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POVZETEK

Ateroskleroza karotidnih arterij je v skoraj polovici primerov vzrok za mozganski infarkt.
Karotidna endarteriektomija (CEA) je kirurski poseg, pri katerem odstranimo ateromatozne
spremembe v arteriji. Med posegom arterijo zaCasno zapremo, kar lahko privede do
popolne prekinitve toka krvi do mozganov, ki ima lahko za posledico mozgansko kap.
Slednja je lahko tudi posledica nenadne zamaSitve mozganske arterije, zaradi odtrganja
delcev iz ateroskleroti¢ne lehe in pa tudi obéutnega povecanja pretoka krvi skozi mozgane,
zaradi odstranitve pomembne zozitve karotidne arterije. Bolnike zato med samim posegom
in po njem spremljamo, da bi zaznali morebitne poskodbe mozganskih celic. Z dolocanjem
koncentracij serumskih biooznac¢evalcev mozganske okvare lahko pravocasno odkrijemo
morebitno poskodbo mozganov. Nevron specifi¢na enolaza (NSE) in protein S-100 sta dva
izmed najbolj poznanih in razsirjenih oznacevalcev poSkodbe nevronov. V raziskavi smo
spremljali koncentracije teh dveh oznacevalcev pri 62 bolnikih po CEA. Kri smo

operirancem odvzeli pred CEA, takoj po operaciji ter 12, 24 in 48 ur po CEA.

Ugotovili smo, da se glede na povpreéno koncentracijo NSE pred CEA povprecne
koncentracije NSE po CEA znizajo in sicer: takoj po CEA za 33,8 %, 12 ur po CEA za
43,2 %, 24 ur po CEA za 27,2 % in 48 ur po CEA za 11,1 %. Obstajajo statisticno
pomembne razlike med koncentracijami NSE izmerjenimi pred CEA in koncentracijami
NSE izmerjenimi takoj po operaciji ter 12 in 24 ur po CEA (pri vseh je P < 0,01).
Obstajajo tudi statisti¢cno pomembne razlike med koncentracijami NSE izmerjenimi 12 ur
in 48 ur po CEA (p < 0,01). Glede na povpre¢no koncentracijo proteina S-100 pred CEA se
povprecne koncentracije proteina S-100 po operaciji znizajo in sicer: takoj po CEA za 2,5
%, 12 ur po operaciji za 27,5 % in 24 ur po CEA za 17,5 %. 48 ur po CEA se povpre¢na
koncentracija proteina S-100 ne razlikuje od povpre¢ne koncentracije proteina S-100 pred
CEA. Obstajajo statisticno pomembne razlike med koncentracijami proteina S-100
izmerjenimi pred CEA in koncentracijami proteina S-100 izmerjenimi 12 ur po operaciji (p
< 0,01). Obstajajo tudi statisticno pomembne razlike med koncentracijami proteina S-100
izmerjenimi takoj po CEA in koncentracijami izmerjenimi 12 ur po CEA (p < 0,01). Prav
tako smo ugotovili statisticno pomembne razlike med koncentracijami proteina S-100
izmerjenimi 12 ur in 48 ur po CEA (p = 0,01). Iz rezultatov sklepamo, da pri bolnikih po
CEA ni prislo do poskodbe mozganov, saj niso imeli zviSanih serumskih koncentracij NSE

in proteina S-100.



ABSTRACT

Almost half cases of cerebral infarction are caused by the atherosclerosis in the carotid
arteries. Carotid endarterectomy (CEA) is a surgical procedure in which atheromatous
changes in the artery are removed. There are various factors which can cause a stroke
during the surgery. Patient’s consciousness is observed during and after the surgical
procedure due to potential damage of neural cells. By determining the concentration of
serum biomarkers, like neuron specific enolase (NSE) and protein S-100, brain damage can
be detected. NSE and S-100 are two of the best known and most widely used markers of
neuronal damage. In this study we monitored the concentration of these markers from 62
patients after CEA. Blood samples were taken prior CEA, immediately after CEA, 12, 24
and 48 hours after CEA. Serum samples were analyzed with electrochemiluminescence

immune method by fully automated system.

We found out that the average concentration of NSE after CEA is lower. Immediately after
CEA the average value of NSE was reduced by 33.8 %, after 12 hours by 43.2 %, after 24
hours by 27.2 % and 48 hours by 11.1 %. There is a significant difference between the
average concentration measured before CEA and average concentration measured after
CEA, 12 hours after CEA and 24 hours after CEA (all P < 0.01). There are also significant
differences between the average concentrations of NSE measured 12 hours and 48 hours
after the CEA (p < 0.01). The average concentration of the protein S-100 after CEA is
lower. Immediately after CEA concentration was reduced by 2.5 %, after 12 hours by 27.5
% and after 24 hours by 17.5 %. 48 hours after CEA, the average concentration of the
protein S-100 did not differ from the average concentration of protein S-100 prior CEA.
There are significant differences between the concentrations of protein S-100 measured
before CEA and the concentrations of protein S-100 measured 12 hours after surgery (p <
0.01). There are also significant differences between the concentrations of protein S-100
measured immediately after CEA and the concentration measured 12 hours after CEA (p <
0.01). We also found a significant difference between the concentrations of protein S-100
measured 12 hours and 48 hours after CEA (p = 0.01). After the operation none of the
patients had increased concentrations of NSE, while two had marginally elevated
concentration of the protein S-100. We concluded that in most patients, there was no

damage to the brain due to CEA.



SEZNAM OKRAJSAV

CEA karotidna endarteriektomija

CRP C-reaktivni protein

CTA racunalnisko tomografska angiografija
DSA digitalna subtrakcijska angiografija
hs-CRP visoko specifi¢ni C-reaktivni protein

ICAM-1 medceli¢ne adhezijske molekule-1

IL-6 interlevkin-6

LDL lipoproteini majhne gostote

M-CSF makrofagno kolonijo stimulirajoc¢i dejavnik
MRA magnetno resonan¢na angiografija

NSE nevron specificna enolaza

VCAM-1 zilno — celi¢ne adhezijske molekule-1



1. UVOD

Bolezni srca in ozilja so najpogostejsi vzrok obolevnosti in smrtnosti v razvitem svetu.
Ateroskleroza karotidnih arterij je bolezen sodobnega ¢asa. KirurSka odstranitev
ateroskleroti¢ne lehe je tvegan poseg, ki lahko privede do poskodbe mozganskih celic. Z
biooznadevalci mozganske okvare, kot sta protein S-100 in nevron specifi¢na enolaza

(NSE), lahko prepoznamo morebitne mozganske okvare (1, 2, 3).

1.1. ANATOMIJA MOZGANSKEGA KRVNEGA PRETOKA

Mozganski krvni pretok sestoji iz zunaj- in znotraj- lobanjskih arterij ter iz venskega

sistema.

Arterije, ki oskrbujejo moZgane, izstopajo iz aortnega loka. Na desni strani izstopa
brahiocefalni trunkus, ki se razdeli v desno podklju¢ni¢no arterijo in desno skupno
karotidno arterijo. Na levi strani direktno iz aortnega loka izstopata leva podklju¢ni¢na
arterija in leva skupna karotidna arterija. Vse te zile spadajo med zunajlobanjske
mozganske arterije. Skupna karotidna arterija (karotida) se deli na zunanjo in notranjo
karotidno arterijo. Zunanja prehranjuje vecino glave in vratu, razen mozganov in zrkla.
Notranja vstopa v lobanjsko votlino in prehranjuje vecji del mozganov, zrklo, ocesno
votlino ter notranje uho. Iz njeizhajajo tudi veje za nosno votlino in ¢elo. Med
znotrajlobanjske moZganske arterije spadajo sprednje, zadajSnje in bazalne moZzganske
arterije. Prehranjujejo mozgane, male mozgane, mozgansko deblo, hrbtenjaco in notranje
uho. Bazalne mozganske arterije povezujejo prednje in zadajSnje mozganske arterije prek

zadaj$njih komunikantnih arterij. V zaprt krog pa povezujejo tudi oba karotidna sistema.

Venski mozganski sistem sestavljajo vratne, kortikalne in mozganske vene. VIoga najvecje
globoke vratne vene je odvajanje krvi in cerebrospinalne tekoc¢ine. Kortikalne vene so
povrsinske vene, ki jih je od 20 do 30 v vsaki moZganski polobli. Globoke moZganske
vene odvajajo kri iz centralnih struktur, iz belega tkiva ob mozganskih

ventriklih in iz bazalnih ganglijev (4, 5).



1.1.1. Karotidno deblo

Leva skupna karotida izstopa direktno iz aortnega loka, desna pa iz brahiocefalicnega
trunkusa. Leva je nekoliko daljsa in variira pogosteje kot desna. Vratni del skupne karotide
sega od prsno — klju¢ni¢nega sklepa do SCitni¢nega hrustanca in se na tej visini deli v
zunanjo in notranjo karotidno arterijo (Slika 1). Zunanja karotidna arterija poteka od
S¢itni¢nega hrustanca do spodnje Celjustnice in se deli v ve¢ vej. Veja arterija temporalis
superficialis je pomembna zaradi oCesne zveze dveh zil. Pri zoZzenju ali zapori notranje
karotidne arterije se vzpostavi manjSa stranska veja oCesne arterije. Smer cirkulacije v
ocesni arteriji preide iz fizioloSke v nasprotno smer. Notranja karotidna arterijaima v
zacetnem delu rahlo razSirjen lumen, kjer prihaja do spremembe krvnega pretoka. Vzpenja
se lateralno od zunanje karotidne arterije in medialno od Zrela. Vse do lobanje se notranja

karotidna arterija ne deli, tam pa se razdeli v ve¢ manjsih vej (4).

v zaprt krog povezane
moiganske arterije

notranja karotidna arterja
zunanja karotidna arterija

skupna karotidna arterija

veja podkljucnicne arterije

Slika 1: Delitev karotidnih arterij, prirejeno po (6)

1.2. KAROTIDNA BOLEZEN

"Karotidna bolezen je pravzaprav sinonim za aterosklerozo razcepisca karotidnih arterij z
zozitvijo ali zaporo zunajlobanjskega dela notranje karotidne arterije” (7). Ateroskleroza je
v ve¢ kot 90 % primerov vzrok zozitev karotidnih arterij. Med druge bolezni
zunajlobanjskih mozganskih arterij priStevamo anevrizmo, disekcijo, fibromuskularno

displazijo in arteriitis (8).



1.2.1. Ateroskleroza

Lobstein je leta 1883 prvi oznadil pojem arterioskleroza kot proces staranja arterije. Pri tem
pride do izgube eclasti¢nosti zile, povecane vsebnosti kalcija, zadebelitve notranje plasti
arterijske stene in povecanega premera zilne svetline. Marchand je leta 1904 definiral
aterosklerozo kot zbiranje mascobnih in proteinskih vsebin v notranji plasti arterijske
stene, zato ta postane trda in neprozna (4). Svetovna zdravstvena organizacija pa je leta
1958 aterosklerozo definirala kot spremembe v notranji plasti arterije, zaradi kopicenja
lipidov, ogljikovih hidratov, krvi in krvnega materiala, fibroznega tkiva in kalcijevih snovi

9).

"Ateroskleroza je kroni¢na napredujo¢a bolezen arterij, ki najprej prizadene notranjo plast

arterijske stene — intimo” (1).

Dejavniki, ki lahko poskodujejo notranjo plast zile (Zilni endotelij):

. fizikalni: turbulentni tok krvi in povisan krvni tlak

o kemicni: nikotin in ogljikov monoksid

o presnovni: holesterol in homocistein

o bioloski: virusi, bakterije, aktivirani levkociti/trombociti in kompleksi antigen-

protitelo (1).

