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1. uUvOD

1.1. Koronarna angiografija

Koronarna angiografija (engl. Coronary Angiography, CA) je invazivna katdioloska pretraga
kojom se omogucava Vvizualizacija koronarnih arterija upotrebom jodneg kontraStnog sredstva
pod rendgenskim zracenjem (Slika 1). Prvu selektivnu koronarnu® angiografiju izveo je 30.
listopada 1958. godine kardiolog dr. F. Mason Sones (Klinika Cleveland, MiamiyFlorida, SAD)
prilikom aortografije kod bolesnika s aortnom regurgitacijom, kada je kateter pukim slu¢ajem
usao u desnu koronarnu arteriju koja je tada prvi puta vizualizirana pod rendgenom, jer injekcija
kontrasta nije zaustavljena pravovremeno (1). Do tada se smatralo da je injekcija kontrasta dana
selektivno u koronarnu arteriju fatalna za bolesnika zbog izazivanja maligne odnosno po Zivot
ugrozavajuce Sr¢ane aritmije. Dva dana iza toga je dr. Senes ucinio selektivnu koronarografiju
lijeve i desne koronarne arterije koddbolesnika kod kojeg je bila planirana kateterizacija srca
zbog mitralne regurgitacije. Prethodne' je izracunao optimalni volumen, i koncentracije
kontrasta kako se ne bi ugrezio zivot bolesnika. Prije toga je 1953. godine radiolog dr. Sven
Ivar Seldinger (Karolinska institut, Stockholm, Svedska) prvi putasopisao. tehniku perkutane
punkcije 1 plasiranja kateterasu femoralnu arteriju koristeéi_zicu vodilicu (2). Uslijedila su
poboljsanja tehnike iprimjena katetera koji su, prilagodeni amatomiji aorte i polaziStima
koronarniharterijasto su prvi puta opisali radiolog dr. MelvinP. Judkins (Klinika Cleveland,
Miami,Floriday SAD)(3) koji je bio ucenik pienira ivazivne kardiologije dr. Sonesa i dr.
Seldingera te radiolog dr. Kurt Amplatz (Klinicka belnica Minnesota, Minneapolis, SAD) (4).
Kateteri koji se i danas svakodnevno koriste za'sondiranje’koronarnih arterija dizajnirali su dr.
Judkins 1dr. Amplatz. Od tada je.koronarna angiografija zlatni standard za dijagnostiku i
lije€enje koronarne bolesti srca. Indikacije za koronarnu angiografiju mozemo podijeliti na
elektivne i urgentne. Na elektivau koronarografiju upucuju se bolesnici sa sumnjom na stabilnu
anginu pektoris (bol u prsima ili zaduhu) uz jednu ili vise pozitivnih neinvazivnih kardioloskih
pretraga koje upucuju na koronarnu bolest srca (EKG, test opterecenja, ultrazvuk srca,
scintigrafija srca), zatim bolesnici s bolestima sr¢anih zalistaka i teSkim stupnjem disfunkcije
zalistaka (stenoza i regurgitacija srcanih zalistaka) te u danasnje vrijeme i predtransplantacijska
obrada kod uznapredovale bolesti organa, npr. bubrega (5). Urgentne koronarografije izvode se
kod bolesnika koji ispunjavaju kriterije akutnog koronarnog sindroma: akutni koronarni

sindrom s perzistentnom ST elevacijom (engl. ST-Elevation Myocardial Infarction, STEMI),



akutni koronarni sindrom bez ST elevacije (engl. Non-ST-Elevation Myocardial Infarction,
NSTEMI) i nestabilna angina pektoris (6).

hsindromom S

. Strelicom je

afija kod bolesw(a sa

W

[' elevacijom u prednji vodi

a (engl. Left Anterior

Komplikacije

Sama pretraga danas je povezana om ucestalos¢u komplikacija koja je manja od 1% i
rizikom smrtnosti manjim od 0,05% (7). Iako se ¢inilo da se razvojem materijala i tehnologije
kao i sve boljim vjestinama o0soblja u kateterizacijskim laboratorijima ucestalost komplikacija
smanjila, i dalje postoji odredeni rizik komplikacija, pogotovo vezanog za akutnu bubreznu
ozljedu (8). Komplikacije vezane uz proceduru mozemo podijeliti na one vezane za psihicki

stres bolesnika (strah, anksioznost), punkciju krvne zile (disekcija krvne Zile, pseudoaneurizma,



arteriovenska (AV) fistula), primjenu kontrastnog sredstva (alergije, kontrastom inducirana

nefropatija, maligna aritmija) i rendgensko zracenje.

1.1.1.1. Anksioznost

Prevalencija anksioznosti prije invazivnih kardioloskih procedura jejpremadostupnej literaturi
u rasponu od 24 — 72% (9). U istrazivanju koje su proveli Sara i sur. pokazana je veca
prevalencija endotelne disfunkcije u koronarnim arterijamaskod bolesnika s dijagnozom
anksioznosti (10). Koudouovoh-Tripp i sur. dokazali su/proinflamaternu aktivaciju trombocita
u stanju akutnog i kroni¢énog mentalnog stresa (11). Endotelnadisfunkcija i povec¢ana agregacija
trombocita mogu doprinijeti razvoju aterosklerotske bolesti srca 1 destabilizirati ve¢ postojece
plakove u koronarnim arterijama s posljedi¢nim razvojem akutnog koronarnog sindroma, $to
samo po sebi nosi poviSeni rizik pebolijevanja i smrtnosti (12). Kod anksioznih, osoba je
povisen simpaticki tonus s posljediénim poviSenjem krvnog tlaka i frekvengije srca te rizikom
od srcane aritmije (13). U dosadasnjim istrazivanjima je dokazano da je razina anksioznesti kod
bolesnika koji dolaze na 'koronarnusangiografiju znatno povisena, prije_same procedure, a
pogotovo ako se radi o Zenama, mladim osobama i perkutanoj koronarnoj intervenciji (engl.
Percutaneous Coronary Intervention, PCI) (14). Istrazivanje koje su_proveli De Jong-Watt i
Arthur je pekazalodda i sama duljina ¢ekanja na koronarnu angtografiju moze imati negativan
utjecaj_na psiholosko stanje bolesnika, odnosne. dulji ‘boravak bolesnika na listi ¢ekanja
povecavao je razinu, anksioznosti (15). Nadalje, anksioznost,visokog stupnja povezana je s
los1jim ishodima kardiovaskularnih bolesti u smislu poveéanja rizika od sréanog infarkta i rizika
smrti nakon postavljene dijagnoze koronarne bolesti srca (16). Prisutnost anksioznosti moze
smanjiti suradljivost bolesnika kod“svih postupaka koji se provode prije, tijekom i nakon
invazivne procedure (17). Uobi€ajene mjerekoje se poduzimaju radi smanjenja psihi¢kog stresa
kod bolesnika su razgovor i edukaeija0d strane medicinskog osoblja i farmakoloska mjera
premedikacije razlicitim benzodiazepinima u oralnom obliku zbog njihovog anksiolitickog
ucinka (18). U istrazivanju koje su proveli Vlastra i sur. pokazana je povezanost primjene
diazepama u dozi od 5 mg sa smanjenjem anksioznosti umjerenog stupnja u usporedbi s

ispitanicima bez premedikacije (9).



1.1.1.2. Ozljeda krvne zile

Od pocetaka uvodenja pretrage najcesce koristeni vaskularni pristup bila je punkcija femoralne
arterije. Femoralni pristup nosi ve¢i rizik razvoja vaskularnih komplikacija: jseudoaneurizme,
AV fistule, lokalnog i retroperitonealnog krvarenja, venske tromboze uslijed produljenog
leZanja, i obi¢no znaci dulji boravak u bolnici. Prelazak na transradijalniypristupspunkcijom
radijalne arterije kao prvi pristup za koronarnu angiografiju smanjio je ‘rizik vaskularnih
komplikacija, iako ih nije u potpunosti eliminirao. RIVAL(engl:Radial\VsfemorAL access for
coronary intervention), randomizirana i multicentri¢na klinicka studija pokazala je superiornost
transradijalnog pristupa u smanjenju lokalnih vaskularnin kamplikacija u odnosu na femoralni
pristup i neinferiornost u ishodima uc¢inkovitosti (19).Radijalna arterija je lako kompresibilna,
nema pridruzene vene niti zivca, boravak u bolnici je, kra¢i i bolesnicima je ugodniji i
ukoliko perzistira, zahtijeva promjenu pristupnog mjesta (20). | dalje postoji rizik tromboze
radijalne arterije, prema literaturizu rasponu.od 5 — 10 %, ali kako Saka ima dvejnu arterijsku
opskrbu putem radijalneti ulnarne arterije, obi¢no ne izaziva klini¢ke simptome Ishemije u
normalnim uvjetima,(21,22). €jeloviti endotel u krvnim zilama,vazan Je za funkciju zile jer je
pokazano da regulira aaskularni” tonus (23). Istrazivanjem koje su.proveli Dawson i sur.
pokazano je smanjenje smicanjem posredovane vazedilatacije kod bolesnika s koronarnom
bolesti.srca naken koroenarne angiografije (24). Druga studija na'mladim i zdravim ispitanicima
takoder je pokazala da nakon radijalne Kateterizacije ‘dolazi do smanjenja smicanjem
posredovane wvazodilatacije sto je ukazivalo“da, postupak ostecuje funkciju arterije (25).
Utvrdeno je da je oporavak endotelne funkcije nakon kateterizacije radijalne arterije mjeren
praotokom posredovane dilatacije (engh, flow-mediated dilatation, FMD) uslijedio nakon 3

mjeseca, dok se funkcija vaskularnih glatkihymisi¢nih stanicaoporavlja za 1 — 6 mjeseci (25).

1.1.1.3. Kontrastna sredstva

Primjena kontrastnog sredstva koji sadrzava jod omoguc¢ava vidljivost koronarne arterije pod
rendgenskim zrakama, no istovremeno upravo razgradnja joda moze generirati produkciju
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS). Sama interakcija kontrastnog

medija s tkivom i stanicama moze dovesti do stvaranja ROS $to generira oksidacijski stres i
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neravnotezu izmedu sStvaranja ROS 1 moguénosti neutralizacije antioksidacijskim
mehanizmima (26). Kontrastni medij ima citotoksi¢no i citostatsko djelovanje i direktno je
toksi¢no za tubularne epitelne stanice bubrega (27).

Kontrastna sredstva u upotrebi su od 1950-ih i tradicionalno se dijele na ionska.i neionska te
monomerna i dimerna, §to ih dalje dijeli prema osmolalnosti u odnosu na‘plazmu na hiper-
osmolalna, nisko-osmolalna i izo-osmolalna. Hiper-osmolalna kontrastna scédstva (ionski
monomeri) imaju osmolalnost 1400 do 2200 mOsm/kg vode $to je'5-8 puta visSe wodnosu na
plazmu. Danas se rijetko koriste jer je njihova primjena povezana s visokom incidencijom
nuspojava, pogotovo kontrastom inducirane akutne bubrezne ozljede (engli Contrast-Induced
Acute Kidney Injury, CI-AKI). Danas su najc¢e$¢e u upotrebickontrastna sredstva koja sadrze
viSe atoma joda u odnosu na molekulu kontrasta' omjera (1,5-6:1 Sto je rezultiralo manjom
osmolalnosti 1 viSom viskoznosti te boljom radioloskom vidljivosti. Nisko-osmolalna (neionski
monomeri 1 dimeri) kontrastna sredstva spadaju u drugu generaciju i osmolalnost im je 600 do
800 mOsm/kg vode §to je 2-3 puta ¥isc od plazme, u Sirokoj su upotrebi zbog niske cijene i
manjeg rizika za razvoj CI-AKI. 1zo-osmolalna (neionski dimeri) kontrastn@sredstva suntreca
generacija, osmolalnosti gotovo kao plazmad300 mOsm/kg vode) uz visoku viskoznost te je
rizik od CI-AKI, kao i za'nisko-osmolalana kontrastna sredstva, manji (28).

Najcesca nuspojava.primjene kontrastnog sredstva je alergijska.reakcija.u vidu koznog osipa
dok je zivotno ugfozavajuéa anafilakticka , reakcija znatno . rjeda. Premedikacija
kortikostereidima « (metilprednizolon, prednizolong, hidrokortizon) 1 antihistaminikom
(difenhidraminom) sat vremena prije primjene kontrasta smanjuje rizik za alergijsku reakciju
kod osoba koje su ve¢ imale alergijsku reakeiju. Moguce su ihodgodene kozne reakcije (osip,
svrbez) koje pocinju obi¢no 6 do 12 sati iza davanja kontrasta i nisu Zivotno ugrozavajuce (29).
Poznato je da primjena jodnog kontrasta moze inducirati poremecaj rada Stitne Zlijezde, bilo
hipertireozu ili hipotireozu zbog prisutnih slobodnih iona joda koji su bioloski aktivni.
Tireotoksikoza je takoder moguca, no' rijetka. Posebno su rizi¢ni bolesnici s poznatom
Gravesovom bolesti, multinodoznom.gusom 1 tireotoksikozom, gdje je najbolje izbjegavati
pretragu ili bolesnike blisko nadzirati. NeSto manjeg rizika za razvoj tireopatije vezane za
primjenu kontrastnog sredstva su oni sa autoimunom upalnom bolesti Stitnja¢e (Hashimotov

tireoiditis) i stanjem nakon parcijalne tireoidektomije (30).



1.1.1.3.1. Kontrastom inducirana akutna bubrezna ozljeda

Od svih procedura koje zahtijevaju primjenu kontrastnog sredstva upravo su koronarna
angiogrfaija i perkutana koronarna intervencija najces¢e povezane S akutnim.pogorsanjem
bubrezne funkcije nakon primjene kontrasta (31). Incidencija CI-AKI je grema. literaturi u
rasponu od 3 do 13% (32). Najvazniji rizi¢ni ¢imbenici za razvoj CI=,AKI"su yisoka Zivotna
dob, komorbiditeti (Secerna bolest, bubrezna bolest, sr¢ano zatajivanje, arterijska hipertenzija,
polivaskularna bolest) i volumen primijenjenog kontrasta. Patogenetski mehanizmi nastanka
CI-AKI posljedica su indirektnog djelovanja kontrastnogsmedija koji zbeg svoje viskoznosti
dovodi do hipoperfuzije bubrega i posljedi¢no hipoksije I ishemije'medule bubrega sto rezultira
produkcijom ROS te direktnog citotoksi¢nog u¢inka kontrasta na/tubularne epitelne stanice s
posljedi¢énom disfunkcijom mitohondrija, apoptozem, piroptozom, autofagijom i nastankom
intersticijske upale (33). S druge strane, sam jodni kentrast moze dovesti do prekomjerne
produkcije ROS i smanjiti antioksidacijske zastitne mehanizme suprimirajuci antioksidacijske
enzime s posljedicnim porastom!| oksidacijskog stresa i nastankom upale (34)." Novija
istrazivanja ukazuju na epigenetske regulatorne ¢imbenike, kag.$to je mikroRNA, koji imaju
ulogu u citotoksi¢nom uinku kontrasta i produkciji ROS (35).

Prema KDIGO smjernicama (engl. Kidney Disease Improving.Global Outcomes) CI-AKI je
definiran prisutnosc¢u jédnog od sljedecih kriterija nakon/intravaskularne primjene kontrasta
(36):

1. Apsolutni porast kreatinina za 0,3 mg/dL (26,5 umol/L).ili vise unutar 48 sati od primjene
kontrasta

2», Porast serumskag kreatinina najmanje 50% unutar./ dananakon davanja kontrasta

3.% Diureza manja od 0,5 ml/kgjelesne tezine/sat koja perzistira najmanje 6 sati nakon

procedure s kontrastnim sredstvom.

Tako su pojedine studije koje su usporedivale izo-osmolalna i nisko-osmolalna kontrastna
sredstva rezultirale superiornos$éu izo-osmolalnih kontrasta u odnosu na pojavu CI-AKI, studije
I meta-analize koje su uslijedile nisu uspjele to potvrditi te je stav vecine stru¢nih drustava da
se obje vrste kontrasta mogu koristi s preporukom primjene $to manjeg volumena, dok su se
istovremeno istrazivanja pomaknula prema medikamentoznim preventivnim mjerama (37—42).
U istrazivanju koje su proveli Chen i sur., povecanje volumena izo-osmolalnog kontrasta

jodiksanola za 100 ml bilo je povezano s povec¢anim rizikom akutne bubrezne ozljede za 16%,



dok strategija redukcije volumena kontrasta nije znacajno utjecala na rizik akutne bubrezne

ozljede kod bolesnika koji su bili podvrgnuti elektivnoj PCI (43).

1.1.1.3.2. Rana bubrezna ozljeda

lako su smjernice jasne, vecina bolesnika koji se podvrgavaju elektivngjwkoronarnoj
angiografiji i perkutanoj koronarnoj intervenciji otpusta se iz bolnice nakon 24 do 48 sati te
zbog kratke hospitalizacije ne mogu zadovoljiti kriterije CIFAKL Odgovaraju¢a hidracija
bolesnika prije i nakon procedure, bilo parenteralno ili peroralnoy je za sada jedina mjera
prevencije CI-AKI (44) te se kao takva i primjenjuje u svakodnevnoj praksi. Prema
smjernicama Europskog kardioloskog drustva kod belesnika s umjerenom i tesSkom kroni¢nom
bubreznom bolesti preporucena je parenteralna hidracija fizioloskom otopinom 1 — 1,5 mil/kg
tjelesne tezine 12 sati prije i 24 sata 1za PCI (45). Upravo hidracija dovodi do smanjenja
vrijednosti kreatinina u serumu nakon CA'IPCI wednosu na bazalnu vrijednst prije procedure.
Zbog istog razloga vrijednest procijenjenesbrzine glomerularne filtracije (engl. estimated
Glomerular Filtration Rate, eGFR)pri normalnoj funkciji bubrega iza procedure poraste. Cini
se da je odsustvo smanjenja vrijednosti serumskog kreatinina.u.ranom periodu iza koronarne
angiografije vrlo rani ifosjetljivi pokazatelj narusene funkeije bubrega i rizika za CI-AKI. U
istrazivanjuykoje su proveli Ribichini i sur. minimalni porast (5-10%) vrijednosti serumskog
AKIl, a takoderi pokazatelj bubreznog oste¢enja 30 dana iza procedure s kontrastnim sredstvom
(46).

141.4. Rendgensko zracenje

Rendgensko zracenje je neophodno kako bi se vizualizirale koronarne arterije tijekom
koronarne angiografije 1 perkutane koronarne intervencije. Kardioloski kateterizacijski
laboratoriji obi¢no su opremljeni uredajem koji ima moguénost spremanja snimke na dva
nacina: fluorografija s opcijom spremanja snimke i cineangiografija. Fluorografija izlaze
bolesnika manjoj dozi zraCenja uz posljedicno i slabiju rezoluciju slike, dok je kod
cineangiografije obrnuto, odnosno visa je doza zracenja i bolja rezolucija. Negativni ucinci

rendgenskog zracenja direktno su u vezi s dozom zracenja i posljedi¢nim razvojem koznih
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promjena pa sve do nastanka zlocudnih tumora (47). Smrt stanice uzrokovana ioniziraju¢im
rendgenskim zracenjem obi¢no se klasificira u indukcijsku i proliferacijsku smrt, dok su
molekularni mehanizmi smrti posljedica apoptoze, nekroze, autofagije, imunoloski
posredovane smrti, feroptoze 1 piroptoze, u konacnici ukoliko je doza dowvoljno velika
rendgensko zracenje uzrokuje fizicko razaranje stanice (48). Brojna istrazivafja pokazala su da
prilikom izlaganja rendgenskom zracenju dolazi do povecane produkcije'RQS i smanjena
antioksidacijskih enzima (49).

U istrazivanju koje su proveli Jaillet i sur., ionizirajuée zradenje je dovelo do porasta
oligomanoznog tipa N-glikana na ratun kompleksnog wtipa' N-glikana, smanjenja
glikozaminoglikana u glikokaliksu i promijenjene ekspresije glikozilacijskih gena u endotelnim
stanicama, te time endotelni glikom i ekspresija adhezijskih molekula biva promijenjena
djelovanjem ioniziraju¢eg rendgenskog zraenja, §te u buducnosti moze postati jedan od
terapijskih ciljeva (50). Na animalnom modelu pokazana je promjena glikozilacije pod
utjecajem niske doze ionizirajuceg zracenja s,pretezito kompleksnim tipom N-glikana koji ima
terminalno pozicionirane fukoze ‘I sijalinsku “kiselinu (51). lako invazivna kardiologija
predstavlja manji udio medi€inskih procedura koje koriste ioniziraju¢é zracenjey upravo ove
procedure doprinose najv¥eéem udjelnukupne isporucene doze zra€enja u.medicinskoj praksi.
(52,53). Nadalje, pokazano je da je izlaganje malim dozama rendgenskog zracenja povezano s
visim rizikom kardiovaskularne smrti i u odnosu na populaciju zrtava koje su prezivjele atomski
napad u Japanu (54). Meta analiza 93 studije ukazala je<na povezanost doze zracenja i
kardiovaskularne bolesti'kao i na razlike izmedu akutnog ili kroniénog izlaganja (55).

