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1. UvOD

Kalcificiraju¢a stenoza aortalnih zalistaka srca (CAVS; engl. calcific aortic valve stenosis)
najcesca je bolest sr¢anih zalistaka u odrasloj populaciji zapadnih zemalja, a njezina pojavnost
ubrzano raste paralelno sa starenjem stanovniStva (1-4). U velikim epidemioloskim
istrazivanjima u Europi i Sjevernoj Americi procijenjeno je da u populaciji starijoj od 75
godina ukupna prevalencija CAVS-a iznosi priblizno 12,4 %, dok simptomatski teski oblici
zahvacaju oko 3,4 % osoba (5). Ako se trenutni demografski trendovi nastave, o¢ekuje se da
¢e do 2050. godine broj simptomatskih bolesnika s teSkim CAVS-om dose¢i 2,1 milijun u
Europi i 1,4 milijun u Sjevernoj Americi [4]. Dodatni rast broja oboljelih predvida se u Afici,
Aziji 1 JuZznoj Americi, gdje ubrzano starenje populacije paralelno povecava opterecenje

bolestima zalisaka (2, 5, 6).

Globalna analiza tereta kalcificirajuce bolesti aortalnih zalistaka tijekom tridesetogodi$njeg
razdoblja, obuhvacaju¢i 204 zemlje svijeta, pokazala je izraZzen porast apsolutnog broja
oboljelih i umrlih, unato¢ relativno stabilnim dobno standardiziranim stopama. U istrazivanju
Yi i sur. (2021) izvjeSceno je da je prevalencija CAVS-a porasla vise od Cetiri puta, a ukupan
mortalitet za priblizno 40 %, osobito u zemljama s visokim sociodemografskim indeksom
(7). Prema istom izvoru, Hrvatska se svrstava medu europske drzave sa srednje visokim
optere¢enjem: procijenjena incidencija iznosi priblizno 35/100 000, prevalencija 550/100 000,
a mortalitet oko 3,8/100 000 stanovnika, $to potvrduje da je CAVS rastuéi javnozdravstveni

problem i u nasoj populaciji (7).

Etioloski gledano, Kkalcificiraju¢e zadebljanje 1 fibro-kalcifikacijsko preoblikovanje
trikuspidnog (TAV) ili bikuspidnog (BAV) aortalnog zaliska ¢ine osnovu vecine slucajeva,
dok reumatska valvularna bolest — neko¢ dominantna etiologija i jo$ uvijek vode¢i uzrok u

drzavama u razvoju — danas ¢ini tek oko 10 % dijagnosticiranih oboljenja (2, 8, 9).

Bez obzira na pocetni uzrok, CAVS se razvija postupno, od inicijalnih subklini¢kih lezija

prema hemodinamski zna¢ajnom suZenju aortnog usca (10).

Glavni pokreta¢i patoloskog procesa ukljuuju mehanicki stres, genetsku predispoziciju i
aterogene Cimbenike rizika, kao $to su hiperhomocisteinemija, dislipidemija, poremecaji
metabolizma kalcija, puSenje, metabolicki sindrom, dijabetes, hipertenzija, kroni¢no bubrezno
zatajenje, muski spol i starija dob. Ovi ¢imbenici dovode do disfunkcije endotela, naruSavanja

1



integriteta bazalne membrane i nakupljanja aterogenih lipoproteina, pracenih infiltracijom
monocita—makrofaga, mastocita i T-limfocita (3, 11-16). Rezultat je oksidativni stres,
stvaranje pjenastih stanica, pojacana produkcija profibroti¢nih 1 proinflamatornih medijatora
te smanjena aktivnost anti-kalcifikacijskih proteina. Takvo mikrookruzenje potice
remodeliranje izvanstani¢nog matriksa te aktivaciju signalnih mreza koje promicu

neoangiogenezu, upalu i biomineralizaciju (3, 11-16).

U sredi$tu patobiologije CAVS-a nalaze se valvularne intersticijske stanice (VIC, engl.
valvular interstititial cells), koje prelaze iz miruju¢eg (qVIC, engl. quiescent valvular
interstitial cells) u aktivirani miofibroblasti¢ni fenotip (aVIC, engl. activated valvular
interstitial cells), a potom u osteoblastima sli¢ne stanice (obVIC, engl. osteoblast-like
valvular interstitial cells), pod utjecajem proosteogenih signala (17). Dodatno, dio valvularnih
endotelnih stanica prolazi endotelno-mezenhimalnu tranziciju (EndMT), dok cirkulirajuce

osteoprogenitorne stanice mogu dodatno pridonijeti valvularnoj kalcifikaciji (18-20).

U skladu s progresijom promjena unutar aortalnog zalistka srca razlikuju se dva funkcionalna
stadija bolesti: aortalna skleroza (Asc; engl. aortic valve sclerosis) — rani, uglavnom
asimptomatski stadij s minimalnom opstrukcijom protoka i kalcificiraju¢a stenoza aortalnih
zalistaka (CAVS) — uznapredovali stadij obiljezen ograni¢enom pokretljivoséu listica,
povec¢anim gradijentima tlaka 1 progresivnom hipertrofijom lijeve klijetke, uz razvoj

miokardne fibroze i rizik od sistolicke/dijastolicke disfunkcije (3, 10, 21, 22).

lako je razumijevanje patogeneze CAVS-a znaéajno napredovalo, uéinkovita farmakoloska
terapija koja bi zaustavila ili usporila napredovanje bolesti jo§ uvijek ne postoji. KirurSka
zamjena aortalnog zaliska (SAVR) ili transkateterska implantacija (TAVR) i dalje su jedine
terapijske opcije s dokazanom klinickom koristi (23-25). Stoga je prepoznavanje novih

dijagnostickih i terapijskih molekula iznimno vazno.

Sve je jasnije da genetska predispozicija i diferencijalna ekspresija pojedinih gena ne mogu u
potpunosti objasniti slozeni spektar promjena u CAVS-u. Tradicionalni geneticki modeli ne
razjasnjavaju dovoljno dobro povezanost CAVS-a s aterosklerotskim ¢imbenicima rizika ni

utjecajem okolisa, §to snazno upucuje na vaznu ulogu epigenetskih regulatornih mehanizama

(13, 16).



Epigenetika obuhvaca nasljedne, ali reverzibilne promjene u strukturi DNA i kromatina koje
ne mijenjaju nukleotidni slijed (4, 26). One odreduju stani¢nu sudbinu, razvoj tkiva i
homeostazu organizma moduliranjem pristupacnosti promotorskih i regulatornih regija DNA,
¢ime upravljaju ekspresijom gena na stani¢no-specifican, a nerijetko i alel-specifican nacin (4,

27).

Cetiri glavna epigenetska mehanizma uklju¢uju: DNA metilaciju i hidroksimetilaciju,
postranslacijsku modifikaciju histonskih proteina; ATP-ovisno remodeliranje kromatina, i
regulaciju putem nekodiraju¢ih RNA, ukljucuju¢i mikroRNA i duge nekodirajuée RNA
(IncRNA) (4, 28-33). Zajedno ¢ine epigenom koji definira transkripcijski krajobraz stanice (4,
34, 35). Zbog svoje stabilnosti, prilagodljivosti i reverzibilnosti, epigenetski mehanizmi
postaju kljuéni faktor u patogenezi CAVS-a — i privlatna meta za buduce terapijske

intervencije.

Posebno mjesto medu njima zauzimaju duge nekodiraju¢e RNA (IncRNA). One predstavljaju
heterogenu skupinu RNA transkripata duljih od 200 nukleotida koji ne kodiraju proteine, ali
imaju klju¢nu regulatornu ulogu u kontroli genske ekspresije, epigenetskom preuredenju

kromatina i posredovanju stani¢nih signalnih puteva (36-39).

Transkribiraju se iz intronskih, egzonskih, intergenskih i antisense regija genoma, a njihova je
ekspresija tkivno-specifi¢na, razvojno regulirana i osjetljiva na promjene u stanicnom

mikrookruzenju (39, 40).

IncRNA djeluju kroz vise mehanizama: kao epigenetski vodici (engl. guides) usmjeravajuci
modifikatore kromatina na specificne DNA lokuse, kao mamac (engl. decoys) za
transkripcijske faktore ili mikroRNA, kao strukturne skela (engl. scaffolds) za stvaranje
ribonukleoproteinskih kompleksa te kao posttranskripcijski regulatori stabilnosti i translacije
MRNA (37-41). Zbog sposobnosti regulacije klju¢nih signalnih mreza — ukljucujué¢i TGF-
B/SMAD, WNT/B-katenin i NOTCH — IncRNA imaju znafajnu ulogu u stani¢noj

diferencijaciji, upalnim procesima i reakcijama na stres (38, 41).

Tijekom posljednjeg desetlje¢a sve je jasnije da IncRNA sudjeluju u patogenezi brojnih

bolesti, ukljucujuéi tumore, metabolicke poremecaje i kardiovaskularne bolesti (42-47)



Uloga dugih nekodiraju¢ih RNA (IncRNA) u patohistogenezi CAVS-a posljednjih je godina
sve jasnije potvrdena te se danas smatra da ovi transkripti predstavljaju kljucne regulatore
fibro-kalcifikacijskog remodeliranja aortnog zaliska. IncRNA sudjeluju u ranim dogadajima
disfunkcije valvularnog endotela (VEC) poticuéi ekspresiju adhezijskih molekula, regrutaciju
monocita i aktivaciju NF-xB signalizacije, ¢ime zapocinju kroni¢nu upalu karakteristicnu za
inicijalni stadij CAVS-a (4, 48-56). Istodobno moduliraju fenotipsku tranziciju valvularnih

intersticijskih stanica (VIC) iz miruju¢eg u miofibroblastni i osteoblastni fenotip (4, 48-57).

Sve je vise dokaza da se odredene duge nekodiraju¢e RNA mogu detektirati u perifernoj krvi,
gdje cirkuliraju slobodno ili unutar izvanstani¢nih vezikula (eksosoma, mikrovezikula,
apoptotskih tjeleSaca) (58, 59). Zbog njihove stabilnosti i tkivne specificnosti, IncRNA se
smatraju mogu¢im neinvazivnim biomarkerima u kardiovaskularnim bolestima, ukljucujuci

kalcificirajucu stenozu aortalnih zalistaka (CAVS) (58, 59).

Unato¢ sve ve¢em broju istraZivanja o ulozi IncRNA u patobiologiji kalcificirajuce stenoze
aortalnih zalistaka, njihov ekspresijski i biomarkerski potencijal u perifernoj Kkrvi
(serumu/plazmi) bolesnika s CAVS-om jo$ je uvijek gotovo u potpunosti nepoznat. Stoga je
cilj ovog rada odrediti ekspresijski profil i biomarkerski potencijal odabrane podskupine
dugih nekodiraju¢ih RNA u perifernoj plazmi pacijenata s blagim, umjerenim 1 teSkim
stadijem CAVS-a te ih usporediti s njihovim razinama u plazmi zdravih kontrolnih ispitanika.
Nadalje, analizom povezanosti plazmatskih i tkivnih razina navedenih INcRNA — u patoloski
promijenjenim (CAVS) i kontrolnim uzorcima aortalnih zalistaka — kao i njihovih odnosa s
demografskim, klinickim i ehokardiografskim parametrima bolesti, nastoji se procijeniti

njihov potencijal kao neinvazivnih biomarkera progresije i klinicke pojavnosti CAVS-a.

1.1. Ciljevi i svrha istraZivanja

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je odrediti koncentraciju i biomarkerski potencijal
podskupine dugih nekodiraju¢ih RNA (IncRNA) molekula — JADE, MALATI1, ROR,
ANRIL, OIP5-AS1, TUGL, GAS5, AGAP2-AS1, NEAT1, RUNX1-IT1, KLF3-AS1, MEGS3,
H19, PGM5-AS1, CYTOR, CASC15, PVT1, UCA1, Wisper i Chast — u perifernoj

cirkulaciji (plazmi) pacijenata s kalcificiraju¢om stenozom aortalnih zalistaka (CAVS).

Ciljevi istrazivanja ostvareni su kroz sljedece aktivnosti:



Odredivanjem ekspresijske razine ciljanih IncRNA u tkivu aortalnih zalistaka
patoloski promijenjenih (teski oblik CAVS-a; indicirana kirurSka zamjena aortalnog
zaliska) te kontrolnih uzoraka eksplantiranih srca pacijenata kod kojih je, zbog drugih
oblika kardiomiopatija, bila indicirana transplantacija srca. Ukupna RNA izolirana je
TRIzol postupkom, kvaliteta i koncentracija odredene su spektrofotometrijski
(NanoDrop™ ND-1000), a nakon reverzne transkripcije (sinteze cDNA) ekspresija
IncRNA analizirana je metodom kvantitativne PCR analize u stvarnom vremenu
(QRT-PCR).

Odredivanjem razine ciljanih INCRNA u perifernoj plazmi bolesnika s teSkim, blagim
i umjerenim oblikom CAVS-a te plazmi zdravih kontrolnih ispitanika. Postupak
kvantifikacije bio je identian kao u analizi tkiva, uz razliku da je izolacija ukupne
RNA iz plazme provedena primjenom TRIzol LS reagensa i dodatnog procis¢avanja
pomoc¢u Ambion™ PureLink™ RNA Mini Kit-a.

Analizom koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP), troponina i N-terminalnog
proBrain Natriuretskog Peptida (NT-proBNP )u perifernoj krvi (plazmi) bolesnika s
teSkim, blagim i umjerenim CAVS-om, transplantiranih pacijenata i zdravih
kontrolnih, ispitanika, primjenom standardne ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) metodologije uz komercijalno dostupna specifi¢na protutijela i
odgovaraju¢i sustav vizualizacije.

Analizom tkivne lokalizacije IncRNA TUG1 i H19 primjenom kromogene in situ
hibridizacije (ViewRNA™ [SH), s ciljem odredivanja stani¢ne i prostorne distribucije
navedenih transkripata unutar fibro-kalcificiranog valvularnog tkiva.

Statistickom obradom dobivenih rezultata ukljuc¢ujuéi usporedbu ekspresije IncRNA u
patoloskom i kontrolnom tkivu aortalnih zalistaka srca, analizu razlika njihove razine
u plazmi bolesnika s razli¢itim stupnjevima CAVS-a i zdravih ispitanika, te procjenu
odnosa 1zmedu ekspresije IncRNA (u tkivu i1 plazmi) 1 demografskih, klinickih 1

ehokardiografskih parametara te koncentracija CRP-a, troponina i NT-proBNP-a.



1.2. Hipoteze istraZivanja
U skladu s ciljevima istrazivanja, postavljene je sljedeée hipoteza istrazivanja:

U perifernoj cirkulaciji (krvnoj plazmi) CAVS pacijenata s teSkim oblikom aortne stenoze
kod kojih je indicirana operativha zamjena aortnih zalistaka srca ocekuje se povecana
ekspresija dugih nekodiraju¢ih RNA molekula IncRNA JADE, MALATI1, ROR, ANRIL,
OIP5-AS1, TUG1, GAS5, AGAP2-AS1, NEATI, RUNXI-IT1, KLF3-AS1, MEG3, H19,
PGM5-AS1, CYTOR, CASC15, PVTL, UCA1, Wisper i Chast u odnosu na periferne uzorke
krvi CAVS pacijenata s blagim i umjerenim stupnjem bolesti te perifernu krv kontrolnih,

zdravih ispitanika.

Napomena: Lista analiziranih IncRNA molekula izmijenjena je u odnosu na izvorni plan
istrazivanja. Naime, detaljnijim pregledom literature utvrdeno je da WISPER, CHAST,
NEAT1 i PGM5-AS1 iako pocetno planirane za analizu u ovoj studiji predstavljaju IncRNA
molekule primarno ukljuc¢ene u fibrozu miokarda, hipertrofiju kardiomiocita i opée stani¢ne
stresne odgovore, ali ne sudjeluju izravno u procesima osteogene diferencijacije, upalne
aktivacije valvularnih intersticijskinh stanica (VIC), endotelno-mezenhimalne tranzicije
(EndMT) niti u epigenetskom reprogramiranju, koji su kljuéni mehanizmi patogeneze
kalcificirajuCe aortalne stenoze. Stoga navedene INCRNA nisu obuhva¢ene ovom studijom.
Suprotno tome, IncRNA PACERR, MIAT, ZEB1-AS1 i HOTAIR koje su naknadno
uklju¢ene u analizu izravno moduliraju signalne putove koji poti¢u upalu, osteogenezu,
fibrozu zaliska, EndMT i epigenetske promjene unutar aortnog zaliska, te stoga znatno
preciznije odraZzavaju molekularnu biologiju CAVS 1 predstavljaju bioloski racionalniji izbor

za ispitivanje njihove ekspresije u eksperimentalnom i klinickom kontekstu.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Sréani zalisci

Prema anatomskom poloZzaju i funkciji, sr¢ani zalisci (valvule) dijele se na atrioventrikularne
(ulazne) i semilunarne (izlazne). Atrioventrikularne valvule obuhvacaju mitralni zalistak
(MV), smjesten izmedu lijevog atrija i lijevog ventrikula, te trikuspidalni (TV), koja se nalazi
izmedu desnog atrija i desnog ventrikula. Semilunarne valvule ukljuuju aortalnu (AV) i
plu¢nu (PV) valvulu, koje se nalaze na izlazima iz lijevog, odnosno desnog ventrikula. S
obzirom na stranu srca, razlikujemo lijeve zaliske (MV i AV) te desne zaliske (TV i PV)
(Slika 1, 2 i 3) (60). Desni sréani zalisci — trikuspidalni i pluéni — omogucuju prolazak
venske krvi siromasne kisikom (O:) i bogate ugljikovim dioksidom (CO:) iz sistemske
cirkulacije prema plu¢ima, gdje dolazi do oksigenacije. Nakon toga, oksigenirana krv vraca se
u lijevo srce te se, prolaskom kroz mitralni i aortalni zalistak, usmjerava u aortu i dalje u

arterijski sustav, kapilarnu mrezu i venski povrat prema srcu (Slika 1) (60).
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Slika 1. Grada i tok krvi kroz srce sisavaca. Srce sisavca ima Cetiri Supljine — dva atrija i dva ventrikula — te
Cetiri srcana zaliska koji omogucuju jednosmjerni tok krvi. Desna strana srca (plava) prima deoksigeniranu krv
i pumpa je prema pluc¢ima kroz pluénu valvulu, dok lijeva strana (crvena) prima oksigeniranu krv iz pluca te je
kroz aortalnu valvulu upucuje u sistemsku cirkulaciju. Modificirano prema: O'Donnell A, Yutzey KE.
Mechanisms of heart valve development and disease. Development. 2020;147(13).(60)
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Slika 2. Grada sréanih zalistaka i njihova prostorna orijentacija u srcu. Prikaz anatomske organizacije Cetiri
glavna sréana zaliska: mitralnog (lijevog atrioventrikularnog), trikuspidalnog (desnog atrioventrikularnog),
aortalnog i plucnog zaliska, smjestenih unutar viaknastog skeleta srca koji ih medusobno povezuje i osigurava
mehanicku potporu. Prikazan je prednji dio srca s uocljivim odnosom zalistaka prema okolnom miokardu i
medusobnom rasporedu na bazi srca. Modificirano prema: Wal P, Rathore S, Aziz N, Singh YK, Gupta A. Aortic
stenosis: a review on acquired pathogenesis and ominous combination with diabetes mellitus. Egypt Heart J.
2023;75(1):26. (61)

Slika 3. Makroskopski izgled normalnih sréanih zalistaka. (4) Mitralni zalistak prikazan u otvorenom polozaju
s ocuvanim prednjim listicem i dvjema polovicama straznjeg listica. (B) Intaktan trikuspidalni zalistak s
vidljivim elektrostimulatornim kateterom u desnoj Klijetki. (C) Cjelovit aortalni zalistak promatran s aortalne
(izlazne) strane. (D) Otvoreni pluéni zalistak s prikazane tri semilunarne kuspise. Kratice: Ao — aorta; LA —
lijevi atrij; LV — lijeva klijetka; PA — pluéna arterija; RV — desna klijetka; p — papilarni misi¢; ¢ — tetivne niti
(chordae tendineae). Modificirano prema:Leask RL, Jain N, Butany J. Endothelium and valvular diseases of the
heart. Microsc Res Tech. 2003;60(2):129-37. (62).



2.2. Aortalni zalistak
2.2.1. Anatomija i osnovna grada

Aortalni zalistak smjesten je izmedu lijeve klijetke (LV; engl. left ventricle) i uzlazne aorte
(aorta ascendens) te ima klju¢nu ulogu u osiguravanju jednosmjernog protoka krvi iz srca
prema sistemskoj cirkulaciji. Graden je od cCetiri medusobno povezana sastavna dijela koji
¢ine funkcionalnu jedinicu: aortni listi¢i (kuspisi), aortni anulus, sinusi Valsalve i
sinotubularni spoj (engl. sinotubular junction). Cijeli ,,aparat“ smjesten izmedu lijevog
ventrikula i ascendentne aorte poznat je pod nazivom korijen aorte (engl. aortic root) aorte.
Sastoji se od tri listi¢a (kuspisa): lijevog koronarnog (LCC, engl. left coronary cuspis), desnog
koronarnog (RCC,; engl. right coronary cuspis) i nekoronarnog listica (NCC; engl. non-
coronary cuspis), koji su funkcionalno i anatomski povezani s odgovarajuéim sinusima

Valsalve (Slika 4) (63).
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Slika 4. Shematski prikaz korijena aorte. Kratice: STJ — sinotubularni spoj (sinotubular junction); RCC — desni
koronarni kuspis; LCC — lijevi koronarni kuspis; NCC — straznji/nekoronarni kuspis,; IVS — interventrikularni
septum; LBB — lijeva grana snopa (ngl. eleft bundle branch); RBB — desna grana snopa (engl. right bundle
branch); MS — membranozni septum. Preuzeto iz: Verhemel S, Nuis RJ, van den Dorpel M, Adrichem R, de Sa
Marchi MF, Hirsch A, i sur. Computed tomography to predict pacemaker need after transcatheter aortic valve
replacement. J Cardiovasc Comput Tomogr. 2024;18(6):597-608 (63)



2.2.2. Histoloska grada aortalnog zaliska

Histoloski, listi¢i aortnog zaliska gradeni su od tri osnovna sloja (Slika 5): fibroze (lamina

fibroza), spongioze (lamina spongioza) i ventrikularisa (lamina ventrikularis) (16).

Fibroza, koja se nalazi na izlaznoj, odnosno aortalnoj strani listi¢a, sastoji se od gusto
pakiranih, cirkumferentno orijentiranih kolagenskih vlakana (pretezito kolagen tipa I i
I11), organiziranih u paralelne listove i snopove, te u manjoj mjeri od radijalno

orijentiranih vlakana elastina (16).

Spongioza, sredis$nji sloj listi¢a, graden je pretezito od glikozaminoglikana (uglavnom
hijaluronata) i proteoglikana, uz prisutnost rahlo rasporedenih kolagenskih vlakana.
Ovaj sloj ima ulogu amortizacije mehanickog opterecenja i omogucuje elasti¢nost
listica (16).

Ventrikularis, smjeSten na ulaznoj, odnosno ventrikularnoj strani listi¢a, sastoji se
uglavnhom od radijalno orijentiranih snopova elastina isprepletenih s gustim
kolagenskim vlaknima, ¢ime se osigurava fleksibilnost i otpornost listica na

ponavljano savijanje tijekom sr¢anog ciklusa (16).

Uz navedene slojeve, u strukturi listica mogu se naci 1 adhezivna vlakna fibrina 1 lamina, u

razli¢itom stupnju izrazenosti.

Sva tri sloja aortalnih listi¢a u pravilu su avaskularna, ali su inervirana adrenergickim i

kolinergi¢kim neuronskim mrezama, koje sudjeluju u finom neurohumoralnom nadzoru

funkcije zalistaka (16).

Ova trostruka arhitektura omogucéuje aortalnom zalistku da se ponaSa kao visoko

specijalizirana biomehanicka membrana, koja kombinira fleksibilnost i stabilnost, §to je

klju¢no za njegovu dugotrajnu funkcionalnost (16).
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Slika 5. Funkcionalna grada aortalnog zaliska na makroskopskoj i mikroskopskoj razini. (a) Makroskopski
prikaz aortalnog zaliska s izlazne (aortalne) strane u fazi otvorenog polozaja (sistola) i zatvorenog polozaja
(dijastola). (b) Shematski prikaz arhitekture i prostorne konfiguracije listica aortalnog zaliska u poprecnom
presjeku, s prikazom orijentacije kolagenskih i elasticnih viakana tijekom sistole i dijastole (modificirano prema
referenci [11]). (¢c) Shematski prikaz detaljne stanicne i izvanstanicne organizacije (ECM) normalnog aortalnog
zaliska, s oznacenim slojevima fibroze, spongioze i ventrikularisa te rasporedom valvularnih intersticijskih (VIC)
i endotelnih stanica (VEC) (modificirano uz dopustenje, prema referenci [12]). (d) Histoloski prikaz tkivne
arhitekture listica aortalnog zaliska (presjek kroz listi¢ u relaksiranom, nesavijenom stanju, odgovarajuéem
sistoli), pri emu su jasno vidljiva tri glavna sloja: ventrikularis, spongioza i fibroza. Valvularne intersticijske
stanice (VIC) oznacene su strelicama. Gornji rub prikaza odgovara izlaznoj (aortalnoj) povrsini. Originalno
poveéanje: x100. Bojanje hematoksilin-eozinom. (€) Transmisijski elektronskomikroskopski prikaz relaksiranog
(svjezeg) svinjskog aortalnog zaliska koji prikazuje fibroblastni morfotip VIC stanica (strelica), gusto
rasporedena kolagenska viakna sa spiralnim savijanjem (zvjezdica) te mogucnost VIC—kolagen i VIC-VIC
interakcija. (f) Transmisijski elektronskomikroskopski prikaz povrsine aortalnog zaliska s prikazom valvularne
endotelne stanice (VEC; strelica) i dubljih slojeva VIC stanica (dvostruka strelica), cime se ilustrira
potencijalna medustanic¢na interakcija VEC-VIC (preuzeto uz dopustenje, prema referenci [14]).Kratice: GAG —
glikozaminoglikan; ECM — izvanstanicni matriks; VIC — valvularne intersticijske stanice; VEC — valvularne
endotelne stanice. Modificirano prema:Schoen FJ. Mechanisms of function and disease of natural and
replacement heart valves. Annu Rev Pathol. 2012;7:161-83. (64)
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2.2.3. Funkcionalna uloga histoloskih slojeva aortalnog zaliska

Navedene strukturne komponente imaju presudnu ulogu u odrzavanju pravilne funkcije

aortalnih zalistaka.

Zahvaljujuéi njihovim kombiniranim mehanickim 1 elasticnim svojstvima, normalni aortalni

zalistak posjeduje snaznu, ali visoko prilagodljivu strukturu koja se lako prilagodava

sistolickim 1 dijastoli¢ckim pokretima srca (Slika 5).

Fibroza, kao najdeblji i mehanic¢ki najotporniji sloj, osigurava strukturnu ¢vrstocu
listica 1 djeluje kao glavni nositelj mehanickog stresa koji nastaje tijekom sréane
kontrakcije i hemodinamskog protoka krvi. Njegova krutost smanjuje pretjerano
savijanje srediSnjeg dijela listica te povecava snagu koaptacije, ¢ime se ucinkovito
sprjeava pojava regurgitacije.

Spongioza, sa svojom karakteristicnom ,pjenastom* i ,poluteku¢om* gradom,
bogatom glikozaminoglikanima i proteoglikanima koji vezu velike koli¢ine vode, ima
ulogu amortizacijskog sloja. Ona povezuje i podmazuje susjedne slojeve tijekom
njihovog medusobnog naprezanja i deformacija, djelujuéi poput jastuka koji apsorbira
mehanicku energiju. Na taj nain spongioza omogucuje reorganizaciju kolagenih
vlakana u fibrozi 1 elastinskih vlakana u ventrikularisu, pridonoseci elasti¢nosti i
plasti¢nosti listi¢a tijekom ponavljanih sréanih ciklusa

Lamina ventricularis odgovorna je za elasticna svojstva listica koja omoguéuju
njihovo dinami¢no savijanje, istezanje i vracanje u pocetni oblik tijekom otvaranja i
zatvaranja aortalnog zalistka. Zahvaljujuéi toj elasti¢nosti, povrSina listica u fazi
otvaranja smanjuje se na minimum, dok se u fazi zatvaranja — pod utjecajem
povratnog tlaka — listi¢i rastezu i postizu maksimalnu koaptaciju, osiguravajuci

nepropusnost aortalnog zaliska.

Osnovne funkcije stani¢nih 1 izvanstaniénih (ECM) komponenti aortalnog zaliska srca

prikazane su u Tablici 1, koja sazima njihovu lokalizaciju, fiziolosku ulogu te potencijalni

doprinos razvoju valvularne bolesti.
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Tablica 1. Kljuéne staniéne i izvanstaniéne komponente (ECM) aortalnog zaliska.

Komponenta

Lokalizacija

Pretpostavljena funkcija

Napomene / Kljucna pitanja

Endotelne stanice

Intersticijske
stanice

Elastin

Glikozaminoglikani

povrsina zaliska

Od povrsine prema
dubini, prisutne u
svim slojevima

Koncentriran u sloju
ventrikularisa
Koncentrirani u
sloju spongioze

Osiguravaju tromborezistenciju i
posreduju upalne procese

Sintetiziraju i remodeliraju
elemente izvanstani¢nog matriksa

Pruza elasticnost — rasteze Se U
dijastoli, vraca u sistoli

Apsorbiraju  smi¢ne  sile i
ublazavaju udar izmedu slojeva

Uloga u prijenosu smi¢nih sila i modulaciji funkcije
VIC stanica nije potpuno razjasnjena; pokazuju
funkcionalne razlike u odnosu na endotelne stanice
vaskularne stijenke; razlike izmedu ulazne i izlazne
strane zaliska jo$ uvijek su nedovoljno poznate.
Smatraju se glavnim modulatorom dugorocne
odrzivosti zaliska 1 kljuénim posrednikom bolesti;
izrazena regionalna heterogenost 1 nedovoljno
razjaSnjena uloga kontraktilnog potencijala i
aktivacije.

Potencijalna mehanisticka uloga u bolesti
definirana.

Potencijalna mehanisticka uloga u bolesti
definirana.

nije

nije

ventrikularisa i fibroze tijekom
cikli¢kog kretanja zaliska
Osigurava c¢vrstocu i krutost te
omogucuje  koaptaciju listica
tijekom dijastole

Kolagen | Koncentriran u sloju

fibroze

Vjerojatno najvazniji strukturni element; valovita
grada i orijentacija vlakana omogucuju anizotropiju
mehani¢kih  svojstava i prilagodbu  cikli¢kim
promjenama oblika listica.

Prikazane su kljucne stanicne i izvanstanicne komponente (ECM) aortalnog zaliska, njihovu lokaciju unutar
histoloskih slojeva, pretpostavijene fizioloske funkcije te poznate i nepoznate mehanizme ukljucenosti u
valvularnu patologiju. Modificirano prema: Schoen FJ. Evolving concepts of cardiac valve dynamics: the
continuum of development, functional structure, pathobiology, and tissue engineering. Circulation.
2008;118(18):1864-80.(65)

2.2.4. Stani¢ni sastav aortalnog zaliska

Povrsinu aortalnog zaliska prekriva jednoslojni endotel koji ¢ine valvularne endotelne stanice
(VEC; engl. valvular endothelial cells), dok se u unutrasnjosti listica nalazi populacija
valvularnih intersticijskih stanica (VIC; engl. valvular interstitial cells) (16, 66). Ove dvije
stani¢ne skupine ¢ine temeljnu funkcionalnu jedinicu aortalnog listi¢a, odgovornu za

odrzavanje strukturne stabilnosti, elasti¢nosti i homeostaze zaliska (16).

Endotelne stanice posjeduju brojne sintetske i metabolicke funkcije koje, izmedu ostalog,
reguliraju propusnost krvnih Zzila, vaskularni tonus, koagulaciju i fibrinolizu, kao i
metabolizam hormona 1 lipoproteina, rast drugih stani¢nih tipova te upalne odgovore. Osim
toga, pretpostavlja se da endotelne stanice imaju sposobnost transdiferencijacije, ¢ime mogu

doprinijeti obnovi intersticijskih stanica unutar valvularnog tkiva (62).

Valvularne endotelne stanice (VEC) imaju kljuénu ulogu u odrzavanju strukturne i
funkcionalne homeostaze aortalnog zaliska (67-71). One djeluju kao selektivna barijera
izmedu krvi 1 intersticijskog tkiva, omogucujuéi transport kisika i hranjivih tvari prema

unutra$njosti zaliska koji je avaskularan. VEC posjeduju i imunomodulacijska svojstva,
13



izrazavaju MHC II molekule i citokine koji reguliraju upalne procese te omogucéuju obnovu

tkivne ravnoteze nakon ostec¢enja (67-69).

Jedna od najvaznijih homeostatskih funkcija VEC stanica jest signalizacija duSikovim
oksidom (NO), posredovana putem enzima eNOS (endotelna NO-sintaza) (69). Ova signalna
mreza inhibira agregaciju trombocita, prianjanje leukocita i aktivaciju VIC stanica, ¢ime
sprjeCava njihovu miofibroblastnu i osteogenu diferencijaciju te razvoj kalcifikacije. Visa
ekspresija eNOS-a u sloju ventrikularisa u odnosu na fibrozu objasnjava vecu otpornost

ventrikularne strane zaliska na degenerativne promjene.

Eksperimentalna istrazivanja pokazala su da ko-kultura VEC i VIC stanica smanjuje
ekspresiju a-SMA i osteogenih markera u aktiviranim VIC stanicama te da parakrino

djelovanje NO moze vratiti aktivirane VIC stanice u mirovanje (qVIC) (69).

Osim toga, VEC stanice doprinose homeostazi povecanom ekspresijom inhibitora
kalcifikacije kao §to su noggin, CV-2/BMPER, SMAD-6 i C-tip natriuretski peptid (CNP),

osobito u sloju ventrikularisa, ¢ime dodatno stite zalistak od degenerativnih promjena (69).

VIC stanice, smjeStene unutar sva tri histoloska sloja (fibroza, spongioza i ventrikularis),
predstavljaju glavnu stani¢nu komponentu valvularnog tkiva (16, 64, 66, 69). Sastavljene su
pretezito od fibroblasta, uz manju zastupljenost miofibroblasta i glatkih misi¢nih stanica (16,

64, 66, 69).

Njihova osnovna funkcija je sinteza, remodeliranje i obnova izvanstani¢nog matriksa (ECM,;
engl. extracellular matrix), koji ukljucuje kolagen, elastin, fibronektin, laminin i
proteoglikane. Time VIC stanice osiguravaju mehanicku ¢vrstocu, elasti¢nost 1 prilagodljivost

listi¢a tijekom ponavljanih ciklusa otvaranja i zatvaranja zaliska (16, 64, 66, 69).

Zajedno, VEC 1 VIC stanice tvore dinamican i medusobno povezan sustav koji odrzava
biomehanicku 1 strukturnu ravnoteZu aortalnog zaliska. Poremecaji u njihovoj komunikaciji,
posredovani mehanic¢kim stresom, oksidativnim oSte¢enjem ili upalnim citokinima, dovode do
aktivacije VIC stanica u miofibroblastni i osteoblastni fenotip, Sto predstavlja ranu fazu

valvularne degeneracije i kalcifikacije (16, 69, 72).
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Valvularne intersticijske stanice imaju sposobnost prijelaza iz mirujuéeg fibroblastnog u
aktivni miofibroblastni ili osteoblastni fenotip, $to se odvija pod utjecajem mehanickog stresa,
oksidativnog oStecenja i protuupalnih citokina poput TNF-a, IL-6 i TGF-f (Slika 6 i Slika 7)
(16, 64, 66, 69). Aktivirane stanice pokazuju povecanu ekspresiju a-glatkomiSi¢nog aktina (o-
SMA) i osteogenih markera kao $to su Runx2, osteokalcin i osteopontin, §to predstavlja

kljuéni korak u nastanku valvularne kalcifikacije (16, 64, 66, 69, 73).

Karakteristike fenotipova VIC stanica prikazane su u Tablici 2.

|' y ol lomalu prvcea ke santce - | :’ curkulmum‘t mdolehu- pnhumm&e mmte |
VIC ‘..\ postrazvoino ishoditte VIC stanica J

~
razv ojno ishodidte VIC stanica ¥

’\ /-

Mirujuce (fibroblastima sli¢ne) V IC

stanice - qVIC Signali iz okolita,
pamjence TGF beta,
mehanicki podraiaj

/ ()bna\ljanj\
‘ ravaolede

Osteablastima slifne VIC Aktivirane (miofibroblastima slitne)
VIC stanice -aVIC

\

stanje mirovanja VIC stanica

ol -

o GOVIC :
kalcifikacija i razvoj bolesti - -
Sudjeluju u remodeliranju 1 adaptaciji

i U razvoju bolesti

Slika 6. Diferencijacija i funkcionalna stanja valvularnih intersticijskih stanica (VIC). Shema prikazuje
razvojne i postrazvojne izvore valvularnih intersticijskih stanica (VIC) te njihovu diferencijaciju u razlicite
fenotipske oblike. Embrionalne progenitorske stanice predstavljaju razvojno, a cirkulirajuce endotelne
prekursorske stanice postrazvojno ishodiste VIC stanica. U fizioloskim uvjetima, VIC stanice se nalaze u
mirovanju (fibroblastima slicne stanice; qVIC) i odrZavaju ravnotezu izvanstanicnog matriksa. Pod utjecajem
signala iz okolisa (npr. TGF-f, mehanicki stres), dolazi do njihove aktivacije i prijelaza u miofibroblastima
slican fenotip (aVIC), koji sudjeluje u remodeliranju, prilagodbi i razvoju bolesti. U patoloskim wuvjetima,
daljnjom transformacijom nastaju osteoblasticne VIC stanice (obVIC), koje posreduju u procesu kalcifikacije i
razvoja valvularne bolesti. Proces obnavljanja ravnoteze omogucuje reverzibilnost izmedu aktivnog i mirovanog
fenotipa. Modificirano prema:Schoen FJ. Mechanisms of function and disease of natural and replacement heart
valves. Annu Rev Pathol. 2012;7:161-83. (64)
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Slika 7. Signalni putevi i stani¢ni mehanizmi aktivacije valvularnih intersticijskih stanica (aVIC) u razvoju
bolesti aortalnog zaliska. Shema prikazuje medudjelovanje mehanickih, upalnih i molekularnih mehanizama koji
poticu aktivaciju valvularnih intersticijskih stanica (aVIC) i razvoj valvularne fibroze i kalcifikacije. Abnormalni
hemodinamski i mehanicki stres uzrokuje aktivaciju valvularnih endotelnih stanica (VEC) i pojacanu ekspresiju
adhezijskih molekula (VCAM-1, ICAM-1, MCP-1) te posljedicnu trombozu i upalu. Aktivirane VEC stanice
povecavaju unos LDL i oksidiranog LDL (oxLDL), ¢ime stimuliraju makrofage i stvaranje pjenastih stanica,
koje izlucuju citokine (TNF-a, IL-B) i TGF-f, poticucéi aktivaciju i proliferaciju aVIC stanica. Aktivirane avIC
stanice proizvode kolagen, elastin, proteoglikane i matriksne proteine, Sto dovodi do fibroze, angiogeneze i
kronicne upale, dok povecana aktivnost BMP i RANKL, uz smanjenu ekspresiju osteopontina, potice
osteoblastnu transformaciju i kalcifikaciju. Dugotrajna neravnoteza izmedu metaloproteinaza matriksa (MMP) i
njihovih inhibitora (TIMP) te aktivacija signalnih puteva Angll, VEGF i TGF-§ rezultiraju strukturnim
oSteéenjem i klinickom boleséu aortalnog zaliska. Kratice: VEC — valvularne endotelne stanice (valvular
endothelial cells), VIC — valvularne intersticijske stanice (valvular interstitial cells), aVIC — aktivirane
valvularne intersticijske stanice (activated valvular interstitial cells), VCAM-1 — vaskularna adhezijska molekula
1 (vascular cell adhesion molecule 1), ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (intercellular adhesion
molecule 1), MCP-1 — protein kemotaksije monocita 1 (monocyte chemoattractant protein 1), LDL-c —
lipoprotein male gustoce, kolesterol (low-density lipoprotein cholesterol), oxLDL — oksidirani LDL (oxidized
low-density lipoprotein), TGF-f — transformirajuci éimbenik rasta beta (transforming growth factor beta), TNF-
o — tumorski nekroticni ¢imbenik alfa (tumor necrosis factor alpha), \L-f — interleukin beta (interleukin beta),
BMP — kostani morfogenetski protein (bone morphogenetic protein), FGF2 — fibroblastni ¢imbenik rasta 2
(fibroblast growth factor 2), NO — dusikov oksid (nitric oxide), RANKL — ligand receptora aktivatora nuklearnog
faktora kappa-B (receptor activator of nuclear factor kB ligand), MMPs — metaloproteinaze matriksa (matrix
metalloproteinases), TIMPs — tkivni inhibitori metaloproteinaza (tissue inhibitors of metalloproteinases), VEGF
— vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (vascular endothelial growth factor), Angll — angiotenzin Il (angiotensin
1), ECM — izvanstanicni matriks (extracellular matrix). Modificirano prema: Liu AC, Joag VR, Gotlieb Al. The
emerging role of valve interstitial cell phenotypes in regulating heart valve pathobiology. Am J Pathol.
2007;171(5):1407-18. (17)
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Tablica 2.

Karakteristike fenotipova valvularnih intersticijskih stanica (VIC)

Tip Lokalizacija Funkcija
stanice
eVIC | Embrionalni sréani Predstavljaju razvojni izvor rezidentnih qVIC stanica, vjerojatno
jastu€ici kroz fazu aktivacije; proces epitelno-mezenhimalne tranzicije
(EMT) moze se detektirati gubitkom endotelnih i stjecanjem
mezenhimalnih biljega.
gVIC | Listi¢i sr¢anog Odrzavaju fiziolosku i normalnu strukturu te funkciju zaliska 1
zaliska sprjeavaju angiogenezu unutar listica.
pVIC | Kostana srz, Ulaze u zalistak ili su prisutne unutar njega kako bi osigurale aVIC
cirkulacija i/ili listi¢i ~ stanice potrebne za popravak ostecenja; mogu iskazivati biljege
src¢anog zaliska CD34, CD133 i/ili S100.
aVIC | Listi¢i sr¢anog Sadrze a-SMA i ukljucene su u aktivne stani¢ne procese popravka,
zaliska ukljucujuéi proliferaciju, migraciju i remodeliranje matriksa;
reagiraju na oStecenje uzrokovano patoloskim stanjima i
poremecéenim hemodinamskim ili mehani¢kim silama.
obVIC | Listi¢i sréanog Posreduju u procesima kalcifikacije, hondrogeneze i osteogeneze

zaliska

unutar zaliska; izlu¢uju alkalnu fosfatazu, osteokalcin,

osteopontin i kostani sialoprotein.

Napomena: CD34 i CDI33 su biljezi maticnih stanica;, S100 je intracelularni protein koji veze kalcij.
Modificirano prema: Schoen FJ. Evolving concepts of cardiac valve dynamics: the continuum of development,
functional structure, pathobiology, and tissue engineering. Circulation. 2008;118(18):1864-80.(65)

Osim promjena unutar samih VIC stanica, vaZznu ulogu ima i medustani¢na komunikacija s

endotelom zaliska, gdje VEC stanice mogu prolaziti kroz endotelno-mezenhimalnu tranziciju

(EndMT) te time doprinijeti povecanju broja aktivnih stanica unutar valvularnog tkiva (Slika
8) (72, 74).

Ti procesi povezani su s aktivacijom vise signalnih mreza, medu kojima su TGF-B/SMAD,

BMP, Wnt/B-katenin, i Notch

signalni putovi, koji zajedno reguliraju diferencijaciju,

remodeliranje ECM-a i razvoj kalcifikacijskih zarista (16, 69, 74).

Neke od uloga VEC 1 VIC stanica u zdravom 1 patoloski promijenjenom aortalnom zalistku

uslijed kalcifikacije prikazane su na Slici 9 i Slici 10.

