikrotitrsko plo$¢ico smo odpipetirali 5 uL pripravljenega substrata in plosc¢o pokrili z
aluminijevo folijo. Nato smo pripravljeno pozitivno kontrolo in serumske vzorce bolnikov,
razredCene v aktivacijskem pufru, inkubirali 5-10 min na 37 °C v vodni kopeli. Po
zakljuceni inkubaciji v vodni kopeli smo na mikrotitrsko plos¢ico v najkrajS§em moZznem
casu odpipetirali 95 puL red¢enih pripravljenih kontrol in serumskih vzorcev bolnikov ter
ploscico takoj vstavili v analizator. Na cCitalcu mikrotitrskih plosc¢ic Tecan Safire 2 smo
nastavili program za merjenje aktivnosti, ki poteka na 37 °C. Citalec je meril 100

kineti¢nih krogov s kineti¢nim intervalom 15 s.

Citalec je aktivnost katepsina S v serumskih vzorcih bolnikov pred in po terapiji podal v

obliki naras¢anja relativnih frekven¢nih enot na sekundo (RFU/s).
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Preglednica V: Shematski prikaz postopka dolo¢anja aktivnosti katepsina S

Z-VVR-AMC, (pro)katS in vzorce odmrznemo na ledu

Z-VVR-AMC red¢imo 50-krat v osnovnem pufru

pozitivna kontrola — 30 nM (pro)katS, red¢en z aktivacijskim pufrom

5 uL Z-VVR-AMC na mikrotitrsko ploscico, zas¢itimo pred svetlobo

5-10 min aktivacija vzorcev in pozitivne kontrole v vodni kopeli na 37 °C

95 uL vzorcev in kontrole v mikrotitrske ploscice

merjenje fluorescence

3.3.6 Izracun rezultatov meritev

Citalec mikrotitrskih plo$¢ic smo sprogramirali tako, da je meril fluorescenco 100
kineti¢nih krogov s kineti¢nim intervalom 15 s. Po zakljueni meritvi smo narisali grafe
hiperboli¢ne ¢asovne odvisnosti intenzitete fluorescence. Rezultate smo podali kot naklon

krivulje v linearnem delu z enotami RFU/s.

23



60000

50000

0 184 369 553 737 922 1106 1290 1475 1659

cas (s)

Slika 6: Graf ¢asovnega naraScanja fluorescence kot posledica aktivnosti katepsina S

3.4 Priporocila za izvedbo postopka dolocitve koncentracije in

aktivnosti katepsina S

Za izvedbo postopka dolocitve koncentracije in aktivnosti katepsina S smo si pripravili
nacrt analize vzorcev. Dolocili smo, da bomo vzorce analizirali v dveh sklopih. V prvi
sklop smo vkljucili 10 bolnikov, ki so prejemali ranolazin, in 10 bolnikov, ki so prejemali
trimetazidin, v drugi sklop pa 11 bolnikov, ki so prejemali ranolazin, in 12 bolnikov, ki so

prejemali trimetazidin. Za vsakega smo dolocili oznake vzorcev.

V posameznem sklopu smo analizo socasno izvajali na dveh mikrotitrskih plos¢icah, na
katerih smo dolocali koncentracijo katepsina S, in na dveh mikrotitrskih plos¢icah, na
katerih smo dolocali aktivnost katepsina S. Na vsaki mikrotitrski plo§¢ici smo vedno hkrati
dolocili koncentracijo oziroma aktivnost katepsina S v serumu pred terapijo in v serumu po
terapiji istega bolnika. Na vsaki mikrotitrski plos¢ici smo koncentracijo oziroma aktivnost
katepsina S dolocili tudi kontrolnemu serumu, s katerim smo zagotovili ponovljivost med

posameznimi meritvami. Vsak vzorec smo na mikrotitrsko plos¢ico nanasali v duplikatu.
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V postopku dolo¢anja koncentracije katepsina S s testom ELISA smo bili e pozorni, da

SmMo:

mADb 1E3, ki so bili hranjeni v zamrzovalniku na —80 °C, pred red¢enjem s pufrom A
odmrznili na ledu,

na ledu odmrznili tudi (pro)katepsin S, ki se je hranil v zamrzovalniku na —80 °C,
serumske vzorce in sekundarna protitelesa proti (pro)katepsinu S, oznacena s hrenovo
peroksidazo, hranjena v zamrzovalniku na —20 °C,

pufer C odmrznili v ¢asi s toplo vodo,

substratni pufer za TMB pred uporabo segreli na sobno temperaturo (substratni pufer

za TMB hranimo v hladilniku).