Endotelij na notranji strani zdravih arterij je neprepusten za krvne celice. Poskodovan
endotelij pa je prepusten, kar povzro¢i kopicenje krvnih celic (monocitov, limfocitov T),
lipoproteinov in holesterola v notranjosti arterije. Monociti in limfociti se pritrdijo na
endotelijske celice s pomocjo medcelicnih adhezijskeh molekul-1 (ICAM-1), Zilno-
celi¢nih adhezijskih molekul-1 (VCAM-1), E-selektina in P-selektina. VCAM-1 in ICAM-
1 se izrazajo na povrSini aktiviranih endotelijskih celic pod vplivom turbulentnega toka
krvi in oksidativnega stresa. Po pritrditvi monociti preko medendotelijskih celi¢nih stikov
prehajajo v intimo (Slika 2). Tukaj se pod vplivom makrofagno kolonijo stimulirajocega
dejavnika (M-CSF) diferencirajo v makrofage. M-CSF je citokin, ki nastaja v vnetno
spremenjeni intimi in poveca izrazanje tollu-podobnih receptorjev in odstranjevalnih
receptorjev na povrSini makrofaga. Preko teh receptorjev makrofagi prepoznajo in
prevzamejo oksidirane delce LDL (lipoproteini majhne gostote). Pri razgradnji oksidiranih

delcev nastane holesterol, ki se znotraj makrofaga kopi¢i v obliki kapljic in celico



postopoma spremeni Vv t.i. penasto celico. Aktivirani makrofag pospeSeno izlo¢a vnetne
citokine, proteaze ter toksi¢ne kisikove in dusikove radikale. Citokini vplivajo na limfocite
T, kar privede do celicnega imunskega odziva. Posledi¢no se izlo¢a interferon gama, ki
aktivira makrofage in stimulira sintezo vnetnih citokinov. Sprozi se kaskada, ki privede do
lokalnega in sistemskega vnetja ter povecCane proizvodnje interlevkina-6 (IL-6), C-
reaktivnega proteina (CRP) in fibrinogena. V intimi arterijske stene se s samim vstopanjem
levkocitov pricne kroni¢no vnetje. V kasnejSem poteku aterogeneze zacnejo penaste celice
odmirati in se kopiciti v intimi ter tvoriti mas¢obno leho. Gladkomis$i¢ne celice se odzovejo
na citokine in rastne dejavnike na tak nac¢in, da za¢nejo prehajati iz srednje v zunanjo plast

arterijske stene. Tam izlo¢ajo zunajceli¢na proteina elastin in kolagen.

ateroskleroticna leha

monocit .

c o,
penaste A
celice 7

‘

= 3>
\ delece se rastni

: = gladkomisicne celice dejavniki

mugncn IE}

= / \

g._,hdkomusucmh celic I
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0 \\/\
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Slika 2: Nastajanje ateroskleroti¢ne lehe, prirejeno po (10) iz vira (11)

Proces vodi k pomembnemu zmanjSanju lumna arterije, ima pa tudi zas¢itno funkcijo, saj
S¢iti pred trombozo in pretrganjem plaka. Mas¢obna leha se s¢asoma preoblikuje v
ateroskleroti¢no leho (plak, aterom), ki raste in se preoblikuje v fibrozni plak, v katerega se
odlagajo kalcijeve soli. Arterijska stena postane trda in neelasti¢na, takSno stanje pa je
ireverzibilno. NajnevarnejSe so nestabilne lehe, katerih ogrodje se razgradi ob prisotnosti
proteoliti¢nih encimov (izlo€ajo jih aktivirani limfociti). TakSne lehe so neodporne na

hemodinamski stres (12, 13, 14).



1.2.2. Dejavniki tveganja
Dejavnike tveganja lahko razdelimo v tri skupine:

1. Dejavniki, na katere imamo vpliv: hrana z veliko holesterola in nasi¢enih mascob,
kajenje, fizicna neaktivnost;

2. Dejavniki izhajajoci iz bolezenskih stanj, na katere imamo delni vpliv: visok krvni
pritisk, zvisan serumski holesterol in trigliceridi, sladkorna bolezen in okuzbe;

3. Dejavniki, na katere nimamo vpliva: starost, spol, dedna nagnjenost k zgodnji
aterosklerozi in telesni ustroj (1).

1.2.3. Simptomi in znaki

Ce je zozitev asimptomatska, jo tezko prepoznamo. Nanjo pomislimo ob prisotnosti

arterijskega Suma nad razcepiS¢em skupne karotidne arterije.

Simptomatska zozitev povzroca predvsem nevroloske znake in simptome, kot so
omrtvelost ene strani telesa, zmedenost, prehodna slepota ter tezave pri govoru. V

skrajnem primeru lahko nastopita prehodni ishemi¢ni napad in mozganska kap (8, 15).

1.2.4. Diagnostika

Arteriografija (angiografija) je kljuéna pri odkrivanju bolezenskih sprememb na
arterijah. Gre za rentgensko metodo z vbrizgavanjem kontrastnega sredstva, ki dobro
prikaze zilje. Poznamo digitalno subtrakcijsko (DSA), racunalni$ko-tomografsko (CTA) in
magnetnoresonancno angiografijo (MRA). S temi preiskavami opredelimo patomorfoloske

znacilnosti zilja in prehodnost karotidnih arterij (8).

Ultrazvocni pregled vratnih arterij je neinvazivna in poceni preiskava, s katero
ugotavljamo morfoloske spremembe zil. Barvna dvojna ultrasonografija (barvna
Dopplerjeva sonografija) je manj zanesljiva od tridimenzionalne ultrasonografije. S slednjo

lahko natanéneje ocenimo morfologijo ateroskleroti¢nih leh (4, 8, 16).



Studije kaZejo, da je sedimentacija eritrocitov (hitrost usedanja eritrocitov) pomembna
laboratorijska preiskava, ki nam da podatek o jakosti vnetnega odziva (17). C-reaktivni
protein (CRP) je reaktant akutne faze vnetja (18), ki je kljub slabi specifi¢nosti pokazatelj
raz§irjenosti ateroskleroze in tveganja za sréno-zilne dogodke (19, 20). Visoko obcutljivi
C-reaktivni protein (hs-CRP) se je izkazal kot uporaben biooznacevalec vnetja zil v

povezavi z aterosklerozo, saj pokaze tudi zelo nizko raven kroni¢nega vnetja (21).

1.2.5. Preprecevanje in zdravljenje

S poznavanjem in prepreCevanjem dejavnikov tveganja lahko prepre¢imo razvoj
ateroskleroze in delno upocasnimo njeno napredovanje. Ucinkovitega zdravila za
zdravljenje ateroskleroze do danes $e niso odkrili. Zdravila (antikoagulacijska in
antiagregacijska) se uporabljajo le za odpravljanje posledic napredovalega procesa
ateroskleroze. Primarna preventiva je uspe$nej$a kot operativni poseg ob nastopu bolezni.
Vkljucuje splo$ne ukrepe za zmanjSevanje ogrozenosti in usmerjene ukrepe, s katerimi

i8¢emo najbolj ogrozene posameznike (1).

Karotidna endarteriektomija je operacijska odstranitev ateroskleroti¢ne spremembe v
zili, pri kateri se odstrani tudi zadebeljeno intimo arterije. Za operacijo so primerne tiste
osebe, ki imajo znake mozgansko-zilne bolezni in karotidno arterijo zozeno za 70 % ali
vec. V tak$nem primeru je bolnik v veliki nevarnosti, da utrpi ishemi¢no moZgansko kap.
Primerni so tudi tisti bolniki, ki imajo zoZeno vratno arterijo za ve¢ kot 50 % in so ze
utrpeli nevroloski dogodek. Operacija navadno poteka v lokalni anesteziji, ob kateri se ves
¢as nadzoruje mozgansko funkcijo. Na vratu najprej vzdolzno prerezejo kozo, da se pokaze
karotidna arterija. Zilo zatasno zaprejo, Kar lahko privede do prekinitve toka krvi do
mozganov in v najslabsem primeru lahko pride do mozganskega infarkta (22). V vecini
primerov se zato posluzujejo znotraj zilnega obvoda, ki omogoca prekrvavitev mozganov
med operacijo. Tudi vstavljanje obvoda je tvegano, saj lahko med tem pride do odkrusenja
ateroskleroti¢ne lehe, kar lahko prav tako privede do mozganske kapi (23, 24). Zilo oéistijo
in jo zaprejo s pomocjo posebne krpe. Po operaciji je ponovno vzpostavljen normalen

pretok krvi do mozganov (22).



Pri odloCanju za operativni poseg na karotidni arteriji je pomemben izbor ustreznih
bolnikov. Kontraindikacije za operacijo so sréno popuscanje, angina pektoris, miokardni
infarkt v zadnjih Sestih mesecih, nestabilni krvni tlak, Kroni¢na obstruktivna plju¢na
bolezen, mozganska kap v zadnjih Sestih tednih in popolna zapora karotidne arterije.
Bolnikom brez simptomov, ki imajo zoZeno Zzilo za ve¢ kot 75 %, je operativni poseg

priporocljiv le v nujno potrebnih primerih (25).

Karotidna angioplastika s stenom je novejsa manj invazivna metoda, kjer v zozen del
Zile vstavimo zilno opornico in z balon¢kom razsirimo zilo. Opornica preprecuje ponovno
zozitev in embolizacijo na tem mestu zile. Med samim postopkom je treba biti zelo
pozoren in uloviti odkrusene delce, ki nastanejo med Sirjenjem balonc¢ka, da ti ne bi zasli v

znotrajlobanjske arterije (8).

1.3. MOZGANSKE OKVARE KOT POSLEDICE KAROTIDNE
ENDARTERIEKTOMIJE

Med samim operativnim posegom in po njem lahko pride do resnih zapletov. Mednje
spadata mozganska kap in miokardni infarkt, ki lahko privedeta do smrti bolnika.
Mozganska kap je v vecini primerov posledica nenadne zamaSitve moZganske arterije
zaradi odtrganja delcev iz ateroskleroti¢ne lehe. Kap je lahko tudi posledica obCutnega
povecanja pretoka krvi skozi mozgane, ki je posledica odstranitve pomembne zoZitve
karotidne arterije. Operativen poseg je nevaren tudi zaradi nastanka tromboze na mestu
posega. Zmanjsanje mozganskega krvnega pretoka privede do ishemije (4). Pri ishemi¢ni
poskodbi mozganov gre za kompleksen patofizioloski proces, ki vkljucuje Stevilne procese,
kot je izpad energije, neravnovesje v homeostazi ionov, znotrajceli¢na preobremenitev s
kalcijem, oksidativni stres, nevronska ekscitotoksi¢nost, vnetje in aktivacija glialnih celic.
Vsi ti procesi skupaj privedejo do apoptoze celic in disfunkcije krvno-mozganske pregrade
(26, 27).



1.4. BIOOZNACEVALCI MOZGANSKE OKVARE

Ocena poskodbe mozganov temelji predvsem na klinicnem pregledu in slikovnih tehnikah.

Te metode pa ne zadostujejo za oceno resnosti in razseznosti poSkodb mozganov (28).

Racunalniska tomografija mozganov navadno ne zazna ishemi¢ne mozganske kapi v roku

Sestih ur po njenem nastopu in lezij ni videti tudi do 24 ur (26). Zato so nam v pomo¢

Stevilni serumski oznacevalci, ki kazejo na poskodbe mozganskih celic (28). V Preglednici

1 so nasteti nekateri biooznacevalci ishemicne poskodbe mozganov.

Preglednica 1: Biooznacevalci ishemi¢ne poskodbe moiganov

Biooznacevalci razli¢nih patofizioloskih procesov

pri ishemi¢ni poSkodbi mozZganov

D-dimer, Von Willebrandov faktor (vWF), asimetri¢ni
dimetilarginin  (ADMA), endotelin 1 (ET-1), tKivni
plazminogenski aktivator (tPA), inhibitor plazminogenskega

kul sk . . . .

Vaskularne poskodbe aktivatorja tipa 1 (PAI-1), proenkefalin A (PENK-A),
protacikinin A (PTA), celi¢ni fibronektin (c-Fn), matriksne
metaloproteinaze 9 (MMP-9)

Presnovne
spremembg Holesterol, albumin, kortizol, homocistein
(metabolni
oznacevalci)

Oksidativne poskodbe S.upero.ksid dismutaza (SOD), duSikov monoksid (NO),
bilirubin
C-reaktivni protein (CRP), razli¢ni interlevkini (IL-1p, IL-6,
IL-8, IL-17), medceli¢ne adhezijske molekule-1 (ICAM-1),

i zilno celi¢ne adhezijske molekule-1 (VCAM-1), E-selektin,
Vnetje

P-selektin, tumorje nekrotizirajo¢i dejavnik o (TNF-a),
transformirajo¢i rastni dejavnik B (TGF-B), z lipoproteini
povezane fosfolipaze A2 (Lp-PLAZ2), pentraksin 3 (PTX3),

Poskodbe centralnega
Zivénega sistema

Nevron specifiéna enolaza (NSE), protein S-100, mielin
bazicni protein (MBP), glialni fibrilarni kisli protein (GFAP),
kreatin kinaza (CK-BB)

Drugi

Mikro RNA (miRNA), kopeptin, N-metil-D-aspartat
(NMDA) receptor




1.4.1. Nevron specificna enolaza

Enolaze so glikoliti¢ni encimi znotraj celice, kateri v procesu glikolize katalizirajo

pretvorbo 2-fosfo-D-glicerata v fosfoenolpiruvat. Kot dejavnik je pri reakciji potreben Se

magnezijev ion. Enolaze nimajo le encimskega delovanja, temve¢ so vec-funkcijski

proteini prisotni v razli¢nih tkivih, kjer sodelujejo v specifi¢nih regulatornih funkcijah (29,

30).