U danasnje vrijeme smatra se potrebnim smanjiti izlaganje bolesnika rendgenskom zracenju te
se fluerografija's opcijom spremanja slike pocelanasiroko koristiti. Primjena zastitne opreme
za bolesnike 1 kontinuirana edukacija osoblja u kardioloskim kateterizacijskim laboratorijima
danas rezultira smanjenjem doze rendgenskog zracenja s ofuvanom kvalitetom slikovnog
prikaza (56).

1.2. Oksidacijski stres i endotelna funkcija

Jedna od uloga o¢uvanog endotela je omogucavanje vazorelaksacije kao odgovor na vaskularni
stres (57). Mehanicki, kemijski i humoralni agensi poti¢u reaktivnost endotela koji putem
nekoliko medijatora, prvenstveno dusikovog oksida (engl. Nitric Oxide, NO), odrzava

vazomotorni tonus i strukturalni integritet. NO ima vaznu ulogu u endogenoj antioksidacijskoj
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aktivnosti zbog svojih vazodilatatorskih, protuupalnih i antiagregacijskih svojstava (58). N-
glikani iz endotelnih stanica mogu imati protektivni i antioksidacijski u¢inak, jer mogu ukloniti
ROS i prevenirati osteéenje endotelnog sloja (59).

Endotelna disfunkcija uzrokovana oksidacijskim stresom pocetni je dogadaj.u. patogenezi
mnogih kardiovaskularnih bolesti. Neravnoteza izmedu ROS, biodgstupnostin, NO i
antioksidacijskih elemenata, sto nazivamo oksidacijskim stresom, poti¢e endotelinu disfunkciju
karakteriziranu promijenjenom modulacijom vazomotornog tonusad oSteéenim protuupalnim i
antitrombotskim karakteristikama endotela (60). Smanjena biedostupnost NO moze biti
uzrokovana povecanom degradacijom NO uzrokovanom ~ROS« 'ili smanjenom
ekspresijom/aktivacijom endotelne NO sintaze. ROS su sprodukti normalnog stani¢nog
aerobnog metabolizma koji se stvaraju tijekom redukcije Kisika/ imunoloskog odgovora, a
ukljucuju nestabilne slobodne radikale kao $to su superoksidni anion, lipidni radikali, vodikov
peroksid, hipoklorna kiselina i peroksinitrit (61). U niskimrdo umjerenim koncentracijama ROS
izvrSavaju fizioloske funkcije kaod §to " je, signaliziranje, ali kada njihova prekomjerna
proizvodnja nadmasi antioksidacijski obrambeni'mehanizam dolazi do oksidacijskog oStecenja
DNA, proteina, ugljikohidrata, lipida'i drugth makromolekula, dovodec¢i do-oksidacijskog
stresa (62).

Prvi korak endotelne disfunkcije zove se endotelna aktivacija, odnosno ekspresija abnormalnih
protrombotskih i proupalnih karakteristika endotelnih stanica sto dovodi do kroni¢nih promjena
(63). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da tijekom.koronarne angiografije dolazi do porasta
oksidacijskog  stresa ‘povezanog s endotelnom disfunkeijom 1 posljedicnog razvoja upale,
vazokonstrikcije 1 mobilizacije stanica imunosnog sustava. Suvisak ROS tijekom i nakon
koranarne angiografije doprinosi oksidaciji lipida, proteina i DNA u vaskularnom endotelu.
Oksidacijsko osSte¢enje inducirang, pretragom i1ma potencijal pogorSanja veé postojece
kardiovaskularne bolesti i pridonosi nastanku nove lezije ili akutizaciji od ranije postojece
lezije. Stupanj oksidacijskog stresa moze i individualno varirati, a vazni su ¢imbenici koli¢ina
primijenjenog Kontrasta, duljina procedure i opce stanje bolesnika.

Istrazivanje povezanosti koronarne angiografije i oksidacijskog stresa zapocelo je ispitivanjem
prisutnosti i razine ROS te su kroz vrijeme u uporabu usle dodatne metode kvantificiranja
direktnih i indirektnih pokazatelja oksidacijskog stresa, kao $to je dokazivanje oSteCenja DNA
u cirkulirajuéim limfocitima bolesnika nakon perkutane transluminalne koronarne
angioplastike (engl. Percutaneous Transluminal Coronary Angioplasty, PTCA) pomocu

alkalnog komet testa i mikronukleus testa (64).



Rezultati takvih istrazivanja upucivali su na oksidacijsko oStecenje DNA nakon PTCA, s
obzirom na prisutnost mikronukleusa kod pacijenata podvrgnutin PTCA u usporedbi s onima
koji su bili podvrgnuti dijagnostickoj koronarnoj angiografiji. U slicnim studijama dokazano je
kako PTCA inducira apoptozu, a takoder se kao jedan od mehanizama spominje.i.ishemijsko-
reperfuzijska ozljeda kao induktor oste¢enja DNA 1 kromosoma u cirkuliraju¢im leukocitima
(65).

Medutim, i sama invazivna dijagnosticka procedura moze izazvati oKsidaeijski stresiproupalno
stanje uslijed endotelne disfunkcije i akutne ozljede arterije. Mjerenje pokazatelja oksidacijskog
stresa kod pacijenata nakon elektivne perkutane koronarne intervencijesi-nakon dijagnosticke
koronarne angiografije pokazalo je u obje skupine bolesnika znacajno povecanje biljega
oksidacijskog stresa u odnosu na bazalne vrijednosti (25).

Invazivne angiografske metode koriste kontrastna stedstva koje imaju citotoksi¢ni i citostatski
ucinak te povecavaju koncentraciju ROS s posljedicnim, oSteCenjem DNA. U studijama je
provedeno ispitivanje oSte¢enja DNA u cirkulirajuéim limfocitima prije i nakon»elektivne
dijagnosticke koronarne angiografije tege zabiljezen znaCajan porast oste€enja DNA nakon
procedure, $to je jos naglaSenije kod bolesnika s koronarnom boles¢u kod kojih razina ostecenja
DNA korelira s tezinomdbolesti (66).

S obzirom na dokazani,oksidacijski stres izazvan koronarografijom, 1zvedene su i studije koje
su ispitivale utjecaj antioksidansa na smanjenje reperfuzijskog osteéenja miokarda ROS. U
znacajneg pada koncentracije pokazatelja oksidacijskog stresa nakon koronarne angiografije
(67).

Novije studije uzimale su u obzir sve viSe parametara, kao $to je dinamika oksidacijskog stresa
kroz odredeni vremenski interval, te utjecaj akumulacije doze zrac¢enja. Tako su Szewczyk-
Golec i sur. u svom istrazivanju primijetili da se razine antioksidansa ne razlikuju znacajno
néposredno nakon procedure s obzirom na bazalne vrijednosti, ali je zato zabiljeZen znacajan
porast 14 dana nakon procedure, neovisno o tome je li se radilo o intervenciji ili dijagnostickoj
proceduri (68).

Istrazivanje koje su proveli Vukajlovi¢ i sur. pomoc¢u komet testa na limfocitima iz periferne
krvi potvrdilo je vecu razinu oStecenja DNA kod bolesnika s akutnim koronarnim sindromom
u usporedbi sa zdravim kontrolama, a takoder i1 ve¢u razinu oSte¢enja DNA 1 kromosoma nakon
PCI u usporedbi s bazalnim razinama koja je korelirala i bila proporcionalna s dozom zracenja

tijekom PCI (66).
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1.3. Uloga glikokaliksa i glikana

Endotelne stanice u krvnim zilama su oblozene tankim slojem negativnog naboja koji je bogat
glikanima i naziva se glikokaliks (69). Ideja o tankom endotelnom kapilarnom sleju se pocela
razvijati jo§ 1940. godine, no nije ga bilo moguce vizualizirati prije upotrebe elektronskog
mikroskopa 1966. godine (70-72). Opcenito u zivim organizmima, pa tako 4 kod €ovjeka
glikokaliks ima ulogu barijere izmedu lumena i intime krvne Zile, isto tako je vazamza prijenos
informacija izmedu ta dva odjeljka te na taj nacin $titi organizam '0d invazije raznih patogena,
te takoder, regulira adheziju leukocita i prevenira trombozu (73-76).

Sastavnice glikokaliksa sintetiziraju se u endotelnim stanicama 1 Bivaju izlucene na povrsinu
stanice u strukturi kojoj skelet cine proteoglikani, glikoproteini i glikolipidi, dok se
glikozaminoglikani vezu kao bo¢ni lanci na jezgru proteina (62,63). Zastupljeno je pet tipova
glikozaminoglikana, od kojih heparan sulfat ima najvisi udio i ¢ini 50 do 90%, potom slijede
hondroitin sulfat i hijaluronska kiseline te manje zastupljeni keratan sulfat i dermatan sulfat
(78). Strukturni glikoproteini su adhezijske molekule i ukljuc¢uju obitelji selektina i integrina
koji posreduju izmedu endotelnih, stanica, leukocita, trombocita, i izvafistanicnog, matriksa te
molekule superobitelji imunoglobulina sa svojim transmembranskim demenama kao $to su
medustani¢na adhezijska molekula 1 i 2 (engl. Intercellular Adhesion Molecule 1'and 2, ICAM
11 2), vaskularna adhezijska molekula 1 i 2 (engl. Vascular CelldAdhesion Molecule 1 and 2,
VCAM 1 i2) i trombocitna/endotelna adhezijska molekula & (engl. Platelet Endothelial Cell
Adhesion,Molecule 1;PECAM 1) (79).

Glikani su vezani na proteine (proteoglikani i glikeproteini) i lipide (glikolipidi) u gelu
glikokaliksa, a mogu biti vezani i za RNA i nalaziti se na‘povrsini stanice. Ukljuceni Su u skoro
sve.molekularne interakcije na stani¢noj povrSini i medustani¢cnom prostoru, a SVvojom su
gradom povezani s fiziologijom organizma i patofiziologijom bolesti (80). Sastav glikokaliksa
proizlazi iz brojnih interakcija'i preklapanjaenzimskih puteva te je odraz procesa uklju¢enih u
metabolizam stanice i nije primarni produkt gena (81).

Glikozilacija je proces kojim dolazi do vezivanja slozenih Secernih struktura na proteine i lipide
djelovanjem enzima glikoziltransferaza (82). To je najcesca kotranslacijska i postranslacijska
modifikacija proteina. Razlikujemo dva osnovna tipa vezivanja: N-glikozilacija 1 O-
glikozilacija koje se odvijaju u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu; te rjede
zastupljene C-glikozilacija i S-glikozilacija i na kraju ne-enzimska glikacija (83-85). N-
glikozilacijom se kovalentno vezu N-acetilglukozamin (GIcNAC) s dusikom iz amida (NH2)

aminokiselinskog ostatka asparagina (Asn) te tako nastaju N-vezani glikani (GIcNAcB1-Asn).
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Opisano je pet tipova N-glikanskih veza, od kojih je GlcNAcB1-Asn najéesci tip N-glikanske
veze (86). O-vezani glikani nastaju vezivanjem najceS¢e N-acetilgalaktozamina (GalNAc) s
kisikom iz hidroksilne skupine (OH) aminokiselinskih ostataka serina (Ser) ili treonina (Thr),
a rjede se radi o vezivanju s N-acetilglukozaminom (GIcNAc), manozom i fukozem (82).
Strukturno u svojoj jezgri N-vezani glikani imaju dva N-acetilglukozamina (GIcNAg) ed kojih
je jedan na svom Kkraju vezan za asparagin (Asn) dok se na drugi nastavlja grananje u‘svom
osnovnom obliku s tri manoze (Man3GIcNAc2Asn). Nadogradnjom grana na osnovnu
strukturu (Man3GIcNAc2Asn) nastaju tri tipa N-glikana: oligomanozni, kompleksni i hibridni
tip. U oligomanoznom tipu su na osnovni oblik dodane manoze. Kompleksni tip ima grane koje
pocinju s N-acetilglukozaminom, dok je hibridni tip kambinacija prethodna dva tipa tako da
ima jednu granu koja pocinje s N-acetilglukozaminom i drugu granu s manozama (87). Slijed
N-glikoziliranog proteina je opisan formulom Asn-X-Ser/Thr, gdje X moze biti bilo koja
aminokiselina osim prolina (Pro) (88). U jednom proteinu moze biti vezano vise razlicitih
glikana te tako nastaju nove i drugacije, glikoforme iste molekule bilo da se radi o
makroheterogenosti — vezanje glikana na razli€ita glikoziliraju¢a vezna mjesta na proteinu ili
mikroheterogenosti — vezanjé razlicitihglikana na glikoziliraju¢em veznom mjestu na proteinu
(89,90). Upravo su profajene koje rezultiraju razli¢itim glikoformama, molekula u fokusu
istrazivanja nastanka.i razvoja bolesti kao potencijalnih biljega za“otkrivanje, prognozu i
lijeCenje bolesti (91).

U ljudskojaplazmic oko polovica ukupnih proteinasje N-glikozilirana $to se odrazava na
sklapanje,. topivost, razgradnju, izluc¢ivanje i aktiv¥nost preteinai govori o bioloskoj vaznosti
samog procesa, (92)xGlikozilaciji podlijezu svi proteini plazme i albumin kao najzastupljeniji
plazma protein, za kojeg se dugo smatralo da“je,neglikozilirani plazma protein, no albumin
podlijeze nekanonskoj N-glikozilaciji na Asn'?® i /Asn®® (93). U populaciji razli¢itih osoba i
glikozilacija proteina je razlicita, no kod jedne jedinke je stabilna te se u organizmu mijenja
owisno o dobi i stilu zivota, i razli¢ita je ovisno o spolu (94-96). Lako dostupni bioloski uzorci
za analizu glikozilacije proteina su plazma, serum i slina.

Rane promjene 1gG N-glikana sa smanjenom galaktozilacijom i sijalizacijom su zabiljeZzene
godinama prije dijagnoze reumatoidnog artritisa (97). Patofizoloska povezanost bolesti s
izmijenjenom glikozilacijom proteina opisana je kod nastanka zlocudnih, autoimunih i upalnih
bolesti (98-100). Molekula imunoglobulina, pa tako i 1gG, sastoji se od dva teSka i dva laka
lanca, koja se dijele na regiju koja veze antigen (engl. Fragment antigen-binding, Fab) i regiju
s kristaliziraju¢im fragmentima kojom se veze za Fc receptor na stanici (engl. Fragment

crystallizable, Fc), tako da na jednu Fc regiju dolaze dvije Fab regije. Tipi¢no vezno mjesto za
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N-glikane je Fc regija na teskim lancima 1gG. Fc regija IgG je u interakciji s Fc receptorom na
povrsini stanice te je bilo koja promjena u obrascu glikozilacije povezana s izmijenjenim
imunoloskim odgovorom (101). Glikozilacija Fab regije je opisana u 15 do 25% slucajeva
(102,103). Osim brojnih bolesti u kojima je dokumentirana promijenjena glikozilacija 1gG,
takoder su fizioloSki procesi kao starenje i trudno€a povezani s promijénjenim Obrascem
glikozilacije pa je tako starenje negativno povezano s galaktozilacijom dok u/trudnoéi raste
galaktozilacija i sijalizacija IgG, moguée radi smanjenja imunoloskeg odgovora majke na dijete
(104).

Poznato je da su predilekcijska mjesta za razvoj aterosklerotskogplaka wkevnim zilama upravo
ona na kojima je promijenjeni tok krvi zbog bifurkacije ili tortaoziteta krvne zile sto dovodi do
povecanog stresa mehanickom frikcijom krvi na yaskularnu stijenku uslijed sile smicanja. Na
takvim mjestima dokazano je stanjenje sloja glikokaliksa zbog povecane aktivnosti
proteolitickog enzima sedaze koja cijepa strukturne membranske proteine (105). Nadalje, kod
bolesnika koji imaju koronarnu bolest  srca utvrdena je smanjena debljina“endotelnog
glikokaliksa i visa razina hijaluronske kiseline upkoronarnim arterijama te4e,promjena bila u
korelaciji s prosirenos¢u bolesti;dok je u bolesnika s poviSenim vrijednostima krvnog tlaka
ostecenje glikokaliksa bilo u korelagiji s krutoscu arterija (106,107). U.istrazivanju koje su
proveli Menni i sur.je.pokazano da je promjena N-glikana IgG.povezana s povecanim rizikom
za razvoj aterosklerotske kardiovaskularne bolesti, na nacin da su‘srzno fukozilirani N-glikani
IgG bili povezani sviSim rizikom za razvoj bolesti, dokje protektivni i'protuupalni u¢inak imala
sijalizacija N-glikana lgG (108).

Promjene glikema su zabiljezene kod bolesnika s akutnim stéanim infarktom, bez obzira radi
li se @ STEMLili NSTEMI sré¢anom infarktu, u ednosu na populaciju bez infarkta, rezultati koji
su bili usporedivi s uobicajenim biljezima za dijagnozu i prognozu bolesti kao §to su visoko
osjetljivi troponin T (engl. High Sensitivity Troponin T, hs troponin T) i N-terminalni
prohormon B tipa natriuretskag, peptida (engl. N-terminalni proBrain Natriuremic Peptide,
NTproBNP) (109). Istrazivanje s glikanima na populaciji bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 2
ukazalo je i na spolne razlike prema profilu N-glikana 1gG i riziku za kardiovaskularnu bolest
(110).

Ispravna glikozilacija iznimno je vazna za funkciju bubrega. Prva prepreka koja zaustavlja
propustanje proteina i makromolekula iz glomerula je sloj endotelnih stanica koji u sebi ima
pore veli¢ine 60 - 80 nm (111). Takve endotelne pore su prevelike za albumine (dijametar 3,6
nm) koji bivaju zaustavljeni slojem glikokaliksa koji oblaze endotelne stanice i pore Sto Cini

glomerularnu membransku barijeru visoko selektivhom (112).
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Pokazano je da promijenjena aktivnost enzima heparanaze koja razgraduje heparan sulfat
prisutan u glikokaliksu sto dovodi do povecéane propusnosti glomerularne membrane, a takoder
je dosadasnjim istrazivanjima potvrdena povezanost 0vog enzima s razvojem fibroze bubrega,
pogotovo kod dijabeticke nefropatije (113,114). Esposito i sur. su u svom istraZivanju otkrili da
je izmijenjena N-glikozilacija proteina nefrina iz podocita rezultirala promjenom citoskeleta s
posljedi¢nim poremecajem u filtracijskoj funkciji (115). Na animalnom“modelu mutacija
enzima ukljucenih u sintezu sijalinske kiseline uzrokovala je cijepanje glomerularnesmembrane
s posljedi¢nom proteinurijom (116). Istrazivanje koje su proveli Barrios i sur. je identificiralo
promjene 1gG N-glikozilacije koje su bile povezane s bubreznem bolesti<umjerenog stupnja
a17).

1.4. Inhibitori natrij—glukoza kontransportera 2 (SGLT2 inhibitori)

Inhibitori natrij-glukoza kotransportera2 (englsSodium-glucose cotransporter 2 inhibitors,
SGLT?2i) su novi lijekovi zafSniZzavanje glukoze u krvi koji inhibiraju feapsorpeiju glukoze u
proksimalnom tubulu u babrezima. Uzsnizavanje glukoze u krvi, dodatni u¢inci su im redukcija
tjelesne tezine i visceralne pretilosti, snizavanje tlaka i pobolj$anje lipidnog profila (118).

U organizmu su dva glavna natrij-glukoza kotransportera SGLT1 i .SGLT2 (engl. Sodium-
glucose cotransporter 1/2), oba se nalaze u bubregu.SGLT2 je najviSe zastupljen u bubregu
(S1i S2,segment proksimalnog tubula) i zasluzange za 90% renalne reapsorpcije glukoze, dok
SGLT1 dominira'u tankom crijevu i udio renalne reapsorpcijeiglukoze je do 10% (S3 segment
proksimalnog tubula) (119). Izuzev toga, SGLT2, naden je u mozgu, jetri Stitnjaci, skeletnim
misi¢cima1 gusteraci, a SGLT1 u skeletnim misi¢ima, srcu, dusniku, mozgu, prostati i testisima
(120). Gen koji kodira SGLT2 je SLC5A2 (engl. Solute carrier family 5, member 1) na
kromosomu 16p11.2, a gen za SGLT1 je SLE5A1 na kromosomu 22p13.1 (121).

