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POVZETEK

Ateroskleroza danes predstavlja enega izmed glavnih vzrokov smrti v razvitem svetu. Pri
razvoju ateroskleroti¢nega plaka sodeluje cisteinska proteaza katepsin S, ki razgrajuje
zunajcelicni matriks, zato monociti in limfociti T lazje prehajajo iz krvi v notranjo plast Zilne
stene, kjer se za¢ne ateroskleroti¢ni proces. Njegovo funkcijo zavira cistatin C, Ki je naravni

inhibitor katepsina S.

Ena od oblik zdravljenja zilnih zozitev je perkutana transluminalna angioplastika (PTA).
Ceprav gre za varno in tehni¢no zelo uspe$no metodo zdravljenja zozitev Zil, glavni zaplet
po posegu predstavlja restenoza (ponovno zozenje na mestu Sirjenja plaka), ki se v $estih
mesecih po posegu pojavi pri 40 — 60 % bolnikov. Z dolo¢anjem koncentracije in aktivnosti
katepsina S pred PTA bi lahko prepoznali bolnike z ve¢jim tveganjem za restenozo, Ki bi bili
zato po posegu delezni agresivnejSe terapije in ve¢jega nadzora. V ta namen smo v nasi
raziskavi preucevali prognosticno vrednost katepsina S v krvi za restenozo

femoropoplitealne arterije.

Preucevali smo naslednjo hipotezo: Bolniki z razvojem restenoze v Sestih mesecih po PTA

imajo dan pred in takoj po posegu zviSane vrednosti katepsina S v serumu.

Katepsin S ter cistatin C smo izmerili v krvi bolnikov odvzeti dan pred in takoj po posegu.
Koncentracijo katepsina S smo dolo¢ili z metodo ELISA Kvantitativni test za katepsin S s
protitelesi 1E3 mAb in 2B4 mAbs, njegovo aktivnost pa z merjenjem razgradnje sintetinega
substrata. Koncentracijo cistatina C smo dolo¢ili s turbidimetri¢no metodo imuno delcev za
cistatin C. Ugotovili smo, da je bila pred PTA koncentracija katepsina S v serumu visja pri
bolnikih z razvojem restenoze kot pri bolnikih brez nje (p < 0,015). Prav tako so imeli bolniki
zZ restenozo pred posegom zvisane aktivnosti katepsina S v serumu (p < 0,038). Po posegu
so imeli bolniki z restenozo zvisane aktivnosti katepsina S v serumu (p < 0,003), pri
koncentracijah pa razlik nismo opazili. Med koncentracijama cistatina C bolnikov z
restenozo in brez nje nismo nasli razlik. Z veckratno logisti¢no regresijo smo dokazali, da
sta koncentraciji katepsina S oziroma njegova encimska aktivnost povezani z razvojem
restenoze neodvisno od priznanih dejavnikov tveganja za restenozo, kot so sladkorna
bolezen, ledvi¢na obolenja in stopnja razvoja periferne arterijske bolezni. Prav tako smo
ugotovili, da aktivnost katepsina S v serumu ni bila povezana s koncentracijo cistatina C v

serumu. Na podlagi potrjene hipoteze lahko zakljuCujemo, da je smiselno nadaljnje



proucevanje prognosti¢nega pomena katepsina S za restenozo femoropoplitealne arterije po
PTA. Tako bi prepoznali bolnike z ve¢jim tveganjem za restenozo in jo z natan¢nej$o

obravnavo teh bolnikov poskusali prepreciti oziroma zmanjSati.
KLJUCNE BESEDE

Ateroskleroza, perkutana transluminalna angioplastika, restenoza, katepsin S, cistatin C
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ABSTRACT

Atherosclerosis represents one of the leading causes of death in the Western world. Cystein
proteases Cathepsin S is involved in the pathogenesis of atherosclerotic plaque by destroying
extracellular matrix, which mitigates monocytes and lymphocytes T entering into the inner
layer of the artery wall, where the atherosclerosis begins. It’s function is inhibited by cystatin
C, which is endogenous cathepsin S inhibitor.

Aurterial stenosis due to atherosclerotic plaque formation can be treated with percutaneous
transluminal angioplasty (PTA). Restenosis occurs in 40 — 60 % of patients six months after
the procedure. By determining Cathepsin S concentration and activity before PTA, patients
with a higher risk of restenosis could be identified. These patients could receive more
aggressive therapy and more intense follow up. That is why we studied the prognostic
significance of Cathepsin S in blood for restenosis of femoropopliteal artery. Concurrently
we have presumed lower level of cystatin C concentration in blood of patients with

restenosis.

We tested the hypothesis that increased cathepsin S in serum one day before and after PTA

associates with 6-months restenosis of femoropopliteal artery.

Cathepsin S and cystatin C have been evaluated in patients' blood, taken the day before and
immediately after the procedure. Cathepsin S concentration has been determined with
Quantitative Cathepsin S ELISA with combination of 1E3 mAb and 2B4 mAbs and its
activity with measurement of degradation of synthetic substrate. Cystatin C concentration
has been determined by Cystatin C Immunoparticles (Dako, Glostrup, Denmark). Our results
revealed higher concentration and activity of cathepsin S before PTA in patients with than
in patients without restenosis (p < 0.015 and p < 0.038, respectively). After the procedure,
only its activity had higher values among the both patients' group (p < 0,003). Cystatin C
concentration in patients with or without restenosis showed no difference. Multiple logistic
regression indicated that Cathepsin S concentration and activity are independent risk factors
for restenosis development. To sum it up, cathepsin S concentration and activity determined

before PTA could be of prognostic significance for restenosis of femoropopliteal artery.

KEY WORDS: Atherosclerosis, percutaneous transluminal angioplasty, restenosis,
cathepsin S, cystatin C
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SEZNAM OKRAJSAV

ACE - angiotenzin-pretvarjajoci encim
apoB- apolipoprotein B

BSA — goveji serumski albumin

CLIP — invariantna polipeptidna veriga HLA razreda Il (ang. Class ll-associated invariant

chain peptide)

CRP — C-reaktivni protein

EDTA - Etilendiamintetraocetna kislina

ELISA — encimski imunski test (enzyme-linked immunosorbent assay)
ER — endoplazmatski retikulum

HLA — poglavitni histokompatibilni kompleks (PHK)

LDL - lipoprotein z nizko gostoto

MCP-1 — monocitni kemotakti¢ni protein 1

PAR 2 — s proteazo aktiviran receptor 2

PENIA — z delci izboljsan nefelometri¢ni imunski test (particle-enhanced nephelometric

immunoassay)

PETIA — z delci izboljsan turbidimetri¢ni imunski test (particle-enhanced turbidimetric

immunoassay)

PTA - perkutana transluminalna angioplastika

RFU - relativna fluorescentna enota (relative fluorescence unit)
TMB - tetrametil benzidin

VCAM-1 — Zilnoceli¢ni adhezijski protein 1

VLDL - lipoprotein z zelo majhno gostoto

ZCM — zunajceli¢ni matriks
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1 UVvOD

1.1 Ateroskleroza

Ateroskleroza je kroni¢na bolezen sten arterijskih zil miSi¢nega in elasti¢nega tipa. Zaradi
kopic¢enja mascob v notranji plasti zilne stene na tem mestu nastane mascobna leha, ki se

boci v notranjost svetline zile in s tem oteZuje pretok krvi in povzro¢i oslabelost zilne stene
1, 2).

Bolezni do katerih privede ateroskleroza so koronarna sréna bolezen, mozgansko-zilna in
periferna arterijska bolezen. Te bolezni so eden od najpogostejsih vzrokov smrti v razvitem
svetu (3, 4). Najpomembnejsi dejavniki tveganja za razvoj ateroskleroze so zviSana raven
lipoproteinov, arterijska hipertenzija, inzulinska rezistenca ter sladkorna bolezen, kajenje,
debelost, telesna neaktivnost, starost, moski spol, pomenopavzalno obdobje in genetski

dejavniki (5).

Proces ateroskleroze se pojavi v velikih in srednje velikih arterijah. Arterije so Zile
elasticnega in miSi¢nega tipa, ki so sestavljene iz treh plasti: zunanje plasti (tunica

adventitia), ki je sestavljena iz veziva in elasti¢nih vlaken, srednje plasti (tunica media), ki

Tvtw

zunanja plast (tunica adventitita)
vezivo

srednja plast (tunica media) notranja plast (tunica intima)

Slika 1: Zgradba arterije. Prirejeno po (7).