1.4.1.1. Struktura in nahajanje

Funkcionalno aktivna enolaza je v obliki dimera. Ta je sestavljen iz nekovalentno

povezanih podenot a, B in y. Kombinacije teh treh podenot tvorijo pet homo- in hetero-

dimernih izoencimov (Preglednica 2) (29).

Preglednica 2: Vrste enolaz in njihovo nahajanje

Dimerni | V ¢loveskem .
izoencim organizmu Nahajanje
Vecina tkiv, nevroni in celice glie v zgodnji stopnji
- o razvoja mozganov, makrofagi
Bp Da Misicne celice
Diferencirani in zreli nevroni, celice difuznega
nevroendokrinega sistema, moZganski tumorji, V
Y Da nizkih koncentracijah tudi v ne-nevronskih celicah
(eritrociti, trombociti, tkivo dojke, prostate in
maternice)
off Ne Misicne celice
Nevronske celice, celice difuznega nevroendokrinega
sistema, v nizkih koncentracijah tudi v ne-nevronskih
H Ne celicah (eritrociti, trombociti, tkivo dojke, prostate in
maternice)

Gama enolaza ali nevron specificna enolaza (NSE) se nahaja pretezno v citosolu celic,

prisotna pa je tudi v jedru, pod plazemsko membrano, na povrSini celic in v zunajcelicnem



prostoru. V svoji strukturi (Slika 5) vsebuje motiv, ki ga prepoznajo posebni proteini,

vkljuceni v znotrajceli¢no prerazporejanje molekul (29, 31, 32).

Slika 5: Struktura nevron specifi¢ne enolaze (33)

1.4.1.2. Lastnosti in funkcije

Aktivacijo signalnih poti gama enolaze navadno povzro¢i aktivacija receptorja Trk (32).
To je druzina treh tirozin kinaznih receptorjev, od katerih se vsak lahko aktivira z
nevrotrofinom. Med nevrotrofine spadajo Zivéni rastni dejavnik, derivati mozganskega
nevrotroficnega dejavnika in nevrotrofina 3 in 4 (34). Ko se na Trk receptor veze
nevrotrofin, pride do sprostitve treh glavnih signalnih poti. Ena od poti spodbudi
diferenciacijo nevronov, druga posreduje signale potrebne za rast in prezivetje nevronov in
drugih celic, tretja pa spodbuja sinapti¢no plasti¢nost (spreminjanje Stevila ali funkcionalne
ucéinkovitosti sinaps). Vsaka od teh treh poti uravnava tudi prepisovanje genov (35). Te
procese uravnava encim cisteinska proteaza katepsin X, ki lahko cepi dolocene
aminokisline v o- in y-enolazi in posledi¢no regulira nevritogenezo in prezivetje
nevronskih celic. Nevron specificna enolaza olajSuje prezivetje nevronom srednjih
mozganov in mozganske skorje ter nevronom hrbtenjace. Prav tako zasledimo njen
nevroprotektivni uéinek, ko izpostavimo nevrone atmosferi z nizko vsebnostjo kisika. V
primeru nevroloske motnje koncentracija nevron specificne enolaze poraste. S tem se
poveéa moznOSt prezivetja poskodovanim nevronom (36). V kri in cerebrospinalno
tekoCino se nevron specifi¢na enolaza Spros¢a ob razpadu nevronskih celic in celic krvno-
mozganske bariere in po poskodbi mozganov. ZviSane vrednosti tega tumorskega
oznacevalca so znalilne predvsem za drobnoceli¢ni plju¢ni rak in nevroblastom, torej
tumorje, ki izvirajo iz nevroendokrinega in nevrogenega sistema (31, 32). Bioloski

razpolovni ¢as nevron specifi¢ne enolaze je ve¢ kot 20 ur (37).
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1.4.1.3. Metode doloc¢anja

Za dolocanje nevron specificne enolaze se najpogosteje uporabljajo imunoloske metode,
pri katerih je analizirani vzorec serum. Princip je pri vseh metodah podoben. Antigen iz
vzorca inkubiramo z dvema vrstama specifiénih protiteles, ena izmed njih so posebno
oznacena. Prvo protitelo in drugo protitelo se veZeta na isti antigen iz vzorca in skupaj

tvorijo sendvi¢ kompleks. Komplekse odkrivamo s pomocjo oznak na protitelesih:

e |[FMA — imunofluorometricna metoda, eno protitelo oznaceno s fluorescen¢no sondo
(europij, fluorescein, rodamin,..) (38)

¢ ICMA - imunokemiluminometri¢na metoda, eno protitelo ozna¢eno z luminolom (39).

e IEMA - imunoencimometri¢na metoda, pri kateri imunske komplekse detektiramo
kolorimetri¢no, saj je eno protitelo oznaceno s hrenovo peroksidazo (40).

¢ IRMA — imunoradiometri¢éna metoda, kjer komplekse antigen - protitelo detektiramo
radioizotopsko. Eno protitelo je ozna¢eno z radioizotopskim jodom (1251) (41).

e ECLIA - elektrokemiluminiscen¢na imunska metoda je podrobneje opisana v

poglavju 3.3.1.

1.4.2. Protein S-100

Protein S-100 je citoplazemski protein in eden najbolj raziskanih in kliniéno uporabnih
oznaevalcev mozganske okvare. Ime je dobil zaradi popolne (100 %) topnosti v

amonijevem sulfatu pri nevtralnem pH (3).

1.4.2.1. Struktura in nahajanje

Protein S-100 pripada multigenski druzini proteinov, ki vezejo kalcijeve ione (42). V njej
se nahaja vsaj 25 razli¢nih tipov S-100 proteinov, od tega jih je 22 na 1921 kromosomu
(43). Celotna druzina S-100 proteinov ima dve specificni vezavni mesti za kalcij,
imenovani EF-dlan (40). Vsi proteini druzine S-100 tvorijo dimere. V mozganskih celicah

Cloveka se protein S-100 nahaja predvsem v obliki homodimera B (S-100B).
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Najdemo ga v citoplazmi glialnih celic (Schwanove celice in astrociti) centralnega in
perifernega ziv¢evja ter v hondrocitih, adipocitih in melanocitih (3). a-podenota proteina
S-100 je prisotna v celicah miokarda, misi¢nih vlaknih, ledvi¢nih tubulih ter v hondrocitih,

folikularnih celicah $¢itnice, eksokrinih zlezah in celicah trebusne slinavke (44).

Protein S-100B je sestavljen iz 92 aminokislin. Specificno vezavno mesto za kalcij ima
sekundarno strukturo vija¢nica-zanka-vija¢nica. Ob vezavi kalcija na znotrajceli¢ni S-
100B se protein spremeni iz zaprte (Slika 6) v odprto obliko. Sprememba terciarne

strukture se izraza v razli¢nih bioloskih u¢inkih, motiv EF-dlan pa ostane enak (45).

Slika 6: Struktura proteina S-100 (46)

1.4.2.2. Lastnosti in funkcije

Proteini S-100 sodelujejo pri uravnavanju homeostaze kalcija, proliferaciji celic, apoptozi,
invaziji in gibljivosti celic, proteinski fosforilaciji, regulaciji transkripcijskih dejavnikov,
avtoimunosti, kemotaksi, vnetju, pluripotentnosti itd. Spremenjeno izrazanje proteinov S-
100 je povezano z nastankom tumorja, njegovim napredovanjem in prognozo. Ker je
vecina genov iz te druzine nagnetenih na ¢loveski kromosom 1q21, je regija nagnjena h
genomskim preureditvam (47, 48). Protein S100 je pomemben pri procesu regeneracije in
degeneracije moZganskega tkiva. V nizkih koncentracijah je njegovo delovanje zascitno,
saj izboljsa preZivetje nevronov po kapi. V visokih koncentracijah pa povzro¢i apoptozo
nevronov (49). Poskodbe mozganov privedejo do neuravnavanja ionov in celi¢éne presnove
ter zmanjSanega krvnega pretoka v mozganih. Pri tem za¢ne protein S-100B prehajati iz

glialnih celic v moZganski prostor in preko krvno-mozganske pregrade v kri. Domneva se,
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da se po poskodbi centralno-zivénega sistema S-100B spros¢a pasivno iz astrocitov, po
poskodbi nevronov pa naj bi se S-100B izlocal aktivno iz aktiviranih astrocitov. V kri
prehaja preko okvarjene krvno-mozganske bariere ali pa se absorbira iz cerebrospinalne
tekoCine. Razpolovni Cas proteina S-100 je do 2 uri. Ob primarni poSkodbi njegova
koncentracija v krvi hitro naraste in se normalizira v roku 24 do 48 ur po poskodbi.
Zvisane koncentracije proteina S100, ki trajajo dlje Casa, nakazujejo na sekundarno
poskodbo mozganov. Kot ozna¢evalec poskodbe nevronov je protein S100 nespecifi¢en
(50). Najvisje vrednosti tega proteina v serumu so zasledili pri poSkodovancih z zlomom
kosti in/ali s poskodbo prsnega kosa. Koncentracije S-100B so visje po opeklinah,
poskodbi mehkih tkiv, nezgodni poskodbi mozganov, mozganski kapi, infekciji mozganov,
zunajmozganskih poskodbah, itd. Je pa tudi obéutljiv oznacevalec mozganske poskodbe,

dobro kolerelira s poskodbo in ima visoko negativno napovedno vrednost (51).

1.4.2.3. Metode dolocanja

Za doloc¢anje koncentracije proteina S-100 se najpogosteje uporabljajo imunoloske metode,
pri katerih je analizirani vzorec serum. Princip je pri vseh metodah podoben. Antigen iz
vzorca inkubiramo z dvema vrstama specificnih protiteles, ena izmed njih so posebno
oznacena. Prvo protitelo in drugo protitelo se veZeta na isti antigen iz vzorca in skupaj

tvorijo sendvi¢ kompleks. Komplekse odkrivamo s pomo¢jo oznak na protitelesih:

e IEMA - imunoencimometricna metoda, pri kateri nastale imunske komplekse
detektiramo kolorimetri¢no. Eno protitelo je oznaceno z [3-galaktozidazo (40).

¢ IRMA - imunoradiometricna metoda, kjer komplekse antigen - protitelo detektiramo
radioizotopsko. Eno protitelo je oznageno z radioizotopskim jodom (*2°1) (41).

e ECLIA - elektrokemiluminiscen¢na imunska metoda je podrobneje opisana v

poglavju 3.3.1.
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2. NAMEN DELA

Najpogostejsa bolezen karotidnih arterij je ateroskleroza. Ta je v skoraj polovici primerov
vzrok mozganskega infarkta. S pravoCasnim operativnim posegom lahko reSimo bolnika,
vendar lahko tudi med samim posegom pride do ishemije in moZzganskega infarkta. Z
dolocanjem koncentracij serumskih biooznacevalcev mozganskih okvar lahko pravocasno
odkrijemo morebitne mozganske poskodbe. Nevron specifi¢na enolaza in protein S-100 sta

dva izmed najbolj poznanih in razsirjenih oznacevalcev poskodbe nevronov.

Namen naloge je spremljati koncentracije nevron specifiéne enolaze in proteina S-100 pri
bolnikih po karotidni endarteriektomiji. Primerjali bomo povpre¢ne koncentracije teh dveh
oznacevalcev izmerjenih pred operacijo, po operaciji ter 12, 24 in 48 ur po operaciji.
Ugotoviti zelimo, ali obstajajo statisticno pomembne razlike med skupinami meritev, glede

na ¢as odvzema krvi.
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIALI
3.1.1. Vzorci

V raziskavo smo vkljucili 62 preiskovancev, kateri so bili v Splo$ni bolnis$nici Novo Mesto
leta 2013 operirani na karotidni arteriji. Od tega je 43 oseb moskega spola in 19 oseb
zenskega spola. NajstarejSa oseba vkljuCena v raziskavo je bila stara 87 let, najmlajSa pa 50
let. Karotidna endarteriektomija je bila opravljena v skladu s smernicami za invazivno
zdravljenje karotidne bolezni, ki ga je izdalo Evropsko zdruzenje za zilno kirurgijo. V
raziskavo smo vklju¢ili bolnike s hemodinamsko pomembno zozitvijo karotidne arterije,
pri katerih je bil lumen Zile zoZen za najmanj 70 % in bolnike po mozganski kapi ali
drugem nevroloskem dogodku, ki so imeli karotidno arterijo zozeno za ve¢ kot 50 %.
Vecina operirancev (95 %) je bila operirana v lokalni anesteziji. Bolnikom je bila venozna
kri odvzeta petkrat, in sicer pred operacijo, takoj po operaciji ter 12, 24, in 48 ur po
operaciji. Kri smo odvzeli v epruveto brez antikoagulanta in jo centrifugirali 10 minut pri
1600 x g. Serume smo prelili v epruvete brez dodatkov, jih evidentirali z imenom in
priimkom preiskovanca ter zaporedno stevilko odvzema krvi. VVzorce smo po zbiranju
pripeljali v Laboratorij za analitiko hormonov in tumorskih markerjev, ki je del Klini¢nega
instituta za klini¢éno kemijo in biokemijo v Univerzitetnem kliniénem centru Ljubljana. Do
analize smo vzorce hranili v zamrzovalniku na temperaturi okrog -20 °C. VVzorce smo pred
analizo odmrznili, jih prelili v manjSe epruvete, ki ustrezajo stojalom za vzorce aparata

Cobas e 411, ter jih ponovno evidentirali.