Prvi inhibitor SGLT2 koji je usao wu.upotrebu je dapagliflozin u dozi od 10 mg, a koji se
dominantno izlu¢uje bubregom 1 zahtijeva redukciju doze za 50% kod bolesnika sa zatajivanjem
jetre, nakon njega je slijedio empagliflozin, najselektivniji za SGLT2 receptore s maksimalnom
dnevnom dozom od 25 mg i dvojnim putem eliminacije lijeka iz organizma — 55% bubreg i
40% jetra (122).

U istrazivanjima s kardiovaskularnim ishodima kod bolesnika sa ili bez Secerne bolesti primjena
SGLT2i bila je povezana sa smanjenjem kardiovaskularne i ukupne smrtnosti i hospitalizacija

zbog sréanog zatajivanja, a pokazan je i pozitivan ucinak u ocuvanju funkcije bubrega u
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studijama s renalnim ishodima kao $to su smanjenje albuminurije i incidencije bubreznog
zatajivanja (123,124). Mehanizam tako raSirenog pozitivnog uc¢inka u smislu prezivljavanja i
bolje funkcije organa predmnijeva i antioksidacijsko djelovanje. Predlozeno je nekoliko
mehanizama odgovornih za protektivni renalni u¢inak SGLT2i: smanjen oksidaeijski stres u
proksimalnim tubulima bubrega, redukcija upale i fibroze, smanjena aktivacija simpatickog
ziv€anog sustava i poboljsana funkcija mitohondrija (125). Budu¢i da SGLT2 nije eksprimiran
u ljudskom srcu, predlozeni mehanizmi kardioprotektivnog ucinka ukljucuju.osmotsku diurezu,
natriurezu, pobolj$anu renalnu funkciju, sniZzenje krvnog tlaka, pobeljsanu vaskularnu funkciju,
reduciranu produkciju proinflamatornih citokina i smanjenje razinehusiéne kiseline (126).
Dodatno, SGLT2i imaju sposobnost redukcije oksidacijskog stresa izazvanog Vvisokim
razinama glukoze u srcu i bubrezima te kao potencijalni antioksidansi pruzaju direktni
renoprotektivni i kardioprotektivni uéinak. Uz to, smanjuju produkciju slobodnih radikala i
povecavaju ekspresiju antioksidacijskih sustava kao sto su superoksid dismutaza i glutation
peroksidaza (127).

Oksidacijski stres aktivira mnostvo transkripcijskih faktora koji dovode do ekspresije kemokina
i proupalnih citokina. Redukeijom,oksidacijskog stresa SGLT2i.smanjuju upalukrez regulaciju
transkripcijskih ¢imbenika spomenutih kemokina 1 citokina. Uz eve direktne protuupalne
ucinke, SGLT2i smanjuju upalu regulacijom aktivnosti renin-angiotenzin sustava, promjenom
tkivne hemodinamike idravnoteze redoks sustava (128).

Istrazivanjasantioksidacijskog djelovanja SGLI2i noyvijeg su datuma i zapocela su prvenstveno
na animalnim dijabetickim modelima i stani¢éniméulturama (129). Protektivni u¢inak SGLT2i
na Stani¢noj kulturi,misjih endotelnih stanica pokazan je kroz smanjenje unosa glukoze u
stanice i posljedicne proizvodnje ROS u mitohendrijima (130). Uc¢inak empagliflozina na
biljege oksidacijskog stresa istraZen je i na sréanom tkivu dijabeti¢kih miseva, gdje je zabiljeZen
porast lipidnih hidroperoksida i malondialdehida uz smanjenje razine superoksid dismutaze i
glutation peroksidaze kod netretiranih miSeva u usporedbi s onima tretiranim empagliflozinom
(131). U istoj je studiji pokazano dastretman empagliflozinom suprimira nastanak fibroze
inhibicijom TGF-B/SMAD signalnog puta. Pozitivan ucinak empagliflozina potvrden je u
studiji na dijabetickim sréanim endotelnim stanicama mikrovaskulature, gdje je tretman
empagliflozinom smanjio razine mitohondrijskih i unutarstani¢nih ROS (132). Klinicke studije
zapocele su na bolesnicima sa sr¢anim zatajenjem gdje je zabiljeZen pozitivan u¢inak SGLT2i
na tijek 1 prognozu bolesti, iako s joS uvijek nerazjaSnjenim mehanizmom. U istrazivanju koje

su proveli Kondo i sur. pokazano je kako SGLT2i reduciraju aktivnost NADPH oksidaze putem

15



AMPK/Racl signalnog puta te suprimiraju apoptoti¢ne i upalne kaskade u humanom miokardu

(133).
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2. CILJRADA

Koronarna angiografija je dijagnosticka metoda koja je sama po sebi invazivna i izaziva stres

kod bolesnika te naruSava redoks homeostazu i bubreznu funkciju.

Glavni cilj istrazivanja je utvrditi moze 1li jedna doza SGLT

primijenjenog prije elektivne dijagnosti¢ke koronarne angiografije sm
Sekundarni ciljevi su:

1. Odrediti promjenu ukupnog oksidacijskog i antio eta plazme prije i
poslije pretrage.

2. Odrediti ostecenje DNA prije i poslije pr
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3. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Primjena jedne doze SGLT2i empagliflozina prije elektivne koronarografije dovest ¢e do

smanjenja oksidacijskih osteCenja te smanjenja stupnja rane bubrezne ozljede,u odnosu na

bazalnu funkciju ¢ime ¢e se zaStiti bolesnik 1 anulirati oSte¢enja uzrok@vana

pretragom. E
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4. MATERUALI I METODE

4.1. Ispitanici

Rad je izveden u Opcoj bolnici ,,Dr. Josip Benéevi¢® u Slavonskom Brodu. Ispitivanje je
provedeno prospektivno i u skladu sa smjernicama dobre klinickeyprakse (Good  clinical
practice, European Union Directive 2001/20/EC) i Helsinskomskonveneijom te’je dobilo
suglasnosti od Etickog povjerenstva Opce bolnice ,, Dr. Josip Ben€evi¢* (br.04000000/23-65),
Etickog povjerenstva Instituta za medicinska istraZivamja i medicinugtada u Zagrebu i
Bioetickog povjerenstva Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu. IstraZzivanje je ukljucilo 60
bolesnika (starosti 18 godina i viSe) upucenih na elektivnu korenarnu angiografiju u Opcu
bolnicu ,,Dr. Josip Bencevic¢* u Slavonskom Brodu'ed\5. listopada 2023. godine do 29. sije¢nja
2024. godine.

Iskljuéni kriteriji bili su: (1) kroni¢né bubrezno zatajivanje (€GFR < 30 ml/min/1,78 m?), (2)
teSka sr¢ana insuficijencija (NYHA IV),(3) akutni koronarni sindrom ili elektivna PClunazad
6 mjeseci, (4) aktivna maligna bolest, (5).akutne upalne bolesti, (6) autoimuna bolest, 7)
kroni¢na terapija SGLT2i, (8) pacijenti sa Secernom bolesti, (9), pacijenti sa sindromom
zatajivanja srca s reduciranomiejekcijskom frakcijom i 10) ocekivano trajanje zivota manje od
12 mjeseci.

Ispitanicima su nafjima razumljiv nacin objasnjeni ciljevi, plan istraZivanja i njihova uloga u
istrazivanju. Svaki i1spitanik je imao dovoljno vremena da na miruprocita informirani pristanak
i nakon $to je edlucie da je suglasan, samostalno je potpisao i datirao informirani pristanak.
Nakon, potpisivanja informirane suglasnosti ispitanici su randemizacijom podijeljeni u dvije
skupine: (1) ispitivana skupina (standardna skrb +primjena jedne doze empagliflozina od 10
mg peroralno u medicinski kontroliranim uvjetima 2 sata prije koronarografije) i (2) kontrolna
skupina (standardna skrb).

Potom se pristupalo ispunjavanju upitnika osmisljenog za ovo istrazivanje koji ukljucuje
navike, datum zadnje menstruacije za zene, povijest bolesti i kroni¢nu terapiju lijekovima.
Izostanak menstrualnog krvarenja 12 mjeseci i vise je bio kriterij za postmenopauzu. U obrazac
liste provjere koji je osmisljen za istrazivanje upisivani su: broj randomizacije, spol, dob,
inicijali ispitanika, tjelesna tezina (kg), tjelesna visina (cm), indeks tjelesne mase (ITM, kg/m?),
vrijednosti krvnog tlaka (mmHg) i pulsa, podatke iz fizikalnog nalaza, EKG, vrijeme davanja

premedikacije, postupak i vremena uzorkovanja krvi (t0, t1 i t2), vrijeme pocetka koronarne
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angiografije, pristup i karakteristike procedure: (FT, DAP, vol. CM), obiljezavanje, ¢uvanje i

transport uzoraka na -80°C.

4.1.1. Uzorkovanje klini¢kih parametara

Nakon ispunjavanja upitnika pristupilo se sakupljanju uzoraka za istrazivanje.

Krvni tlak se mjerio nakon mirovanja od 5 minuta, izvrSena su tri mjerenja u'razmaku od jedne
minute u sjede¢em polozaju na desnoj ruci. Vrijednost krvnogitlaka racunala se kao srednja
vrijednost drugog i tre¢eg mjerenja. Koristio se tlakomjer Omron M6 Comfort® s orukvicom
22 - 42 cm. Tjelesna tezina i visina mjerile su se na najblizih 0,1 kg'i 0,1 cm na SECA® vagi i
visinomjeru. Indeks tjelesne mase (ITM) se racunao kao omjer tezine i visine? (kg/m?).
Vrijednosti >25 kg/m? oznadavaju prekomjernu tjelesn, tezinu dok vrijednosti >30 kg/m?
oznacavaju pretilost.

Nakon toga svim se ispitanicima snimao elektrokardiogram (EKG) i postavljae periferni venski
put (intravenska kanila, Vygonule V, PTFE,20 G, vanjski dijametar 11 mm, duljine 32 mm,
brzina protoka 60 ml/min) sto je standardna procedura za sve bolesnike koji se podvrgavaju
elektivnoj koronarnoj.angiografiji.

Venska krv, natasSte, uzorkovana je za bazalne (t0) vrijednosti hematoloskih i biokemijskih
parametaraaeritaciti (E), hemoglobin (Hb), hematoksit (Hte), leukoeiti (L), trombociti (Tr),
glukoza.u.plazmi (GUP), urea, kreatinin, kalij (K)ynatrij (Na), kloridi (CI), bilirubin, aspartat-
amino transferaza (AST), alanin-aminotranSferaza (ALT), »alkalna fofataza (AF), gama-
glutamil transferaza’ (GGT), ukupni kolesterol, (TC), lipoprotein niske gusto¢e (LDL),
lipoprotein visoke gusto¢e (HDL), trigliceridi (Tg), zeljezo (Fe), nezasiceni kapacitet vezanja
zeljeza (UIBC), ukupni kapacitet vezanja zeljeza (TIBC), feritin, visoko osjetljivi C-reaktivni
protein (hs CRP), glikozilirani hemoglobin(HbA1c), visoko osjetljivi troponin I (hs troponin
1), vitamin D, paratireoidni hormeny(PTH), tireotropni hormon (TSH), ukupni kalcij (uCa),
ionizirani kalcij (iCa), fosfati (P). Kompletna krvna slika je analizira na SYSMEX XN-1000®
hematoloskom analizatoru s fluorescentnom proto¢nom citometrijom. Vitamin D i hs troponin
| su odredivani kemiluminiscentnim imunokemijskim testom na ALINITY® imunokemijskom
analizatoru (Abbott). Hemoglobin Alc u venskoj krvi odredivao se na DxC 700 AU®
biokemijskom analizatoru. Biokemijski parametri hs CRP, GUP, TC, Tg, HDL, LDL, Fe i
UIBC odredivali su se na biokemijskom dijelu integriranog ALINITY® sustava (Abbott).
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Procjena bubrezZne funkcije vrsila se eGFR kalkulatorom CKD-EPI i izrazena je u ml/min/1,73
m2.

Iz bazalnog venskog uzorka separirala se plazma za odredivanje ukupnog oksidacijskog
kapaciteta (TOC, engl. Total Oxidative Capacity), ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC,
engl. Total Antioxidant Capacity) i N-glikana IgG i ukupnih proteina plazme te puna krv za
alkalni komet test.

Koronarna angiografija izvodila se standardno, transradijalnim ili transfemoralnimspristupom.
Prije koronarografije svi su ispitanici dobili diazepam peroralno u dozi od'5S mg (uobi¢ajena
premedikacija). Koristile su se standardne dijagnosti¢ke’ uvodnice indijagnosticki kateteri
veli¢ine 5 ili 6F. Za lokalnu anesteziju se standardno supkutano daje.1 ml 2% lidokainklorida.
Kontrastni medij je bilo neionsko, dimerno, heksajodirang, vodotopivo kontrastno sredstvo
(Visipaque 320 mg I/ml). Volumen utro$enog kontrasta po koronarnoj angiografiji prikazan je
u mililitrima (ml). Doze zracenja koje su ispitanici primili tijekom koronarne angiografije
(Siemens Artis Zee) mjerene su vremenom fluoroskopije u minutama (engl. Fluoroscepy Time,
FT) i umnoskom doze i povrine tijekom@ostupka u nGy/m? (engl. Dose Aréa Product, DAP).
Uvodnica se nakon dijagnosticke koronarne angiografije vadi odmah iza postupka.

Drugi uzorak venske krvin(tl) je uziman 4 sata (=15 min) iza koronarne angiografije za TOC,
TAC i komet test.

Tre¢i uzorak venske Krvi (t2)7Je uziman 24 (£15min)’ nakon koronarne angiografije za

odredivanjekreatinina, TOC, TAC, N-glikana.lgG i ukupnih.proteina plazme te komet test.

Tijekistrazivanja, s ukljucivanjem ispitanika i“vremenskim tockama uzorkovanja krvi je

prikazan na slici 2.
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Elektivna
koronarografija

&0 |5p|tan|ka
potpisana
informirana
suglasnost,
randomlzacua

\

/

Standardna skrb +
empagliflozin,
30 ispitanika: ITM,
KT, EKG.

t0- venska krv,
nataste:
hernatoloski i
biokemijski

parametri,
OC/TAC, N-glikani
i komet test

Koronarna
angiografija 2 sata
+/- 30 min iza
premedikacije

tl- 4 sata +/- 15
min iza koronarne
angiografije:
TOC/TAC i komet

test P,

L
2- 24 sata +/- 15
min iza koronarne
angiografije:
kreatinin, TOC/
TAC, N-glikani i
komet test J

Standardna skrb,
30 ispitanika: ITM,
KT, EKG.

Iskljugni kriteriji

|

t0- venska krv,
nataste:
hermatoloski i
biokemijski

parametri,
TOC,/TAC, N-glikani
i komet test

Koronarna
angiografija 2 sata
+/- 30 min iza
premedikacije

ti- 4 sata +/- 15
min iza koronarne
angiografije:
TOC/TAC i komet
test

t2- 24 sata +/-15
min iza koronarne
angiografije:
kreatinin, TOC/
TAC, M-glikani i
komet test

Kronitno bubreZno zatajivanje
eGFR < 30 ml/min/1,73m2,
tesko sréano zatajivanje NYHA
IV, akutni koronarni sindrom ili
elektivna perkutana koronarna
intervencija unazad & mjesed,
aktivna maligna bolest, akutne
upalne bolesti, autoimuna
bolest, kroniéna terapija
SGLT2 inhibitorima, pacijenti
sa Secernom bolesti, pacijenti
sa sindromom zatajivanja srca
5 reduciranom ejekcijskom
frakcijom, ofekivano trajanje
Zivota < 12 mjeseci.

Slika 2. Dijagram prikazuje tijek provedenog istrazivanja.
ITM = indeks tjelesne mase; KT = krvni tlak; EKG = elektrokardiogram; TAC = ukupni

antioksidacijski kapacitet; TOC = ukupni oksidacijski kapacitet. Nacrtano pomocu alata

draw.io.

22




Uzorci plazme i pune krvi za odredivanje TOC, TAC, N-glikana i komet test zamrznuti su na -
80°C. Kada su prikupljeni svi uzorci, zajedno su transportirani u kriogenom okruzenju na -80
°C u Institut Ruder Boskovi¢ (TOC, TAC), Genos d.o.o. (N-glikani IgG 1 ukupni proteini

plazme) i Institut za medicinska istrazivanja (komet test) u Zagrebu.

Tijek istrazivanja u odnosu na lokacije i transport uzoraka je prikazan na slici 3.

Opca bolnica "Dr.
Josip Benedevic",
elekfivna
koronarografija

icki Cenfrifuga
Bolnicki
laboratorij 1620 x g/ 10 min ]
2700 x g/10 min

Ultra low freezer ]

ransport u
kriogenom
okruzenju

Institut za medicinska
istrazivanja i medicinu
rada

Institut Fuder
Bogkovic

Genos d.0.0.

Slika 3. Dijagram prikazuje tijek provedenog istrazivanja u odnosu na lokacije i transport
uzoraka. HZJZ = Hrvatski zavod za javno zdravstvo Brodsko — posavske zupanije. Nacrtano

pomocu alata drawio.io.
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4.2. Laboratorijske metode

4.2.1. Ukupni oksidacijski kapacitet (TOC)

Uzorci venske krvi, uzeti u sterilnim uvjetima u epruvetu s heparinom (zeleni cep)
centrifugirani su na 1620 x g na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta te je iza'toga odvojeno 0,5
ml plazme u krioepruveticu (obiljezenu kriomarkerom) i odmah spremiljeno na*-80 °C u
kriokutiju. Kada su skupljeni svi uzorci, organiziran je prijevoz na -80°C uWlnstitut Ruder
Boskovi¢ gdje su uzorci pohranjeni na -80°C.

Temeljni princip odredivanja ukupnog oksidacijskog kapacitetavili odredivanja ukupnog
peroksida je reakcija endogenog peroksida (H202) s peroksidazoms Prilikom reakcije dolazi do
oksidacije tetrametil-benzidina (TMB) koji je kromogeni supstrat i nastaje plavo obojenje
(134). Sto je vise peroksida u uzorku, intenzivnija je reakcija s peroksidazom i intenzivnije
oksidiranje TMB boje sto se vidi kao plava,boja oksidiranog TMB. Dodatkom stop otopine
(sumporna kiselina, 2 M H2SO4) zaustavlja se reakcija i plava boja proporcienalno postajezuta.
Intenzitet boje se spektrofotometrijski mjerisa citacu mikroplo¢ica na @50 nm-kao vrijednost
absorbancije (A) Sto jedisa vrijednost absorbancije, to zna¢i da manji postotak svjetla biva
transmitiran kroz uzorak. Kvantifikacija endogenog peroksida.se vr$iu ednosu ha standardnu
krivulju, s razli¢itim razrjedenjima vodikovog peroksida. Vrijednosti. TOC se izrazavaju kao
ekvivalent H.O2 uM.

4.2.1.1. Priprema standarda peroksida

Za odredivanje TOC najprije su se pripremila razli¢ita razrjedenja peroksida, tzv. standardi

(Fablica 1). Standardi su pomijesani nepostedno prije kapanja i drzani na ledu (4 °C).
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Tablica 1. Priprema razlic¢itih koncentracija vodikovog peroksida (standarda) za odredivanje

ukupnog peroksida u plazmi.

Standard Koncentracija H202 Volumen H202 (nL) Volumen H20 (pL)

(mM)
1 0 0 0
2 0,125 500 0,250 mM 500
3 0,250 500 0,5 mM 500
4 0,5 500 ImM 500
5 1 100 100 mM 9900
100 mM 10 uL 30% 969 b

4.2.1.2. Priprema reakcijske mjesavine

Reakcijska mjesavina za 96 jazica pripremljena je mijesanjem 20 ml pufera, 200 uL supstrata i
20 uL peroksidaze (1000:10:1). Nakon Stonje napravljena, reakcijska mjeSavina ‘meze stajati

najvise do 15 min. U svaku jazicu se kapalo 200,uL reakcijske mjesavine.

4.2.1.3. Postupak analize

Sam postupak izveden je na nacin da se prvo_pipetiralo 10 .yl standarda, kontrole i uzoraka
plazme _u svaku jazicu, nakon ¢ega se unutar jedne minute dodavalo 200 pL reakcijske
mjeSavine po jazici. Slijedilo je mjerenje 1« absorbancije na 450 nm te potom inkubacija
mikroplocice kroz 20 minuta nakon ¢ega se dodalo 50 ul stop otopine u jazice. Poslije 2-3 min
mikroplo€ica se lagano protresla kako bi se boja u jazieil ravnomjerno raspodijelila. 1za toga se
ocitavala 2. absorbancija na 450 nm. Rezultat je razlika o€itane absorbancije izmedu drugog
(20) 1 prvog (1.) mjerenja (2.A=1.A).