Zaradi turbulentnega toka krvi, ki poSkoduje zilno steno, se ateroskleroticni plak
najpogosteje razvije na razvejiscu zil. Najveckrat se pojavi na abdominalni aorti, koronarnih

arterijah in poplitealni arteriji (8).

Tocnega vzroka nastanka ateroskleroze $e ne poznamo. Dobro preucen pa je proces razvoja

ateroskleroti¢nega plaka. Priznani sta humoralna in celi¢na teorija (odgovor na poskodbo)
(9).

Humoralna teorija trdi, da do razvoja ateroskleroze pride zaradi sprememb v okolju arterije.

Osrednjo vlogo pri ateroskleroti¢nih spremembah naj bi imel fibrin (9).

Teorija odgovora na poskodbo (najbolj razSirjena teorija razvoja ateroskleroze)

predpostavlja, da do zacetka procesa ateroskleroze privede poskodba Zilnega endotelija (1).

Prva stopnja je poskodba endotelijske celice. Do poskodbe Zzilnega endotelija lahko pride
zaradi turbulentnega toka krvi (predvsem na razvejiscu zil), hiperlipidemije (visoke
koncentracije lipoproteinov z nizko gostoto (LDL) in lipoproteinov z zelo majhno gostoto
(VLDL) v krvi), fizi¢ne poSkodbe zaradi hipertenzije, prostih radikalov, ki nastajajo zaradi
kajenja in onesnazenega zraka, dolgotrajno poviSane koncentracije glukoze v krvi in
hiperhomocisteinemije (previsoke vrednosti homocisteina v krvi na endotelij delujejo
toksi¢no) (11). S poskodbo endotelija se spremeni mehanska vloga endotelijskih celic, ki

preprecujejo nekontroliran prehod snovi med zilno steno in krvjo (1).

Druga stopnja se pri¢ne, ko poskodovane endotelijske celice na svoji povrSini izpostavijo
Zilnoceli¢ni adhezijski protein-1 (VCAM-1), ki privablja monocite in limfocite T. Ti
prehajajo poskodovani endotelij in vstopijo v subendotelijski prostor, kjer se monociti
preobrazijo v makrofage. Ker se razrahljajo tudi povezave med endotelijskimi celicami, v
subendotelijski prostor vstopajo levkociti, lipidi in krvna plazma. Lipoproteini, predvsem
LDL, se zaradi makrofagov, nekaterih encimov in dusikovega monoksida (NO), ki se nahaja
v zilni steni, oksidirajo. Makrofagi nato fagocitirajo oksidirane LDL in nastanejo tako

imenovane penaste celice. Skupek teh celic tvori masc¢obno leho (slika 2) (1, 11).



Endotelijska
celica

Monocit

Aktiviran makrofag z
oksidiranim LDL

Premikanje
gladkomisicnih celic
v intimo

Slika 2: Prva in druga stopnja razvoja ateroskleroti¢nega plaka. Prirejeno po (10).
V tretji stopnji limfociti T, ki se nahajajo v intimi, izlo¢ajo citokine, ki spodbudijo
gladkomisi¢ne celice Zilne stene, da se za¢nejo premikati iz medie v intimo. Rastni faktorji
Se dodatno spodbudijo razra$¢anje gladkomisi¢nih celic. V mascobni lehi se tako zacénejo
kopiciti penaste celice in gladkomiSic¢ne celice, ki prav tako fagocitirajo oksidirane LDL, da

nastaja Se veC penastih celic. Ker se mas¢obna leha veca, kmalu nastane ateroskleroti¢ni

plak, ki vidno zozi lumen zile (slika 3) (1, 11).

Maséobna leha

Slika 3: Tretja stopnja in nastanek ateroskleroti¢nega plaka. Prirejeno po (10).



Ce aterosklerotiéni plak nastaja pocasi, se sproti stabilizira in ni nagnjen k razpadu.
Nevarnejsi so plaki, ki nastanejo hitro, saj vsebujejo vec lipidov in jih prekriva tanjsa
fibrinska plast, ki lahko hitro po¢i. Ko pride do razpoka ateroskleroti¢énega plaka, se v lumen
zile sprostijo ostanki kolagena, gladkomis$i¢nih celic in lipidov. To privablja trombocite, ki
se na mestu razlitja aktivirajo in sprozijo koagulacijsko kaskado. Nastane strdek, ki lahko
zamasi zilo na mestu ateroskleroti¢nega plaka ali se sprosti v krvni obtok in obtici na ozjem

delu zile. Tako pride do tromboze oz. nekroze tkiva, Ki zaradi zapore ni prekrvljeno (11, 12).

1.1.1 Vloga lipidov pri aterosklerozi

Spremenjene vrednosti lipidov (predvsem zvisane vrednosti LDL in znizane vrednosti HDL)
v serumu so eden od glavnih vzrokov za nastanek ateroskleroze. LDL holesterol ima na svoji
povrsini apolipoprotein B (apoB), s katerim se veze na LDL-receptor na celici in preko
katerega vstopi vanjo. Ko se za¢ne LDL v celici kopiciti, se vklju¢i negativna povratna
zanka, ki utiSa LDL-receptor. Tezava nastane, ko se LDL oksidira. Oksidacijo povzrocijo
prosti radikali, aldehidi, ki se nahajajo v krvi. Aldehidi reagirajo s skupino NH v aminokislini
apoB, zato apoB razpade. Oksidiran LDL tako v celico ne prehaja ve¢ preko kompleksa
apoB-receptor-LDL, ampak preko receptorjev Cistilcev (veliko jih imajo na svoji povrSini
makrofagi v zilni steni). Pri tem prehodu se negativna povratna zanka ne vkljuci, zato se

oksidirani LDL nenadzorovano kopicijo v celici, dokler celica ne poci (13).

V nasprotju z LDL ima HDL holesterol pri razvoju ateroskleroze zas¢itno vlogo. 1z penastih
celic odstranjuje holesterol in ga prenaSa nazaj v jetra, zavira oksidacijo LDL, adhezijo
monocitov iz plazme in izraZzanje monocitnega kemotakti¢nega proteina 1 (MCP-1), ki
privablja monocite iz krvi v Zilno steno. Prav tako omejuje proces vnetja, ki spremlja

aterosklerozo (14).

1.2 Perkutana transluminalna angioplastika femoropoplitealne arterije

Perkutana transluminalna angioplastika (PTA) je poseg s katerim ponovno vzpostavimo
pretok krvi skozi arterijo. Z njo zdravimo zozitve (Stenoze) in zapore arterij, ki so krajse od
10 cm. Na zacetku posega zdravnik v krvni obtok vbrizga kontrastno sredstvo. Z njim med
posegom rentgensko ugotavlja, kaksSen je polozaj zozitve in prehodnost arterije. Nato skozi

arterijo na zozeno mesto vstavi balonski kateter, ga napolni s fiziolo§ko raztopino in spusti,



da potisne ateroskleroti¢ni plak ob steno arterije. S tem povzro¢i kontrolirano disekcijo
(raztrganino) arterijske intime in medie. Na mestu disekcije nastane trombogena povrsina,
Ki jo zavremo z acetilsalicilno kislino, ki jo bolnik prejme pred posegom. Med samim
posegom trombogeno povr$ino zavremo s heparinom. Ko se zdravnik s pomodjo
kontrastnega sredstva in rentgenskega slikanja preprica, da je pretok krvi skozi zilo ponovno

vzpostavljen, odstrani balonski kateter (slika 4) (15, 16).

PTA je varen in tehni¢no zelo uspeSen poseg. Najpogostejsi zapleti po posegu so podplutba
na mestu vboda, nastanek strdka, razsiritev zile in razpok zile, vendar zapleti nastopijo le pri

5 % bolnikov (17).

Ateroskleroticni plak Balonski kateter Razsirjen del Zile pe

V—\/ A\ ’-J . .k. \ ’kpmg“ . \

Slika 4: Potek PTA. 1. Vstavljanje balonskega katetra na mesto zozitve. 2. Napihovanje
balonskega katetra. 3. Razsirjen del zile po koncani PTA. Prirejeno po (18).

PTA je primeren poseg za razSiritev perifernih arterij. Najpogosteje se uporablja za
povecanje pretoka krvi skozi femoropoplitealno arterijo. To je arterija, ki je neposredno
nadaljevanje stegenske (femoralne) arterije in poteka skozi kolensko (poplitealno) jamo. Pod
kolenom se razdeli na sprednjo in zadnjo goleni¢no (tibialno) arterijo, ki vsaka oskrbuje s

krvjo svoj del goleni (slika 5) (19).



Stegenska arterija
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Slika 5: Mesto femoropoplitealne arterije v telesu. Prirejeno po (20).