3.1.2. Aparatura

Koncentracije NSE in proteina S-100 v serumskih vzorcih smo izmerili na analizatorju
Cobas e 411 proizvajalca Roche (Slika 9). Gre za elektrokemiluminiscen¢no tehnologijo,
Ki zagotavlja visoko analiticno obcutljivost in §iroko merilno obmocje. S to metodo
zaznamo izjemno nizke ravni antigena in najmanj$e spremembe v koncentraciji merjenega
analita. Siroko merilno obmodéje zmanj$uje potrebe po redenju vzorcev in s tem &asovne
zamude in stroSke. Sistem je popolnoma avtomatiziran, vzorce le postavimo v ustrezna

stojala in preko zaslona na dotik upravljamo aparat. Zmogljivost aparata je 88 testov na
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uro, analiza enega parametra traja 18 minut. Na analizatorju Cobas ¢ 411 je mozno meriti

razli¢ne $¢itni¢ne parametre, hormone, sréne in tumorske oznacevalce, vitamine, razli¢ne

povzrocditelje virusnih okuzb idr (52).
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Slika 9: Analizator Cobas e 411 (53)

3.1.3. Reagenti, raztopine, tekocine in dodatni material

NSE reagenéni komplet Cobas e 411 (REF 12133113 122) vsebuje po 1 steklenic¢ko, ki
vsebuje konzervans in:
e s streptavidinom prevle¢ene mikrodelce
e misja biotinilirana monoklonska protitelesa proti NSE (18E5), fosfatni pufer (pH
7,2)
e misja monoklonska protitelesa proti NSE (84B10) oznacena z rutenijevim (1) — tris

(bipiridil) kompleksom, fosfatni pufer (pH 7,2) (54).
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S100 reagen¢ni komplet Cobas e 411(REF 03175243 190) vsebuje po 1 stekleni¢ko, ki
vsebuje konzervans in:

e s streptavidinom prevle¢ene mikrodelce

e mi§ja biotinilirana monoklonska protitelesa proti S-100, fosfatni pufer (pH 7,2)

e misja monoklonska protitelesa proti S-100 oznacena z rutenijevim (II) — tris

(bipiridil) kompleksom, fosfatni pufer (pH 7,2).

Stabilnost neodprtega reagencnega kompleta na 2-8 °C je do datuma oznacenega na
embalazi, po odprtju je na temperaturi od 2-8 °C stabilen 12 tednov, v samem analizatorju
pa 8 tednov (55).

Dodatne raztopine/tekoCine potrebne za dolo¢anje nevron specificne enolaze in

proteina S-100 na analizatorju Cobas e 411 :

e Tekocina za spiranje (ProCell) je sistemska tekocina (pH 6,8). Vsebuje fosfatni
pufer, tripropilamin (TPA), detergent in konzervans. Uporablja se za generiranje
elektrokemijskega signala, za spiranje na streptavidin vezanih mikrodelcev iz
merilne celice in za prenasanje reakcijske zmesi.

e Tekocina za ¢iS€enje merilne celice (CleanCell) je raztopina za ¢iS¢enje pretocnega
sistema analizatorja in CiS¢enje merilne celice po vsaki meritvi (pH 13,2). Vsebuje
kalijev hidroksid in detergent.

e Dodatek za spiralno tekocino (SysWash) se uporablja za spiranje sistema.

Wt W

e Tekocina za sistemsko ¢iS¢enje analizatorja (SysClean) (56).

Drugi dodatni material potreben za dolo¢anje nevron specificne enolaze in proteina

S-100 na analizatorju Cobas e 411 :

e Vzor¢ne posodice (Sample Cups)

¢ Reakcijske posodice (Assay Cup)

e Nastavki za pipetiranje (AssayTip)

e Odpadna posoda za uporabljene nastavke za pipetiranje in reakcijske posodice
e Adapter za teko¢ino namenjeno sistemskemu ¢iséenju

e Posodice za kontrolni material (ControlSet Vials)

e Posodice za kalibracijski material (CalSet Vials) (54, 55, 56)

e Stojala za epruvete (Sample racks)
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3.1.4. Kontrolni material

Kontrolni material za NSE in protein S-100 je v dveh nivojih, prvi vsebuje nizko
koncentracijo merjenega analita, drugi pa visoko. Kontrolni set za NSE in protein S-100
vsebuje liofilizirani humani serum, ki smo ga raztopili v 3 mL destilirane vode. Tako
pripravljeno kontrolo smo pustili na sobni temperaturi 30 minut, da se je popolnoma
raztopila in homogenizirala. Nato smo celotno vsebino razdelili v 4 alikvote, enega od njih
smo uporabili, ostale 3 pa zamrznili na -20 °C. Oba nivoja kontrole smo izvajali vsak dan
za vsak parameter posebej, pred samo meritvijo vzorcev in po kalibraciji. Stabilnost
neodprtega (liofiliziranega) kontrolnega materiala je na 2-8 °C do datuma oznacenega na
embalazi (57, 58).

Kontrolni material za nevron specifi¢éno enolazo

Za kontrolo NSE smo uporabljali kontrolni material Elecsys PreciControl Tumor Marker
REF 11776452 122. Alikvote kontrolnih vzorcev hranimo v zamrzovalniku, na -20 °C, kjer
so stabilni 1 mesec. Na temperaturi 2-8 °C so alikvoti stabilni 14 dni, v analizatorju do 5
ur, na temperaturi od 20-25 °C pa 24 ur (57). Razpon koncentracij NSE v kontrolnem
materialu z nizko koncentracijo analita je od 9,58 — 15,6 pg/L (srednja vrednost 12,6
ug/L). Razpon koncentracij NSE v kontrolnem materialu z visoko koncentracijo analita je
od 75,6 — 123,0 ug/L (srednja vrednost 99,5 pg/L) (59).

Kontrolni material za protein S-100

Za kontrolo proteina S-100 smo uporabljali kontrolni material Elecsys PreciControl
Universal 1 and 2 REF 11731416 190. Alikvote kontrolnih vzorcev hranimo v
zamrzovalniku, na -20 °C, kjer so stabilni 1 mesec. Na temperaturi 2-8 °C so alikvoti
stabilni 3 dni, v analizatorju pa le do 5 ur (57). Razpon koncentracij S-100 v kontrolnem
materialu z nizko koncentracijo analita je od 0,150 — 0,230 pg/L (srednja vrednost 0,190
ug/L). Razpon koncentracij proteina S-100 v kontrolnem materialu z visoko koncentracijo
analita je od 1,90 — 2,92 ug/L (srednja vrednost 2,41 pg/L) (60).
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3.1.5. Kalibracijski material
Kalibracija nevron specifi¢ne enolaze

Uporabljali smo set kalibratorjev NSE CalSet (REF 12133121 122). Kalibracijski komplet
vsebuje dva kalibratorja Cal 1 in Cal 2. Kalibratorja vsebujeta liofiliziran goveji serumski
albumin kot matriks, humani NSE in natrijev azid. Koncentracija NSE v prvem
kalibratorju je priblizno 0,5 ng/mL, v drugem kalibratorju pa priblizno 50 ng/mL.
Liofiliziran kalibrator smo raztopili v 1 mL destilirane vode, pustili 15 minut, da se je

popolnoma raztopil in homogeniziral, potem pa previdno premesali.

Liofilizat hranimo na temperaturi od 2-8 °C in je uporaben do navedenega datuma uporabe.
Raztopljen kalibrator je na temperaturi 2-8 °C uporaben 6 tednov, v samem analizatorju na
20-25 °C pa 3 ure (61).

Kalibracija proteina S-100

Uporabljali smo set kalibratorjev S100 CalSet (REF 03289834 190). Kalibracijski komplet
vsebuje dva kalibratorja Cal 1 in Cal 2. Kalibratorja vsebujeta liofiliziran matriks
humanega seruma z dodatkom S100B iz govejih mozganov. Koncentracija S100B v prvem
kalibratorju je priblizno 0,2 ng/mL, v drugem kalibratorju pa priblizno 2 ng/mL.
Kalibratorja smo ratopili v 1 mL destilirane vode, pustili 15 minut, da se je popolnoma

raztopil in homogeniziral, potem pa previdno premesali.

Liofiliziran kalibrator hranimo na temperaturi od 2-8 °C in je uporaben do navedenega
datuma uporabe. Raztopljen kalibrator je na temperaturi 2-8 °C uporaben 4 tedne, na -20 °C

3 mesece, v samem analizatorju na 20-25 °C pa 5 ur (62).

3.2. DELOVNI POSTOPEK

Reagencne komplete je pred uporabo potrebno segreti na sobno temperaturo, jim odpreti
pokrove in jih vloziti v analizator. Preverimo, da reagenti niso spenjeni (zratni mehurcki).
Reagente po odprtju pus€¢amo v analizatorju. Preden pricnemo z meritvijo vzorcev, je
potrebno izvesti kontrolo kakovosti z ustreznim kontrolnim materialom. Po potrebi pred

meritvijo kontrolnih vzorcev naredimo Se kalibracijo za posamezni analit (ob zamenjavi
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serije reagentov, po preteku kalibracije, ob vecjih servisnih posegih). Kontrolne vzorce in
vzorce bolnikov postavimo v stojala in jih vlozimo v aparat. Citalec &rtnih kod prebere
kode vzorcev in naroCene preiskave. Preiskave lahko za vsak vzorec naroCimo tudi sami
preko zaslona na dotik. Po koncani analizi rezultate ro¢no vnesenih vzorcev spremljamo
preko zaslona, rezultati vzorcev s ¢rtno kodo pa se po analizi samodejno prenesejo v

Laboratorijski informacijski sistem.

3.3. METODE
3.3.1. Elektrokemiluminiscenéna imunska metoda

NSE in protein S-100 smo dolocali z elektrokemiluminiscenéno imunsko metodo na
analizatorju Cobas e 411. Metoda je namenjena in vitro kvantitativnemu dolo¢anju NSE in
proteina S-100 v humanih serumskih vzorcih (54, 55). Metodo je validiral proizvajalec, ki

je metodo razvil.

Sendvi¢ postopek vezave dveh oznacenih protiteles in antigena

1. Najprej inkubiramo antigene iz serumskega vzorca s specificnimi biotiniliranimi
monoklonskimi protitelesi in s specifiécnimi monoklonskimi protitelesi oznacenimi
z rutenijevim kompleksom. Prvo in drugo protitelo se vezeta na isti antigen iz
vzorca in skupaj tvorijo sendvi¢ kompleks.

2. Sledi druga inkubacija, kjer dodamo sendvic kompleksu s streptavidinom
prevlecene mikrodelce (Slika 10). Kompleks se veZe na trdno fazo preko interakcije
biotina s streptavidinom.

3. Reakcijska zmes se aspirira v merilno celico, kjer so na povrsini elektrode
magnetno ujeti mikrodelci. Nevezane reagente in matriks vzorca odstranimo s
spiranjem. Nato z ustvarjanjem ustreznega potenciala na povrSini elektrode
izzovemo kemiluminiscen¢no reakcijo in emisijo svetlobe, ki se meri s
fotopomnozZevalko.