4.2.2. Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC)

Uzorci venske Kkrvi, uzeti u sterilnim uvjetima u epruvetu s heparinom (zeleni cep)
centrifugirani su na 1620 x g na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta te je iza toga odvojeno 0,5

ml plazme u krioepruveticu (obiljezenu kriomarkerom) i odmah spremljeno na -80 °C u
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kriokutiju. Kada su skupljeni svi uzorci, organiziran je prijevoz na -80°C u Institut Ruder
Boskovi¢ gdje su uzorci pohranjeni na -80°C.

Mjerenje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta temelji se na reakciji endogenih antioksidansa
s vodikovim peroksidom (135). Plazma se inkubira s vodikovim peroksidom kojeg uklanjaju
endogeni antioksidansi. lza toga slijedi reakcija preostalog vodikovog peroksida s
peroksidazom i dodatak tetrametil-benzidina (TMB). Obzirom »da prisutni endogeni
antioksidansi uklanjanju peroksid tijekom inkubacije, sto je vise antioksidansau plazmi to ¢e
manje biti preostalog peroksida te ¢e reakcija s peroksidazom biti slabija. Posljedi¢no ¢e plavo
obojenje zbog oksidiranog TMB biti slabijeg inteziteta. Reakcija se zaustavlja stop otopinom
(2 M H2SO4) i plava boja proporcionalno prelazi u Zzutu. Intenzitet boje se mijeri
spektrofotometrijski na &ita¢u mikroplodica na 450 nm. Sto je viSe antioksidansa prisutno u
uzorku, to je niZa izmjerena absorbancija (A). Kvantifikacija ukupnih antioksidansa odreduje
se u odnosu na standardnu krivulju s razli¢itim razrjedenjima mokraéne kiseline (MK) koja je
jedan od glavnih endogenih antioksidansa u krvi. Vrijednosti TAC izrazavaju se kao ekvivalent
mokrac¢ne kiseline u uM. Visa vrijednost ekvivalenta mokra¢ne kiseling znaci da"je,vise

antioksidansa prisutno u uzorku.

4.2.2.1. Priprema standarda mokracne kiseline

Za odredivanje:T AC najprije su pripremljena razli¢ita razrjedenjamokraéne kiseline, standardi
(Tablica 2). Inicijalno je izvagan 0,01 gram mokracnekiseline,i otopljen u 900 uL vode (H20)
i 100,uL natrijeva hidroksida (10 M NaOH ) ¢ime se dobila 'koncentracija standarda od 10
mg/mL mokracne kiseline. Standardi su pomijesani neposredno prije kapanja i drzani na ledu
(4°C).
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Tablica 2. Nacin pripreme razli¢itih koncentracija mokraéne kiseline (standarda) za odredivanje

ukupnog antioksidacijskog kapaciteta.

Standardi  Koncentracija Koncentracija Volumen MK Volumen Hz20
MK MK (uL) (uL)
(mg/mL) (mM)
1 0 0 0 0
2 0,0188 0,0938 500 500
3 0,0375 0,1875 500 500
4 0,075 0,375 500 500
5 0,125 0,75 500 500
6 0,25 15 500 500
7 0,5 3 500 500
8 1 6 500 500

4.2.2.2. Priprema reakcijskih mjesavina A i B

Za TAC se pripremaju dvije reakcijske mjesavine.

Reakcijska mjesavina A za 96 jazica dobivena je mijesanjem 10.mL puferske otopine (Citratni
pufer) i 10 uL 30% peroksida (H20z2);(1000:1). U svaku je jazicu stavljeno 100 uL reakcijske
mjeSavine A.

Reakcijska mjesavina Biza 96 jazica je pripremljena mijesanjem 5.mL puferske otopine (citratni
pufer), 50 .ulL supStrata i Sul peroksidaze, (1000:10:1). . Dodavano je 50 pL reakcijske

mjesSavine B poyjazict. Nakon Sto se naprave reakeijske mjesavine A'i B, stabilne su 15 minuta.

4.2:2.3."Postupak analize

Prvo se pipetiralo 25 uL standarda, kontrole. uzoraka plazme po jazici, nakon toga je slijedilo
dodavanje 100 pL reakcijske mjesavinedA po jazici unutar jedne minute. Potom se pricekalo 3
minute i ocitavana je 1. absorbancija na 450 nm. Slijedilo je dodavanje 50 pL reakcijske
mjesavine B po jazici, takoder unutar jedne minute. Inkubacija mikroplocice trajala je 15
minuta. Potom je dodano 50 pL stop otopine u jazice i nakon 2-3 minute mikroplocica se lagano
potresla kako bi se boja ravnomjerno raspodijelila te je iza toga ocitana 2. absorbancija na 450
nm. Rezultat je dobiven razlikom o¢itane absorbancije izmedu drugog (2.) i prvog (1.) mjerenja
(2.A-1A).
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4.3. Analiza N-glikana

Uzorci venske krvi, uzeti u sterilnim uvjetima u EDTA epruvetu centrifugirani su na 1620 x g
na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Iza toga se odvojila plazma koja je centrifugirana na
2700 x g na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta te je potom 0,5 ml plazme stavljeno u
krioepruveticu (obiljezenu kriomarkerom) i odmah spremljeno na -80 °C u kriokutiju. Kada su
skupljeni svi uzorci, organiziran je prijevoz na -80°C u Genos d.o.0. gdje su uzor¢ispohranjeni
na -80°C.

Priprema uzoraka i analiza N-glikana je radena prema protokolu, koji jesranije opisan (15,16).
Za analizu N-glikana ukupnih proteina plazme koristili'su se izoreiyplazme volumena 10 pL,

dok je za izolaciju imunoglobulina G (1gG) potreban volumen plazme od 100 pL.

4.3.1. lzolacija imunoglobulina G

Afinitetna kromatografija je_metoda koja se Koristi za izolaciju imunoglobulina G/ (1gG).
Koriste se monolitne ploce s 96 jazZica koje sadrze protein G (BIA Separations, Ajdovscina,
Slovenija). Prije upotrebe, monolitna ploca je isprana ultra ¢istom vodom tip1 odrzavanom na
18,2 MQ (Purelab’Ultra, VWR;, PA, SAD) i uravnotezena s fosfatnimypuferom (engl. Phosphate
Buffered Saline, PBS; pH 7,4). Uzorci plazme volumena 50 pL.su razrijedeni 7 puta s PBS-om.
Slijedilo je nanosenje,raztijedenih uzoraka plazme na plocu's proteinom G i zatim ispiranje s
PBS<om kako bi se uklonili nevezani proteini. Potom se 19G,otpustio od protein G monolitnih
plo¢a postupkom elucije sa 100 mM mravlje, kiseline, (0,1°M HCOOH, pH 2,5, Merck,
Darmstadt;Njemacka) i odmah neutraliziralo do pH#7,0 s amonijevim bikarbonatom (1 M
NH4HCO3, Thermo Fisher Scientifie, MA, SAD) radi stabilnosti 1gG. Na taj su se nacin

priredeni eluati 1gG osusili preko noci i'suhi pohranjeni na -20 °C do postupka deglikozilacije.

4.3.2. Deglikozilacija i obiljezavanje N-glikana

4.3.2.1. Denaturacija

Deglikozilacija izoliranih i osusenih uzoraka IgG zapocela je postupkom denaturacije. Uzorci
IgG su se resuspendirali sa 30uL 1,33% natrijevog dodecil sulfata (CH3(CH.)110SOzNa, SDS)
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i potom su se inkubirali na 65 °C kroz 10 minuta. Denaturacija uzoraka plazme za analizu N-
glikana ukupnih proteina plazme vrsila se tako $to se u 10 uL plazme dodalo 20 pL 2% SDS te
Je iza toga slijedila inkubacija na 65 °C kroz 10 minuta. Nakon postupka denaturacije slijedila
je deglikozilacija, oznacavanje i procis¢avanje koji su se izveli na isti na¢in za oba.tipa uzoraka

(1gG i uzorci plazme).

4.3.2.2. Deglikozilacija

Visak SDS-a neutralizirao se dodatkom 10 pL of 4% lgepal-CAB30 (Sigma-Aldrich, MO,
SAD) nakon ¢ega su se uzorci stavili u mijesalicu(engl. shaker) kroz 15 minuta. Dodatkom 1,2
U PNGaze F u 10 uL 5 x PBS po uzorku (Promega, WI, USA) te potom inkubacijom na 37 °C

preko noci, N-glikani su otpusteni s okosnice proteina.

4.3.2.3. Obiljezavanje

Oslobodeni N-glikanisobiljezili su se fluorescentnom bojom 2-aminobenzamidom (2-AB). Po
uzorku se dodalo 25 wl. otopine za obiljezavanje. Slijedila je inkubacija na 65°C kroz 2 sata
nakon Cegasse uzoreima dodalo 700 pL acetonitrila, Visak boje i drugih reagensa uklonio se
pomocu-ckstrakcije €vrste faze (engl. Solid phase extraction,”SPE) za koju se koristio
Acroprepadv Iy mL 0,2 um wwPTFE ploc¢akoja je polipropilenski membranski filtar (Pall, N,
SAD)\i sluzi kao stacionarna faza. Nakon $to Su se uzorci prenijeli na plocu za filtriranje
primijento-se vakuum kako bi se otklonilo otapalo, a glikani se vezali za hidrofilni filtar.
Slijedilo je ispiranje 5x s 200 uL 96% acetonitrila po jazici i eluiranje glikana sa 180 puL ultra

ciste vode. Tako obiljezeni N-glikani cuvajwse na -20 °C do analize.

4.3.3. Hidrofilna interakcijska tekuc¢inska kromatografija ultravisoke uc¢inkovitosti

Fluorescentno obiljezeni N-glikani analiziraju se teku¢inskom kromatografijom ultravisoke
ucinkovitosti (engl. Ultra-High-Performance Liquid Chromatographic, UHPLC) koja se
temelji na kromatografiji s hidrofilnim interakcijama i detekcijom fluorescencije (HILIC-
UHPLC-FLR) na instrumentu Waters Acquity UPLC H-klase. Instrument je pod kontrolom
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softvera Empower 3, build 3471 (Waters, Milford, MA, SAD). Uzorci su se drzali na 10 °C
prije injektiranja, a temperatura odvajanja bila je 60 °C za IgG i 25 °C za N-glikane proteina
plazme. Kromatografsko odvajanje glikanskih struktura provodilo se na Waters UPLC Glycan
bridged ethylene hybrid (BEH) amid kromatografskim stupcima (130 A, 1,7 wm BEH parti-
Biomolecules 2023, 13, 375 4 od 13 cles, 2,1 x 100 mm). Otapalo A je 100 mM amonijev
format (NHsHCO>, pH 4,4) koje je hidrofilna frakcija mobilne faze: Otapalo'B je LC-MS
acetonitril kao hidrofobna frakcija. Za odvajanje N-glikana proteina‘plazme koristio'se linearni
gradijent 70-53% otapala B brzine protoka 0,56 ml/min u 25-minutnom analitickom ciklusu.
Odvajanje IgG glikana bilo je s linearnim gradijentom od 75-62% otapala B pri brzini 0,4
ml/min u 29-minutnom analitickom ciklusu. Priprema uzorakasza analizu zapocela je
mijesanjem uzoraka sa 100% LC — MS acetonitrilom u omjeru 25:75 (v : v) za N-glikane 1gG
i 30:70 (v : v) za N-glikane proteina plazme. Koristemje vanjski standard hidroliziranih i 2-AB
obiljezenih glukoznih oligomera (dekstran) radi kalibracije metode te su na taj nacin vremena
zadrZavanja pojedina¢nih glikana pretvorenau jedinice glukoze (GU).

Valne duljine ekscitacije i emisije bile su‘postavljene na 250 odnosno 428 nm.

4.3.4. lIzracun deriviranih svojstava

Obradapodataka izvédena je na na¢in da se izvr$ilamanualna korekcija kromatografskih vrsaka
nakon automatskog algoritma integracije. Kontrola kvalitete svih-kromatograma provedena je
prije¢ manualne “integracije, Sto je ukljucivalo) intenzitet signala, oblik vrSaka, dekstransku
ljestvicu te odsutnostiosnovnog i znacajnog pomaka VSaka kao i neocCekivanih vrSaka u
kromatogramu. Svaki kromatogram razdvojio se w39 vrsaka N-glikana ukupnih proteina
plazme i 24 vrska N-glikana IgG. Koli€ina glikana unutar pojedina¢nog vrska prikazana je kao

postotak u odnosu na ukupnuéevrsinu svih,integriranih vrsaka prema formuli:

GPpojedinatni = GPpojedinacni / GPukupni x100.

Agalaktozilacija (GO) obuhvac¢a sve kompleksne N-glikanske strukture koje ne sadrze
galaktozu. Monogalaktozilacija (G1) ukljucuje N-glikane s jednom galaktoziliranom granom,
dok su digalaktozilirani N-glikani (G2) karakterizirani prisutno$¢u galaktoze na obje grane. Svi

kompleksni N-glikani koji sadrze N-acetilglukozamin (GIcNAc) pripadaju deriviranom
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svojstvu racvajuceg N-acetilglukozamina (B), dok su oni s fukozom svrstani u derivirano
svojstvo fukozilacije (F). Strukture koje sadrze sijalinsku kiselinu pripadaju deriviranom

svojstvu sijalinizacije (S).

Matematicki izrazi za svako derivirano svojstvo definirani su kao:
Agalatkozilacija (G0) = GP1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP6
Monogalaktozilacija (G1) = GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11
Digalaktozilacija (G2) = GP12 + GP13 + GP14 + GP15

Racvajuci N-acetilglukozamin (B) = GP3 + GP6 + GP10 + GR11+ GP13 + GP15 + GP19 +
GP22 + GP24

Fukozilacija (F) = GP1 + GP4 + GP6 + GP8 + GP9 +GP10 + GP11 + GP14 + GP15 + GP16
+ GP18 + GP19 + GP20 + GP23 + GP24

Sijalinizacija (S) = GP16 + GP17 HGP18& GP19 + GP20 + GP21 + GP22 + GP23 + GP24

Na slici 4 prikazan je primjer kromatogramadN-glikana IgG.
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Slika 4. Kromatogram N-glikana 1gG. Preuzeto i prilagodeno iz: Gudelj I, Salo PP, Trbojevi¢-
Akmaci¢ I, Albers M, Primorac D, Perola M, Lauc G. Low galactosylation of IgG associates
with higher risk for future diagnosis of rheumatoid arthritis during 10 years of follow-up.
Biochim Biophys Acta Mol Basis Dis. 2018;1864:2034-9 (97).
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Izracunato je dodatnih 16 deriviranih svojstava plazme temeljenih na prisutnosti specifi¢nih

Secernih ostataka, definirano na sljedec¢i nacin:

Nisko razgranati glikani (LB) = GP1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP5 + GP6 + GP8 + GP9 +
GP10 + GP11 + GP13 + GP14 + GP15 + GP16 + GP17 + GP18 + GP20 + GP21 + GP22 +
GP23

Visoko razgranati glikani (HB) = GP24 + GP25 + GP26 + GP27 + GP28 + GP29.+ GP30 +
GP31 + GP32 + GP33 + GP34 + GP35 + GP36 + GP37 + GP38 + GP39

Agalaktozilacija (G0) = GP1 + GP2
Monogalaktozilacija (G1) = GP3 + GP4 + GP5 + GP6 + GP413

Digalaktozilacija (G2) = GP8 + GP9 + GP10 + GP11.+ GP14+ GP15 + GP16 + GP17 +
GP18 + GP20 + GP21 + GP22 + GP23

Trigalaktozilacija (G3) = GP24 + GP25 + GP26 + GP27 + GP28 + GP29 + GP30 + GR31 +
GP32 + GP33 + GP34 + GP35

Tetragalaktozilacija (G4),= GP36 + GP37+ GP38 + GP39
Asijalinizacija (S0)=6P1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP5 + GP6.+GP8 + GP9 + GP10 + GP11
Monosijalinizacija (S1) = GP13 + GP14 + GP15 ¢ GP16 + GP17

Disijalinizacijay(S2) =IGP18 + GP20 + GP21 + GP22 + GP23 +\GP24 + GP25 + GP26 +
GP27

Trisijalinizacija (S3)= GP28 + GP29 + GP30 + GP31 + GP32#4 GP33 + GP34 + GP35 +
GP36

Tetrasijalinizacija (S4) = GP37,+ GP38'+ GP39

Racvajuci N-acetilglukozamin (B)=6P2 + GP3 + GP6 + GP9 + GP11 + GP15 + GP17 +
GP23

Antenarna fukozilacija (AF) = GP27 + GP33 + GP35 + GP39

Srzna fukozilacija (CF) = GP1 + GP2 + GP4 + GP5 + GP6 + GP10 + GP11 + GP13 + GP16 +
GP17 + GP22 + GP23 + GP31 + GP34 + GP35

Oligomanozne strukture (HM) = GP7 + GP12 + GP19
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Primjer kromatograma N-glikana ukupnih proteina plazme prikazan je na slici 5.
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Slika 5. Kromatogram N-glikana ukupnih proteina plazme. Preuzeto/i prilagodeno iz: Gudelj
LI, Salo PP, Trbojevic-Akmacic¢ I, Albers Mg Primotac D, Perola M, Lauc G. Low
galactosylation of IgG associates with higher‘risk forfuture diagnosis of rheumatoid arthritis
during 10 years of follow-up. Biochim Biophys Acta MalBasis Dis. 2018;1864:2034-9 (97).

44, Komet test

Komet test ili jednostani¢na gel elektroforeza je tehnika za otkrivanje oStecenja i popravka u
molekuli DNA. Nasiroko je prihvacen alkalni komet test po Singhu i sur. (136). Za test se mogu
koristiti svjezi uzorci pune krvi kao i smrznuti uzorci na -80 °C koji se mogu upotrijebiti do

godine dana nakon pohrane. Priprema uzoraka i analiza slijedila je protokol koji je prethodno

opisan u Mili¢ i sur. 2019. godine (137).
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4.4.1. Priprema stakalaca za mikroskopiranje

Agaroza normalnog taliSta (engl. normal melting point agarose) svjeze je otopljena u
destiliranoj vodi (priprema vode pomoc¢u MiliQ sustava na Institutu za medicinska, istrazivanja
i medicinu rada, Zagreb, Hrvatska), zagrijana u mikrovalnoj peénici do vrenja i ohladena do
70°C na grijacoj ploci (Jenway 1201 Hotplate, Jenway Ltd. Felsted, Dumow, Essex, VB).

Na mikroskopska stakla postavljena u horizontalni polozaj (Vitrognost, Biognost, Zagreb,
Hrvatska) stavljeno je 300 pl agaroze koja je nakon toga pokrivena pokrovnim stakalcem
dimenzija 24x60 mm (Vitrognost, Biognost, Zagreb, Hryatska). Nakon,10 minuta na sobnoj
temperaturi u horizontalnom polozaju, pokrovno stakalce je uklonjeno te su stakalca osusena
na 70 °C na grija¢im plo¢ama te drzana u kutijama za mikroskopske preparate do upotrebe na

suhom i tamnom mjestu.

4.4.2. Uzorkovanje krvi, Cuvanje i transport

Uzorci pune venske krvid(100 ul) uzeti u sterilnim uvjetima iz EDTA epruvete i pohranjeni su
odmah nakon uzorkovanja u'Kriokutije te su pohranjeni na -80°C. Kada su skupljeni svi uzorci,
organiziran je prijevozna -80°Cna Institut za medicinska/istrazivanja.i medicinu rada gdje su

uzorci pohranjeni na -80°C (Deep Freezer DF 490, nuve, Ankara, Turska).