1.3 Restenoza

Kljub temu, da so PTA skozi leta razvili do te mere, da pri posegu prihaja do malo zapletov,
Se vedno najvecjo tezavo predstavlja restenoza, ki se pojavi v 6 - 12 mesecih po posegu pri
40 — 60 % bolnikov. Restenoza je pojav ponovne zozitve zile na mestu posega. Na njen
razvoj vpliva veliko razli¢nih dejavnikov. Med najpogostejSimi so morfoloske spremembe
na arteriji (kalciniranost arterije, dolzina zozitve), funkcionalne znacilnosti arterije, stadij
periferne arterijske bolezni, sladkorna bolezen, kroni¢na ledvi¢na odpoved in napredovanje

ateroskleroze (21).

Med samo PTA zaradi disekcije zilne stene in raznih medicinskih instrumentov, ki se
uporabljajo med posegom, nastanejo poskodbe zilne stene. Pride do akutnega odgovora na
poskodbo. Aktivira se koagulacijska kaskada, ki zatesni mesto poskodbe. Kasneje se s
premikanjem, proliferacijo in sintezo novih endotelijskih celic poskodba zaceli in skozi Zilo
ponovno nemoteno tee kri. Ce je akutni odgovor na poskodbo prevelik, lanko privede do
tromboze, ki ovira tok krvi. Pretiran proces celjenja v nekaj mesecih privede do proliferacije
gladkomiSi¢nih celic in s tem hiperplazije intime in ponovne obstrukcije svetline zile, kar

imenujemo restenoza (22).



1.4 Katepsin S

1.4.1 Cisteinski katepsini

Cisteinski katepsini so encimi, ki jih uvrs¢amo med proteaze. Glavna naloga proteaz je
razgradnja poskodovanih in nezelenih proteinov, a sodelujejo tudi v kostni resorpciji,
presnovi proteinov in predstavitvi antigenov na povrsini celice. Katepsine nadalje delimo v
tri skupine glede na aminokislino v aktivnem mestu: serinske katepsine (katepsin A in G),
aspartatne katepsine (katepsin D in E) in cisteinske katepsine (katepsin B, C, F, H, K, L, O,
S, V, W in X). Cisteinske katepsine razvr§¢amo $e naprej v tri skupine glede na njihovo
proteolitiéno delovanje. Endopeptidazno delujejo katepsini S, K, V, F in L, endo- in
eksopeptidazno pa katepsini B, H, X in C. V celici se sintetizirajo v pre pro encimsko obliko,

ki je neaktivna. Zaradi varnosti se aktivirajo Sele na samem mestu delovanja (23).

1.4.2 Zgradba katepsina S

Katepsin S (Uniprot oznaka CTSS) je elastoliti¢ni katepsin, ki se nahaja v antigen
predstavitvenih celicah (makrofagih, dendriti¢nih celicah in limfocitih B). Gen za katepsin
S se nahaja na kromosomu 1g21. Sintetizira se v pre pro encim, ki vsebuje 331 aminokislin
in je sestavljen iz signalne domene, propeptidne domene in aktivnega encima. Signalni
peptid, ki omogoca potovanje do endoplazmatskega retikuluma, predstavlja 16 aminokislin.
Naloge propeptidne domene, ki je dolga 98 aminokislin so, da s svojo zgradbo omogoci
pravilno zvitje aktivnega encima, deluje kot molekulski spremljevalec in tako pomaga pri
zvijanju in transportu proencima do lizosoma in zaradi svoje inhibitorne vloge onemogoca
nekontrolirano aktivacijo v aktivno obliko. Zrelo obliko sestavlja 217 aminokislin in vsebuje
cisteinske ostanke. Je edini katepsin, ki ima optimalno delovanje pri pH 6,5, a ostane aktiven

tudi v nevtralnem in rahlo bazi¢nem okolju (slika 6) (24).



Slika 6: Zgradba katepsina S. Prirejeno po (25).

1.4.3 Vloga katepsina S v telesu

Glavna vloga katepsina S je sodelovanje pri nastanku poglavitnega histokompatibilnega
kompleksa (human leukocyte antigen, HLA) razreda Il. Molekule HLA razreda Il se
sintetizirajo v endoplazmatskem retikulumu (ER) in z invariantno verigo tvorijo kompleks.
Vezava invariantne verige na vezavno mesto molekule HLA preprecuje, da bi se nanj
predhodno vezali celici lastni peptidi. Prav tako invariantna veriga sodeluje pri transportu
molekule HLA razreda Il iz ER v Golgijev aparat. Nato se vezikli z molekulami HLA razreda
Il zlijejo z endosomi, ki vsebujejo katepsine. Katepsin S v nastalem endosomu cepi
invariantno verigo do fragmenta CLIP (anglesko Class Il-associated invariant chain
peptide), ki ostane vezan na molekulo HLA razreda Il. Po ponovnem zlitju endosomov
molekula HLA-DM sprosti CLIP, da se na vezavno mesto lahko veze tuji peptid (antigen),
ki se nahaja v celicnem veziklu. Kompleks molekula HLA razreda Il in antigen se nato
vgradi v zunanjo membrano celice, kjer caka na vezavo limfocita T preko T-celi¢nega

receptorja (26, 27).

Katepsin S igra pomembno vlogo tudi pri razgradnji zunajcelicnega matriksa (ZCM).
Razgrajuje kolagenska vlakna, elastin, fibronektin in osteokalcin. Ker se izraza v
makrofagih, ki se nahajajo na mestih vnetja, sodeluje pri vnetnem odzivu. Prav tako sodeluje
tudi pri odzivu na bole€ino, tako da s svojim proteolitiénim delovanjem aktivira PAR-2 (s

proteazo aktiviran receptor 2) (28).



1.4.4 Vloga katepsina S pri aterosklerozi

Ker se katepsin S izraza v vseh celicah, ki so povezane z nastankom ateroskleroze in njegovo
sintezo in aktivnost stimulirajo vnetni citokini, ki so prisotni v ateroskleroti¢cnem plaku, ima
pomembno vlogo pri razvoju ateroskleroze. Prav tako z razgradnjo invariantne verige na
molekulah HLA razreda Il, katepsin S sodeluje tudi v imunskem odzivu na vnetni proces,
kar ateroskleroza je (29).

Katepsin S deluje v vseh stopnjah razvoja ateroskleroti¢nega plaka. Razgradnja ZCM v zilni
steni omogoca prehod vnetnih celic (monocitov in limfocitov T) iz krvnega obtoka in
gladkomisi¢nih celic iz medie v intimo, kar po poskodbi zilne stene predstavlja zacetek
razvoja ateroskleroze. Spodbuja nastanek penastih celic, saj inhibira HDL3, ki bi drugace
povzrocal iztok holesterola iz makrofagov. Poleg tega lahko skupaj z drugimi katepsini (D,
F in K) spreminja apoB100 v LDL, kar Se poveca Stevilo penastih celic. Sodeluje tudi pri
nastanku nekroti¢nega jedra plaka, ki nastane iz razpadlih penastih celic in razgrajenega
kolagena. Prav tako razgradnja ZCM v ateroskleroti¢nem plaku stanjsa fibrozni pokrov, ki

zato lazje poci in povzro¢i trombozo (29, 30).

1.4.5 Merjenje koncentracije in aktivnosti katepsina S

Koncentracijo katepsina S dolo¢amo z metodo ELISA. V rutini se katepsina S zaradi njegove
Se ne dovolj raziskane prognosticne vrednosti ne dolo¢a. Dodatno tezavo predstavlja tudi
slaba specificnost metode ELISA, ker z njo dolo¢imo koncentracijo tako aktivnega kot tudi
neaktivnega encima. Zaradi tega nam boljSo prognosti¢no vrednost poda aktivnost katepsina

S, ki jo dolocamo s testom aktivnosti (31).

1.5 Cistatin C

Cistatin C je 120 aminokislin dolg protein, ki ga sintetizirajo vse celice z jedrom. Kodira ga

gen CST3. Prisoten je v vseh telesnih tekoc¢inah (slika 7) (32).



Slika 7: Zgradba cistatina C. Prirejeno po (33).
1.5.1 Fizioloska in patoloska vloga cistatina C

Cistatin C je najpomembnejsi endogeni inhibitor cisteinskih proteaz v telesu. S tar¢nim
encimom tvorita kompleks 1:1 in tekmujeta za isti substrat. Inhibicija je reverzibilna. Zaradi
inhibitorne vloge je pomemben dejavnik v zasciti pred prekomernim delovanjem cisteinskih
proteaz (34). Sodeluje tudi v imunskem odzivu, tako da inhibira kemotakso vecjedrne celice
(35).