Prav tako smo pri izvedbi testa aktivnosti katepsina S pazili, da smo:

uporabili aktivacijski pufer znotraj 14 dni od njegove priprave,

po red¢enju substrata Z-VVR-AMC z osnovnim pufrom pripravljen substrat zavili v
ALU-folijo,

uporabili ¢rno mikrotitrsko plos¢ico,

po odpipetiranju ustrezno redc¢enega substrata Z-VVR-AMC v vdolbinice na
mikrotitrski plos¢ici ploscico pokrili z ALU-foljjo,

pred merjenjem preverili ustrezno temperaturo na citalcu (37 °C),

v vdolbinice na mikrotitrski plos¢ici ¢im hitreje odpipetirali ustrezno red¢ene kontrole

in serumske vzorce ter priceli z merjenjem.

3.5 Statisti¢éna analiza rezultatov

Rezultate meritev smo statisticno obdelali s programsko opremo SPSS Statistic 23.

Najprej smo z Wilcoxonovim testom predznacenih rangov preverili, ali obstaja razlika v

mediani koncentracije oziroma aktivnosti katepsina S, izmerjene pred in po terapiji z

ranolazinom oziroma trimetazidinom. Nasa ni¢elna hipoteza je bila, da je mediana razlike

med izmerjeno koncentracijo oziroma aktivnostjo katepsina S pred terapijo in izmerjeno

koncentracijo oziroma aktivnostjo katepsina S po terapiji z ranolazinom oziroma

trimetazidinom enaka 0.
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V nadaljevanju smo izvedli neparametri¢ni parni t-test, s katerim smo poskusali ugotoviti,
ali obstajajo dokazi, da je razlika v povprecnih vrednostih koncentracije oziroma aktivnosti
katepsina S pred terapijo in koncentracije oziroma aktivnosti katepsina S po terapiji z
ranolazinom oziroma trimetazidinom bistveno druga¢na od ni¢. Test nam kot rezultat poda
tri tabele, v prvi je zbrana opisna statistika (srednja vrednost, velikost vzorca, standardni
odklon in standardna napaka), v drugi je prikazana korelacija in v tretji tabeli je rezultat

testa hipoteze. Za statisticno pomembno je vzeta vrednost p < 0,05.

S statisticnim programom SPSS smo Zeleli ugotoviti tudi povezanost oziroma zvezo med
dvema spremenljivkama. Naredili smo bivariantno statisti¢no analizo, s katero smo dolo¢ili
Spearmanov koeficient. Spearmanov koeficient je statisti¢ni test, s katerim merimo mo¢
monotonosti med pari podatkov. Koeficient lahko zavzame vrednosti med —1 in 1. Blizje

kot je povezanost eni izmed vrednosti, mo¢nejsa je monotona povezanost.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Cilj naSe raziskave je bil ugotoviti, ali dodatno zdravljenje z ranolazinom oziroma
trimetazidinom pri bolnikih s stabilno kroni¢no ishemi¢no boleznijo, ki Ze prejemajo vsa
zdravila po veljavnih smernicah, in urejenimi dejavniki tveganja vpliva na koncentracijo
oziroma aktivnost katepsina S. Ugotovili smo, da nobeno izmed navedenih zdravil ne

vpliva na koncentracijo oziroma aktivnost katepsina S.

Katepsin S je lizosomski encim. Lizosomski encimi razgrajujejo poskodovane ali
nepotrebne proteine v endolizosomski poti. Lizosomski katepsini pomagajo vzdrzevati
homeostazo presnove celice s sodelovanjem pri razgradnji heterofagicnega in

avtofagi¢nega materiala. (34, 35)

Zunajceli¢na aktivnost katepsina S je moc¢no proaterogena. Katepsini ne delujejo samo pri
razgradnji endolizosomnih proteinov, temve¢ tudi pri preoblikovanju tkiv z razgradnjo
ZCM. Sinteza katepsina S je zveCana pri osebah s prekomerno telesno tezo. Povecanje
katepsina S v mas¢obnem tkivu povzroca lokalno razgradnjo fibronektinskega omrezja, ki
je kljuéna komponenta ZCM in podpira razvoj mas¢obne mase. Glede na razSirjene
funkcije katepsinov v razli¢nih patoloskih procesih ni presenetljivo, da imajo katepsini

klju¢no vlogo tudi pri sréno-zilnih boleznih.