4.43., Otapanje i priprema jednostani¢ne suspenzije

Obzirom na ukupni broj uzoraka, komet test se izvodio u viSe navrata po maksimalno 16
uzoraka po ciklusu. U jednom eiklusu otapanja, uzorci su odmrzavani u vodenoj kupelji (SBS
40 shaking water bath, Stuart, Fisher, Scientific, Leicestershire, Velika Britanija) na 37°C na 5
minuta. U pripremnim uzorcima odredeno je uzimanje 14 ul uzorka u koji se dodalo 550 pl
svjeze pripremljene 0,6%-tne agaroze niskog taliSta (engl. low melting point agarose)
pripremljene u PBS-u bez dodatka Ca2+ i Mg2+ koja je nakon otapanja i grijanja u mikrovalnoj

pecnici tog istog dana drzana na 37°C.
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4.4.4. Lizastanica

Za ovo istrazivanje koristio se 2-gelni sustav (2 gela odvojena na istom mikroskopskom
stakalcu). Za svaki gel od smjese krvi i LMP gela uzeto je 70 pl, te je svaki gel bio odmah
pokriven pokrovnim stakalcem 24x24 mm (Vitrognost, Biognost, Zagreb, Hrvatska)sZa svaki
uzorak pripremljena su 3 stakla, svako s dva gela. Nakon 10 minuta whorizontaliom polozaju
iznad leda (ali ne direktno na ledu) u metalnoj kadici sa stanicevinom radi solidifikacije te
ukljucenom elektricnom grijalicom radi isusivanja zraka iznad gelova, pokrownice su skinute,
stakalca obiljeZena grafitnom olovkom te uronjena leda odeda u vestikalne hladne staklene
koSi¢e (maksimalni kapacitet je 16 stakalaca) (Coplin jar, Kartell'S.p.A., Ml, Italija) napunjene
otopinom za liziranje stani¢nih membrana i ostalih organela. Otopina za lizu bila je svjeze
pripremljena i ohladena na +4°C i sastojala se od 2,5 M NaCl; 200 mM Na;EDTA, 10 mM Tris,
pH = 10,1% natrijevog sarkozinata, 1% Triton X-100, 10% dimetil sulfoksida (sve kemikalije:

Kemika, Zagreb, Hrvatska). Sva stakla'su drzana 1h na +4°C u mraku.

4.4.5. Denaturacija i jednostanicna gel elektroforeza

Nakon liziranja, slijedila je denaturacija u svjeze pripremljenoj hladnoj vodenoj otopini (10 mM
NaOH, 200 mMNa;EDTA, pH = 13) u novim vertikalnim staklénim kosi¢ima, a prije uranjanja
stakla za alkalni kometstest bila su lagano isprana destiliranom wedom da bi se uklonili ostaci
prethodne otopineina +4°C. Nakon 20 minuta, ostatak od denaturacije koji sadrzi stani¢ne
nukleoide sada oslobodene od proteina i histona (za svaki ciklus pripremila se 1 L svjeze
ohladeneotopine za denaturaciju) stavio se u-herizontalnu elektroforezu u koju stane
maksimalno 32 mikroskopska stakla (Scieplast, London, UK; power supply Biorad, Hercules,
Kalifornija, SAD), stakalca suhuronjena na srediS$nji dio za velike gelove horizontalno te je
elektroforeza na 0,8V/cm trajala sljede¢ih 20 minuta. Nakon toga, stakalca su bila neutralizirana
5 minuta vodenom otopinom 0,4 M Tris pufera (pH 7,5) i zatim dehidrirana u gradijentu etanola
(dva puta po 10 minuta u 70%-tnom etanolu te jednom po 10 minuta u 96%-tnom etanolu,
Kemika, Zagreb, Hrvatska). Stakla su sljede¢i dan nakon susenja spremljena u mikroskopske

kutije i drzana na tamnom i suhom mjestu do pregleda i analize.
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4.4.6. Bojanje i fluorescentna mikroskopija

Na dan analize, svako staklo je rehidrirano 10 minuta destiliranom vodom, te je stavljeno 50 ul
po gelu vodene otopine etidij bromida (20 pg/mL), zatim je staklo isprano destiliranom vodom
od suviska boje te odmah analizirano na fluorescencijskom mikroskopu/(Olympus, BX51,
Tokyo, Japan, 200xpovecanje) povezanom CCD kamerom s kompjuterom ifsoftverom za
analizu slike pojedina¢ne stanice (Comet Assay 1V; Instem, Londen, VB)aSoftverska analiza

upotrebom Comet Assay IV koja je provedena za ovo istrazivanje Je prikazana na slici 6.

Slika 6. Softverska analiza kometa (Comet Assay 1V). Vlastiti izvor.

Na svakom gelu izbrojano je i ru¢noypodeseno za svaku stanicu analiziranje za minimalno 50
pojedinacnih stanica ili tzv. kometa. Eksgitacijski filter je bio 515-560 nm, a barijerni filter 590
nm. lzvor svjetlosti je bila LEDlampa (LED illumination lamp SET-COOL-0003 - CoolLED -
pE300 pE-300, CoolLED Ltd., Andover, Velika Britanija).

4.4.7. Softverska analiza

Softver je analizirao razli¢ite parametre, a parametar koji se koristio u daljnjoj analizi je bio

intenzitet repa kometa (engl. Tail Intensity, TI), koji odgovara postotku DNA u repu kometa
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(kada je stanica oSteCena, ona ima rep tj. ima oblik kometa; neoste¢ena DNA je nakon lize,
denaturacije te elektroforeze okruglog oblika) te duzina repa kometa (engl. Tail Length, TL),
$to odgovara duzini repa kometa oSte¢ene DNA, ali nije svaki put dostojno mjerilo oStecenja
jer 1 jedan mali fragment koji je brze putovao nego veci fragmenti moZze stvoriti.dojam dugog
repa i velikog oSte¢enja DNA, ali se ovaj parametar povijesno dugo koristio pa se jos uvijek

koristi za usporedbu s rezultatima drugih autora.

Slike 7. 1 8. prikazuju neosteceni i oste¢eni komet u alkalnom komet testu koje je provedeno za

ovo istrazivanje.

Slika 7 NeosteéenaDNA (okrugli oblik) vidljiva fluorescentnim mikroskopom. Vlastiti izvor.

Slika 8. Ostecena DNA (intenzivan i dugacak rep kometa) vidljiva fluorescentnim

mikroskopom. Vlastiti izvor.
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Analizirale su se vrijednosti: srednja vrijednost, medijan, minimum, maksimum, standardna
devijacija (engl. Standard Deviation, SD) i standardna pogreska (engl. Standard Error, SE).
Rezultati su dalje analizirani Break down Anova varijancom s posthoc medifikacijom.
Usporedbom dva gela istog uzorka nisu nadene razlike, te su oba gela/ 0dnosnonnjihove
vrijednosti analizirane zajedno kao uzorak od 100 kometa.

U ovom istrazivanju za alkalni komet test nisu koriStene internedkontrole. Rezultati su bili
usporedivani s rezultatima baze podataka na 19 000 pojedinaca za koje su utwrdeni intervali
vrijednosti za kontrolne vrijednosti zdrave populacije, za papulaciju koja.nema rizik tumorima,
za tumorsku i one kojima ¢e prema tim vrijednostima kvaliteta zivota a time i preostale zivuce

godine biti naruSene (138,139).

4.5, Statisticke metode

Veli¢ina uzorka nije generirama statistickim izraCunom veé je bila definirana na 0snovu
dosadasnjih objavljenih istrazivanja kojima je pokazana uc¢inkovitost jedne doze SGLT2i na tri
nezavisne skupine od ukupno.45 ispitanika (140) i u¢inak na smanjenje oksidacijskog stresa na
animalnom uzorku od Cetiri nezavisne skupine s ukupno 51 jedinkom (141). Ovo istraZivanje
ukljucilo je viseispitanika u odnosu na ranija istraZivanja, ukupno 60 ispitanika podijeljenih u
dvije skupine po 30'ispitanika (kontrolna i ispitivana skupina). Za:analizu raspodjele je koristen
Shapiro-Wilk test.\Varijable su prikazane kaossrednja vrijednost sa standardnom devijacijom
kod normalne raspodjele, kod nenormalne raspodjele kaosmedijan s interkvartilnim rasponom.
Razlike urkontinuiranim varijablama s normalnem¢ distribucijom izmedu dvije nezavisne
skupine analizirane su Student t-testom, dok je u slu¢aju nenormalne raspodjele koristen Mann
Whitney test. Kategoric¢ke vatijable izrazene su kao broj i postotak, a razlike izmedu skupina
analizirane su y? testom. Evaluacijarazlika prije i nakon koronarne angiografije medu grupama
za potvrdu efekta empagliflozina ucéinjena je dvosmjernom analizom varijance (2-way
ANOVA). Korelacije su ispitane Pearsonovim (kontinuirane varijable) i Spearmanovim testom
(kategoricke varijable). Za procjenu ucinka svake varijable na oksidacijski stres koriStene su

regresijske metode. Statisticki znacajnim je smatran p < 0,05.
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4.5.1. Statisticka analiza glikana

Kako bi se uklonile eksperimentalne varijacije iz mjerenja, na UHPLC podatke glikana
provedena je normalizacija i korekcija serija (engl. batch correction). Za usporedivost mjerenja
medu uzorcima, provedena je normalizacija prema ukupnom podrucju. Prije korekeije serija,
normalizirani podaci glikana su log-transformirani zbog desne asimetrije njthoyvih distribucija
i multiplikativne prirode serijskih efekata. Korekcija serija provedena je na leg-transformiranim
mjerenjima koriste¢i ComBat metodu, pri ¢emu je tehnicki izvor, varijacije (koji uzorak je
analiziran na kojoj plo¢i) modeliran kao serijski kovarijat{ Kake bi seikerigirala mjerenja za
eksperimentalnu gresku, procijenjeni serijski efekti oduzeti su.od leg=transformiranih mjerenja.
Longitudinalna analiza uzoraka pacijenata tijekom razdoblja /promatranja provedena je
koriStenjem linearnog modela mjeSovitih ucinaka, gdje je glikanski/klini¢ki parametar (npr.
glikani, TAC, TL, eGFR, CRP) bio zavisna varijabla. Klinicki status (npr. empagliflozin, KVB,
hipertenzija, pusenje, menopauza) i iiterakeija izmedu klinickog statusa i vremena modelirani
su kao fiksni ucinci, dok je vrijeme takoder modelirano kao fiksni uc¢inak. Pojedinacni ID bio

je ukljucen u model kao slu¢ajni presjek (engl. random intercept).

Prije analize, glikanski/klini€ki parametri transformirani su u standardnu normalnu. distribuciju
pomocu inverzne rang-transformacije na normalnost. KoriStenje rang-transformiranih varijabli
osigurava da su procijénjeni ucinci razlicitih glikanausporedivi, jér ¢edimati istu standardiziranu
varijancu. Stopa laZznog otkrica (engl. False Discovery Rate, EDR) Kontrolirana je primjenom
Benjamini-Hochbergove metode na razini od 0,05. Podaci su analizirani i vizualizirani

koriStenjem programskog jezika R (verzija4.3.3).
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5. REZULTATI

5.1. Opc¢a, klinicka i antropometrijska obiljezja ispitanika

bilo 57 (95 %) bolesnika. Nema znacajnih razlika u op¢i

skupine (Tablica 3).
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Tablica 3. Opca i klinicka obiljezja ispitanika.

Broj (%) bolesnika

*
Kontrolna skupina  Ispitivana skupina Ukupno P
Spol
M 15 (50) 15 (50) 30 (50) > 0,99
F 15 (50) 15 (50) 30 (50)
Pusenje 12 (40) 8 (27) 20 (33) 0,27
Konzumira alkohol 5(17) 7(23) 12 (20) 0,52
Menopauza (n = 30) 13/15 (87) 14/15 (93) 27/30(90) >0,99
IM 5(17) 4 (13) 9 (15) > 0,997
PCI 4 (13) 3(10) 7.(12) > 0,997
CVI 2(7) 4(13) 6 (10) 0,677
Terapija
Varfarin 1(3) 1(3) 2(3) > 0,997
NOAK 3(10) 2 (7) 5 (8) > 0,997
ASK 16 (53) 13(43) 29 (48) 0,61
antihipertenzivi 28 (93) 24 (80) 52 (87) 0,25
RAASI 23 (82) 23 (96) 46 (89) 0,20
CCB 15 (54) 14 (58) 29 (56) 0,73
BB 22 (79) 13 (54 35 (67) 0,06
diuretik 11:(39) 11 (45) 22 (42) 0,63
ostalo 2(7) 0 2(4) 0,497
Statini 23 (77) 23 (77) 46 (77) > 0,99
Ezetimib 1(3) 5(17) 6 (10) 0,207
anti PCSK9 1(3) 0 1(2) > 0,997
Sinusfitam 28 (93) 29 (97) 57 (95) > 0,997
Fibrilacija‘atrija 2(7) N ) 3(5) > 0,997

*y2 test;[Fisherov egzaktni test

IM| = infarkt'miokarda; PCl = perkutana<koronarna intervencija; CVI = cerebrovaskularni
inzult; NOAK = novi oralni antokoagulansi; ASK =acetilsalicilna kiselina; RAASI = inhibitori
renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava; CCB = blokatori kalcijevih kanala; BB = beta

blokatori.

Medijan dobi bolesnika je 65 godina u obje skupine, s rasponom u kontrolnoj skupini od 47 do
80 godina, a u ispitivanoj od 49 do najviSe 78 godina starosti. Nema znacajne razlike u dobi,
antropometrijskim obiljezjima i vrijednostima pulsa s obzirom na skupine. Jedino su vrijednosti
sistolickog tlaka znacajno vise u ispitivanoj skupini, u odnosu na kontrolu (medijan 133 mmHg
vs. 124 mmHg) (Mann Whitney U test, P = 0,02) (Tablica 4).
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Tablica 4. Razlike u dobi, antropometrijskim obiljezjima, vrijednostima arterijskog tlaka i pulsa

u odnosu na skupine.

Median (IQR)
Kontrolna Ispitivana Difference 95% Ci p*
skupina skupina
Dob (godine) 65 (59 - 68) 65 (60 - 72) 2 -3do 6 0,49
Tjelesna masa (kg) 81,5 (72 -85,3) 77 (70-95,3) 1 =8 do10 0,85
Tjelesna visina (cm) 167 (162 - 172) 165 (161 - 174) -1 -6 do 4 0,67
ITM(kg/m?) 28,6 (25,3-31,5) 30,3 (26,3 - 32) 0,9 -15do33 042
Opseg struka (cm) 97,5(92-104,3) 101 (89,8 -107%3) 2 -4 do 8 0,53
SKT 124 (115 - 133) 133 (122 - 143) 9 15do16,5 0,02
DKT 76 (70 - 83) 79((74 - 85) 35 Odo8 0,07
Puls 74,5 (65 - 82,8) 70(61 - 75,3) -5 -11do1 0,09

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmann median difference)

ITM = indeks tjelesne mase; SKT = sistoliki krvni tlak; DKT = dijastoli¢ki krvni'tlak.

5.2. Bazalni hematoloski i biokemijski pokazatelji

Nema znacajnih(razlika u bazalnim hematoloskim 1 biokemijskim nalazima kod ispitanika
(Tablica'5). Medijan vrijednosti crvene krvne slike (eritrocCiti, hemoglobin, hematokrit),
leukocita i trombocita bio je slican izmedu skupina. Takoder, nije bilo znacajnih razlika u
biokemijskim parametrima, ukljucujuc¢i glukozu ukrvi (GUK), funkcijske parametre bubrega
(urea, kalij, natrij, Klor), jetrene enzime (AST,"ALT, GGT, AF) te lipidni profil (kolesterol,
trigliceridiyHDL-K, LDL-K). Nije uo¢ena znacajnarazlika u HbAlc (p = 0,20). Takoder, razine
feritina, vitamina D, paratiroidnog hermona (PTH) i tiroidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH)

nisu se znacajno razlikovale.
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Tablica 5. Vrijednosti bazalnih (t0) laboratorijskih nalaza izmedu skupina bolesnika.

Median (IQR)
Kontrolna Ispitivana Difference 95% ClI p*
skupina skupina

Eritrociti 4,6 (4,3-4,9) 4,6 (4,3-4,8) -0,02 -0,24 do0,20 0,88

. 136,5 138
Hemoglobin (1243 - 147.5) (130,5 - 145,5) 1,0 -6 do 9 0,76
Hematokrit 41,2 (37,6 - 44) 40,5 (39-43,1) -0,3 =2,2.do 1,8 0,81
Leukociti 6,7 (5,2-7,8) 6,1(5,4-8) 0,07 -0,96 do 0,85 0,91

. 195,5 216,5
Trombociti (168.8 - 236) (196,5 - 258.8) 24 -1 do/49 0,06
GUK 55(4,9-5,8) 5,6 (5,2-6,3) 0,2 -0,1do 0,6 0,21
Urea 59(5,3-7,4) 5,8 (4,7 - 6;9) 0,3 -1,1do 0,5 0,48
K 4,2 (4-4,4) 4,3 (4,1~4,5) 0,1 -0,1do 0,3 0,23
Na 141 (140 - 142) 141 (139 - 142) 0 -1do0 0,32

105 104,5
Cl (102,8 - 106) (102 - 106) 0 2dodl 0.59
bilirubin 11 (8 -18) 11 (8- 14) -1 -4do 2 0,56
AST 24 (22 - 29,5) 28 (22- 32,3) 2 -1doe6 0,18
ALT 24 (17,8 - 26,5) 27 (19,8 - 38,3) 4 -1 do 10 0,09
AF 77,5 (59 - 86) 73;5(59,8 - 90) 0 12 do 11 0,97
GGT 19 (@5 - 29,3) 22 (17,3 -31) 2 -2.do 8 0,23
Kolesterol 4,5 (3,7-5,6) 4,8 (4-5,3) 0,2 -0,5do 0,8 0,61
Trigliceridi 09(0,8-1,3) 1,2(0,9-1,7) 0,2 -0,1do 0,5 0,15
HDL-K 13 (1,1 1,6) 1,3(1,241,6) 0,1 «0,1do 0,2 0,26
LDL-K 2,7(2,2-3,6) 3(2,5-3,4) 0,2 -0,3do 0,6 0,54
Zeljezo 17:5(10 - 22) 1812 - 21) 1 -2do 4 0,42
uiBC 43 (37,3 -51,3) 39.(34,8 -47,5) -2 -8do 4 0,44
TIBC 61 (53 - 65) 59(54,5 - 64.3) 0 -5do 4 0,91
Ferritin 114(43,4 - 179,6)  145,1(78,6.-278,7) 31,9 -13,9do 93,4 0,17
HbA1C 36 (34 -39,3) 38 (36 -39;3) 1 -1do 3 0,20
HbA1C % 55 (5,3-5,7) 5,6 (5,4-5]7) 0,10 -0,10 do 0,30 0,23
Vitamin D 57,9 o5 -5,9 -18,9do 8,0 0,43

(41,1 - 85,1) (40,8 - 69,4) ’ ’ ’ ’

PTH 46(36,2 - 60,2) 44,3 (39,2 - 54,5) -0,99 -8,6 do 6,6 0,87
TSH 16(1-24) 1,8(1,1-24) 0,07 -0,42do 0,51 0,80
Ukupni Ca 2,3(2,3-2,4) 2,4 (2,3-2,5) 0,03 -0,03 do 0,08 0,32
loizirani Ca 12(1,2-1,2) 1,2(1,2-1,2) 0,01 -0,01 do 0,03 0,32
Fosfati 1(0,9-11) 1(0,9-1,1) 0 -0,09 do 0,08 0,95

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmann median difference)

GUK = glukoza u krvi; AST = aspartat-aminotransferaza; ALT = alanin-aminotransferaza; AF
= alkalna fofataza; GGT = gama-glutamiltransferaza; HDL-K = HDL kolesterol; LDL-K =LDL
kolesterol; UIBC = nezasiceni kapacitet vezanja zeljeza; TIBC = ukupni kapacitet vezanja
zeljeza; HbA1C = hemoglobin A1C; PTH = paratiroidni hormon; TSH = tiroidni stimulirajuéi
hormon.
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5.3. Karakteristike procedure

Nema znacajne razlike izmedu skupina s obzirom na vrijeme zrac¢enja, dozu zracenja i koli¢inu

kontrasta koju su ispitanici dobili tijekom koronarne angiografije.

Tablica 6. Razlike prema vremenu zracenja, dozi zracenja i koli¢ini kontrasta.

Median (IQR)
Kontrolna Ispitivana Difference 95% ClI p*
skupina skupina
FT (min) 1,9(1,4-3,8) 1,7(1-3,7) -0,3 -0,9do 0,3 0,28
694,7 660 -341,5 do
DAP (uG/m2) 35,13 0,73
(461,7 - 1568,7) (442,7 - 1410,3) 239,5
vol.CM (ml) 82 (67,3 -100,3) 76 (65 - 93,8) -2 -15do 11 0,76

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmann.median difference)

FT = Vrijeme fluoroskopije; DAP = Umnozak deze i povrsine; vol.CM = velumen kontrastog
medija.

5.4. Razlike u biokemijskim pokazateljima prije i 24 sata nakon koronarne.angiografije

U kontrolnoj skupii belesnika, 24 sata nakon koronaragrafije, wednosu na bazalne vrijednosti,
znag¢ajno su vise vrijednosti hs troponina I (Wilcoxonov test; P = 0,006) i eGFR (Wilcoxonov
test, P = 0,04).