Spremenjene vrednosti cistatina C povezujemo z nekaterimi nevroloskimi boleznimi.
Polimorfizem na genu CST3 zveca tveganje za razvoj Alzheimerjeve bolezni, kjer ima
cistatin C pomembno zas$¢itno vlogo. Inhibira nastanek in nalaganje amiloidnih depozitov v

mozganih, ki so vzrok nastanka Alzheimerjeve bolezni (36).

1.5.2 Vloga cistatina C v razvoju ateroskleroze

Cistatin C je endogeni inhibitor katepsinov (predvsem S in K), ki sodelujejo pri razvoju
ateroskleroze. S svojo inhibitorno vlogo $¢iti zunajceli¢ni matriks in zilno steno pred
prekomernim proteaznim delovanjem katepsinov. Kljub temu, da je znotraj
izloCanje katepsina S, izloCanje cistatina C ostane nespremenjeno. Zato se porusi ravnovesje
med sintezo in razgradnjo zunajceli¢nega matriksa in zilne stene, kar privede do zacetka

razvoja ateroskleroze (37).

1.5.3 Uporaba v klini¢ni diagnostiki

Ker se prosto filtrira skozi glomerulno membrano, popolnoma reabsorbira in metabolizira v
proksimalnem tubulu, je koncentracija cistatina C dober kazalec delovanja glomerulne

filtracije. Njegovo izlo¢anje iz celic je konstantno do 50. leta starosti in ni odvisno od spola,
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misi¢ne mase in rakavih tvorb v telesu. V zadnjem ¢asu ravno zaradi teh lastnosti ponekod
ze nadomesc¢a merjenje serumskega kreatinina za oceno glomerulne filtracije, saj na nivo
kreatinina vplivajo starost, spol, rasa, mi$i¢na masa, rakave tvorbe in prehrana. Poleg tega
nivo kreatinina v krvi naraste $ele, ko je glomerulna filtracija Ze zmerno ali zelo zmanjSana,
medtem ko nivo cistatina C naraste ze v zgodnji stopnji akutne ledviéne odpovedi (38).
Vendar merjenje serumskega kreatinina e vedno velja za prvo izbiro ocene glomerulne
filtracije. Predvsem, ker je cistatin C $e premalo raziskan in je cena analize v rutini veliko

draZja od cene analize kreatinina (32).

1.5.4 Merjenje koncentracije cistatina C

Zaradi vedno vecje vloge cistatina C v klini¢ni diagnostiki, se hitro razvijajo razli¢ne metode
za vsakdanje dolocanje v diagnosti¢nem laboratoriju. Za dolocanje cistatina C v serumu ali
plazmi se uporabljajo imunokemijske metode. Najpogostejsi sta PETIA (a particle-enhanced
turbidimetric immunoassay) in PENIA (a particle-enhanced nephelometric immunoassay).
Njune prednosti pred metodo ELISA, ki se je uporabljala v preteklosti, so hitrejSa analiza,

manj interferenc drugih snovi v serumu in bolj$a natan¢nost (32).

Najvecéja tezava pri diagnostiki cistatina C je standardizacija metode. Zaenkrat Se ne
obstajajo primarna referen¢na metoda, primarni in sekundarni referen¢ni material ter zunanja
kontrola kakovosti za cistatin C, kar bi pripomoglo k sledljivosti in laZji primerjavi
rezultatov med razli¢nimi laboratoriji. Za rutinsko merjenje cistatina C se v diagnosti¢nih

laboratorijih Se ne odloc¢ajo tudi zaradi Se vedno visokih cen imunokemijskih metod (32).
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

Katepsin S sodeluje pri razvoju ateroskleroze in restenoze, ki v enem letu po PTA prizadene
priblizno polovico bolnikov. Z elastoliticno in kolagenoliti¢no razgradnjo zunajcelicnega
matriksa v notranjo plast zilne stene privablja monocite, limfocite T in gladkomiSi¢ne celice,
ki vase prevzemajo oksidiran LDL in prehajajo v penaste celice. Prav tako sodeluje tudi pri
vnetnem odzivu. Nekatere raziskave so pokazale zviSano vrednost katepsina S pri
aterosklerozi in restenozi, vendar Se nih¢e ni opredelil njegove prognosti¢ne vrednosti za
razvoj restenoze femoropoplitealne arterije. Namen magistrske naloge bo dolociti razliko
med koncentracijo in aktivnostjo katepsina S pri bolnikih, ki so v Sestih mesecih po PTA
razvili restenozo in bolnikih, ki je niso in s tem preuciti pomen prognosti¢ne vrednosti
katepsina S za restenozo femoropoplitealne arterije. Dodatno pa bomo preverili tudi
koncentracijo cistatina C, ki naj bi bil, zaradi svoje vloge naravnega inhibitorja katepsina S,

znizan.

Preucili bomo naslednjo hipotezo: Bolniki z razvojem restenoze v Sestih mesecih po PTA

imajo dan pred in takoj po posegu zvisane vrednosti katepsina S v serumu.

Da bi hipotezo dokazali, bomo v serumu na podlagi izkljucitvenih in vkljucitvenih kriterijev
izbranih bolnikov, ki bodo razdeljeni v dve skupini (bolniki z in brez restenoze), dolo¢ili
koncentracijo in aktivnost katepsina S ter koncentracijo cistatina C. Dobljene podatke bomo

nato statisti¢éno ovrednotili.

Pri¢akujemo, da bomo hipotezo dokazali. Potrjena hipoteza bo pomenila, da ima katepsin S
prognosti¢no vrednost za razvoj restenoze femoropoplitealne arterije v Sestih mesecih po
PTA. Tako bi lahko prepoznali bolnike z ve¢jo verjetnostjo za razvoj restenoze po PTA, Ki
bi zato prejemali agresivnejSo terapijo in bili delezni strozjega zdravniSkega nadzora. S tem

bi zmanjSali ali celo preprecili razvoj restenoze.
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3 PREISKOVANCI IN METODE

3.1 Preiskovanci

Izmed zaporednih bolnikov s klavdikacijsko bole¢ino ali kriti¢no ishemijo spodnjega uda,
pri katerih je bila na Klinicnem oddelku za zilne bolezni Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana opravljena femoropoplitealna PTA, smo izbrali bolnike, ki so v $estih mesecih po

PTA razvili restenozo ter se zdravili s statini in zaviralci ACE.

Izkljugitveni kriteriji so bili: vrednost CRP > 10 mg/l, ker zvisane vrednosti nakazujejo na
proces kateregakoli vnetja v telesu, koncentracija serumskega kreatinina > 120 pmol/l, ki je
pokazatelj ledvi¢nih obolenj pri katerih je zviSana vrednost cistatina C. Zaradi vpletenosti
cisteinskih katepsinov v razlicne neoplazije pri katerih so njihove vrednosti zviSane je bil
izkljucitveni dejavniki tudi prisotnost neoplazije. Podatke o ostalih bolnikovih obolenjih
smo pridobili iz bolni$ni¢nega informacijskega sistema Hipokrat. Prav tako tudi podatke o
bolnikovi terapiji z zdravili, kajenju in prisotnosti sladkorne bolezni. Zajeli smo bolnike, ki
so imeli PTA opravljen med leti 2011 in 2014. V raziskavo smo na podlagi vklju¢itvenih in
izkljucitvenih kriterijev ter ustreznega volumna zbranega vzorca vkljucili 44 bolnikov.
Razdelili smo jih v dve skupini. V skupini, kjer so bili bolniki, ki so v obdobju Sestih mesecev
po PTA doziveli restenozo, je bilo 20 bolnikov. V skupini, kjer so bili bolniki, ki v obdobju

Sestih mesecev po posegu niso doziveli restenoze, je bilo 24 bolnikov.

Bolnikom smo kri odvzeli dan pred PTA in isti dan po posegu v vakuumsko epruveto z 0,11
M natrijevim citratom, jo 30 minut centrifugirali pri 4 °C, dobljeno plazmo odpipetirali v
manjSe mikrocentrifugirke in zamrznili v teko¢em dusiku. Plazemski vzorci so bili od
datuma odvzema do analize shranjeni pri temperaturi < -70 °C. V plazmi izbranih
preiskovancev smo izmerili aktivnost in koncentracijo katepsina S ter koncentracijo cistatina

C po spodaj opisanih postopkih.

Sest mesecev po PTA je bila pri vseh bolnikih opravljena ultrazvoéna preiskava, s katero

smo ugotavljali razvoj restenoze.