V arterijah katepsine izraza vecina celic ateroskleroti¢nega plaka, vklju¢no z makrofagi,
endotelijskimi celicami in gladkomiSicnimi celicami. Razli¢ne Studije so pokazale, da je
izrazanje informacijske ribonukleinske kisline (mRNA) za katepsina S povecano v mi§jih,
kot tudi v Cloveskih ateroskleroti¢nih lezijah, ne pa tudi v normalnih arterijah (36).
Ugotovili so tudi, da pomanjkanje katepsina S pri pomanjkanju LDL receptorjev zasciti
misi pred aterosklerozo z zmanjSano hitrostjo nastajanja ateroskleroticnega plaka in
zmanj$anjem aktivnosti elastaze. Poleg tega je pomanjkanje katepsina S povzrocilo

vt w

pokrova ateroskleroti¢nega plaka. (16)

Ateroskleroti¢ne lezije imajo pri misih, kot tudi pri ¢loveku, nizko vsebnost cistatina C,

naravnega inhibitorja katepsina S, medtem ko so normalne arterije bogate s cistatinom C.
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Pomanjkanje cistatina C pri miSih znatno poveca velikost ateroskleroticnega plaka in

elastoliti¢no aktivnost, kar kaze na pomembno vlogo cistatina C pri aterosklerozi. (16)

Z namenom iskanja kakrSnekoli, tudi najmanjSe mozne povezave ranolazina in
trimetazidina z mehanizmi delovanja katepsina S, smo pregledali vso objavljeno literaturo.
Zasledili smo nekaj Studij, ki sledijo, zal pa nobene, ki bi preucevala povezavo ranolazina

oziroma trimetazidina s katepsinom S. (37-40)

V razpolozljivi literaturi smo odkrili $tudijo o ranolazinu v povezavi z razgradnjo ZCM, ki
je pokazala, da je ranolazin zaviral pozni tok natrijevih ionov v celicah raka dojke in
zmanjSal invazivnost rakavih celic. Natrijevi kanali so prekomerno izrazeni v tumorjih
dojke in njihova raven izrazanja je povezana s pojavom metastaz in smrtjo bolnikov.
Ugotovljeno je bilo, da povecano izrazanje natrijevih kanalov zveca razgradnjo ZCM in
zveca invazivnost metastaziranja pri raku dojke. Ranolazin tako predstavlja farmakolosko

orodje za zaviranje metastatskega razvoja in izboljsa zdravljenje raka. (37)

Prav tako je bilo v eni izmed $tudij dokazano, da katepsin S aktivira epitelijske Na kanale,
ki so lokalizirani v apikalni membrani aldosteronsko obcutljivega distalnega nefrona,
distalnega kolona, v respiratornem epiteliju ter kanalih znojnih zlez in sline. Neustrezna
aktivacija teh kanalov s peptidazami, kot je katepsin S, lahko prispeva k razvoju cisti¢ne
fibroze in bi lahko bila vklju¢ena v zadrzevanje natrija in patogenezo arterijske hipertenzije
v okviru ledvi¢éne bolezni. Zal pa v tem primeru ne gre za iste Na kanalke, na katere

deluje ranolazin. (38)

Raziskav o trimetazidinu, natanéneje o povezavah tiolaze s katepsinom S, ni. Jih je pa kar
nekaj o povezavi tiolaze z rakom. Ve¢ predhodnih Studij je porocalo, da je v patogenezo,
prognozo in terapevtsko odpornost ¢loveskegs raka vklju¢en gen HADHA, ki kodira alfa
podenoto  mitohondrijskega trifunkcijskega proteina  (hidroksiacil koencim A
dehidrogenaza/3-ketoacil koencim A tiolaza/enoil koencim A hidrataza), ki katalizira
zadnje tri korake mitohondrijske beta-oksidacije maScobnih kislin z dolgimi verigami.
Mitohondrijski membransko vezan heterokompleks je sestavljen iz §tirih alfa in Stirih beta
podenot, pri ¢emer beta podenota katalizira aktivnost 3-KAT. V raziskavi, ki so jo izvedli

Mamtani in sod., so preucevali izrazanje genov, vkljuenih v metabolizem mascob in
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lipidov, med njimi tudi gena HADHA, in odkrili njegovo vpletenost v karcinogenezo raka
dojke. (39, 40) V nobeni izmed objavljenih raziskav o trimetazidinu in tiolazi pa nismo

odkrili povezave s katepsinom S.