17



Zdravi zalistak CAVS

| 11 |

e S - L

- H:'r-l‘": - % ﬂ"ﬁi"“ ﬂh..'ﬂ-‘—h Kalcifikacija
T~ - ~dlP

qwvic aViC oW1
aSMA (-) aSMA (+) aSMA (+/])
Vimentin (+) Vimentin (+) V1 | Osteokalcin 1
Osteopontin 1
{iii Runx2 1
D E gal> -y
hy, A2
slsle) — == ?-"_";}
VEC {iv) aVIC
VE-Cadherin (+) VE-Cadherin (-)
aSMA (-) aSMA (+) ;
EndMT

Slika 8. Fenotipska tranzicija valvularnih stanica tijekom fizioloske homeostaze i kalcificirajuce bolesti
aortalnog zaliska (CAVS). Shema prikazuje razlicite fenotipove valvularnih intersticijskih (VIC) i valvularnih
endotelnih stanica (VEC) te njihove prijelaze u fizioloskim i patoloskim uvjetima. (A) U zdravom zalisku
prevladavaju mirujuce VIC stanice (qQVIC) koje eksprimiraju vimentin, odrzavaju homeostazu izvanstanicnog
matriksa i strukturalni integritet zaliska. (B) Pod utjecajem mehanickog stresa ili upalnih podrazaja, qVIC se
reverzibilno aktiviraju u miofibroblastne aVIC stanice, koje eksprimiraju a-SMA i sudjeluju u reparativhom
remodeliranju. (C) Tijekom kalcificirajuée bolesti (CAVD), dio aVIC diferencira u osteoblastima s/icne stanice
(oVIC) koje eksprimiraju osteogene markere (osteokalcin, osteopontin, Runx2) te poticu nastanak kalcifikata.
(D) Zdrave VEC stanice eksprimiraju VE-kadherin i inhibiraju EndMT proces te aktivaciju VIC stanica, dok (E)
pod utjecajem upalnih i mehanickih ¢imbenika mogu proci endotelno-mezenhimsku tranziciju (EndMT) u eVIC
stanice, koje gube VE-kadherin, stjecu a-SMA i poticu osteogenu diferencijaciju okolnih VIC-eva. Strelice (i)—(v)
prikazuju smjer mogucih prijelaza izmedu fenotipova: (i) reverzibilna tranzicija qVIC <« aVIC; (ii)
diferencijacija aVIC — oVIC; (iii) inhibicijski ucinak zdravih VEC na EndMT; (iv) transformacija VEC —
eVIC; (v) stimulacija osteogene diferencijacije djelovanjem eVIC. Kratice: AVS — aortalha stenoza; CAVS —
kalcificiraju¢a aortalna stenoza; VIC — valvularne intersticijske stanice; qVIC — mirujuée VIC; aVIC —
aktivirane VIC; oVIC — osteoblast-slicne VIC; VEC - valvularne endotelne stanice; eVIC — endotelno-
porijeklom VIC; a-SMA — alfa-aktin glatkih misi¢a; VE-kadherin — vaskularni endotelni kadherin; Runx2 — runt-
srodni transkripcijski faktor 2; EndMT — endotelno-mezenhimalna tranzicija.Modificirano prema:Hjortnaes J,
Shapero K, Goettsch C, Hutcheson JD, Keegan J, Kluin J, i sur. Valvular interstitial cells suppress calcification
of valvular endothelial cells. Atherosclerosis. 2015;242(1):251-60. (72)
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Slika 9. Uloga valvularnih endotelnih (VEC) i intersticijskih (VIC) stanica u odriavanju strukture i
homeostaze zdravog aortalnog zaliska. Shema prikazuje medudjelovanje VEC i VIC stanica unutar histoloskih
slojeva aortalnog listica (fibroze, spongioze i ventrikularisa) te mehanicke i biokemijske sile koje odrzavaju
valvularnu homeostazu. Povrsine listica izloZene su razlicitim oblicima smicnih sila — laminarnom stresu s
ventrikularne strane i oscilacijskom stresu s aortalne strane — koji utjecu na orijentaciju, funkciju i metabolizam
VEC stanica. VEC stanice reguliraju hemostazu, propusnost endotela, metabolizam lipida te parakrinu
signalizaciju prema dublje smjestenim VIC stanicama putem citokina i dusikovog oksida (NO). NO ima kljucnu
ulogu u inhibiciji aktivacije VIC stanica, sprjecavanju njihove miofibroblastne transformacije i kalcifikacije,
osobito na ventrikularnoj strani zaliska, gdje je njegova ekspresija visa. Unutar matriksa, VIC stanice odrzavaju
ravnotezu izmedu sinteze i razgradnje komponenata izvanstanicnog matriksa (ECM), dok rezidentne stanice
podrijetlom iz koStane srzi i miofibroblastne VIC stanice sudjeluju u popravku tkiva nakon ostecenja. Inhibitori
BMP signalnog puta i C-tip natriuretski peptid (CNP) dodatno doprinose zastiti ventrikularne strane zaliska od
fibroticnih i kalcifikacijskih promjena. Ova kompleksna mreza mehanickih sila, biokemijskih medijatora i
stanicnih interakcija odrzava strukturni integritet i funkcionalnu elasticnost aortalnog zaliska u fizioloskim
uvjetima. Modificirano prema: Driscoll K, Cruz AD, Butcher JT. Inflammatory and Biomechanical Drivers of
Endothelial-Interstitial Interactions in Calcific Aortic Valve Disease. Circ Res. 2021;128(9):1344-70. (69)
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Slika 10. Patoloski mehanizmi i stani¢ne interakcije u razvoju kalcificirane aortalne stenoze (CAVS). Shema
prikazuje kljucne mehanicke, upalne i stanicne procese ukljucene u nastanak i progresiju kalcifikacije aortalnog
zaliska. Na povrsini zaliska, izloZenoj oscilacijskim smicnim silama, dolazi do povecanog naprezanja, aktivacije
adhezijskih molekula i disfunkcije endotela (VEC), $to rezultira nakupljanjem lipida i stvaranjem reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS). Ostecene VEC stanice oslobadaju citokine te omogucuju infiltraciju leukocita i M1
makrofaga, koji poticu lokalnu upalu i stvaranje pjenastih stanica. Posljedicno se aktiviraju valvularne
intersticijske stanice (VIC), koje pod utjecajem signalnih puteva TGF-8, BMP i NFkB te transkripcijskih
¢imbenika Runx2 i SOX9 prelaze u miofibroblastni (aVIC) i osteoblastni (obVIC) fenotip. Ove stanice poticu
sintezu kolagena, mineralizaciju matriksa i formiranje kalcifikacijskih Zarista, Sto dovodi do zadebljanja i
ukocenosti listica. U sredistu lezije nalaze se apoptotske i nekroticne VIC stanice te vezikule s hijaluronatom
(HA) koje djeluju kao mjesta nukleacije. Smanjena ekspresija inhibitora BMP puta i SMAD6 te smanjena
proizvodnja dusikovog oksida (NO) narusavaju zastitne mehanizme i ubrzavaju degeneraciju. Ventrikularna
strana, izlozena laminarnom smicnom stresu i pojacanom mlazu krvi, zadrzava visu razinu NO signalizacije i
anti-kalcifikacijskih medijatora, Sto objasnjava njezinu veéu otpornost na oSte¢enje. Kratice: VEC — valvularne
endotelne stanice (valvular endothelial cells); VIC — valvularne intersticijske stanice (valvular interstitial cells);
aVIC — aktivirane miofibroblastne VIC stanice (activated myofibroblast VICs); obVIC — osteoblastima slicne
VIC stanice (osteoblastic VICs); NO — dusikov oksid (nitric oxide); ROS — reaktivne kisikove vrste (reactive
oxygen species); TGF-S — transformirajuci cimbenik rasta beta (transforming growth factor beta); BMP — kostni
morfogenetski protein (bone morphogenetic protein); NFxB — nuklearni cimbenik kapa B (nuclear factor kappa
B); SOX9 — transkripcijski faktor SOX9 (SRY-box 9); Runx2 — runt-srodni transkripcijski faktor 2 (runt-related
transcription factor 2); TNF-o — tumorski nekroticni cimbenik alfa (tumor necrosis factor alpha); EMT —
epitelno-mezenhimalna tranzicija (epithelial-to-mesenchymal transition); HA — hijaluronska kiselina (hyaluronic
acid); SMADG — signalni posrednik SMADG6 (SMAD family member 6); CAVD — kalcificirana aortna valvularna
bolest (calcific aortic valve disease). Modificirano prema:Driscoll K, Cruz AD, Butcher JT. Inflammatory and
Biomechanical Drivers of Endothelial-Interstitial Interactions in Calcific Aortic Valve Disease. Circ Res.
2021;128(9):1344-70. (69)
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2.3. Bolesti aortalnog zaliska

Bolesti aortalnog zaliska predstavljaju heterogenu skupinu steCenih 1 kongenitalnih
poremecaja koji narusavaju normalnu funkciju otvaranja i zatvaranja zaliska, uzrokujuci
hemodinamske promjene i1 opterecenje lijeve klijetke. Klinicki se manifestiraju kao aortalna
stenoza (AS), aortalna regurgitacija (AR) ili njihova kombinacija, dok u podlozi mogu biti

degenerativni, upalni, reumatski, infektivni ili kongenitalni procesi.

Najces¢i mehanizmi koji stoje u pozadini bolesti sréanih zalistaka ukljucujuéi i aortalni

zalistak srca i primjeri navedenih oboljenja prikazani su na Slicici 11, 12, 13 i 14.

Kongenitalne abnormalnosti zalistaka
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se formiraju blizu izlazne (engl. outflow)
| strane zaliska

Kalcifikacija pojedinaénih VIC stanica i
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Zdrav, funkcionalan endotel (VEC), intersticijske
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obliovanje ECM-a.

Progresivno preoblikovanje

kolagena i gubitak VIC stanica. SR
&vorice.
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obnavljanju matriksa.

g N
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nakupljanje viska glikozaminoglikana iduciraiie pmmj-:-ne aliski slojevita arhitektura i neovaskularizacija
L(GAG)._ B J
Nedovoljno remodeliranje ECM-a; Nakupljanje fibroznog tkiva bez elastina; dublje e ;
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stanica i akumulacija izvanstani¢nog matriksa
(ECM)

| Strukturne/funkcionalne promjene

Mehanizmi

Slika 11. Strukturne i mehanisti¢ke promjene kod kongenitalnih, degenerativnih i steenih bolesti sréanih
zalistaka. Shema prikazuje osnovne strukturne i funkcionalne promjene te patofizioloske mehanizme u razlicitim
oblicima bolesti sréanih zalistaka u usporedbi s normalnim (homeostatskim) zaliskom. U zdravom zalisku
valvularne endotelne (VEC) i intersticijske stanice (VIC) odrzavaju tromborezistenciju, elasticnost i stabilnost
izvanstanicnog matriksa (ECM). Kod kongenitalnih abnormalnosti, defektno formiranje kuspisa i komisura
uzrokuje biomehanicku nestabilnost, dok kod kalcificiranog aortalnog zaliska dolazi do odlaganja kalcija u
pojedinacne VIC stanice i stvaranja mikroskopskih kalcifikacijskih ¢vorova. Reumatske promjene obiljezene su
transmuralnom fibrozom, disrupcijom slojevite arhitekture i upalnim oziljkavanjem, dok miksomatozne promjene
ukljucuju slabljenje i rastezanje listica s nakupljanjem glikozaminoglikana (GAG) i poremecenim
remodeliranjem ECM-a. Kod starenja zaliska dominiraju ukocenje i gubitak VIC stanica, a karcinoidom ili
lijekovima inducirane lezije uzrokuju nakupljanje fibroznog tkiva i proliferaciju VIC stanica bez ostecenja
dubljih slojeva. Zajedno, ovi procesi odrazavaju raznolike patoloske puteve koji vode od homeostatskog zaliska
prema degenerativnim, upalnim i fibroticnim promjenama koje kompromitiraju njegovu funkciju.Modificirano
prema: Schoen FJ. Mechanisms of function and disease of natural and replacement heart valves. Annu Rev
Pathol. 2012;7:161-83.(64)
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Slika 12. Makroskopski izgled nebakterijskog trombotickog endokarditisa (NBTE) pronadenog na obdukciji
58-godisnjeg muskarca (lijevo) i infektivnog endokarditisa mitralnog zaliska uklonjenog kirurskim zahvatom
kod 63-godisnjeg muskarca (desno). (A) Tromboticne mase lokalizirane su fokalno na sva tri listica aortalnog
zaliska, na strani izloZene protoku krvi (sredisnji listi¢ djelomicno je uklonjen radi histoloske analize). (B)
Uvecani prikaz tromba na nekoronarnom listi¢u (L — listi¢). (C) PovrSina zaliska suprotna od protoka krvi (ne-
flow strana). (D) Povrsina izloZena protoku krvi (flow strana). Strelice oznacavaju tromboticne naslage s
adheriranim infektivaim materijalom na povr$ini zaliska. Modificirano prema:Leask RL, Jain N, Butany J.
Endothelium and valvular diseases of the heart. Microsc Res Tech. 2003;60(2):129-37. (62)

Slika 13. Makroskopski izgled reumatskog aortalnog zaliska uklonjenog kirurskim zahvatom kod 71-
godisnjeg muskarca. (4) Povrsina zaliska suprotna od protoka krvi (ne-flow strana). (B) Povrsina izlozena
protoku krvi (flow strana). (C) Uvecani prikaz ne-flow povrsine. (D) Uvecani prikaz flow povrsine. Strelica
oznacava kalcificiranu leziju, a vrh strelice tromboticne naslage. Modificirano prema:Leask RL, Jain N, Butany
J. Endothelium and valvular diseases of the heart. Microsc Res Tech. 2003;60(2):129-37. (62)

S

Slika 14. Makroskopski izgled labavog (miksomatozno promijenjenog) trikuspidalnog zaliska 62-godisnjeg
muskarca (lijevo) i triju listica senilnog aortalnog zaliska uklonjenog kirurskim zahvatom.. Zamjena sloja
fibroze miksomatoznim tkivom uzrokuje uvecanje i ,,ispupcenje” (billowing, hooding) listica zaliska (oznaceno
strelicama).A) Povrsina listi¢a zaliska s ventrikularne (protoku krvi izloZene) strane. (B) PovrSina s aortalne
(ne-flow) strane. Na obje povrsine vidljiva su nodularna kalcificirana zadebljanja (strelice) te nakupljanje lipida
unutar tkiva.Modificirano prema:Leask RL, Jain N, Butany J. Endothelium and valvular diseases of the heart.
Microsc Res Tech. 2003;60(2):129-37. (62)
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2.3.2. Aortalna stenoza

Aortalna stenoza (AVS; engl. aortic valve stenosis) predstavlja najeséu steCenu bolest
sr¢anih zalistaka u odrasloj populaciji razvijenih zemalja te vodec¢i uzrok kirurske (SAVR,
engl. surgical aortic valve replacement) i transkateterske zamjene aortalnog zaliska

(TAVR/TAVI, engl. transcatheter aortic valve replacement/implantation) (75, 76).

Ucestalost bolesti znacajno raste s dobi — blazi oblici aortalne stenoze prisutni su u priblizno
2—4 % osoba starijih od 65 godina, dok se teski oblici javljaju u 3-5 % populacije starije od
75 godina (5, 10, 24, 77).

Zbog produljenja zivotnog vijeka i starenja populacije, aortalna stenoza sve vise pridonosi
globalnom optere¢enju kardiovaskularnih bolesti, ¢ime poprima obiljezja vaznog

javnozdravstvenog problema (4, 5).

Bolest se razvija kao kroni¢ni, progresivni fibro-kalcifikacijski proces, koji dovodi do
postupnog suZenja aortnog usca, povecanja transvalvularnog gradijenta i hemodinamskog

preopterecenja lijeve klijetke.

Za razliku od ranijih shvacanja prema kojima je rije¢ o pasivnom ““istroSivanju” tkiva (engl.
wear and tear), danas se zna da patogenezu obiljezava aktivno reguliran, multifaktorijalni

proces u kojem sudjeluju:

e hemodinamske sile i mehanicki stres,

o disfunkcija valvularninh endotelnih stanica i njihova endotelno-mezenhimska
transformacija ,

 upalni i oksidativni mehanizmi,

« nakupljanje lipoproteina, osobito LDL i lipoproteina(a) [Lp(a)],

o remodeliranje izvanstani¢nog matriksa ,

o te osteogena aktivacija valvularnih intersticijskih stanica (4, 15, 22, 78).
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Patoloske promjene dominantno zahvacaju hemodinamski optere¢enu (fibroticnu) stranu
listica, gdje dolazi do progresivne kalcifikacije, gubitka elasti¢nosti i smanjene pokretljivosti
zaliska, §to u konacnici dovodi do mehanicke rigidnosti 1 znacajnog funkcionalnog suzenja

aortnog usca.

U ranoj fazi bolesti pojavljuje se aortalna skleroza (AVSc; engl. aortic valve sclerosis), koju
obiljezavaju zadebljanje i pocCetne degenerativne promjene listi¢a aortalnog zaliska, pri cemu
jos$ nema znacajnijeg hemodinamskog suzenja ni povecanja gradijenata (3, 11, 15, 22, 24, 79,

80).

Kako proces napreduje, dolazi do postupnog razvoja aortalne stenoze, uz izrazeniju
kalcifikaciju, smanjenu pokretljivost listi¢a i progresivno poveéanje opstrukcije na izlazu iz

lijeve Kklijetke (3, 11, 15, 22, 24, 79, 80).

Kao kompenzatorni odgovor na kroni¢no tlacno optere¢enje, u miokardu se razvija
koncentricna hipertrofija lijeve klijetke, koja u kasnijim fazama prelazi u sistolicku i
dijastolicku disfunkciju, s posljediénim zatajenjem srca (HF; engl. heart failure) i smanjenjem

ejekcijske frakcije.

Pojavnost aortalne skleroze usko je povezana s klasiénim ¢imbenicima kardiovaskularnog
rizika, medu kojima se isticu starija dob, muski spol, povecan indeks tjelesne mase, arterijska
hipertenzija, dislipidemija — osobito povisene vrijednosti LDL i lipoproteina(a) — te pusenje

1 nizi tjelesni rast.
Brojna prospektivna istrazivanja i meta-analize potvrdila su da AVSc djeluje kao neovisan i

progresivan marker kardiovaskularnog rizika, povezan s veCom ucestalo§¢u koronarne bolesti,

infarkta miokarda te pove¢anom kardiovaskularnom i ukupnom smrtnoséu (21, 81-85).
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2.3.3. Etiologija aortalne stenoze

U suvremenoj klinickoj praksi najveci udio slucajeva aortalne stenoze ¢ini degenerativna
(senilna) kalcificiraju¢a aortalna stenoza (CAVS), koja nastaje kao posljedica postupnog
fibro-kalcifikacijskog remodeliranja listica i gubitka njihove elasti¢nosti u starijoj zZivotnoj
dobi. Rijec je o aktivnom, bioloski reguliranom procesu, koji dijelom odrazava i kumulativni
u¢inak mehanickog stresa, oksidativnog oStec¢enja i metabolickih poremecaja povezanih sa

starenjem (3, 7, 11, 13, 15, 22, 24, 78, 80, 82, 86, 87).

Drugi po ucestalosti uzrok jest kalcifikacija kongenitalno deformiranih zalistaka, osobito
bikuspidalnog aortalnog zaliska (BAV; engl. bicuspid aortic valve) (6, 24, 79, 88-91). BAV je
naj¢esca prirodena sréana anomalija, prisutna u oko 0,5-2 % populacije, a zbog abnormalnog
protoka krvi i povezane valvularno-aortopatijske predispozicije uzrokuje raniji nastanak
fibroze, upale i kalcifikacije u odnosu na osobe s trikuspidalnim zaliscima (6, 24, 79, 88-91).
Kao posljedica toga, bikuspidalna aortalna stenoza (BAVS; engl. bicuspid aortic valve
stenosis) Cesto se klinicki manifestira dvadesetak godina ranije od degenerativne CAVS (6,
24,79, 88-94).

Povijesno, reumatski valvulitis bio je dominantan uzrok aortalne stenoze, obiljeZen spajanjem

komisura, zadebljanjem listi¢a i sekundarnom kalcifikacijom.

Iako se u razvijenim zemljama takvi slucajevi danas javljaju rijetko, u zemljama s nizim
prihodima i ograni¢enim pristupom zdravstvenoj skrbi reumatska etiologija i dalje predstavlja

znacajan javnozdravstveni problem (2, 5, 6).

Bez obzira na uzrok, sve tri glavne etioloSke skupine — degenerativna (CAVS), bikuspidalna
(BAVS) i postreumatska bolest — konvergiraju prema zajedni¢kim patobioloSkim
mehanizmima: endotelnoj disfunkciji, upalnoj aktivaciji, nakupljanju lipida i osteogenoj

diferencijaciji valvularnih intersticijskih stanica.

Krajnji rezultat tih procesa jest nakupljanje kalcifikata, zadebljanje i ukoCenost listi¢a te

smanjena pokretljivost zaliska, §to dovodi do klini¢ki znac¢ajne hemodinamske opstrukcije.
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Rjedi oblici aortalne stenoze (<1 %) uzrokovani su rijetkim kongenitalnim malformacijama
grade zaliska, ukljucujuci unikuspidalni (=0,02 % odrasle populacije) 1 kvadrikuspidalni
zalistak (0,008-0,033 % opce populacije) (Slika 15) (95-99).

Zakljucno, degenerativna CAVS najcesce se javlja u starijoj populaciji i povezana je s
metaboli¢kim i aterosklerotskim ¢imbenicima rizika, dok je bikuspidalna stenoza (BAVS)
tipiéno prisutna u mladih bolesnika, kod kojih anatomska deformacija i promijenjena

hemodinamika ubrzavaju tijek bolesti (100).

Reumatski i kongenitalni oblici, iako rjedi u razvijenom svijetu, i dalje imaju vazan udio u

globalnom optere¢enju valvularnim bolestima te zahtijevaju diferenciran klini¢ki pristup.

Slika 15. Etioloski oblici aortalne stenoze (AVS). (A) Prikaz normalnog trikuspidalnog aortalnog zaliska s
oc¢uvanom arhitekturom listica i pravilnom koaptacijom. (B) Degenerativno promijenjen trikuspidalni zalistak s
izrazenim kalcifikacijskim naslagama karakteristicnim za kalcificirajuéu aortalnu stenozu (CAVS; engl. calcific
aortic valve stenosis). (C) Kongenitalni bikuspidalni zalistak (BAV) s fuzijom komisura i nepravilnim odnosom
listica. (D) Uznapredovali oblik kalcificirane bikuspidalne aortalne stenoze (BAVS; engl. bicuspid aortic valve
stenosis) s masivnim Kkalcifikacijama duz linije spajanja listica. (E) Kalcifikacija unikuspidalnog aortalnog
zaliska, rijetke kongenitalne anomalije koja moZe imitirati bikuspidalni morfotip na slikovnim prikazima.
Prilagodeno prema izvorima: Aggarwal A, Ferrari G, Joyce E, Daniels MJ, Sainger R, Gorman JH 3rd, i sur.
Architectural trends in the human normal and bicuspid aortic valve leaflet and its relevance to valve disease.
Ann Biomed Eng. 2014;42(5):986-98 (87); Saito Y, Takaoka H, Funabashi N, Ozawa K, Tamura Y, Saito M, i
sur. A case of very severe aortic stenosis due to unicuspid aortic valve mimicking bicuspid aortic valve with
calcification on cardiac computed tomography. Int J Cardiol. 2016;215:516-8 (98); Konstantinov IE, Moscoso
B, Ishigami S, Zubritskiy A, Marliau R. Aortic valve repair in a low-birth-weight neonate with poor ventricular
function: staged tricuspidization of the unicuspid valve. Multimed Man Cardiothorac Surg. 2023;2023 (99)
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2.3.4. Kalcificirajuca stenoza aortalnih zalistaka

Kalcificirajuc¢a stenoza aortalnog zaliska (CAVS) predstavlja kroni¢nu, progresivnu i bioloski
aktivnu bolest koja dovodi do odlaganja kalcijevih soli, fibroze i zadebljanja valvularnih
listica, ¢ime se postupno ograni¢ava njihova pokretljivost 1 stvara mehanicka opstrukcija

izlaznog trakta lijeve klijetke (3, 7, 11, 13, 15, 22, 24, 78, 80, 82, 86).

Iako se neko¢ smatrala pasivnom degenerativnom posljedicom starenja tkiva, danas je jasno
da se radi o aktivno reguliranom patoloskom procesu, u kojem klju¢nu ulogu imaju upalni,
oksidativni i mezenhimalni mehanizmi, kao 1 osteogena diferencijacija valvularnih
intersticijskih stanica. Ti su procesi u velikoj mjeri analogni aterosklerotskom remodeliranju
krvnih zila, sli¢nog upalno-lipidnog karaktera (3, 7, 11, 13, 15, 22, 24, 78, 80, 82, 86).

S progresijom bolesti dolazi do postupnog nakupljanja kalcija i fibrozne zadebljanosti listica,
§to uzrokuje teSkoCe u otvaranju zaliska, povecava transvalvularni gradijent i rezultira
znacajnim hemodinamskim poremecajima. U zavr$nim stadijima razvija se teSka kalcificirana
aortalna stenoza, koja danas predstavlja naj¢es¢u valvularnu bolest u starijoj populaciji (3, 7,
11, 13, 15, 22, 24, 78, 80, 82, 86).

2.3.4.1. Proaterogeni ¢imbenici rizika

Kao Sto je ve¢ istaknuto, napredovanje aortalne skleroze (AVSc) 1 aortalne stenoze (AVS) u
velikoj je mjeri povezano s prisutnoS¢u aterogenih ¢imbenika rizika. Najznacajniji medu
njima ukljuéuju stariju zivotnu dob, muski spol, nizi rast, arterijsku hipertenziju, povisene
razine lipoproteina(a) i lipoproteina niske gusto¢e (LDL, low-density lipoprotein), poviseni
kolesterol te pusenje (82, 83, 101).

Uz navedene, u razvoj AVS-a mogu biti ukljuceni i drugi metaboli¢ki i sustavni poremecaji,
poput SeCerne bolesti, pretilosti (visok indeks tjelesne mase — BMI, body mass index),
koronarne ateroskleroze (CAD, coronary artery disease), metabolickog sindroma i

hiperuricemije.
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Dodatni ¢imbenici rizika ukljucuju poveéani omjer apoB/apoA-I, kroni¢nu bubreznu
insuficijenciju, sekundarnu hiperparatireozu, Pagetovu bolest, poremecaje remodeliranja
kostiju 1 smanjenu mineralnu gusto¢u, kao 1 neravnotezu kalcija i fosfata te promjene

koncentracije serumskog kreatinina (9, 82, 83, 102-122).

Ukupni rizik za razvoj i napredovanje AVS-a rezultat je kompleksne interakcije izmedu

genetske predispozicije, upalnih i hemodinamskih podrazaja te prisutnih komorbiditeta (82).

2.3.4.2. Genetska predispozicija za razvoj CAVS-a

Sve veci broj istrazivanja potvrduje da genetski ¢imbenici imaju vaznu ulogu u razvoju
kalcificirajue stenoze aortalnih zalistaka. U pacijenata s AVS-om opisani su brojni
polimorfizmi i mutacije koji mogu utjecati na regulaciju upale, metabolizam lipida,

mineralizaciju i proliferaciju stanica.
Medu njima se isticu:

e polimorfizmi VDR gena za receptor vitamina D (Bsml B/b),

e promjene u promotorskoj regiji gena za interleukin 10 (1L10) (-1082, -819, -592),

e polimorfizam u promotorskoj regiji gena CTGF/CCN2 (faktor rasta vezivnog tkiva,
connective tissue growth factor / cellular communication network factor 2),

e Pvull polimorfizam gena ERa/ESRI1 (estrogenski receptor alfa),

e Aocl polimorfizam u genu TGFB1 (transformirajuci ¢imbenik rasta beta 1),

o Xbal polimorfizam u genu APOB (apolipoprotein B),

e polimorfizmi gena APOAI i APOE (posebno varijante apoE2 i apoE4),

« prevalencija AA genotipa u genu za paratiroidni hormon (PTH),

e mutacije u genu NOTCH1 (R1108X, H1505del, p.T596M, p.P1797H),

e 32-bp delecija u genu CCR5 (C-C motif chemokine receptor 5),

e 151205 C>T polimorfizam u genu CRP (C-reactive protein),

o te smanjena ekspresija regulatornih gena stani¢nog ciklusa p21WAF1/CIP1 i 14-3-3¢
(110, 123-146).

Od navedenih promjena, najdosljednije su potvrdene asocijacije izmedu AVS-a |
polimorfizama u genima apoB (Xbal, rs1042031, rs6725189), ACE (rs4340), IL10
(rs1800896, rs1800872) te LPA (rs10455872) — za koje postoji snazna razina dokaza.
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Umjerena povezanost s boleS¢u utvrdena je za Pvull polimorfizam ERo/ESR1 gena,
rs1042636 polimorfizam CaSR gena, nekoliko polimorfizama unutar IL10 gena (rs3024491,
rs3021094, rs1554286, rs3024498), rs662 polimorfizam PON1 gena, rs2276288 u genu
MYOT7A, rs5194 u genu AGTR1, rs2071307 u genu ELN, te rs17659543 i rs13415097 unutar
IL1F9 gena (128).

Suprotno tome, za rs1544410 polimorfizam u genu VDR, E2/E4 alele APOE gena, rs6254
polimorfizam PTH gena i rs1800871 polimorfizam IL10 gena, dosadasnji su dokazi

ograniceni i zahtijevaju dodatne potvrde u ve¢im, populacijski razli¢itim kohortama (128).

Ovi nalazi upucuju na to da genetska predispozicija — 0sobito ona povezana s metabolizmom
lipida, upalnim odgovorom i signalnim putevima TGF-B/NOTCH - ima vaznu ulogu u

osjetljivosti pojedinaca na razvoj i napredovanje kalcificirajuée bolesti aortnog zaliska.

2.3.4.3. Epidemiologija CAVS-a

Prema opseznoj analizi Yi i suradnika (2021.), koja je obuhvatila razdoblje od 1990. do 2019.
godine u 204 zemlje, broj osoba oboljelih i umrlih od kalcificirajuce bolesti aortnog zaliska
(CAVD) pokazao je znacajan porast tijekom posljednja tri desetljeca (Slika 16) (7). Taj porast

uglavnom odrazava starenje stanovnistva i produljenje Zivotnog vijeka .

lako su dobno standardizirane stope incidencije i smrtnosti ostale relativno stabilne, apsolutno
opterecenje boleS¢u znatno je poraslo, osobito u zemljama s visokim dohotkom.
Podaci iz 2019. godine pokazali su da je Slovenija imala najvise stope incidencije (62,2/100
000) 1 prevalencije (1 080/100 000) u svijetu, dok je Cipar prednjacio po stopi smrtnosti
(8,2/100 000) (7).
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Slika 16. Dobno standardizirana stopa incidencije kalcificirajuée stenoze aortalnih zalistaka u 204 zemlje i
teritorija tijekom 2019. godine. Kratice: ASIR — dobno standardizirana stopa incidencije (engl. age-
standardized incidence rate). Preuzeto iz: Yi B, Zeng W, Lv L, Hua P. Changing epidemiology of calcific aortic
valve disease: 30-year trends of incidence, prevalence, and deaths across 204 countries and territories. Aging
(Albany NY). 2021;13(9):12710-12732. doi:10.18632/aging.202942. (7)

Najveci apsolutni broj smrtnih ishoda povezanih s CAVS-om zabiljeZen je u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (~25 000 godisnje), zatim u Njemackoj i Japanu (~13 000), Francuskoj
(~8 000) i Indiji (~7 000), cine¢i zajedno vise od polovice globalnog mortaliteta od ove
bolesti (7).

Posebno visok godisnji porast smrtnosti (>1 %) zabiljeZen je u srednjo- i istocnoeuropskim
zemljama, medu kojima prednja¢e Poljska (6,9 %), Estonija (6,0 %), Gruzija (5,9 %), Ceska
(5,8 %) i Slovacka (5,5 %) (7).

Analiza prema socio-demografskom indeksu (SDI) pokazala je da su zemlje s visokim SDI-

jem imale viSe od cetiri puta vecu dobno standardiziranu stopu smrtnosti od zemalja s niskim

SDI-jem, §to jasno povezuje CAVD s produljenjem zivotnog vijeka i starenjem populacije.
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U Kini je mortalitet od CAVD-a najizrazeniji u dobnim skupinama iznad 70 godina, dok je u
mladim dobnim skupinama zabiljezen pad smrtnosti od oko 15 % u usporedbi s 1990.
godinom. Sveukupno, rezultati ukazuju na to da je CAVD postao znacajan globalni uzrok
kardiovaskularne smrtnosti, osobito u zemljama s viSim dohotkom i duljim ocekivanim

zivotnim vijekom (7).

2.3.4.4. Epidemioloski pokazatelji u Hrvatskoj

Prema istom izvoru, Hrvatska spada medu europske zemlje sa srednje visokim opterecenjem

kalcificirajuce bolesti aortnog zaliska (CAVD).

Procijenjena dobno standardizirana stopa incidencije u 2019. godini iznosila je oko 35/100
000 stanovnika, dok je prevalencija bila priblizno 550/100 000, §to je iznad svjetskog

prosjeka, ali nize od vrijednosti u zapadnoeuropskim zemljama poput Slovenije i Njemacke

).

Stopa smrtnosti procijenjena je na oko 3,8/100 000 stanovnika, uz blagi porast u odnosu na
1990. godinu, §to se prvenstveno pripisuje starenju populacije i produljenju zZivotnog vijeka

).

U posljednja tri desetljeca zabiljezen je znacajan porast apsolutnog broja oboljelih 1 umrlih
osoba, dok su dobno standardizirane stope ostale relativno nepromijenjene, sto odrazava S$iri
europski obrazac — rast ukupnog tereta bolesti uz stabilne relativne pokazatelje.
Ti podaci naglasavaju potrebu za sustavnim preventivnim kardiovaskularnim nadzorom i

ranim otkrivanjem bolesti u starijoj populaciji (7).

2.3.4.5. Klini¢ka prezentacija i prognoza CAVS-a

Pojava simptoma predstavlja kljuéni prijelazni trenutak u tijeku bolesti, jer oznaCava kraj

kompenzacijskog razdoblja i zahtijeva pravovremenu dijagnosticku 1 terapijsku intervenciju.
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Nakon dugog asimpomatskog stadija, progresivno povecanje opstrukcije izlaznog trakta lijeve
klijetke dovodi do pojave tipi¢nih simptoma teske CAVS: pektoralne angine, sinkope i

kongestivnog zatajenja srca (HF; engl. heart failure) (Slika 17) (147).

Prognoza se nakon pojave simptoma naglo pogorSava — bez kirurske intervencije polovica
bolesnika sa zatajenjem srca umire unutar dvije godine, bolesnici sa sinkopom unutar tri

godine, a oni s anginom unutar pet godina od pojave simptoma (24, 148).

- Sa srcem povezan morbiditet zbog
aortalne stenoze

—> Prognosticki pokazatelji
tijekom CetverogodiSnjeg pracenja:
Ukupna smrtnost ili hospitalizacija
zbog zatajenja srca — 48 %
Ukupna smrtnost — 36 %

Zamjena aortalnog zaliska — 24 %

Zatajenje srca —27 %

Usce aortalnog zaliska postupno se suzava

¥

Razvija se izrazen gradijent tlaka

— Cimbenici povezani s losijom
prognozom:
= TR T = VT Muski spol
Tlak u lijevoj klijetki mora nadmasiti NYHA funkcionalna Klasa III ili

aortalni tlak kako bi savladao otpor
izbacivanja krvi

Lijeva klijetka reagira na poviseni
sistolicki tlak razvojem hipertrofije

+

Povecanje mase sr¢anog misica i napetosti
stijenke uzrokuje porast potrosnje Kisika i
pojavu simptoma

v
Povecanje transaortalne brzine
protoka

— Moguca buduca terapijska
opcija:

Rana transkateterska zamjena
aortalnog zaliska
(TAVR/TAVI)

Slika 17. Hemodinamske i Klini¢ke posljedice aortalne stenoze (AVS).Postupno suzavanje uséa aortalnog
zaliska dovodi do razvoja izrazenog transvalvularnog tlakovnog gradijenta te potrebe da lijeva klijetka generira
visi sistolicki tlak kako bi savladala otpor pri izbacivanju krvi. Kao kompenzatorni odgovor nastaje koncentricna
hipertrofija miokarda, koja u pocetku omogucuje odrzavanje sréanog minutnog volumena, ali uz cijenu
povecane potrosnje kisika i smanjene koronarne rezerve. S napredovanjem bolesti, rastuca napetost stijenke i
zadebljanje miokarda uzrokuju razvoj dijastolicke disfunkcije, pojavu simptoma angine, sinkope i zatajenja srca,
te naposljetku tesku klinicku dekompenzaciju. U prognozi bolesti kljucnu ulogu imaju spol (muski), NYHA
funkcionalna klasa Il1-IV te povecane transaortalne brzine protoka. Tijekom Cetverogodisnjeg pracéenja
zabiljezene su visoke stope nepovoljnih ishoda: ukupna smrtnost ili hospitalizacija zbog zatajenja srca (48 %),
ukupna smrtnost (36 %), potreba za kirurskom ili transkateterskom zamjenom zaliska (24 %), te razvoj srcanog
zatajenja (27 %). Kao perspektivna terapijska mogucnost istice se rana transkateterska zamjena aortalnog
zaliska (TAVR/TAVI), osobito kod starijih bolesnika i onih s visokim operativnim rizikom. Modificirano prema:
Wal P, Rathore S, Aziz N, Singh YK, Gupta A. Aortic stenosis: a review on acquired pathogenesis and ominous
combination with diabetes mellitus. Egypt Heart J. 2023;75(1):26.(61)
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2.3.4.6. Dijagnosticka klasifikacija i hemodinamska procjena aortalne stenoze

Prema najnovijim smjernicama Europskog kardioloSkog drustva (ESC) 1 Europske udruge za
kardiotorakalnu kirurgiju (EACTS) iz 2021. godine te Americkog kardioloskog kolegija
(ACC) i Ameri¢ke udruge za srce (AHA) iz 2020. godine, aortalna stenoza (AVS) se
procjenjuje prema stupnju suzenja usc¢a zaliska i s njim povezanih hemodinamskih parametara

(79, 149-153).

Kljuéni kriteriji koji se pritom koriste su:

e povrsina aortalnog us¢a (AVA, engl. aortic valve area),

« indeksirana povrsina zaliska (AVAI, engl. aortic valve area index),

e maksimalna brzina transvalvularnog protoka (Vmax, engl. peak transvalvular
velocity),

« isrednji transvalvularni gradijent tlaka (MGP, engl. mean gradient pressure).

Na temelju tih parametara, AVS se razvrstava na blagi, umjereni i teski oblik bolesti (Tablica
31i4) (79, 149, 151-154).

Tablica 3. Ehokardiografska klasifikacija aortalne stenoze prema ESC/EACTS i ACC/AHA smjernicama

Hemodinamski parametar Aortalna skleroza Blaga AVS Umjerena Teska AVS
(AVSc) AVS

Brzina protoka (m/s) <25 2,6-2,9 3,0-4,0 >4,0

Srednji gradijent (mmHQ) <20 20-40 > 40 -

Povrsina aortalnog zaliska (AVA, | >1,5 1,5-1,0 <10 =

cm?)

Indeksirana povrsina (AVAi, cm*m?) | >0,85 0,60-0,85 <0,6 -

Omijer brzine LVOT/Vmax > 0,50 0,25-0,50 <0,25 -

Kratice: AVA — povrsina aortalnog uséa; AVAi — indeksirana povrSina aortalnog uséa; AVSc — aortalna
skleroza; AVS — aortalna stenoza. Modificirano prema: Baumgartner H, Hung J, Bermejo J, Chambers JB,
Edvardsen T, Goldstein S, i sur.Recommendations on the Echocardiographic Assessment of Aortic Valve
Stenosis: A Focused Update from the European Association of Cardiovascular Imaging and the American
Society of Echocardiography. J Am Soc Echocardiogr. 2017;30(4):372-92. i Baumgartner HC, Hung JC-C,
Bermejo J, Chambers JB, Edvardsen T, Goldstein S, i sur.Recommendations on the echocardiographic
assessment of aortic valve stenosis: a focused update from the European Association of Cardiovascular Imaging
and the American Society of Echocardiography. Eur Heart J Cardiovasc Imaging. 2017;18(3):254-75.(152,
153)
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Smjernice AHA/ACC dodatno definiraju stupnjeve bolesti (A-D3) prema anatomskoj slici

zaliska, hemodinamskim posljedicama i simptomima (Tablica 4).

Tablica 4. Klini¢ko-funkcionalna klasifikacija AVS prema AHA/ACC (2020)

Stupanj  Opis Morfologija zaliska Hemodinamika Funkcionalne Simptomi
promijene
A Rizik za razvoj AVS-a  Kongenitalni BAV ili  Vmax <2 m/s Nema Nema
AVSc
B Progresivna AVS Blaga—umjerena Blaga: Vmax 2,0-2,9 m/s; Rana  dijastolicka Nema
kalcifikacija uz Umijerena: 3,0-3,9 m/s; disfunkcija, LVEF
djelomi¢no ograniceno AP <40 mmHg normalna
otvaranje
C1 Asimptomatska teska Jaka kalcifikacija s Vmax >4 m/s; AP > 40 Dijastolicka Asimptomatski,
AVS teskim  ograniCenjem mmHg; AVA < 1,0 cm® disfunkcija, blaga preporucuje se test
otvaranja (AVAIi <0,6 cm¥m?) hipertrofija LV opterecenja
C2 Asimptomatska teska  Teska kalcifikacija Kao gore LVEF <50 % Nema
AVS s disfunkcijom
LV
D1 Simptomatska visoko- Teska kalcifikacija, Vmax > 4 m/s; AP > 40 Hipertrofija LV, Dispneja, angina,
gradijentna AVS smanjena pokretljivost ~ mmHg moguca pulmonalna  sinkopa
hipertenzija
D2 Simptomatska Teska kalcifikacija AVA < 1,0 cm? Vmax < Dijastolicka Angina, sinkopa, HF
niskogradijentna  AVS 4 m/s; AP < 40 mmHg; disfunkcija, HF
uz snizenu EF LVEF <50 %
D3 Paradoksalna Teska kalcifikacija AVAI <0,6 cm¥m?; AP <  Restriktivna HF, sinkopa, angina
niskogradijentna AVS 40 mmHg; SVi < 35 dijastoli¢ka funkcija,
uz ocuvanu EF mL/m? LVEF >50 %

Kratice: AVS — aortalna stenoza; AVA — povrsina aortalnog uséa; AVAi — indeksirana povrsina aortalnog uséa;
LV — lijeva klijetka; LVEF — ejekcijska frakcija lijeve klijetke; AP — srednji gradijent tlaka; SVi — indeks udarnog
volumena. Modificirano prema: Otto CM, Nishimura RA, Bonow RO, Carabello BA, Erwin JP, 3rd, Gentile F, i
sur.2020 ACC/AHA Guideline for the Management of Patients With Valvular Heart Disease: A Report of the
American College of Cardiology/American Heart Association Joint Committee on Clinical Practice Guidelines.
J Am Coll Cardiol. 2021;77(4):e25—-e197. (79);Vahanian A, Beyersdorf F, Praz F, Milojevic M, Baldus S,
Bauersachs J, i sur.2021 ESC/EACTS Guidelines for the management of valvular heart disease: Developed by
the Task Force for the management of valvular heart disease of the European Society of Cardiology (ESC) and
the European Association for Cardio-Thoracic Surgery (EACTS). Rev Esp Cardiol (Engl Ed). 2022;75(6):524.
(154); Inanc IH, Cilingiroglu M, lliescu C, V NI, Matar F, Ates I, i sur.Comparison of American and European
Guidelines for the Management of Patients With Valvular Heart Disease. Cardiovasc Revasc Med. 2023;47:76—
85. (151).

2.3.4.7. Hemodinamski podtipovi teSke aortalne stenoze

Procjena tezine AVS-a temelji se na integraciji mjerenja transvalvularnog protoka (SVi),

srednjeg gradijenta tlaka (MPG), maksimalne brzine protoka (Vmax) i povrSine aortalnog

uséa (AVA).

Na osnovi tih pokazatelja razlikuju se Cetiri glavna hemodinamska obrasca bolesti (Tablica 5):
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1. Visokogradijentna AVS — MPG > 40 mmHg, Vmax > 4,0 m/s, AVA < 1,0 cm? (ili <
0,6 cm?/m?).

2. Niskogradijentna AVS s niskim protokom i smanjenom LVEF — MPG < 40 mmHg,
AVA <1,0 cm?, LVEF <50 %, SVi <35 mL/m?.

3. Niskogradijentna AVS s o¢uvanom LVEF (paradoksalna forma) — MPG < 40 mmHg,
AVA <1,0 cm?, LVEF > 50 %, SVi < 35 mL/m2.

4. Normalno proto¢na niskogradijentna AVS — MPG < 40 mmHg, AVA < 1,0 cm?,
LVEF > 50 %, SVi > 35 mL/m? (155, 156).

Tablica 5. Hemodinamski podtipovi teske aortalne stenoze

Podtip AVS MPG Vmax AVA (cm?) LVEF SVi
(mmHg) (m/s) (mL/m?

Visokogradijentna >40 >4,0 < 1,0 (ili < 0,6 bilo >35

cm?m?) koja

Niskogradijentna s niskim protokom i | <40 <40 <1,0 <50% <35

snizenom EF

Niskogradijentna s ocuvanom EF | <40 <4,0 <10 >50% <35

(paradoksalna)

Niskogradijentna s normalnim protokom i | <40 <4,0 <10 >50% >35

oc¢uvanom EF

Kratice: AVS — aortalna stenoza; AVA — povrsina aortalnog uséa; LVEF — ejekcijska frakcija lijeve Klijetke;
MPG - srednji transvalvularni gradijent; SVi — indeks udarnog volumena; Vmax — vrsna brzina
transvalvularnog protoka. Modificirano prema: Vahanian A, Beyersdorf F, Praz F, Milojevic M, Baldus S,
Bauersachs J, i sur. 2021 ESC/EACTS Guidelines for the management of valvular heart disease. Eur Heart J.
2022;43(7):561-632. (79); Vahanian A, Beyersdorf F, Praz F, Milojevic M, Baldus S, Bauersachs J, i sur. 2021
ESC/EACTS Guidelines for the management of valvular heart disease. Eur Heart J. 2022;43(7):561-632.(156)

2.3.4.8. Dijagnostika i klinic¢ko lijecenje kalcificirajuce aortalne stenoze (CAVS)

Ehokardiografija je temeljna dijagnosticka metoda 1 smatra se ,zlatnim standardom* u
procjeni CAVS-a (Tablica 6) (157-160). Ova metoda omogucuje izravno mjerenje povrsine
aortalnog usca, brzine protoka kroz zalistak, gradijenata tlaka te morfoloSku procjenu listi¢a,
ukljucujuéi stupanj fibroze i kalcifikacije (157). Dodatno, ehokardiografijom se moze
procijeniti veli¢ina lijevog ventrikula (LV) 1 lijevog atrija (LA), funkcionalno stanje lijevog 1
desnog srca, kao 1 sistolicka te dijastoli¢ka funkcija ventrikula. Doplerski nacin rada
omogucava precizno odredivanje gradijenta tlaka i izracun efektivne povrSine aortalnog uscéa

(EOA, engl. effective orifice area).
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U slucajevima kada je ultrazvuéni prikaz loSe kvalitete ili su rezultati medusobno
neuskladeni, moze se primijeniti kardijalna magnetska rezonancija (CMR) koja pruza

pouzdane podatke o morfologiji i funkciji srca (160).