Vsi bolniki so podpisali privoljenje za sodelovanje v raziskavi, ki jo je odobrila Komisija

Republike Slovenije za medicinsko etiko.
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3.2 Aktivnost katepsina S

3.2.1 Reagenti in kemikalije

substrat Z-VVR-AMC (Biomol International, Hamburg, Nemcija)
encim katepsin S (39)

Na,HPO, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemcija)

NaH, PO, (Sigma-Aldrich)

0,1 % polietilen glikol 8000 (Sigma-Aldrich)

cistein (Sigma-Aldrich)

EDTA (Promega, Madison, ZDA)

3.2.2 Laboratorijska oprema in pripomocki

pipete Eppendorf Research in sterilni nastavki za pipete (Eppendorf, Hamburg,

Nemcija)

mikrocentrifugirke Eppendorf (1,5 ml — 5 ml) (Eppendorf)

¢rna mikrotitrska plo$¢ica Nunc-Immuno™ MicroWell™ (Sigma-Aldrich)
meSalec Vortex

vodna kopel

Tecan Safire 2 s programsko opremo Magellan (Tecan Group Ltd, Méannedorf, Svica)

3.2.3 Pufri

Za izvedbo testa aktivnosti smo potrebovali osnovni in aktivacijski pufer.

Preglednica I: Osnovni in aktivacijski pufer.

Osnovni pufer za katepsin S

100 mM fosfatni pufer + 0,1% PEG 8000 (pH=6,5)

Aktivacijski pufer za katepsin S

Osnovni pufer + 5 mM cistein + 1,5 mM EDTA
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Za osnovni pufer smo sestavine natehtali, jih raztopili v destilirani vodi in uravnali pH. Za
aktivacijski pufer smo sestavine natehtali in raztopili v osnovnem pufru. Po pripravi smo ju

hranili v hladilniku pri temperaturi 4-8 °C. Rok uporabe aktivacijskega pufra je 14 dni.

3.2.4 Potek dela

Substrat Z-VVR-AMC, encim katepsin S in vzorce serumov bolnikov smo odmrznili na
ledu. Nato smo pripravili 200 uM raztopino substrata Z-VVR-AMC v osnovnem pufru.
Pripravljeno raztopino smo zavili v aluminijevo folijo, da smo jo zas¢itili pred svetlobo.
Sledila je priprava 30 nM katepsina S (encim smo red¢ili v aktivacijskem pufru), ki je
predstavljal pozitivno kontrolo. VVzorce serumov smo prav tako red¢ili v aktivacijskem pufru
v razmerju 1:3. Na mikrotitrsko plos¢o Nunc smo odpipetirali pripravljeno raztopino
substrata 5 pl/vdolbinico in mikrotitrsko plo§c¢o pokrili z aluminijevo folijo. Pripravljeno
pozitivno kontrolo in vzorce smo aktivirali 5-10 minut pri 37 °C v vodni kopeli. Tik preden
smo plosc¢ico vstavili v analizator, smo v vdolbinice odpipetirali 95 pl/vdolbinico negativno

kontrolo (aktivacijski pufer), pozitivno kontrolo in vzorce. Delali smo v paralelki.

Takoj zatem smo plos¢ico vstavili v mikrotitrski ¢italec Tecan Safire 2 (slika 8) in merili
fluorescenco. Merili smo 100 kineti¢nih krogov s kineti¢nim intervalom 15 s. Meritve smo

izvajali pri temperaturi 37 °C ter valovni dolzini ekscitacije 380 nm in emisije 460 nm.

Rezultati so bili s pomo&jo programske opreme Magellan podani v RFU/s. Ce je bil

koeficient variabilnosti znotraj paralelke vecji od 10 %, smo meritev vzorca ponovili.

V isti seriji meritev smo analizirali oba vzorca istega bolnika (vzorec odvzet dan pred in

takoj po posegu).

L4

safire?

Slika 8: Mikrotitrski ¢italec Tecan Safire 2.

15



3.3 Koncentracija katepsina S

3.3.1 Reagenti in kemikalije

e protitelesa: 1E3 anticatS MAb (Krka, d.d., Novo mesto, Slovenija)
e konjugirana protitelesa: 2B4 Mabs (Krka, d.d.)
e standard: prokatepsin S (0,8 mg/ml) (39)
e Na,CO; (Merck Millipore, Nemcija)
e NaHCO3; (Merck Millipore)
e HCI (Merck Millipore)
e NaCl (Merck Millipore)
e Na,HPO, X 2H,0 (Riedel — de Haén, Seelze, Nemcija)
e NaH,PO, X 2H,0 (Sigma-Aldrich)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich)
e BSA (goveji serumski protein) (Sigma-Aldrich)
e TMB (tetrametil benzidin) (Sigma-Aldrich)
e substratni pufer za TMB
e 2MH,S0,
3.3.2 Laboratorijska oprema in pripomocki
e pipete Eppendorf Research in sterilni nastavki za pipete (Eppendorf)
o mikrocentrifugirke Eppendorf (1,5 ml — 5 ml) (Eppendorf)
e mikrotitrska plos¢ica (Thermo scientific, Waltham, ZDA)
e aparat za spiranje mikrotitrskih ploscic Wellwash™ (Thermo scientific)
e inkubator

e mesalec Vortex
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e Tecan Safire 2 s programsko opremo Magellan (Tecan Group Ltd)
3.3.3 Pufri
Za izvedbo testa ELISA smo potrebovali pufer A, pufer B (spiralni pufer) in pufer C.

Preglednica Il: Pufri za test ELISA.

Pufer A 16gNa,C05+299gNaHCO5,dH,0 do 11 (pH=9,6)

170 g NaCl + 268 g Na, HPO, X 2H,0 +88¢ NaH,P0, X 2H,0 + 10g
Pufer B Tween 20, dH, 0 do 11(pH=7,2); 20x redimo
Pufer C 2 g BSA/100 ml pufra B

Za pufer A smo sestavine natehtali, jih raztopili v destilirani vodi in uravnali pH. Za pufer
B smo sestavine natehtali, jih raztopili v destilirani vodi, uravnali pH in ga nato 20x redc¢ili

v destilirani vodi. Za pufer C smo sestavino natehtali in jo raztopili v 100 ml pufra B.

Po pripravi smo pufer A hranili na temperaturi 4-8 °C, pufer B na sobni temperaturi in pufer

C na temperaturi -20 °C.

3.3.4 Potek dela

Primarna protitelesa 1E3 anticatS mAb smo odmrznili na ledu in jih v pufru A red¢ili do
koncentracije 5 pg/ml. Nato smo v vsako vdolbinico na mikrotitrski plos¢ici odpipetirali 50
ul raztopine. Pripravljeno plosc¢ico smo pokrili s folijo in jo ¢ez no€ inkubirali na temperaturi
4-8 °C. Naslednji dan smo mikrotitrsko ploS€ico trikrat spirali s pufrom B in otresli na
papirnato brisaco. Potem smo blokirali vdolbinice, tako da smo v vsako odpipetirali 130ul
pufra C in inkubirali od 30 minut do 2 uri na sobni temperaturi. Medtem smo na ledu
odmrznili vzorce serumov bolnikov in prokatepsin S. V pufru C smo pripravili red¢itveno
lestvico standarda z naslednjimi koncentracijami prokatepsina S: 132,2 ng/ml (standard A),
61,6 ng/ml (standard B), 30,8 ng/ml (standard C), 15,4 ng/ml (standard D), 7,7 ng/mi
(standard E), 3,8 ng/ml (standard F) in 1,9 ng/ml (standard G). VVzorce serumov bolnikov
smo v pufru C red¢ili v razmerju 1:1. Po konc¢ani inkubaciji smo pufer C v luknjicah odlili

in mikrotitrsko plos¢ico otresli na papirnato brisao. Nato smo v vsako luknjico odpipetirali

17



100 pl pripravljenega standarda, vzorca seruma bolnika oziroma pufer C, ki je sluzil kot

negativna kontrola. Delali smo v paralelkah.