V literaturi nismo nasli, da bi kdo raziskoval povezavo ranolazina oziroma trimetazidina s
katepsinom S. Nasa raziskava je po do sedaj znanih podatkih prva primerjala vpliv
ranolazina in trimetazidina na koncentracijo katepsina S v serumu bolnikov s stabilno

ishemi¢no boleznijo srca.

V serumskih vzorcih bolnikov so bile dolocene naslednje koncentracije in aktivnosti

katepsina S:

Preglednica VI: Rezultati meritev koncentracije in aktivnosti katepsina S v

serumskih vzorcih bolnikov

Bolnik | Zdravilo Koncentracija | Koncentracija | Aktivnost Aktivnost
katepsina S katepsina S katepsina S | katepsina S
(ng/mL) pred | (ng/mL)po | (RFU/s)pred | (RFU/s) po
terapijo terapiji terapijo terapiji
Bolnik 1 | ranolazin 5,62 6,33 11,53 8,65
Bolnik 2 | trimetazidin 7,34 5,86 10,68 12,28
Bolnik 3 | ranolazin 6,06 5,54 7,50 7,06
Bolnik 4 | trimetazidin 9,21 8,91 12,59 11,64
Bolnik 5 | ranolazin 10,09 13,43 7,22 5,83
Bolnik 6 | trimetazidin 12,33 7,27 5,23 6,74
Bolnik 7 | ranolazin 37,53 19,63 9,29 9,44
Bolnik 8 | trimetazidin 11,35 25,29 15,26 14,79
Bolnik 9 | ranolazin 41,86 56,29 premalo 13,78
vzorca
Bolnik trimetazidin 11,66 12,27 premalo 21,15
10 vzorca
Bolnik ranolazin 9,19 7,23 9,81 10,41
11
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Bolnik trimetazidin 6,14 6,79 18,48 11,96
12
Bolnik ranolazin 10,48 12,97 14,23 14,66
13
Bolnik trimetazidin 5,12 5,22 16,14 16,04
14
Bolnik ranolazin 10,96 7,02 18,47 24,02
15
Bolnik trimetazidin 9,49 7,83 16,97 20,23
16
Bolnik ranolazin 11,31 16,12 19,30 18,09
17
Bolnik trimetazidin 14,20 10,08 16,09 16,32
18
Bolnik ranolazin 12,03 5,59 22,39 36,79
19
Bolnik trimetazidin 11,43 11,59 19,25 13,42
20
Bolnik ranolazin 9,07 7,30 11,66 24,25
21
Bolnik trimetazidin 5,81 9,57 8,98 10,44
22
Bolnik ranolazin 9,86 8,76 15,89 39,53
23
Bolnik trimetazidin 11,42 11,98 29,27 11,22
24
Bolnik ranolazin 7,69 6,38 18,66 17,37
25
Bolnik trimetazidin 6,48 6,41 31,22 17,29
26
Bolnik ranolazin 6,62 5,70 20,97 16,28
27
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Bolnik trimetazidin 7,96 8,68 32,67 26,65
28
Bolnik ranolazin 5,31 4,83 22,53 20,34
29
Bolnik trimetazidin 7,13 7,57 12,31 19,22
30
Bolnik ranolazin 10,06 9,25 42,16 19,80
31
Bolnik trimetazidin 5,68 6,70 20,95 19,14
32
Bolnik ranolazin 10,15 9,99 26,60 47,35
33
Bolnik trimetazidin 10,93 33,82 13,31 14,36
34
Bolnik ranolazin 10,05 11,69 19,04 14,49
35
Bolnik trimetazidin 10,75 10,21 18,76 21,75
36
Bolnik ranolazin 5,22 5,84 21,67 23,50
37
Bolnik trimetazidin 13,04 5,18 14,23 35,48
38
Bolnik ranolazin 7,43 9,09 11,79 19,03
39
Bolnik trimetazidin 9,41 9,89 31,74 19,06
40
Bolnik ranolazin 7,66 4,85 28,98 23,92
41
Bolnik trimetazidin 14,45 12,56 17,91 21,34
42
Bolnik trimetazidin 11,15 12,97 11,85 11,52
43

31



Rezultate meritev smo nato statisticno ovrednotili in pokazali, da razliki v mediani
koncentracije katepsina S, izmerjene pred in po terapiji z ranolazinom oziroma
trimetazidinom, nista statisti¢cno znacilni (p > 0,05). Rezultati so zbrani v preglednicah VII

in VIIL.