Kardijalna kompjutorizirana tomografija (CCT) takoder ima vaznu ulogu, osobito za
kvantifikaciju i prostornu procjenu kalcifikacija, Sto je klinicki koristan pokazatelj tezine i

napredovanja bolesti te pomaze u planiranju zahvata transkateterske implantacije zaliska

(TAVR) (156, 157, 161, 162).

Kod bolesnika s teskim, ali asimptomatskim oblikom CAVS-a, preporucuje se test
optereenja (exercise testing) radi potvrde odsutnosti simptoma, procjene hemodinamskog
odgovora i otkrivanja aritmija, ¢ime se olakSava procjena rizika i donosenje odluke o

intervenciji.

Trenuta¢no ne postoji ucinkovita farmakoloska terapija koja moze zaustaviti napredovanje ili
potaknuti regresiju CAVS-a. Stoga su kirurS§ka zamjena aortalnog zaliska (SAVR) te
transkateterska implantacija aortalnog zaliska (TAVR/TAVI) jedine terapijske opcije koje

dokazano poboljSavaju prezivljenje 1 kvalitetu zivota bolesnika.

Prema najnovijim ESC/EACTS smjernicama, indikacija za intervenciju temelji se na
simptomima, funkciji lijevog ventrikula (LVEF) i rezultatima dodatnih testova (156).
Intervencija je preporucena kod simptomatskih bolesnika te onih s LVEF < 50 %, dok se u
asimptomatskih bolesnika odluka donosi individualno prema rezultatima testa opterecenja i
prognostickim parametrima. Procjenu 1 odabir terapije donosi multidisciplinarni ,,Heart

Team®.

Kod bolesnika mladih od 75 godina 1 niskog kirurSkog rizika prednost ima kirurSka zamjena
zaliska (SAVR), dok se u starijih ili visokorizi¢nih bolesnika preferira TAVR pristup. U
bolesnika srednjeg rizika odluka se temelji na individualnim anatomskim i klini¢kim

karakteristikama.

Obje metode nose odredene rizike, poput infektivnog endokarditisa, tromboze proteze i
ogranicenog vijeka trajanja bioloSkih zalisaka, zbog cega se kod dijela bolesnika javlja

potreba za ponovnim zahvatom.
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Unato¢ ranijim ocekivanjima da bi statini mogli usporiti napredovanje bolesti zbog ucinka na

smanjenje

lipoproteina,

kombiniranim visokodoznim reZzimima (163-166).

randomizirane studije nisu pokazale terapijsku korist ni u

Tablica 6. Dijagnosticke metode i terapijske mogucnosti u lije¢enju kalcificirajuée aortalne stenoze

Metoda / Terapija

Sto prikazuje / omogucuje

Uloga u CAVS-u

Ehokardiografija
(transtorakalna /
transezofagealna)

Doplerska
ehokardiografija
Kardijalna magnetska
rezonancija (CMR)

Kardijalna
kompjutorizirana
tomografija (CCT)
Test optereéenja

Farmakoloska terapija
(npr. statini)

Kirurska zamjena zaliska
(SAVR)

Transkateterska
implantacija zaliska
(TAVR)

Povrsina aortalnog zaliska (AVA), EOA,
gradijent tlaka, brzina protoka (Vmax),
morfologija i stupanj fibroze/kalcifikacije,
funkcija LV i RA

Odredivanje gradijenta tlaka i EOA

Detaljna procjena strukture i funkcije srca
Kvantifikacija kalcifikacija i analiza anatomije
korijena aorte

Tolerancija na fizicki napor, arterijski tlak i
aritmije

Smanjenje LDL i lipoproteina
Ugradnja mehanicke ili bioloske proteze

Implantacija bioloske proteze putem katetera

Temeljna metoda dijagnoze i
pracenja CAVS-a

Detaljna hemodinamska
procjena aortalne stenoze
Korisna kod nejasnih ili
nepouzdanih ehokardiografskih
nalaza

Prediktor napredovanja bolesti i
planiranja TAVR zahvata

Procjena rizika i potvrda
asimptomatskog statusa kod
teske stenoze

Klini¢ka istrazivanja nisu
dokazala terapijski u¢inak
Standardni kirurski pristup za
teski CAVS

Manje invazivna metoda;
dokazano ucinkovita kod
visokorizi¢nih i starijih
bolesnika

Kratice: SAVR — kirurska zamjena aortalnog zaliska (surgical aortic valve replacement); CAVS — kalcificirajucéa
aortalna stenoza (calcific aortic valve stenosis); CMR — magnetska rezonancija srca (cardiac magnetic
resonance); CCT — kompjutorizirana tomografija srca (cardiac computed tomography); EOA — efektivna
povrsina aortalnog uséa (effective orifice area); LV — lijevi ventrikul (left ventricle); LDL — lipoproteini niske
gustoée (low-density lipoproteins); RA / LA — desni / lijevi atrij (right / left atrium); TAVR — transkateterska
implantacija aortalnog zaliska (transcatheter aortic valve replacement).
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2.4. Epigenetski mehanizmi

U novijim desetlje¢ima postalo je jasno da genetska osnova sama po sebi ne moze u
potpunosti objasniti sloZzen patobioloski spektar kalcificiraju¢e aortalne stenoze. Klasi¢na
genetska paradigma, iako prepoznaje brojne nasljedne varijante povezane s boleS¢u, ne
objasnjava u dovoljnoj mjeri jasno potvrdenu povezanost izmedu CAVS-a, aterogenih
¢imbenika, okolisnih utjecaja i zivotnih navika. Zbog toga je u fokusu istrazivanja sve veca
paznja usmjerena na epigenctske regulacijske procese — stabilne, ali reverzibilne kemijske
modifikacije DNA i histonskih proteina koje mijenjaju gensku aktivnost bez promjene

primarnog slijeda nukleotida (4, 26).

Epigenetske promjene mogu biti naslijedene ili steCene tijekom Zivota, a imaju klju¢nu ulogu
u usmjeravanju stani¢ne diferencijacije, organogenezi i odrzavanju tkivne homeostaze.
Budué¢i da sve somatske stanice posjeduju identicnu DNA sekvencu, upravo epigenetski
mehanizmi odreduju koji ¢e se skup gena aktivirati ili utiSati u odredenom stani¢nom tipu.
Oni oblikuju prostorno-vremenski obrazac ekspresije gena, $to omogucuje funkcionalnu

specijalizaciju stanica i tkiva (4, 27).
Cetiri su glavna epigenetska mehanizma (Slika 18):

1. Metilacija DNA — dodavanje metilnih skupina na citozinske ostatke, ¢ime se smanjuje
transkripcijska aktivnost gena.

2. Kovalentne posttranslacijske modifikacije histona — uklju¢uju acetilaciju, metilaciju,
fosforilaciju i ubikvitinaciju histonskih repova.

3. ATP-ovisno remodeliranje kromatina — promjene u strukturi nukleosoma koje utje¢u
na dostupnost DNA transkripcijskim faktorima.

4. Regulacija pomocu nekodirajuéih RNA (ncRNA) — obuhvada male mikroRNA
(MiRNA) i duge nekodirajuée RNA (IncRNA) koje djeluju kao transkripcijski i
posttranskripcijski regulatori (4, 27).

Zajednicki, ovi procesi ¢ine tzv. epigenom, sloZen sustav ,pisaca®, ,cCitata“ i ,brisaca®
epigenetskih oznaka koji oblikuje transkripcijski profil svake stanice (34, 35). Kljuc¢ne
osobine epigenetskih mehanizama — stabilnost, prilagodljivost i reverzibilnost — c¢ine ih

istodobno osnovom stani¢ne plasti¢nosti i mogu¢om metom terapijske modulacije (4).
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Brojna istrazivanja potvrdila su da epigenetske promjene imaju izravan utjecaj na disfunkciju
endotela, aktivaciju upalnih i imunoloskih stanica, te osteogenu transformaciju valvularnih
intersticijskih  stanica (VIC) (4). Ovi procesi rezultiraju fibroznim zadebljanjem,
kalcifikacijom 1 posljedicnim remodeliranjem lijeve klijetke. Iako je najvecéi broj podataka
dostupan za mikroRNA, dokazana je i vazna, premda manje istrazena, uloga dugih

nekodiraju¢ih RNA (IncRNA) te drugih epigenetskih modifikatora (4).

2.4.1. Regulatorne protein-nekodiraju¢e RNA molekule

Samo manji dio ljudskog genoma (oko 1-2 %) transkribira se u mRNA koja sluzi kao
predlozak za sintezu proteina, dok vise od tri ¢etvrtine genoma proizvodi nekodirajuée RNA

(ncRNA) s vaznim strukturnim i regulatornim ulogama.

U osnovne, tzv. konstitutivne ncRNA, ubrajaju se ribosomske RNA (rRNA) i transportne
RNA (tRNA), kljucne za translaciju, kao i male nukleolarne (snoRNA), male nuklearne
(snRNA) i telomerne RNA (TRNA), koje sudjeluju u procesima obrade RNA i odrzavanju

integriteta kromosoma.

Posebnu skupinu ¢ine regulatorne ncRNA, koje ne kodiraju proteine, ali imaju presudnu

ulogu u finoj regulaciji ekspresije gena. Medu njima se isti¢u dvije glavne podskupine:

o mikroRNA (miRNA) — kratke, <200 nukleotida duge molekule koje ciljano inhibiraju
stabilnost 1 translaciju mRNA, ¢ime kontroliraju posttranskripcijsku regulaciju (Slika
43) (4);

e duge nekodiraju¢e RNA (IncRNA) — RNA dulje od 200 nukleotida koje sudjeluju u
epigenetskom upravljanju genskom ekspresijom putem interakcija s DNA, RNA ili
proteinima (36-39).

IncRNA djeluju cis (na gene u neposrednoj blizini) ili trans (na udaljene gene na drugim
kromosomima), pri cemu mogu poticati ili inhibirati transkripciju. Njihova ekspresija ovisi o

stani¢nom tipu 1 fizioloskom stanju te je klju¢na za diferencijaciju, rast i odgovor na stres.
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Slika 18. Epigenetski mehanizmi u stanicama sisavaca. Sazeti prikaz glavnih epigenetskih mehanizama i
njihovih ucinaka na gensku ekspresiju. Epigenetske modifikacije ukljucuju (1) metilaciju DNA, (2) modifikacije
histona, (3) ATP-ovisno remodeliranje kromatina te (4) nekodiraju¢e RNA molekule (IncRNA i miRNA). Svaka
skupina obuhvacéa tri osnovne funkcionalne klase enzima ili proteina: “writers” (enzimi koji uvode modifikaciju,
npr. DNMT, HMT, HAT), “readers” (proteini koji prepoznaju modifikaciju putem specificnih domena, npr.
MeCP2, bromodomain, PHD, chromodomain) i “erasers” (enzimi koji uklanjaju modifikaciju, npr. TET, HDAC,
LSD demetilaze). Metilacija DNA obicno dovodi do supresije transkripcije, dok acetilacija histona potice
aktivaciju gena. Metilacija histona ima kontekstno ovisne ucinke (aktivirajuce ili represorske), ovisno o polozaju
i stupnju metilacije. ATP-ovisni kompleksi za remodeliranje kromatina (SWI/SNF, 1SWI, INO80, NuRD)
reguliraju dostupnost DNA transkripcijskim faktorima. Dugolancéane nekodiraju¢e RNA (IncRNA) (>200
nukleotida) i mikroRNA (miRNA) (18-24 nukleotida) dodatno moduliraju gensku ekspresiju na razinama
transkripcije, posttranskripcije i translacije, djelujuéi putem interakcija s DNA, RNA i proteinskim kompleksima
Djelovanje epigenetskih mehanizama dinamicki je uvjetovano cimbenicima okoliSa, dobi, spolom i genetskom
predispozicijom. Kratice: DNMT — DNA metiltransferaze; CBX3 — kromoboks 3; CLOCK - cirkadijalni
regulator sata; DPF3A - double PHD fingers 3a; 5hmC - 5-hidroksimetilcitozin; HAT1 — histon
acetiltransferaza 1; HMT — histon metiltransferaza; ING2 — inhibitor rasta 2; KMT2A — lizin metiltransferaza
2A; MeCP2 — metil-CpG vezujuéi protein 2; MBD1 — methyl-CpG-binding domain protein 1; MLL1-5 — obitel]
lizin metiltransferaza; MYSTs — obitelj histon acetiltransferaza; p300 — histon acetiltransferaza P300; PRMT1 —
protein arginin metiltransferaza 1; p160 — MYB vezujuéi protein 1a; SAM — S-adenozil metionin; SET1/ASH2 —
histon-metiltransferazni kompleks; SUV39H1 — histon-lizin-N-metiltransferaza. Modificirano prema: Gosev I i
sur., Clin Epigenetics 2017;9:106 (4).
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Regulatorne mreze koje ukljucuju ncRNA mogu biti:

o RNA-RNA interakcije (npr. INCRNA-mMiRNA-mMRNA 0si),
« RNA-DNA interakcije,
o RNA-protein interakcije.

Ove su mreze dinamicne i podlozne promjenama pod utjecajem okolis$nih i endogenih signala
(4). Zbog svoje stabilnosti i prisutnosti u bioloskim tekuc¢inama (plazma, serum, urin),
mIRNA i IncRNA smatraju se perspektivnim biomarkerima i potencijalnim terapijskim

metama u CAVS-u, zatajenju srca (HF) i drugim kardiovaskularnim bolestima (4).

2.4.2. Duge nekodiraju¢e RNA molekule

Duge (dugolancane) nekodiraju¢e RNA (IncRNA) predstavljaju heterogenu skupinu
transkripata duljih od 200 nukleotida koji nemaju sposobnost kodiranja proteina, ali sudjeluju
u brojnim regulatornim procesima na razini kromatina, transkripcije i posttranskripcijske
kontrole. Prema novijim integrativnim analizama transkriptoma, IncRNA molekule ¢ine
znacajan dio transkripcijskog outputa genoma visih eukariota, a njihova ekspresija pokazuje

izrazenu tkivnu, razvojnu i stani¢no-Specifi¢nu regulaciju (167).

INcRNA djeluju kroz razli¢ite mehanizme, ukljucujuci interakcije s DNA, RNA i proteinima,
pri ¢emu mogu posluziti kao molekularni vodi¢i (guides), mostovi (scaffolds), mamac

molekule (decoys) ili regulatori u cis i trans (167).

Funkcionalno, IncRNA sudjeluju u epigenetskoj regulaciji kromatina, modifikaciji histona,
stabilizaciji mRNA, kontroli spajanja i translacije te u formiranju nuklearnih tijela (167).

Ovisno o njihovoj stani¢noj lokalizaciji, IncRNA molekule mogu imati razli¢ite bioloSke
funkcije. Procjenjuje se da se oko 15 % IncRNA nalazi u citoplazmi, dok se vec¢ina njih nalazi
u stani¢noj jezgri, gdje sudjeluju u regulaciji ekspresije gena putem interakcija s kromatinom,

transkripcijskim faktorima i epigenetskim kompleksima (168).
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Nasuprot tome, citoplazmatske IncRNA najcesce djeluju kao “molekularne spuzve” (engl.
sponge) za mikroRNA (miRNA), vezuéi ih i sprjeCavaju¢i njihovu interakciju s ciljnom

mRNA, ¢ime posredno utjeCu na stabilnost i translaciju transkripata (169).

Uloga mnogih IncRNA jos$ uvijek nije potpuno razjasnjena, a njihova bioloska sloZenost i
niska razina konzervacije predstavljaju znac¢ajne metodoloske izazove u istrazivanju. Glavni
mehanizmi djelovanja, genomska organizacija i struktura dugolancanih nekodiraju¢ih RNA

(IncRNA) u regulaciji genske ekspresije prikazani su na Slici 19, 20, 211 22.
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Slika 19. Glavni mehanizmi djelovanja dugolancéanih nekodirajuéih RNA (IncRNA) u regulaciji genske
ekspresije. LncRNA molekule ostvaruju svoje regulatorne ucinke na vise razina genske kontrole, ukljucujuéi: (A)
remodeliranje kromatina putem interakcija s epigenetskim kompleksima i histonskim modifikatorima, Sto
rezultira promjenama u dostupnosti DNA transkripcijskim faktorima; (B) djelovanje kao molekularne spuzve
koje vezu mikroRNA (miR) i sprjecavaju njihovo vezanje na ciljnu mRNA,; (C) funkciju molekularnih skela
(scaffolds) koje omogucuju prostornu organizaciju i stabilizaciju vise proteinskih kompleksa; (D) aktivaciju
transkripcije kroz interakcije s transkripcijskim faktorima ili regulatornim elementima promotora; (E) supresiju
transkripcije blokiranjem vezanja transkripcijskih faktora ili stvaranjem represorskih kompleksa; (F) inhibiciju
translacije putem vezanja na mRNA ili ribosome; (G) modulaciju splicinga kroz interakciju sa spliceosomskim
komponentama; (H) regulaciju razgradnje RNA putem stabilizacije ili destabilizacije mMRNA transkripata. Ovi
razliciti mehanizmi omogucuju IncRNA molekulama da koordiniraju slozene mreze stanicne signalizacije i

epigenetske kontrole, utjecuci tako na diferencijaciju, homeostazu i patoloske procese. Modificirano prema:
(170)
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Dugolan¢ane nekodirajuc¢e RNA (IncRNA)
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Slika 20. Klasifikacija, mehanizmi djelovanja i bioloske funkcije dugolanéanih nekodirajuéih RNA (IncRNA).
Prikazan je pregled osnovnih skupina nekodirajucih RNA prema HGNC klasifikaciji, ukljucujuci mikroRNA host
gene i long intergenic non-protein coding RNA, te povezanih oblika cirkularnih RNA (circRNA). LncRNA se
mogu svrstati i prema mehanizmu djelovanja — kao molekularni signalizatori, strukturni nosaci (scaffolds),
mamac molekule (decoys), vodici (guides), arhitekti ili spuzve za mikroRNA (ceRNA). Njihove bioloske i
patofizioloske funkcije obuhvacaju regulaciju stanicne diferencijacije, odgovore na ostecenje DNA, imunoloske
rekombinacije, kontrolu ekspresije citokina, metabolizam glukoze i upalne procese, ali i povezanost s bolestima
poput neoplazmi, glioma i Alzheimerove bolesti. U desnom dijelu prikaza navedeni su primjeri genske ontologije
(gene ontology) koji objasnjavaju stanicne komponente (nukleolus, jezgru, citoplazmu, RISC kompleks), bioloske
procese (posttranskripcijsko utiSavanje gena, obradu RNA, upalnu regulaciju) te molekularne funkcije (vezanje
za miRNA, sekvestraciju proteina i aktivnost kromatin-protein adaptera). Ovaj prikaz naglasava slozenost i
viserazinsku regulacijsku ulogu IncRNA u stanicnoj i patoloskoj signalizaciji. Modificirano prema: Chodurska
B, Kunej T. Long non-coding RNAs in humans: Classification, genomic organization and function. Noncoding
RNA Res. 2025;11:313-27. (171)
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IncRNA
e e miRNA gen se nalazi unutar a
- oes e introna ili egzona na istom lancu. MIRETS-202 - ENSTOO000672489
Primjer: H19 — MIR675 TRNA
snoRNA -genski domac¢ini  male jezgrine RNA — nekodirajuéi [ N Ny & —
genski domacini < SNHGS-280 - ENST00000670327
— IncRNA
,2_._._-_ Domacini snoRNA gena.
INCROLE snoRNA gen se nalazi unutar introna ili O
eksona na istom lancu. < SNORDS0B-201 - ENSTO0000364995
Primjer: SNHG5 — SNORD50B snoRNA
Duge intergenske nekodirajuce 2 s i
RNA (incRNA) _ Ne preklapaju se s genskim podrucjem 3700
koje kodira protein ni na jednom UNCO0028-201 - ENSTO0000435497 >
(] lancu. IncRMA

Ne dijele dvosmjerni promotor s
genom koji kodira protein.
Ne sadrze miRNA ni snoRNA gene.

Primjer: LINC00208

Antisense RNA =
AGAPLASY Prekl'apaju. se s genom koji kodira (EITA51-301 - PMEFIODESA2 AN 2
protein, ali na suprotnom lancu.
A —— Primjer: AGAP2-AS1 e e - "N _AE B
AGAPT b i i
Preklapajuci transkripti

Preklapaju se s genom koji kodira =
\ . . TGFB2-201 - ENSTOO000366929 >
protein na istom lancu.

.. protein coding
Primjer: TGFB2-OT1

C ]
TGFB2-OT1-201 - ENSTOO000625474 >
IncRNA

Intronski transkripti

Preklapaju se s intronom gena koji — i
— ‘kodira protein na istom lancu. e
ALMSTATY  AMMSY Primjer: ALMSI-IT1 —

)
ALAESY ATY- 100 - ENSTOCCOCA] 587 =
A

Divergentni transkripti

nasor 01 IncRNA geni smjesteni unutar mxl-g—zm - ENSTOO0000453045 >
————— . 300-500 nukleotida od gena koji IncRNA
— kodira protein, na suprotnom lancu. CE A
Primjer: BARX1-DT

L
< BARX1-201 - ENSTOO000253968
protein coding

Duge nekodiraju¢e RNA s r at
nesistematskim simbolima Genski simboli koji ne slijede sustavna  DBET-201 - ENSTOOC00E30918 > DUXALE-201 - ENSTOO000629019 =
pravila imenovanja. IncRNA unprocessed pseudogene
. : Primjer: DBET, DUX4L8 —
Any genoenic position ENSTOOO006 16429 >
transoribed unprocessed preudogene
Duge nekodiraju¢e RNA s

FAM korijenskim sustavima

—r O
Homologne IncRNA unutar FAMA94-206 - ENSTOO000825153 >

banrpaa genoma. IncRNA
 — ..
Fanise Primjer: FAM99A, FAM99B
B ——r
—.0——0O
< FAMS9B-201 - ENSTOO000382166
IncRNA

Slika 21. Podskupine dugih nekodiraju¢ih RNA (IncRNA): karakteristike i genska organizacija. FAM —
obitelj sli¢nosti sekvenci (family with sequence similarity). Genomski prikazi preuzeti su iz baze Ensembl i
prikazani u pojednostavljenom obliku radi veée preglednosti, bez izmjene izvornih podataka. Modificirano

prema: Chodurska B, Kunej T. Long non-coding RNAs in humans: Classification, genomic organization and
function. Noncoding RNA Res. 2025;11:313-27. (171)
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Cirkularne RNA (circRNA)

Egzonske cirkularne RNA Sastavljene od egzona
(EcircRNA)

intronske cirkularne RNA

) Sastavljene od introna
(ciRMA)

Cirkulizirane zajedno s intronima

|Egzon-intron cirkularne RNA GaEL
| zadrzanim izmedu egzona

(ElciRNA)

Intron Intran

Intron

8 EGZON 2

Pre-mAENA

Slika 22. Shematski prikaz podskupina cirkularnih (kruZnih) RNA. Egzoni — dijelovi gena koji kodiraju
proteine; prikazani u obojenim blokovima (npr. Egzon 1, Egzon 3, Egzon 4). Introni — nekodirajuci segmenti
izmedu egzona; prikazani sivim i zelenim blokovima. Egzoniske cirkularne RNA (EcircRNA) — sastavljene
iskljucivo od egzona. Intronske cirkularne RNA (CiRNA) — sastavijena iskljucivo od introna. Egzon-intron
cirkularne RNA (EICIRNA) — nastaju kruznom ligacijom egzona s dijelovima introna zadrZanima izmedu njih.
Pre-mRNA (pre-mRNA) — prekursorka molekula glasnicke RNA iz koje nastaju razliciti tipovi cirkularnih RNA.
Modificirano prema: Chodurska B, Kunej T. Long non-coding RNAs in humans: Classification, genomic
organization and function. Noncoding RNA Res. 2025;11:313-27. (171)

2.4.3. Epigenetski i translacijski potencijal INCRNA

Duge nekodiraju¢e RNA (IncRNA) predstavljaju klju¢nu funkcionalnu sponu izmedu
epigenetskih modifikacija i kontrole genske ekspresije. U kardiovaskularnom sustavu djeluju
kao epigenetski vodici koji regrutiraju enzime za modifikaciju kromatina — metiltransferaze,
acetilaze i deacetilaze — na specificna promotorska i enhancerska mjesta, ¢ime reguliraju
ekspresiju gena odgovornih za kontraktilnost, odgovor na stres, proliferaciju i reparaciju
miokarda (172, 173).
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Takav oblik epigenetske kontrole objasnjava slozenu i reverzibilnu prirodu sréanih
remodelacijskih procesa u kojima sudjeluju IncRNA poput Chaer, MEG3 i ANRIL, koje
moduliraju histonske modifikacije i1 transkripcijsku aktivnost u ovisnosti o metabolickom i

upalnom okruzenju (172, 173).

Njihova stabilnost u cirkulaciji 1 tkivna specifi¢nost ¢ine IncRNA atraktivnim kandidatima za
biomarkere srcanih bolesti. Detektiraju se u plazmi, serumu i eksosomima te ¢esto koreliraju s
tezinom bolesti i strukturnim remodeliranjem srca. Klinicka istrazivanja pokazala su da
cirkuliraju¢e IncRNA (primjerice LIPCAR, NRON, MHRT, H19) mogu razlikovati bolesnike
sa zatajenjem srca od zdravih kontrola te predvidjeti nepovoljan ishod, ¢ak i neovisno o

standardnim biokemijskim pokazateljima (174-177).

Kombinacija profila IncRNA s konvencionalnim biomarkerima kao §to su NT-proBNP i
visokosenzitivni troponin povecava dijagnosticku i prognosticku vrijednost modela za

prepoznavanje sréanog zatajenja, dijastolicke disfunkcije i fibroti¢énih komplikacija (178-180).

2.4.4. Uloga IncRNA u kardiovaskularnim bolestima

Kardiovaskularne bolesti ostaju vode¢i uzrok smrtnosti unato¢ napretku dijagnostike 1
lijecenja. U tom kontekstu ulogu sve viSe preuzimaju duge nekodiraju¢e RNA kao slojeviti
regulatori sréene biologije (181). Kao §to je ves navedeno IncRNA koordiniraju transkripciju i
epigenetske procese, djeluju kao ,spuzve” za miRNA te posreduju u remodeliranju
kromatina, ¢ime utjeCu na proliferaciju, diferencijaciju 1 prezivljenje kardiomiocita te na
fibrozu i elektricnu spregu miokarda (181). U eksperimentalnim i klinickim modelima
promjene ekspresije specificnih IncRNA povezane su s razvojem i ishodom zatajenja srca,
poremecaja provodenja i aritmija (osobito fibrilacije atrija), koronarne bolesti i ishemijsko-
reperfuzijske ozljede, infarkta miokarda, hipertrofije i dijabeticke kardiomiopatije (181).
Pritom se istice tkivno- i stanicno-specificna regulacija te pojavnost u cirkulaciji, Sto
pojedinim IncRNA daje potencijal dijagnostickih biljega i terapijskih meta (181). Ipak, unato¢
brzom porastu dokaza, velik dio funkcionalnih mehanizama u ljudskom srcu ostaje
nerazjasnjen, a translacija u klinicku praksu zahtijeva standardizirane modele, validaciju

biomarkera i razvoj sigurnih strategija modulacije ekspresije (181).
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U zdravom srcu IncRNA sudjeluju u regulaciji razvoja i diferencijacije kardiomiocita,
sazrijevanju provodenja impulsa i odrzavanju strukturne stabilnosti miokarda (181). Tijekom
embriogeneze njihova ekspresija je izrazito dinamicna i vremenski uskladena s programima

transkripcije koji definiraju sréane linije (181).

Baze podataka poput NONCODE identificirale su vise od 170 000 IncRNA transkripata u
ljudi, a tisu¢e njih pokazuje visoku razinu ekspresije u miokardnim tkivima, $to upucuje na
njihovu evolucijski ouvanu ulogu u homeostazi srca (181). Eksperimentalna istrazivanja
potvrdila su da se tijekom stani¢ne diferencijacije i odgovora na stres mijenja transkripcijski
profil brojnih IncRNA, pri ¢emu one djeluju kao cis- ili trans-regulatori ekspresije gena

ukljucenih u kontraktilnost, metabolizam i medustani¢nu signalizaciju (181).

U kontekstu bolesti, sve je vise dokaza da IncRNA mogu sudjelovati u patogenezi sréanih
disfunkcija moduliraju¢i kljucne stani¢ne procese — hipertrofiju, apoptozu, nekrozu,
autofagiju i fibrozu (181). Njihova ekspresija ovisi o tipu stanice i stadiju bolesti, a
manipulacija razine pojedinih IncRNA eksperimentalno pokazuje ucinak na tezinu i ishod
patoloskih procesa poput ishemijsko-reperfuzijskog osteéenja, sréanog zatajenja i dijabeticke
kardiomiopatije (181). Odredene IncRNA, poput H19, MIAT, MALATI, ANRIL i
KCNQI1OT1, ocituju konzervirane obrasce ekspresije izmedu vrsta, Sto ih Cini atraktivnim
kandidatima za translacijska istrazivanja i razvoj terapijskih pristupa temeljenih na inhibiciji,

nadomjestanju ili RNA-interferenciji (181).

Unato¢ velikom broju identificiranih molekula, poznavanje njihovih funkcionalnih mreza u
sréanim bolestima jo$ je u pocetnoj fazi. Potrebno je integrirati podatke o lokalizaciji,
interakcijama s proteinima i mMIiRNA te epigenetskom kontekstu u kojem djeluju.
Razumijevanje tih mehanizama moglo bi otvoriti mogucnosti za razvoj inovativnih terapija
usmjerenih na specificne IncRNA 1 njihov uc¢inak na sréano tkivo, ¢ime bi se unaprijedila

dijagnostika, prognoza i lijecenje kardiovaskularnih bolesti (181).

Posebno zanimljivo podruéje istrazivanja ¢ini uloga IncRNA u zatajenju srca (HF), stanju
koje predstavlja zavrsni ishod vecine kardiovaskularnih patologija. U srcu oboljelih bolesnika
zabiljezene su znacajne promjene u ekspresiji viSe IncRNA, koje sudjeluju u remodeliranju

miokarda, upali i regulaciji epigenetskih modifikacija.
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Primjerice, HEAT2 je nuklearno lokalizirana IncRNA ¢ija je razina povisena u perifernoj krvi
bolesnika sa zatajenjem srca, a povezuje se s histonskom modifikacijom H3K27me3 i

represijom promotora klju¢nih gena za kontraktilnu funkciju (181).

S druge strane, H19 i njezin derivat miR-675 pokazuju deregulaciju u zatajenju srca te
moduliraju ekspresiju proapoptotskih i antifibroti¢nih signalnih putova, dok GASL1 djeluje
protektivno inhibiraju¢i apoptozu kardiomiocita putem inaktivacije TGF-B1 signalizacije
(181). Ovi nalazi upucuju da IncRNA nisu pasivni markeri bolesti, nego aktivni sudionici u
progresiji sr¢ane disfunkcije te potencijalne mete za gensku ili farmakoloSku modulaciju

(181).

U podrucju sr¢anog provodenja i aritmija, identificirane su IncRNA koje reguliraju elektri¢nu
stabilnost miokarda. CCRR (cardiac conduction regulatory RNA) prepoznata je kao
antiaritmijska IncRNA ¢ije smanjene razine uzrokuju oSteéenje medustani¢nih spojeva i
povecanu aritmogenost, dok njezino povecanje obnavlja interkalacijske diskove i stabilizira

proteinske komplekse vezane uz connexin-43 (181).

Sliéno tome, KCNQ1OT1 posreduje u razvoju fibrilacije atrija putem regulacije osi YY1-
miR-384-CACNALC, ¢ime izravno utjece na ionske kanale i provodenje impulsa (181). Takvi
mehanizmi ukazuju na to da poremecaji u ekspresiji IncRNA mogu pridonijeti nastanku

aritmija kroz promjene u strukturnom i elektricnom remodeliranju sré¢anog tkiva (181).

U koronarnoj bolesti i ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi (I/R) brojna su istrazivanja dokazala
da IncRNA moduliraju odgovor kardiomiocita na hipoksiju i oksidativni stres (181). SENCR,
citoplazmatska IncRNA selektivna za vaskularne stanice, odrzava kontraktilni fenotip glatkih
misiénih stanica krvnih Zila, dok antisensni transkript ANRIL sudjeluje u razvoju

ateroskleroze i koronarne bolesti putem regulacije INK4/ARF lokusa (181).

Nadalje, NEAT1, MHRT, SNHG1 i H19 povezane su s procesima apoptoze, autofagije i
mitohondrijske disfunkcije tijekom reperfuzije, pri cemu H19-ovisna os miR-675-PPARa ima
kljuénu ulogu u oSteenju miokarda nakon hipoksije. Ovi rezultati naglaSavaju vaznost
IncRNA u prilagodbi sréanih stanica na ishemijski stres 1 njthovu mogucéu primjenu kao

biomarkera ishemijskog ostecenja (181).
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Jedno od najintenzivnije istrazivanih podru¢ja odnosi se na infarkt miokarda (MI) i
posljedi¢nu reparaciju tkiva. Tijekom akutnog infarkta dolazi do masovne smrti kardiomiocita
i aktivacije reparativnih mehanizama u kojima IncRNA imaju visestruke funkcije — od

regulacije apoptoze i fibroze do kontrole angiogeneze (181).

Vise IncRNA pokazuje znacajnu promjenu ekspresije u plazmi i tkivu bolesnika s Ml,
uklju¢uju¢i MIAT, LIPCAR, UCA1, MALATI1, KCNQIOT1 i ANRIL, koje se smatraju

potencijalnim biomarkerima bolesti i prediktorima disfunkcije lijeve klijetke (181).

LncRNA MEGS3, primjerice, inducira apoptozu kardiomiocita nakon infarkta putem
interakcije s kompleksom p53-FUS, dok eksperimentalno utisavanje MEG3 znacajno

smanjuje stani¢nu smrt i poboljSava kontraktilnu funkciju (181).

S druge strane, MIAT djeluje kao pro-fibroticna molekula ¢ije snizavanje ublazava
fibroblastnu proliferaciju i intersticijsku fibrozu, a ROR i GASS5 posreduju u zastiti

kardiomiocita od hipoksi¢nih oSte¢enja putem spuzvanja miRNA i regulacije signalnih putova
PI3K/AKT i p53 (181).

Posebno zanimljiva je IncRNA HOTAIR, cije su razine u serumu bolesnika s akutnim
infarktom smanjene; eksperimentalno pojacanje njezine ekspresije pokazalo je antiapoptotski

ucinak preko modulacije miRNA-1, $to upucuje na mogucéu kardioprotektivnu funkciju (181).

U okviru dijabeticke kardiomiopatije (DCM), IncRNA se pojavljuju kao kljucni regulatori
staniénog odgovora na kroni¢nu hiperglikemiju i oksidativni stres (181). Patofizioloski
mehanizmi ukljucuju poremecaj energetskog metabolizma, fibrozu i apoptozu, a brojne

IncRNA posreduju u tim procesima (181).

H19 je jedna od najvaznijih — njezina se ekspresija u srcu dijabetickih modela smanjuje, dok
eksperimentalno povecanje ublazava oksidativni stres, upalu i autofagiju. Mehanizam
djelovanja ukljucuje kompleks H19/miR-675, koji cilja VDACL1 i Di-Ras-3, ¢ime se sprjeCava
mitohondrijska apoptoza i potice fosforilacija mTOR-a (181).
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Slicno tome, MALAT1 je u DCM-u znacajno poviSena i pridonosi upali i apoptozi
kardiomiocita; njezino utiSavanje dovodi do smanjenja oStecenja i poboljsanja funkcije lijeve
Klijetke(181). MIAT, identificirana u studijama infarkta, u DCM-u djeluje kao spuzva za
miR-22-3p, reguliraju¢i ekspresiju DAPK2, dok KCNQI1OT]1 pojacava piroptozu ciljanjem
osi miR-214-3p/CASP1(181). Osim njih, SENCR modulira proliferaciju vaskularnih glatkih
miSi¢nih stanica, MT-LIPCAR pokazuje korelaciju s dijastolickom disfunkcijom u bolesnika
s dijabetesom, a ANRIL se povezuje s genetskom osjetljivoS¢u za razvoj dijabeticke i

koronarne kardiopatije (181).

U kontekstu sréane hipertrofije i remodeliranja, IncRNA djeluju kao finoregulacijski elementi
transkripcijske mreze koja nadzire stani¢ni rast i promjenu fenotipa. Identificirane su brojne
sréano-specificne IncRNA koje sudjeluju u hipertrofiji — medu njima Chaer, Chast, MHRT i
CHRF (181).

Chaer definira epigenetsku kontrolnu to¢ku patoloske hipertrofije interakcijom s kompleksom
PRC2, dok Chast poti¢e fibrozu i dilataciju klijetki (181). Nasuprot tome, MHRT, koja
potjece iz lokusa Myh7, ima zastitni ucinak jer smanjuje patoloSko zadebljanje stijenke, a
CHREF regulira ekspresiju miR-489 i njegovog cilja MydS88, ¢ime kontrolira odgovor na stres

preopterecenja (181).

Novije IncRNA, poput TINCR, MAGI1-IT1 i SNHG7, dodatno prosiruju spektar molekula
uklju¢enih u hipertrofiju djelovanjem na osi Wnt/p-katenin, miR-302e/DKK1 i SDADI,

potvrdujuci sloZzenost IncRNA mreZe u remodeliranju miokarda (181).

Sveukupno, IncRNA predstavljaju kljucne epigenetske i posttranskripcijske regulatore koji
povezuju genetske, metabolicke 1 okoliSne ¢imbenike u patogenezi sr¢anih bolesti. Njihova
stabilnost u bioloskim teku¢inama, tkivna specifi¢nost i mogucnost ciljane manipulacije ¢ine

ih privla¢nim kandidatima za biomarkere i terapijske mete (181).

Buduca istrazivanja trebala bi usmjeriti napore prema mapiranju funkcionalnih mreza
IncRNA, razvoju validiranih dijagnostickih panela i translaciji eksperimentalnih nalaza u

klinicke primjene (181).

Funkcija prethodno spomenutih IncRNA u kardiovaskularnom sustavu sazeto su prikazane u

Tablici 7, 8, 91 Slici 23 i 24.

50



Tablica 7. Pregled funkcija dugih nekodirajuéih RNA (IncRNA) u sréanim bolestima

Sréana bolest INcRNA (primjeri) Glavne bioloske funkcije / mehanizmi djelovanja Kljuéne
reference
Zatajenje srca (HF) | HEAT2, H19/miR-675, GASL1 HEAT2 povezana s epigenetskom represijom gena (182-184)
(H3K27me3); H19/miR-675 deregulirana u HF —
utjece na apoptozu i fibrozu; GASL1 smanjuje
apoptozu inhibicijom TGF-B1 puta
Sréano provodenjei | CCRR, KCNQ10T1, CR608741, CCRR stabilizira interkalacijske diskove i sprecava (173, 185-
aritmije (AF) | TCONS_00075467, aritmije; KCNQ1OT1 regulira ionske kanale 193)
TCONS_00032546, (CACNA1C) putem miR-384; ostale InNcRNA
TCONS_00026102 povezane s TGF-B/Smad signalizacijom i
remodeliranjem atrija
Koronarna bolest | SENCR, ANRIL, NEAT1, MHRT, SENCR odrzava kontraktilni fenotip VSMC; ANRIL (194-198)
(CAD) / ishemijsko- | SNHG1, H19/miR-675 povezan s INK4 lokusom i aterosklerozom; NEAT1 i
reperfuzijska ozljeda SNHGL reguliraju apoptozu; H19/miR-675 osi
(I/R) sudjeluje u PPARa regulaciji tijekom I/R ozljede
Infarkt miokarda (MI) | MIAT, LIPCAR, UCAL, MALAT1, MIAT i MEG3 poti¢u fibrozu i apoptozu; HOTAIR i (176, 189,
KCNQ10T1, ANRIL, MEG3, ROR, ROR djeluju protektivno regulacijom miRNA-1 i 195, 198-
GAS5, HOTAIR, PCFL, TTTY15, miR-145; GASS5, PCFL i TTTY15 sudjeluju u 212)
MIRT2, MHRT stani¢noj smrti i reparaciji tkiva; MHRT smanjuje
oksidativni stres i sprje¢ava fibrozu
Dijabeti¢ka | H19/miR-675, MALAT1, MIAT, H19 smanjuje oksidativni stres i autofagiju (VDAC1, (175, 213-
kardiomiopatija (DCM) | KCNQ1OT1, SENCR, MT-LIPCAR, Di-Ras3); MALATI i MIAT poveéane u DCM — 235)
ANRIL poti¢u apoptozu; KCNQI1OT]1 posreduje piroptozu
(miR-214-3p/CASP1); MT-LIPCAR biomarker
dijastolicke disfunkcije
Sréana hipertrofija/ | Chaer, Chast, MHRT, CHRF, Chaer regulira PRC2 i epigenetski kontrolira (173, 177,
remodeliranje | TINCR, MAGI1-IT1, SNHG7 hipertrofiju; Chast poti¢e fibrozu; MHRT i CHRF 236-241)

imaju zastitne uc¢inke; TINCR i MAGI1-IT1 djeluju
preko Wnt/B-katenin signalizacije; SNHG?7 stabilizira
SDAD1 mRNA

Modificirano prema: Wang Y, Sun X. The functions of LncRNA in the heart. Diabetes Res Clin Pract.
2020;168:108249.(181).

Tablica 8. SaZetak najvaZnijih mehanizama djelovanja pojedinih IncRNA u srcu

INncRNA Dominantna Glavna funkcija u srcu Povezane signalne osi / ciljevi
lokalizacija
H19 Citoplazma Anti-apoptotski i antioksidativni u¢inak; miR-675 — PPARa, VDACI, Di-Ras3
ublazava DCM i I/R ozljedu
MALAT1 Jezgra Regulira upalu i apoptozu u DCM; povezanas  NF-«kB, miR-133, inflamatorni geni
splicing domenama
MIAT Jezgra/ citoplazma  Potice fibrozu i apoptozu nakon MI i u DCM miR-22-3p — DAPK2; miR-150 — kolagen
ANRIL Jezgra Regulira INK4 lokus; sudjeluje u CAD, pl5INK4b/pl6INK4a; miR-7-5p/SIRT1
T2DM i HF
KCNQ10T1 Jezgra Upravlja ionskim kanalima i piroptozom miR-384/CACNALC; miR-214-3p/CASP1
Chaer Jezgra Epigenetska kontrola hipertrofije PRC2 kompleks (EZH2, H3K27me3)
Chast Citoplazma Promovira fibrozu i dilataciju klijetki Wnt/B-katenin put
MHRT Jezgra Protektivna, sprjecava hipertrofiju i fibrozu BRG1/Myh?7 signalni kompleks
GASL1 /| Citoplazma Smanjuju apoptozu i ostecenje miokarda TGF-B1; miR-142-5p/TP53INP1
GAS5
MT-LIPCAR | Mitohondrij Biomarker dijastolicke disfunkcije; odraz  Korelira s inzulinom, HDL-C i volumenom
plazma metabolickog stresa potkoznog masnog tkiva

Modificirano prema: Wang Y, Sun X. The functions of LncRNA in the heart. Diabetes Res Clin Pract.
2020;168:108249.(181).
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Tablica 9. Potencijalne klinicke primjene IncRNA u kardiovaskularnoj medicini

Primjena Primjeri IncRNA Napomena / potencijal

Dijagnosticki MIAT, LIPCAR, UCAL, H19, MT- Detekcija u plazmi kod MI i DCM; povezanost s ishodom i

biomarkeri LIPCAR disfunkcijom LV

Prognoza bolesti ANRIL, KCNQ10T1, Chaer Predvidanje progresije CAD i hipertrofije; povezanost s genetskim
polimorfizmima

Terapijski ciljevi H19, MALAT1, MHRT, CHRF, Eksperimentalno utiSavanje / nadomjeStanje; ucinci na apoptozu i

CCRR provodenje
Epigenetska terapija Chaer, MEG3, ANRIL Modulacija histonskih modifikacija i transkripcijskih kompleksa

Modificirano prema: Wang Y, Sun X. The functions of LncRNA in the heart. Diabetes Res Clin Pract.
2020;168:108249.(181).

4 N

ANRIL, H19, LIPCAR, MIAT, aHIF, MALAT1,
HOTAIR, MEG3, MHRT, GAS5, Lnc-Ang362,
APF, CARL, CDR1AS, FTX, KCNQ10T1,

MDRL, Mirt1/2, 379519, NONRATT(021972,
NRF, PCFL, TTTY15, UCA1, UIHTC, Wisper
and ZFAS1.

ANRIL, H19, LIPCAR, MIAT, aHIF,
MALAT1, AWPPH, APOA1-AS,
BANCR,CHROME, CoroMarker,
HOTTIP, lincRNA-p21, LINC00968,
NEXN-AS1 and SMILR.