4. Rezultati se kvantificirajo s pomocjo umeritvene krivulje, ki jo instrument generira
preko dvotockovne kalibracije in glavne krivulje reagen¢ne kode. Koli¢ina oddane

svetlobe je sorazmerna koli¢ini antigena v vzorcu (54, 55).
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Protitelo konjugirano z

rutenijevim kompleksom
'l— Antigen
»

+—  Protitelo oznaceno z biotinom

Ppe—

Streptavidin

+————— Mikrodelec

Slika 10: Reakcija imunskega kompleksa z mikrodelcem, prirejeno po (63) iz vira (64)

3.3.1.1. Interference
Interference pri merjenju nevron specifi¢ne enolaze
Na koncentracijo NSE v vzorcu vpliva:

e ikteri¢nost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 1231 pmol/L

e lipemi¢nost vzorca v primeru, da je vrednost trigliceridov > 22,8 mmol/L
e biotin, ¢e je njegova vrednost > 409 nmol/L

e hemoliziran vzorec, saj eritrociti vsebujejo NSE

e revmatoidni dejavnik, ¢e je njegova vrednost > 1500 1U/mL (54)

Interference pri merjenju proteina S-100

Na koncentracijo proteina S-100 v vzorcu vpliva:
e ikteri¢nost vzorca v primeru, da je vrednost bilirubina > 428 umol/L
e hemoliziran vzorec v primeru, da je vrednost hemoglobina > 0,621 mmol/L
e lipemicnost vzorca v primeru, da je vrednost lipidov > 1500 mg/dL

e Dbiotin, Ce je njegova vrednost > 205 nmol/L (55)
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3.3.1.2. Ponovljivost rezultatov

Proizvajalec je ponovljivost meritev koncentracij NSE in proteina S-100 dolocil s pomocjo
Elecsys reagentov, humanih serumov in kontrolnega materiala. Ponovljivost meritev so

testirali 6 krat dnevno 10 dni.

Ponovljivost v seriji meritev koncentracij nevron specifi¢ne enolaze (za tri vzorce in Sest
ponovitev enega vzorca): povprecni koeficient variacije je 2,5 %. Ponovljivost med
serijami meritev koncentracij nevron specifi¢ne enolaze (za tri vzorce in Sest ponovitev

enega vzorca v desetih serijah analiz): povprecni koeficient variacije je 4,2 %.

Ponovljivost v seriji meritev koncentracij proteina S-100 (za tri vzorce in Sest ponovitev
enega vzorca): povpreéni koeficient variacije je 1,8 %. Ponovljivost med serijami meritev
koncentracij proteina S-100 (za tri vzorce in Sest ponovitev enega vzorca v desetih serijah

analiz): povpre¢ni koeficient variacije je 2,4 % (54, 55).

3.3.1.3. Podajanje rezultatov in referen¢ne vrednosti

Rezultate za nevron specifi¢no enolazo podajamo v pg/L. Linearnost metode je do 370

pg/L. Referen¢na vrednost za NSE je do 25,7 pg/L.

Rezultate za protein S-100 podajamo v upg/L. Linearnost metode je do 39 pg/L.
Referencna vrednost za protein S-100 je do 0,10 pg/L.

3.3.2. Statisti¢ne metode

Zbrane podatke smo analizirali s pomoc¢jo programa MedCalc verzija 16.4.3. Razdelili smo
jih v 5 skupin, ki se razlikujejo glede na ¢as odvzema krvi, in sicer: pred kirurSkim
posegom (vzorec §t. 1), takoj po posegu (vzorec $t. 2), 12 ur po posegu (vzorec §t. 3), 24 ur
po posegu (vzorec §t. 4) in 48 ur po operativnem posegu (vzorec §t. 5). Normalnost
porazdelitve podatkov smo preverjali s Kolmogorov — Smirnovim testom. Pri uporabi tega
testa se v programu MedCalc avtomatsko izvede Se Lilliefors korekcija statisti¢ne
znaCilnosti. Gre za primerjavo kumulativne porazdelitve podatkov s pricakovano

kumulativno normalno porazdelitvijo. Na podatkih, ki se niso normalno porazdeljevali,
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smo izvedli logaritemsko transformacijo. Izstopajoce vrednosti o0ziroma osamelce smo
izracunali po Tukey-jevi metodi. Preverjali smo, ali obstajajo statisticno pomembne razlike
med posameznimi skupinami meritev koncentracij nevron specifi¢ne enolaze in proteina S-

100. Statisti¢no znacilnost smo testirali na nivoju 5% tveganja (P = 0,05).
Statisticna analiza izmerjenih vrednosti nevron specificne enolaze

Friedmanov test je neparametri¢na alternativa analizi variance za ponavljajoCe meritve.
Uporablja se za ugotavljanje statisticno pomembnih razlik med skupinami meritev, v
katerih se podatki ne porazdeljujejo normalno. Iz testa so avtomatsko izloCeni vsi
preiskovanci, ki imajo eno ali ve¢ manjkajo¢ih vrednosti. Skupine meritev, pri katerih je
Friedmanov test pokazal statisticho pomembne razlike, smo nadalje analizirali z
Wilcoxonovim testom za parne vzorce. To je neparametri¢en test in je alternativa t-testu za
odvisne spremenljivke. V vseh statisti¢nih analizah smo vrednost P < 0,05 opredelili kot

statisticno znacilno.
Statisti¢na analiza izmerjenih vrednosti proteina S-100

Analiza variance za ponavljajo¢e meritve (Repeated measures ANOVA) je test za
ugotavljanje statisticno pomembnih razlik med skupinami meritev, v katerih se podatki
porazdeljujejo normalno. Za uporabo tega testa je potrebno izpolniti nekaj predpostavk.
Odvisna spremenljivka mora biti merjena kontinuirano (v nasem primeru je to Cas
odvzema krvi). Isti parameter moramo meriti ve¢-krat. Spremenljivke naj bi se normalno
porazdeljevale. Ekstremno izstopajo¢e vrednosti lahko motijo analizo. 1z testa so
avtomatsko izlo¢eni vsi preiskovanci, ki imajo eno ali ve¢ manjkajocih vrednosti. Pri vsaki
analizi se avtomatsko izvede Se Bonferroni korekcija za zmanjSanje napake prve vrste
(zavrnitev nicelne hipoteze, ko ta velja). Skupine meritev, pri katerih je analiza variance za
ponavljajoce meritve pokazala statisticno pomembne razlike, smo nadalje analizirali s
parnim t-testom. Parni t test se uporablja za primerjavo povprecij dveh odvisnih vzorcev,
ki se porazdeljujeta normalno. V vseh statisticnih analizah smo vrednost P < 0,05

opredelili kot statisti¢no znacilno.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI MERITEV NEVRON SPECIFICNE ENOLAZE

V raziskavo smo vkljucili 62 preiskovancev, pri katerih je bila izvedena CEA. Od tega je
43 moskih in 19 Zensk. NajstarejSa oseba vkljuena v raziskavo je bila stara 87 let,
najmlajSa pa 50 let. Povprecna starost je 71,5 let. Preiskovancem smo odvzeli kri pred
operacijo, takoj po njej, ter 12, 24 in 48 ur po operaciji in v vzorcih izmerili koncentracije

nevron specifi¢ne enolaze (Preglednica 3).

Preglednica 3: Spol, starost in koncentracije nevron specificne enolaze za posameznega

preiskovanca

Zaporedna Starost NSE NSE NSE NSE NSE
Stevilka Spol (leta) pred takoj po | 12 ur po | 24 ur po | 48 ur po
bolnika posegom | posegu | posegu | posegu | posegu

1 Z 87 / 3,66 3,64 4,77 7,36
2 M 67 7,11 4,55 3,60 2,76 1,98
3 M 67 4,37 1,67 3,15 3,47 4,03
4 M 71 0,98 0,44 0,34 0,62 0,22
5 7 82 1,25 0,05 0,57 2,09 /

6 M 78 1,18 2,75 1,73 / /

7 Z 76 8,84 0,63 0,78 0,65 4,76
8 M 50 0,57 8,14 7,43 6,68 6,72
9 Z 83 2,37 1,00 1,99 0,41 0,47
10 Z 64 11,30 2,88 3,37 2,73 3,46
11 M 79 6,65 2,59 1,79 13,30 4,75
12 M 63 0,62 1,04 0,63 0,10 2,30
13 7 54 4,36 2,11 2,98 2,84 6,39
14 Z 77 5,78 2,88 1,14 0,94 5,17
15 V4 79 15,53 6,98 1,01 1,53 2,50
16 M 78 0,54 2,02 / 1,79 6,01
17 M 78 0,62 / 0,14 3,23 0,09
18 M 63 0,35 1,15 1,66 2,09 4,28
19 M 76 7,21 3,07 1,36 3,17 /

20 M 66 11,01 5,77 2,76 4,02 8,19
21 M 73 0,37 1,12 1,52 3,33 /

22 M 74 4,99 2,75 1,79 4,07 6,44
23 M 82 4,56 1,39 1,96 2,62 7,26
24 M 65 0,23 0,91 0,35 0,39 0,44

24




25 M 83 7,15 0,11 0,91 0,08 0,28
26 M 85 0,23 0,52 0,75 2,22 3,72
27 M 78 1,30 2,03 1,83 2,52 0,58
28 M 70 5,61 2,60 0,59 0,11 /

29 M 72 9,20 3,35 3,97 4,73 7,27
30 M 60 2,94 1,40 1,11 2,29 2,60
31 Z 71 0,82 4,50 1,59 2,91 6,84
32 M 75 3,83 1,57 0,76 1,88 453
33 M 72 0,67 4,97 2,53 7,14 /

34 M 76 0,09 0,63 1,78 0,42 0,56
35 M 76 11,44 2,24 1,55 2,31 5,93
36 M 68 3,71 5,71 1,74 0,72 0,65
37 M 71 0,05 1,35 0,92 0,25 0,37
38 M 62 0,95 9,54 6,41 8,38 17,46
39 M 62 2,14 1,55 0,94 1,30 2,89
40 M 61 49,94 3,08 2,99 0,27 0,34
41 M 82 1,34 0,19 / 0,29 0,93
42 M 83 7,48 6,56 6,72 2,56 1,27
43 M 73 3,53 13,92 1,86 0,65 0,88
44 Z 73 7,09 1,36 1,28 0,88 1,30
45 Z 72 6,39 8,31 9,52 5,62 1,61
46 z 72 5,12 1,10 3,25 2,89 4,75
47 M 77 0,78 0,84 0,21 0,45 4,94
48 M 69 9,49 4,36 2,25 2,06 12,44
49 Z 74 2,79 0,46 0,18 0,23 0,15
50 M 77 0,08 1,63 1,32 0,10 /

51 Z 59 12,53 4,03 3,27 2,56 /

52 Z 59 3,53 0,18 2,27 1,59 0,05
53 Z 72 1,38 0,31 0,06 0,12 0,17
54 M 53 2,69 2,55 2,13 1,88 0,21
55 M 77 0,37 0,89 0,62 0,29 0,88
56 Z 82 4,96 0,21 0,83 0,61 /

57 M 70 7,64 1,16 0,86 1,16 1,66
58 Z 81 1,25 0,48 0,88 2,26 1,29
59 M 68 2,55 2,01 1,39 3,72 2,30
60 M 54 0,29 2,38 2,69 3,06 7,73
61 M 67 0,74 0,36 0,41 0,05 /

62 z 64 4,85 1,89 2,44 3,55 6,18

Koncentracije NSE v serumu so v ug/L. S sivo je oznac¢ena vrednost, ki je bila izkljucena

iz statistiCne analize.
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Preglednica 4: Skupno Stevilo meritev, Stevilo vseh osamelcev in ekstremno izstopajoce vrednosti

za posamezno skupino meritev koncentracij nevron specific¢ne enolaze

Nevron specifi¢na Stevilo Stevilo Ekstremno izstopajoce
enolaza [pg/L] meritev osamelcev vrednosti [pg/L]
Pred posegom 61-1 1 (+0) 49,94 - izlocena

Takoj po posegu 61 1(+5) 13,92
12 ur po posegu 60 1(+3) 9,52
24 ur po posegu 61 1(+2) 13,3
48 ur po posegu 52 0(+1) /

Stevilo osamelcev (Preglednica 4) je navedeno kot: Stevilo ekstremno izstopajodih
vrednosti (+ Stevilo izstopajo¢ih vrednosti, ki niso ekstremno izstopajoce). V skupini
koncentracij NSE izmerjenih pred operacijo imamo eno ekstremno izstopajo¢o vrednost
49,94 png/L, ki smo izlocili iz analize. V skupini koncentracij NSE izmerjenih takoj po
operaciji imamo 5 izstopajoCih vrednosti: 6,56 ng/L; 6,98 ug/L; 8,14 pg/L; 8,31 pg/L in
9,54 ng/L. Imamo pa tudi eno ekstremno izstopajo¢o vrednost 13,92 pg/L. V skupini
koncentracij NSE izmerjenih 12 ur po operaciji imamo 3 izstopajoce vrednosti: 6,41 pg/L;
6,72 pg/L in 7,43 pg/L ter eno ekstremno izstopajoCo vrednost 9,52 pg/L. V skupini
koncentracij NSE izmerjenih 24 ur po operaciji imamo 2 izstopajo¢i vrednosti: 7,14 ug/L
in 8,38 pg/L ter eno ekstremno izstopajo¢o vrednost 13,30 pg/L. V skupini koncentracij

NSE izmerjenih 48 ur po operaciji imamo eno izstopajoco vrednost 17,46 pg/L.