Preglednica VII: Rezultati Wilcoxonovega testa predznacenih rangov — razlika v

mediani koncentracije katepsina S, izmerjene pred in po terapiji z ranolazinom

Nicelna hipoteza Vrednost p Rezultat

Mediana razlik med
koncentracijo katepsina S
pred terapijo in 0,543 Ohranimo ni¢elno hipotezo
koncentracijo katepsina S po

terapiji je enaka 0

Legenda: p — statisti¢na znacilnost

Preglednica VIII: Rezultati Wilcoxonovega testa predznacenih rangov — razlika v

mediani koncentracije katepsina S, izmerjene pred in po terapiji s trimetazidinom

Nicelna hipoteza Vrednost p Rezultat

Mediana razlik med
koncentracijo katepsina S
pred terapijo in 0,638 Ohranimo ni¢elno hipotezo
koncentracijo katepsina S

po terapiji je enaka 0

Legenda: p — statisti¢na znacilnost

Prav tako nismo pokazali razlik v mediani aktivnosti katepsina S izmerjene pred in po

terapiji z ranolazinom oziroma trimetazidinom (p > 0,05) (glej preglednici IX in X).
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Preglednica IX: Rezultati Wilcoxonovega testa predznacenih rangov — razlika v

mediani aktivnosti katepsina S, izmerjene pred in po terapiji z ranolazinom

Nicelna hipoteza Vrednost p Rezultat
Mediana razlik med
aktivnostjo katepsina S pred
terapijo  in  aktivnostjo 0,709 Ohranimo ni¢elno hipotezo

katepsina S po terapiji je

enaka 0

Legenda: p — statisti¢na znacilnost

Preglednica X: Rezultati Wilcoxonovega testa predznacenih rangov — razlika v

mediani aktivnosti katepsina S, izmerjene pred in po terapiji s trimetazidinom

Nicelna hipoteza Vrednost p Rezultat
Mediana razlik med
aktivnostjo katepsina S pred
terapijo  in  aktivnostjo 0,970 Ohranimo ni¢elno hipotezo

katepsina S po terapiji je

enaka 0

Legenda: p — statisti¢na znacilnost

Vrednosti koncentracije oziroma aktivnosti katepsina S pred in po terapiji smo primerjali

tudi s parnim t-testom. Rezultati so zbrani v preglednicah XI in XII.

Preglednica XI: Rezultati neparametri¢nega parnega t-testa za ranolazin

Povpredje Standardna Standardna | Vrednostt | Vrednost p
razlik deviacija napaka
kCTSSpred | 0,496190 5,688202 1,241267 0,400 0,694
kCTSSpo
aCTSSpred | —2,05600 10,11640 2,26210 —0,909 0,375
aCTSSpo

Legenda: kCTSSpred — koncentracija katepsina S pred terapijo z ranolazinom, kCTSSpo — koncentracija

katepsina S po terapiji z ranolazinom, aCTSSpred — aktivnost katepsina S pred terapijo z ranolazinom,

aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji
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Preglednica XII: Rezultati neparametri¢nega parnega t-testa za trimetazidin

Povpredje Standardna Standardna | Vrednostt | Vrednost p
razlik deviacija napaka
kCTSSpred | —1,098636 6,269960 1,336760 —0,822 0,420
kCTSSpo
aCTSSpred 0,85850 8,23321 1,84100 0,466 0,646
aCTSSpo

Legenda: kCTSSpred — koncentracija katepsina S pred terapijo s trimetazidinom, kKCTSSpo — koncentracija
katepsina S po terapiji s trimetazidinom, aCTSSpred — aktivnost katepsina S pred terapijo s trimetazidinom,

aCTSSpo - aktivnost katepsina S po terapiji s trimetazidinom

Pricakovano smo tudi v tem primeru pokazali, da ni bilo razlik med koncentracijo
katepsina S pred terapijo in koncentracijo katepsina S po terapiji z ranolazinom (p > 0,05)
oziroma trimetazidinom (p > 0,05). Prav tako ni bilo razlike med aktivnostjo katepsina S
pred terapijo in aktivnostjo katepsina S po terapiji z ranolazinom (p > 0,05) oziroma

trimetazidinom (p > 0,05).

Iz predhodno nanizanih podatkov lahko zaklju¢imo, da terapija z ranolazinom oziroma
trimetazidinom ne spreminja koncentracije oziroma aktivnosti katepsina S pri bolnikih z
diagnozo stabilne koronarne bolezni, ki so bili 12 tednov na terapiji z ranolazinom oziroma
trimetazidinom in so ze prejemali antiagregacijsko terapijo, zaviralce ACE oziroma sartane
in kalcijeve antagoniste, zaviralce adrenergi¢nih receptorjev beta in statine oziroma druga

antilipemic¢na zdravila.