U ispitivanoj skupini su znacajno vise vrijednosti hsitroponina I (Wilcoxonov test, P = 0,002) i
vrijednosti hs CRP (Wilcoxonov test, P,< 0,001) 24 sata nakon koronarografije u odnosu na

bazalne vrijednosti (Tablica 7).
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Tablica 7. Razlike u biokemijskim pokazateljima izmedu dva mjerenja u pojedinoj skupini

bolesnika.

Median (IQR)

. . 24 sata nakon Difference 95% ClI p*
Bazalne vrijednosti .
koronarografije
Kontrolna skupina
hs troponin | 3,3(0,7-47) 4,4(1,5-13,2) 1 0,25 do 5,6 0,006
Kreatinin 75 (68 — 90) 74 (65 — 85) 2,5 -6.do0,5 0,06
eGFR 79,6 (67,6 —90,9)  84,1(75,9-93,1) 2,6 0 do 6,2 0,04
hs CRP 1,5(0,7-3,7) 2,1(0,9-34) 0,2 0,05 do 0,55 0,17
Ispitivana skupina
hs troponin | 3,7(1,7-6,6) 5,1(2,2-18,4) 1,6 0,4do 15,1 0,002
Kreatinin 74 (66 — 87) 791(64-92) 2,5 -0,5do 6,0 0,11
eGFR 80,7 (74,2—-92,5)  78,2467,9-91,2) -2,5 -5,6 do 0,4 0,12
hs CRP 1,75(0,9-2,8) 2,4(2,2-3,9) 0,65 0,4do1,1 <0,001

*Wilcoxonov test (Hodges-Lehmann median difference)

Nema znacajne razlike u vrijednostima hs troponina |, kreatinina, eGFR 1 h$\CRP izmedu

skupina kod bazalnog mjerenja i 24 sata nakon koronarne angiografije (Tablica 8).

Tablica 8. Razlike u‘biokemijskim pokazateljima izmedu skupina kod bazalnog mjerenja i 24

sata nakon karenarne angiografije.

Median (IQR)
Kontrolna Interventna Difference 95% ClI p*
skupina skupina
Bazalne vrijednosti
hs troponin | 3,3(0,7-4,7) 3,7 (1,7 -6,6) 0,6 -1,0do 2,4 0,56
Kreatinin 75 (68 — 90) 74 (66 — 87) 0 -9do9 0,99
79,6 80,7
eGFR (67,6 90,9) (74.2 - 92.5) 0,8 -98,2do 9,5 0,87
hs CRP 15(0,7-3,7) 1,75(0,9-2,8) -0,1 -0,8do 0,5 0,86
24 sata nakon koronarografije
hs troponin | 44(15-132) 51(2,2-184) 1 -1,8do 4,1 0,51
Kreatinin 74 (65 — 85) 79 (64 - 92) 5 -3do 15 0,24
84,1 78,2
eGFR (75.9 - 93.1) (67.9-91.2) -6,3 -13,7do 1,9 0,12
hs CRP 2,1(0,9-3,4) 2,4 (1,2-3,9) 0,35 -0,6 do 1,3 0,43

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmann median difference)
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Nakon normalizacije vrijednosti biokemijskih pokazatelja intervencija je imala razlicit utjecaj

na prikazane biokemijske parametre. Zabiljezen je mali efekt na hs troponin | bez statisticke

znacajnosti. Vrijednost kreatinina je blago porasla, iako je osnovna p-vrijednost (p=0,01015)

znaCajna, prilagodena p-vrijednost (p_pril.=0,24701) sugerira da promjena nije znacajna.
Nadalje, doSlo je do smanjenja eGFR ( Efekt= -0,017) te osnovna p-vrijednost (p=0,00417)

sugerira znacajnu promjenu, no prilagodena p-vrijednost (p_pril.=0,15222) nakon korekcije

pokazuje da promjena nije znacajna. Opaza se pozitivni efekt nass CRP, (Efekt=10,014) uz

nisku standardnu pogresku (SP= 0,004) sto je statisticki znacajna (p=0,00059), promjena, ali

nakon korekcije je manja prilagodena p-vrijednost (p_pril<=0,04313). Sve.navedene promjene

su prikazane u tablici 9.

Tablica 9. Efekt, standardna pogreska i prilagodena p-vrijednost za biokemijske pokazatelje.

Efekt SP p p_pril.*
hs troponin | 0,002 0,008 0,82232 0,95285
Kreatinin 0,015 0,006 0,01015 0,2470%
eGFR -0,017 0,006 0,00417 0,15222
hs CRP 0,014 0,004 0,00059 0,04313

*Benjamini-Hochbergova korekeija

Usporedba porasta hs CRP vrijednosti izmedu dvije skupine tijekom dva vremenska mjerenja:

bazalno (T0) i nakon 24 sata (T2) otkriva da jetrend porasta hs,CRP manji u ispitivanoj skupini
(Ahs €RP=0,003237328) (Slika 9).
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Slika 9. Razlika u trendu porasta hs CRP izmedu dvije skupine.

5.5. Rezultati mjerenja ukupnog oksidacijski kapaciteta (TOC)

Obradeno je ukupno 180'uzoraka (60 ispitanika u tri viemenske tocke). Iz:analize su iskljuceni
hemoliti¢ni i lipemi¢nituzorcl. Preostalin 147 uzoraka (t0= 494t1=43 i t2=55) nije dalo rezultate
koji bise mogli interpretirati. Direktno mjerenjesendogenog peroksida (H202) u bioloskom
uzorku je<dzahtjevno zbog kratkog vremena,poluZivota i nestabilnosti visoko reaktivnih
molekulasto dovodi do nemoguénosti interpretacije dobivenog rezultata (142). Nadalje, uzrok
konfliktnih rezultata,mjerenja treba traziti u. moguéim interferencijama s lijekovima koje

ispitanici uzimaju utrajnoj terapiji kada govorimo,o bazalnomdzorku. Za uzorke nakon same

procedure moguca je i interferencijas lijekovima koji se daju tijekom koronarne angiografije.

Na primjer, kontrastno sredstvo koristene tijekom angiografije moze izazvati prooksidacijske

ucinke (143). Takoder, pojedini endogeni spojevi kao S§to su proteini, lipidi ili druge

biomolekule mogu interferirati S reakcijama tijekom mjerenja ukupnog oksidacijskog
kapaciteta (144).
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5.6. Razlike u ukupnom antioksidacijskom kapacitetu (TAC) bazalno, 4 i 24 sata nakon

koronarne angiografije

Vrijednosti TAC su 4 sata iza koronarne angiografije vise u kontrolnoj skupini,u odnosu na

skupini u odnosu na kontrolnu skupinu. Nema znacajnih razlika u

mjerenja, u pojedinoj skupini bolesnika (Slika 10).

3,5 - p*=0,34 p*=0,26
3,12 3,09

T0 b
Tl
mT2

Ekvivalent mokracne kiseline (mM)

Control Group Intervention Group

0] ed)skupini bolesnika.

je 4 sata iza koronarne angiografije; T2 = mjerenje 24

10.'Razlike u TAC izmedu mje

= bazalno mjerenje; T1 = mj

sata iza koronar iografije; *Fridemanov test.

Nema znacajnih razlika u vrijednostima TAC izmedu skupina, kod bazalnog mjerenja, te

mjerenja 4 i 24 sata iza koronarne angiografije (Tablica 10).
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Tablica 10. Razlike u TAC izmedu skupina, u tri tocke mjerenja.

Median (IQR)
Kontrolna Ispitivana Difference 95% ClI p*
skupina skupina

Bazalna vrijednost
TAC (n: 26/23) 2,39 (1,08-3,57) 2,50 (2,04 -3,11) -0,06 -0,08 do 0,76 0,87

4 sata nakon zavrSene koronarografije

TAC (n: 21/22)  3,12(1,91 363) 265(222_3,71) -0,06 -0,8Ld0o0,74 0,90

24 sata nakon zavrSene koronarografije
TAC (n: 29/26) 2,50 (1,76 —3,52) 2,94 (2,11 -3,98) 0,41 -0,43 do 1,22 0,34

*Mann Whitney U test (Hodges-Lehmann median difference)

5.7. Razlike u oste¢enju DNA u alkalnomykomet testu bazalno, 4 i 24 sata naken.koronarne

angiografije
Ostecenje DNA mjerenodntenzitetom, repa (T1) kometa u komet testu je znacajno manjc 24 sata

iza koronarne angiografije u ispitivanoj u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann"Whitney U test,
P=0,019) (Tablica11).

Tablica 11. Osteéenje DNA mjereno intenzitetom repa (T1) uskomet testu.

Intenzitet repa kometa

Ispitivana skupina Kontrolna skupina

Median 25 per 75per Median 25 per 75 per p*
t0, n=3000 4,591084 0,7809 12,4553, 4,161104  0,6558 12,0853 0,067
t1,n=3000 4,911155 0,9368 13,0040 5,438835 0,8856 14,9207 0,057
t2,n=3000 4,524698 0,6751 12,5777 4,749902  0,7255 14,5809 0,019
*Mann Whitney U test

t0 = bazalno mjerenje; t1 = mjerenje 4 sata iza koronarne angiografije; t2 = mjerenje 24 sata iza
koronarne angiografije.
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Ostecenje DNA mjereno duljinom repa (TL) kometa u komet testu je znaCajno manje U
bazalnom mjerenju (Mann Whitney U test, P=0,033) te znac¢ajno manje 4 i 24 sata iza koronarne
angiografije u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu (Mann Whitney U test, P<
0,01) (Tablica 12).

Tablica 12. Oste¢enje DNA mjereno duljinom repa (TL) kometa u Komet testu.

Duljina repa kometa

Ispitivana skupina Kontrolna skupina

Median 25 per 75 per Medijan 25 per 75 per p*
22,08333 17,9167 17,9167 18,3333 18,3333 0,033

t0, n=3000 22,5

t1, N=3000 22,5 17,5000 27,9167 2291667 18,3333 29,5833 <0,01
£2. N=3000 22,08333 17,0833 27,5000 2291667 17,9167 29,1667 <0,01
*Mann Whitney U test

t0 = bazalno mjerenje; t1 = mjerenje 4 sata iza koronarne angiografije; t2 = mjerenje 24 sataiza
koronarne angiografije.

Nakon.nermalizacije itkoreKcije opaza se trend manjeg oste¢enjadDNA U alkalnom komet testu
mjeren intenzitetom. repa/kometa 24 sata iza'koronarne angiografije u ispitivanoj skupini u
odnosu na kontrelnu skupinu (Efekt= -0,009; SP= 0,012; p= 0,45302; p_pril.= 0,81575).
Takoder je vidljivo smanjenje oste¢enja DNA. mjereno,duljinom repa kometa 4 i 24 sata iza
koronarne angiografije u ispitivanoj skupini u odnosu na kontrolnu skupinu (Efekt= -0,010;
SP=0,013; p=0,46248; p_pril.= 0,82575). Prikazano na slici 11.
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Slika 24. Intenzitet repa i duljina repa kometa izmedu skupina u tri mjerne tocke.

Tl="Intenzitet repa kometa; TL = duljina repakometa; C'= kontrolna skupina; I = ispitivana
skupina; TO = bazalno mjerenje; T1 = mjerenje 4 sata iza koronarne angiografije; T2 =
mjerenje 24 sata iza koronarne angiografije.

5.8. Razlike u N-glikozilaciji imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme

Ukupno su izolirana 22 glikanska profila, uklju¢ujuci 6 profila imunoglobulina G i 16 profila
ukupnih proteina plazme. Glikanski profili ukupnih proteina plazme i 1gG su dobiveni za sve
uzorke. Na osnovu glikanskih profila su uspjesno izra¢unata derivirana svojstva kako je opisano
u poglavlju 4.3.4. lako nije bilo znacajne razlike u profilima glikana u skupinama prije i 24 sata
nakon koronarne angiografije, opazen je trend modulacije N-glikozilacije imunoglobulina G i

ukupnih proteina plazme (Tablica 13 i 14, Slika 10 i 11). Provedena analiza glikanskih,
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biokemijskih, klinickih 1 proceduralnih parametara nije pokazala znacajne razlike (Tablica 15 1

16).

5.8.1. Promjene N-glikozilacije imunoglobulina G nakon primjene empagliflozinai koeronarne

angiografije

U kontrolnoj skupini, 24 sata iza koronarne angiografije, N-glikozilacija imunoglobulina G
pokazuje trend smanjenja udjela ra¢vajuc¢ih N-acetilglukozamina (B)j.monogalaktoziliranih
(G1) i digalaktoziliranih (G2) glikana imunoglobulina G te trend porasta udjela srzne fukoze
(CF), agalaktoziliranih (GO) i sijaliniziranih (S) glikana imunoglobulina G (Tablica 13, Slika
10).

U ispitivanoj skupini, 24 sata iza koronarne angiografije, N-glikozilacija imunoglobulina G
otkriva trend smanjenja udjela srzné fukoze (CF) i agalaktoziliranih (GO) glikana te edrzanu
sijalizaciju (S) uz trend porasta ra¢vajucih N-acetilglukozamina (B), monggalakioziliranih (G1)
i digalaktoziliranih (G2) glikana Promjenemisu znacajne, a najizrazeniji utjecaj je naudio srzne
fukoze (CF: Efekt= -0,026) i rac¢vajuc¢eg N-acetilglukozamina (B: Efekt='0,022).,Prikazano u
tablici 13 i slici 12:

Tablica 13 Utjecaj intervencije na glikanski profil imunoglebulina G.

Efekt SP p p_pril*
19G_B_ukupno 0,022 0,014 0,11963 * 0;81575
IgG. CF_ukupno  -0,026 0,014 . 0,06124 0,81575
IgG_GO_ukupno -0,017 0,015 0,27118 0,81575
lgG_G1 ukupno 0,016 0012 /0721015 0,81575
lgG_G2_ukupno 0,012 0,015 0,42976 0,81575
I9G_S_ukupno -0,006 0,014 0,68936 0,86933

*Benjamini-Hochbergova korekcija

B = ra¢vaju¢i N-acetilglukozamin; CF = srzna fukoza; GO = agalaktozilirani; G1 =
monogalaktozilirani; G2 = digalaktozilirani i S = sijalinizirani glikani.
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Slika 12. Razlike u N-glikozilacijiimunoglobulina G izmedu skupina i Smjer promjene
glikozilacije izmedu vremenskih tocaka.

B = rac¢vajuci N-acetilglukozamin; CF = srzna fukoza, GO = agalktozilirani; G1 =
monogalaktozilirani, G2 = digalaktozilirani i S = sijalinizirani glikani; C = kontrolna skupina;
| = ispitivana skupina; TO = bazalno mjerenje; T2 = mjerenje 24 sata iza koronarne
angiografije.
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5.8.2. Promjene N-glikozilacije ukupnih proteina plazme nakon primjene empagliflozina i

koronarne angiografije

N-glikozilacija ukupnih proteina plazme, 24 sata iza koronarne angiografije,.u kontrolnoj
skupini pokazuje trend smanjenja udjela srzne fukoze (CF), afukoziliranih, (AF),
agalaktoziliranih  (G0), racvaju¢ih N-acetilglukozamina (B), visoko-manoznih (HM),
monogalaktoziliranih  (G1), asijaliniziranih  (SO) 1 nisko-razgranatih (LB)™ glikana.
Nepromijenjen je udio tetragalaktoziliranih (G4) i tetrasijaliniziranih (S4) glikana. Istovremeno
se u istoj skupini prikazuje trend porasta udjela digalaktoziliranihy(G2), trigalaktoziliranih (G3),
monosijaliniziranih (S1), disijaliniziranih (S2), trisijaliniziranih (S3)i,visoko-razgranatih (HB)
glikana (Tablica 14, Slika 11).

U ispitivanoj skupini, 24 sata iza koronarne angiografije, biljezi se trend smanjenog udjela
visoko-razgranatih (HB), digalaktoziliranih (G2), trigalaktoziliranih (G3), disijaliniziranih
(S2), trisijaliniziranin (S3) glikana., Nepromijenjen je udio tetragalaktoziliranih (G4),
monosijaliniziranih (S1), tetrasijaliniziranih (S4) i visoko-manoznih (HM),glikana, dek je
istovremeno prisutan trend porasta udjela racvajuceg N-acitilglukozamina (B), srzne/fukoze
(CF), antenarne fukoze®(AF), agalaktoziliranih (GO), monogalaktoziliranih (G1), nisko-
razgranatih (LB) i asijaliniziranih (SO) glikana. Navedene promjene nisu statisticki znacajne, a
najvece, pozitivhe promjene uocene su za mMmonogalaktozilirane, (G1: Efekt=0,009) i
afukozilirane (AF:(Efekt='0,006) glikane, dok su najveée megativne promjene opaZene za
trigalaktozilirane (G3: Efekt= - 0,007) i visoke-razgranate (HB: Efekt= -0,007) glikane.

Prikazano u tablici 24 i slici 13.
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Tablica 14. Utjecaj intervencije na glikanski profil ukupnih proteina plazme.

Efekt SP p p_pril*
Plazma_B_ukupno 0,003 0,006 0,63470 0,86695
Plazma_CF_ukupno 0,004 0,009 0,62670 0,86695
Plazma_GO_ukupno 0,007 0,009 0,39911 0,81575
Plazma_G1 ukupno 0,009 0,011 0,39788 0,81575
Plazma_G2_ukupno -0,005 0,011 0,64749 0,86695
Plazma_G3 ukupno -0,007 0,005 0,14190 0,81575
Plazma_G4_ukupno -0,001 0,009 0,95639 0,99738
Plazma_HB_ukupno -0,007 0,005 0,18506 0,81575
Plazma_HM_ukupno 0,002 0,007 0,77639° 0,92913
Plazma_LB_ukupno 0,005 0,005 0,31348 .0,81575
Plazma_SO_ukupno 0,010 0,011 0,35418 10,81575
Plazma_S1 ukupno  -0,002 0,005 0,66712 0,86933
Plazma_S2 ukupno  -0,007 0,012 0,59213 0,86451
Plazma_S3_ukupno  -0,005 __ 0,005 0,27666 0,81575
Plazma_S4_ukupno 0,000 0,009 0,99757 0,99757
Plazma_AF_ukupno 0,006 0,005 0,26605 0,81575

*Benjamini-Hochhergova korekeija

B = raévajuci' N-acetilglukozamin; CF = srzna fukoza; GO =] agalaktozilirani; G1 =
monogalaktozilirani;G2.= digalaktozilirani; G3 = trigalaktozilirani;' G4 = tetragalaktozilirani;
HB =wisoko-razgranati; HM = visoko-manozni; LB,= niske-razgranati; SO = asijalinizirani; S1
= monosijalinizirani; S2 = disijalinizirani; S3 = trisijalizirani; S4 = tetrasijalinizirani i AF =
antenarna fukoza.
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Slika 13. Razlike u N-glikozilaciji ukupnih proteina plazme izmedu skupina i Smjer

promjena glikozilacije izmedu vremenskih tocaka.
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B = rac¢vaju¢i N-acetilglukozamin; CF = srzna fukoza; GO = agalktozilirani; G1 =
monogalaktozilirani; G2 = digalaktozilirani; G3 = trigalaktozilirani; G4 =
tetragalaktozilirani; HB = visoko-razgranati; HM = visoko-manozni; LB: nisko-
razgranati; SO = asijalinizirani; S1 = monosijalinizirani; S2 = disijalinizirani; S3 =
trisijalinizirani; S4 = tetrasijalizirani i AF = anternarna fukoza; C = kontrelna skupina;
| = ispitivana skupina; TO = bazalno mjerenje; T2 = mjerenje 24 sata 1za kKoronarne
angiografije.

5.8.3. Analiza odnosa klini¢kih i laboratorijskih varijabli s ukupnim antioksidacijskim

kapacitetom

Ispitivanje povezanosti klini¢kih i laboratorijskihévarijabli u.odnosu na ukupni antioksidacijski
kapacitet (TAC) nije pokazala statisticke znacCajnosti, ali je pokazala odredene trendove
(Tablica 15). Ranija perkutana koronarpa intervencija (Efekt= 0,014, p= 0,47174, p_pril.=
0,81575) i infarkta miokarda (Efekt= 0,018, p= 0,30609, p_pril.= 0,81575) u anamnezi su
pokazali pozitivni trend bez statistickog@nacaja. Navika pusenja je imala blago,pozitivan trend
(Efekt=0,006, p= 0,69070, p pril.=0,86933) dok je konzumacijaalkohola pokazala.négativan
trend (Efekt= - 0,026, p= 0,10822, ppril.= 0,81575). U laboratorijskim parametrima blagi
pozitivni trend HbALe(Efekt=,0,009, p= 0,21380, p_pril,=70,82575) te, negativan trend za
vitaminD (Efekt= -0,007, p= 0,23586, p_pril.= 0;81575) i LDLkolesterol (Efekt= -0,005, p=
0,46443, p_pril.=0,81575). Menopauza je pokazala flago negativantrend (Efekt= -0,023, p=
0,37554, pr pril.=0,81575).
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Tablica 15. Analiza povezanosti klinickih i laboratorijskih pokazatelja s ukupnim

antioksidacijskim kapacitetom.