Pripravljeno ploscico smo 2 uri inkubirali na temperaturi 37 °C. Po inkubaciji smo plos¢ico
ponovno trikrat spirali s pufrom B in otresli na papirnato brisa¢o. Na ledu smo odmrznili
konjugirana protitelesa (2B4 Marjana) in jih red¢ili v pufru C v razmerju 1:9000. V vsako
luknjico smo odpipetirali 100 ul pripravljene raztopine in mikrotitrsko plosc€ico 2 uri
inkubirali na temperaturi 37 °C. Po koncani inkubaciji smo plos¢ico trikrat spirali s pufrom
B in otresli na papirnati brisaci. Nato smo pripravili substrat, tako da smo red¢ili TMB v
substratnem pufru za TMB v razmerju 1:1. V vsako luknjico smo odpipetirali 200 pl
pripravljenega substrata in plos¢ico inkubirali to¢no 15 minut v temi na sobni temperaturi.
Reakcijo med substratom in konjugiranimi protitelesi smo ustavili s 50 ul 2 M H,S0,. Na
koncu smo ploscico vstavili v Citalec Tecan Safire 2 in izmerili absorbanco pri valovni

dolzini 450 nm.

Programska oprema Magellan nam je sama izraCunala in izrisala umeritveno Krivuljo
standardov (slika 9) in na podlagi le-te podala koncentracijo katepsina S v vzorcih izbranih

bolnikov.

Umeritvena krivulja standardov pri ELISI katepsina S
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Slika 9: Umeritvena krivulja standardov katepsina S.

18



Ker smo vzorce red¢ili v razmerju 1:1, smo morali za kon¢ni rezultat dobljeno koncentracijo
katepsina S mnoziti z 2. Ce je bil koeficient variabilnosti znotraj paralelke ve&ji od 10 %,

smo meritev vzorca ponovili.

V isti seriji meritve smo analizirali oba vzorca istega bolnika (vzorca odvzeta pred in po

posegu).

3.4 Koncentracija cistatina C

Meritve cistatina C smo izvajali na Klinicnem institutu za klini¢no kemijo in biokemijo

Klini¢nega centra v Ljubljani v Laboratoriju za analitiko encimov in elementov v sledovih.

3.4.1 Analizator in reagenti

¢ analizator Roche/Hitachi Modular (Roche Diagnostic, Indianapolis, ZDA)
e reagent Cystatin C calibrator (Dako, Glostrup, Danska)
e reagent Reaction Buffer 9 (Dako)

e reagent Cystatin C immunoparticles (Dako)

3.4.2 Potek dela

Serumske vzorce bolnikov smo odmrznili in dobro premesali. Ker smo dodali nove reagente,
smo metodo pred zac¢etkom kalibrirali in naredili kontroli pri visoki in nizki vrednosti. Nato

smo imena vzorcev bolnikov vnesli v racunalniski program in vzorce bolnikov v analizator.

3.4.3 Princip metode

Analiza cistatina C deluje po turbidimetri¢ni metodi PETIA. V inkubacijski fazi se tvorijo
kompleksi med lateksnimi delci, prevlecenimi z zaj¢jimi protitelesi proti cistatinu C, in
cistatinom C v vzorcu (slika 10). V fazi merjenja analizator pri 546 nm izmeri absorbanco
in s tem stopnjo motnosti raztopine. Vrednost cistatina C je premosorazmerna motnosti
vzorca. Na podlagi standardne kalibracijske krivulje analizator izracuna koncentracijo

cistatina C v vzorcu.
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Slika 10: Princip metode PETIA. Prirejeno po (40).

3.5 Statisti¢na obdelava podatkov

Rezultate meritev in podatke pridobljene iz anamneze in statusa bolnikov smo statisticno

obdelali s programsko opremo SPSS Statistics 21.

Normalno porazdelitev merjenih spremenljivk smo preverili s testom Kolmogorov-Smirnov.
S testom Hi-kvadrat smo preverili, ¢e smo imeli v obeh skupinah bolnikov primerljivo

razporeditev spolov.

Nato smo v vsaki skupini bolnikov (z restenozo in brez restenoze po Sestih mesecih) za vse
spremenljivke izraCunali srednjo vrednost in odklon in ju primerjali med seboj. Za
primerjavo spremenljivk, ki so se razporejale normalno (starost, celokupni holesterol, LDL,
HDL, kreatinin, aktivnost katepsina S in koncentracija cistatina C) smo uporabili test
Student. Za primerjavo ostalih spremenljivk (trigliceridi, CRP, koncentracija katepsina S)
smo uporabili Mann-Whitney U-test.

Za ugotavljanje odvisnosti katepsina S od dejavnikov tveganja za restenozo smo uporabili
veckratno logisticno regresijo. Za vkljucevanje neodvisnih spremenljivk v model smo
uporabili soCasno (enter) metodo. Za testiranje pomembnosti modela kot celote smo

uporabili Omnibus test.

Za statisti¢cno pomembno smo vzeli vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Klini¢ne znacilnosti bolnikov

Klini¢ne znacilnosti bolnikov, ki smo jih vkljuéili v raziskavo, so podane v preglednici I11.
Bolniki z restenozo ali brez nje se po starosti, razporeditvi po spolu, kajenju, prisotnosti
diabetesa tipa 2 in farmakoloski terapiji, ki bi lahko vplivala na katepsin S, niso razlikovali.

Preglednica I11: Klini¢ne znacilnosti bolnikov.

Restenoza Brez restenoze
Parameter (n=20) (n=24)

starost (leta) 69 (62/72) 63 (58/72) NS
spol (moski/Zenski) 1317 19/5 NS
kajenje (da/bivsi kadilec/ne) 8/10/2 5/14/5 NS
sladkorna bolezen tipa 2 (da/ne) 1010 15/9 NS
statini (da/ne) 20/0 24/0 NS
zaviralci ACE (da/ne) 20/0 24/0 NS
blokatorji adrenergic¢nih receptorjev beta 119 14110 NS

(da/ne)

Starost je podana z mediano (25. percentil/ 75. percentil), pri ostalih parametrih je podano

Stevilo bolnikov. NS pomeni, da ni statisti¢no znacilno.

Na pojav restenoze po PTA vplivajo razli¢ni dejavniki. Raziskave so pokazale, da imajo
vecjo verjetnost za razvoj restenoze zenske (41). Kajenje 10 cigaret dnevno naj bi zmanjsalo
verjetnost za razvoj restenoze. ZviSane koncentracije karboksihemoglobina in ogljikovega
monoksida v krvi kadilcev naj bi povzrocale dilatacijo zilne stene in protivnetno delovale na
poskodbo Zilne stene, ki nastane pri PTA. Poleg tega naj bi ogljikov monoksid inhibiral
proliferacijo gladkih miSi¢nih celic, ki sodelujejo v razvoju restenoze. U€inki kajenja naj bi
pozitivno delovali samo na samo mesto poSkodbe zaradi balonskega katetra, za ostalo Zilje

pa ima kajenje $e vedno negativne posledice (42).
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Velik dejavnik tveganja za restenozo je tudi prisotnost sladkorne bolezni. Sladkorni bolniki
imajo okrnjeno endotelijsko funkcijo in zato povecano aktivnost trombocitov in agresivne;jsi

odgovor na poSkodbo zilne stene (43).

Znano je, da statini, zdravila za znizevanje ravni holesterola v krvi, znizajo koncentracijo in
aktivnost katepsina S (44). Tudi zaviralci ACE in antagonisti angiotenzina Il, zdravila za
znizevanje krvnega tlaka, znizajo nivo in aktivnost katepsina S v krvi (45). Vplivom zdravil
na rezultate raziskave smo se izognili tako, da smo v raziskavo vkljucili samo bolnike, ki so
se zdravili s statini in zaviralci ACE ali antagonisti angiotenzina II. Ker $e ni znano ali na
vrednost katepsina S v krvi vplivajo tudi blokatorji adrenergi¢nih receptorjev beta, smo v

obe skupini vkljucili primerljivo Stevilo bolnikov, ki so prejemali to zdravilo.

4.2 Primerjava bolnikov z restenozo in brez nje

V vsakem vzorcu smo pred kon¢no izbiro bolnikov izmerili koncentracijo celokupnega
holesterola, holesterola LDL in HDL, trigliceridov, kreatinina in CRP. Koncentracije
celokupnega holesterola, holesterola HDL in LDL in trigliceridov smo izmerili zato, ker so
njihove zviSane (celokupni holesterol, LDL, trigliceridi) oziroma zniZane vrednosti (HDL)
eden od dejavnikov tveganja za razvoj ateroskleroze (46). Zvisane vrednosti kreatinina
nakazujejo na prisotnost ledvi¢nih obolenj pri katerih je vrednost cistatina C povisana (47,
48). Vrednost CRP je morala biti manj$a od 10 mg/L. S tem smo se prepri¢ali, da bolnik v

Casu posega ni imel prisotnega vnetja, ki zvisuje vrednost CRP v krvi (49).