‘ INFARKT MIOKARDA '

IncRNA

ANRIL, H19, LIPCAR, MIAT, HOTAIR,
MEGS3, MHRT, BACE1-AS, Chaer,
Chast, CHRF, EGOT, HRCR, HEAT?,
incRNA-ROR, LOC285194, NRON, AK098656, Giver, NR_027032,
RMRP, RNY5, SOXS2-OT and SRA1. NR_034083 and NR_104181.

\_ Y,

ANRIL, GASS, Lnc-Ang362,

Slika 23. Duge nekodirajuée RNA (IncRNA) pokazuju diferenciranu ekspresiju u nizu kardiovaskularnih bolesti,
uklju¢ujuci zatajenje srca, infarkt miokarda, koronarnu bolest srca i arterijsku hipertenziju. Brojne studije
potvrdile su da se isti transkripti mogu pojavljivati u razlic¢itim sréanim patologijama, $to upucuje na njihovu
zajednicku regulatornu ulogu u srcanom remodeliranju, upali i stanicnom odgovoru na stres. LncRNA oznacene
plavom bojom istodobno su prisutne u infarktu miokarda, koronarnoj bolesti (CAD; engl. coronary artery
disease), zatajenju srca (HF; engl. heart failure) i arterijskoj hipertenziji, dok su one oznacene crvenom
zajednicke za infarkt miokarda, koronarnu bolest i zatajenje srca. Molekule prikazane zelenom bojom
karakteristicne su za infarkt miokarda i zatajenje srca, narancaste su povezane s infarktom miokarda i
arterijskom hipertenzijom, dok se ljubicaste pojavljuju u infarktu miokarda i koronarnoj bolesti.Ovakva
preklapanja u ekspresijskim obrascima odrazavaju konvergenciju patofizioloskih mehanizama — ukljucujuci
oksidativni stres, fibrozu, apoptozu i epigenetsku regulaciju gena — koji su zajednicki vecem broju
kardiovaskularnih poremecaja. Stoga IncRNA predstavijaju sredisnje molekularne posrednike izmedu razlicitih
klinickih entiteta i potencijalne terapijske mete s translacijskim znacajem za ranu dijagnostiku i personalizirano
lijecenje srcanih bolesti. Modificirano prema:Correia CCM, Rodrigues LF, de Avila Pelozin BR, Oliveira EM,
Fernandes T. Long Non-Coding RNAs in Cardiovascular Diseases: Potential Function as Biomarkers and
Therapeutic Targets of Exercise Training. Noncoding RNA. 2021;7(4). (242)
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Slika 24. Shema prikazuje ukljucenost dugih nekodiraju¢ih RNA (IncRNA) u razlicite komplikacije
kardiovaskularnih bolesti (CVD). Na dijagramu su prikazane prethodno opisane IncRNA molekule povezane s
aterosklerozom, remodeliranjem i hipertrofijom sréanog misica, infarktom miokarda te zatajenjem srca. Zelena
strelica okrenuta prema gore oznacava povecanu ekspresiju (uparenje) IncRNA, dok crvena strelica okrenuta
prema dolje oznacava smanjenu ekspresiju (downregulaciju). LncRNA prikazane podebljanim slovima prisutne
su u cirkulacijskim bioloskim uzorcima (plazma, serum, krvne stanice) te stoga imaju dijagnosticki i prognosticki
potencijal kao biomarkeri sréanih bolesti. Modificirano prema:Ismail N, Abdullah N, Abdul Murad NA, Jamal
R, Sulaiman SA. Long Non-Coding RNAs (IncRNAs) in Cardiovascular Disease Complication of Type 2
Diabetes. Diagnostics (Basel). 2021;11(1). (243)
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4. MATERIJALI | METODE
4.1. Nacrt istrazivanja
Ovo prospektivno istrazivanje obuhvatilo je analizu:

o ekspresijskog obrasca regulatornih nekodiraju¢ih RNA molekula u patoloski
promijenjenom tkivu aortalnih zalistaka srca, izoliranih iz pacijenata s teSkim oblikom
kalcificirajuc¢e aortalne stenoze (CAVS, n = 75) kod kojih je bila indicirana kirur§ka
zamjena aortalnog zalistka, u usporedbi s kontrolnim, patoloski nepromijenjenim
uzorcima aortalnih zalistaka (eksplantirano srce, n = 25) pacijenata kod kojih je, zbog
drugih oblika kardiomiopatije, bila indicirana transplantacija srca.

o ckspresijskog obrasca regulatornih nekodiraju¢ih RNA molekula u perifernoj krvnoj
plazmi bolesnika s teskim oblikom CAVS-a (n = 75), u usporedbi s njihovom
ekspresijom u plazmi zdravih kontrolnih ispitanika (n = 100) ukljucenih u ovo
istrazivanje.

o ckspresijskog obrasca regulatornih nekodiraju¢ih RNA molekula u perifernoj krvnoj
plazmi bolesnika s blagim (n = 25) i umjerenim oblikom CAVS-a (n = 34), u
usporedbi s njihovom ekspresijom u plazmi zdravih kontrolnih ispitanika i CAVS
pacijenata s teSkim oblikom bolesti kod kojih je bila indicirana kirur§ka zamjena

aortalnog zalistka.

Napomena: broj anliziranih uzoraka periferne ktvi pacijenata s blagim i umjerenim oblikom
CAVS-a nesto je nizi od pocetno planiranog (blagi oblik CAVS-a, n = 30; umjereni oblik
CAVS-a, n = 45) te su u analizu ukljueni samo pacijenti s blagim i umjerenim oblikom
CAVS-a koi su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u studiji i za koje su

prikupljeni svi relevantni demografski klinicki i ehokardiografski podaci.

Istrazivanje je provedeno u sklopu znanstvenog projekta:
,Karakterizaciia biomarkerskog potencijala dugih nekodiraju¢ih RNA molekula u bolestima

aortnih zalistaka srca“, odobrenog 18. lipnja 2019 godine od strane:

o Etickog povjerenstva Klini¢ke bolnice Dubrava
o Etickog povjerenstva medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Zagreb 12. 12.
2019; Klasa:841-01/19-02/01)
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Svi ispitanici ukljuCeni u istrazivanje potpisali su informirani pristanak, a istraZivanje je

provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom.

Klinicki dio istrazivanja

Klinic¢ki dio istrazivanja proveden je u Klinickoj bolnici Dubrava, Zagreb, i obuhvacao je:

prikupljanje relevantnih demografskih i klinickih podataka ispitanika
prikupljanje i patohistoloSku analizu uzoraka tkiva

biokemijsku analizu krvi

ehokardiografsko ispitivanje

odredivanje CT kalcijskog zbroja (Ca score)

U provedbu klini¢kog dijela bili su ukljuceni sljedeéi odjeli i zavodi:

Zavod za kardijalnu i transplantacijsku Kirurgiju

Klinicki zavod za laboratorijsku dijagnostiku

Klinicki zavod za patologiju i citologiju

Klini¢ki zavod za dijagnosti¢ku i intervencijsku radiologiju

Klinika za bolesti srca i krvnih Zila

Eksperimentalni dio istraZivanja

Eksperimentalni dio istrazivanja proveden je u Laboratoriju za epigenetiku i molekularnu

medicinu, Zavoda za medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a

obuhvatio je:

obradu tkiva i uzoraka krvi

izolaciju i kvantifikaciju ukupne RNA

gRT-PCR analizu (lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu; engl.
quantitative real-time polymerase chain reaction)

analizu proteinske koncentracije biomarkera CRP, troponina i NT-proBNP u
perifernoj krvi (plazmi)

statistiCku obradu rezultata
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4.2. Prikupljanje i obrada uzoraka tkiva

Prospektivni uzorci tkiva aortalnih zalistaka pacijenata s kalcificiraju¢om aortalnom stenozom
(CAVS) prikupljeni su u razdoblju od 1. sijecnja 2020. do 29. kolovoza 2024. u operacijskoj
sali Zavoda za kardijalnu 1 transplantacijsku kirurgiju Klinicke bolnice Dubrava, neposredno
nakon zavrSetka operativnog zahvata i tijekom rutinske obrade tkiva u okviru zakonom

propisanog postupka patohistoloske analize.

Dio tkiva izdvojenog za potrebe istraZivanja, neposredno nakon ekscizije, pohranjen je na
sobnoj temperaturi u otopini RNAlater (namijenjenoj stabilizaciji RNA i proteina), dok je
drugi dio uzorka uklopljen u standardne parafinske blokove za tkivnu lokalizaciju ekspresije
ciljanih IncRNA metodom in situ hibridizacije (ViewRNA™ [SH).

Svi uzorci pohranjeni u RNAlater otopini procesuirani su i prebaceni na —80 °C unutar 2 sata

od izuzimanja.

Kontrolni uzorci trikuspidalnih aortalnih zalistaka srca prikupljeni su u istom vremenskom
razdoblju (1. sijeénja 2020. — 29. kolovoza 2024.) u operacijskoj sali istog zavoda, nakon

izvrSene eksplantacije srca primatelja i tijekom rutinske patohistoloske obrade tkiva.

Kao i u slucaju patoloski promijenjenih uzoraka (CAVS), dio kontrolnog tkiva je neposredno
po izuzimanju pohranjen u otopini RNAlater, dok je drugi dio uklopljen u parafinske blokove
1 koriSten za tkivnu lokalizaciju ekspresije ciljanih IncRNA metodom in situ hibridizacije

(ViewRNA™ [SH).

Od svakog CAVS bolesnika (blagi, umjereni i teski oblik bolesti) uklju¢enog u istrazivanje u
odgovaraju¢e EDTA tubice (2 x 5 ml) uzeti su i predoperativni uzorci (2 x 5 ml) venske krvi.
Uzorci venske krvi (2 x 5 ml) uzet su i od dobrovoljnih kontrolnih ispitanika obuhvaéenih

istraZivanjem.

Napomena: U sklopu istrazivanja planirano je i prikupljanje postoperativnih uzoraka venske
krvi (plazma) CAVS 6-12 mjeseci nakon kirurske zamjene aortalnog zalistka (AVR; engl.
aortic valve replacement). Medutim, unato¢ predvidenom planu istrazivanja, analiza
navedenih uzoraka nije obuhvacena ovom studijom buduci je njihovo prikupljanje u

adekvatnom broju bilo onemoguceno uslijed pandemije bolesti COVID-19 (SARS-CoV-2).
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4.3. Demografski i klinicki podaci ispitanika

Demografski i klini¢ki podaci pacijenata s kalcificiraju¢om aortalnom stenozom (CAVS), kod
kojih je bila indicirana kirurSka zamjena aortalnog zalistka, kao 1 podaci kontrolnih ispitanika
kod kojih je zbog oboljenja sréanog misi¢a druge etiologije bila indicirana transplantacija
srca, prikupljeni su tijekom rutinskih klinickih postupaka, pregleda te laboratorijskih i

patohistoloskih analiza.

Prikupljanje i obrada podataka provedeni su u okviru Klinicke bolnice Dubrava (Zagreb), i to

u sljede¢im ustrojbenim jedinicama:
e Kilini¢ki zavod za laboratorijsku dijagnostiku
« Kilinika za bolesti srca i krvnih zila
o Klini¢ki zavod za dijagnosti¢ku i intervencijsku radiologiju
e Zavod za kardijalnu i transplantacijsku kirurgiju

o Klini¢ki zavod za patologiju i citologiju

4.4. 1zdvajanje plazme

Uzorci venske krvi prikupljeni su u EDTA antikoagulacijske epruvete (BD Vacutainer®, 2 X
5 mL) tijekom rutinskih klinickih postupaka, neposredno prije operativnog zahvata ili
dijagnosticke obrade. Nakon prikupljanja, epruvete su njezno invertirane (5-10 puta) radi
homogenizacije s antikoagulansom i pohranjene na 4 °C do centrifugiranja, koje je provedeno

unutar 1 sata od uzorkovanja.
Primarno centrifugiranje

Centrifugiranje je provedeno pri 1 500 x g tijekom 15 minuta na 4 °C kako bi se odvojila
plazma od stani¢éne komponente krvi. Dobiveni supernatant (plazma) paZzljivo je prebacen u

nove, sterilne RNase-free epruvete, pazeci da se ne narusi sloj leukocita (buffy coat).
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Sekundarno centrifugiranje

Za dodatno uklanjanje zaostalih stani¢nih elemenata, plazma je ponovno centrifugirana pri 12
000 x g tijekom 10 minuta na 4 °C. Nakon toga je dobiven bistri supernatant, koji je

alikvotiran u volumene od 400-500 pL.
Pohrana
Alikvoti plazme pohranjeni su na —80 °C do daljnje uporabe za:

 izolaciju ukupne RNA uporabom TRIzol LS reagensa,
 te kvantifikacijsku analizu biomarkera (ELISA: CRP, troponin, NT-proBNP).

Svaka epruveta bila je jasno oznacena jedinstvenim ID brojem ispitanika, datumom i vrstom
analize, a svi uzorci evidentirani su u elektroni¢koj bazi podataka Laboratorija za epigenetiku

i molekularnu medicinu.

4.5. Kvantifikacija CRP, troponina i NT-proBNP u plazmi (ELISA)

Koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP), sr¢anog troponina (cTnl ili ¢TnT; prema
dostupnosti kita) i N-terminalnog pro-B-natriuretskog peptida (NT-proBNP) odredene su u
plazmi (EDTA) metodom enzimski vezanog imunosorbentnog testa (ELISA), prema uputama
proizvodaca. Uzorci su bili alikvotirani 1 pohranjeni na —80 °C; prije analize odmrznuti

jednom, centrifugirani (10 000 % g, 5 min, 4 °C) i analizirani bez stani¢nih ostataka.

Priprema i mjerenje. Za svaki analit pripremljena je standardna krivulja (najmanje 6-8
toCaka) u odgovaraju¢em puferu; uzorci su mjereni u duplikatu. Tipi¢ne razrijedivanja: CRP
1:100-1:5 000 (ovisno o kitu i o¢ekivanom rasponu), troponin ¢esto nerazrijeden ili 1:2, NT-
proBNP nerazrijeden do 1:4. Nakon inkubacija i pranja prema protokolu, dodan je HRP-
konjugat i supstrat TMB; reakcija je zaustavljena kiselinom te je apsorbancija o¢itana na 450
nm uz referentni kanal 570-620 nm (mikroplocasti ¢itac). Koncentracije su izraCunate 4-

parametarskom logistickom regresijom (4PL) uz automatsku korekciju za razrjedenje.

Kontrola kvalitete. U svakoj plo¢i koriStene su unutarnje kontrole (niska/srednja/visoka) i
blank. Kao kriteriji prihvata koriSteni su: R? krivulje > 0,99, intra-assay CV < 10 %, inter-

assay CV < 15 %, oporavak (spike-recovery) 80—120 % i linearnost pri razrjedenju r > 0,98.
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Uzorci izvan raspona kvantifikacije ponovno su analizirani uz dodatna razrjedenja. Granice
detekcije/kvantifikacije (LOD/LOQ) preuzete su iz specifikacija pojedinog kita i potvrdene

internom validacijom (blank + niske kontrole, n > 20).

Izvjestavanje. Rezultati su izrazeni u mg/L (CRP), ng/L (troponin) i ng/L ili pmol/L (NT-
proBNP; uz konverziju prema kitu). Za statisticku analizu koriStene su log-transformacije

kada je bilo potrebno (asimetri¢ne distribucije).

4.6. gRT-PCR analiza ekspresije ciljanih IncRNA molekula

4.6.1. 1zolacija ukupne RNA iz tkiva aortalnih zalistaka srca

Izolacija ukupne RNA iz tkiva aortalnih zalistaka provedena je uporabom TRIzol™ reagensa
(Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific), prema modificiranom standardnom protokolu

proizvodaca, optimiziranom za fibro-kalcificirana sr¢ana tkiva visoke ¢vrstoce.
Priprema i homogenizacija uzoraka

Tkiva aortalnih zalistaka pohranjena u otopini RNAlater prethodno su otopljena na sobnoj
temperaturi, a zatim homogenizirana ru¢no pomocu sterilnog mortara i pistila u prisutnosti
tekuceg dusika, sve dok nije postignuta prahasta konzistencija tkiva. Dobiveni homogeni prah
odmah je prenesen u sterilne RNase-free mikrocentrifugalne epruvete s 1 mL TRIzol reagensa

na svakih <100 mg tkiva, uz temeljito pipetiranje i mijeSanje do potpune liziranja.
Fazno razdvajanje

Nakon homogenizacije, uzorcima je dodano 200 pL kloroforma na 1 mL TRIzol-a. Uzorci su

intenzivno vorteksirani i inkubirani 3-5 minuta na sobnoj temperaturi.

Centrifugiranjem pri 12 000 % g tijekom 15 minuta na 4 °C postignuto je razdvajanje triju
faza: vodene (RNA), interfacijalne (DNA) i organske (proteini). Vodena faza je pazljivo

prenesena u novu RNase-free epruvetu.
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Precipitacija RNA

U vodenoj fazi RNA je precipitirana dodatkom 0,5 mL izopropanola na 1 mL pocetnog
TRIzol volumena. Uzorci su inkubirani preko noéi na -80 °C i zatim centrifugirani pri 12 000
x g tijekom 15 minuta na 4 °C. Dobiveni RNA pelet ispran je dva puta s 1 mL 75%-tnog

etanola, kratko vorteksiran i ponovno centrifugiran (7 500 x g, 5 minuta, 4 °C).
Otapanje i pohrana RNA

Pelet ukupne RNA je susen na sobnoj temperaturi (3-5 min) te otopljen u 20-30 uLL RNase-
free vode (Ambion™). Koncentracija i €istoéa RNA odredene su spektrofotometrijski na
NanoDrop™ ND-1000 instrumentu (Thermo Fisher Scientific) pri valnim duljinama 260/280

I 260/230 nm. Uzorci su pohranjeni na —80 °C do daljnje analize.

4.6.2. 1zolacija ukupne RNA iz plazme

Izolacija ukupne RNA iz plazme perifernog venskog uzorka provedena je uporabom reagensa
TRIzol™ LS (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific), prema modificiranom protokolu

proizvodaca, optimiziranom za male koli¢ine cirkuliraju¢e RNA.
Priprema uzoraka

Za svaku izolaciju koriSteno je 400 pL plazme pohranjenog na —80 °C. Uzorci su nakon
odmrzavanja kratko centrifugirani (3 000 x g, 5 min, 4 °C) radi uklanjanja stani¢nih ostataka i

zatim preneseni u RNase-free epruvete.

Dodano je 1200 uL TRIzol LS reagensa (omjer 1 : 3 plazma : TRIzol), uz temeljito
pipetiranje 1 mijeSanje do homogenosti. Uzorci su inkubirani 5 min na sobnoj temperaturi radi

potpunog liziranja i inaktivacije RNaza.
Fazno razdvajanje

Dodano je 200 pL kloroforma na 1 mL TRIzol LS-a, uz intenzivno vorteksiranje i inkubaciju
3 min na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja (12 000 x g, 15 min, 4 °C) formirane su

tri faze, a vodena faza (gornji sloj) paZljivo je prenesena u novu RNase-free epruvetu.
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Precipitacija RNA

U vodenoj fazi RNA je precipitirana dodatkom 1 volumena izopropanola te 1 pL glikogena
(20 ug/uL) kao nosioca RNA. Uzorci su lagano promijesani i inkubirani preko no¢i na —80

°C, a zatim centrifugirani pri 12 000 x g tijekom 15 min na 4 °C.

Dobiveni pelet RNA ispran je dva puta s 1 mL 75%-tnog etanola, kratko vorteksiran i

ponovno centrifugiran (7 500 x g, 5 min, 4 °C).

Otapanje i pohrana RNA

Nakon kratkog susenja (3—5 min) pelet je otopljen u 15-20 uL RNase-free vode (Ambion™),
Uzorci su kvantificirani spektrofotometrijski (NanoDrop™ ND-1000, Thermo Fisher
Scientific) pri valnim duljinama 260/280 i 260/230 nm te pohranjeni na —80 °C do reverzne

transkripcije.
Napomena o procis¢avanju RNA

Zbog niske koncentracije i mogucih tragova organskih necistoca, dio izoliranih uzoraka
dodatno je procis¢en kolonskim postupkom uporabom Ambion™ PureLink™ RNA Mini Kit
(Thermo Fisher Scientific), prema modificiranom protokolu (alkoholni prijenos + DNase
tretman). Takav kombinirani pristup (TRIzol + kolonska procis¢avanja) omogucio je

povecanje Cistoce i stabilnosti RNA dobivene iz plazme.
Kontrola kvalitete

Koncentracija RNA bila je u rasponu od 1-15 ng/uL, s omjerima A260/A280 izmedu 1,7 i
2,0, Sto je smatrano zadovoljavaju¢om kvalitetom za reverznu transkripciju i gRT-PCR

analizu niskopristupnih INcCRNA transkripata.
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4.6.3. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija ukupne RNA provedena je uporabom PrimeScript™ RT Master Mix
(Perfect Real Time) (Takara Bio Inc., Japan). Reakcijska smjesa pripremljena je na ledu u
ukupnom volumenu od 20 pL, i sadrzavala je 4 pL 5x PrimeScript RT Master Mixa, uz
dodatak 16 mikrolitara ukupne RNA (do 500 ng).

Reakcija je provedena na uredaju CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad

Laboratories, USA) prema sljede¢em temperaturnom profilu:

e 37 °C tijekom 15 minuta (Sinteza cDNA)
o 85 °Ctijekom 5 sekundi (inaktivacija reverzne transkriptaze)

e 4 °C (odrzavanje)
Dobiveni cDNA uzorci pohranjeni su na —20 °C do kvantitativne gRT-PCR analize.
4.6.4. qRT-PCR reakcija

Umnazanje ciljanih genskih lokusa provedeno je koristenjem:
e CFX-96 qRT-PCR sustava i C100 termobloka (Bio-Rad, USA),
e gen-specifi¢nih pocetnica (Tablica 8) za ciljane INCRNA i GAPDH (referentni gen),

e TB Green® Premix Ex Taq™ II (Tli RNase H Plus), Bulk Kit (Takara, Dalian,
China).

Pocetnice (Tablica 10) su odabrane iz literature a njihova specifi¢nost i duljina amplikona
provjerene su pomo¢u NCBI PRIMER-BLAST (244). Temperatura taliSta pocetnica (engl.
primer annealing) provjerena je koristenjem slobodno dostupnog mreznog Tm kalkulatora
[Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA;

https://www.thermofisher.com/hr/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/tm-calculator.html].

Uvjeti reakcije (volumen 10 pl):
1. 95°C, 2 min (1 ciklus)
2. 95°C, 5s; 60 °C, 1 min (40 ciklusa)
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4.6.5. Analiza qRT-PCR podataka

Vrijednosti Ct (prag ciklusa; engl. cycle threshold) dobivene su u CFX96 Maestro softveru.

Relativna ekspresija izra¢unata je prema 2"-AACt metodi (245):

ACt (uzorak) = Ct (ciljana INcRNA ) — Ct (GAPDH - endogeni referentni gen)

AACt = ACt (CAVS uzorci ) — ACt (prosjecna vrijednost ACt kontrolnih uzoraka)

Specifi¢nost amplifikacije potvrdena je melt curve analizom.

Tablica 10. QRT-PCR pocéetnice koristene za analizu ekspresije ciljanih IncRNA

Gen Referentna Lijeva pocetnica (5'—3°) Desna pocetnica (5'—3°) Velicina
sekvenca amplikona

ANRIL/CDKN2B-AS1 NR_003529.4 ACACACATCAAAGGAGAATTTT CCGTCTCTACTGTTACCTC 167 pb
UCA1 NR_015379.3 GCTTAATCCAGGAGACAAAG CATAGGTGTGAGTGGCG 153 pb
MALAT1 NR_002819.5 TTATCCTTGGAAGAGTATT TAAGAAGTCACATTATTGG 146 pb
TUG1 NM_001398476.1 TAGCAGTTCCCCAATCCTTG CACAAATTCCCATCATTCCC 116 pb
H19 NR_002196.3 ATCGGTGCCTCAGCGTTCGG CTGTCCTCGCCGTCACACCG 145 pb
MEG3 NR_002766.2 TGGCATAGAGGAGGTGAT AGACAAGTAAGACAAGCAAGA 88 pb
GAS5 NR_002578.4 CCATGGATGACTTGCTTGGG TGCATGCTTGCTTGTTGTGG 197 pb
PVT1 NR_003367.4 GCCCCTTCTATGGGAATCACTA GGGGCAGAGATGAAATCGTAAT 165 pb
CYTOR NR_024204.2 ACCGAAAATCACGACTCAGCCC AATGGGAAACCGACCAGACCAG 187 pb
MIAT NR_003491.4 GCTGACCACTAACAACCAACC AGGAACAGACCAGGAAGGCAG 122 pb
ROR NR_048536.2 CCAGGACAATGAAACCAC AGGAGCCCAAAGTAACAG 146 pb
RUNXI-IT1 NR_026812.1 GGACACGCAGAGGAAGTCAA GTTCTTGAGGTTGGCGGAGA 97 pb
AGAP2-AS1 NR_027032.1 TACCTTGACCTTGCTGCTCTC TGTCCCTTAATGACCCCATCC 187 pb
JADE1 NM_199320.4 AACCTGAAGAGAGCGT AGGAAGCGAATGCTCA 180 pb
OIP5-AS1 NR_026757.2 TGCGAAGATGGCGGAGTAAG TAGTTCCTCTCCTCTGGCCG 136 pb
KLF3-AS1 NR_026804.1 AATGAGTGCGTGGAGGAAAT CCTGGGCAACAGAGTGAGAC 138 pb
CASC15 NR_015410.2 CACACGCATGGAAAACCCAG GAGGACCTGAGCTGTAAGCC 140 pb
PACERR NR_125801.1 CTCCACGGGTCACCAATATAAA ACGCATCAGGGAGAGAAATG 126 pb
ZEB1-AS1 NR_024284.1 AACCTTGTTGCTAGGGACCG AGTCACTTCCCATCCCGGTT 212 pb
HOTAIR NR_047517.2 AATAGACATAGGAGAACACTT AATCTTAATAGCAGGAGGAA 155 pb
GAPDH NM_002046.7 TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 87 pb
TBP NM_003194.5 GGTTCTTCTCCTCCAATCCCTTCC  TGGTATTATTCCTGTAGCGGAAAG 86 pb

Napomena: Kao §to je inicijalmno navedeno u prijavi istrazivanja u studiji su kao referentni
geni analizirani TBP (engl. TATA-Box Binding Protein) i GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat-

dehidrogenaza) no kako

ekspresija TBP gena mije zabiljezena u svim uzorcima tkiva
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aortalnih zalistaka srca kao ni u vecini uooraka periferne krvi (plazma) kao referentni gen u
konac¢nici je za 2"-AACt metodu koriStena samo ekspresija GAPDH cija ekspresija je

detektirana u svim analiziranim uzorcima tkiva i periferene krvi.

4.7. Analiza ekspresije INCcRNA molekula TUG1 i H19 metodom in situ hibridizacije
(ViewRNA™ [SH)

Analiza tkivne ekspresije regulatornih nekodiraju¢ih RNA molekula TUG1 i H19 provedena
je metodom in situ hibridizacije (ISH) uporabom ViewRNA™ [SH Tissue Assay Kita
(Thermo Fisher Scientific, USA), prema standardnom protokolu proizvodaca prilagodenom

za formalinom fiksirana, parafinski uklopljena (FFPE) tkiva.

Za detekciju ciljanih transkripata koristene su komercijalno dostupne, validirane ViewRNA™

probe sets:

e VAL-11879 (Homo sapiens TUGL, tip 1) — detekcija Fast Red kromogenim sustavom
(alkalna fosfataza)
e VA6-3167844 (Homo sapiens H19, tip 6) — detekcija Fast Blue kromogenim sustavom

(alkalna fosfataza)

Tkivni rezovi debljine 4-5 um nane$eni su na naelektrizirane mikroskopske stakalce, suseni 1
sat na 60 °C, te deparafinizirani u ksilenu (2 x 10 minuta), rehidrirani u seriji etanola (100 %,
95 %, 70 %) i isprani u RNase-free vodi. Nakon iscrtavanja hidrofobne barijere, sekcije su
podvrgnute toplinskoj predobradi u 1x Pretreatment otopini pri =95 °C tijekom 15 minuta,
¢ime se omogucio pristup ciljnoj RNA. Slijedila je proteazna digestija (Protease Solution, 40

°C, 15 minuta) optimizirana radi ocuvanja morfologije tkiva.

Hibridizacija specifiénih ViewRNA sondi (VA1-11879 i VA6-3167844) provedena je pri 40
°C tijekom 2 sata u vlaznoj komori. Nakon ispiranja, provedeni su uzastopni koraci bDNA
amplifikacije signala (PreAmplifier, Amplifier, Label Probe) prema standardnom protokolu
kita.

Vizualizacija signala ostvarena je enzimsko-kromogenom reakcijom:
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e« TUGI (VAL1-11879, tip 1) — Fast Red supstrat (crveni signal)
o H19 (VAG6-3167844, tip 6) — Fast Blue supstrat (plavi signal)

Vrijeme razvoja boje prilagodeno je intenzitetu signala (=30—45 minuta), nakon Cega su
stakalca isprana, opcionalno kontrastno obojena hematoksilinom, te pokrivena vodotopivim

medijem za montazu.

Mikroskopska analiza provedena je na uporabom svijetlosnog mikroskopa (Leica) pri
povecanjima od 20% i 40%. Pozitivni signal interpretiran je kao intenzivno punktiformno
obojenje u citoplazmi ili jezgri ciljnih stanica unutar fibrokalcificiranog tkiva aortalnog

zalistka.

4.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je uporabom SPSS statistickog softvera (IBM®
SPSS® Statistics, verzija 30.0). Normalnost distribucije varijabli provjerena je primjenom

Kolmogorov—-Smirnov i Shapiro—-Wilks testa.

Veza izmedu demografskih 1 klinickih podataka s prisutno$cu kalcificirajuce aortalne stenoze
(CAVS) odredena je uporabom Studentovog t-testa za kontinuirane varijable, odnosno ¥* testa

ili Fisherovog egzaktnog testa za kategoricke varijable.

Usporedba izmedu skupina provedena je primjenom independent Student’s t-testa za
parametrijske, odnosno Mann-Whitney U testa ili Kruskal-Wallis testa za neparametrijske

varijable.

Povezanost ekspresijskih vrijednosti analiziranih INcRNA molekula s pojavnosti CAVS-a
odredena je metodom logisticke regresijske analize, a rezultati su prikazani s vrijednostima p,

OR (engl. odds ratio) i 95% CI (engl. confidence interval).

Povezanost pojedinih varijabli s ekspresijskim vrijednostima analiziranih IncRNA molekula
procijenjena je pomocu Pearsonova koeficijenta korelacije. Vrijednosti p (two-tailed) < 0,05
smatrane su statisticki znacajnima. Korekcija p-vrijednosti za multiple usporedbe provedena

je primjenom Bonferronijeve metode (Pc = 0,05/N, gdje je N broj usporedbi).
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5. Rezultati

Istrazivanjem je obuhvaceno 75 pacijenata s kalcificiraju¢om aortalnom stenozom (CAVS),
kod kojih je indicirana kirurS§ka zamjena aortalnog zalistka (AVR), te 25 pacijenata kod kojih
je, zbog kardiomiopatija druge vrste, indicirana transplantacija srca.

Uz navedene skupine bolesnika, u istrazivanje je uklju¢eno i1 100 zdravih kontrolnih

Ispitanika.

5.1. Op¢e karakteristike ispitanika

5.1.1. Opée karakteristike bolesnika s kalcificiraju¢om aortalnom stenozom (CAVS)
U skupini bolesnika s kalcificiraju¢om aortalnom stenozom (CAVS; n = 75) prosjecna dob
iznosila je 70,5 + 8,1 godina, bez znacajne spolne razlike u ve¢ini demografskih i klinickih

obiljezja (Tablica 11).

Zene su bile nesto starije od muskaraca (72,5 + 5,6 prema 68,5 + 9,7 godina; p = 0,038), dok
su muskarci ¢esée bili aktivni pusaci (37,1 % prema 13,2 %; p = 0,028). Ocekivano, muskarci
su imali vece vrijednosti povrSine tijela (BSA; 2,1 £ 0,2 m? prema 1,7 = 0,1 m?; p < 0,001) te
izrazenije morfolosko remodeliranje lijevog ventrikula, Sto se ocitovalo u veéim
vrijednostima krajnjeg sistolickog volumena (LVESV), teledijastolickog volumena (LVEDV)
I mase lijevog ventrikula (LV masa).

Od laboratorijskih parametara, znaajne spolne razlike uofene su za koncentracije
hemoglobina (vis§i u muskaraca; p < 0,001), kolesterola (p = 0,044), HDL kolesterola (p =
0,007), ALT (p =0,028) i GGT (p < 0,001).

Srednje vrijednosti troponina bile su vise u muskaraca (p = 0,017), dok su vrijednosti CRP-a i

NT-proBNP-a pokazivale izraZzenu varijabilnost, bez statisticki znacajne spolne razlike.

Na razini sr¢ane funkcije, muskarci su imali nizu ejekcijsku frakciju lijevog ventrikula
(LVEF; medijan 53 % prema 62 %; p = 0,007) i vise vrijednosti CT kalcijskog zbroja (Ca
score; medijan 4115,1 AU prema 2365,7 AU; p < 0,001), Sto ukazuje na izrazeniju valvularnu

kalcifikaciju.
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Nakon primjene Bonferroni korekcije za viSestruke usporedbe (Pc = 0,05/N = 0,000625),
statisticki znacCajne razlike zadrzane su za povrSinu tijela (BSA), koncentraciju GGT-a,
vrijednosti hemoglobina, dimenzije i volumene lijevog ventrikula, masu lijevog ventrikula,

promjer LVOT-a, te CT kalcijski zbroj. Ostale razlike izmedu spolova izgubile su statisticku

znacajnost nakon korekcije.
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Tablica 11. Osnovne demografske, klini¢ke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike CAVS ispitanika

(teski stadij bolesti)

Svi ispitanici Zene Muskarci P vrijednosti
N=75 N =38 N=37

Dob 70.52+8.1 72.45+5.6 68.54+9.7 0.038
Pusaci 18.0 (24.7) 5.0 (13.2) 13.0 (37.1) 0.028
BMI, kg/m? 30.1+4.9 30.9+£5.2 29.2+4.4 0.065
BSA, m? 1.9+0.2 1.7+0.1 2.1+0.2 <0.001
Komorbiditeti
Pozitivna obiteljska anamneza CAVS-a 15.0 (20.5) 10.0 (26.3) 5.0 (14.3) 0.254
Arterijska hipertenzija 67.0 (91.8) 36.0 (94.7) 31.0 (88.6) 0.418
Dijabetes 15.0 (20.5) 7.0 (18.4) 8.0 (22.9) 0.774
Hiperlipoproteinemia 51.0 (69.9) 27.0 (71.1) 24.0 (68.6) >0.999
CVIITIA 7.0 (9.6) 2.0(5.3) 5.0 (14.3) 0.249
CAD 6.0 (8.2) 4.0 (10.5) 2.0(5.7) 0.676
PAD 9.0 (12.3) 2.0(5.3) 7.0 (20.0) 0.078
AF 9.0 (15.5) 5.0 (13.2) 4.0 (14.3) >0.999
Bolesti stitnjace 9.0 (12.3) 7.0 (18.4) 2.0(5.7) 0.155
Lijekovi
Warfarin 19 (26.0) 14.0 (36.8) 5.0 (14.3) 0.035
NOAC 1.0 (1.4) 0.0 (0.0) 1.0 (2.9) 0.479
Clopidogrel/Aspirin 55.0 (75.3) 29.0 (76.3) 26.0 (74.3) >0.999
ACE/AT inhibitori 60.0 (82.2) 31.0 (81.6) 29.0 (82.9) >0.999
Blokatori kalcijskih kanala 33.0(45.2) 19.0 (50.0) 14.0 (40.0) 0.482
Beta blokatori 53.0 (72.6) 28.0 (73.7) 25.0 (71.4) >0.999
Statini 45.0 (61.6) 23.0 (60.5) 22.0 (62.9) >0.999
Diuretici 30.0 (41.1) 18.0 (47.4) 12.0 (34.3) 0.342
Inzulin 3.0 (4.1) 2.0(5.3) 1.0 (2.9) >0.999
Metformin 14.0 (19.2) 7.0 (18.4) 7.0 (20.0) >0.999
Drugi hipoglikemici 5.0 (6.8) 1.0 (2.6) 4.0 (11.4) 0.187
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/L 6.1 (5.4-7.2) 6.1 (5.4-6.8) 6.2 (5.6-6.9) 0.604
urea, mmol/L 7.3 (6.0-9.8) 7.2 (6.0-9.9) 7.6 (6.0-9.7) 0.640
Kreatinin, pmol/L 83.0 (70.0-97.3) 72.0 (60.0-93.0) 87.0 (79.0-109.5) <0.001
eGFR, ml / min /1,73 m? 80.1(70.1-92.7) 74.8 (62.8-90.7) 84.7 (76.2-94.6) 0.020
Urati, pmol/L 385.5 (302.8-461.3) 364.0 (279.0-443.0) 399.0 (320.5-471.0) 0.204
Ukupni proteini, g/L 72.0 (70.0-76.0) 73.0 (70.0-78.0) 71.0 (68.5-75.0) 0.094
Serumski albumin; g/L 42.5 (40.0-45.3) 43.0 (40.0-46.0) 42.0 (41.0-44.0) 0.686
Trigliceridi, mmol/L 1.2 (0.9-1.8) 1.2 (0.9-1.4) 1.4 (1-0-2.1) 0.119
Kolesterol, mmol/L 4.8 (4.0-5.7) 5.1 (4.1-6.4) 4.6 (3.6-5.2) 0.044
HDL, mmol/L 1.3(1.1-1.5) 1.4 (1.2-1.6) 1.2(0.9-1,4) 0.007
LDL, mmol/L 3.0 (2.1-3,7) 3.2(2.2-4.1) 2.7 (1.9-3.5) 0.063
Ukupni Ca, mmol/L 2.4 (2.3-2,5) 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.5) 0.354
AST, U/L 24.0 (21.0-33.09 24.0 (21.0-30.0) 24.0 (20.0-35.0) 0.737
ALT, U/L 21.0 (16.0-29.0) 20.0 (15.0-24.0) 22.0 (17.0-37.5) 0.028
LDH, U/L 203.0 (181.0-237.0) 209.5 (192.0-242.5) 199.0 (171.0-236.5) 0.201
CK, U/L 97.0 (65.5-148.0) 83.0 (54.0-153.3) 106.0 (73.0-142.0) 0.169
GGT, U/L 30.5 (19.0-60.3) 21.0 (15.0-21.0) 39.0 (24.0-78.0) <0.001
ALP, U/L 73.0 (64.0-90.5) 77.0 (64.5-90.0) 72.5 (63.3-91.0) 0.633
Amilaza, U/L 56.7+23.7 52.9+15.3 62.0£31.8 0.285
CRP, mg/L 2.9 (1.4-7.0) 2.9 (1.9-7.1) 2.2 (1.4-7.4) 0.677
Troponin, ug/l 0.01 (0.01-0.03) 0.01 (0.01-0,01) 0.03 (0.01-0.03) 0.017
NT-proBNP, pg/ml 1207.0 (411.0-3783.0) 674.5 (399.1-3959.6) 1473.5 (492.3-4805.8) 0.302
Leukociti x10%/L 6.8 (5.7-9.0) 6.7 (5.2-8.6) 7.1(5.8-9.4) 0.182
Eritrociti x10%2/L 4.6+0.5 4.4+0.4 4.7+0.6 0.018
Haemoglobin, g/L 136.5+17.2 130.6+13.6 141.6+18.4 <0.001
Trombociti, x10%/L 210.5 (176.0-272.5) 238.0 (184.5-288.5) 195.0 (174.0-249.5) 0.028
Fibrinogen, g/L 3.8 (3.4-4.5) 3.9 (3.4-4.9) 3.8 (3.3-4.6) 0.431
Podaci o tlaku
Sistolicki krvni tlak, mmHg 127.2+18.8 131.1£19.8 123.8+17.3 0.031
Dijastolicki krvni tlak, mmHg 75.0 (70.0-80.0) 79.0 (70.0-87.5) 73.0 (65.0-80.0) 0.289
Tlak pulsa, mmHg 55.0 (50.0-65.0) 57.5 (50.0-70.0) 55.0 (50.0-60.0) 0.535
Srednji arterijski tlak, mmHg 94.6+10.9 96.7+11.9 92.4+9.4 0.047
UZV srca
LVIDd, mm 49.0 (41.0-55.0) 45.0 (42.0-51.0) 50.5 (15.9-56.8) 0.088
LVIDs, mm 32.0 (28.0-35.8) 31.0 (27.8-34.0) 34.0 (28.3-40.3) 0.020
1IVSd, mm 15.0 (14.0-16.0) 15.0 (14.0-16.0) 15.0 (12.0-16.0) 0.993
LVPW, mm 15.0 (13.0-16.0) 14.5 (13.8-16.0) 15.0 (12.3-16.0) 0.726
Anulus aorte 24.7£2.9 242429 25.3+2.7 0.108
LAVI, ml/m? 39.0 (31.0-49.0) 37.5(31.8-50.3) 40.0 (29.0-48.0) 0.744
LVEDV, ml 121.9+37.1 100.5+21.8 144.6+36.7 <0.001
LVESV, ml 45.0 (37.3-62.5) 39.0 (33.0-45.0) 60.0 (46.0-79.0) <0.001
LVEF, % 58.0 (45.0-65.0) 62.0 (51.5-65.0) 53.0 (30.5-62.8) 0.007
Masa LV, g 346.6+84.4 308.6+59.6 387.9+88.5 <0.001
Indeksirana masa LV, g/m? 185.1+41.9 180.2+38.5 190.4+45.3 0.307
Vmax, m/s 4.6+0.6 4.7+0.6 4.5+0.6 0.087
PGmax, mmHg 86.3+20.8 90.3+21.5 81.9+19.4 0.087
PGmean, mmHg 51.7+14.8 53.1£15.0 50.3£14.7 0.413
Time Velocity Integral, cm 113.5420.2 116.1+20.3 118.8+19.9 0.261
AVA, cm? 0.076 (0.69-0.90) 0.75 (0.57-0.87) 0.79 (0.70-0.90) 0.033
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Tablica 11. Nastavak

Svi ispitanici Zene Muskarci P vrijednosti
N=75 N =238 N=37

AVAI, cm/m? 0.40 (0.36-0.48) 0.42 (0.33-0.50) 0.40 (0.38-0.41) 0.327
LVOT Vmax, m/s 0.99+0.2 1.0+0.2 0.97+0.2 0.263
LVOT PGmax, mmHg 3.8+1.3 3.9+1.2 3.7+1.4 0.472
LVOT PGmean, mmHg 2.0+0.68 2.1+0.7 1.98+0.69 0.632
LVOT dijametar, mm 21.0 (19.0-22.0) 20.0 (18.8-21.0) 21.0 (20.0-22.0) <'.001
Udarni volumen, ml 87.3(70.8-97.9) 77.0 (68.1-96.9) 88.6 (76.9-102.7) 0.032
CT nalazi

CT Ca score, AU 3217.3 (2035.4-5125.0) 2365.7 (1646.0-3542.2) 4115.1 (3074.1-5595.8) <0.001

Ovisno o tome radi li se 0 kategorickim ili kontinuiranim varijablama te o njihovoj raspodjeli (Gaussova distribucija ili
distribucija koja odstupa od normale), podaci su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i interkvartilni raspon
(IQR, engl. interquartile range) ili kao srednja vrijednost £ SD (standardna devijacija, engl. standard deviation).
Testovi:y*/Fisher za kategoricke; t-testtMann—Whitney za kontinuirane. Statisticki znacajnom smatrana je vrijednost P <
0.050.2 korigirane prema Bonferroni korekciji za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625). Kratice: AU — proizvoljne jedinice
(engl. arbitrary units), BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), BSA — povrsina tijela (engl. body surface area),
CAD - koronarna ateroskleroza (engl. coronary artery disease), PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery
disease), AF — fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation), NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants), GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose), IQR — interkvartilni raspon (engl.
interquartile range), eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate), SD —
standardna devijacija (engl. standard deviation), HDL — lipoproteini visoke gustoée (engl. high density lipoproteins), LDL —
lipoproteini niske gustoc¢e (engl. low density lipoproteins), CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography),
AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase), ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine
aminotransferase), ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase), CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive
protein), GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase), CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase),
LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase), NT-proBNP — N-terminalni prohormon moZdanog natriuretskog
peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide), LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricle internal dimension at diastole), LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle
internal dimension at systole), IVSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole), LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular posterior wall
thickness in diastole), LVEDV - teledijastolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume),
LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end systolic volume), LVEF — ejekcijska frakcija
lijevog ventrikula (engl. left ventricular ejection fraction), RWT — relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative
wall thickness), Vmax — maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity), PGmax — maksimalni
gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient), PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient), AVA —
povrSina aortalnog zaliska (engl. aortic valve area), AVAI — indeksirana povrsina aortalnog zaliska (engl. indexed aortic
valve area), LVOT — izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract), LVOT Vmax — maksimalna brzina
protoka u izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum velocity), LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum pressure gradient), LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT mean pressure gradient), UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography).
Nakon Bonferroni korekcije, znacajne spolne razlike zadrzane su za BSA, GGT, Hb, LV dimenzije/volumene/masu, LVOT
promjer (izrazenije remodeliranje) i CT Ca score. Ostale varijable nisu dosegle korekcijski prag.
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5.1.2. Op¢e karakteristike transplantiranih pacijenata

U skupini kontrolnih ispitanika (N = 25), kod kojih je zbog kardiomiopatija druge vrste
indicirana transplantacija srca, takoder su analizirane osnovne demografske, klinicke,
laboratorijske i ehokardiografske znaCajke s obzirom na spol (Tablica 12). Medijan dobi
ispitanika iznosio je 58,0 (53,5-62,5) godina, bez statisticki znacajne razlike izmedu Zena i
muskaraca (p = 0,883). Indeks tjelesne mase (BMI) i povrsina tijela (BSA) bili su znacajno
nizi u zena u odnosu na muskarce (BMI 21,9 £+ 1,6 kg/m? naspram 26,4 =+ 3,9 kg/m?; BSA 1,7
+ 0,1 m? naspram 2,0 £ 0,2 m?; oba p < 0,001). Ucestalost arterijske hipertenzije, dijabetesa,
hiperlipoproteinemije, atrijske fibrilacije i ishemijske bolesti srca nije se znacajno razlikovala

medu spolovima.