Varijabla_1 Varijabla_2 Efekt SP p p*_pril.
KBS TAC 0,001 0,013  0,94615 0,99738

IM TAC 0,018 0,017  0,30609 .0,81575

PCI TAC 0,014 0,019 047174 0,81575
menopauza TAC -0,023 0,026 0,37554 £0,81575
pusenje TAC 0,006 0,014  0,69070 | 0,86933
alkohol TAC -0,026 0,016 0710822 0,81575
IT™ TAC -0,004 0,007 [ 0,57851 " 0,86451
SKT TAC -0,001 0,006 0,87795 / 0,98600
DKT TAC 0,006 0,006, 0,35582" 0,81575
puls TAC 0,006 0,006 10,34679 0,81575
LDL-K TAC -0,005 0,007  0,46443 0,81575
Feritin TAC -0,002 0,006 0,73755 0,89735
HbA1C TAC 0,009 0,007  0,21380 0,81575
Vit. D TAC -0,007 0,006  0,23586 » 0,81575
Grupa TAC 0,016 0,013  0,21050 0,81575

*Benjamini-Hochbergova korekeija

KBS = koronarna bolest srea u anamnezi; IM = infarkt miokarda u anamnezi; PCI = perkutana
koronarna intervencija.uanamnezi; ITM = indeks tjelesne mase (kg/m2); SKT = sistolicki krvni
tlak (mmHg); DKT = dijastoli¢ki krvni tlak (mimHg); LDL-K = LDL kolesterol; HbAlc =
glikirani hemoglobin.

5.8.4, Analiza povezanosti karakteristika procedure s oSteCenjem DNA, bubreZznom
funkcijom, N-glikozilacijom imunoglobulina G 1 ukupnim antioksidacijskim

kapacitetom

Ispitivanje utjecaja karakteristika procedure koje ukljucuju dozu zracenja (DAP), vrijeme
zracenja (FT) 1 volumen kontrastnog medija (CM) s oSte¢enjem DNA, bubreznom funkcijom,
N-glikozilacijom imunoglobulina G i ukupnim antioksidacijskim kapacitetom nije pokazala
statisticku znacajnost, ali je ukazala na trendove (Tablica 16). NajizraZeniji pozitivan trend se
opaza za duljinu repa (TL) kometa (DAP: Efekt 0,011, p= 0,08424; FT: Efekt 0,011, p=
0,08534; CM: Efekt= 0,009, p= 0,17093) dok je prilagodena p vrijednost za sve tri varijable
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jednaka (p_pril.=0,81575). Opaza se i1 pozitivan trend za intenzitet repa (T]) kometa identi¢nog
efekta za sve tri varijable (Efekt= 0,004) i prilagodene p vrijednosti (p_pril.= 0,81575). Blago
pozitivan trend za kreatinin u sve tri varijable (DAP: Efekt 0,003, p=0,28641, p_pril.= 0,81575;
FT: Efekt= 0,002, p= 0,54359, p_pril.= 0,86451; CM: Efekt=0,003, p= 0,33075, p_pril.=

tri varijable, a najizrazeniji za volumen kontras

0,81575).
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Tablica 16. Analiza utjecaja karakteristika procedure: doza zraCenja, vrijeme zracenja i

volumen kontrastnog medija na oksidacijsko oste¢enje DNA, bubreznu funkciju, N-

glikozilaciju imunoglobulina G i ukupni antioksidacijski kapacitet.

Varijabla_1 Varijabla_2 Efekt SP p p*_pril.
DAP TL 0,011 0,006 0,08424 0,81575
DAP TI 0,004 0,006  0,45253 0,81575
DAP kreatinin 0,003 0,003 0,28641 «0,81575
DAP 1gG_GO0_ukupno 0,001 0,007  0,89667 | 0,99178
DAP 1gG_G1_ukupno -0,004 0,006 052409 0,86451
DAP 1gG_G2_ukupno 0,000 0,008 /0,99639 10,99757
DAP 1gG_S_ukupno 0,004 0,007. “0,57470 | 0,86451
DAP 1gG_B_ukupno 0,004 0,007 057618 0,86451
DAP IgG_CF_ukupno -0,004 0,007 », 0,58045 0,86451
DAP TAC 0,002 0,006 0,79882 0,94054

FT kreatinin 0,002 0,003 054359 0,86451
FT TL 0,011 0,006  0,08534 0,81575
FT TI 0,004 0,006 0,48051 0,81575
FT 1gG_Saukupno 0,010 0,007  0,15787" 0,81575
FT 1gG_GO_ukupno 0,000 0,008 0,98831 0,99757
FT 1gG_G1 ukupno -0,007 0,006 023361 0,81575
FT lgG_G2_ukupno 0,001 0,008 0,91708 0799593
FT TAC 0,003 0,007 », 0,65318 _0,86695
FT IgG_B_ukupno 0,001 0,007 0,83554 0,95304
FT 196G, CF_ukupno 0,002 0,007 », 0,72244 0,89387
CM TL 0,009 0,006 “0,17093 0,81575
CM TAC 0,011 0,006 0,07904 0,81575
CM IgG_G2_total 0,009 0,008  0,21050 0,81575
CM kreatinin 0,003 0,003 0,33075 0,81575
CM 1gG_B_ukupno -0,007 0,007  0,34409 0,81575
CM 1gG_GO0_ukupno -0,006 0,007  0,42826 0,81575
CM IgG_G1_ukupno -0,005 0,006 044167 0,81575
CM TI 0,004 0,006  0,46275 0,81575
CM 1gG_S_ukupno 0,003 0,007  0,64443 0,86695
CM IgG_CF_ukupno -0,001 0,007 092772 0,99593

*Benjamini-Hochbergova korekcija

DAP = doza zracenja; FT = vrijeme zracenja (min) i CM = volumen kontrastog sredstva (ml).
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6. RASPRAVA

Koronarna angiografija je invazivna kardioloska dijagnosticka metoda koja omogucuje
vizualizaciju koronarnih arterija primjenom kontrastnog sredstva pod rendgenskim zra¢enjem.
Od prvog izvodenja 1958. godine, postala je zlatni standard u dijagnosticifkoronarne, bolesti
srca (1). Danas se izvodi s niskom ucestaloS¢u komplikacija (<1%)»i minimalnim rizikom
smrtnosti (<0,05%) (7). Unato¢ tehnickim unapredenjima, odredeni rizici ostaju, 0sobito rizik
od kontrastom inducirane akutne bubrezne ozljede (CI-AKI) (8). Komplikacije se mogu
podijeliti na one povezane s psiholoskim stresom, vaskularnim pristupom, primjenom
kontrastnog sredstva i rendgenskim zracenjem. Bolesniei podvrgnuti koronarnoj angiografiji
¢esto imaju povisenu razinu anksioznosti, osobito, mlade osobe, Zene i oni koji se podvrgavaju
perkutanoj koronarnoj intervenciji (14). Takoder, dulje ¢ekanje na pretragu moze povecati
anksioznost i biti povezano s nepovoljnijim Kardiovaskularnim ishodima (15,16).
Premedikacija benzodiazepinima pokazala se korisnom u smanjenju anksioznosti prije zahvata
(9). Vaskularni pristup igra vaznu ulogu‘u riziku, komplikacija — femoralni pristup nosivrizik
razvoja pseudoaneurizmi, AV fistula, krvarenja i tromboza,odok je' transradijalnipristup
znacajno smanjio ucestalost ovih kemplikacija, iako ih nije potpunoseliminirao (19). Najcesca
komplikacija transradijalnog pristupa je spazam radijalne arterije, dok tromboza radijalne
arterije .ima ucestalost’ 5-10% (20-22). Oporavak endotelne funkcije nakon kateterizacije
radijalne arterije traje oko 3 mjeseca, dok glatke misiéne stanice arterije trebaju 1-6 mjeseci za
potpunizeporavak (25). Kontrastna sredstva kojaysadrzavaju jod kljuc¢na su za vizualizaciju
arterija, no njthovayrazgradnja dovodi do povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS).i narusavanja redoks homeostaze (27). Kontrast pokazuje direktnu citotoksi¢nost prema
bubreznim tubularnim epitelnim stanicama, ¢ime povecava rizik CI-AKI (32). Istrazivanja su
pokazala da je minimalni porast serumskog kreatinina (5-10%) unutar 12 sati osjetljiv marker
rizika za CI-AKI (46). Negativni ucinci ionizirajueg zraCenja izravno su povezani s dozom
zracenja, a istrazivanja pokazuju dasizlaganje rendgenskim zrakama dovodi do poveéanja
produkcije ROS i smanjenja antioksidacijskih enzima, sto doprinosi endotelnoj disfunkciji (49).
Meta-analiza 93 studije potvrdila je povezanost doze zracenja i rizika od kardiovaskularnih
bolesti (54). Povezanost koronarne angiografije i oksidacijskog stresa ispitivana je kroz analizu
prisustva ROS, a kasnije su u primjenu uvedene metode kvantificiranja oSte¢enja DNA, poput
alkalnog komet testa u cirkuliraju¢im limfocitima bolesnika nakon PTCA (63). Kasnija
istrazivanja pokazala su da i dijagnosticka angiografija moZe uzrokovati znacajno oStecenje

DNA (65). Primjena antioksidansa, poput vitamina C, pokazala je smanjenje reperfuzijskog
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oStecenja miokarda 1 pad koncentracije markera oksidacijskog stresa nakon koronarne
angiografije (66). Glikokaliks je glikoproteinski sloj koji oblaze endotelne stanice krvnih zila,
djelujuci kao barijera izmedu lumena i intime krvne zile. Ima klju¢nu ulogu u prijenosu signala,
regulaciji adhezije leukocita i prevenciji tromboze (68). Njegovo stanjenje je_dokazano kod
bolesnika s koronarnom bole$¢u srca i arterijskom hipertenzijom (105,106). Studije su pokazale
da promjena N-glikozilacije IgG s viSestrukom srznom fukozilacijom povecava rizik
ateroskleroze, dok je sijalizacija N-glikana IgG povezana s pretektivnim uéinkom (107).
Pravilna glikozilacija igra vaznu ulogu i u funkciji bubrega, buduc¢i da glomerularna filtracijska
membrana sadrzi endotelne stanice prekrivene glikokaliksom, Sto 'sprje€ava propustanje
proteina i makromolekula (111). Inhibitori natrij-glukoza kotranspertera 2 (SGLT2i), poput
empagliflozina, primarno su razvijeni za lijeCenje Secerne bolesti tip 2, no istrazivanja su
pokazala njihove pleiotropne u¢inke, ukljucujuéi kardioprotekciju i nefroprotekciju (122-126).
Eksperimentalna istrazivanja na dijabetickim animalnim modelima pokazala su da
empagliflozin  smanjuje lipidne shidroperokside i malondialdehid, klju¢ne » markere
oksidacijskog stresa, povecava aktivnost antioksidacijskih enzima, ukljuujuci supereksid
dismutazu 1 glutation peroksidazu, smanjujerazinu mitohondrijskih 1 Ginutarstanicnih/ROS u
dijabeti¢kim endotelnimdtanicama sréanog tkiva (130,131). Ovi nalazi podrzavaju hipotezu da
empagliflozin moze imati zastitni ucinak na oksidacijsko oste¢enje izazvano koronarnom
angiografijom fradi prevencije  komplikacija . povezanih s inyazivmim kardioloSkim
procedurama.

Rezultati, koji. su dobiveni u ovom istraZivanjusukazuju da primjena jedne doze SGLT2
inhibitora, empagliflozina modulira odgovor na “stres kod, bolesnika koji se podvrgava
invazivnoj procedurt kao $to je koronarna angioegrafija. U skupini ispitanika koji su povrh
standardne skrbi dobili i empagliflozin 10 mg je pokazan rastu¢i antioksidacijski trend mjeren
ukupnim antioksidacijskim kapacitetom, zatim znacajno manje oStecenje DNA mjereno
intenzitetom repa i duljinom repa kometa u,alkalnom komet testu i potencijalno moduliranje
upalnog odgovora u zabiljezenim  premjenama N-glikozilacije imunoglobulina G i ukupnih
proteina plazme.

Istrazivanje je provedeno prospektivno, randomizirano i ukljucilo je dvije skupine ispitanika s
ciljem procjene ucinka jedne doze SGLT2 inhibitora, empagliflozina na stres kod bolesnika
koji se podvrgavaju invazivnoj proceduri, dijagnostickoj koronarnoj angiografiji. Kontrolna i
ispitivana skupina nisu se razlikovale po dobi, spolnoj zastupljenosti, antropometrijskim i
klinickim obiljezjima, jedina razlika je bila u vrijednostima sistolickog krvnog tlaka koji je bio

visi u ispitivanoj skupini ( medijan 133 mmHg vs. 124 mmHg , p=0,02) (Tablica 3 i 4). Nije
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uoCena znacajna razlika izmedu skupina u niti jednom od analiziranih laboratorijskih
parametara, Sto sugerira da su obje skupine imale usporedive pocetne vrijednosti prije
intervencije (Tablica 5). Posebno je vazno napomenuti da nije uo¢ena znacajna razlika u HbAlc
(p = 0,20), sto dodatno potvrduje sli¢an metaboli¢ki status izmedu skupina. Dobiveni rezultati
ukazuju na homogenost ispitivanih skupina u pogledu laboratorijskih nalaza/prije intervencije,
Sto omogucava objektivnu procjenu ucinka terapije bez utjecaja pocCetnih razlika u
metaboli¢kom ili hematoloSkom statusu bolesnika.

Parametri povezani s izvodenjem angiografske procedure, ukljucujuci vrijemeyzracenja (FT),
dozu zracenja (DAP) i volumen primijenjenog kontrastnog medija (vel. CM) odrazavaju
karakteristike same procedure. Rezultati pokazuju da nije/bilo znacajnih razlika izmedu
kontrolne i ispitivane skupine u niti jednom od ovih parametara (sve p-vrijednosti > 0,05). To
potvrduje da je sam postupak izvodenja koronarne angiografije bio usporediv u obje skupine,
Sto znaci da eventualni ucinci empagliflozina na bioloskeéyparametre nisu posljedica razli¢itog
izvodenja procedure, ve¢ iskljucivo u€inka lijeka. Ova analiza osigurava da su boleshici u obje
skupine bili izlozeni slicnim uvjetima tijekom zahvata, ¢ime se smanjuje moguénost
metodoloskih pristranosti 4° omogucava pteciznija procjena, utjecdja empagliflozina na
oksidacijski stres i ostale ispitivane,parametre. Eksperimentalna wrijednost istrazivanja je
pojacana ¢injenicomy.da se dvije skupine nisu razlikovale.te je “istrazivanje provedeno
kontrolirano, sto'je u skladu s preporukama iz literature (145,146).ANadalje, w ovom istrazivanju
uspjesno sw, izmjereni kljuéni parametri oksidacijskog stresa 1 upalnog odgovora, ¢ime je
prikazan.ucinak.empagliflozina. Konkretno, odreden je ukupni antioksidacijski kapacitet, koji
odrazava razinu oksidacijskog stresa i antioksidacisku aktivnost empagliflozina. Takoder,
izmjereno je ostecenje DNA, nastalo kao direktna,posljedica disbalansa redoks homeostaze, te
N-glikant, koji sluZze kao biomarkeri upalnih procesa induciranih oksidacijskim stresom. Ovi
parametri su odabrani u skladu sa smjernicama koje su publicirali Murphy i sur., ¢ime se

potvrduje relevantnost i metodoleska utemeljenost provedenog istrazivanja (147).

6.1. Utjecaj empagliflozina na biokemijske pokazatelje nakon koronarne angiografije

U ovom istrazivanju rezultati mjerenja biljega nekroze miokarda ukazuju na znacajno vise
otpustanje hs troponina I u cirkulaciju 24 sata iza pretrage u odnosu na bazalnu vrijednost kod
obje skupine ispitanika (kontrolna skupina medijan 3,3 ng/L vs. 4,4 ng/L, p=0,006; ispitivana
skupina medijan 3,7 ng/L vs. 5,1 ng/L, p=0,002) (Tablica 7). Nije zabiljezena znacajna razlika
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u vrijednostima hs troponina | bazalno i nakon 24 sata izmedu dvije skupine (Tablica 8).
Ovakav rezultat je u skladu s ranijim istrazivanjima koja su pokazala da je ne samo perkutana
koronarna intervencija nego i dijagnosticka koronarna angiografija povezana sa znacajnim
porast biljega nekroze miokarda kao $to je hs troponin T (147). Porast hs troponina.l ipak je bio
unutar referentnih vrijednosti i niti jedan ispitanik nije ima klini¢ke simptome povezane s
ishemijom kao ni promjene u elektrokardiogramu. Porast kardiospecifiénog biljega ukazuje na
stres uslijed invazivne pretrage koja moze dovesti do sustaynog upalnog redgovora i
mikroos$tecenja miokarda kao §to su pokazali Goldberg i suradnici u svom istrazivanju (148).
Porast hs CRP zabiljeZen je u obje skupine $to je ocekivani», odgoversna stres povezan s
invazivnim postupkom. Zabiljezen je statisticki znacajan porast hs CRP u ispitivanoj skupini S
malom standardnom pogreskom, a nakon korek¢ije i manjom /p-prilagodenom vrijednosti
(Efekt = 0,014; SP= 0,004; p=0,00059; p_pril.= 0,04313). Istovremeno, trend porasta hs CRP
je bio manji u ispitivanoj skupini (Slika 7) Sto meze ukazivati na potencijalni uéinak
empagliflozina u smanjenju upalnog«dgovora. Brojna istrazivanja ukazuju na smanjenje CRP
nakon primjene SGLT?2 inhibitora, no meta-analiza Wang i suradnika pokazala je da ukupno
nije bilo znacajne razlike a razini CRP, oSim u placebo kontroliranim studijama_gdje je
zabiljezena razlika (149)aMeta analiza istrazivanja provedenih na animalnim modelima koja
su istrazivala utjecaj.tretmana SGLT2 inhibitorima pokazala je.dosljedno i znacajno smanjenje
upalnih_biljega/ ukljuéujuéi i CRP (150). Primjena empaglifiozina bila je povezana sa
smanjenjem, upalnih biljega poput hs CRP kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti tip 2 (151).
Zinmangi,sur. su u svom istrazivanju pokazali smanjenje kardiovaskularnih dogadaja koji su
povezani s upalom i oksidacijskim oStecenjém $to ukazuje ma citoprotektivni ucinak lijeka
(152).

Kod procjene bubrezne funkcije pratili smo eGFR 1kreatinin, obzirom da se radi o invazivnoj
pretrazi koja ukljucuje primjenu kontrastnog sredstva $to moze nepovoljno utjecati na bubreznu
funkciju. Odredivanje eGFR jennajbolji pokazatelj bubrezne funkcije obzirom da reflektira
stupanj filtracije krvi u bubrezima."Mjerenje razine kreatinina standardno se koristi kao klini¢ki
marker bubrezne funkcije, budu¢i da povisene vrijednosti ukazuju na smanjenu sposobnost
bubrega za filtraciju otpadnih tvari, iako promjena razine kreatinina moze kasniti u otkrivanju
akutnih promjena, pa se kombinacija s eGFR smatra preciznijom. U ispitivanoj skupini
vrijednost eGFR je smanjena nakon intervencije, a p-vrijednost (p=0,04) ukazuje na statisticku
znacajnost prije normalizacije podataka. Izmedu dvije skupine nije bilo znacajne razlike u
vrijednostima eGFR prije i dan nakon procedure. Nije opazena znacajna promjena vrijednosti

kreatinina u skupinama prije i 24 h nakon zahvata kao niti izmedu skupina u oba mjerna
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vremena. Opazeni trend porasta kreatinina i smanjenje eGFR 24 sata nakon koronarne
angiografije u ispitivanoj skupini moze se objasniti farmakoloskim djelovanjem lijeka i
hemodinamskim uc¢incima na bubreg. SGLT2 inhibitori smanjuju reapsorpciju natrija u
proksimalnim tubulima sto povecava koli¢inu natrija koja dolazi do makule dense.i posljedi¢no
aktivacije tubuloglomerularne povratne sprege koja rezultira konstrikcijom aferentne arteriole
I smanjenjenjem glomerularnog tlaka, te posljedi¢no pada eGFR. Takvo smanjenje eGFR s
porastom kreatinina 24 do 48 sati nakon primjene lijeka je hemodinamski odgevor i rana
prilagodba bubrezne funkcije (153). Osmotska diureza (natriureza i glukozurija) zbog
mehanizma djelovanja lijeka dovode do intravaskularne deplecije i redistribucije volumena sto
doprinosi smanjenju glomerularnog tlaka (154). Ove|promjenc hemodinamike i bubrezne
funkcije su prolaznog karaktera i ne znace akutnoloste¢enje bubrega. Bolesnicima koji su na
kroni¢noj terapiji SGLT2 inhibitorima se savjetuje @dgovarajuca hidracija pogotovo u sluc¢aju
povecanja stresa u organizmu kao kod akutnih infekcija (155). Pa tako i kod bolesnika koji se
podvrgavaju invazivnim procedurama S upotrebom kontrasta nakon pretrage se, provodi
hidracija peroralnim ili parenteralnim putom. U,ovom istrazivanju nije dtvrdena statisticki
znacajna razlika u vrijednostima, kreatinina‘1 eGFR izmedu dvije skupine, Sto, ukazuje na
kljuénu ulogu adekvatn@, postproceduralne hidracije u ocuvanju bubrezne funkcije nakon

koronarne angiografije.