Preglednica 5: Mediana in 95 % interval zaupanja za mediano za posamezno skupino meritev

koncentracij nevron specifi¢ne enolaze

NSE [pg/L] Mediana 95 % interval zaupanja za mediano
Pred posegom 2,87 Od 1,30 do 4,58
Takoj po posegu 1,90 Od 1,35 do 2,58
12 ur po posegu 1,63 Od 1,14 do 1,87
24 ur po posegu 2,09 0Od 1,21 do 2,56
48 ur po posegu 2,55 Od 1,29 do 4,65
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Koncentracija nevron specifiéne enolaze (ug/L)

1 1 1 1 1
pred CEA takoj po CEA po 12 urah po 24 urah po 48 urah

Cas odvzema krvi glede na poseg

Slika 11: Mediane in 95 % intervali zaupanja za mediane koncentracij nevron specifi¢ne enolaze v

pg/L, v odvisnosti od ¢asa odvzema krvi

Visina stolpca (Slika 11) predstavlja mediano, na njem je ograja, ki predstavlja 95 %
interval zaupanja za mediano (podatki iz Preglednice 5). Iz Slike 11 je razvidno, da so
koncentracije nevron specificne enolaze pred operativnim posegom (pred CEA) visje, kot
takoj po operativnem posegu (takoj po CEA) in 12 ur po posegu. 24 ur po posegu
koncentracija nevron specificne enolaze poraste in naraS¢a vsaj Se do 48 ur po posegu,
vendar ne doseze visjih koncentracij, kot so bile izmerjene pred operativnim posegom.

Odstotek znizanja povpre¢nih koncentracij NSE po CEA je naveden v Preglednici 6.

Preglednica 6: Razlike med povpreénimi koncentracijami nevron specifiéne enolaze izmerjenimi

po operaciji, glede na koncentracije izmerjene pred operacijo

Primerjava povprec¢nih koncentracij % zniZanja
NSE [pg/L] povpreéne vrednosti
Pred posegom : takoj po posegu 33,8 %
Pred posegom : 12 ur po posegu 43,2 %
Pred posegom : 24 ur po posegu 2712%
Pred posegom : 48 ur po posegu 11,1%
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Za testiranje normalnosti porazdelitev (Preglednica 7) smo postavili ni¢elno in alternativno
hipotezo:
e Ho: vrednosti spremenljivke se porazdeljujejo normalno

e Ha: vrednosti spremenljivke se ne porazdeljujejo normalno

V primeru, da je P vrednost manj$a od 0,05, Ho zavrzemo in sklepamo, da se podatki ne
porazdeljujejo normalno. Ker se podatki ne porazdeljujejo normalno jih logaritemsko

transformiramo in ponovno testiramo nic¢elno in alternativno hipotezo.

Preglednica 7: Testiranje normalnosti porazdelitve za posamezno skupino meritev koncentracij

nevron specifi¢ne enolaze

Nevron specifiéna P vrednost po logaritemskKi

P vrednost

enolaza [pg/L] transformaciji
Pred posegom P<0,01 P<0,01
Takoj po posegu P<0,01 P>0,10
12 ur po posegu P<0,01 P>0,10
24 ur po posegu P<0,01 P<0,01
48 ur po posegu P<0,01 P =0,02

Za raCunanje statisticno pomembnih razlik (Preglednica 8) smo postavili nicelno in
alternativno hipotezo:

e Ho: med medianami skupin ni statisti¢cno pomembnih razlik v koncentraciji NSE

e Ha: med medianami skupin so statisti¢cno pomembne razlike v koncentracijah NSE

V primeru, da je P vrednost manjs$a od 0,05, Ho zavrzemo in sprejmemo Ha.

Preglednica 8: S Friedmanovim testom izracunane P vrednosti za skupine meritev koncentracij

nevron specifi¢ne enolaze

Spremenljivka NSE1VZ | NSE2VZ | NSE3VZ | NSE4VZ | NSE5VZ
NSE 1VZ / P < 0,05 P <0,05 P <0,05 P >0,05
NSE 2VZ P <0,05 / P > 0,05 P >0,05 P >0,05
NSE 3VZ P <0,05 P> 0,05 / P >0,05 P <0,05
NSE 4 VZ P <0,05 P >0,05 P>0,05 / P <0,05
NSE 5VZ P > 0,05 P >0,05 P <0,05 P < 0,05 /
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Spremenljivke v Preglednici 8 so: koncentracija NSE pred kirurskim posegom (NSE 1 VZ),
koncentracija NSE takoj po posegu (NSE 2 VZ), koncentracija NSE 12 ur po posegu (NSE
3 VZ), koncentracija NSE 24 ur po posegu (NSE 4 VZ) in koncentracija NSE 48 ur po
operativhem posegu (NSE 5 VZ).

Rezultati Wilcoxonovih testov

Postavili smo ni¢elno in alternativno hipotezo:
e Ho: med skupinama ni statisti¢cno pomembnih razlik v koncentracijah NSE

e Ha: med skupinama so statisti¢cno pomembne razlike v koncentracijah NSE
V primeru, da je P vrednost manj$a od 0,05, Ho zavrzemo in sprejmemo Ha.

Izracunane P vrednosti z Wilcoxonovim testom, pri katerih smo s Friedmanovim testom

ugotovili statistiéno pomembno razliko v koncentracijah nevron specifi¢ne enolaze:

e NSE pred operacijo in NSE takoj po operaciji — P < 0,01
e NSE pred operacijo in NSE 12 ur po operaciji — P < 0,01
e NSE pred operacijo in NSE 24 ur po operaciji — P < 0,01
e NSE 12 ur po operaciji in NSE 48 ur po operaciji — P < 0,01
e NSE 24 ur po operaciji in NSE 48 ur po operaciji — P < 0,01

Pri vseh statisti¢no znacilnih razlikah ugotovljenih s Friedmanovim testom smo statisti¢no
pomembno razliko v koncentracijah nevron specifiéne enolaze potrdili se z Wilcoxonovim

testom.
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4.2. REZULTATI MERITEV PROTEINA S-100

V raziskavo smo vkljucili 62 preiskovancev, pri katerih je bila izvedena CEA. Od tega je

43 moskih in 19 zensk. NajstarejSa oseba vkljucena v raziskavo je bila stara 87 let,

najmlajSa pa 50 let. Povprecna starost je 71,5 let. Preiskovancem smo odvzeli kri pred

operacijo, takoj po operaciji, ter 12, 24 in 48 ur po operaciji in v vzorcih izmerili

koncentracije proteina S-100 (Preglednica 9).

Preglednica 9: Spol, starost in koncentracije proteina S-100 za posameznega preiskovanca

Zaporedna Starost S-100 S-100 S-100 S-100 S-100
Stevilka Spol (leta) pred | takoj po | 12 ur po | 24 ur po | 48 ur po
bolnika posegom | posegu | posegu | posegu | posegu

1 Z 87 / 0,069 0,057 0,057 0,052
2 M 67 0,035 0,042 0,028 0,027 0,016
3 M 67 0,024 0,073 0,035 0,037 0,038
4 M 71 0,062 0,062 0,051 0,059 0,070
5 Z 82 0,107 0,030 0,023 0,021 /

6 M 78 0,046 0,033 0,027 / /

7 7 76 0,091 0,038 0,042 0,037 0,023
8 M 50 0,073 0,078 0,054 0,054 0,037
9 Vi 83 0,035 0,020 0,019 0,019 0,018
10 Vi 64 0,024 0,019 0,019 0,023 0,061
11 M 79 0,041 0,028 0,022 0,048 0,044
12 M 63 0,044 0,043 0,034 0,046 0,036
13 Vi 54 0,039 0,095 0,042 0,052 0,085
14 7 77 0,020 0,038 0,037 0,063 0,046
15 Z 79 0,038 0,035 0,020 0,022 0,019
16 M 78 0,029 0,015 / 0,018 0,084
17 M 78 0,017 / 0,020 0,038 0,023
18 M 63 0,052 0,039 0,034 0,034 0,047
19 M 76 0,069 0,059 0,043 0,053 /

20 M 66 0,017 0,020 0,018 0,018 0,025
21 M 73 0,024 0,015 0,012 0,012 /

22 M 74 0,010 0,025 0,019 0,021 0,022
23 M 82 0,028 0,035 0,031 0,029 0,031
24 M 65 0,030 0,044 0,023 0,025 0,028
25 M 83 0,126 0,085 0,085 0,070 0,089
26 M 85 0,030 0,019 0,016 0,022 0,094
27 M 78 0,027 0,027 0,020 0,026 0,030
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28 M 70 0,025 0,037 0,018 0,034 /

29 M 72 0,044 0,047 0,038 0,036 0,046
30 M 60 0,044 0,032 0,027 0,027 0,027
31 Z 71 0,029 0,023 0,020 0,020 0,024
32 M 75 0,018 0,032 0,028 0,028 0,032
33 M 72 0,038 0,057 0,020 0,035 /

34 M 76 0,029 0,029 0,020 0,019 0,031
35 M 76 0,037 0,018 0,018 0,014 0,021
36 M 68 0,009 0,020 0,015 0,010 0,021
37 M 71 0,079 0,094 0,087 0,091 0,104
38 M 62 0,024 0,041 0,016 0,025 0,040
39 M 62 0,070 0,049 0,040 0,030 0,045
40 M 61 0,040 0,008 0,006 0,017 0,017
41 M 82 0,079 0,048 / 0,026 0,062
42 M 83 0,019 0,034 0,030 0,024 0,025
43 M 73 0,029 0,017 0,012 0,028 0,021
44 Z 73 0,343 0,051 0,044 0,030 0,040
45 Z 72 0,051 0,085 0,033 0,032 0,028
46 Z 72 0,062 0,091 0,051 0,053 0,056
47 M 77 0,046 0,045 0,022 0,028 0,029
48 M 69 0,049 0,046 0,040 0,035 0,070
49 Z 74 0,029 0,043 0,041 0,041 0,051
50 M 77 0,017 0,013 0,010 0,017 /

51 Z 59 0,030 0,022 0,030 0,016 /

52 V4 59 0,011 0,034 0,012 0,015 0,031
53 Z 72 0,061 0,052 0,050 0,044 0,032
54 M 53 0,013 0,013 0,015 0,010 0,029
55 M 77 0,022 0,016 0,013 0,031 0,025
56 Z 82 0,024 0,020 0,014 0,034 /

57 M 70 0,032 0,037 0,023 0,029 0,085
58 Z 81 0,055 0,072 0,057 0,107 0,053
59 M 68 0,120 0,012 0,005 0,022 0,006
60 M 54 0,021 0,022 0,017 0,019 0,024
61 M 67 0,017 0,020 0,010 0,022 /

62 Z 64 0,010 0,011 0,011 0,008 0,011

Koncentracije proteina S-100 v serumu so v ug/L. S sivo je oznac¢ena vrednost, ki je bila

izkljucena iz statisticne analize.
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Preglednica 10: Skupno Stevilo meritev, Stevilo vseh osamelcev in ekstremno izstopajoce

vrednosti za posamezno skupino meritev koncentracij proteina S-100

Protein S-100 Stevilo Stevilo Ekstremno izstopajoce
[pg/L] meritev osamelcev vrednosti [pg/L]
Pred posegom 61-1 1(+3) 0,343 - izloGena
Takoj po posegu 61 0 (+3) /
12 ur po posegu 60 0(+2) /
24 ur po posegu 61 2 (+2) 0,091 in 0,107
48 ur po posegu 52 0(+2) /

Stevilo osamelcev (Preglednica 10) je navedeno kot: §tevilo ekstremno izstopajo¢ih vrednosti (+
Stevilo izstopajo¢ih vrednosti, ki niso ekstremno izstopajocée). V skupini koncentracij proteina S-
100 izmerjenih pred operacijo imamo eno ekstremno izstopajo¢o vrednost 0,343 pg/L, ki
smo jo izlo€ili iz analize. Prav tako imamo v skupini koncentracij proteina S-100
izmerjenih pred operacijo 3 izstopajoce vrednosti: 0,107 pg/L; 0,120 pg/L in 0,126 pg/L. V
skupini meritev proteina S-100 takoj po operaciji imamo 3 izstopajoce vrednosti: 0,091
pg/L; 0,094 pug/L in 0,095 pg/L. V skupini koncentracij proteina S-100 izmerjenih 12 ur po
operaciji imamo 2 izstopajoCi vrednosti, in sicer 0,085 pug/L in 0,087 pg/L. V skupini
koncentracij proteina S-100 izmerjenih 24 ur po operaciji imamo 2 izstopajo¢i vrednosti:
0,063 pg/L in 0,070 ng/L ter 2 ekstremno izstopajoci vrednosti: 0,091 pg/L in 0,107 pg/L.
V skupini koncentracij proteina S-100 izmerjenih 48 ur po operaciji imamo 2 izstopajoci

vrednosti, in sicer 0,094 pg/L in 0,104 ng/L.