Vsi bolniki, ki so bili vkljuceni v naso raziskavo, so bili ze predhodno zdravljeni z vsemi
antiishemi¢nimi zdravili po veljavnih smernicah in so imeli urejene vse dejavnike tveganja
za aterosklerozo. Te terapije med preiskavo nismo spreminjali. Ravno to je mogoce eden
izmed vzrokov zakaj ni priSlo do razlik v koncentraciji in aktivnosti katepsina S pred in po
zdravljenju z ranolazinom in trimetazidinom. Ena izmed raziskav (41) je namre¢ pokazala,
da zdravljenje z atorvastatinom zmanjsa tako koncentracijo kot tudi aktivnost katepsina S.
Vendar je bilo tudi v tej raziskavi znizanje opazno samo pri bolnikih s fenotipom B LDL
holesterola. Ze na zaletku te raziskave sta bili koncentracija in aktivnost katepsina S
povezani s povecano koncentracijo majhnih, gostih delcev LDL. IzboljSanje LDL

podrazreda po terapiji z atorvastatinom je bilo povezano z zmanjSanjem koncentracije in
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aktivnosti katepsina S. Z veliko verjetnostjo lahko sklepamo, da so imeli nasi bolniki Zze na
zacetku raziskave nizke vrednosti tako koncentracije kot aktivnosti katepsina S, saj so bili
povprecno zdravljeni z vecjimi odmerki statinov kot v prej omenjeni raziskavi. Vsi nasi
bolniki so bili predhodno zdravljeni tudi ze z antagonisti beta adrenergi¢nih receptorjev in
ACE =zaviralci ali sartani, tako da bi lahko bil tudi to vzrok, da nismo zaznali vpliva
preucevanih zdravil na koncentracijo in aktivnost katepsina S, vendar klini¢nih raziskav o

tem nimamo.

Predvidevamo, da z merjenjem koncentracije in aktivnosti katepsina S ni mogoce
spremljati u€inkovitosti terapije z ranolazinom oziroma trimetazidinom. Je pa to podrocje,
ki omogoca Se veliko raziskovanja, morda v povezavi z mehanizmom delovanja VEGF, ki

prav tako aktivno sodeluje v procesu aterogeneze in razvoju ishemicne bolezni srca (42).

Zeleli smo tudi preveriti povezave oziroma korelacije med koncentracijo oziroma
aktivnostjo katepsina S pred terapijo in koncentracijo oziroma aktivnostjo katepsina S po
terapiji z ranolazinom oziroma trimetazidinom. Rezultati so zbrani v preglednicah XIII in

XIV.

Preglednica XIII: Spearmanova koeficienta korelacije med koncentracijo oziroma

aktivnostjo katepsina S pred in po terapiji z ranolazinom

vrednost kCTSSpo aCTSSpo
kCTSSpred r 0,710
p 0,000
aCTSSpred r 0,647
p 0,002

Legenda: r — koeficient korelacije, p — statisticna znacilnost, KCTSSpred — koncentracija katepsina S pred
terapijo z ranolazinom, kCTSSpo — koncentracija katepsina S po terapiji z ranolazinom, aCTSSpred —
aktivnost katepsina S pred terapijo z ranolazinom, aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji z

ranolazinom
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Preglednica XIV: Spearmanova koeficienta korelacije med koncentracijo oziroma

aktivnostjo katepsina S pred in po terapiji s trimetazidinom

vrednost kCTSSpo aCTSSpo
kCTSSpred r 0,512
p 0,015
aCTSSpred r 0,517
p 0,020

Legenda: r — koeficient korelacije, p — statisticna znacilnost, KCTSSpred — koncentracija katepsina S pred
terapijo s trimetazidinom, kCTSSpo — koncentracija katepsina S po terapiji s trimetazidinom, aCTSSpred —
aktivnost katepsina S pred terapijo s trimetazidinom, aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji s

trimetazidinom

1z rezultatov v preglednici XIII je razvidno, da obstaja moc¢na korelacija med koncentracijo
katepsina S pred terapijo in koncentracijo katepsina S po terapiji z ranolazinom (r = 0,710,
p <0,001). To pomeni, da ¢e smo dolocili visoko oziroma nizko koncentracijo katepsina S
pred terapijo, smo visoko oziroma nizko koncentracijo doloc¢ili tudi po terapiji z
ranolazinom. Prav tako je mo¢na povezava med aktivnostjo katepsina S pred terapijo in

aktivnostjo katepsina S po terapiji z ranolazinom (r = 0,647, p = 0,002).