Med bolniki z restenozo ali brez nje se koncentracije parametrov (celokupni holesterol, HDL
in LDL holesterol, trigliceridi, celokupni/HDL holesterol ter kreatinin) oziroma Stevilo
bolnikov (CRP) pred PTA ni razlikovalo. To pomeni, da razlicne koncentracije analitov niso

vplivale na konéni rezultat raziskave. Podatki so zbrani v preglednici IV.
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Preglednica 1V: Primerjava med bolniki z restenozo in brez nje dan pred PTA.

Odvzem krvi dan pred PTA

Parameter Restenoza Brez restenoze

(n = 20) (n = 24) P
celokupni holesterol (mmol/L) 3,1(2,8/3,4) 2,8(2,6/3,3) NS
LDL holesterol (mmol/L) 1,6 (1,2/1,9) 1,4(1,2/1,9) NS
HDL holesterol (mmol/L) 0,87 (0,69/1,03) 0,81 (0,70/0,93) NS
trigliceridi (mmol/L) 1,5 (1,0/1,9) 1,2(1,0/2,2) NS
celokupni/holesterol HDL 3,68 (2,94/4,39) 3,97 (3,14/4,60) NS
kreatinin (umol/L) 67 (53/75) 65 (59/80) NS
C-reaktivni protein (</> 5 mg/L) 15/5 15/9 NS

Podatki predstavljajo mediano (25. percentil / 75. percentil). Podatki za CRP predstavljajo

Stevilo bolnikov. NS pomeni, da ni statisticno znacilno.

Prav tako se med bolniki z restenozo in brez nje niso razlikovale koncentracije parametrov

oziroma §tevilo bolnikov po PTA. Rezultati so predstavljeni v spodnji preglednici.

Preglednica V: Primerjava med bolniki z restenozo in brez nje takoj po PTA.

Odvzem krvi takoj po PTA

Parameter Rest_enoza Brez rsstenoze 0

(n=20) (n=24)
celokupni holesterol (mmol/L) 2,9 (2,5/3,1) 2,7 (2,412,9) NS
LDL holesterol (mmol/L) 1,4 (1,1/1,6) 1,3(1,1/1,7) NS
HDL holesterol (mmol/L) 0,76 (0,65/0,92) 0,71 (0,61/0,83) NS
trigliceridi (mmol/L) 1,4 (1,0/1,9) 1,4 (1,1/2,1) NS
celokupni/ holesterol HDL 3,58 (3,06/4,19) 4,11 (3,44/4,52) NS
kreatinin (umol/L) 67 (54/77) 65 (58/76) NS
C-reaktivni protein (</>5 mg/L) 11/9 12/12 NS

Podatki predstavljajo mediano (25. percentil / 75. percentil). Podatki za CRP predstavljajo

Stevilo bolnikov. NS pomeni, da ni statisti¢no znacilno.
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Da bi ugotovili prognosti¢no vrednost katepsina S, smo v raziskavi dolocali njegovo
aktivnost in koncentracijo ter koncentracijo cistatina C. Dobljeni podatki bolnikov z
restenozo iz krvi odvzete dan pred PTA so zbrani v preglednici VI. V preglednici VII so

zbrani dobljeni podatki bolnikov brez restenoze iz krvi odvzete dan pred PTA.

Preglednica VI: Izmerjena koncentracija in aktivnost katepsina S ter koncentracija

cistatina C dan pred PTA pri bolnikih z razvojem restenoze.

ID bolnika kongentracija aktivnost katepsina S _ kor]centracija
katepsina S (ng/L) (REUIs) cistatina C (mg/L)
1 19,5 5,39 0,70
2 15,9 5,65 1,01
3 17,7 5,71 0,96
4 20,3 5,76 1,05
S 17,6 7,42 0,99
6 20,8 8’1 0,69
! 233 5,47 0,77
8 20,2 6,57 0,56
9 48,6 9,26 0,90
10 18,2 5,62 1,06
11 18,9 7,05 0.96
12 21,2 7,39 0,75
13 23,0 4,62 0,91
14 22,0 7,24 0,98
15 31,0 5,96 0,74
16 18,5 4,88 0,86
17 23,7 5,71 0,77
18 20,7 6,84 0,99
19 33,1 5,82 0,95

Preglednica VII: Izmerjena koncentracija in aktivnost katepsina S ter koncentracija

cistatina C dan pred PTA pri bolnikih brez razvoja restenoze.

ID bolnika konqentracija aktivnost katepsina S _ kor}centracija
katepsina S (pg/L) (RFU/s) cistatina C (mg/L)
20 13,7 4,49 0,81
21 33,4 6,09 0,87
22 18,9 4,69 0,76
23 24.2 7,48 0,86
24 16,8 8,64 0,85
25 22,4 6,79 1,38
27 13,2 4,93 0,78
28 14,7 5,09 0,84
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29 23,3 3,65 0,44

30 15,7 4,63 1,07
31 17,2 5,82 0,69
32 18,9 4,28 0,86
33 19,9 3,68 0,88
34 12,4 3,25 0,77
35 15,7 5,24 0,72
36 13,4 5,22 0,70
37 20,8 6,64 0,73
38 16,4 5,55 0,97
39 18,9 4,37 0,79
40 19,0 6,29 1,08
41 23,7 4,64 0,86
42 13,0 7,37 1,01
43 13,3 5,93 0,58

Dobljeni podatki bolnikov z restenozo iz krvi odvzete takoj po PTA so zbrani v preglednici
VIII. V preglednici IX so zbrani dobljeni podatki bolnikov brez restenoze iz krvi odvzete
takoj po PTA.

Preglednica VIII: Izmerjena koncentracija in aktivnost katepsina S ter koncentracija

cistatina C takoj po PTA pri bolnikih z razvojem restenoze.

ID bolnika konc. katepsina S aktivnost katepsina S konc. cistatina C
(ng/L) (RFU/s) (mg/L)
1 18,8 5,96 0,74
2 10,9 6,91 0,64
3 15,1 7,53 0,77
4 19,1 5,90 0,88
5 17,3 7,71 1,04
6 12,2 9,99 0,67
7 20,0 5,17 0,76
8 18,8 7,24 0,65
9 45,3 10,18 0,88
11 17,4 7,51 0,83
12 23,4 7,50 0,75
13 30,9 5,18 0,97
14 21,5 7,43 0,99
15 22,7 6,34 0,69
16 18,2 4,26 0,81
17 24,0 6,36 0,67
18 30,3 8,18 0,82
19 36,4 6,60 0,96
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Preglednica 1X: Izmerjena koncentracija in aktivnost katepsina S ter koncentracija
cistatina C takoj po PTA pri bolnikih brez razvoja restenoze.

ID bolnika konc. katepsina S aktivnost katepsina S konc. cistatina C
(ng/L) (RFU/s) (mg/L)
20 12,6 510 0,76
21 27,2 6,78 0,82
22 199 4,08 073
23 24,7 7,37 0,81
25 21,2 6,63 0,95
27 15,3 5,01 0,94
28 16,0 5,63 0,82
29 22,1 3,32 1,43
30 12,4 4,54 0,82
31 17,7 5,39 0,76
32 19,6 4,93 0,68
33 16,1 3,11 0,83
34 10,0 2,81 0,73
35 15,6 5,07 0,66
37 20,0 7,20 0,66
38 23,8 4’66 0’92
39 17,6 4,76 0,74
40 14,2 6,23 0,99
42 12,3 5,21 1,02
43 16,5 5,68 0,62

Dokazali smo, da je med koncentracijama katepsina S skupine z restenozo in skupine brez
restenoze dan pred PTA statisti¢no znacilna razlika (p < 0,015). Prav tako je statisti¢no
znacilna razlika v aktivnosti katepsina S (p < 0,04) in posledi¢no razmerju katepsina S in
cistatina C (p < 0,05). Zaradi tega lahko sklepamo, da bi bila koncentracija katepsina S
merjena pred PTA lahko dober napovedni kazalnik za razvoj restenoze. Rezultati so podani

v preglednici X.
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Odvzem krvi dan pred PTA

Parameter Restenoza Brez restenoze D
(n=20) (n=24)
koncentracija katepsina S (ug/L) 20,5 (18,6/23,3) 18,0 (14,0/20,7) 0,015
aktivnost katepsina S (RFU/s) 5,79 (5,51/7,20) 5,16 (4,40/6,24) 0,04
koncentracija cistatina C (mg/L) 0,91 (0,75/0,99) 0,84 (0,74/0,94) NS
katepsin S/cistatin C 25,4 (19,3/30,9) 20,9 (16,9/24,9) 0,050
aktivnost katepsina S/cistatin C 7,34 (5,70/8,08) 6,12 (5,11/8,02) NS

Preglednica X: Primerjava izmerjenih parametrov med skupino bolnikov z restenozo in brez

restenoze dan pred PTA.