Preglednica 11: aritmeti¢na sredina in 95 % interval zaupanja za aritmetiéno sredino za

posamezno skupino meritev koncentracij proteina S-100

Protein S-100 Aritmeti¢na 95 % interval zaupanja za
[ng/L] sredina aritmeti¢no sredino
Pred posegom 0,040 0d 0,034 do 0,047
Takoj po posegu 0,039 0Od 0,033 do 0,045
12 ur po posegu 0,029 Od 0,024 do 0,033
24 ur po posegu 0,033 Od 0,028 do 0,037
48 ur po posegu 0,040 0d 0,034 do 0,047
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Slika 12: Mediane in 95 % intervali zaupanja za mediane koncentracij proteina S-100 v pg/L, v

odvisnosti od ¢asa odvzema Krvi

Visina stolpca (Slika 12) predstavlja aritmeti¢no sredino, na njem je ograja, ki predstavlja
95 % interval zaupanja za aritmeti¢no sredino (Preglednica 11). Iz Slike 12 je razvidno, da
so koncentracije proteina S-100 pred operativnim posegom (pred CEA) visje, kot takoj po
operativnem posegu (takoj po CEA) in 12 ur po posegu. 24 ur po posegu koncentracija
proteina S-100 poraste in naras¢a vsaj Se do 48 ur po posegu, vendar ne doseze visjih
koncentracij, kot so bile izmerjene pred operativnim posegom. Odstotek znizanja

povpreénih koncentracij proteina S-100 po CEA je naveden v Preglednici 12.
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Preglednica 12: Razlike povpreénih koncentracij proteina S-100 v vzorcih odvzetih po operaciji

glede na povprecno koncentracijo pred operacijo

Primerjava povprecnih koncentracij proteina % zniZanja
S-100 [pg/L] povprecne vrednosti
Pred posegom : takoj po posegu 25%
Pred posegom : 12 ur po posegu 275%
Pred posegom : 24 ur po posegu 175%
Pred posegom : 48 ur po posegu 0,0 %

Za testiranje normalnosti porazdelitev (Preglednica 13) smo postavili ni¢elno in

alternativno hipotezo:

e Ho: vrednosti spremenljivke se porazdeljujejo normalno

e Ha: vrednosti spremenljivke se ne porazdeljujejo normalno

V primeru, da je P vrednost manjsa od 0,05, Ho zavrzemo in sklepamo, da se podatki ne
porazdeljujejo normalno. V primeru, da se podatki ne porazdeljujejo normalno, jih

logaritemsko transformiramo in ponovno testiramo nicelno in alternativno hipotezo.

Preglednica 13: Testiranje normalnosti porazdelitve za posamezno skupino meritev koncentracij
proteina S-100

Protein S-100 P vrednost P vrednost po logaritemski
[pg/L] transformaciji
Pred posegom P<0,01 P>0,10
Takoj po posegu P>0,08 /
12 ur po posegu P<0,01 P>0,10
24 ur po posegu P<0,01 P>0,10
48 ur po posegu P<0,01 P>0,10
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Za ugotavljanje statisticno pomembnih razlik (Preglednica 14) smo postavili ni¢elno in

alternativno hipotezo:

e Ho: med posameznimi skupinami odvzemov ni statisti¢cno pomembnih razlik v
koncentracijah proteina S-100
e Ha: med posameznimi skupinami odvzemov so statisticno pomembne razlike v

koncentracijah proteina S-100

V primeru, da je P vrednost manjsa od 0,05, Ho zavrzemo in sprejmemo Ha.

Preglednica 14: Z analizo variance za ponavljajoce meritve izracunane P vrednosti za skupine

meritev koncentracij proteina S-100

Statisticno
) S-100 1vVZ | S-100 2VZ | S-100 3VZ | S-1004VZ | S-100 5vVZ
pomembne razlike (p)

S-1001VZ / P =1,00 P =0,03 P =042 P =1,00
S-1002 vz P=1,00 / P <0,01 P =0,08 P =1,00
S-1003VZ P=0,03 P <0,01 / P=0,15 P <0,01
S-100 4 VZ P=0,42 P =10,08 P=0,15 / P =045
S-1005VZz P=1,00 P =1,00 P<0,01 P =0,45 /

Spremenljivke v Preglednici 14 so: koncentracija proteina S-100 pred kirur§kim posegom
(S-100 1 VZ), koncentracija proteina S-100 takoj po posegu (S-100 2 VZ), koncentracija
proteina S-100 12 ur po posegu (S-100 3 VZ), koncentracija proteina S-100 24 ur po
posegu (S-100 4 VZ) in koncentracija proteina S-100 48 ur po operativnem posegu (S-100
5VZ).

Rezultati parnih t-testov

Postavili smo nic¢elno in alternativno hipotezo:
e Ho: med skupinama ni statisti¢cno pomembnih razlik v koncentracija proteina S-100
e Ha: med skupinama so statisticno pomembne razlike v koncentracijah proteina
S-100

V primeru, da je P vrednost manjsa od 0,05, Ho zavrzemo in sprejmemo Ha.
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S parnim t-testom izra¢unane P vrednosti za pare, pri katerih smo z analizo variance za

ponavljajoce meritve ugotovili statisticno pomembno razliko:

e Protein S-100 pred operacijo in protein S-100 12 ur po operaciji — P < 0,01
e Protein S-100 takoj po operaciji in protein S-100 12 ur po operaciji — P < 0,01
e Protein S-100 12 ur po operaciji in protein S-100 48 ur po operaciji — P = 0,01

Pri vseh statisticno znacilnih razlikah ugotovljenih z analizo variance za ponavljajoce
meritve, smo statisticno pomembno razliko v koncentracijah proteina S-100 potrdili $e¢ s

parnim t-testom.
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5. RAZPRAVA

Med bolezni srca in ozilja, ki sicer veljajo za najpogostejsi vzrok obolevnosti in smrtnosti
ljudi v razvitem svetu, spada tudi mozganski infarkt. Ta je v skoraj polovici primerov
posledica karotidne bolezni. KirurS§ko odstranitev ateromatozne spremembe v arteriji
imenujemo endarteriektomija. Poseg je tvegan, saj lahko med samo operacijo in po njej
pride do poskodbe mozganskih celic (1, 2, 3). S pomoc¢jo biooznacevalcev mozganskih
okvar poskusamo pravocasno odkriti morebitne mozganske poSkodbe po karotidni
endarteriektomiji. Protein S-100 in nevron specifiéna enolaza sta dva izmed najbolj
raz8irjenih in poznanih oznacevalcev poSkodbe nevronov (3). Najpogosteje njuno
koncentracijo merimo v serumskih vzorcih, saj je odvzem venske krvi manj invaziven od

pridobivanja cerebrospinalne tekocine.

V nasi raziskavi smo spremljali koncentracije nevron specificne enolaze in proteina S-100
pri 62 bolnikih, ki so prestali karotidno endarteriektomijo. NajstarejSa oseba vklju¢ena v
raziskavo je bila stara 87 let, najmlaj$a pa 50 let (povprec¢na starost je 71,5 let). Zanimalo
nas je, ali se bodo vrednosti teh dveh oznaCevalcev mozganske okvare po operaciji
statisti¢cno pomembno zvisale. Bolnikom smo kri odvzeli pred operacijo, takoj po operaciji

ter 12, 24 in 48 ur po operaciji.

Razprava o rezultatih meritev nevron specifi¢ne enolaze

Vrednosti nevron specifi¢ne enolaze so pred operativnim posegom visje (mediana = 2,87
ug/L), kot takoj po operativnem posegu (mediana = 1,90 ug/L) in 12 ur po posegu
(mediana = 1,63 pg/L). 24 ur po posegu vrednosti NSE porastejo (mediana = 2,09 ug/L) in
nara$¢ajo vsaj Se do 48 ur po posegu (mediana = 2,55 ug/L), vendar ne dosezejo visjih
vrednosti, kot so bile izmerjene pred operativnim posegom. Ker vrednosti pocasi narascajo,
bi bilo zanimivo izmeriti koncentracije NSE tudi 3 in ve¢ dni po posegu. V primerjavi s
povpre¢no koncentracijo NSE pred operacijo se torej povprecna koncentracija NSE takoj
po operaciji zniza za 33,8 %. Najvecje zniZanje koncentracij v primerjavi s povprecno
koncentracijo NSE pred operacijo zasledimo 12 ur po operaciji, in sicer za 43,2 %. 24 ur
po operaciji je povpre¢na koncentracija NSE za 27,2 % nizja v primerjavi s povpre¢no

koncentracijo NSE pred operacijo, 48 ur po operaciji pa je niZja od slednje za 11,1 %.
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Pri¢akovali smo, da se bodo koncentracije nevron specificne enolaze po operaciji zvisale in
da bomo lahko na podlagi referen¢ne vrednosti sklepali, da gre pri kakSnem bolniku za
poskodbo mozganov po CEA. Ker do zvi$anja koncentracij NSE nad referen¢no vrednostjo
ni prislo pri nobenem bolniku po CEA sklepamo, da bolniki niso utrpeli poskodb
mozganov, ki bi bile posledica karotidne andarteriektomije. Sklep bi morali dokon¢no
potrditi Se z magnetno resonanco ali racunalnisko tomografijo mozganov. Le tako bi lahko

zagotovo vedeli, da po operaciji ni prislo do poskodbe mozganov.

Zvisano koncentracijo nevron specificne enolaze smo zaznali pri le eni osebi (vrednost
49,94 pg/L). Gre za ekstremno izstopajoco vrednost, izmerjeno v serumu bolnika pred
karotidno endarteriektomijo. Vrednost smo izlo¢ili iz analize, saj je visoka koncentracija
posledica predhodne poskodbe nevronov, ne pa njihove poskodbe po Karotidni
endarteriektomiji. Pri tem bolniku so se vrednosti nevron specifi¢ne enolaze po operaciji
normalizirale, zato sklepamo, da po operaciji ni utrpel dodatnih mozganskih poskodb.
Ostalih izstopajocih in ekstremno izstopajo¢ih vrednosti, ki so se pojavile v vzorcih
odvzetih po operaciji, nismo izlo¢ili iz statistiéne obdelave. Nobena oseba ni imela po
operaciji zvisane koncentracije nevron specifi¢ne enolaze, zato sklepamo, da niso utrpeli

mozganske okvare, ki bi bila posledica karotidne endarteriektomije.

Pri testiranju normalnosti porazdelitev smo ugotovili, da se v nobeni skupini meritev
koncentracij nevron specificne enolaze podatki ne porazdeljujejo normalno (vsi P < 0,01).
Podatke smo logaritemsko transformirali in ponovno testirali normalnost porazdelitve.
Ugotovili smo, da se po logaritemski transformaciji vrednosti NSE izmerjene takoj po
CEA in tiste izmerjene 12 ur po CEA porazdeljujejo normalno (p > 0,10). Ostali podatki se

ne porazdeljujejo normalno (p < 0,02).

Zakljuc¢imo lahko, da obstajajo statisticno pomembne razlike med skupino meritev
koncentracij NSE pred CEA v primerjavi s skupinami meritev koncentracij takoj po
operaciji ter 12 in 24 ur po operaciji (pri vseh je P < 0,01). Obstajajo tudi statisti¢no
pomembne razlike med skupino meritev koncentracij NSE 12 ur po operaciji in 48 ur po
operaciji (p < 0,01). Prav tako smo ugotovili statisticno pomembne razlike med skupino
meritev koncentracij proteina NSE 24 ur po operaciji in skupino meritev koncentracij 48 ur
po operaciji (p < 0,01). Ugotovili smo torej, da se koncentracije NSE izmerjene pred CEA

statisti¢no razlikujejo od koncentracij NSE izmerjenih skoraj v vseh meritvah po CEA
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(razen 48 ur po CEA). Vrednosti nevron specificne enolaze so v roku 24 ur po CEA
statisticno pomembno nizje od koncentracij izmerjenih pred CEA. Koncentracije NSE
izmerjene 48 ur po CEA pa so statisti¢cno pomembno vi§je od koncentracij NSE izmerjenih
12 ur in 24 ur po CEA. Dobro bi bilo, ¢e bi lahko koncentracije NSE pri bolnikih

spremljali Se dlje casa, da bi videli, ali bi te Se naprej naraScale.