Iz rezultatov v preglednici XIV je razvidno, da obstaja Sibka pozitivna korelacija med
koncentracijo katepsina S pred terapijo in koncentracijo katepsina S po terapiji s
trimetazidinom (r=0,512, p=0,015). Sibka pozitivna korelacija obstaja tudi med
izmerjeno aktivnostjo katepsina S pred terapijo in izmerjeno aktivnostjo katepsina S po

terapiji s trimetazidinom (r = 0,517, p = 0,020).

Katepsin S smo izmerili z dvema razli¢nima pristopoma, skozi koncentracijo proteina in
skozi njegovo aktivnost kot encima. Zato nas je zanimalo, ali obstaja povezava med
izmerjeno koncentracijo in aktivnostjo pred terapijo in izmerjeno koncentracijo in

aktivnostjo po terapiji za obe zdravili. Rezultati so zbrani v preglednicah XV in XVI.
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Preglednica XV: Spearmanova koeficienta korelacije med koncentracijo in

aktivnostjo katepsina S pred terapijo in po terapiji z ranolazinom

vrednost aCTSSpred aCTSSpo
kCTSSpred r —0,035
p 0,885
kCTSSpo r -0,262
p 0,251

Legenda: r — koeficient korelacije, p — statisticna znacilnost, KCTSSpred — koncentracija katepsina S pred
terapijo z ranolazinom, kCTSSpo — koncentracija katepsina S po terapiji z ranolazinom, aCTSSpred —

aktivnost katepsina S pred terapijo z ranolazinom, aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji z

ranolazinom

Preglednica XVI: Spearmanova koeficienta korelacije med koncentracijo in

aktivnostjo katepsina S pred terapijo in po terapiji s trimetazidinom

vrednost aCTSSpred aCTSSpo
kCTSSpred r —0,090
p 0,699
kCTSSpo r —0,106
p 0,646

Legenda: r — koeficient korelacije, p — statisti¢na znacilnost, KCTSSpred — koncentracija katepsina S pred
terapijo s trimetazidinom, kCTSSpo — koncentracija katepsina S po terapiji s trimetazidinom, aCTSSpred —
aktivnost katepsina S pred terapijo s trimetazidinom, aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji s

trimetazidinom

Iz rezultatov v preglednicah XV in XVI je razvidno, da ni mogoce dokazati povezave med
izmerjeno koncentracijo in aktivnostjo katepsina S pred terapijo z ranolazinom (p > 0,05)
oziroma trimetazidinom (p > 0,05) niti povezave med izmerjeno koncentracijo in
aktivnostjo katepsina S po terapiji z ranolazinom (p > 0,05) oziroma trimetazidinom

(p > 0,05).

Vzroka za odsotnost povezave med koncentracijo in aktivnostjo katepsina S nismo
pojasnili. Mozne razlage bi lahko bile v znacilnostih sinteze in aktivacije katepsina S.
Katepsin S se sintetizira kot preproencim. Po vstopu v ER se prepeptid odstrani.

Prokatepsin S se nato transportira v Golgijev aparat (GA), kjer se modificira z
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glikozilacijo, fosforilacijo, sestavijo se tudi disulfidne vezi. Po modifikaciji se usmeri v
lizosom preko manoza-6-fosfatnega receptorja. N-terminalni propeptid deluje kot
avtoinhibitor in substratom onemogoca dostop do aktivnega mesta encima. Prokatepsin S
se lahko avtokatalitsko aktivira pri pH 4,5 z odstranitvijo N-terminalnega peptida. Nastane
aktiven, zrel katepsin S, ki je enoverizen polipeptid. Aktiven katepsin S je mogoce
nadzorovati s prisotnostjo znanih endogenih inhibitorjev iz druzine cistatinov, natancneje
cistatina C, ki ima pomembno vlogo pri uravnavanju proteolitske aktivnosti v fizioloskih

pogojih. (43)

Na podlagi tega lahko sklepamo, da z dolocitvijo koncentracije katepsina S poleg aktivne
oblike dolo¢imo tudi neaktivno obliko katepsina S, zato pricakovane povezave ne moremo
dokazati. Povezavo bi morda lahko dobili z bolj specifi¢no izbiro monoklonskih protiteles
proti katepsinu S, s katerimi bi detektirali samo aktivno obliko encima, ali pa z izraCunom
deleza aktivnega katepsina S glede na izmerjeno celokupno koncentracijo, tako pred
terapijo, kot tudi po terapiji. Povezavo bi lahko morda nasli tudi samo po terapiji z
ranolazinom in trimetazidinom, ¢e bi terapija kakorkoli vplivala na sintezo ali aktivacijo

katepsina S, vendar tega Zal ni bilo mogoce dokazati.