Od lijekova, zabiljezena je veca ucestalost primjene ACE/AT inhibitora u zena (85,7 %) u
odnosu na muskarce (17,6 %; p = 0,004), dok za ostale skupine lijekova (NOAC, beta-
blokatori, statini, diuretici, antitrombocitni i hipoglikemijski lijekovi) nisu nadene znacajne
razlike. Laboratorijski parametri (glukoza, urea, kreatinin, urati, lipidi, jetreni enzimi, CRP i
NT-proBNP) pokazali su sli¢ne vrijednosti medu spolovima, uz tendenciju visih vrijednosti
kreatinina 1 fibrinogena u muskaraca, ali bez statisticke znacajnosti. Niti u broju leukocita,

eritrocita, hemoglobinu i trombocitima nije bilo razlika izmedu skupina.

Prosje¢ne vrijednosti sistolickog 1 dijastoli¢kog krvnog tlaka bile su usporedive izmedu Zena 1
muskaraca (110,0 + 16,4 mmHg i 71,8 + 11,3 mmHg; p > 0,05). Ehokardiografski parametri
(LVIDd, LVIDs, IVSd, LVPW i LVEF) takoder nisu pokazali znacajne spolne razlike, premda
su muskarci imali tendenciju prema ve¢im dimenzijama lijeve klijetke 1 neSto niZoj
ejekcijskoj frakciji. Ukupno gledano, u kontrolnoj skupini nije zabiljezen statisti¢ki znacajan
spolni efekt u vecini analiziranih varijabli, osim u antropometrijskim parametrima i1 primjeni

ACE/AT inhibitora.

Bonferroni korekcija primijenjena je za viSestruke usporedbe (Pc = 0,0018).
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Tablica 12. Osnovne demografske, klini¢ke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike transplantiranih

pacijenata

Svi ispitanici Zene Muskarci P vrijednosti

N =25 N=7 N =18

Dob 58.0 (53.5-62.5) 58.0 (54.0-63.0) 58.5 (52.8-62.3) 0.883
Pusaci 6.0 (24.0) 1.0 (14.3) 5.0 (27.8) 0.637)
BMI, kg/m? 25.1£3.9 21.9+1.6) 26.4£3.9) <0.001
BSA, m? 1.9+0.2 1.7£0.1 2.0+0.2 <0.001
Komorbiditeti
Arterijska hipertenzija 13,0 (52.0) 2.0 (28.6) 11.0 (61.1) 0.202
Dijabetes 4.0 (16.0) 0.0 (0.0) 4.0 (22.2) 0.294
Hiperlipoproteinemia 11.0 (44.0) 3.0 (42.9) 8.0 (44.4) >0.999
AF 13.0 (52.0) 5.0 (71.4) 8.0 (44.4) 0.378
Ishemijske bolesti srca 8.0 (32.0) 2.0 (28.6) 6.0 (33.3) > 0.999
Lijekovi
NOAC 21.0 (84.0) 6.0 (85.7) 15.0 (83.3) > 0.999
Clopidogrel/aspirin 2.0 (8.0) 1.0 (14.3) 1.0 (5.6) 0.490
ACE/AT inhibitori 9.0 (37.5) 6.0 (85.7) 3.0 (17.6) 0.004
Blokatori kalcijskih kanala 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) NA
Beta blokatori 20.0 (80.0) 7.0 (100.0) 13.0(72.2) 0.274
Statini 10.0 (40.0) 3.0 (42.9) 7.0 (38.9) >0.999
Diuretici 22.0(88.0) 7.0 (100.0) 15.0 (83.3) 0.534
Inzulin 2.0 (8.0 0.0 (0.0) 2.0 (11.1) >0.999
Metformin 2.0 (8.0) 0.0 (0.0) 2.0 (11.1) >0.999
Drugi hipoglikemici 3.0 (12.0) 0.0 (0.0) 3.0 (16.7) 0.534
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/l 5.9 (5.4-7.7) 5.4 (4.9-7.6) 6.2 (5.4-7.8) 0.198
Urea, mmol/l 8.1 (6.4-11.6) 7.4 (6.4-10.2) 8.9 (6.2-13.8) 0.423
Kreatinin, umol/l 106.0 (88.5-149.0) 101.0 (80.0-106.0) 113.5 (88.8-160.5) 0.085
Urati, umol/l 462.2+168.6 498.0+141.1 444.3+183.1 0.469
Ukupni proteini, g/l 71.0 (67.0-73.5) 73.0 (70.0-79.0) 70.0 (65.8-72.5) 0.198
Serumski albumin, g/l 41.0 (38.0-43.0) 41.0 (38.0-47.0) 40.5 (37.8-43.0) 0.534
Trigliceridi, mmol/Il 1.4+0.6 1.6+0.6 1.3£0.6 0.593
Kolesterol, mmol/l 4.1 (3.5-4.8) 4.1 (3.6-6.1) 4.2 (3.5-4.8) 0.376
HDL, mmol/l 1.16+£0.3 1.19+0.4 1.15+£0.3 0.825
LDL, mmol/l 2.6 (2.0-3.4) 2.7 (2.1-4.4) 2.4 (1.8-3.3) 0.299
AST, U/l 27.0 (20.5-39.0) 31.0 (24.0-47.0) 23.5(18.8-36.8) 0.158
ALT, U/l 22.0 (17.5-40.5) 25.0 (20.0-29.0) 21.0 (17.0-48.5) 0.883
LDH, U/l 278.3£152.9 226.0+42.4 330.5+239.7 0.648
GGT, U/l 76.0 (27.5-128.0) 94.0 (28.0-193.0) 62.5 (26.5-137.3) 0.701
ALP, U/l 84.5 (71.3-103.8) 87.0 (78.0-108.0) 83.0 (67.0-100.0) 0.534
CRP, mg/l 6.2 (2.1-20) 6.0 (2.5-9.4) 8.3(1.9-20.2) 0.836
NT-proBNP, pg/ml 6019.1 (2997.3-15000.0) 11313.0 (2997.2-13091.1) 4335.5 (2846.5-16899.0) 0.769
Leukociti, x10%1 7.4 (6.0-9.4) 7.2 (6.4-7.4) 8.8 (5.8-10.4) 0.198
Eritrociti, x10'%/1 4.6+0.6 4.5+0.6 4.7+0.6 0.461
Hemoglobin, g/l 137.6+23.9 131.0+25.2 140.1£23.6 0.427
Trombociti, x10%/I 254.0 (206.5-316.5) 287.0 (218.0-335.0) 230.5 (202.8-308.5) 0.458
Fibrinogen, g/l 4.1(3.5-4.7) 3.6 (3.1-4.0) 4.5 (3.8-4.9) 0.066
Podaci o tlaku
Sistolicki krvni tlak, mmHg 110.0+16.4 108.3+18.0 110.7£16.3 0.768
Dijastolicki krvni tlak, mmHg 71.8+11.3 69.1+10.8 73.0£11.6 0.456
UZV srca
LVIDD, cm 6.8 (6.0-7.9) 6.1 (5.5-7.7) 7.4 (6.2-7.9) 0.336
LVIDS, cm 6.1 (5.1-7.0) 5.8 (4.3-7.1) 6.1 (5.3-7.0) 0.489
IVSD, cm 1.0 (0.8-1.0) 0.9 (0.6-1.2) 1.0 (0.8-1.0) 0.371
LVPW, cm 1.1 (0.9-1.1) 1.0 (0.7-1.2) 1.1 (0.9-1.1) 0.503
LVEF, % 23.0(17.0-32.0) 33.0 (15.0-45.0) 22.0 (18.0-27.0) 0.275

Ovisno o tipu varijable i raspodjeli podataka, rezultati su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i
interkvartilni raspon (IQR) ili srednja vrijednost £ standardna devijacija (SD). Za usporedbu izmedu skupina
koriSteni su y? test ili Fisherov egzakini test za kategoricke varijable te Studentov t-test ili Mann—Whitney U test
za kontinuirane varijable. Bonferroni korekcija primijenjena za visestruke usporedbe (Pc = 0.0018).Kratice:
BMI — indeks tjelesne mase; BSA — povrsina tijela; NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K; AF

— atrijska fibrilacija; GUK — glukoza u krvi; HDL — lipoproteini visoke gustoée; LDL — lipoproteini niske
gustoce; AST — aspartat-aminotransferaza; ALT — alanin-aminotransferaza; ALP — alkalna fosfataza; GGT —
gama-glutamil transferaza; LDH — laktat-dehidrogenaza; CRP — C-reaktivni protein; NT-proBNP — N-terminalni
prohormon mozdanog natriuretskog peptida; LVIDd — unutarnji promjer lijeve klijetke u dijastoli; LVIDs —
promjer lijeve klijetke u sistoli; 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli; LVPW — debljina
straznje stijenke lijeve klijetke u dijastoli; LVEF — ejekcijska frakcija lijevog ventrikula; UZV — ultrazvuk srca;
IQR — interkvartilni raspon; SD — standardna devijacija.
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5.1.3. Opc¢e karakteristike kontrolnih, zdravih ispitanika

U skupini zdravih kontrolnih ispitanika (N = 100; 50 Zena, 50 muskaraca) prosje¢na dob
iznosila je 59,6 = 10,4 godina, pri ¢emu su zene bile statistiCki znacajno starije od musSkaraca
(62,2 £ 9,1 vs. 57,0 = 11,0 godina; p = 0,011) (Tablica 13). Vrijednosti tjelesne mase, indeksa
tjelesne mase (BMI) i veéine biokemijskih parametara nisu se znacajno razlikovale izmedu
spolova. Muskarci su imali znac¢ajno vecu povrsSinu tijela (BSA) (2,1 [2,0-2,3] m? vs. 1,8
[1,7-1,9] m?, p < 0,001), dok su Zene pokazivale visi HDL (1,4 [1,2-1,5] mmol/L vs. 1,1
[1,0-1,4] mmol/L; p = 0,023) te nize vrijednosti kreatinina (67,0 [61,0-83,0] vs. 84,0 [74,8—
99,5] umol/L; p = 0,023).

U morbiditetnom profilu, najées¢e su bile zastupljene arterijska hipertenzija (64 %) i
hiperlipoproteinemija (34 %), bez znacajnih spolnih razlika. Ucestalost dijabetesa, koronarne
1 periferne arterijske bolesti te fibrilacije atrija bila je niska i1 ujednac¢ena medu skupinama. U

skladu s time, 1 primjena kardiovaskularnih lijekova nije pokazala znacajne razlike.

U laboratorijskim pokazateljima nije bilo relevantnih spolnih razlika osim navedenih
parametara bubreZzne funkcije i HDL kolesterola. Svi ispitanici imali su normalne vrijednosti

upalnih biljega (CRP, troponin, NT-proBNP) i jetrenih enzima.

Ehokardiografska analiza pokazala je spolno uvjetovane anatomske razlike: muskarci su imali
vece vrijednosti dimenzija i volumena lijevog ventrikula (LVIDd, LVEDV, LVESV) te veci
promjer anulus aorte i LVOT, kao i1 vecu masu lijevog ventrikula, dok se ejekcijska frakcija
(LVEF) nije znacajno razlikovala medu spolovima. Maksimalne brzine protoka (Vmax) i
gradijenti tlaka (PGmax) preko aortnog zaliska bili su visi u Zena, ali bez znacaja nakon

Bonferroni korekcije.

Nakon primjene Bonferroni korekcije (Pc = 0.000625), statisticki znacajne razlike izmedu
spolova zadrzane su za povrsinu tijela (BSA), hemoglobin, odabrane dimenzije i volumene
lijevog ventrikula (LVIDd, LVIDs, LVEDV, LVESV, masa LV), promjer LVOT-a te CT

kalcijski score. Ostale varijable nisu dosegle prag korekcijske znacajnosti.
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Tablica 13. Osnovne

zdravih ispitanika

Dob

Pusaci

BMI, kg/m?

BSA, m?
Komorbiditeti
Pozitivna obiteljska anamneza CAVS-a
Arterijska hipertenzija
Dijabetes
Hiperlipoproteinemia
CVIITIA

CAD

PAD

AF

Lijekovi

Warfarin

NOAC
Clopidogrel/Aspirin
ACE/AT inhibitori
Blokatori kalcijskih kanala
Beta blokatori

Statini

Diuretici

Inzulin

Metformin

Drugi hipoglikemici
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/L

urea, mmol/L
Kreatinin, umol/L
eGFR, ml / min /1,73 m?
Urati, umol/L

Ukupni proteini, g/L
Serumski albumin; g/L
Trigliceridi, mmol/L
Kolesterol, mmol/L
HDL, mmol/L

LDL, mmol/L

Ukupni Ca, mmol/L
AST, U/L

ALT, U/L

LDH, U/L

CK, U/L

GGT, U/L

ALP, U/L

Amilaza, U/L

CRP, mg/L

Troponin, ug/l
NT-proBNP, pg/ml
Leukociti x10%/L
Eritrociti x10*4/L
Haemoglobin, g/L
Trombociti, x10%/L
Fibrinogen, g/L
Podaci o tlaku
Sistolicki krvni tlak, mmHg
Dijastolicki krvni tlak, mmHg
Tlak pulsa, nmHg
Srednji arterijski tlak, mmHg
UZV srca

LVIDd, mm

LVIDs, mm

1VSd, mm

LVPW, mm

Anulus aorte

LAVI, ml/m?

LVEDV, ml

LVESV, ml

LVEF, %

Masa LV, g
Indeksirana masa LV, g/m?
Vmax, m/s

PGmax, mmHg
PGmean, mmHg

Svi ispitanici
N =100
59.6+10.4
20.0 (20.0)
27.8 (25.3-30.0)
1.9 (1.8-2.2)

27.0 (27.0)
64.0 (64.0)
13.0 (13.0)
34.0 (34.0)
1.0 (1.0)
40 (4.0)
9.0 (9.0)
7.0 (7.0)

0.0 (0.0)
6.0 (6.0)
13.0 (13.0)
52.0 (52.0)
30.0 (30.0)
28.0 (28.0)
22.0 (22.0)
7.0 (7.0)
2.0 (2.0)
9.0 (9.0)
4.0 (4.0)

5.9 (5.4-6.5)
6.0 (5.6-7.1)
81.0 (65.0-97.0)
81.7+18.4
331.0+86.7
73.144.5
432423
15(1.1-2.2)
5.6£1.4
1.2 (1.11.4)
35411
2.4+0.1
26.0 (21.0-31.0)
25.0 (20.0-36.0)
175.0437.8
96.0 (67.0-141.0)
35.0 (23.0-54.0)
85.0 (67.8-100.3)
50.2+17.8
2.6 (1.1-4.2)
0.01 (0.01-0.02)
98.1 (76.9-119.2)
7.241.8
48405
146.0 (131.0-158.0)
233.0 (188.0-278.0)
3.240.5

130.0 (120.0-140.0)
80.0 (80.0-90.0)
50.0 (40.0-53.8)
96.5 (93.2-106.4)

49.6+4.2
33.0 (30.0-34.0)
11.0 (10.0-12.0)
11.0 (10.0-12.0)
24.0 (23.0-26.0)
21.0 (18.0-27.0)
114.3423.3
41.7+£10.2
64.944.6
207.0 (170.0-246.0)
102.0 (89.0-126.0)
1.4 (1.3-1.6)
7.8 (6.5-10.6)
4.2 (3.5-5.4)

Zene
N =50
62.249.1
11.0 (22.0)
28.3 (24.9-30.3)
1.8 (1.7-1.9)

16.0 (32.0)
35.0 (70.0)
5.0 (10.0)
16.0 (32.0)
1.0 (2.0)
3.0 (6.0)
4.0(8.0)
3.0 (6.0)

0.0 (0.0)
4.0 (8.0)
8.0 (16.0)

30.0 (60.0)

17.0 (34.0)

17.0 (34.0)

14.0 (28.0)
3.0 (6.0)
0.0 (0.0)
3.0 (6.0)
2.0 (4.0)

5.8 (5.5-6.3)
6.0 (4.8-7.9)
67.0 (61.0-83.0)
77.4419.4
313.9+88.7
73.244.8
43.142.1
15 (1.3-2.2)
6.1£1.5
1.4 (1.2-1.5)
3.95+1.2
2.4+0.1
24.0 (21.0-31.0)
23.0 (17.0-32.0)
179.0+38.9
80.0 (56.0-107.0)
27.0 (22.0-41.0)
89.0 (70.0-113.0)
4554159
2.0(2.0-3.2)
0.01 (0.01-0.02)
89.5 (76.9-119.0)
7.742.0
4.540.4
134.0 (129.0-144.0)
240.0 (188.0-302.0)
3.240.5

130.0 (120.0-140.0)
80.0 (73.8-85.0)
50.0 (43.8-60.0)
96.5 (89.9-103.2)

47.8+4.1
32.0 (28.5-34.0)
11.0 (10.0-12.0)
11.0 (10.0-12.0)
24.0 (22.0-25.0)
21.0 (16.0-25.5)
103.2422.3
37.5410.3
65.34.8
188.0 (153.0-246.0)
102.0 (86.5-129.0)
15(1.3-1.7)
8.6 (7.1-11.1)
4.4 (3.6:5.7)

Muskarci
N= 50
57.0£11.0
9.0 (18.0)
27.7 (26.0-29.4)
2.1 (2.0-2.3)

11.0 (22.0)
29.0 (58.0)
8.0 (16.0)
18.0 (36.0)
0.0 (0.0)
1.0 (2.0)
5.0 (10.0)
4.0 (8.0)

0.0 (0.0)
2.0 (4.0)
5.0 (10.0)
22.0 (44.0)
13.0 (26.0)
11.0 (22.0)
8.0 (16.0)
40(8.0)
2.0 (4.0)
6.0 (12.0)
2.0 (4.0)

6.1 (5.2-6.7)
6.1 (5.6-7.0)
84.0 (74.8-99.5)
85.517.1
345.3+84.9
73.144.3
43.342.6
1.3 (1.0-2.1)
52412
1.1 (1.0-1.4)
3.22+1.0
2.440.1
28.5 (21.3-30.8)
25.5 (21.5-36.0)
172.1437.8
105.0 (82.3-168.8)
39.0 (23.8-63.5)
82.0 (64.3-98.0)
54.9+18.9
2.6 (0.8-5.5)
0.01 (0.01-0.04)
101.0 (74.8-120.1)
6.8+1.6
5.120.4
156.5 (147.0-160.0)
211.5 (186.5-261.8)
3.2+0.6

130.0 (120.0-140.0)
80.0 (80.0-90.0)
50.0 (40.0-50.0)
96.5 (93.2-106.5)

514435
33.0 (31.0-35.0)
11.0 (11.0-12.0)
11.0 (100-12.0)
25.0 (24.0-28.0)
22.5 (18.0-28.0)

125.1£19.0
45.9+8.4
64.544.3
224.0 (194.0-248.3)
102.0 (91.0-115.5)
1.4 (1.2-1.5)
7.4 (5.9-9.6)
4.0 (3.2-5.1)

demografske, klini¢ke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike kontrolnih,

P vrijednosti

0.011

0.803
0.869
<0.001

0.368
0.298
0.554
0.833
> 0.999
0.617
> 0.999
> 0.999

0.678
0.554
0.161
0.513
0.265
0.227

>0.999
0.495
0.487

>0.999

0.755
0.908
0.023
0.226
0.311
0.919
0.764
0.499
0.080
0.023
0.070
0.821
0.479
0.298
0.600
0.086
0.099
0.274
0.183
0.961
0.762
0.424
0.158
<0.001
<0.001
0.542
0.985

0.743
0.108
0.558
0.234

<0.001
<0.001
0.247
0.957
<0.001
0.582
<0.001
<0.001
0.395
0.015
0.950
0.044
0.035
0.171
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Tablica 13. Nastavak

Svi ispitanici Zene Muskarci P vrijednosti
N =100 N =50 N=50
Time Velocity Integral, cm 33.8 (27.2-37.9) 35.0 (28.0-38.9) 31.2 (25.9-42.1) 0.080
AVA, cm? 2.8 (2.3-3.5) 2.6 (2.2-3.4) 2.9 (2.4-3.8) 0.057
AVAI, cm/m? 1.5 (1.2-1.8) 15(1.2-1.8) 15 (1.1-1.7) 0.578
LVOT Vmax, m/s 0.9 (0.8-1.1) 1.0 (0.9-1.1) 0.9 (0.8-1.0) 0.023
LVOT PGmax, mmHg 3.6 (2.8-4.5) 3.8 (3.2-4.6) 3.2 (2.4-4.1) 0.035
LVOT PGmean, mmHg 1.9+0.7 1.9+0.7 1.8+0.6 0.304
LVOT dijametar, mm 22.0 (21.0-24.0) 21.0 (20.0-23.0) 23.0 (21.8-25.3) <0.001

CT nalazi
CT Ca score, AU ---

Ovisno o tome radi li se o kategorickim ili kontinuiranim varijablama te o njihovoj raspodjeli (Gaussova distribucija ili
distribucija koja odstupa od normale), podaci su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i interkvartilni raspon
(IQR, engl. interquartile range) ili kao srednja vrijednost £ SD (standardna devijacija, engl. standard deviation).
Testovi:y’/Fisher za kategoricke; t-testtMann—Whitney za kontinuirane. Statisticki znacajnom smatrana je vrijednost P <
0.050.2 korigirane prema Bonferroni korekciji za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625). Kratice: AU — proizvoljne jedinice
(engl. arbitrary units), BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), BSA — povrsina tijela (engl. body surface area),
CAD - koronarna ateroskleroza (engl. coronary artery disease), PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery
disease), AF — fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation), NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants), GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose), IQR — interkvartilni raspon (engl.
interquartile range), eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate), SD —
standardna devijacija (engl. standard deviation), HDL — lipoproteini visoke gustoce (engl. high density lipoproteins), LDL —
lipoproteini niske gustoée (engl. low density lipoproteins), CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography),
AST - aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase), ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine
aminotransferase), ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase), CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive
protein), GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase), CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase),
LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase), NT-proBNP — N-terminalni prohormon mozdanog natriuretskog
peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide), LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricle internal dimension at diastole), LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle
internal dimension at systole), 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole), LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular posterior wall
thickness in diastole), LVEDV - teledijastolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume),
LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end systolic volume), LVEF — ejekcijska frakcija
lijevog ventrikula (engl. left ventricular ejection fraction), RWT — relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative
wall thickness), Vmax — maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity), PGmax — maksimalni
gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient), PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient), AVA —
povrsina aortalnog zaliska (engl. aortic valve area), AVAI — indeksirana povrsina aortalnog zaliska (engl. indexed aortic
valve area), LVOT - izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract), LVOT Vmax — maksimalna brzina
protoka u izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum velocity), LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum pressure gradient), LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT mean pressure gradient), UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography).
Nakon Bonferroni korekcije, znacajne spolne razlike zadrzane su za BSA, GGT, Hb, LV dimenzije/volumene/masu, LVOT
promjer (izraZenije remodeliranje) i CT Ca score. Ostale varijable nisu dosegle korekcijski prag.
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5.1.4. Usporedba  demografskih, Kklinickih, laboratorijskih i ehokardiografskih
karakteristika CAVS bolesnika (teski stadij bolesti) i zdravih, kontrolnih ispitanika

U usporedbi sa skupinom zdravih kontrola, bolesnici s kalcificiranom aortalnom stenozom
(CAVS) bili su znacajno stariji (71,0 vs. 60,0 godina, P < 0,001) te su imali visi indeks
tjelesne mase (30,0 vs. 27,8 kg/m?, P = 0,008) (Tablica 14). Ucestalost muskaraca bila je
sli¢na izmedu skupina (49,3% vs. 50,0%, P > 0,999), kao i udio aktivnih puSaca (P = 0,465).
Medu komorbiditetima, arterijska hipertenzija (P < 0,001) i hiperlipoproteinemija (P < 0,001)
bile su znatno ¢eS¢e u CAVS skupini, dok su cerebrovaskularni incidenti (CVI/TIA) takoder

bili zastupljeniji (P = 0,010).

U farmakoterapiji, bolesnici s CAVS znacajno ¢e$¢e su uzimali varfarin, antitrombocitne
lijekove (klopidogrel/aspirin), ACE/AT inhibitore, beta-blokatore, statine i diuretike (sve P <

0,001), $to odrazava prisutnost visestrukih kardiovaskularnih bolesti i terapijskih indikacija.

Od laboratorijskih parametara, bolesnici s CAVS imali su poviSene vrijednosti ureje (P =
0,022), urata (P = 0,025), LDH (P < 0,001) i fibrinogena (P < 0,001), te sniZzene vrijednosti
ALT (P = 0,001), hemoglobina (P = 0,005*) i broja eritrocita (P = 0,006*)(Slika 25).
Vrijednosti NT-proBNP bile su visestruko vise u CAVS skupini (641,7 vs. 98,1 pg/mL, P <

0,001), sto potvrduje hemodinamsko opterecenje 1 prisutnost dijastolicke disfunkcije.

Na ehokardiografiji (Slika 26-28), bolesnici s CAVS imali su znacajno povecanu debljinu
interventrikularnog septuma i straZnje stijenke lijevog ventrikula (obje P < 0,001), ve¢u masu
i indeksiranu masu lijevog ventrikula (P < 0,001), te sniZzenu ejekcijsku frakciju (LVEF, P <
0,001). Lijevi atrij bio je prosiren (LAVI, P < 0,001), a LVOT promjer manji (P < 0,001).
Hemodinamski parametri jasno su potvrdili stenozu s viSestruko pove¢anom brzinom protoka
(Vmax 4,6 vs. 1,4 m/s, P < 0,001) 1 gradijentima tlaka (P < 0,001), uz smanjenu povrsinu

aortnog uséa (AVA 0,8 vs. 2,8 cm?, P <0,001).

Nakon Bonferroni korekcije za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625), statisticki znacajne
razlike zadrzale su se za BSA, GGT, hemoglobin, LV morfometrijske pokazatelje (debljina,
volumen i masa), LVOT promjer te hemodinamske parametre (Vmax, PGmax, PGmean, AVA,

AVAI). Ostale razlike izgubile su znac¢aj nakon korekcije.
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Tablica 14. Osnovne demografske, klinic¢ke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike CAVS bolesnika

(teski stadij bolesti)u usporedbi s kontrolnim, zdravim ispitanicima

Svi ispitanici Zdrave kontrole CAVS P vrijednosti
N =175 N =100 N=75

Dob 65.0 (56.0-73.0) 60.0 (54.0-66.8) 71.0 (66.0-77.0) <0.001
Spol, muskarci 87.0 (49.7) 50.0 (50.0) 37.0 (49.3) >0.999
Pusaci 38.0 (22.0) 20.0 (20.0) 18.0 (24.7) 0.465
BMI, kg/m? 28.9 (25.9-31.8) 27.8 (25.3-30.0) 30.0 (26.3-33.1) 0.008
BSA, m? 1.9 (1.8-2.1) 1.9 (1.8-2.2) 1.9 (1.8-2.1) 0.008
Komorbiditeti
Pozitivna obiteljska anamneza CAVS-a 42.0 (24.3) 27.0 (27.0) 15.0 (20.5) 0.372
Arterijska hipertenzija 131.0 (75.7) 64.0 (64.0) 67.0(91.8) <0.001
Dijabetes 28.0 (16.2) 13.0 (13.0) 15.0 (20.5) 0.213
Hiperlipoproteinemia 85.0 (49.1) 34.0 (34.0) 51.0 (69.9) <0.001
CVIITIA 8.0 (4.6) 1.0 (1.0) 7.0 (9.6) 0.010
CAD 10.0 (5.8) 4.0 (4.0) 6.0 (8.2) 0.326
PAD 18.0 (10.4) 9.0 (9.0) 9.0 (12.3) 0.615
AF 16.0 (10.1) 7.0 (7.0) 9.0 (15.5) 0.104
Lijekovi
Warfarin 19.0 (11.0) 0.0 (0.0) 19.0 (26.0) <0.001
NOAC 7.0 (4.0) 6.0 (6.0) 1.0(1.4) 0.241
Clopidogrel/Aspirin 68.0 (39.3) 13.0 (13.0) 55.0 (75.3) < 0.001
ACE/AT inhibitori 112.0 (64.7) 52.0 (52,0) 60.0 (82.2) <0.001
Blokatori kalcijskih kanala 63.0 (36.4) 30.0 (30.0) 33.0 (45.2) 0.055
Beta blokatori 81.0 (46.8) 28.0 (28.0) 53.0 (72.6) <0.001
Statini 67.0 (38.7) 22.0 (22.0) 45.0 (61.6) <0.001
Diuretici 37.0 (21.4) 7.0 (7.0) 30.0 (41.1) <0.001
Inzulin 5.0 (2.9) 2.0 (2.0) 3.0(4.1) 0.651
Metformin 23.0(13.3) 9.0 (9.0) 14.0 (19.2) 0.069
Drugi hipoglikemici 9.0 (5.2) 4.0 (4.0) 5.0 (6.8) 0.496
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/L 6.0 (5.5-6.7) 5.9 (5.4-6.5) 6.1 (5.5-6.9) 0.434
urea, mmol/L 6.8 (5.7-8.2) 6.0 (5.6-7.1) 7.0 (5.8-9,2) 0.022
Kreatinin, pmol/L 79.5 (65.0-90.5) 81.0 (65.0-97.0) 77.0 (65.0-88.5) 0.524
eGFR, ml / min /1,73 m? 81.7 (69.5-93.1) 84.6 (67.4-93.5) 80.1(70.1-92..7) 0.728
Urati, pmol/L 363.0£109.0 331.0+£86.7 377.4+115.4 0.025
Ukupni proteini, g/L 73.2+4.9 73.124.5 73.3+5.1 0.861
Serumski albumin; g/L 43.0 (41.0-46.0) 43.0 (42.0-45.0) 43.0 (41.0-46.0) 0.776
Trigliceridi, mmol/L 1.3 (1.0-1.9) 1.5 (1.1-2.2) 1.2 (1.0-1.8) 0.104
Kolesterol, mmol/L 5.1 (4.3-6.3) 5.4 (4.4-6.3) 5.0 (4.2-6.0) 0.103
HDL, mmol/L 1.3 (1.1-1.5) 1.2 (1.1-1.4) 1.3 (1.11.5) 0.358
LDL, mmol/L 3.1(2.3-4.0) 3.5(2.5-4.1) 3.1(2.2-3.9) 0.071
Ukupni Ca, mmol/L 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.5) 0.615
AST, U/L 24.0 (21.0-31.0) 26.0 (21.0-31.0) 24.0 (21.0-32.5) 0.452
ALT, U/L 22.0 (17.0-30.0) 25.0 (20.0-36.0) 21.0 (15.0-24.5) 0.001
LDH, U/L 196.5 (170.0-228.0) 170.0 (148.0-199.0) 203.0 (181.0-234.5) <0.001
CK, U/L 96.5 (67.0-144.3) 96.0 (67.0-141.0) 97.0 (66.5-148.0) 0.735
GGT, U/L 29.5(19.0-43.8) 35.0 (23.0-54.0) 28.0 (17.0-41.5) 0.046
ALP, U/L 76.0 (64.0-91.0) 85.0 (67.8-100.3) 71.0 (60.5-90.0) 0.033
Amilaza, U/L 51.0 (40.0-69.0) 45.0 (37.5-67.0) 55.0 (41.0-69.5) 0.214
CRP, mg/L 2.6 (1.3-4.2) 2.6 (1.1-4.2) 2.6 (1.3-4.2) 0.929
Troponin, ug/l 0.01 (0.01-0.03) 0.01 (0.01-0.02) 0.01 (0.01-0.03) 0.509
NT-proBNP, pg/ml 393.0 (121.0-1252.0) 98.1(76.9-119.2) 641.7 (309.2-1705.0) <0.001
Leukociti x10%/L 6.7 (5.6-8.7) 6.9 (5.9-8.8) 6.5 (5.3-8.7) 0.733
Eritrociti x10%2/L 4.6£0.5 4.8+0.5 4.6+0.5 0.006
Haemoglobin, g/L 138.9+14.7 144.4+13.8 136.2+14.4 0.005
Trombociti, x10%/L 202.0 (176.0-267.8) 233.0 (188.0-278.0) 195.0 (174.0-263.0) 0.037
Fibrinogen, g/L 3.6 (3.1-4.0) 3.1(2.8-3.7) 3.8(3.4-4.3) <0.001
Podaci o tlaku
Sistolicki krvni tlak, mmHg 130.0 (120.0-140.0) 130.0 (120.0-140.0) 130.0 (120.0-140.09 0.531
Dijastolicki krvni tlak, mmHg 80.0 (70.0-85.0) 80.0 (80.0-90.0) 75.0 (70.0-85.0) <0.001
Tlak pulsa, mmHg 50.0 (45.0-60.0) 50.0 (40.0-53.8) 55.0 (50.0-65.0) <0.001
Srednji arterijski tlak, mmHg 96.5 (89.8-103.2) 96.5 (93.2-106.4) 94.8 (88.1-102.3) 0.020
UZV srca
LVIDd, mm 50.0 (46.0-54.0) 50.0 (47.0-52.0) 51.0 (45.0-55.5) 0.274
LVIDs, mm 33.0 (31.0-35.0) 33.0 (30.0-34.0) 34.0 (31.0-38.0) 0.028
1IVSd, mm 13.0 (11.0-15.0) 11.0 (10.0-12.0) 15.0 (14.0-16.0) <0.001
LVPW, mm 13.0 (11.0-15.0) 11.0 (10.0-12.0) 15.0 (14.0-16.0) <0.001
Anulus aorte 24.0 (23.0-27.0) 24.0 (23.0-26.0) 24.0 (22.5-27.0) 0.988
LAVI, ml/m? 27.0 (20.0-39.0) 21.0 (18.0-27.0) 39.0 (31.0-49.0) <0.001
LVEDV, ml 118.0 (93.0-136.0) 118.0 (96.0-130.0) 115.0 (91.0-148.8) 0.504
LVESV, ml 43.0 (36.0-53.0) 43.0 (34.0-50.0) 45.0 (37.3-62.5) 0.014
LVEF, % 64.0 (60.0-67.0) 65.0 (62.0-68.0) 62.0 (53.0-65.0) <0.001
Masa LV, g 248.0 (200.3-335.0) 207.0 (170.0-246.0) 335.0 (294.0-406.0) <0.001
Indeksirana masa LV, g/m? 130.9 (99.0-180.0) 102.0 (89.0-126.0) 181.0 (156.5-216.3) <0.001
Vmax, m/s 1.7 (1.4-4.5) 1.4 (1.3-1.6) 4.6 (4.2-5.0) <0.001
PGmax, mmHg 12.0 (7.5-79.5) 7.8 (6.5-10.6) 85.1 (71.4-100.5) <0.001
PGmean, mmHg 6.4 (4.0-47.9) 4.2 (3.5-5.4) 50.9 (41.8-60.0) <0.001
Time Velocity Integral, cm 67.1+42.3 32.9+6.6 113.5+20.2 <0.001
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Tablica 14. Nastavak

Svi ispitanici Zdrave kontrole CAVS P vrijednosti
N =175 N =100 N=75

AVA, cm? 2.1(0.8-2.9) 2.8 (2.3-3.5) 0.8 (0.7-0.9) <0.001
AVAI, cm/m? 1.1(0.4-1.5) 1.5(1.2-1.8) 0.4 (0.4-0.5) <0.001
LVOT Vmax, m/s 1.0+0.2 1.0+0.2 1.0£0.2 0.114
LVOT PGmax, mmHg 3.7 (2.9-4.5) 3.6 (2.8-4.5) 3.8(3.1-4.5) 0.339
LVOT PGmean, mmHg 1.9 (1.4-2.4) 1.9 (1.4-2.3) 2.0 (1.5-2.5) 0.124
LVOT dijametar, mm 21.0 (20.0-23.0) 22.0 (21.0-24.0) 21.0 (19.0-22.0) <0.001
CT nalazi
CT Ca score, AU

Ovisno o tome radi li se o kategorickim ili kontinuiranim varijablama te o njihovoj raspodjeli (Gaussova distribucija ili
distribucija koja odstupa od normale), podaci su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i interkvartilni raspon
(IQR, engl. interquartile range) ili kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija, engl. standard deviation).
Testovi:y¥/Fisher za kategoricke; t-testtMann—Whitney za kontinuirane. Statisticki znacajnom smatrana je vrijednost P <
0.050.2 korigirane prema Bonferroni korekciji za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625). Kratice: AU — proizvoljne jedinice
(engl. arbitrary units), BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), BSA — povrsina tijela (engl. body surface area),
CAD - koronarna ateroskleroza (engl. coronary artery disease), PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery
disease), AF — fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation), NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants), GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose), IQR — interkvartilni raspon (engl.
interquartile range), eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate), SD —
standardna devijacija (engl. standard deviation), HDL — lipoproteini visoke gustoce (engl. high density lipoproteins), LDL —
lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins), CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography),
AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase), ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine
aminotransferase), ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase), CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive
protein), GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase), CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase),
LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase), NT-proBNP — N-terminalni prohormon moZdanog natriuretskog
peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide), LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricle internal dimension at diastole), LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle
internal dimension at systole), 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole), LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular posterior wall
thickness in diastole), LVEDV - teledijastolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume),
LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end systolic volume), LVEF — ejekcijska frakcija
lijevog ventrikula (engl. left ventricular ejection fraction), RWT — relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative
wall thickness), Vmax — maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity), PGmax — maksimalni
gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient), PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient), AVA —
povrsina aortalnog zaliska (engl. aortic valve area), AVAi — indeksirana povrsina aortalnog zaliska (engl. indexed aortic
valve area), LVOT - izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract), LVOT Vmax — maksimalna brzina
protoka u izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum velocity), LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum pressure gradient), LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT mean pressure gradient), UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography).
Nakon Bonferroni korekcije, znacajne spolne razlike zadrzane su za BSA, GGT, Hb, LV dimenzije/volumene/masu, LVOT
promjer (izrazenije remodeliranje) i CT Ca score. Ostale varijable nisu dosegle korekcijski prag.
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Laboratorijski markeri - kontrole (lijevo) vs CAVS (desno)
P < 0.001
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Slika 25. Usporedba laboratorijskih markera izmedu kontrola i CAVS skupine. Stupcasti prikaz srednjih
vrijednosti = SD za hemoglobin, GGT, LDH i fibrinogen. Bolesnici s CAVS-om imaju snizene vrijednosti
hemoglobina i GGT-a te povisene vrijednosti LDH i fibrinogena (P < 0,001 za LDH i fibrinogen, P = 0,005 za
hemoglobin). Ti nalazi odrazavaju upalno-metabolicku aktivaciju i povecano tkivno opterecenje kod CAVS-a.
Kratice: Hb — hemoglobin; GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase); LDH —
laktat-dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase); Fbg — fibrinogen.

Hemodinamski parametri - kontrole (lijevo) vs CAVS (desno)
P < 0.001
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80

60

Jedinice ovise o varijabli
=
(=}
=]
T ]
L

P < 0.001 ,——r—. P < 0.001
ol ——— = = —_ P < 0.001
() \«\Q\ Y\Q\ d‘il’\ (\"1\
ot (N o e G \r_ﬁ‘l\
Nl 2k 20 & IS
o QG«\B N

Slika 26. Hemodinamski parametri aortalnog zaliska u skupinama kontrola i bolesnika s CAVS-om. Box-plot
prikaz maksimalne brzine protoka (Vmax), maksimalnog i srednjeg gradijenta tlaka (PGmax, PGmean), povrSine
aortalnog uscéa (AVA) i indeksirane povrsine aortalnog uséa (AVAIL) u kontrolnoj i CAVS skupini. U bolesnika s
CAVS-om zabiljezene su visestruko povecane vrijednosti Vmax, PGmax i PGmean uz znacajno smanjenje AVA i
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AVAL Sto potvrduje izraZenu stenozu aortalnog zaliska (P < 0,001 za sve).Kratice: CAVS — kalcificirana
aortalna stenoza (engl. calcific aortic valve stenosis); AVA — povrsina aortalnog uséa (engl. aortic valve area),
AVAIl — indeksirana povrsSina aortalnog uséa (engl. indexed aortic valve area); VYmax — maksimalna brzina
protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity); PGmax — maksimalni gradijent tlaka (engl. maximum
pressure gradient); PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient).

Strukturno remodeliranje LV - kontrole (lijevo) vs CAVS (desno)
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Slika 27. Strukturno remodeliranje lijevog ventrikula u CAVS-u. Box-plot prikaz debljine interventrikularnog
septuma (IVSd), straznje stijenke lijevog ventrikula (LVPW), ukupne i indeksirane mase lijevog ventrikula te
volumena lijevog atrija (LAVI). CAVS bolesnici pokazuju izrazenu koncentricnu hipertrofiju lijevog ventrikula i
povecanje LAVI-ja, Sto je u skladu s kronicnim pritiskom preopterecenja (P < 0,001 za sve nakon Bonferroni
korekcije).Kratice: 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole);LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular
posterior wall thickness in diastole); LAVI — volumen lijevog atrija indeksiran na BSA (engl. left atrial volume
index); LV mass — masa lijevog ventrikula; LV mass index — indeksirana masa lijevog ventrikula;BSA — povrsina
tijela (engl. body surface area).
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Sazetak statistiCcke znacajnosti (-logl10 P) - iz CSV-a

NT-proBNP |-
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Hiperlipoproteinemija
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Slika 28. SaZetak statisticke znacajnosti izmedu skupina (-log: P). Horizontalni prikaz —log.o transformiranih
P-vrijednosti za sve analizirane varijable u usporedbi kontrolne i CAVS skupine. Isprekidana vertikalna linija
oznacuje Bonferroni-korekcijski prag (Pc = 0,000625). Varijable smjestene desno od praga zadrzale su
Statisticku znacajnost i nakon korekcije za visestruke usporedbe. Najizrazenije razlike zabiljezene su za NT-
proBNP, debljinu stijenki lijevog ventrikula (IVSd, LVPW), masu i indeksiranu masu lijevog ventrikula,
hemodinamske parametre aortalnog zaliska (Vmax, PGmax, PGmean, AVA, AVAI) i fibrinogen. Kratice: CAVS —
kalcificirana aortalna stenoza (engl. calcific aortic valve stenosis); —log.o (P) — negativni dekadski logaritam P-
vrijednosti; Pc — Bonferroni-korekcijski prag znacajnosti; BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index);
BSA — povrsina tijela (engl. body surface area); Dob — kronoloska dob ispitanika; CVI/TIA — cerebrovaskularni
inzult / tranzitorna ishemijska ataka; ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine aminotransferase); GGT —
gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase); LDH — laktat-dehidrogenaza (engl. lactate
dehydrogenase); Fibrinogen — fibrinogen (g/L); IVSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl.
interventricular septum thickness in diastole); LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricular posterior wall thickness in diastole); Masa LV / Indeksirana masa LV — ukupna i
indeksirana masa lijevog ventrikula; LAVI — indeksirani volumen lijevog atrija (engl. left atrial volume index);
LVOT promjer — promjer izlaznog trakta lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract diameter); Vmax
— maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity); PGmax — maksimalni gradijent tlaka
(engl. maximum pressure gradient); PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient); AVA —
povrsina aortalnog uséa (engl. aortic valve area); AVAl — indeksirana povrsina aortalnog uséa (engl. indexed
aortic valve area); NT-proBNP — N-terminalni prohormon mozZdanog natriuretskog peptida (engl. N-terminal
prohormone of brain natriuretic peptide); Arterijska hipertenzija / Hiperlipoproteinemija — prisutnost
dijagnosticirane hipertenzije odnosno dislipidemije; Hemoglobin — koncentracija hemoglobina (g/L)
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5.1.5. Op¢e karakteristike ispitanika s blagim i umjerenim stadijem CAVS-a

U skupini od 59 bolesnika s blagim i umjerenim oblikom kalcificiraju¢e aortalne stenoze nisu
zabiljezene razlike u osnovnim demografskim obiljezjima, ukljucuju¢i dob, ucestalost

pusenja, indeks tjelesne mase i povrsinu tijela (Tablica 15).

Komorbiditeti poput arterijske hipertenzije, dijabetesa, dislipidemije, cerebrovaskularnih
dogadaja, koronarne i periferne arterijske bolesti bili su podjednako zastupljeni u obje
skupine. Vec¢ina bolesnika primala je ACE/AT-inhibitore, beta-blokatore i statine, bez
znacCajnih razlika medu skupinama, osim za NOAC terapiju, koja je bila ¢es¢a u bolesnika s

blagim CAVS-om.