Podobne rezultate kot mi so dobili tudi Dragas M. in sodelavci leta 2015. Objavili so
namre¢ Studijo, v kateri so primerjali skupino bolnikov, pri katerih so med CEA uporabili
obvod in skupino bolnikov, pri katerih so opravili CEA brez obvoda. Bolniki po CEA z
obvodom so imeli takoj po operaciji in 24 ur po operaciji statisticno pomembno niZje
koncentracije NSE v serumu, v primerjavi s koncentracijami NSE pred posegom. Pri
bolnikih po CEA brez obvoda so NSE koncentracije porastle, vendar ne statisti¢no
pomembno. Bolnike so razdelili Se v dve podskupini, glede na prisotnost simptomov
karotidne bolezni. Pri asimptomatskih bolnikih po CEA z obvodom pride do statisticno
pomembnega zniZanja koncentracij NSE takoj po operaciji in 24 ur po operaciji. Ni pa
statisticno pomembnih sprememb koncentracij NSE pri asimptomatskih bolnikih po CEA
brez uporabe obvoda. Do statisticno pomembnega znizanja NSE koncentracij pride tudi
prvi dan po CEA z obvodom pri simptomatskih bolnikih. Pomembno zviSanje koncentracij

NSE belezijo 24 ur po operaciji pri simptomatskih bolnikih po CEA brez obvoda (65).

V Zdruzenih drzavah Amerike so E. Sander in sodelavci leta 2001 ugotovili, da subtilne
mozganske poSkodbe po CEA niso povezane s statisticno pomembnim povecanjem nevron
specificne enolaze Vv serumu operirancev. Bolnike z velikimi spremembami v
nevropsihometri¢nem testiranju po operaciji so primerjali z bolniki brez sprememb v
nevropsihometricnem testiranju po operaciji. V roku 72 ur po operaciji med skupinama ni

bilo pomembnih razlik v meritvah koncentracij NSE (66).

Razprava o rezultatih meritev proteina S-100

Koncentracije proteina S-100 pred operativnim posegom so malenkost vi§je (povpre¢na
vrednost = 0,040 pg/L), kot takoj po operativnem posegu (povprec¢na vrednost = 0,039
ug/L). Najnizje koncentracije proteina S-100 zaznamo 12 ur po posegu (povpre¢na

vrednost = 0,023 pg/L). Po enem dnevu po posegu koncentracije proteina spet narastejo
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(povpre¢na vrednost = 0,33 ug/L) in dva dni po posegu dosezejo isto raven kot pred
posegom (povprec¢na vrednost = 0,040 pg/L). Ker vrednosti pocasi naras¢ajo, bi bilo
zanimivo izmeriti koncentracije proteina S-100 tudi 3 in ve¢ dni po posegu. V primerjavi s
povprecno koncentracijo proteina S-100 pred operacijo se povpreCna koncentracija
proteina S-100 takoj po operaciji zniza za 2,5 %. Najve¢je znizanje koncentracij v
primerjavi s povpre¢no koncentracijo proteina S-100 pred operacijo zasledimo 12 ur po
operaciji, in sicer za 27,5 %. 24 ur po operaciji je povpre¢na koncentracija proteina S-100
za 17,5 % nizja v primerjavi s povpre¢no koncentracijo proteina S-100 pred operacijo. 48
ur po operaciji se povpre¢na koncentracija proteina S-100 ne razlikuje od povprecne
koncentracija proteina S-100 pred operacijo. Pri¢akovali smo, da se bodo koncentracije
proteina S-100 po operaciji zvisale in da bomo lahko na podlagi referen¢ne vrednosti

sklepali, da gre za poskodbo mozganov po CEA.

V skupini koncentracij proteina S-100 izmerjenih pred operacijo imamo Stiri zviSane
koncentracije proteina S-100. Ena izmed njih je ekstremno izstopajo¢a vrednost 0,343
pg/L, ki smo jo izlo€ili iz analize. Ena oseba je imela pred operacijo mejno zviSano
vrednost proteina S-100 (0,107 pg/L), vendar je bila izloCena iz analize variance za
ponavljajoCe meritve, saj nismo imeli podatka o vseh petih koncentracijah proteina S-100.
Je pa bila ta vrednost vklju¢ena v nadaljnjem testiranju s parnim t-testom. Pri dveh osebah
smo izmerili pred operacijo rahlo zvisane koncentracije proteina S-100 (0,120 pg/L in
0,126 pg/L), ki bi lahko kazale na predhodno poSkodbo mozganskih celic. Pri teh dveh
bolnikih so se po operaciji vrednosti proteina S-100 normalizirale. Bolnik (zaporedna
Stevilka 25), ki je imel pred operacijo vrednost proteina S-100 0,126 pg/L ima vseskozi
visje koncentracije kot ostali bolniki. Pri tej osebi bi bilo priporoc¢ljivo opraviti se kak$no

potrditveno slikovno preiskavo, s ¢imer bi izkljucili poskodbo mozganov.

Ostalih izstopajocih in ekstremno izstopajocih vrednosti, ki so se pojavile v vzorcih
odvzetih po operaciji, nismo izlocili iz statisticne obdelave. Te vrednosti bi lahko bile
posledica poskodbe mozganskih celic po CEA. Ena oseba je imela 24 ur po operaciji
mejno zvisano koncentracijo proteina S-100 (0,107 pg/L). Temu bolniku so se kasneje
vrednosti spet normalizirale in je imel vrednost proteina S-100 48 ur po operaciji nizjo kot
pred operacijo. Ker ta oseba takoj po operaciji ni imela zvisane koncentracije proteina S-
100 sklepamo, da v tem primeru ni priSlo do poskodbe moZganskih celic, ki bi bila

posledica CEA. Pri osebi (zaporedna Stevilka 37), ki je imela vrednost proteina S-100 48 ur
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po CEA mejno zvisano (0,104 pg/L) smo opazili, da ima skozi celoten ¢as spremljanja
koncentracij vi§je vrednosti kot ostale osebe. Sumimo, da bi lahko $lo za poskodbo
mozganskih celic po CEA. Sum bi morali potrditi Zz magnetno resonanco ali racunalnisko
tomografijo mozganov. Pri tej osebi smo napram drugim osebam izmerili precej niZje

vrednosti NSE skozi celoten Cas spremljanja koncentracij.

Pri testiranju normalnosti porazdelitev smo ugotovili, da se samo podatki, izmerjeni takoj
po operaciji, porazdeljujejo normalno (p > 0,08). Ostali podatki se niso porazdeljevali
normalno (p < 0,01), zato smo jih logaritemsko transformirali in ponovno testirali
normalnost porazdelitve. Ugotovili smo, da se po logaritemski transformaciji izmerjene

vrednosti proteina S-100 tudi v vseh drugih skupinah porazdeljujejo normalno (p > 0,10).

Zaklju¢imo lahko, da obstajajo statisticno pomembne razlike med skupino meritev
koncentracij proteina S-100 pred CEA in skupino meritev koncentracij 12 ur po CEA (p <
0,01). Obstajajo tudi statistitno pomembne razlike med skupino meritev koncentracij
proteina S-100 takoj po CEA in skupino meritev koncentracij 12 ur po CEA (p < 0,01).
Prav tako smo ugotovili statisticno pomembne razlike med skupino meritev koncentracij
proteina S-100 12 ur po CEA in skupino meritev koncentracij 48 ur po CEA (p = 0,01).
Ugotovili smo torej, da se koncentracije proteina S-100 izmerjene 12 ur po CEA statisti¢no
pomembno razlikujejo od veéine koncentracij proteina S-100 izmerjenih pred in po CEA
(razen 24 ur po CEA). Vrednosti proteina S-100 so 12 ur po CEA statisti¢cno pomembno
nizje od koncentracij izmerjenih pred CEA, takoj po CEA in 48 ur po CEA. Vrednosti
proteina S-100 za¢nejo v roku 24 ur po CEA ponovno naraséati, zato bi bilo dobro, ¢e bi

lahko koncentracije spremljali e dlje ¢asa, da bi videli, ali bi te naprej narascale.

Za razliko od naSih rezultatov so Dragas M. in sodelavci leta 2015 ugotovili, da
koncentracije proteina S-100 statisticno narastejo po CEA. Primerjali so skupino bolnikov,
pri katerih so med CEA uporabili obvod in skupino bolnikov, pri katerih so opravili CEA
brez obvoda. Koncentracije proteina S-100 so bile pri obeh skupinah po CEA statisti¢no
vi§je kot pred CEA. 24 ur po operaciji so bile koncentracije primerljive s tistimi pred CEA.
Bolnike so razdelili Se v dve podskupini, glede na prisotnost simptomov karotidne bolezni.
Asimptomatski in simptomatski bolniki so imeli po CEA statisticno pomembne visje
koncentracije proteina S-100 v primerjavi s koncentracijami pred CEA (65). Uporabnost

proteina S-100 kot oznac¢evalca mozganskih poSkodb so leta 2001 potrdili tudi E. Sander in
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sodelavci. Ugotovili so, da imajo bolniki z velikimi spremembami v nevropsihometri¢nem
testiranju po CEA statisticno pomembno vi§je vrednosti proteina S-100, kot bolniki brez
sprememb v nevropsihometricnem testiranju po CEA. Subtilne mozganske poskodbe po

CEA so torej povezane s statisticno pomembnim zviSanjem serumskih koncentracij

proteina S-100 (66).

Podobne rezultate kot mi pa so leta 2000 dobili Lars S. Rasmussen in sodelavci. V
raziskavo so vklju¢ili 22 bolnikov po CEA in 16 bolnikov po operaciji anevrizme
abdominalne aorte. Koncentracije nevron specificne enolaze in protein S-100 so bile enako
kot v na$i raziskavi, bistveno niZje po operaciji, kot pred njo. Nevropsiholoski testi po
CEA so kazali na kognitivno disfunkcijo pri 19 % bolnikov 3 mesece po CEA. V studiji
niso zaznali korelacije med spremembo kognitivne funkcije in spremembo serumskih
koncentracij NSE in proteina S-100. Zakljucili so, da subtilne poskodbe mozganov ne
moremo zaznati z merjenjem nevron specifi¢ne enolaze in proteina S-100p po karotidni
endarteriektomiji (67). Podobno so istega leta ugotovili tudi F. Gao in sodelavci. lzvedli so
raziskavo na desetih bolnikih po CEA. Pri Sestih bolnikih so poleg seruma odvzeli Se
cerebrospinalno tekoc¢ino. Koncentracije proteina S-100 so bile med operacijo normalne pri
devetih bolnikih, pri enem bolniku s hudo hipertenzijo pa je koncentracija narastla ze prvo
uro po operaciji. Pri dveh bolnikih so med posegom izmerili zviSane koncentracije proteina
S-100 v cerebrospinalni tekocini. Ta dva bolnika sta imela 6 mesecev po CEA nevroloske
izpade. Serumske koncentracije NSE so se med posegom zviSale, koncentracije v
cerebrospinalni teko¢ini pa se niso spremenile. Zakljuéili so, da poseg CEA brez zapletov
ne povzro¢i mozganskih poskodb, ugotovljenih z merjenjem koncentracij proteina S-100 v
serumu. Meritev koncentracij S-100 v cerebrospinalni tekocini je bolj obcutljiva tehnika za
ugotavljanje lazjih mozganskih poSkodb. Nevron specificno enolazo so oznacili kot

nespecifi¢no (68).
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6. SKLEP

V okviru magistrske naloge smo prisli do naslednjih sklepov:

e Povprecne koncentracije nevron specifiéne enolaze in proteina S-100 so po

karotidni endarteriektomiji nizje kot pred posegom.

e Koncentracije nevron specifi¢ne enolaze in proteina S-100 do 12 ur po operaciji
padajo, nato pa za¢nejo 24 ur po CEA narascati. 48 ur po posegu so koncentracije

oznacevalcev podobne kot pred posegom.

Sklepamo lahko, da pri veéini preiskovancev ni prislo do mozganskih poskodb, ki bi
bile posledica karotidne endarteriektomije. Ne moremo pa tega zagotovo trditi, saj bi

potrebovali potrditveno metodo (slikanje mozganov) 0z. druge nadaljnje preiskave.
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