Zdravili, kot sta ranolazin in trimetazidin, najverjetneje ne spreminjata sinteze in poti
aktivacije katepsina S in verjetno niti prehajanja katepsina S v zunajceli¢ni prostor.
Katepsin S je sicer lizosomski encim, ki deluje znotraj lizosomov, v razli¢nih patoloskih
stanjih, ki lahko izzovejo nekrozo celic, ali pa pride do pospesene fizioloSke apoptoze
celic, pa so zaznali njegovo prehajanje iz endosomalnih in lizosomalnih veziklov v
zunajceli¢ni prostor. Ranolazin in trimetazidin po vsej verjetnosti ne spreminjata niti
izrazanja gena katepsina S, ki z zvecanim izrazanjem v zilni steni spremlja ali aktivno
sodeluje pri razvoju in destabilizaciji koronarne ateroskleroti¢ne lehe. Stern in sod. so v
plazmi bolnikov s koronarno aterosklerozo Zeleli z neinvazivnim diagnosti¢énim pristopom
preuciti zunajceli¢no izrazanje gena katepsina S. Dokazano je bilo, da so bolniki s
koronarno aterosklerozo imeli zvisan plazemski nivo mRNA CTSS, kar potrdi pomembno

vlogo katepsina S v aterogenezi. (44)
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Preglednica XVII: Spearmanova koeficienta korelacije za koncentracijo in aktivnost

katepsina S za obe zdravili skupaj

vrednost aCTSSpred aCTSSpo
kCTSSpred r —0,055
p 0,730
kCTSSpo r —0,238
p 0,129

Legenda: r — koeficient korelacije, p — statisticna znacilnost, KCTSSpred — koncentracija katepsina S pred

terapijo, kCTSSpo — koncentracija katepsina S po terapiji, aCTSSpred — aktivnost katepsina S pred terapijo,

aCTSSpo — aktivnost katepsina S po terapiji

V preglednici XVII sta prikazani korelaciji med koncentracijo in aktivnostjo katepsina S

pred oziroma po terapiji, tokrat za vse bolnike skupaj, torej ne lo¢eno po posameznem

zdravilu. Analizo smo naredili, da bi povecali S$tevilo preiskovancev in s tem

verodostojnost statisticnega testa. PriCakovano tudi tokrat nismo nasli korelacije med

koncentracijo in aktivnostjo katepsina S. Mozne vzroke za odsotnost povezave pa smo

pojasnili Ze v prejSnjem odstavku.
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5 SKLEP

V magistrski nalogi smo Zeleli preuciti vpliv ranolazina in trimetazidina na koncentracijo

oziroma aktivnost katepsina S v serumu bolnikov z ishemi¢no boleznijo srca.

Glavne ugotovitve magistrske naloge so:

— Zdravljenje z ranolazinom (dvakrat dnevno 375 mg prve 4 tedne in dvakrat dnevno 500
mg naslednjih 8 tednov) in trimetazidinom (dvakrat dnevno 35 mg 12 tednov) ne
vpliva na koncentracijo in aktivnost katepsina S v serumu.

— Koncentracija in aktivnost katepsina S, izmerjeni pred terapijo (tako v skupini
bolnikov, zdravljenih z ranolazinom, kot tudi v skupini bolnikov, zdravljenih s
trimetazidinom), sta povezani s koncentracijo in aktivnostjo katepsina S, izmerjenima
po terapiji.

— Pri zdravljenju z ranolazinom in trimetazidinom koncentracija katepsina S ni korelirala

z aktivnostjo encima v serumu, tako pred kot po terapiji.

Iz zgoraj nasStetih glavnih ugotovitev lahko zaklju¢imo, da zdravili ne znizujeta
koncentracije in aktivnosti katepsina S v serumu bolnikov z diagnozo stabilne koronarne
bolezni, ki so bili 12 tednov na terapiji z ranolazinom oziroma trimetazidinom, in s tem

ovrzemo v uvodnem delu naloge postavljeno hipotezo.
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