Laboratorijski nalazi, ukljucuju¢i bubreznu funkciju, parametre metabolizma lipida, jetrene
enzime, markere upale, glukozu 1 hematoloske parametre, takoder nisu pokazali statisti¢ki

znacajne razlike izmedu blagoga i umjerenog stadija bolesti.

Mjere arterijskoga tlaka bile su usporedive medu skupinama. S druge strane, ehokardiografski
pokazatelji ukazali su na ocekivano hemodinamsko i strukturno napredovanje bolesti:
bolesnici s umjerenim CAVS-om imali su vecu debljinu straznje stijenke lijevog ventrikula,
veéi anulus aorte, veéu masu i indeksiranu masu lijevog ventrikula, kao i brzu maksimalnu
brzinu protoka preko aortalnog zaliska (Vmax), viSe vrijednosti PGmax i PGmean, te manju

AVA i AVAI.

Time je potvrdeno jasno razdvajanje hemodinamske teZine stenoze izmedu blagoga i
umjerenog stadija. Ostali ehokardiografski parametri, ukljucujuéi veli¢ine src¢anih Supljina,

ejekcijsku frakeiju i LVOT mjere, nisu pokazali znacajne razlike medu skupinama.
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Tablica 15. Osnovne demografske, klini¢ke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike CAV'S ispitanika

s blagim i umjerenim stupnjem oboljenja

Svi ispitanici Blagi CAVS Umjereni CAVS P vrijednosti
N =59 N =25 N= 34

Dob 74.0 (67.0-80.0) 74.0 (65.5-80.0) 74.5 (68.0-79.3) 0.957
Spol, muskarci, n (%) 33.0(55.9) 15.0 (60.0) 18.0 (52.9) 0.608
Pusaci 21.0 (35.6) 9.0 (36.0) 12.0 (35.3) >0.999
BMI, kg/m? 29.244.2 29.5+4.4 28.9+4.1 0.594
BSA, m? 1.9+0.2 1.95+0.2 1.940.2 0.266
Komorbiditeti
Pozitivna obiteljska anamneza CAVS-a 25.0 (42.4) 11.0 (44.0) 14.0 (41.2) >0.999
Arterijska hipertenzija 55.0 (93.2) 25.0 (100.0) 35.0 (88.2) 0.130
Dijabetes 18.0 (30.5) 6.0 (24.0) 12.0 (35.3) 0.403
Hiperlipoproteinemia 32.0 (54.2) 12.0 (48.0) 20.0 (58.8) 0.440
CVIITIA 6.0 (10.2) 4.0 (16.0) 2.0 (5.9) 0.386
CAD 8.0 (13.6) 4.0 (16.0) 4.0 (11.8) 0.711
PAD 10.0 (16.9) 2.0 (8.0) 8.0 (23.5) 0.166
Lijekovi
Warfarin 5.0 (8.5) 2.0 (8.0) 3.0(8.8) >0.999
NOAC 5.0 (8.5) 5.0 (20.0) 0.0 (0.0) 0.011
Clopidogrel/Aspirin 20.0 (33.9) 7.0 (28.0) 13.0(38.2) 0.579
ACE/AT inhibitori 47 (79.7) 21.0 (84.0) 26.0 (76.5) 0.532
Blokatori kalcijskih kanala 35.0 (59.3) 14.0 (56.0) 21.0 (61.8) 0.790
Beta blokatori 37.0 (45.8) 12.0 (48.0) 15.0 (44.1) 0.797
Statini 23.0 (39.0) 6.0 (24.0) 17.0 (50.0) 0.060
Diuretici 22.0 (37.3) 11.0 (44.0) 11.0 (32.4) 0-421
Inzulin 2.0(3.4) 1.0 (4.0) 1.0 (2.9) >0.999
Metformin 10.0 (16.9) 5.0 (20.0) 5.0 (14.7) 0.729
Drugi hipoglikemici 6.0 (10.2) 2.0 (8.0 4.0 (11.8) >0.999
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/L 6.1 (5.3-7.3) 6.1 (5.5-7.5) 6.0 (5.1-7.1) 0.368
urea, mmol/L 6.0 (5.0-8.0) 6.0 (5.0-8.0) 6.0 (5-0-8.0) 0.840
Kreatinin, umol/L 72.0 (62.3-90.5) 72.0 (66.5-90.0) 72.0 (60.0-90.0) 0.921
eGFR, ml / min /1,73 m? 82.5£25.9 85.4+24.2 80.6+27.2 0.515
Urati, pmol/L 371.2+68.1 382.5+68.4 362.8467.9 0.310
Ukupni proteini, g/L 70.0 (62.0-72.0) 70.0 (60.5-72.0) 70.5 (64.0-72.0) 0.722
Serumski albumin; g/L 40.0 (38.3-43.0) 41.0 (40.0-43.8) 41.0 (38.0-43.0) 0.461
Trigliceridi, mmol/L 1.4 (1.0-1.9) 1.4 (1.0-2.0) 1.4 (1.0-1.8) 0.727
Kolesterol, mmol/L 5.0+1.5 5.0+1.7 5.0£1.3 0.949
HDL, mmol/L 1.1 (1.0-1.4) 1.3 (1.1-1.4) 1.1 (1.0-1.4)3.0- 0.285
LDL, mmol/L 3.1+1.2 3.1£1.3 3.1x1.2 0.991
Ukupni Ca, mmol/L 2.4 (2.3-2.4) 2.3(2.3-2.4) 2.4 (2.3-2.4) 0.878
AST, U/L 27.5(21.8-35.5) 27.0 (20.0-37.0) 28.0 (24.0-35.0) 0.581
ALT, U/L 24.0 (19.0-33.3) 23.0 (19.0-39.0) 25.0 (19.0-32.0) 0.823
LDH, U/L 183.0 (156.0-241.0) 169.5 (150.0-205.8) 191.0 (159.0-260.0) 0.082
CK, U/lL 85.0 (65.0-115-0) 80.5 (65.0-98.0) 90.0 (53.0-122.0) 0.620
GGT, U/L 41.0 (28.8-55.3) 42.0 (31.0-55.0) 42.0 (26.0-56.0) 0.739
ALP, U/L 65.3+£28.3 63.9£27.3 66.2+29.5 0.391
Amilaza, U/L 42.5 (41.0-56.8) 41.0 (40.0-88.0) 43.0 (41.5-56.5) 0.640
CRP, mg/L 3.2(1.2-6.4) 3.2(1.7-7.5) 3.2 (1.2-6.4) 0.799
Troponin, ug/l 0.01 (0.01-0.05) 0.01 (0.01-0.02) 0.02 (0.01-0.06) 0.057
NT-proBNP, pg/ml 241.0 (137.1-628.4) 212.0 (125.0-321.0) 321.5(138.0-674.3) 0.229
Leukociti x10%/L 7.7£1.7 7.7£1.7 7.7£1.7 0.932
Eritrociti x10%2/L 4.5+0.5 4.6+0.6 4.5£0.4 0.320
Haemoglobin, g/L 140.0 (131.0-146.5) 142.0 (126.5-153.5) 137.5 (131.3-144.5) 0.212
Trombociti, x10%/L 266.0 (196.5- 260.0 (198.5-288.5) 266.5 (191.0-299.0) 0.847
Fibrinogen, g/L 3.6 (3.1-4.0) 3.2 (3.0-4.0) 3.9(3.1-4.1) 0.064
Podaci o tlaku
Sistolicki krvni tlak, mmHg 140.0 (130.0-145.0) 140.0 (130.0-150.0) 140.0 (130.0-145.0) 0.560
Dijastolicki krvni tlak, mmHg 80.0 (80.0-90.0) 85.0 (80.0-90.0) 80.0 (80.0-90.0) 0.530
Tlak pulsa, mmHg 54.7+13.2 54.6+10.0 54.7+15.2 0.974
Srednji arterijski tlak, nmHg 100.0 (96.7-106.7) 100.0 (96.7-108.3) 100.0 (96.7-103,8) 0.443
UZV srca
LVIDd, mm 49.7+5.4 48.6+4.8 50.5+5.7 0.078
LVIDs, mm 33.0(30.0-36.0) 33.0 (30.5-36.0) 33.0(30.0-36.3) 0.764
1IVSd, mm 14.0 (13.0-15.0) 14.0 (12.5-15.5) 14.0 (13.0-15.3) 0.228
LVPW, mm 13.842.0 13.2+1.8 14.2£2.0 0.038
Anulus aorte 24.0 (23.0-26.0) 24.0 (22.0-25.5) 25.0 (23.0-28.0) 0.040
LAVI, ml/m? 30.0 (26-0-43.0) 30.0 (25.0-38.5) 31.0 (26.8-44.3) 0.504
LVEDV, ml 115.6+28.3 112.0+23.4 118.3+31.5 0.387
LVESV, ml 48.2+15.8 47.4£12.5 48.8+18.0 0.732
LVEF, % 61.0 (57.0-65.0) 62.0 (54.5-65.0) 61.0 (57.0-66.3) 0.617
Masa LV, g 296.2+81.1 271.0+66.4 314.7+86.7 0.032
Indeksirana masa LV, g/m? 149.7 (123.4-166.6) 135.3 (116.8-158.8) 156.1 (136.0-187.1) 0.020
Vmax, m/s 3.1(2.8-3.4) 2.8 (2.6-2.9) 3.4 (3.2-3.5) <0.001
PGmax, mmHg 39.2 (30.3-45.8) 30.2 (25.4-32.8) 44.8 (40.6-49.6) < 0.001
PGmean, mmHg 22.84+8.3 17.3£3.1 26.8+8.7 <0.001
Time Velocity Integral, cm 71.1(62.8-78.1) 62.8 (55.6-69.7) 75.5 (69.8-82.1) <0.001
AVA, cm? 1.4 (1.3-1.7) 1.7 (1.6-1.9) 1.3 (1.2-1.4) <0.001
AVAI, cm/m? 0.8+0.1 0.9£0.1 0.7+0.1 <0.001
LVOT Vmax, m/s 1.0+0.3 1.0£0.2 1.1+0.3 0.228



Tablica 15. Nastavak

CT nalazi
CT Ca score, AU

‘ Svi ispitanici Blagi CAVS Umjereni CAVS P vrijednosti
N =59 N =25 N= 34
LVOT PGmax, mmHg \ 4.1 (3.2-5.4) 4.0 (3.3-4.7) 4.2 (3.2-6.1) 0.382
LVOT PGmean, mmHg 2.2 (1.8-2.9) 2.0 (1.8-2.8) 2.4 (1.7-3.3) 0.297
LVOT dijametar, mm 22.0 (20.0-24.0) 22.0 (21.0-24.0) 21.0 (19.0-23.3) 0.063
\

Ovisno o tome radi li se o kategorickim ili kontinuiranim varijablama te o njihovoj raspodjeli (Gaussova distribucija ili
distribucija koja odstupa od normale), podaci su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i interkvartilni raspon
(IOR, engl. interquartile range) ili kao srednja vrijednost + SD (standardna devijacija, engl. standard deviation).
Testovi:y¥Fisher za kategoricke; t-testtMann—Whitney za kontinuirane. Statisticki znacajnom smatrana je vrijednost P <
0.050.2 korigirane prema Bonferroni korekciji za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625). Kratice: AU — proizvoljne jedinice
(engl. arbitrary units), BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), BSA — povrsina tijela (engl. body surface area),
CAD - koronarna ateroskleroza (engl. coronary artery disease), PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery
disease), AF — fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation), NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants), GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose), IQR — interkvartilni raspon (engl.
interquartile range), eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate), SD —
standardna devijacija (engl. standard deviation), HDL — lipoproteini visoke gustoée (engl. high density lipoproteins), LDL —
lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins), CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography),
AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase), ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine
aminotransferase), ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase), CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive
protein), GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase), CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase),
LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase), NT-proBNP — N-terminalni prohormon moZdanog natriuretskog
peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide), LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricle internal dimension at diastole), LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle
internal dimension at systole), 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole), LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular posterior wall
thickness in diastole), LVEDV - teledijastolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume),
LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end systolic volume), LVEF — ejekcijska frakcija
lijevog ventrikula (engl. left ventricular ejection fraction), RWT — relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative
wall thickness), Vmax — maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity), PGmax — maksimalni
gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient), PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient), AVA —
povrsina aortalnog zaliska (engl. aortic valve area), AVAi — indeksirana povrsina aortalnog zaliska (engl. indexed aortic
valve area), LVOT — izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract), LVOT Vmax — maksimalna brzina
protoka u izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum velocity), LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum pressure gradient), LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT mean pressure gradient), UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography).
Nakon Bonferroni korekcije, znacajne spolne razlike zadrzane su za BSA, GGT, Hb, LV dimenzije/volumene/masu, LVOT
promjer (izrazenije remodeliranje) i CT Ca score. Ostale varijable nisu dosegle korekcijski prag.
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5.1.6. Usporedba  demografskih, klini¢kih, laboratorijskih i ehokardiografskih

karakteristika ispitanika s razli¢itim stadijem CAVS-a

Usporedba bolesnika s teSkim CAVS-om u odnosu na one s blagim i umjerenim oblikom
bolesti pokazala je da se skupine nisu razlikovale prema dobi, spolu, pusenju, nutritivnim
parametrima (BMI, BSA) niti prema vecini kardiovaskularnih komorbiditeta (Tablica 16).
Iznimka je bila pozitivna obiteljska anamneza za CAVS, koja je bila ¢eS¢a u bolesnika s
blagim i umjerenim oblikom u odnosu na teSki CAVS. U farmakoterapiji su uo¢ene jasne
razlike: bolesnici s teskim CAVS-om znacajno su ¢e$¢e uzimali antitrombocitne lijekove
(aspirin/klopidogrel), B-blokatore i statine, dok je primjena NOAC terapije bila znatno ¢eséa u

blagom, ali ne i u umjerenom stadiju bolesti.

Laboratorijski nalazi pokazali su nekoliko statisticki znacajnih razlika. Bolesnici s teskim
CAVS-om imali su viSe vrijednosti ureje, ukupnih proteina, albumina, LDH-a i fibrinogena u
odnosu na blagi stadij, dok su vrijednosti GGT-a bile niZe u teSkom u odnosu na oba blaza
fenotipa bolesti. U odnosu na bolesnike s umjerenim CAVS-om, teski CAVS bio je obiljezen
nizim vrijednostima HDL-kolesterola i visljim LDH-om i GGT-om. Markeri sréanog
opterecenja pokazali su najizrazenije razlike: razine NT-proBNP-a bile su viSestruko vise u

teSkom CAVS-u u usporedbi s oba blaza stadija bolesti.

Mjere sistemskog arterijskog tlaka pokazale su da bolesnici s teSkim CAVS-om imaju
znacajno nize sistolicke, dijastoli¢ke i srednje arterijske tlakove u odnosu na blagi CAVS, §to
odrazava hemodinamsku posljedicu uznapredovale stenoticke lezije; iste su razlike

djelomicno prisutne 1 u usporedbi s umjerenim CAVS-om.

Ehokardiografska analiza jasno je razdvojila tri stadija bolesti. U odnosu na blagi CAVS,
teSki CAVS bio je obiljeZzen veéim veli¢inama lijeve klijetke (LVIDd), znacajno debljim
septumom 1 straznjom stijenkom LV-a, poviSenim vrijednostima LAVI-ja te znatno veCom
masom i indeksiranom masom lijevog ventrikula. Hemodinamski parametri aortalne stenoze
pokazuju najizrazenije razlike: bolesnici s teSkim CAVS-om imali su znacajno veéu Vmax,
PGmax 1 PGmean, kao 1 ve¢i TVI, dok je povrSina aortalnog us¢a (AVA 1 AVAI) bila
znacajno manja u odnosu na oba blaza stadija bolesti. Ove razlike ostaju izrazite i u usporedbi

s umjerenim CAVS-om, potvrdujuci progresivno hemodinamsko opterecenje i strukturno
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remodeliranje lijeve klijetke u sklopu napredovanja bolesti. Ostali parametri, ukljucujuci

LVEF, LV volumene i ve¢inu LVOT mjera, nisu pokazali statisticki znacajne razlike.

Sveukupno, nalazi jasno ukazuju da se teSki CAVS razlikuje od blagih i umjerenih stadija
bolesti ponajprije po intenzitetu hemodinamske opstrukcije, izrazenijem hipertroficnom
remodeliranju lijeve klijetke te poviSenim biomarkerima sréanog stresa (NT-proBNP), dok

vecina demografskih, klinic¢kih i1 biokemijskih obiljezja ostaje sli¢na medu skupinama.

Tablica 16. Osnovne demografske, klinicke, laboratorijske i ehokardiografske karakteristike CAVS ispitanika

s obzirom na stadij oboljenja

Teski CAVS Blagi CAVS P2 Umjereni CAVS pP°
N=75 N =25 vrijednost N=34 vrijednosti

Dob 71.0 (66.0-77.0) 74.0 (65.5-80.0) 0.187 74.5 (68.0-79.3) 0.127
Spol, muskarci; n (%) 37.0 (49.3) 15.0 (60.0) 0.489 18.0 (52.9) 0.837
Pusaci 18.0 (24.7) 9.0 (36.0) 0.305 12.0 (35.3) 0.259
BMI, kg/m? 30.1+4.9 29.5+4.4 0.573 28.9+4.1 0.193
BSA, m? 1.940.2 1.95+0.2 0.177 1.940.2 0.788
Komorbiditeti
Pozitivna  obiteljska anamneza 15.0 (20.5) 11.0 (44.0) 0.034 14.0 (41.2) 0.035
CAVS-a
Arterijska hipertenzija 67.0 (91.8) 25.0 (100.0) 0.333 35.0(88.2) 0.723
Dijabetes 15.0 (20.5) 6.0 (24.0) 0.780 12.0 (35.3) 0.150
Hiperlipoproteinemia 51.0 (69.9) 12.0 (48.0) 0.057 20.0 (58.8) 0.279
CVIITIA 7.0 (9.6) 4.0 (16.0) 0.464 2.0 (5.9) 0.716
CAD 6.0 (8.2) 4.0 (16.0) 0.271 4.0 (11.8) 0.723
PAD 9.0 (12.3) 2.0 (8.0) 0.724 8.0 (23.5) 0.162
Lijekovi
Warfarin 19 (26.0) 2.0 (8.0) 0.088 3.0(8.8) 0.044
NOAC 1.0 (1.4) 5.0 (20.0) 0.004 0.0 (0.0) > 0.999
Clopidogrel/Aspirin 55.0 (75.3) 7.0 (28.0) <0.001 13.0(38.2) <0.001
ACE/AT inhibitori 60.0 (82.2) 21.0 (84.0) >0.999 26.0 (76.5) 0.602
Blokatori kalcijskih kanala 33.0 (45.2) 14.0 (56.0) 0.366 21.0 (61.8) 0.146
Beta blokatori 53.0 (72.6) 12.0 (48.0) 0.030 15.0 (44.1) 0.005
Statini 45.0 (61.6) 6.0 (24.0) 0.002 17.0 (50.0) 0.296
Diuretici 30.0 (41.1) 11.0 (44.0) 0.818 11.0 (32.4) 0.522
Inzulin 3.0(4.1) 1.0 (4.0) >0.999 1.0 (2.9) >0.999
Metformin 14.0 (19.2) 5.0 (20.0) >0.999 5.0 (14.7) 0,787
Drugi hipoglikemici 5.0 (6.8) 2.0 (8.0) >0.999 4.0 (11.8) 0.461
Laboratorijski nalazi
GUK, mmol/L 6.1(5.4-7.2) 6.1 (5.5-7.5) 0.674 6.0 (5.1-7.1) 0.457
urea, mmol/L 7.3 (6.0-9.8) 6.0 (5.0-8.0) 0.048 6.0 (5-0-8.0) 0.103
Kreatinin, pmol/L 83.0 (70.0-97.3) 72.0 (66.5-90.0) 0.804 72.0 (60.0-90.0) 0.683
eGFR, ml / min /1,73 m? 80.1 (70.1-92.7) 93.4 (60.8-100.1) 0.324 76.1 (59.9-102.1) 0.687
Urati, umol/L 377.4+115.4 382.5+68.4 0.799 362.8+67.9 0.429
Ukupni proteini, g/L 72.0 (70.0-76.0) 70.0 (60.5-72.0) 0.001 70.5 (64.0-72.0) 0.002
Serumski albumin; g/L 42.5 (40.0-45.3) 41.0 (40.0-43.8) 0.043 41.0 (38.0-43.0) 0.002
Trigliceridi, mmol/L 1.2 (0.9-1.8) 1.4 (1.0-2.0) 0.265 1.4 (1.0-1.8) 0.429
Kolesterol, mmol/L 4.8 (4.0-5.7) 5.5 (4.0-6.3) 0.825 4.9 (4.0-5.7) 0.752
HDL, mmol/L 1.3(1.1-15) 1.3(1.1-1.4) 0.148 1.1(1.0-1.4) 0.016
LDL, mmol/L 3.0(2.1-3.7) 3.6 (2.0-4.0) 0.709 3.0 (2.3-3.7) 0.703
Ukupni Ca, mmol/L 2.4 (2.3-2,5) 2.3(2.3-2.4) 0.231 2.4 (2.3-2.4) 0.216
AST, U/L 24.0 (21.0-33.0) 27.0 (20.0-37.0) 0.497 28.0 (24.0-35.0) 0.067
ALT, U/L 21.0 (16.0-29.0) 23.0 (19.0-39.0) 0.035 25.0 (19.0-32.0) 0.026
LDH, U/L 203.0 (181.0-237.0) 169.5 (150.0-205.8) 0.002 191.0 (159.0-260.0) 0.361
CK, U/lL 97.0 (65.5-148.0) 80.5 (65.0-98.0) 0.227 90.0 (53.0-122.0) 0.295
GGT, U/L 30.5 (19.0-60.3) 42.0 (31.0-55.0) 0.032 42.0 (26.0-56.0) 0.025
ALP, U/L 73.7£21.0 63.9+27.3 0.156 66.2429.5 0.216
Amilaza, U/L 55.0 (41.0-69.5) 41.0 (40.0-88.0) 0.057 43.0 (41.5-56.5) 0.125
CRP, mg/L 2.9 (1.4-7.0) 3.2 (1.7-7.5) 0.268 3.2 (1.2-6.4) 0.488
Troponin, ug/l 0.01 (0.01-0.03) 0.01 (0.01-0.02) 0.319 0.02 (0.01-0.06) 0.068
NT-proBNP, pg/ml 1207.0 (411.0-3783.0) 212.0 (125.0-321.0) <0.001 321.5(138.0-674.3) 0.004
Leukociti x10%/L 6.8 (5.7-9.0) 8.1(6.4-9.1) 0.147 7.5 (6.3-8.8) 0.139
Eritrociti x10%2/L 4.6+0.5 4.6+0.6 0.955 4.5+0.4 0.549
Haemoglobin, g/L 136.5+17.2 140.9+15.1 0.221 137.5 (131.3-144.5) 0.497
Trombociti, x10%/L 210.5 (176.0-272.5) 260.0 (198.5-288.5) 0.014 266.5 (191.0-299.0) 0.008
Fibrinogen, g/L 3.8 (3.4-4.5) 3.2 (3.0-4.0) 0.007 3.9 (3.1-4.1) 0.817



Tablica 16. Nastavak

Teski CAVS Blagi CAVS p2 Umjereni CAVS PP
Podaci o tlaku N=75 N =25 vrijednost N= 34 vrijednosti
Sistolicki krvni tlak, mmHg 130.0 (120.0-140.0) 140.0 (130.0-150.0) 0.047 140.0 (130.0-145.0) 0.146
Dijastolicki krvni tlak, mmHg 75.0 (70.0-80.0) 85.0 (80.0-90.0) 0.002 80.0 (80.0-90.0) 0.001
Tlak pulsa, mmHg 55.0 (50.0-65.0) 55.0 (50.0-60.0) 0.576 55.0 (48.8-65.0) 0.562
Srednji arterijski tlak, mmHg 94.6+10.9 100.0 (96.7-108.3) 0.006 100.0 (96.7-103,8) 0.004
UZV srca
LVIDd, mm 51.1£6.9 48.6+4.8 0.024 50.5+5.7 0.654
LVIDs, mm 32.0(28.0-35.8) 33.0 (30.5-36.0) 0.482 33.0 (30.0-36.3) 0.875
1IVSd, mm 15.0 (14.0-16.0) 14.0 (12.5-15.5) <0.001 14.0 (13.0-15.3) 0.012
LVPW, mm 15.0 (13.0-16.0) 13.0 (12.0-14.0) <0.001 14.0 (13.0-15.0) 0.011
Anulus aorte 24.0 (22.5-25.5) 24.0 (22.0-25.5) 0.136 25.0 (23.0-28.0) 0.274
LAVI, ml/m? 39.0 (31.0-49.0) 30.0 (25.0-38.5) 0.006 31.0 (26.8-44.3) 0.012
LVEDV, ml 115.0 (91.0-148.8) 116.0 (93.0-134.0) 0.438 120.0 (104.5-133.0) 0.978
LVESV, ml 45.0 (37.3-62.5) 43.0 (38.5-56.5) 0.698 47.0 (37.8-57.3) 0.768
LVEF, % 58.0 (45.0-65.0) 62.0 (54.5-65.0) 0.800 61.0 (57.0-66.3) 0.389
Masa LV, g 346.6+84.4 271.0+66.4 <0.001 314.7+86.7 0.079
Indeksirana masa LV, g/m? 185.1+41.9 135.3 (116.8-158.8) <0.001 156.1 (136.0-187.1) 0.009
Vmax, m/s 4.6+0.6 2.8+0.3 <0.001 3.4+0.4 <0.001
PGmax, mmHg 85.1 (71.4-100.5) 30.2 (25.4-32.8) <0.001 44.8 (40.6-49.6) < 0.001
PGmean, mmHg 51.7£14.8 17.343.1 <0.001 26.8+8.7 <0.001
Time Velocity Integral, cm 113.5420.2 62.8 (55.6-69.7) <0.001 75.5 (69.8-82.1) <0.001
AVA, cm? 0.8+0.2 1,7+0.2 <0.001 1.3(1.2-1.4) <0.001
AVAI, cm/m? 0.40 (0.36-0.48) 0.9 (0.8-0.9) <0.001 0.7 (0.6-0.7) <0.001
LVOT Vmax, m/s 0.99+0.2 0.9+0.1 0.914 1.1+0.3 0.153
LVOT PGmax, mmHg 3.84¢1.3 4.0 (3.3-4.7) 0.558 4.2 (3.2-6.1) 0.099
LVOT PGmean, mmHg 2.0 (1.5-2.5) 2.0 (1.8-2.8) 0.348 2.4 (1.7-3.3) 0.024
LVOT dijametar, mm 21.0 (19.0-22.0) 22.0 (21.0-24.0) <0.001 21.0(19.0-23.3) 0.092
CT nalazi
CT Ca score, AU - ---

Ovisno o tome radi li se o kategorickim ili kontinuiranim varijablama te o njihovoj raspodjeli (Gaussova distribucija ili
distribucija koja odstupa od normale), podaci su prikazani kao frekvencija (n) i postotak (%), medijan i interkvartilni raspon
(IOR, engl. interquartile range) ili kao srednja vrijednost £ SD (standardna devijacija, engl. standard deviation).
Testovi:y*/Fisher za kategoricke; t-test/Mann—Whitney za kontinuirane. Statisticki znacajnom smatrana je vrijednost P <
0.050.2 korigirane prema Bonferroni korekciji za visestruke usporedbe (Pc = 0.000625). Kratice: AU — proizvoljne jedinice
(engl. arbitrary units), BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index), BSA — povrsina tijela (engl. body surface area),
CAD - koronarna ateroskleroza (engl. coronary artery disease), PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery
disease), AF — fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation), NOAC — antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants), GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose), IQR — interkvartilni raspon (engl.
interquartile range), eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate), SD —
standardna devijacija (engl. standard deviation), HDL — lipoproteini visoke gustoce (engl. high density lipoproteins), LDL —
lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins), CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography),
AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase), ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine
aminotransferase), ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase), CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive
protein), GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase), CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase),
LDH — laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase), NT-proBNP — N-terminalni prohormon mozdanog natriuretskog
peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide), LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli
(engl. left ventricle internal dimension at diastole), LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle
internal dimension at systole), 1VSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole), LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular posterior wall
thickness in diastole), LVEDV - teledijastolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end diastolic volume),
LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end systolic volume), LVEF — ejekcijska frakcija
lijevog ventrikula (engl. left ventricular ejection fraction), RWT — relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative
wall thickness), Vmax — maksimalna brzina protoka preko aortalnog zaliska (engl. peak velocity), PGmax — maksimalni
gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient), PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient), AVA —
povrsina aortalnog zaliska (engl. aortic valve area), AVAi — indeksirana povrSina aortalnog zaliska (engl. indexed aortic
valve area), LVOT - izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract), LVOT Vmax — maksimalna brzina
protoka u izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum velocity), LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT maximum pressure gradient), LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u
izlaznom traktu lijevog ventrikula (engl. LVOT mean pressure gradient), UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography).
Nakon Bonferroni korekcije, znacajne spolne razlike zadrzane su za BSA, GGT, Hb, LV dimenzije/volumene/masu, LVOT
promjer (izrazenije remodeliranje) i CT Ca score. Ostale varijable nisu dosegle korekcijski prag. P?- usporedba ispitanika s
teskim i blagim stadijem CAVS-a; PP -- usporedba ispitanika s teskim i umjerenim stadijem CAVS-a
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5.2. Razina CRP, troponina i NT-proBNP proteina u plazmi (ELISA) CAVS bolesnika i
zdravih, kontrolnih ispitanika

Usporedbom koncentracija biomarkera odredenih ELISA metodom izmedu kontrolne i CAVS
skupine nije pronadena statisticki znacajna razlika u razinama upalnog (CRP) i nekroti¢nog
(troponin) markera. Srednje vrijednosti C-reaktivnog proteina (CRP) bile su gotovo identi¢ne
izmedu skupina (medijan 2,6 mg/L; interkvartilni raspon [IQR] 1,1-4,2 u kontrolama prema
2,6 mg/L; IQR 1,3-4,2 u bolesnika s CAVS; P =0,929) (Slika 29).

Sli¢no tome, koncentracija troponina bila je niska 1 nije pokazivala znacajnu razliku (medijan
0,01 pg/L; IQR 0,01-0,02 u kontrolnoj prema 0,01 pg/L; IQR 0,01-0,03 u CAVS skupini; P =
0,509) (Slika 30).

Nasuprot tome, vrijednosti NT-proBNP-a, markera hemodinamskog opterecenja i sréanog
stresa, bile su viSestruko vise u bolesnika s CAVS-om (medijan 641,7 pg/mL; IQR 309,2—
1705,0) nego u kontrolnoj skupini (98,1 pg/mL; IQR 76,9-119,2; P < 0,001) (Slika 31).

Dobiveni nalazi ukazuju da, iako sistemska upala (CRP) i subklini¢ko oSte¢enje miokarda
(troponin) nisu bili znacajno izrazeni, NT-proBNP jasno odrazava prisutno hemodinamsko
optere¢enje 1 dijastolicku disfunkciju karakteristicnu za napredovalu kalcificiranu aortalnu

stenozu.

C-reaktivni protein (CRP) - kontrole vs CAVS
10}
P =0.929

CRP (mg/L)

Kontrole CAVS

Slika 29. Koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) u kontrolnoj i CAVS skupini. Box-plot prikaz
koncentracija CRP-a u plazmi. Vrijednosti izmedu skupina nisu pokazale statisticki znacajnu razliku (P =
0.929). Kratice: CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein);; CAVS — kalcificirana aortalna stenoza
(engl. calcific aortic valve stenosis).

87



Troponin - kontrole vs CAVS
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Slika 30. Koncentracija troponina u kontrolnoj i CAVS skupini. Box-plot prikaz vrijednosti troponina u
plazmi. lako su vrijednosti troponina bile nesto vise u CAVS skupini, razlika nije bila statisticki znacajna (P =
0.509). Kratice: CAVS — kalcificirana aortalna stenoza (engl. calcific aortic valve stenosis); ug/L — mikrogram
po litri.
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Slika 31. Koncentracije NT-proBNP u kontrolnoj i CAVS skupini (logaritamska skala). Box-plot prikaz NT-
proBNP vrijednosti u plazmi (log-skala). CAVS bolesnici pokazuju viSestruko vise vrijednosti NT-proBNP
(medijan 641,7 pg/mL) u odnosu na kontrole (98,1 pg/mL), Sto ukazuje na hemodinamsko opterecenje i
dijastolicku disfunkciju lijeve klijetke (P < 0,001). Kratice: NT-proBNP — N-terminalni prohormon mozdanog
natriuretskog peptida (engl. N-terminal prohormone of brain natriuretic peptide); CAVS — kalcificirana aortalna
stenoza; pg/mL — pikogram po mililitru; log-skala — logaritamska skala prikaza.
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Usporedba laboratorijskih biomarkera izmedu bolesnika s teSkim i blagim stupnjem
kalcificiraju¢e aortalne stenoze pokazala je razli¢ite obrasce raspodjele medu analiziranim

parametrima (Slika 32).

Koncentracije CRP-a bile su vrlo varijabilne u obje skupine, s brojnim outlierima, ali bez
jasnog razdvajanja medijanskih vrijednosti, S§to sugerira da sistemska upala nije dominantno
obiljezje razlikovanja ranog i uznapredovalog CAVS-a. Za razliku od CRP-a, vrijednosti
troponina bile su vise kod bolesnika s teSkim CAVS-om, uz prisutnost nekoliko izrazenih
povisenih vrijednosti, Sto je u skladu s veéim optereCenjem miokarda i1 subklinickim

ostecenjem kardiomiocita.

Najizrazenije razlike uocene su kod NT-proBNP-a. Skupina s teskim CAVS-om imala je
znatno viSe koncentracije, kao i Siru distribuciju vrijednosti, ukljucujuéi vise ekstremnih

outliera u usporedbi s blagim stadijem bolesti.

Ovaj nalaz odrazava povecani intrakardijalni tlak, progresivno hemodinamsko opterecenje i

izrazenije remodeliranje lijeve klijetke karakteristicno za uznapredovali oblik stenoze.
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Slika 32. Box-plot prikaz koncentracija CRP-a (A), troponina (B) i NT-proBNP-a (C) u bolesnika s teskim
(CAVS = 1) i blagim (CAVS = 2) stupnjem kalcificirajuée aortalne stenoze. Sredisnja linija u box-plotovima
predstavlja medijan, okviri oznacavaju interkvartilni raspon (IQR), a , brkovi® minimalne i maksimalne
vrijednosti unutar 1,5 IQR-a. Pojedinacne tocke oznacavaju outliere. Uocen je Siri raspon vrijednosti CRP-a u
obje skupine bez jasne razlike u medijanima, dok su vrijednosti troponina i osobito NT-proBNP-a bile vise u
skupini bolesnika s teskim CAVS-om, §to odrazava veci stupanj hemodinamskog opterecenja u uznapredovalom
stadiju bolesti.
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Analiza je takoder pokazala razli¢ite obrasce raspodjele CRP.a, troponina i NT-proBNP-a
medu bolesnicima s teSkim i umjerenim stupnjem kalcificirajuée aortalne stenoze (Slika 33).
Vrijednosti CRP-a pokazivale su Siroku varijabilnost u obje skupine, s viSe izrazenih outliera

u teSkom CAVS-u, ali bez jasnog razdvajanja medijanskih vrijednosti.

Za razliku od CRP-a, koncentracije troponina bile su viSe u bolesnika s teSkim CAVS-om, pri
¢emu su pojedini ispitanici imali izrazenije poviSene vrijednosti, $to je vidljivo iz veceg broja

outliera u ovoj skupini.

Najizrazitije razlike zabiljeZene su za NT-proBNP: bolesnici s teskim CAVS-om imali su
znatno viSe koncentracije ovog biomarkera u odnosu na umjereni stadij bolesti, uz Siru
raspodjelu i veéi broj ekstremnih vrijednosti, Sto odrazava povecano hemodinamsko

opterecenje 1 naprednije remodeliranje lijeve klijetke u teSkom obliku bolesti.
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Slika 33. Box-plot prikaz koncentracija CRP-a (A), troponina (B) i NT-proBNP-a (C) u bolesnika s teskim
(CAVS = 1) i umjerenim stupnjem kalcificirajuce aortalne stenoze (CAVS = 2). Sredisnja linija unutar box-
plotova oznacuje medijan, okviri interkvartilni raspon (IQR), a brkovi minimalne i maksimalne vrijednosti
unutar 1,5 IQR-a. Pojedinacne tocke predstavijaju outliere. Vidljivo je da su troponin i NT-proBNP poviseni u
teSkom CAVS-u u odnosu na umjereni, dok razine CRP-a pokazuju Siru raspodjelu bez jasne razlike medu
skupinama.
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5.3. Ekspresija ciljanih IncRNA molekula u tkivu aortalnih zalistaka CAVS bolesnika i
kontrolnih uzoraka tkiva

Analiza ekspresije ukupno dvadeset odabranih IncRNA transkripata u tkivu bolesnika s
kalcificiranom aortalnom stenozom (CAVS) u usporedbi s morfoloski urednim kontrolnim
aortalnim zaliscima pokazala je razlicite obrasce transkripcijske aktivnosti izmedu pojedinih

skupina gena.

U prvoj skupini (ANRIL, JADE, MALAT1, OIP5-AS1, ROR i TUGI) nisu zabiljeZene
statisticki znacajne razlike, no uoceni su trendovi povisene ekspresije za ANRIL (5.18; 95 %
Cl1 0.34-78.79; p = 0.205), JADE (3.21; 95 % CI1 0.89-11.61; p = 0.136), ROR (3.24; 95 % CI
1.23-8.52; p = 0.072) i TUGL (1.50; 95 % CI 0.39-5.77; p = 0.222), dok je OIP5-AS1
pokazala tendenciju snizene ekspresije (0.61; 95 % CI 0.19-1.96; p = 0.066). Nasuprot tome
ekspresija MALAT1 zabiljeZena je samo u kontrolnim uzorcima tkiva. Ovi rezultati ukazuju
na mogucu aktivaciju proliferativno-epigenetskih regulatornih osi (ANRIL-JADE-ROR-
TUGL1) u procesu valvularne fibroze i kalcifikacije (Slika 34).

U drugoj skupini (AGAP2-AS1, GAS5, H19, KLF3-AS1, MEG3, RUNX1-IT1, UCA1)
utvrdene su znacajne razlike izmedu skupina. UCA1 (29.03; 95 % CI 12.42-67.85; p <
0.001), H19 (17.28; 95 % CIl 2.40-124.39; p < 0.001), RUNX1-IT1 (12.61; 95 % CI 5.94—
26.76; p < 0.001) i AGAP2-AS1 (5.63; 95 % CI 1.64-19.29; p < 0.001) pokazale su znacajno
povisenu ekspresiju u CAVS tkivu, dok je GASS bila znacajno snizena (0.38; 95 % CI 0.13—
1.12; p = 0.001). KLF3-AS1 (3.86; 95 % CI 0.86-17.39; p = 0.041) i MEG3 (2.23; 95 % ClI
0.97-5.13; p = 0.018) takoder su pokazale umjereno povecéanje ekspresije. Ovaj profil
sugerira da je CAVS tkivo obiljezeno deregulacijom IncRNA povezanih s proliferacijom,
diferencijacijom 1 antiapoptotskim procesima, pri ¢emu povisSeni transkripti H19, UCAI,
RUNX1-IT1 i AGAP2-ASI, zajedno sa snizenim GASS5, ukazuju na postojanje aktivne

IncRNA mreze povezane s valvularnim remodeliranjem (Slika 33).

Treca skupina (CASC15, CYTOR, HOTAIR, MIAT, PACERR, PVTI1, ZEB1-AS1) takoder je
pokazala izraZzene razlike u ekspresiji. NajviSu razinu zabiljezila je MIAT (13.93; 95 % CI
6.30-30.80; p < 0.001), zatim PACERR (7.41; 95 % CI 2.96-18.58; p < 0.001), CYTOR
(4.26; 95 % CI1 0.77-23.42; p = 0.002) i HOTAIR (4.27; 95 % CI1 0.93-19.55; p = 0.038), dok
je ZEB1-AS1 takoder bila povisena (5.84; 95 % CI 0.56—61.16; p = 0.031). Nasuprot tome,
CASCI15 je pokazala snizenu ekspresiju (0.15; 95 % CI 0.01-1.83; p = 0.012), dok je

ekspresija PVT1 zabiljezena samo u kontrolnim uzorcima tkiva (Slika 35).
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Slika 34. Relativna ekspresija INcRNA ANRIL (CDKN2B-AS1), JADE1, MALAT1, OIP5-AS1 i ROR u
aortnom tkivu bolesnika s kalcificiranom aortalnom stenozom (CAVS) u usporedbi s kontrolnim uzorcima.
Ekspresija je kvantificirana metodom qRT-PCR i normalizirana na referentni gen GAPDH, a rezultati su izrazeni
kao relativna normalizirana ekspresija. Vrijednosti su prikazane kao srednja relativna ekspresija £ 1 SD, uz
GAPDH kao referentni gen.Tamnocrveno su oznaceni rezultati za CAVS, a svjetlocrveno za kontrolnu skupinu.
Statisticka analiza provedena je Mann—Whitney U testom.

140 +
120 1

100 4+

=

N - mm_ L. - m=m_ ;T:

Relativna normalizirana ekspresija

p U ee————
AGAPZ-A51 GASS H19 KLF3-A51 MEG3 RUNX1-T1 UCA

EER CAVE @ KONTROLA * [P<0.050] ]

Slika 33. Relativhu normaliziranu ekspresiju INCRNA AGAP2-AS1, GAS5, H19, KLF3-AS1, MEG3, RUNX1-
IT1 i UCALl u uzorcima tkiva bolesnika s kalcificiranom aorthnom stenozom (CAVS; tamnocrveno) i u
kontrolnim uzorcima morfoloSki urednih aortnih zalistaka (KONTROLA; svjetlocrveno). Vrijednosti su
izrazene kao srednja relativna ekspresija £ 1 SD, uz GAPDH kao referentni gen. Statisticka analiza provedena je
Mann—Whitney U testom. Znacajne razlike (p < 0.05) oznacene su zvjezdicom (*).
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Slika 35. Relativnu normaliziranu ekspresiju INcRNA CASC15, CYTOR, HOTAIR, MIAT, PACERR, PVTL i
ZEB1-AS1 u uzorcima tkiva bolesnika s kalcificiranom aortnom stenozom (CAVS; tamnocrveno) i u
kontrolnim uzorcima morfoloSki urednih aortnih zalistaka (KONTROLA; svjetlocrveno). Vrijednosti su
izrazene kao srednja relativna ekspresija = 1 SD, uz GAPDH kao referentni gen. Statisticka analiza provedena je
Mann—Whitney U testom. Znacajne razlike (p < 0.05) oznacene su zvjezdicom (*).
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Kumulativno (Slika 36), svi rezultati ukazuju da je tkivo kalcificiranog aortnog zaliska
obiljezeno Sirokom deregualcijom IncRNA transkripata koji sudjeluju u epigenetskoj
regulaciji, proliferaciji, oksidativnom stresu, transdiferencijaciji i apoptotskoj kontroli.
Povecana ekspresija H19, UCA1, RUNXI1-IT1, MIAT, PACERR i HOTAIR, uz smanjenu
razinu GAS5 i1 CASC15, sugerira da u fibro-kalcificiranom mikrookruzenju postoji
koordinirana aktivacija IncRNA mreze koja poti¢e proliferativne i pro-upalne procese u
valvularnim intersticijskim stanicama, pridonoseéi remodeliranju i progresiji degenerativne

bolesti aortnog zaliska.
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Slika 36. Volcano dijagram diferencijalne ekspresije IncRNA transkripata izmedu tkiva bolesnika s
kalcificiranom aortnom stenozom (CAVS) i kontrolnih aortnih zalistaka. Prikazan je odnos izmedu
logaritamski prikazane relativne normalizirane ekspresije (x-osa, logz) i razine statisticke znacajnosti izrazene
kao p-vrijednost (y-osa, logi) za sve analizirane IncRNA transkripte u CAVS-tkivu u odnosu na kontrolne
uzorke. Crvene tocke oznacavaju povisene (‘“‘up-regulated”) transkripte, a plave snizene (“down-regulated”)
transkripte u CAVS-tkivu. Crna horizontalna linija oznacava prag statisticke znacajnosti (p = 0.05), dok crvena i
plava vertikalna linija ozrnacavaju granicne vrijednosti promjene ekspresije (povecanje ili smanjenje, tj. fold
change £1,5).Znacajno poviseni transkripti ukljucuju UCAL, RUNX1-IT1, MIAT, H19, PACERR, AGAP2-AS1,
CYTOR, ZEB1-AS1, HOTAIR, KLF3-4S1 i MEG3, dok su CASC15 i GASS5 znacajno snizeni u CAVS-tkivu. Crne
tocke predstavljaju nesignifikantnu promjenu ekspresije. Grafikon vizualno prikazuje globalni obrazac
transkripcijske deregulacije, s prevladavajuc¢im trendom povisene ekspresije IncRNA povezanih s proliferacijom,
epigenetskom regulacijom i upalnim signalnim putovima u fibro-kalcificiranom tkivu aortnog zaliska.
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5.4. Ekspresija ciljanih IncRNA molekula u perifernoj plazmi CAVS bolesnika i

kontrolnih, zdravih ispitanika

Analiza ekspresije odabranih IncRNA transkripata u plazmi bolesnika s kalcificiranom
aortnom stenozom (CAVS) u usporedbi s kontrolnim ispitanicima pokazala je da vecina
analiziranih transkripata nije pokazala statisticki znacajne razlike u ekspresiji izmedu skupina.