V preglednici so podane mediane (25. percentil/ 75. percentil). NS pomeni, da ni statisti¢no

znacilno.

Takoj po PTA je bila statisti¢no znacilna razlika v aktivnosti katepsina S (p < 0,003) in

posledi¢no pri razmerju aktivnosti katepsina S in cistatina C (p < 0,02). Podatki so

predstavljeni v spodnji preglednici.

Odvzem krvi takoj po PTA

Parameter

Restenoza
(n=20)

Brez restenoze
(n=24)

koncentracija katepina S (ug/L)
aktivnost katepsina S (RFU/s)
koncentracija cistatina C (mg/L)
katepsin S/cistatin C

aktivnost katepsina S/cistatin C

19,6 (17,3/23,9)
6,76 (5,62/7,53)
0,79 (0,69/0,94)

26,0 (20,0/32,8)

8,54 (6,71/10,08)

17,0 (14,3/20,9)
5,14 (4,57/6,20)
0,82 (0,73/0,94)
21,0 (15,7/27,0)

6,72 (5,17/7,93)

NS
0,003
NS
0,053

0,02
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Preglednica XI: Primerjava izmerjenih parametrov med skupino bolnikov z restenozo in

brez nje takoj po PTA.

V preglednici so podane mediane (25. percentil/ 75. percentil). NS pomeni, da ni statisti¢no

znacilno.

Poleg koncentracije katepsina S je bila pred posegom PTA povisana tudi aktivnost katepsina
S (p < 0,04).

Ker je cistatin C znani endogeni inhibitor katepsina S (50), katepsin S pa ima pomembno
vlogo pri razvoju ateroskleroze, smo predvidevali, da bo ob povisani aktivnosti katepsina S
v krvi prisotna znizana koncentracija cistatina C. Ugotovili smo, da koncentracija cistatina
C ni povezana s koncentracijo in aktivnostjo katepsina S in s tem predvideli, da cistatin C ne
vpliva na aktivnost katepsina S in tako na razvoj ateroskleroze. V nasprotju z nami so v
predhodnih raziskavah dokazali, da poviSana vrednost cistatina C v serumu nakazuje na
bolezen koronarnih arterij in njihovo restenozo (51, 52). Mozno je, da je do razlik prislo
zato, ker so v prej naStete raziskave vkljucili bolnike s serumsko koncentracijo CRP nad 10
mg/L (v naSo raziskavo smo vkljucili samo bolnike s CRP < 10 mg/L). Ta lahko poleg
ateroskleroze nakazuje tudi na druge oblike vnetij v telesu, ki zvisujejo nivo CRP in cistatina
C (53).

Statisticno znacilna razlika pri razmerju med katepsinom S in cistatinom C (p < 0,05) je
verjetno posledica statisticno znacilne razlike med koncentracijo katepsina S pri bolnikih z
razvojem restenoze in koncentracijo katepsina S pri bolnikih brez razvoja restenoze in ne
potrjuje nase hipoteze o prognosti¢ni vrednosti cistatina C za razvoj restenoze v Sestih

mesecih po PTA.

4.2.1 Neodvisnost ostalih dejavnikov tveganja za restenozo od katepsina S

Z veckratno logisti¢no regresijo smo preverili neodvisnost ostalih dejavnikov tveganja za
razvoj restenoze od koncentracije katepsina S oziroma njegove encimske aktivnosti. Zvisana
koncentracija in aktivnost katepsina S pred PTA sta povezana z razvojem restenoze
neodvisno od dejavnikov tveganja nastanka restenoze in ateroskleroze. Podrobnejsi podatki

so podani v preglednici XII.
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Preglednica XI1: Odvisnost katepsina S od ostalih dejavnikov tveganja za restenozo

preverjena z veckratno logisticno regresijo.

Model Parametri v modelu p Exp(B)
Odvzem Kkrvi
Model 1 sladkorna bolezen tipa 2 (da/ne) 0,371 1,941
dan pred PTA
C-reaktivni protein (</>5mg/L) 0,199 0,310
celotni holesterol/ holesterol HDL 0,139 0,496
cistatin C (mg/L) 0,990 1,028
koncentracija katepsina S (ug/L) 0,012 1,276
konstanta 0,454 0,098
Model 2 sladkorna bolezen tipa 2 (da/ne) 0,619 1,426
C-reaktivni protein (</>5mg/L) 0,936 1,071
celotni holesterol/ holesterol HDL 0,283 0,649
cistatin C (mg/L) 0,800 0,585
aktivnost katepsina S (RFU/s) 0,046 1,871
konstanta 0,319 0,058
Odvzem Krvi
) Model 1 sladkorna bolezen tipa 2 (da/ne) 0,605 1,429
takoj po PTA
C-reaktivni protein (</>5mg/L) 0,456 0,586
celotni holesterol/ holesterol HDL 0,146 0,493
cistatin C (mg/L) 0,194 0,027
koncentracija katepsina S (ug/L) 0,049 1,120
konstanta 0,418 14,696
Model 2 sladkorna bolezen tipa 2 (da/ne) 0,974 1,024
C-reaktivni protein (</>5mg/L) 0,611 1,452
celotni holesterol/ holesterol HDL 0,335 0,641
cistatin C (mg/L) 0,642 0,315
aktivnost katepsina S (RFU/s) 0,029 1,758
konstanta 0,581 0,131
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Dejavniki tveganja so sladkorna bolezen tipa 2 (54), CRP (55), razmerje celokupnega in
HDL holesterola in cistatin C, kot endogeni inhibitor katepsina S (56). Koncentracija in
aktivnost katepsina S v serumu dan pred PTA sta povezani z restenozo femoropoplitealne
arterije (p < 0,012 in p < 0,046) neodvisno od ostalih dejavnikov tveganja. Prav tako sta tudi
po posegu koncentracija in aktivnost katepsina S v serumu povezani z restenozo
femoropoplitealne arterije (p < 0,049 in p < 0,029) neodvisno od ostalih dejavnikov tveganja.
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5 SKLEPI

V magistrski nalogi smo Zeleli preuciti prognosticno vrednost katepsina S za restenozo
femoropoplitealne arterije, ki se v enem letu po PTA pojavi pri priblizno polovici bolnikov.

Glavne ugotovitve magistrske naloge so:

e Koncentracija katepsina S dan pred PTA je statisti¢no vi$ja pri bolnikih, ki so v Sestih
mesecih razvili restenozo kot pri bolnikih, ki je niso.

e Aktivnost katepsina S dan pred PTA je statisticno vi§ja pri bolnikih, ki so v Sestih
mesecih razvili restenozo kot pri bolnikih, ki je niso.

e Aktivnost katepsina S takoj po PTA je statisti¢no vi§ja pri bolnikih, ki so v Sestih
mesecih razvili restenozo kot pri bolnikih, ki je niso.

e Koncentracija cistatina C se med bolniki z restenozo in brez nje ne razlikuje.

e Aktivnost katepsina S v serumu ni povezana s koncentracijo cistatina C v serumu.

e Povezanost med zviSano koncentracijo in aktivnostjo katepsina S v serumu v ¢asu
PTA in restenozo v Sestih mesecih po posegu je neodvisna od opazovanih dejavnikov
tveganja za restenozo (sladkorna bolezen tipa 2, razmerje celokupnega in HDL

holesterola in koncentracija cistatina C).

S tem, ko smo dokazali povezavo med zviSano vrednostjo katepsina S v krvi bolnikov in
kasnej$im razvojem restenoze, lahko zaklju¢imo, da je katepsin S potencialni prognosti¢ni
kazalnik za restenozo femoropoplitealne arterije. Z njegovim dolo¢anjem pred PTA bi lahko
prepoznali bolnike z ve¢jim tveganjem za restenozo, ki bi bili zaradi tega delezni
agresivnejSe terapije in nadzora. S tem bi lahko omejili obseg ali celo preprecili nastanek

restenoze.

Pred uporabo v rutini bo potrebnih Se veliko raziskav. Predvsem na ve¢jem Stevilu bolnikov,
ki bodo imeli prisotnih ¢im manj ostalih dejavnikov tveganja za restenozo (sladkorna
bolezen tipa 2, zviSana raven holesterola, ledvicna obolenja, periferna arterijska bolezen)
oziroma bodo ti dejavniki homogeni (npr. bolniki z enako stopnjo razvoja periferne arterijske

bolezni, podobno zviSana raven holesterola ...).
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