Vrijednosti relativne ekspresije bile su niske i homogenog raspona za obje skupine (Slika 37).

Jedini transkript s potvrdenom statisticki znacajnom razlikom bio je IncRNA GASS, koja je
pokazala snizenu ekspresiju u CAVS-plazmi (0.50; 95 % CI 0.27-0.92; p = 0.0015) u odnosu

na kontrolne uzorke.
Ostale analizirane IncRNA nisu pokazale znacajne promjene:
e AGAP2-AS1 (1.56; 95 % CI 0.52-4.66; p = 0.145),
e CYTOR (1.15; 95 % CI 0.37-3.56; p = 0.641),
e H19(2.09; 95 % C1 0.13-32.91; p = 0.319),
e HOTAIR (0.95; 95 % CI 0.45-2.03; p = 0.892),
e JADE (0.79; 95 % CI 0.37-1.71; p = 0.301),
o KLF3-AS1 (1.94; 95 % Cl 0.57-6.63; p = 0.319),
e MEGS3 (1.10; 95 % CI 0.55-2.20; p = 0.638),
e MIAT (1.05; 95 % CI 0.45-2.46; p = 0.895),
e OIP5-AS1 (0.99; 95 % C1 0.74-1.32; p = 0.934),
e PACERR (1.55; 95 % CI 0.41-5.83; p = 0.240),
e ROR (1.26; 95 % CI 0.52-3.06; p = 0.306),
e RUNX1-IT1 (1.18; 95 % CI 0.56-2.49; p = 0.438),
e TUGLI (0.96; 95 % CI 0.59-1.57; p = 0.884),
e UCAL1(0.86;95% C10.53-1.39; p=0.247) te

e ZEB1-AS1 (2.18; 95 % Cl 0.19-25.63; p = 0.356).
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Vazno je istaknuti da u plazma uzorcima, neovisno o skupini, nije zabiljezena ekspresija
transkripata MALAT1, ANRIL, PVT1 i CASC15, $to upucuje na njihovu tkivnu specifi¢nost i

nedostatak cirkuliraju¢ih kopija u perifernoj krvi.

Sveukupno, ovi rezultati pokazuju da plazmatski profil IncRNA u bolesnika s CAVS ne
pokazuje izrazene razlike u odnosu na kontrolne ispitanike, uz iznimku snizene ekspresije
GAS5 (0.50; 95 % CI 0.27-0.92), koja moze odrazavati gubitak njezine poznate

antiproliferativne i proapoptotske uloge u sistemskoj regulaciji valvularne kalcifikacije.
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Slika 37. Relativna ekspresija odabranih IncRNA u plazmi bolesnika s kalcificiranom aortnom stenozom
(CAVS) i kontrolnim uzorcima (KONTROLA). Graf prikazuje relativnu normaliziranu ekspresiju odabranih
IncRNA transkripata (AGAP2-AS1, CYTOR, GAS5, H19, HOTAIR, JADE, KLF3-AS1, MEG3, MIAT, OIP5-AS1,
PACERR, ROR, RUNX1-IT1, TUG1, UCAL i ZEB1-AS1) u plazmi bolesnika s kalcificiranom aortnom stenozom
(CAVS-KRV; tamnocrveno) i u kontrolnim uzorcima (DKK-KRV; svjetlocrveno). Vrijednosti su prikazane kao
srednja relativna ekspresija £ 1 SD, uz GAPDH kao referentni gen. Statisticka analiza provedena je Mann—
Whitney U testom, a znacajne razlike oznacene su zvjezdicom (*p < 0.05). U usporedbi s kontrolnom skupinom,
IncRNA GASS5 pokazala je znacajno snizenu ekspresiju u CAVS-plazmi (0.50; 95 % CI 0.27-0.92; p = 0.0015),
dok za ostale analizirane transkripte nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika. Veéina IncRNA, ukljucujuci
H19, PACERR, MIAT, UCAL i ZEB1-4S1, pokazala je samo blagi trend povisenja bez znacajne promjene. Ovi
nalazi ukazuju da se sistemski profil cirkuliraju¢ih IncRNA u plazmi bolesnika s kalcificiranom aortnom
stenozom ne razlikuje bitno od kontrolne populacije, uz iznimku snizene ekspresije GASS, koja moze odrazavati
gubitak njezine poznate antiproliferativne i proapoptotske uloge u cirkulirajucim imunostanicama i vaskularnim

komponentama u sklopu CAVS patogeneze.
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5.5. Analiza povezanosti tkivne ekspresije ciljanih IncRNA s prisutnoséu CAVS-a

U univarijantnoj logistickoj regresijskoj analizi ispitana je povezanost ekspresije pojedinih
InNcRNA s pojavom Kalcificirane aortne valvularne stenoze (CAVS). Statisti¢ki znacajna
povezanost s prisutnos¢u bolesti zabiljezena je za AGAP2-AS1 (OR = 2.79x10'%; 95 % CI:
2.60x10°-2.99x10%; P = 0.007), CYTOR (OR = 5.42x10°; 95 % CI: 1.02-2.88x10'; P =
0.050), H19 (OR = 67.952; 95 % CI: 1.257-3672.264; P = 0.038), MIAT (OR = 4.08x10°; 95
% CI: 3.52x10%—4.74x10'¢¢; P = 0.007), PACERR (OR = 1.10x10%; 95 % CI: 4.621—
2.61x10%°; P = 0.040), RUNXI1-IT1 (OR = 1.18x10'5; 95 % CI: 1.10x10°-1.26x10%%; P =
0.003) i UCA1 (OR = 126.933; 95 % ClI: 4.563-3531.325; P = 0.004), dok je GAS5 pokazala
znacajan protektivni u¢inak (OR = 7.95x107%; 95 % CI: 2.23x107'4-0.283; P = 0.034).

U multivarijantnim modelima, koji su uz svaku pojedinu IncRNA ukljucivali kovarijate dob,
spol i BMI, dob se dosljedno pokazala znac¢ajnim neovisnim prediktorom prisutnosti CAVS-a
(OR 1.24-1.32; 95 % CI: priblizno 1.05-1.64; P < 0.05). Zna¢ajnu neovisnu povezanost s
pojavom CAVS-a zadrzale su MIAT (B = 310.045; OR = 4.47x10'34; 95 % CI. 2.66x10°—
7.51x10%; P = 0.041), RUNXI1-ITI (B = 35.769; OR = 3.42x10"; 95 % CI: 58.897—
1.99x10%°; P = 0.027) i UCA1 (B = 6.213; OR = 499.029; 95 % CI: 5.200-47,886.364; P =
0.008), dok je GASS5 zadrzala protektivni u¢inak (B = -31.517; OR = 0.000; 95 % CI: 0.000-
0.038; P = 0.029). Ostale IncRNA — AGAP2-AS1 (95 % CI: 0.006-9.86x10'¢; P = 0.121),
CYTOR (95 % CI: 0.429-1.14x10'%; P = 0.062), H19 (95 % CI: 0.334-8689.983; P = 0.124) i
PACERR (95 % CI: 0.003-1.37x10'; P = 0.136) pokazale su pozitivan, ali statisti¢ki

nesignifikantan trend povezanosti.

Provedena bootstrap validacija s 1000 ponavljanja potvrdila je stabilnost ve¢ine modela.
StatistiCka znacajnost 1 uski intervali pouzdanosti zadrzani su za MIAT (P = 0.002; 95 % CI:
197.121-43,913.215), RUNX1-IT1 (P = 0.002; 95 % CI: 22.115-1652.875), UCAl (P =
0.001; 95 % ClI: 4.185-20,180.066) i GAS5 (P < 0.001; 95 % CI: -3550.516 — —-14.731), dok
je CYTOR dosegnuo znacajnost nakon bootstrap korekcije (P = 0.018; 95 % CI: 4.445-
708.620). Ostale IncRNA (AGAP2-AS1, H19, PACERR) zadrzale su stabilan, ali

nesignifikantan pozitivan trend.
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Sveukupno, rezultati univarijantne, multivarijantne i bootstrap analize ukazuju da su IncRNA
MIAT, RUNXI1-IT1 i UCAIl najsnazniji i najstabilniji pozitivni prediktori prisutnosti
kalcificirane aortne stenoze, dok IncRNA GASS5 pokazuje konzistentan protektivni ucinak.

Ovi transkripti mogu predstavljati potencijalne biomarkere progresije valvularne kalcifikacije.

Ogranicenja analize: Rezultate ovih regresijskih modela potrebno je tumaciti uz nekoliko
metodoloskih ograni¢enja. Prvo, prisutna je numeri¢ka nestabilnost modela uzrokovana
ogranicenim brojem uzoraka, asimetricnom distribucijom ekspresijskih kategorija te
moguc¢om djelomi¢nom separacijom podataka — osobito izrazenom kod transkripata MIAT,
RUNX1-IT1 i PACERR. Takva struktura podataka povecava nesigurnost procjene i moze
dovesti do ekstremno visokih vrijednosti omjera izgleda (OR). Drugo, iako su modeli
korigirani za glavne demografske kovarijate (dob, spol 1 BMI), u analizu nisu bili ukljuceni
svi potencijalni bioloski i metaboli¢ki ¢imbenici (lipidni i upalni status, bubrezna funkcija,
farmakoterapija), koji mogu djelovati kao neovisni ili posredni konfaunderi. Trece, tehnic¢ka
varijabilnost u fazama obrade uzoraka i RNA — ukljucujuéi ekstrakciju, reverznu transkripciju
i normalizaciju ekspresije — moze djelomi¢no utjecati na kvantitativnu to¢nost mjerenja,
osobito kod transkripata niske zastupljenosti. Konaéno, primijenjeni statisticki modeli opisuju
asocijaciju, a ne kauzalnost, te stoga ovi nalazi zahtijevaju potvrdu u veéim, neovisnim

kohortama i kroz funkcionalne in vitro i in vivo modele.

Unato¢ navedenim ograni¢enjima, visoka razina konzistentnosti nalaza i potvrda znacajnih
ucinaka kroz bootstrap validaciju upucuju na robusnost i biolosku relevantnost identificiranih
INcRNA transkripata, osobito MIAT, RUNX1-IT1, UCALl i GAS5, kao potencijalnih

molekularnih biomarkera degenerativne kalcifikacije aortnog zaliska.
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5.6. Spearmanove korelacije (p) tkivne ekspresije INncCRNA s klini¢kim, laboratorijskim i
ehokardiografskim karakteristikama CAVS ispitanika

Spearmanova analiza rang-korelacija provedena je radi procjene povezanosti ekspresije
pojedinih IncRNA s prisutnos¢u kalcificirane aortne stenoze (CAVS) te s kljucnim
demografskim, laboratorijskim, klinickim i ehokardiografskim parametrima.

Za sve testirane parove varijabli primijenjena je Bonferroni korekcija zbog visestrukog
testiranja (169 usporedbi; Pc = 0,000296). Vrijednosti s P < 0,05 smatrane su nominalno

znacajnima, dok su nakon korekcije zadrzane samo najsnaznije povezanosti (Pc < 0,000296).

5.6.1. Povezanost s prisutnoséu CAVS-a

Ekspresija nekoliko IncRNA pokazala je izrazito jake pozitivhe povezanosti s prisutnoséu
CAVS-a (Tablica 17). Najvisi koeficijenti zabiljezeni su za MIAT (p = 0,808; P < 0,001),
RUNX1-IT1 (p = 0,797; P < 0,001), UCA1 (p = 0,705; P < 0,001), PACERR (p = 0,720; P <
0,001), H19 (p = 0,656; P <0,001) i AGAP2-AS1 (p =0,629; P <0,001). Umjerene pozitivne
povezanosti uoc¢ene su za HOTAIR (p = 0,457; P =0,017), ZEB1-AS1 (p = 0,409; P = 0,034)
i MEG3 (p = 0,303; P = 0,046), dok je GASS5 pokazao negativnu korelaciju (p = —0,454; P =
0,004).

Nakon Bonferroni korekcije statistiCki znafajne povezanosti zadrzale su IncRNA MIAT,

RUNX1-1T1, UCAL, PACERR, H19 i AGAP2-AS1, koje time predstavljaju najrobustnije

pokazatelje prisutnosti bolesti.

Tablica 17. Korelacije izmedu ekspresije IncRNA i prisutnosti CAVS-a

INcRNA p P Smjer povezanosti
MIAT 0,808 <0,001 Pozitivna
RUNX1-1T1 0,797 <0,001 Pozitivna
UCA1 0,705 <0,001 Pozitivna
PACERR 0,720 <0,001 Pozitivna
H19 0,656 <0,001 Pozitivna
AGAP2-AS1 0,629 <0,001 Pozitivna
HOTAIR 0,457 0,017 Pozitivna
ZEB1-AS1 0,409 0,034 Pozitivna
MEG3 0,303 0,046 Pozitivna
GAS5 -0,454 0,004 Negativna

Kratice: p — Spearmanov koeficijent korelacije; P — dvostrano testirana razina znacajnosti; CAVS — calcific
aortic valve stenosis; INcRNA — long non-coding RNA; Bonferroni korekcija: Pc = 0,000296.
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5.6.2. Demografski i antropometrijski pokazatelji

Unutar demografskih obiljezja zabiljezene su znacCajne negativne povezanosti izmedu
ekspresije RUNX1-IT1 i vise antropometrijskih varijabli, uklju¢ujuci spol (p = —0,460; P =
0,031), visinu (p = —0,432; P = 0,045), tjelesnu masu (p = —0,530; P = 0,011), povrsinu tijela
(BSA; p=-0,595; P =0,004) i opseg struka (p =—0,601; P =0,004) (Tablica 18).

Dodatno, ekspresija UCAL1 bila je negativno povezana s indeksom tjelesne mase (BMI; p =

—0,454; P = 0,034).

Ove povezanosti ukazuju na potencijalnu inverznu vezu izmedu metaboli¢kih i tjelesnih
karakteristika te ekspresije navedenih IncRNA, iako nakon Bonferroni korekcije ne dosezu

prag visoke znacajnosti.

Tablica 18. Znacajne korelacije izmedu IncRNA i demografskih varijabli

Varijabla INcRNA P P
Spol | RUNX1-1T1 —0,460 0,031
Visina | RUNX1-1T1 —-0,432 0,045
Tjelesna masa \ RUNX1-1T1 —-0,530 0,011
BSA | RUNX1-1T1 -0,595 0,004
Opseg struka | RUNX1-1T1 —=0,601 0,004
BMI | UCA1 —0,454 0,034

Kratice: BMI — body mass index; BSA — body surface area, p — Spearmanov koeficijent; Pc = 0,000296.

5.6.3. Laboratorijski parametri

Analiza laboratorijskih parametara otkrila je viSe relevantnih povezanosti (Tablica 19).
Ekspresija MIAT pozitivno je korelirala s razinama C-reaktivnog proteina (CRP; p = 0,585; P

=0,007), Sto upucuje na povezanost s upalnim statusom.

KLF3-AS1 pokazao je negativnu povezanost s brojem neutrofila (p = —0,549; P = 0,009) i
MPV-leukocita (p = —0,439; P = 0,047). Metabolicki profili pokazali su negativne veze TUG1
s glukozom (p = —0,540; P = 0,021), UCAI1 s LDL (p = —0,598; P = 0,004) 1 ukupnim
kolesterolom (p =—0,526; P =0,012), te PACERR s HDL (p =—0,543; P = 0,016).

Od renalnih pokazatelja, ZEB1-AS1 (p = 0,737; P = 0,003) i H19 (p = 0,407; P = 0,049) bili
su pozitivno povezani s urejom, dok je RUNXI1-IT1 pozitivno korelirao s ukupnim
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serumskim kalcijem (p = 0,438; P = 0,047). Nakon korekcije, najstabilnije povezanosti
zadrzavaju KLF3-AS1 < neutrofili i UCA1 < LDL kolesterol.

Tablica 19. Znacajne korelacije izmedu IncRNA i laboratorijskih pokazatelja

Parametar INcRNA p P
CRP MIAT 0,585 0,007
Neutrofili KLF3-AS1 —0,549 0,009
MPV-leukociti KLF3-AS1 —-0,439 0,047
Glukoza TUG1 —0,540 0,021
Urea ZEB1-AS1 0,737 0,003
Urea H19 0,407 0,049
Ukupni Ca RUNX1-1T1 0,438 0,047
LDL UCA1 —0,598 0,004
Ukupni kolesterol UCA1 —-0,526 0,012
HDL PACERR —0,543 0,016

Kratice: CRP — C-reaktivni protein; MPV — mean platelet volume; HDL/LDL — lipoproteini visoke/niske
gustoée; Ca — kalcij; Pc = 0,000296.

5.6.4. Klini¢ki komorbiditeti i terapija

U analizi povezanosti ekspresije IncRNA s klini¢kim komorbiditetima i primjenom lijekova

(Tablica 20) zabiljezeno je vise znacajnih odnosa.

Bolesti stitnjace pokazale su konzistentne pozitivne korelacije s viSom ekspresijom AGAP2-
ASI1 (p = 0,585; P = 0,003), CYTOR (p = 0,449; P = 0,047), H19 (p = 0,556; P = 0,005) 1
ZEB1-AS1 (p =0,626; P =0,017).

Primjena statina bila je povezana s povisenom ekspresijom JADE1 (p = 0,866; P = 0,001) 1
KLF3-AS1 (p = 0,691; P = 0,002), dok je varfarin pozitivno korelirao s AGAP2-AS1 (p =
0,477; P =0,020) 1 CYTOR (p =0,477; P =0,033).

Suprotno tome, ekspresija H19 bila je negativno povezana s primjenom diuretika (p = —0,588;
P =0,027).

Ove povezanosti valja tumaciti oprezno jer mogu odrazavati indikacijsku povezanost lijekova

s tezinom kardiovaskularne bolesti, a ne izravni bioloski u¢inak.
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Tablica 20. Korelacije izmedu ekspresije IncRNA, komorbiditeta i primjene lijekova

Varijabla IncRNA p P
Bolest stitnjace AGAP2-AS1 0,585 0,003
CYTOR 0,449 0,047
H19 0,556 0,005
ZEB1-AS1 0,626 0,017
Statini JADEL 0,866 0,001
KLF3-AS1 0,691 0,002
Varfarin AGAP2-AS1 0,477 0,020
CYTOR 0,477 0,033
Diuretici H19 —0,588 0,027
Kratice:  p — Spearmanov  koeficijent  korelacije; P - dvostrano testirana  vrijednost;

IncRNA — long non-coding RNA; Bonferroni korekcija za viSestruko testiranje: Pc = 0,000296.

5.6.5. Ehokardiografski pokazatelji

Analiza ehokardiografskih parametara pokazala je niz statistiCki znacajnih povezanosti
izmedu ekspresije pojedinih IncRNA i morfolosko-funkcijskih obiljezja kalcificirane aortalne

stenoze (Tablica 21).

Ekspresija TUG1 pokazala je najsnaznije pozitivne povezanosti s hemodinamskim
pokazateljima tezine stenoze, uklju¢uju¢i maksimalnu brzinu protoka (Vmax; p = 0,744; P <
0,001), maksimalni tlak-gradijent (PGmax; p = 0,657; P = 0,003) i integral brzine-vremena
(VTL p=0,641; P =0,004).

Negativne korelacije zabiljeZene su izmedu RUNX1-IT1 i povrSine aortnog us¢a (AVA; p =
—0,472; P = 0,027) te izmedu UCA1 1 valvulo-arterijskog impedancijskog indeksa (AVDI; p =
—0,445; P = 0,049), sto ukazuje na povezanost njihove ekspresije sa smanjenjem efektivnog

otvora aortnog zaliska i1 povecanjem sistolickog opterecenja.

U pokazateljima dijastolicke funkcije uo€ene su znacajne povezanosti izmedu CYTOR 1 E/A
omjera (p = 0,614; P = 0,005) te negativne povezanosti izmedu CYTOR 1 izovolumnog
vremena relaksacije (IVRT; p = —0,589; P = 0,006). Dodatno, negativne korelacije IVRT-a
zabiljezene su za AGAP2-AS1 (p = —0,493; P = 0,017), H19 (p = —0,428; P = 0,041) i
HOTAIR (p = —0,733; P = 0,003), Sto upucuje na povezanost ovih IncRNA s poboljSanom

dijastolickom relaksacijom.

Od morfoloskih parametara, PACERR je pozitivno korelirao s relativnom debljinom stijenke

(RWT; p =0,503; P =0,047), dok su H19 1 MEG3 pokazale negativne povezanosti s masom
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lijeve klijetke (p = —0,449; P = 0,028), odnosno frakcijskim skra¢enjem (FS; p = —0,499; P =
0,021). Dodatno, RUNX1-IT1 je bio pozitivho povezan s longitudinalnim deformacijama
(four-CH strain; p = 0,457; P = 0,037), a MIAT s promjerom izlaznog trakta lijeve klijetke
(LVOT; p=0,487; P =0,030).

Nakon Bonferronijeve korekcije (Pc = 0,000296), najstabilnije i bioloski najrelevantnije
povezanosti zadrzane su za TUG1 u odnosu na pokazatelje hemodinamske tezine stenoze
(Vmax, PGmax, VTI), ¢ime se potvrduje njegova uloga kao potencijalnog tkivnog biomarkera
ozbiljnosti CAVS-a.

Tablica 21. Korelacije izmedu ekspresije IncRNA i ehokardiografskih pokazatelja u ispitanika s CAVS-om

Parametar INcRNA p P

Vmax AV TUG1 0,744 <0,001
PGmax AV TUG1 0,657 0,003
VTI AV TUG1 0,641 0,004
AVA RUNX1-1T1 —-0,472 0,027
AVDI UCAL —0,445 0,049
E/A CYTOR 0,614 0,005
IVRT CYTOR -0,589 0,006
IVRT AGAP2-AS1 —0,493 0,017
IVRT H19 —0,428 0,041
IVRT HOTAIR —-0,733 0,003
RWT PACERR 0,503 0,047
LV masa H19 -0,449 0,028
FS MEG3 -0,499 0,021
4-CH strain RUNX1-1T1 0,457 0,037
LVOT promjer MIAT 0,487 0,030

Kratice: Vmax — maksimalna brzina protoka kroz aortni zalistak; PGmax — maksimalni tlak-gradijent; VTI —
integral brzina-vremena; AVA — povrsina aortnog uséa; AVDI — valvulo-arterijski impedancijski indeks; IVRT —
vrijeme izovolumne relaksacije; E/A — omjer ranog i kasnog dijastolickog punjenja; RWT — relativna debljina
stijenke; LV — lijeva klijetka; FS — frakcijsko skracenje; LVOT — izlazni trakt lijeve klijetke; p — Spearmanov
koeficijent korelacije; P — dvostrano testirana vrijednost; Bonferroni korekcija: Pc = 0,000296.

5.6.6. Integrirani saZetak nalaza korelacijske analize tkivne ekspresije INCRNA

molekula

Provedena Spearmanova korelacijska analiza pokazala je da viSe analiziranih IncRNA
ostvaruje znacajne povezanosti s prisutnos$¢u i tezinom Kkalcificirane aortalne stenoze (CAVS).
Najizrazenije pozitivne korelacije zabiljezene su za MIAT, RUNXI1-1T1, UCAL, PACERR,
H19 i AGAP2-AS1, koje su zadrzale statisticku znacajnost i nakon Bonferroni korekcije (Pc =
0,000296). Ovi nalazi potvrduju postojanje izrazito konzistentnog transkripcijskog potpisa
koji odrazava patobiolosku prisutnost bolesti, pri ¢emu navedene IncRNA mogu predstavljati

temeljne komponente molekularnog profila CAVS-a.
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Na demografskoj razini, zapazene su negativne povezanosti izmedu ekspresije RUNX1-1T1 i
antropometrijskih varijabli (spol, tjelesna masa, visina, BSA, opseg struka), kao i izmedu
UCALl i indeksa tjelesne mase (BMI). Ove inverzne veze ukazuju na potencijalnu
metabolicku i spolnu dimenziju regulacije pojedinih IncRNA.
Na laboratorijskoj razini, MIAT je bio povezan s viSim razinama CRP-a, $to upucuje na vezu
s upalnim opterecenjem, dok su KLF3-AS1 i UCAL pokazali inverzne odnose s neutrofilima i
lipidnim parametrima (LDL i ukupni kolesterol). Navedene IncRNA mogu time reflektirati

sustavne upalne i metaboli¢ke aspekte CAVS-a.

U skupini klinickih komorbiditeta i lijekova, zabiljezene su pozitivne povezanosti bolesti
Stitnjace s ekspresijom AGAP2-AS1, CYTOR, H19 i ZEB1-AS1, dok je primjena statina bila
povezana s visom ekspresijom JADE1l i KLF3-AS1. Takvi odnosi mogu odrazavati
sekundarne metabolicko-endokrine ucinke bolesti ili terapijsku modulaciju ekspresijskih

profila.

Najizrazenije i bioloski najrelevantnije povezanosti utvrdene su u ehokardiografskoj skupini
parametara. Ekspresija TUG1 snazno je korelirala s hemodinamskim pokazateljima tezine
stenoze (Vmax, PGmax, VTI), dok su RUNX1-IT1 i UCALl pokazale negativne veze s
povrS§inom aortnog uséa (AVA) i valvulo-arterijskim impedancijskim indeksom (AVDI).
INcRNA CYTOR, H19, HOTAIR i AGAP2-AS1 bile su znacajno povezane s dijastolickom
funkcijom (IVRT, E/A), a PACERR, H19 i MEG3 s pokazateljima geometrije i
kontraktilnosti lijeve klijetke (RWT, LV masa, FS). Nakon korekcije, TUGL je ostao
najsnaznije povezan s hemodinamskom tezinom CAVS-a, §to ga istice kao potencijalni

marker ozbiljnosti bolesti.

Sveukupno, dobiveni rezultati ukazuju na kompleksnu, ali konzistentnu mreZu povezanosti
izmedu tkivne ekspresije specifi¢nih IncRNA i klini¢ko-ehokardiografskog fenotipa CAVS-a.
InNcRNA MIAT, RUNX1-IT1, UCAL, PACERR, H19 i AGAP2-AS1 dosljedno se izdvajaju
kao najsnazniji kandidati povezani s prisutnoS¢u 1 napredovanjem bolesti, dok TUGI
pokazuje izrazitu povezanost s hemodinamskom tezinom stenoze. Ovi nalazi zajedno
podrzavaju koncept da promjene u tkivnom transkriptomu IncRNA mogu odrazavati aktivne
patofizioloske procese unutar aortnog zaliska te predstavljati osnovu za buduce biomarkere

progresije 1 tezine CAVS-a.
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5.7. Korelacija tkivne ekspresije INCRNA s demografskim, laboratorijskim, klini¢kim i

ehokardiografskim pokazateljima u kontrolnim aortalnim zaliscima

U skupini kontrolnih (morfoloski urednih) aortalnih zalistaka provedena je analiza
Spearmanove rang-korelacije (p) izmedu ekspresije pojedinih IncRNA i demografskih,

biokemijskih, klini¢kih te ehokardiografskih parametara.

Kako bi se smanjila vjerojatnost pogreske tipa I, unutar svake skupine varijabli provedena je
Bonferroni korekcija: za demografske i biokemijske pokazatelje (n = 9; Pc = 0,0056), za
klinicke pokazatelje (n = 6; Pc = 0,0083), te za ehokardiografske pokazatelje (n = 5; Pc =
0,010).

U vecini analiziranih odnosa nije utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost, Sto je u skladu s
homogenim i patoloski nepromijenjenim fenotipom kontrolnih uzoraka tkiva aortalnih
zalistaka srca (Tablica 22). Ipak, zabiljezene su dvije znaajne korelacije koje su ostale

relevantne i nakon Bonferroni korekcije:

e negativna korelacija izmedu HOTAIR i NT-proBNP (p = —0,745; P = 0,008), koja
upucéuje na potencijalnu inverznu povezanost transkripcijske aktivnosti HOTAIR-a s

biomarkerima sréanog opterecenja,

e pozitivna korelacija izmedu MEG3 1 prisutnosti fibrilacije atrija (AF) (p = 0,564; P =
0,005), koja sugerira mogucu uklju¢enost MEG3 u elektricnu 1 metabolicku

remodelaciju atrijskog misica.

Uz ove, identificirano je nekoliko nominalno znacajnih korelacija (P < 0,05) koje nisu
zadrzale znaCajnost nakon korekcije, ali predstavljaju potencijalne trendove. Medu njima su
pozitivne povezanosti JADE1-fibrinogen (p = 0,585; P = 0,014), UCA1-HDL (p =0,491; P =
0,024) i MEG3-AST (p = 0,474; P = 0,022), te negativne korelacije ZEB1-AS1-HDL (p =
—0,653; P =0,029).

Ehokardiografski parametri nisu pokazali konzistentne veze s ekspresijom analiziranih
IncRNA, sto je u skladu s fizioloskom funkcijom lijeve klijetke i aortnog usc¢a u ovoj skupini

ispitanika.
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Tablica 22. Korelacije izmedu tkivne ekspresije IncRNA i klini¢ko-laboratorijskih pokazatelja u kontrolnim
uzorcima aortalnih zalistaka srca

INcRNA Varijabla P P Smjer povezanosti Znacajnost (Bonferroni)
HOTAIR NT-proBNP —0,745 0,008 negativna +
MEG3 AF 0,564 0,005 pozitivna +
JADE1 Fibrinogen 0,585 0,014 pozitivna —

UCAl HDL-kolesterol 0,491 0,024 pozitivna —
ZEB1-AS1 HDL-kolesterol -0,653 0,029 negativna —
ZEB1-AS1 TG 0,581 0,047 pozitivna —

TUG1 AF 0,518 0,010 pozitivna —

MEG3 AST 0,474 0,022 pozitivna —

Kratice: p — Spearmanov koeficijent korelacije; P — dvostrano testirana razina znacajnosti; AF — fibrilacija
atrija; AST — aspartat-aminotransferaza; CRP — C-reaktivni protein; HDL/LDL — lipoprotein visoke/nizke
gustoée; NT-proBNP — N-terminalni pro-B-tip natriuretskog peptida; TG — trigliceridi; IncRNA — long non-
coding RNA.

Analizom medusobnih korelacija ekspresije IncRNA u kontrolnim tkivima utvrdene su
izrazene i konzistentne pozitivne povezanosti izmedu vecine analiziranih transkripata, Sto
ukazuje na njihovu ko-regulaciju u okviru fizioloskog transkripcijskog okruzenja aortnog

zaliska (Tablica 23). Najsnaznije pozitivne korelacije zabiljeZene su izmedu:

o AGAP2-AS11HI19 (p=0,867; P<0,001),

e AGAP2-AS1 1 PACERR (p=0,771; P<0,001),

e AGAP2-AS1iRUNX1-IT1 (p=0,741; P <0,001),

e« H19iZEB1-AS1 (p=0,864; P <0,001),

« JADELl i ZEB1-AS1 (p=0,794; P=0,006),

e PACERRiROR (p=0,765; P <0,001),

o« MIAT i UCA1 (p = 0,474; P = 0,040), dok je jedina znacajna negativna korelacija

zabiljezena izmedu UCA1 1 ZEB1-AS1 (p =—0,615; P =0,033).

Ove medusobne povezanosti sugeriraju postojanje funkcionalnih klastera transkripata koji
mogu dijeliti zajednicke promotorske regije, regulatorne IncRNA motive ili epigenetske

elemente vezane uz odrzavanje valvularne homeostaze.

Tablica 23. Medusobne korelacije izmedu tkivne ekspresije IncRNA u kontrolnim aortalnim zaliscima

INncRNA1 INcCRNA2 p P Smijer povezanosti
AGAP2-AS1 H19 0,867 <0,001 pozitivna
AGAP2-AS1 PACERR 0,771 <0,001 pozitivna
AGAP2-AS1 RUNX1-1T1 0,741 <0,001 pozitivna

H19 ZEB1-AS1 0,864 <0,001 pozitivna
JADE1 ZEB1-AS1 0,794 0,006 pozitivna
PACERR ROR 0,765 <0,001 pozitivna
MIAT UCA1 0,474 0,040 pozitivna
UCA1 ZEB1-AS1 -0,615 0,033 negativna
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5.8. Analiza povezanosti razine ciljanih IncRNA u perifernoj plazmi s prisutnoséu
CAVS-a

U univarijatnom logistickom modelu plazmatska ekspresija IncRNA GASS5 pokazala je
snaznu i znacajnu negativhu povezanost s prisutnoséu kalcificirane aortne stenoze (B =
—18,940; P = 0,005; OR = 0,000; 95 % CI: 0,000-0,003), sto upuéuje da niza razina GASS5

povecava vjerojatnost bolesti.

U multivarijatnom modelu, koji je uklju¢ivao dob, spol i BMI kao kovarijate, ekspresija
GASS zadrzala je znacajnu neovisnu povezanost s prisutnos¢u CAVS-a (B = —26,998; P =
0,028; OR = 0,000; 95 % CI: 0,000-0,050). Dob je takoder pokazala znafajan pozitivan
uc¢inak (B = 0,224; P = 0,006; OR = 1,251; 95 % CI: 1,065-1,470), dok spol i BMI nisu bili

statisticki znacajni.

Bootstrap analiza (1000 uzoraka) potvrdila je stabilnost negativne povezanosti GAS5 (P =
0,036; 95 % CI: —3606,503 do —7,468) 1 robustnost modela, iako su ekstremne vrijednosti B i
siroki interval pouzdanosti ukazale na djelomi¢nu separaciju podataka zbog ograni¢enog broja

uzoraka s detektabilnom ekspresijom.
Ovi rezultati sugeriraju da niZa plazmatska ekspresija IncRNA GASS moZze imati protektivnu

bioloSku ulogu te da njezina redukcija moze biti povezana s povecanim rizikom razvoja

CAVS-a, dok dob ostaje neovisni klini¢ki prediktor bolesti.
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5.9. Spearmanove korelacije (p) plazmatske ekspresije IncRNA s Kklini¢kim,
laboratorijskim i ehokardiografskim karakteristikama CAVS ispitanika

U skupini ispitanika s kalcificiraju¢pm aortalnom stenozom (CAVS) provedena je analiza
Spearmanovih rang-korelacija (p) izmedu plazmatske ekspresije pojedinih IncRNA i
odabranih demografskih, laboratorijskih te ehokardiografskih parametara.

Analizirane su IncRNA molekule koje su u prethodnim modelima pokazale mjerljivu
ekspresiju u plazmi, ukljudujuéi GAS5, H19, AGAP2-AS1, PACERR, MIAT i TUG1, dok u
uzorcima CAVS i kontrolnih ispitanika nije detektirana ekspresija ANRIL, PVT1 i CASC15
(Ct > 40).

Analizom rang-korelacija izmedu plazmatske ekspresije pojedinih IncRNA i demografskih,
laboratorijskih, klini¢kih te ehokardiografskih obiljezja CAVS ispitanika nije utvrdena nijedna
statisticki znaCajna povezanost nakon Bonferronijeve korekcije (P<0,000296). Ipak, vise
odnosa pokazalo je konzistentne nekorigirane trendove koji ukazuju na potencijalnu biolosku
povezanost cirkuliraju¢ih IncRNA s morfoloSkim i funkcionalnim promjenama srca te

sustavnim parametrima bolesti.

5.9.1 Korelacije izmedu plazmatske i tkivne ekspresije IncRNA u CAVS-u

Usporedbom Spearmanovih koeficijenata izmedu odgovaraju¢ih IncRNA analiziranih u
plazmi (krv) i tkivu aortalnog zaliska nije nadena znacajna povezanost. Vrijednosti
korelacijskih koeficijenata (p) kretale su se u rasponu od —0,212 do +0,326, uz P-vrijednosti >
0,05 za sve usporedive parove (npr. GAS5 krv vs. GAS5_tkivo, H19 krv vs. H19_tkivo,
PACERR_krv vs. PACERR_tkivo itd.). Rezultati upucuju na to da plazmatske razine IncRNA

ne odraZavaju izravno njihovu tkivnu ekspresiju u aortalnom zalisku kod CAVS ispitanika.

Drugim rijecima, cirkuliraju¢a koncentracija ovih molekula vjerojatno je rezultat slozenijih

sistemskih mehanizama, a ne iskljucivo pasivnog prijenosa iz valvularnog tkiva.

5.9.2. Korelacija s demografskim karakteristikama CAVS ispitanika

U odnosu na dob, spol i antropometrijske pokazatelje (BMI, BSA) nisu zabiljezene statisticki

znacajne korelacije s plazmatskom ekspresijom IncRNA. Svi dobiveni p-koeficijenti bili su
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niski (p<0,30; P>0,10), Sto ukazuje da ekspresija ispitivanih IncRNA u plazmi nije ovisna o

osnovnim demografskim ¢imbenicima u skupini CAVS bolesnika.

5.9.3. Korelacije s laboratorijskim karakteristikama CAVS ispitanika

Analiza laboratorijskih parametara pokazala je viSe nekorigiranih trendova, osobito izmedu
kardiometabolickih i jetrenih pokazatelja te odredenih INCRNA (Tablica 24). RUNX1-IT1 je
pokazao jaku negativnu povezanost s glukozom (p = —0,730; P = 0,001) i NT-proBNP-om (p
=—0,657; P = 0,008), dok je AGAP2-AS1 bio pozitivho povezan s GGT-om (p = 0,522; P =
0,009). Nadalje, HOTAIR je pokazao negativnu korelaciju s kreatin-kinazom (CK) (p =
—0,593; P = 0,009), a MEG3 pozitivnhu s GGT-om (p = 0,530; P =0,029).

Ostale pozitivne povezanosti zabiljezene su izmedu UCA1 1 CA-scorea (p = 0,506; P =0,019)
te izmedu UCA1 i pokazatelja bubrezne funkcije (kreatinin, urea; p ~ —0,49 do —0,52; P <
0,05). lako nijedan od navedenih odnosa nije prezivio Bonferroni korekciju, nalazi su
konzistentni s poznatim patofizioloSkim poveznicama izmedu cirkuliraju¢ih IncRNA i

metabolickih poremecaja povezanih s CAVS-om.

Tablica 24. Korelacije plazmatskih INCRNA s laboratorijskim pokazateljima

IncRNA Parametar p P
RUNX1-1T1 Glukoza -0,730 0,001
RUNX1-IT1 NT-proBNP —0,657 0,008
AGAP2-AS1 GGT 0,522 0,009
MEG3 GGT 0,530 0,029
HOTAIR CK -0,593 0,009
UCAL1 CA-score 0,506 0,019

Nijedan nalaz nije dosegao Bonferroni prag znacajnosti (P<0,000296).

5.9.4. Korelacija s klinickim karakteristikama CAVS ispitanika
Nisu uocene znacajne korelacije izmedu plazmatske ekspresije IncRNA 1 osnovnih klinickih

obiljezja poput prisutnosti arterijske hipertenzije, Secerne bolesti, dislipidemije, puSenja ili

prethodnih kardiokirurskih zahvata (P>0,05).
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5.9.5. Povezanost plazmatskih IncRNA s ehokardiografskim karakteristikama CAVS
Ispitanika

Zabiljezene su pozitivne povezanosti MIAT s promjerom aortnog prstena (p = 0,619; P =
0,006), te MEG3 sa sinotubularnim spojem (p = 0,625; P = 0,007) i uzlaznom aortom (p =
0,610; P = 0,009) (Tablica 25).

Unutar strukturalnih parametara lijevog ventrikula, AGAP2-AS1 je pokazao jake pozitivne
povezanosti s masom LV (p = 0,596; P = 0,002) i masenim indeksom LV (p = 0,622; P =
0,001).

U desnom srcu, najizraZenije korelacije zabiljeZzene su izmedu RUNXI1-IT1 i srednjeg
promjera RV (p = 0,718; P<0,001), kao i s bazalnim promjerom RV (p = 0,610; P = 0,003).
ROR je takoder pokazao povezanost s bazalnim promjerom RV (p = 0,558; P = 0,016),
PACERR s RV sistoli¢nim podru¢jem (p = 0,488; P = 0,047), a HOTAIR s TAPSE (p = 0,547,
P =0,035).

Sto se tie hemodinamike aortalnog zaliska, CYTOR je pokazao pozitivne korelacije s
maksimalnom brzinom protoka (Vmax) (p = 0,543; P = 0,013) i maksimalnim tlakovnim
gradijentom (PGmax) (p = 0,484; P = 0,031).

Tablica 25. Korelacije plazmatskih IncRNA s ehokardiografskim parametrima

IncRNA Parametar Domena p P
AGAP2-AS1 LV masa LV struktura 0,596 0,002
AGAP2-AS1 LV mass index LV struktura 0,622 0,001
MIAT Aortni prsten Aortni korijen 0,619 0,006
MEG3 Sinotubularni spoj Aortni korijen 0,625 0,007
MEG3 Uzlazna aorta Aortni korijen 0,610 0,009
RUNX1-IT1 Srednji RV promjer Desno srce 0,718 <0,001
RUNX1-1T1 Bazalni RV promjer Desno srce 0,610 0,003
ROR Bazalni RV promjer Desno srce 0,558 0,016
HOTAIR TAPSE Desno srce 0,547 0,035
CYTOR Vmax (AV) Hemodinamika AV 0,543 0,013
CYTOR PGmax (AV) Hemodinamika AV 0,484 0,031

Ni jedna od navedenih povezanosti nije dosegnula Bonferroni prag (P<0,000296); prikazane su kao

nekorigirani bioloski trendovi.



Zakljuéno: lako nijedna od testiranih povezanosti plazmatskih IncRNA s demografskim,
laboratorijskim, klinickim i ehokardiografskim parametrima CAVS ispitanika nije ostala
statisticki znaCajna nakon Bonferronijeve korekcije, dobiveni obrasci sugeriraju povezanost
pojedinih IncRNA s procesima hipertrofije lijevog srca (AGAP2-AS1), dilatacije aortnog
korijena (MIAT, MEG3), te remodeliranja desne klijetke (RUNX1-IT1, ROR, PACERR,
HOTAIR). Ovi rezultati mogu ukazivati na sustavne refleksije tkivnih patomehanizama

CAVS-a u perifernoj cirkulaciji i zahtijevaju potvrdu u ve¢im i prospektivnim kohortama.

5.10. Spearmanove Kkorelacije (p) plazmatske ekspresije IncRNA s Kklinickim,

laboratorijskim i ehokardiografskim karakteristikama zdravih, kontrolnih ispitanika

U skupini zdravih kontrolnih ispitanika provedena je analiza Spearmanovih rang-korelacija
(p) izmedu plazmatske ekspresije pojedinih IncRNA i demografskih, laboratorijskih, klini¢kih
te ehokardiografskih parametara. Nakon primjene stroge Bonferroni korekcije za visestruka
testiranja (Pc = 0,000296), nijedna od promatranih povezanosti nije ostala statisticki znacajna.
Medutim, uoceno je viSe nominalno znacajnih trendova (p < 0,05), koji mogu upucivati na

odredene bioloski relevantne odnose.

5.10.1. Demografske karakteristike

Unutar demografskih varijabli (dob, spol, visina, BMI, BSA) nisu zabiljezene znacajne
korelacije s ekspresijom analiziranih plazmatskih IncRNA nakon korekcije, dok su PACERR i
visina/spol pokazali slabije pozitivne trendove (p = 0,50; p = 0,03—0,04), koji nisu prezivjeli
korekciju. Opcenito, distribucija vrijednosti ekspresije IncRNA u zdravih ispitanika bila je

homogena i nije ovisila o spolu ni dobi.
5.10.2. Laboratorijske karakteristike

Analiza laboratorijskih pokazatelja otkrila je nekoliko nominalno znacajnih povezanosti,
uglavnom vezanih uz bubreznu funkciju i metabolizam purina. Ekspresija MIAT pozitivno je
korelirala s koncentracijom kreatinina (p = 0,900; p = 0,037), a negativno s eGFR-om (p =
—0,900; p = 0,037). Povecane vrijednosti urata bile su povezane s viSom ekspresijom
RUNX1-IT1 (p = 0,893; p = 0,007) i TUG1 (p = 0,786; p = 0,021), dok je OIP5-AS1 pokazao

pozitivnu povezanost sa serumskim albuminom (p = 0,949; p = 0,014).
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Medu upalnim parametrima, visoke korelacije zabiljezene su izmedu fibrinogena i vise
IncRNA: CYTOR (p =0,971; p=0,001), JADE1 (p = 0,841; p = 0,036), PACERR (p =0,975;
p = 0,005), RUNX1-IT1 (p = 0,818; p = 0,024) i UCALI (p = 0,949; p = 0,014). lako nijedan
od navedenih odnosa nije ostao znaCajan nakon Bonferroni korekcije, rezultati sugeriraju

konzistentnu povezanost izmedu razina cirkuliraju¢ih IncRNA i sistemske upalne aktivnosti.

5.10.3. Klini¢ke karakteristike

S obzirom na kliniCke varijable i terapijske pokazatelje, nisu zabiljezene snazne povezanosti
izmedu plazmatske ekspresije IncRNA i osnovnih ¢imbenika rizika. Medutim, pojedine
INcRNA pokazale su tendenciju prema povezanosti s uzimanjem lijekova kardiovaskularne
terapije: CYTOR s primjenom B-blokatora (p = 0,627; p = 0,001), JADE1 s blokatorima
kalcijevih kanala (p = 0,626; p = 0,009), t¢ AGAP2-AS1 s primjenom antiagregacijske
terapije (ASA/klopidogrel) (p = 0,479; p = 0,018). Ovi rezultati upucuju na moguénost da
odredene IncRNA mogu odrazavati farmakodinamske ucinke ili metabolicke promjene vezane

uz terapiju, no zbog ograni¢enog uzorka zakljuéci su orijentacijski. (Tablica 26)

Tablica 26. Spearmanove Kkorelacije (p) plazmatske ekspresije IncRNA s demografskim, klinickim i
laboratorijskim karakteristikama zdravih kontrolnih ispitanika

Varijabla INcRNA p p
Dob (godine) — — —
Spol (M/7) PACERR 0,525 0,025
Visina (cm) PACERR 0,503 0,033
BMI (kg/m?) — — —
BSA (m?) — — —
p-blokatori CYTOR 0,627 0,001
Blokatori kalcijevih kanala JADE1 0,626 0,009
ASA / Klopidogrel AGAP2-AS1 0,479 0,018
Sistolicki tlak (mmHg) ROR 0,441 0,035
Kreatinin (umol/L) MIAT 0,900 0,037
eGFR (mL/min/1.73 m?) MIAT —-0,900 0,037
Urat (umol/L) RUNX1-1T1 0,893 0,007
Urat (umol/L) TUG1 0,786 0,021
Albumin (g/L) OIP5-AS1 0,949 0,014
Fibrinogen (g/L) CYTOR 0,971 0,001
Fibrinogen (g/L) JADE1 0,841 0,036
Fibrinogen (g/L) PACERR 0,975 0,005
Fibrinogen (g/L) RUNX1-1T1 0,818 0,024
Fibrinogen (g/L) UCA1 0,949 0,014

Napomena: Niti jedna korelacija nije ostala znacajna nakon Bonferroni korekcije (Pc < 0,000296).
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5.10.4. Ehokardiografske karakteristike

U domeni ehokardiografskih pokazatelja (Tablica 27), nekoliko plazmatskih IncRNA
pokazalo je nominalno znacajne povezanosti s morfoloskim i funkcionalnim obiljezjima srca.
U lijevoj klijetki, veca ekspresija AGAP2-AS1 bila je povezana s masom LV (p = 0,596; p =
0,002), LVMI (p = 0,622; p = 0,001) i dijastolickim promjerom LV (p = 0,508; p =0,011).

U desnom srcu, UCAL je pokazao pozitivnu povezanost sa srednjim promjerom desne klijetke
(Mid-RV) (p = 0,718; p < 0,001), dok je PACERR bio povezan s povrSsinom desne klijetke u
sistoli (p = 0,492; p = 0,038) i dijastoli (p = 0,608; p = 0,007). Nadalje, CYTOR je pokazao
pozitivne korelacije s maksimalnom brzinom protoka (Vmax) (p = 0,543; p = 0,013) i
maksimalnim tlakovnim gradijentom (PGmax) kroz aortni zalistak (p = 0,484; p = 0,031).
U podrucju aortnog korijena, MEG3 je bio povezan sa sinotubularnim spojem (p = 0,625; p =
0,007) i uzlaznom aortom (p = 0,610; p = 0,009), dok su umjereni negativni odnosi
zabiljezeni izmedu ROR 1 dimenzija sinusa Valsalve (p = —0,576; p = 0,004) te uzlazne aorte

(p=-0,478; p=0,021).

Iako nijedna od navedenih povezanosti nije prezivjela Bonferroni korekciju, opazeni obrasci
konzistentni su s nalazima u CAVS skupini, pri ¢emu plazmatske IncRNA mogu odrazavati

fizioloske medusobne odnose strukturnih i funkcionalnih parametara srca u zdravih osoba.

Zakljuc¢ano: U kontrolnoj skupini zdravih ispitanika nije zabiljeZena statisticki znacajna
povezanost plazmatskih IncRNA s demografskim, klinickim, laboratorijskim ni
ehokardiografskim parametrima nakon Bonferroni korekcije. Ipak, vise je IncRNA pokazalo
konzistentne nekorigirane trendove prema povezanosti s morfoloskim 1 funkcionalnim
znacajkama srca (AGAP2-AS1, MEG3, PACERR, CYTOR, UCAL, ROR) te s biokemijskim
pokazateljima bubrezne funkcije i upalne aktivnosti (MIAT, RUNX1-1T1, TUGL, OIP5-AS1).
Ovi rezultati upucuju na mogucu ulogu cirkuliraju¢ih IncRNA kao potencijalnih fizioloSkih
biomarkera sr¢ane strukture i homeostaze, ali zahtijevaju potvrdu u ve¢im prospektivnim

studijama s uravnoteZenijim uzorcima i ve¢om statistickom snagom.
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Tablica 27. Spearmanove korelacije (p) plazmatske ekspresije INcRNA s ehokardiografskim karakteristikama

zdravih kontrolnih ispitanika

Varijabla IncRNA p p

LV masa (g) AGAP2-AS1 0,596 0,002
LVMI (g/m?) AGAP2-AS1 0,622 0,001
LVDd (mm) AGAP2-AS1 0,508 0,011
Mid-RV (mm) UCAL 0,718 < 0,001
RV povrsina — sistola (cm?) PACERR 0,492 0,038
RV povrsina — dijastola (cm?) PACERR 0,608 0,007
RA duzina (baza-apeks, mm) CYTOR 0,602 0,003
RA duzina (baza-apeks, mm) PACERR 0,778 < 0,001
TAPSE (mm) MEG3 -0,538 0,015
LVEF (%) CYTOR -0,604 0,003
FS (%) CYTOR -0,557 0,005
E/A omjer RUNX1-1T1 0,492 0,022
A-val brzina (m/s) MIAT -0,523 0,022
Vmax AV (m/s) CYTOR 0,543 0,013
PGmax AV (mmHg) CYTOR 0,484 0,031
LVOT Vmax (m/s) H19 0,472 0,021
LVOT PGmean (mmHg) GAS5 0,458 0,024
LVOT promjer (mm) OIP5-AS1 0,548 0,018
LVOT promjer (mm) MEG3 -0,472 0,037
LVOT promjer (mm) ZEB1-AS1 -0,516 0,010
Sinusi Valsalve (mm) CYTOR 0,532 0,009
Sinusi Valsalve (mm) ROR -0,576 0,004
Uzlazna aorta (mm) MEG3 0,610 0,009
Uzlazna aorta (mm) ROR -0,478 0,021

Napomena: Niti jedna korelacija nije ostala znacajna nakon Bonferroni korekcije (Pc = 0,000296). Sve
prikazane vrijednosti predstavijaju nominalno znacajne povezanosti (p < 0,05). Kratice: LV — lijeva klijetka; RV
— desna klijetka; LVMI — indeks mase LV; LVDd — dijastolicki promjer LV; RA — desna pretklijetka; TAPSE —
trikuspidna anul. sistolicka ekskurzija; AV — aortni zalistak; Vmax — maksimalna brzina; PGmax/PGmean —
maksimalni/srednji tlakovni gradijent; LVOT — izlazni trakt LV; STJ — sinotubularni spoj; p — Spearmanov

koeficijent korelacije.
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5.11. Ekspresija ciljanih IncRNA molekula u perifernoj plazmi CAVS bolesnika s blagim

I umjerenim stadijem bolesti

Usporedba ekspresije IncRNA izmedu blagoga i umjerenog stadija kalcificirajuce aortalne
stenoze pokazala je nekoliko izrazenih, ali statisticki neznacajnih trendova. Kako je prikazano
na Slici 38, u skupini s blagim CAVS-om sve su vrijednosti postavljene na referentni omjer
1.0, dok su u umjerenom CAVS-u zabiljeZene promjene u oba smjera (prikazane su samo
IncRNA ¢ija je ekspresija bila detektirana u perifernoj krvi bolesnika s blagim i umjerenim
stadijem Dbolesti). Najveéi porast ekspresije utvrden je za PVTI, koji je pokazao vise od
cetverostrukog povecanja u odnosu na referentnu skupinu. PoviSenu ekspresiju, iako manje
izrazenu, pokazali su i ZEB1-AS1, GAS5 i HOTAIR, §to je u skladu s njihovim poznatim
bioloskim ulogama u proliferaciji, stanicnom remodeliranju 1 regulaciji transkripcije.
Suprotno tome, najizrazenije smanjenje ekspresije zabiljezeno je za KLF3-AS1, ROR, OIP5-
AS1 i RUNX1-IT1, transkripte koji se povezuju s epigenetskom regulacijom, stani¢nom
diferencijacijom i odrZzavanjem homeostaze. Ostale analizirane IncRNA pokazale su manje

izrazene promjene, s vrijednostima bliskima referentnoj razini.

Iako niti jedna od zabiljezenih razlika nije postigla statistiCku znacajnost (P > 0.05), uocljiv je
konzistentan obrazac povecanja ekspresije IncRNA vezanih uz stani¢nu aktivaciju i
proliferaciju (PVT1, ZEB1-AS1, GASS5) te smanjenja ekspresije IncRNA ukljucenih u
transkripcijsku regulaciju i1 stani¢nu stabilnost (KLF3-AS1, ROR). Ovi trendovi mogu
predstavljati rane, suptilne molekularne adaptacije u umjerenom stadiju CAVS-a, no

zahtijevaju potvrdu u ve¢em uzorku i dodatnim funkcionalnim modelima.

A) Relativna ekspresija IncRNA (blagi vs. umjereni CAVS) sa streli¢nim indikatorima
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Slika 38. Relativna ekspresija odabranih INncCRNA u ispitanika s blagim (crveno) i umjerenim (zeleno)
stupnjem kalcificirajuce aortalne stenoze (CAVS). Ekspresija u skupini s blagim CAVS-om koristena je kao
referentna vrijednost (1.0) za sve analizirane transkripte. Prikazane su samo IncRNA cija ekspresija je etektirana
u perifernim uzorcima krvi CAVS pacijenata s blagim i umjerenim stadijem bolesti. Strelice iznad zelenih
stupaca prikazuju smjer promjene ekspresije u umjerenom CAVS-u: 1 oznacuje porast (fold-change > 1.05), |
smanjenje (fold-change < 0.95), dok — oznacuje odsustvo znacajnijeg pomaka. NajizraZeniji porast zabiljeZen je
za PVT1, ZEB1-AS1, GAS5 i HOTAIR, dok su KLF3-AS1, ROR, OIP5-AS1 i RUNX1-ITI pokazali najveci
stupanj smanjene ekspresije. Niti jedna razlika nije bila statisticki znacajna (P > 0.05), no uoceni trendovi
ukazuju na potencijalne bioloske smjerove deregulacije tijekom ranog razvoja CAVS-a.

114



5.11.1. Ekspresija IncRNA prema stupnju bolesti i u zdravim kontrolama

Ekspresijski profili prikazani na Slici 39 pokazuju jasnu razliku izmedu zdravih kontrola i
bolesnika s razli¢itim stupnjevima CAVS-a, pri ¢emu je kod viSe IncRNA zabiljezeno
statisticki znaCajno povecanje ili smanjenje ekspresije (p < 0.05), ovisno o skupini.
Najizrazenije povecanje ekspresije opazeno je u CYTOR, UCA1l, RUNXI-IT1, MEG3 i
GASS3, osobito u skupinama teSkog CAVS-a i zdravih kontrola, dok su blagi i umjereni oblici
pokazivali niske ili minimalno promijenjene razine ve¢ine IncRNA. Primjerice, CYTOR je
bio izrazito povisen u teSkom CAVS-u, s vrijednostima koje viSestruko nadmasuju one u
ranijim stadijima bolesti, $to ukazuje na njegovu moguéu povezanost s kasnim fazama fibro-

kalcifikacijskog remodeliranja zaliska.

Slicno tome, GASS, H19, HOTAIR, KLF3-AS1 i OIP5-AS1 takoder su pokazali statisti¢ki
znacajne razlike izmedu teskog CAVS-a i zdravih kontrola, §to potvrduje njihovu potencijalnu

ulogu u upalnim, fibrogenim i epigenetskim procesima koji prate napredovanje bolesti.

U donjem panelu prikazane su IncRNA s nizim apsolutnim razinama ekspresije — PACERR,
ROR, TUG1, ZEB1-AS1, PVT1 — od kojih su neke (PACERR, ROR, TUG1) pokazale
zamjetne razlike u teSkom CAVS-u. Ove molekule, iako slabije izrazene, mogu predstavljati
specificne regulatore kasnih faza wvalvularne kalcifikacije ili sustavnog odgovora na

progresivnu bolest.
Vazno zapazanje: razina IncRNA u krvi ne odraZava nuzno stadij CAVS-a

Ukupno gledajuéi, iako ekspresijski profil pokazuje jasne razlike izmedu zdravih kontrola 1
bolesnika s CAVS-om, razine IncRNA ne prate linearno klinicki stadij bolesti — blagi i
umjereni CAVS ¢esto imaju najnizu ekspresiju, dok teski CAVS i kontrole pokazuju sli¢nije,

poviSene razine za mnoge transkripte.

Ovo upucuje na moguénost da razine cirkuliraju¢ih IncRNA odrazavaju sistemske
imunoloske, upalne 1 reparacijske procese, a ne samo lokalnu valvularnu patologiju. Zbog
toga periferna krv moZze pruziti informaciju o sustavnom odgovoru na bolest, ali ne nuzno i o
samom stupnju kalcifikacijske opstrukcije. Ovi rezultati naglaSavaju slozenost molekularnih
mehanizama u CAVS-u te potrebu za integracijom lokalnih (tkivnih) i sistemskih biomarkera

u daljnjim istraZivanjima.
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Ekspresija IncRNA medu skupinama (bez traka pogreske)
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Slika 39. Relativna normalizirana ekspresija odabranih IncRNA u perifernoj krvi ispitanika sa razli¢itim
stupnjevima kalcificirane aortalne stenoze (CAVS) i zdravih kontrola. Prikazane su vrijednosti ekspresije 18
INcRNA (AGAP2-AS1, CASC15, CYTOR, GAS5, H19, HOTAIR, JADE1, KLF3-AS1, MEG3, MIAT, OIP5-
AS1, PACERR, PVT1, ROR, RUNXI1-IT1, TUG1, UCA1l, ZEB1-AS1) u cetiri skupine: blagi CAVS
(svijetlocrveno), umjereni CAVS (svijetlozeleno), teski CAVS (tamnocrveno) i zdrave kontrole (tamnoplavo).
Vrijednosti su prikazane kao relativha normalizirana ekspresija u odnosu na blagi oblik (skalar 1.0). Zvjezdicom
(*) oznacCene su sve IncRNA i skupine s statisticki znacajnom razlikom (p < 0.05) prema tablici rezultata gPCR
analize. Graf je prikazan u dva reda radi preglednosti — gornji red ukljuuje IncRNA s veéim rasponom
ekspresije (npr. CYTOR, GAS5, H19, MEG3), dok donji red prikazuje umjereno i niskoeekspresijske INCRNA.
Vizualizacija je izradena bez traka pogreske, kako bi se naglasila relativna razlika medu skupinama i omogudila
jasna komparacija profila ekspresije izmedu razli¢itih stupnjeva CAVS-a i kontrolne skupine.
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5.12. Tkivna lokalizacija IncRNA H19 i TUG1 u aortalnim zaliscima srca

Analiza tkivne ekspresije regulatornih nekodiraju¢ih RNA molekula provedena je metodom in
situ hibridizacije (ViewRNA™ [SH) na formalinom fiksiranim, parafinski uklopljenim
uzorcima aortalnih zalistaka ispitanika s kalcificirajuéom aortalnom stenozom (CAVS) i
kontrolnih uzoraka. Cilj je bio vizualizirati stanicnu lokalizaciju i intenzitet ekspresije

odabranih IncRNA transkripata unutar fibro-kalcificiranog tkiva.

U prikazanim uzorcima koristene su specifiéne sonde za IncRNA H19 (VA6-3167844) i
INcCRNA TUG1 (VA1-11879). Analizom je utvrdeno da je signal za H19 jasno detektiran
(Slika 37), dok TUGI nije pokazala vidljivu ekspresiju u istim histoloskim rezovima, §to
ukazuje na razli¢itu razinu tkivne prisutnosti i potencijalno razli¢itu ulogu u procesu

valvularne kalcifikacije.

s &

10 pm . 10 pm

Slika 40. Ekspresija InCcRNA H19 i TUGL1 u tkivu aortalnog zalistka analizirana metodom in situ hibridizacije
(ViewRNA™ [SH). Histoloski prikaz formalinom fiksiranog, parafinski uklopljenog (FFPE) tkiva aortalnog
zalistka obojenog metodom ViewRNA™ [SH Tissue Assay (Thermo Fisher Scientific, USA), uporabom
specificnih sondi VA6-3167844 (Homo sapiens H19, tip 6) i VA1-11879 (Homo sapiens TUG1, tip 1). Signal
hibridizacije za IncRNA H19 detektiran je Fast Blue kromogenim sustavom (alkalna fosfataza) i vidljiv je kao
punktiformno plavo obojenje u citoplazmi i jezgri valvularnih intersticijskih stanica. U istom preparatu nije
zabiljezen vidljiv signal za IncRNA TUGI (Fast Red), $to ukazuje na odsutnost ili vrlo nisku razinu ekspresije
TUGL u prikazanom uzorku. Jezgre su kontrastno obojene hematoksilinom. Snimljeno pri poveéanju 40X%;
mjerna traka = 10 um.

Pri interpretaciji rezultata potrebno je uzeti u obzir tehni¢ka ograni¢enja metode, buduci da je
ViewRNA™ [SH relativno nova i osjetljiva tehnika, a tkivo aortalnih zalistaka predstavlja

izrazito tezak materijal za hibridizacijske analize. Njegova gust fibrokalcificirani sastav,
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intenzivna kolagenizacija i heterogena mineralizacija mogu ograniciti difuziju sondi i enzima
te smanjiti efikasnost signala. Dodatno, prolongirano fiksiranje formalinom i mikropukotine u
kalcificiranom tkivu mogu uzrokovati parcijalnu degradaciju RNA i varijabilnost u intenzitetu
bojenja. Unato¢ navedenim izazovima, metoda je omogucila specificnu detekciju transkripta
H19, ¢ime je potvrdena njezina primjenjivost za analizu IncRNA u sr¢anom valvularnom

tkivu uz pazljivu optimizaciju protokola.
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6. RASPRAVA

Kalcificiraju¢a aortalna stenoza (CAVS) jedan je od najces¢ih uzroka valvularne bolesti i
mortaliteta u  starijoj populaciji, obiljezena progresivnim  fibro-kalcificiraju¢im
remodeliranjem aortnog zaliska 1 kompleksnim medudjelovanjem mehanickih, upalnih,
imunoloskih i epigenetskih ¢imbenika (1,6,23,31,39). Premda se CAVS dugo smatrala
pasivnim degenerativnim procesom, danas je jasno da je rije¢ o aktivnoj bioloskoj bolesti s
izrazenim upalno-proliferativnim signalnim putevima, stani¢nim transdiferencijacijama i

znacajnom epigenetskom regulacijom (11,39,206-212).

Rezultati ove studije potvrdili su poznate klinicke i ehokardiografske obrasce CAVS-a te
pruzili nova uvida u transkriptomski profil IncRNA u tkivu i perifernoj cirkulaciji, ukljucujuéi

njihovu povezanost s prisutnoséu i tezinom bolesti.

6.1. Klinicki i ehokardiografski profil CAVS-a u skladu je s poznatim obrascima

progresije bolesti

Ehokardiografska obiljezja ispitanika u ovoj studiji potvrdila su ocekivana hemodinamska
obiljezja CAVS-a, ukljucuju¢i znacajan porast maksimalne brzine protoka (Vmax),
maksimalnog i srednjeg gradijenta tlaka (PGmax i PGmean) te izrazeno smanjenje povrsine
aortnog uS¢a (AVA). Ovi nalazi u potpunosti su u skladu s aktualnim ESC/EACTS i
ACC/AHA smjernicama (111,118) te ranijim studijama o prirodnom tijeku CAVS-a
(31,32,58).

Dodatno, bolesnici su pokazali klasicni obrazac koncentricne hipertrofije lijeve klijetke,
poviSen LAVI, povecanu LV masu te poviSene vrijednosti NT-proBNP-a, §to je u skladu s
dokazima da CAVS dovodi do progresivnog optereCenja tlakom 1 dijastolicke disfunkcije

(104,139,140).

Usporedba blagih, umjerenih i teskih stadija jasno je pokazala progresivno pogorSanje
hemodinamike i strukture srca — klju¢ni nalaz koji potvrduje opservacijske studije poput
COFRASA i PROGRESSA (71,74,75).
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6.2. Patobiologija CAVS-a: uloga endotela, intersticijskih stanica i mekanobiologije

Patogeneza CAVS-a ukljucuje dva kljuc¢na stanicna tipa: valvularne endotelne stanice (VEC) 1

valvularne intersticijske stanice (VIC).

VEC reagiraju na mehanicke sile i turbulentni protok pretvarajuci se u pro-kalcifikacijske

fenotipove (13,17), pri ¢emu je izvorna endotelna ,,zastitna“ funkcija narusena (3,9,10).

VIC, dominantni stani¢ni tip u zalisku, prolaze mijofibroblastnu i osteoblastnu diferencijaciju

pod utjecajem TGF-p, oksidativnog stresa i poremecaja u signalizaciji NOTCHI1 (8,14,16,39).

Dobiveni rezultati, ukljucujuci povisenu tkivnu ekspresiju H19, RUNX1-IT1, UCAL i MIAT,
u skladu su s navedenim procesima. Ove IncRNA povezane su s proliferacijom, upalom,
osteogenezom i ECM remodeliranjem — procesima kljuénim za fibro-kalcifikacijski
napredak CAVS-a (24,182,206-212).

6.3. Tkivni transkriptom IncRNA otkriva snaZznu deregulaciju u CAVS-u

Analiza ekspresije IncRNA u tkivu aortalnog zaliska otkrila je wveliki broj znacajno
promijenjenih transkripata. PoviSena ekspresija MIAT, RUNX1-1T1, UCA1, H19, PACERR,
AGAP2-AS1, CYTOR, ZEB1-AS1, HOTAIR, KLF3-AS1 i MEGS3, te snizena ekspresija
GAS5 i CASCIS5, potvrduju aktivnu epigenetsku regulaciju unutar fibro-kalcificiranog

mikrookoliSa.

H19, ¢&iji je signal potvrden i in situ hibridizacijom, povezan je S NOTCHL1 inaktivacijom i

osteogenom transdiferencijacijom VIC-ova, §to je temeljni mehanizam CAVS-a (212).

MIAT 1 UCAL, ranije opisane u kardiovaskularnom remodeliranju, pokazale su najjacu vezu s
prisutnos$¢u bolesti u naSim regresijskim modelima, dok je GAS5, poznata po Svojoj pro-

apoptotskoj ulozi, dosljedno snizena, sugeriraju¢i njen protektivni u€inak (144,164).

Ovi nalazi nadopunjuju postojec¢e dokaze da je CAVS duboko epigenetski regulirana bolest, a

IncRNA glavni modulatori celularne disfunkcije (206—-209).
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6.4. Plazmatske IncRNA ne odrazavaju tkivnu ekspresiju niti stadij bolesti

Za razliku od nalaza u tkivu, ve¢ina plazmatskih IncRNA nije pokazala znacajne razlike
izmedu CAVS bolesnika 1 kontrola. Jedini dosljedno promijenjeni transkript bila je GASS,

koja je bila snizena u plazmi.
Vazan nalaz ove studije jest da:
e plazmatske INcRNA ne koreliraju s tkivnom ekspresijom
e ne prate stupanj CAVS-a
e cCesto odraZzavaju sistemske, a ne lokalne procese (upala, metabolizam, stres)

Ovo je u skladu s dostupnim dokazima da je vecina cirkulirajué¢ih IncRNA slabo povezana s
lokalnim valvularnim patomehanizmima (134,138), dok tkivni IncRNA profili precizno

odrazavaju epigenetsku aktivnost unutar zaliska (206-212).

6.5. Korelacijska analiza potvrduje povezanost tkivnih IncRNA s hemodinamskom
teZinom CAVS-a

NajizraZenije korelacije s klinicko-ehokardiografskim znac¢ajkama zabiljeZene su za:
TUGL — snazno povezan s Vmax, PGmax i VTI

RUNXZ1-IT1 — negativna korelacija s AVA

UCAL - povezanost s AVDI i remodelacijom

CYTOR, H19, HOTAIR — povezanosti s dijastolickim funkcijama (E/A, IVRT)

Ovi rezultati potvrduju da tkivni INcCRNA transkriptom nije samo indikator prisutnosti bolesti,
ve¢ 1 kvantitativni odraz njezine hemodinamske tezine, Sto je nedavno predlozeno u

integrativnim studijama epigenoma CAVS-a (24,212).
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6.6. Integracija nalaza: CAVS je epigenetski vodena bolest s lokalno specificnim

transkriptomom

Nasi rezultati jasno pokazuju da je:
e tkivni transkriptom IncRNA snazno povezan s patobiologijom i tezinom CAVS-a,
e cirkuliraju¢i IncRNA profil nije pouzdan indikator bolesti,
e CAVS predstavlja lokaliziranu epigenetsku patologiju, a ne sistemsku bolest.

Ovo je u skladu s recentnim radovima koji opisuju CAVS kao rezultat ,,molekularnih petlji
povratne sprege” koje ukljucuju NOTCHI inaktivaciju, TGF-B aktivaciju, inflamatorne
signale, remodeliranje matriksa, osteogenezu i epigenetsku reprogramaciju VIC-ova
(26,39,68,212).

6.7. Klinicke implikacije i translacijski potencijal IncRNA profila
6.7.1. Potencijal tkivnih IncRNA kao biomarkera

Nasi nalazi isticu MIAT, RUNX1-IT1, UCA1 i GAS5 kao najrobusnije tkivne biomarkere
prisutnosti CAVS-a, dok TUGI1 predstavlja najbolji biomarker hemodinamske tezine bolesti.

6.7.2. Terapijski potencijal INCRNA

IncRNA sve vise ulaze u fokus terapijskog razvoja (206,221). Modulacija ekspresije
odredenih transkripata (npr. inhibicija H19, MIAT ili stimulacija GASS5) mogla bi postati novi

terapijski pristup u buduénosti.
6.7.3. Plazma nije adekvatna zamjena za tkivo

Rezultati snazno ukazuju da cirkulirajuée IncRNA nisu klini¢ki primjenjiv biomarker u

CAVS-u — vazan doprinos literaturi.
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6.8. Ogranicenja studije

U ograniCenja studije ubrajaju se:

relativno mali broj tkivnih uzoraka

e heterogenost kalcificiranog tkiva

e djelomic¢na separacija podataka u modelima

e nemogucnost korekcije svih farmakoterapijskih cimbenika
e presjecni dizajn bez longitudinalne procjene progresije

Usprkos tome, konzistentni nalazi u regresiji, korelacijama i ISH analizi znatno povecavaju

snagu dokaza.

6.9. Op¢i zakljucak

Ova studija potvrduje da je CAVS snazno epigenetski regulirana bolest u kojoj IncRNA
transkriptom u tkivu precizno odrazava patofizioloske procese, dok cirkulirajuci transkriptom

u plazmi ne prati ni prisutnost ni teZinu bolesti.

Identifikacija MIAT, RUNX1-IT1, UCAI1 i GASS5 kao klju¢nih tkivnih biomarkera te TUG1
kao pokazatelja hemodinamske progresije predstavlja vaZzan znanstveni doprinos i temelj za

buduce translacijske i terapijske strategije.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju sveobuhvatne analize klini¢kih, laboratorijskih, ehokardiografskih i molekularnih

podataka dobivenih u ovoj studiji, mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Klini¢ko-ehokardiografski profil CAVS bolesnika potvrduje progresivno hemodinamsko 1

strukturno opterecenje srca

Bolesnici s kalcificiranom aortalnom stenozom (CAVS) pokazali su izrazene razlike u
hemodinamici aortalnog zaliska u odnosu na zdrave kontrole (p<0,001), ukljucujuéi visoko

povisene vrijednosti Vmax, PGmax, PGmean, uz znac¢ajno smanjenu AVA/AVAL

Ehokardiografski nalazi potvrdili su koncentri¢nu hipertrofiju lijeve klijetke, povecan LAVI
te znacajno poviSen NT-proBNP, §to zajedno odrazava napredovalu valvularnu opstrukciju i

posljedi¢nu kardijalnu remodelaciju.

Usporedba razli¢itih stadija bolesti (blagi—umjereni—teski) potvrdila je jasno progresivan

hemodinamski gradijent bolesti uz odgovarajuci porast LV mase 1 indeksa naprezanja.

2. Tkivo kalcificiranog aortnog zaliska pokazuje Siroku i snaznu deregulaciju IncRNA

transkripata

Analiza ekspresije u tkivu identificirala je izrazito povisene transkripte H19, UCAL1, RUNX1-
IT1, MIAT, PACERR, AGAP2-AS1, CYTOR, ZEB1-AS1, HOTAIR, KLF3-AS1 i MEGS3, te
snizene GAS5 i CASC15 u CAVS-u u odnosu na kontrole (p<0,05).

Ovaj profil ukazuje na aktivaciju epigenetsko-proliferativnih i pro-upalnih signalnih mreza u

fibro-kalcificiranom tkivu zaliska.

Volcano analiza dodatno je potvrdila dominantan ,,up-regulated* transkripcijski obrazac, s tek

nekoliko inhibiranih IncRNA (osobito GAS5 i CASC15).

ISH analiza validirala je robustnu tkivnu ekspresiju H19 u valvularnim intersticijskim

stanicama.
3. Najvazniji tkivni prediktori CAVS-a su MIAT, RUNX1-IT1, UCAL i GAS5

Univarijantni modeli pokazali su vrlo visoke OR-vrijednosti za viSe transkripata, ali su
multivarijantni modeli identificirali MIAT, RUNX1-IT1 i UCAL kao najstabilnije pozitivne
prediktore prisutnosti CAVS-a, dok je GASS5 dosljedno pokazala protektivni u¢inak (p<0,05).
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Bootstrap analiza potvrdila je stabilnost ovih transkripata, ¢ime se MIAT, RUNX1-IT1,
UCAL i GASS izdvajaju kao najpouzdaniji tkivni biomarkeri CAVS-a.

4. Ekspresija plazmatskih IncRNA znatno se razlikuje od tkivne ekspresije i ne odrazava

stupanj bolesti

Vecina IncRNA nije pokazala statisticki znacajne razlike u plazmi izmedu CAVS i kontrola.
Jedina znacajno smanjena IncRNA u plazmi bila je GASS5 (0.50; p=0.0015).

Klju¢no zapazanje:

Plazmatske razine INcRNA ne koreliraju s tkivnom ekspresijom niti sa stupnjem CAVS-a, $to
ukazuje da cirkulirajuée IncRNA odrazavaju sistemske imunoloSke, metabolicke 1

reparacijske procese, a ne primarno valvularnu patologiju.

5. Korelacijska analiza pokazuje da tkivne IncRNA snazno odrazavaju morfologiju i

hemodinamiku bolesti

Najévrsce korelacije s CAVS-om zabiljezene su za:

MIAT, RUNX1-1T1, UCAL, PACERR, H19, AGAP2-AS1 (p > 0.60; p<0,001).
Najjace poveznice s hemodinamskim parametrima bile su za:

TUG1 < Vmax/PGmax/VTI,

RUNX1-IT1 <> AVA,

UCAL < AVDI,

CYTOR < E/AiIVRT,

PACERR /H19 / MEG3 < LV morfologija.

Ovi nalazi pokazuju da je tkivni transkriptom IncRNA izravno povezan s klini¢ko-
ehokardiografskim fenotipom bolesti, 1 moze sluZiti kao bioloska osnova za klasifikaciju

tezine CAVS-a.

6. U zdravim kontrolnim zaliscima IncRNA pokazuju snaznu ko-regulaciju, ali ne i veze s

klinickim parametrima
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U kontrolnim uzorcima tkiva uocene su izrazite pozitivne medusobne korelacije izmedu vise
transkripata (AGAP2-AS1 < H19, PACERR < ROR, JADE1 < ZEB1-AS1), §to upucuje

na stabilnu fizioloSku ko-regulaciju.

Nisu pronadene ¢vrste povezanosti s laboratorijskim ili ehokardiografskim pokazateljima, $to

naglaSava fiziolosku homeostazu tkiva.

7. Bioloska interpretacija: CAVS je obiljezen aktivacijom IncRNA mreza i razlikom izmedu

lokalnog i sistemskog transkriptoma
Kumulativni podaci ukazuju da:

Tkivni CAVS transkriptom je bogat, intenzivno deregularan i snazno povezan s progresijom

bolesti.
Plazmatski IncRNA profil je slabije informativan i ne odrazava stupanj bolesti.

Ove razlike ukazuju na lokalnu specificnost patofizioloSkih mehanizama 1 na to da je vecina

IncRNA ,,zatvorena‘ unutar fibro-kalcificiranog valvularnog mikrookruzenja.
8. Glavni zakljucak studije

CAVS je karakteriziran Sirokom i koordiniranom deregulacijom tkivnih IncRNA transkripata
koji odrazavaju fibro-kalcificirane, upalne i epigenetske procese unutar aortnog zaliska, dok

cirkuliraju¢e IncRNA u plazmi ne odrazavaju pouzdano stupanj bolesti.

Najvazniji tkivni biomarkeri prisutnosti bolesti su MIAT, RUNX1-IT1, UCA1 i GAS5, dok

TUGT1 najjace korelira s hemodinamskom teZinom stenoze.

Rezultati podrzavaju koncept da je tkivni IncRNA potpis specifican 1 bioloski relevantan

pokazatelj valvularne patologije, dok plazma odrazava vise sistemske nego lokalne procese.
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9. POPIS KRATICA

a-SMA — alfa-glatkomis$i¢ni aktin (engl. alpha-smooth muscle actin)
ACE - angiotenzin konvertirajuci enzim (engl. angiotensin-converting enzyme)
AGTRL1 - gen za angiotenzin Il receptor tipa 1 (engl. angiotensin Il receptor type 1 gene)
Angll — angiotenzin Il (engl. angiotensin I1)
apoA-1 — apolipoprotein A-I (engl. apolipoprotein A-I)
apoB — apolipoprotein B (engl. apolipoprotein B)
apoE — apolipoprotein E (engl. apolipoprotein E)
AV — aortalni zalistak (engl. aortic valve)
AVA — povrsina aortalnog usca (engl. aortic valve area)
AVAI — indeksirana povr$ina aortalnog uséa (engl. indexed aortic valve area)
AVSc — aortalna skleroza (engl. aortic valve sclerosis)
AVS — aortalna stenoza (engl. aortic valve stenosis)
BAVS - bikuspidalna aortalna stenoza (engl. bicuspid aortic valve stenosis)
BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)
BMP — kostni morfogenetski protein (engl. bone morphogenetic protein)
CAVS — kalcificiraju¢a aortalna stenoza (engl. calcific aortic valve stenosis)
CCT - kompjutorizirana tomografija srca (engl. cardiac computed tomography)
CCR5 — kemokinski receptor tip 5 (engl. C-C motif chemokine receptor 5)
CMR — magnetska rezonancija srca (engl. cardiac magnetic resonance)
CNP — C-tip natriuretski peptid (engl. C-type natriuretic peptide)
CTGF — ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor)
CAD - koronarna arterijska bolest (engl. coronary artery disease)
AP — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient)
ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)
ELN — elastin (engl. elastin gene)
EMT - epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-to-mesenchymal transition)
EOA — efektivna povrSina aortalnog usca (engl. effective orifice area)
EACTS — Europska udruga za kardiotorakalnu kirurgiju (engl. European Association for
Cardio-Thoracic Surgery)
ESC — Europsko kardiolosko drustvo (engl. European Society of Cardiology)
ET-1 —endotelin-1 (engl. endothelin-1)
FGF2 — fibroblastni ¢cimbenik rasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2)
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GAG — glikozaminoglikani (engl. glycosaminoglycans)

HF — zatajenje srca (engl. heart failure)

ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
IL-6 — interleukin-6 (engl. interleukin-6)

IL-p — interleukin-beta (engl. interleukin-beta)

IL-10 — interleukin 10 (engl. interleukin 10)

IVS — interventrikularni septum (engl. interventricular septum)

LCC — lijevi koronarni kuspis (engl. left coronary cusp)

LDL - lipoproteini niske gustoce (engl. low-density lipoproteins)

LDL-c — kolesterol lipoproteina niske gustoce (engl. low-density lipoprotein cholesterol)
Lp(a) — lipoprotein(a) (engl. lipoprotein(a))

LA — lijevi atrij (engl. left atrium)

LV — lijeva klijetka (engl. left ventricle)

LVEF — ejekcijska frakcija lijeve klijetke (engl. left ventricular ejection fraction)
MCP-1 — protein kemotaksije monocita 1 (engl. monocyte chemoattractant protein 1)
MGP - protein Gla matriksa (engl. matrix Gla protein)

MMPs — metaloproteinaze matriksa (engl. matrix metalloproteinases)

MV — mitralni zalistak (engl. mitral valve)

NFxB — nuklearni ¢imbenik kapa B (engl. nuclear factor kappa B)

NO — dusikov oksid (engl. nitric oxide)

NCC - straznji / nekoronarni kuspis (engl. non-coronary cusp)

Notch — signalni put Notch (engl. Notch signaling pathway)

oxLDL — oksidirani LDL (engl. oxidized low-density lipoprotein)

PA — pluéna arterija (engl. pulmonary artery)

PTH — paratiroidni hormon (engl. parathyroid hormone)

PV — plu¢ni zalistak (engl. pulmonary valve)

gVIC — mirujuce valvularne intersticijske stanice (engl. quiescent valvular interstitial cells)
RA — desni atrij (engl. right atrium)

RANKL - ligand receptora aktivatora nuklearnog faktora kappa B (engl. receptor activator of
nuclear factor kB ligand)

RBB — desna grana snopa (engl. right bundle branch)

RCC — desni koronarni kuspis (engl. right coronary cusp)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

151



RV — desna klijetka (engl. right ventricle)

Runx2 — runt-srodni transkripcijski faktor 2 (engl. runt-related transcription factor 2)
SAVR - kirur§ka zamjena aortalnog zaliska (engl. surgical aortic valve replacement)
SMADSG — signalni posrednik SMADG (engl. SMAD family member 6)

SOX9 — transkripcijski faktor SOX9 (engl. SRY-box transcription factor 9)

SVi — indeks udarnog volumena (engl. stroke volume index)

STJ — sinotubularni spoj (engl. sinotubular junction)

TAVR/TAVI — transkateterska implantacija aortalnog zaliska (engl. transcatheter aortic valve
replacement / implantation)

TGF-p — transformirajuci ¢imbenik rasta beta (engl. transforming growth factor beta)
TIMPs — tkivni inhibitori metaloproteinaza (engl. tissue inhibitors of metalloproteinases)
TNF-a — tumorski nekroti¢ni ¢imbenik alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

TV — trikuspidalni zalistak (engl. tricuspid valve)

VDR - receptor vitamina D (engl. vitamin D receptor)

VE-kadherin — vaskularni endotelni kadherin (engl. vascular endothelial cadherin)
VEC - valvularne endotelne stanice (engl. valvular endothelial cells)

VEGF — vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
VIC — valvularne intersticijske stanice (engl. valvular interstitial cells)

aVIC — aktivirane valvularne intersticijske stanice (engl. activated valvular interstitial cells)
obVIC — osteoblasti¢ne valvularne intersticijske stanice (engl. osteoblastic valvular
interstitial cells)

eVIC — endotelno-porijeklom valvularne intersticijske stanice (engl. endothelial-derived
valvular interstitial cells)

Vmax — vrsna brzina transvalvularnog protoka (engl. peak transvalvular velocity)
Whnt/p-katenin — signalni put Wnt/B-katenin (engl. Wnt/$-catenin signaling pathway)
DNMT — DNA metiltransferaze (engl. DNA methyltransferases)

CBX3 — kromoboks 3 (engl. chromobox protein homolog 3)

CLOCK - cirkadijalni regulator sata (engl. clock circadian regulator)

DPF3A — (engl. double PHD fingers 3a)

5hmC — 5-hidroksimetilcitozin (engl. 5-hydroxymethylcytosine)

HAT1 — histon acetiltransferaza 1 (engl. histone acetyltransferase 1)

HMT — histon metiltransferaza (engl. histone methyltransferase)

ING2 — (engl. inhibitor of growth family member 2)
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KMT2A - lizin metiltransferaza 2a (engl. lysine methyltransferase 2A)

MeCP2 — metil-CpG vezujuéi protein 2 (engl. methyl-CpG binding protein 2)

MBD1 - (engl. methyl-CpG-binding domain protein 1)

MLL1-5 — obitelj lizin metiltransferaza (engl. mixed-lineage leukemia 1-5, lysine
methyltransferases)

MY STs — obitelj histon acetiltransferaza (engl. MYST family histone acetyltransferases)
p300 — histon acetiltransferaza P300 (engl. histone acetyltransferase p300)

PRMT1 - protein arginin metiltransferaza 1 (engl. protein arginine methyltransferase 1)
p160 — MYB vezujuci protein 1a (engl. MYB binding protein 1a)

SAM - S-adenozil metionin (engl. S-adenosylmethionine)

SET1/ASH2 — histon-metiltransferazni kompleks (engl. SET1/ASH2 histone
methyltransferase complex)

SUV39H1 — histon-lizin-N-metiltransferaza (engl. suppressor of variegation 3-9 homolog 1,
histone-lysine N-methyltransferase)

AU — proizvoljne jedinice (engl. arbitrary units)

BSA — povrsina tijela (engl. body surface area)

PAD — periferna arterijska bolest (engl. peripheral artery disease)

AF —fibrilacija atrija (engl. atrial fibrillation)

NOAC - antikoagulansi koji nisu antagonisti vitamina K (engl. non-vitamin K antagonist
oral anticoagulants)

GUK — glukoza u krvi (engl. blood glucose)

IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

eGFR - procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration
rate)

SD - standardna devijacija (engl. standard deviation)

HDL — lipoproteini visoke gustoc¢e (engl. high-density lipoproteins)

CT — kompjutorizirana tomografija (engl. computed tomography)

AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase)

ALT - alanin-aminotransferaza (engl. alanine aminotransferase)

ALP — alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase)

CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

GGT — gama-glutamil transferaza (engl. gamma-glutamyl transferase)

CK — kreatin kinaza (engl. creatine kinase)
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LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

NT-proBNP — N-terminalni prohormon mozdanog natriuretskog peptida (engl. N-terminal
prohormone of brain natriuretic peptide)

LVIDd — unutarnji promjer lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricle internal
dimension at diastole)

LVIDs — unutarnji promjer lijevog ventrikula u sistoli (engl. left ventricle internal dimension
at systole)

IVSd — debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (engl. interventricular septum
thickness in diastole)

LVPW — debljina straznje stijenke lijevog ventrikula u dijastoli (engl. left ventricular
posterior wall thickness in diastole)

LVEDV - teledijastoli¢ki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end-diastolic
volume)

LVESV - telesistolicki volumen lijevog ventrikula (engl. left ventricular end-systolic volume)
RWT - relativna debljina stijenke lijevog ventrikula (engl. relative wall thickness)

PGmax — maksimalni gradijent tlaka (engl. maximum pressure gradient)

PGmean — srednji gradijent tlaka (engl. mean pressure gradient)

LVOT —izlazni trakt lijevog ventrikula (engl. left ventricular outflow tract)

LVOT Vmax — maksimalna brzina protoka u izlaznom traktu (engl. LVOT maximum velocity)
LVOT PGmax — maksimalni gradijent tlaka u izlaznom traktu (engl. LVOT maximum
pressure gradient)

LVOT PGmean — srednji gradijent tlaka u izlaznom traktu (engl. LVOT mean pressure
gradient)

UZV — ultrazvuk srca (engl. echocardiography)
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10. ZIVOTOPIS

Jasenka Grguri¢ rodena je 7. listopada 1980. u Varazdinu, Republici Hrvatskoj. Diplomirala
je medicinsko-laboratorijsku dijagnostiku na Medicinskom fakultetu i Fakultetu zdravstvenih
studija Sveucilista u Rijeci, a prvostupnica je istog podrucja sa Zdravstvenog veleucilista u

Zagrebu.

Znanstveni rad Jasenke Grguri¢ usmjeren je na istrazivanje ekspresijskog obrasca i
biomarkerskog potencijala molekula IncRNA u perifernoj krvi pacijenata s kalcificiraju¢om
stenozom aortnih zalistaka. Njezina istrazivanja doprinose razumijevanju molekularnih
mehanizama kardiovaskularnih bolesti i razvoju novih dijagnostickih pristupa temeljenih na

biomarkerima.

Profesionalno iskustvo stjece u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb na Odjelu za
laboratorijsku imunologiju, gdje sudjeluje u provodenju analitickih postupaka, obradi
bioloSkog materijala i istrazivackim projektima. Prije toga radila je u Klinickom zavodu za
patologiju KBC-a Zagreb te vise od petnaest godina u privatnom sektoru, gdje je bila
uklju¢ena u mikrobioloske, biokemijske i molekularne analize, ukljucujué¢i PCR, izolaciju

DNA/RNA i validaciju novih metoda.

Sudjelovala je na brojnim domaéim i medunarodnim znanstvenim skupovima, na kojima je
predstavljala rezultate istraZivanja iz podruéja molekularne biologije i biomarkera. Clanica je
Hrvatske komore zdravstvenih radnika i Hrvatskog bioloskog druStva. Aktivno sudjeluje u

povjerenstvima za medunarodnu suradnju, etiku 1 deontologiju.

Stru¢ne kompetencije obuhvacaju molekularnu biologiju, klinicku biokemiju, imunologiju,
mikrobiologiju te upravljanje kvalitetom laboratorijskog rada. Aktivno se sluzi engleskim

jezikom 1 informati¢kim alatima.
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