6.2. Utjecaj empagliflozina na ukupni oksidaeijski “kapacitet (TOC) nakon koronarne

angiografije

Odredivanje TOC metodom mjerenja endogenog peroksida (H.0:) na osnovu reakcije s
peroksidazom suocava se s nekoliko ograni¢enja i potencijalnih izvora pogreske. Direktno
mjerenje endogenog H-0: u bioloskim uzorcima izrazito je zahtjevno zbog njegovog kratkog
poluzivota i visoke reaktivnosti. HaO2.8€ brzo razgraduje u prisutnosti katalaze i drugih redoks
sustava, $to dovodi do varijabilnih rezultata i smanjene pouzdanosti mjerenja. Nadalje, njegova
razina u uzorku moze biti podloZzna promjenama tijekom pripreme i skladiStenja, $to dodatno
otezava interpretaciju dobivenih rezultata (142). Interferencija s lijekovima u bazalnim i
postproceduralnim uzorcima moze kompromitirati odredivanje TOC. U bazalnim uzorcima,
kroni¢na terapija ispitanika (npr. antihipertenzivi, statinini) moZe utjecati na aktivnost
oksidacijskih 1 antioksidacijskih sustava, stvaraju¢i nepredvidivu interferenciju (143). U

postproceduralnim uzorcima, dodatni lijekovi primijenjeni tijekom angiografije (npr. heparin,
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nitroglicerin) mogu utjecati na rezultate peroksidazne reakcije, oteZavaju¢i pouzdanu procjenu
stvarnog oksidacijskog kapaciteta. Kontrastna sredstva koja se koriste tijekom koronarne
angiografije mogu inducirati oksidacijski stres putem povecane proizvodnje ROS, utjecati na
redoks ravnotezu interakcijom s endogenim antioksidacijskim enzimima,.i povecati
oksidacijsko oStecenje lipida 1 proteina te na taj nacin oteZati tumacenje dobiventh tezultata
(144). Interferencija s endogenim biomolekulama moze dodatno utjecati nal peroksidaznu
reakciju. Proteini, posebno oni bogati tiolnim skupinama (npr. @lbumin,, glutation), mogu
reducirati H>02, mijenjajuéi izmjerene vrijednosti. Lipidi, ukljucujuci oksidirane lipoproteine,
mogu interferirati s peroksidaznim enzimima, dovode¢i do promjena wkinetici reakcije. Mali
metaboliti (npr. bilirubin, mokra¢na kiselina) mogu djelovati kao antieksidansi ili prooksidansi,

¢ime dodatno kompliciraju interpretaciju rezultata.

6.3. Utjecaj empagliflozina na ukapni antieksidacijski kapacitet (TAC) nakon“keronarne

angiografije

Trend promjena ukazuje na, povecanjeyukupnog antioksidacijskog Kapacitetasu.obje skupine
kroz vrijeme, ali nif jednoj skupini promjene nisu znacajne. ASpitivana skupina ima na poc¢etku
nesto vi§i bazalni ukupni antioksidacijski kapacitetu usporedbi skontrolom, Sto moze ukazivati
na bolje metabolicke uvjete u ovoj skupini pfije procedure. U _kontrolnoj skupini dogodio se
nagliqporast 4 sata nakon koronarne angiegrafije (t1), nakon cega slijedi pad 24 sata nakon
koronarne angiografije (t2), dok je istovremeno u ispitivanoj skupini vidljiv stabilniji trend s
konaénim porastom yukupnog antioksidacijskog kapaciteta 24 sata nakon koronarne angiografije
(t2) ((Slika 8). Ovakav rezultat Sugerira da empagliflozin moze doprinijeti stabilnijem
antioksidacijskom odgovoru §to je u skladu s literaturom koja ukazuje na kardioprotektivne
ucinke SGLT?2 inhibitora. Istrazivanje koje'su proveli Daniele i suradnici ukazuje na zastitne
ucinke empagliflozina u kontekstu kardiotoksi¢nosti uslijed kemoterapije, ukljucujuci
smanjenje upale i oksidacijskog stresa (156). Studija objavljena u ¢asopisu Cellular Signalling
pokazala je da empagliflozin smanjuje oksidacijski stres induciran hiperglikemijom u
stanicama humanog bubreznog epitela, $to je povezano s regulacijom ekspresije gena koji su
ukljuceni u upalu i oksidacijski stres (157). Nedavno objavljena klinicka studija ispitivala je

ucinak empagliflozina na serumske pokazatelje oksidacijskog stresa kod bolesnika sa Se¢ernom
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bolesti tip 2 i sr¢anom insuficijencijom te pokazala poboljSanje oksidacijskog profila nakon 12

tjedana terapije empagliflozinom (158).

6.4. Ucinak empagliflozina na oksidacijsko ostecenje DNA nakon koronarne angiografije

Analiza je provedena prije i nakon normalizacije i korekcije podataka, €ime'je,omogucena
preciznija procjena utjecaja intervencije. Prije normalizacije nije bilo znaéajne razlike u
intenzitetu repa kometa (TI) izmedu dvije skupine u bazalnem'mjerenju. (t0). Nakon 4 sata (t1)
opaza se povecanje ostecenja DNA, mjereno intenzitetom repa’kometa, u obje skupine, no ono
je bilo izrazenije u kontrolnoj skupini, iako razlika nije’ dosegnula statisticku znacajnost
(p=0,057). Nakon 24 sata (t2) oste¢enje DNA (TI) se smanjilouobje skupine, ali znacajno vise
u ispitivanoj skupini (p=0,019). Analiza duljine repa kometa (TL) je pokazala zna¢ajnu razliku
izmedu skupina u bazalnom (t0) mjerenju (p=0,033), pri cemu je kontrolna skupina imala nesto
vece vrijednosti u odnosu na ispitivanu skupinu. Nakon 4 sata (t1) duljinaaepa kometa, (TL)
porasla je u obje skupine, aligeitaj porast bio/znacajno veci u kontrolnaj skupinin(p<0,01), sto
ukazuje na vece ostecenje, DNA u skupini koja nije primala empagliflozin. Nakon 24 sata (t2),
duljina repa (TL) u ispitivanoj, skupini se smanjuje dok u kontrolnoj estaje poviSen (p<0,01).
Ova promjena sugerira brzi oporavak DNA kod ispitanika koji suprimali-empagliflozin.

Nakon normalizacije I korekcije podataka, glavni trendovi su ostali isti, @ individualne varijacije
unutar skupinasu smanjene, sto povecava pouzdanost tezultata i'istice jasniju razliku izmedu
skupina. Pokazalg se da oba parametra (Thi‘TL) doprinase, procjeni oksidacijskog stresa i
ostecenja DNA. Rezultat sugerira da empagliflozin moze smanjiti oksidacijsko oStecenje DNA
inducirano koronarnom angiografijom. Ovaj uc¢inak moze biti posljedica antioksidacijskog
djelovanja ili poboljasnja metaboli¢ke, homeostaze, Sto je u skladu s rezultatom ukupnog
anitoksidacijskog kapaciteta‘teys ranijim istrazivanjima koja su pokazala kardioprotektivne
uc¢inke SGLT2 inhibitora (152,159;160). Brzi oporavak DNA u ispitivanoj skupini dodatno
podupire hipotezu da empagliflozin moze imati zastitne uc¢inke u kontekstu oksidacijskog stresa

izazvanog invazivnim kardioloskim postupcima.
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6.5. Utjecaj empagliflozina na N-glikozilaciju imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme

nakon koronarne angiografije

U ovoj analizi ispitivan je utjecaj jedne doze od 10 mg empagliflozina na glikanske profile
imunoglobulina G (IgG_B, 1gG_CF, IgG_GO0, 1gG_G1, IgG_2 i IgG_S) 24 sata nakon
koronarne angiografije. Premda rezultati nisu pokazali statisticki“zmacajan rezultat nakon
korekcije za viSestruka testiranja, opazeni su odredeni trendovi koji upuéuju na potencijalni
ucinak intervencije. Najizrazeniji trend je smanjenje srzne fukoze blizu granice znacajnosti prije
korekcije (CF: Efekt= -0,026; p= 0,06124; p_pril.= 0,81575) texmoze upucivati na specifican
ucinak empagliflozina na ovo glikansko svojstvo. Srzna fukozama N-glikanima imunoglobulina
G ima klju¢nu ulogu u regulaciji protuupalnih syojstava imunoglobulina G, posebno putem
smanjenja afiniteta za Fcy receptore. Smanjenje »srzne fukoze moZe pojacati stani¢nu
citotoksi¢nost ovisnu o protutijelima (engl. Antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC)
$to je posebno korisno u odgovorimama patoleske antigene i u kontekstu upale (161,162). Trend
smanjenja agalaktoziliranih glikana imunoglobulina G (GO: Efekt= -04017; p= 0,27118;
p_pril.= 0,81575) doprinosisSmanjenju upale nakon koronarnesangiografije. Agalaktozilirani
glikani povezani su s povecanom proupalnom aktivno$cu, jer poti€uwezanje za Fcy receptore i
aktivaciju komplementa (98). Povecanje agalaktoziliranih glikana povezano je s upalnim
bolestima poput reumatoidnog  artritisa i kardiovaskularim_dolestima (97). Smanjenje
aglaktoziliranih “glikana moze ukazivati na, smanjenje “upalnog odgovora i1 potencijalni
mehanizam “djelovanja” empagliflozina. Zatim, slijedi trend porasta racvajuceg N-
acetilglukozamina (B: Efekt= 0,022; p=¢ 0,11963; p_pril.= 0,81575). Racvaju¢i N-
acetilglukozamin je struktura koja modulira “funkciju~imunoglobulina G i povezana je s
proupalnim svojstvima (163). Monogalaktozilirani glikani predstavljaju prijelaznu fazu izmedu
agalktoziliranih i digalaktoziliranih glikana te njihov porast (G2: Efekt= 0,016; p= 0,21015;
pipril.= 0,81575) moze ukazivati na postupnu regulaciju glikozilacije prema protuupalnom
profilu. Promjene u galaktozilaciji glikana Cesto su povezane s adaptacijskim odgovorom na
oskidacijski stres i upalu (97). Opazeni trendovi sugeriraju imunomodulacijski ucinak
empagliflozina. lako promjene nisu statisticki znacajne, bioloska znacajnost ovih trendova
ukazuje na potencijalno zastitnu ulogu empagliflozina u regulaciji upalnih odgovora nakon
koronarne angiografije.

Glikozilacija ukupnih proteina plazme vaZan je bioloski proces koji modulira njihovu
funkcionalnost, stabilnost i interakcije s receptorima. Ispitivali smo utjecaj jedne doze od 10

mg empagliflozina na glikanske profile ukupnih proteina plazme (B, CF, GO, G1, G2, G3, G4,
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HB, HM, LB, S0, S1, S2, S3, S4 i AF). Premda rezultati nisu statisti¢ki znac¢ajni nakon korekcije
s viSestrukim testiranjem, opazeni trendovi pruzaju uvide u potencijalne bioloske ucinke
empagliflozina na N-glikozilaciju. Visoko-razgranati glikani pokazuju trend blagog smanjenja
(Hb: Efekt=-0,007; p=0,18506; p_pril.= 0,81575) §to moze ukazivati na protuupalnu funkciju,
jer viSestruka grananja SU povezana S progresijom tumora i metastaza jpreko /modulacije
transmembranskih proteina kao $to su E-kadherin i integrina (164,165). Nadalje, obrnuti je
ucinak rac¢vajuc¢eg N-acetilglukozamina koji su u ovom istrazivanju pokazali trend blagog
porasta (B: Efekt= 0,003, p= 0,63470, p_pril.= 0,86695) sto je protuupalna modulacija (166).
Trendovi koji su opazeni u galaktozilaciji N-glikana ukupnih proteinaspekazuju blagi porast
proupalnih agalaktoziliranih glikana (GO: Efekt= 0,007, p=40,39911, p pril.= 0,81575) sto
moze biti odgovor na akutni stres zbog invazivne procedure. Slijedi porast
monogalaktoziliranih glikana (G1: Efekt= 0,009, p=,0,39788, p_pril.= 0,81575) i smanjenje
visestruko galaktoziliranih glikana (G2: Efekt -0,005, p=0,64749, p_pril.= 0,86695; G3: Efekt=
-0,007, p= 0,14190, p_pril.= 0,81575; G4: Efekt= -0,001, p= 0,95639, p_pril.=0,99738).
Navedene promjene sugeriraju 'prijelaznu’ imunolosku aktivaciju uslijed intervencije
empagliflozinom, a sli¢ni trendovi su opazeni u upalnim i metabelickim'bolestima, ukljucujuci
Secernu bolest, aterosklefozu i sustavne upalne bolesti (167,168). Opazene promjene u trendu
sijalinizacije N-glikana plazmatskih proteina ukljucuju porast, asijaliniziranih (SO: Efekt=
0,010, p= 0,35418, p_ptil.=.0,81575), smanjenje viSestruko sijaliniziranih‘glikana (S1: Efekt=
-0,002, p=40,66712, p_pril.= 0,86933; S2: Efekt=-0;,007,"p= 0,59213, p_pril.= 0,86451; S3:
Efekt=-0,005, p=0,27666, p_pril.= 0,81575) odskojih“na, tetrasijalinizirane glikane nije bilo
utjecaja (S4: Efekt=,0,000, p= 0,99757, p_pril.= 0,99757). Asijalinizirani glikani imaju vecu
imunogenost 1 mogu biti lakSe prepoznati od strane stamica imunosnog sustava te su takve
promjene opisane kod bolesnika s nizim rizikom progresije metastaza (169). Visestruka
sijalinizacija omogucava tumorskim stanicama da izbjegnu imunolosko prepoznavanje
moduliranjem adhezijskih interakcija izmedu tumorskih stanica i endotela, ¢ime olakSava
invaziju i metastaziranje (84,165,170).Nadalje je vidljiv trend blagog porasta srzne fukoze (CF:
Efekt=0,004, p=0,62670, p_pril.= 0,86695) i antenarne fukoze (AF: Efekt= 0,006, p= 0,26605,
p_pril.=0,81575) ukupnih proteina plazme. Srzna fukoza modulira stabilnost i funkcionalnost
proteina zbog ¢ega ima vaznu ulogu imunoloskom odgovoru (171). Povecana ekspresija srzne
fukoze povezuje se sa upalnim bolestima, tumorima i metabolickim poremecajima (172).
Fukozilacija E-kadherina potice epitelno-mezenhimalnu tranziciju koja je vazna za tumorsku
invaziju, dok fukozilacija integrina moze povecati stanicnu migraciju 1 interakcije s

izvanstani¢nim matriksom $to je vazno za metastaziranje tumora (173). Promjene u antenarnoj
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fukozilaciji moduliraju imunoloski odgovor te se mogu Koristiti kao biomarkeri u dijagnostici
i pra¢enju bolesti, posebno u autoimunim bolestima i onkologiji (174). Oligomanozni N-glikani
ukupnih proteina plazme su nezrele glikanske strukture i pokazuju trend blagog porasta (HM:
Efekt= 0,002, p=0,77639, p_pril.= 0,92913) S§to moZe upucivati na poremecenu daljnju obradu
glikana u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu. Takve promjene su prisutne u
uvjetima povecanog metaboli¢kog stresa i upale (167). Nisko razgranati N-glikani ukupnih
proteina plazme su u blagom porastu (Efekt= 0,005, p= 0,31348, p_pril.=,0,81575). Njihovo
povecanje moze znaliti smanjenu aktivnost N-acetilglukozamintrasferaze u, Golgijeveom
aparatu $to se vida u upalnim i metabolickim bolestima (175).“Opazéni trendovi u N-
glikozilaciji ukupnih proteina plazme ukazuju na metabolicke 1 imunoloske prilagodbe, koje

mogu odrazavati upalne procese i potencijalne promjene u stani¢noj signalizaciji.

6.6. Utjecaj klinic¢kih i laboratorijskih pokazatelja na ukupni antioksidacijski kapacitet

Trendovi koji su opazeni u analizi utjecaja pojedinih klinic¢kih ilaboratorijskih‘poekazatelja na
ukupni antioksidacijski Kapacitet mogu ukazivati na potencijalni bioloski znacaj. Porast trenda
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta kod bolesnika s preboljelim-infarktom miokarda i
perkutanom korgnarnom intervencijom u anamnezi bi moglo sugeriratimetabolicku prilagodbu
na oksidagijski ‘stres, $to je u skladu s prethodnim istfaZivanjima koja sugeriraju da
kardiovaskularni. pacijenti mogu razviti_kompenzacijske mehanizme u antioksidacijskom
sustavu (176). Negativan trend konzumacije' alkohola upucuje na smanjeni antioksidacijski
kapacitet kod konzumenata alkohola kao posljedicu alkoholom induciranog oksidacijskog
stresa (177). Nadalje, negativan utjecaj menopauze na ukupni antioksidacijski kapacitet
sugerira da hormonske promjene koje nastaju ulaskom u menopauzu dovode do narusavanja
mehanizama redoks homeostaze. Estrogeni imaju poznatu zaStitnu ulogu u regulaciji
antioksidacijskog odgovora, a njihev’ pad moze rezultirati pove¢anom osjetljivoséu na
oksidacijski stres (178). Publicirana literatura sugerira kontroverzan ucinak vitamina D na
antioksidacijska svojstva, a u ovom istrazivanju vitamin D je pokazao blago negativan trend u
odnosu na ukupni antioksidacijski kapacitet. lako su neka istrazivanja pokazala da vitamin D
moze djelovati kao antioksidans, drugi radovi sugeriraju da visoke koncentracije mogu

potaknuti oksidacijski stres u odredenim metabolickim stanjima (179).
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6.7. Utjecaj proceduralnih karakteristika na oSte¢enje DNA, bubreZnu funkciju, N-glikozilaciju

imunoglobulina G i ukupni antioksidacijski kapacitet

Promatrane karakteristike procedure koje ukljuuju dozu zracenja (DAP), vrijeme zracenja i
volumen kontrastnog medija (CM) su dosljedno pokazale pozitivan trend osStecenja DNA,
najizrazenije u duljini repa (TL) kometa i zatim inteziteta repa (T1) kometa. Ovajtrend sugerira
da vecée izlaganje ionizirajuéem zracenju moze pridonijeti fragmentaciji DNA, §t0 je ranije
potvrdeno u studijama o utjecaju medicinskog zracenja na oksidacijski stres (47,180). Unatoc
tome, doza zracenja (DAP), vrijeme zracenja (FT) 1 volumen kontrastneg'medija (CM) su u
ovom istrazivanju bile manje u odnosu na ranije publicirane podatke za koronarnu angiografiju,
Sto moze objasniti odsutnost statistiCki znacajnih razlika. Nadalje, sve tri karakteristike
procedure su ukazale na blago pozitivan trend s kreatininom, Sto moze sugerirati oksidacijsko
oSte¢enje bubrega ili hemodinamskih promjena izazvanih kontrastnim sredstvom, jer je
pokazano da vise doze zracenja mogu 1zazvati stres i upalu u bubreznom tkivu sto doprinosi
razvoju kontrastom inducirane nefropatije (181)»N-glikozilacija imunoglobulina G u‘ednosu
na karakteristike procedurecje pokazala je blage trendove smanjenjafgalaktozilacije; Sto je
proupalno te porasta sijalizacije koja je protupalna promjena, Sto meze sugerirati imunolosku
adaptaciju, ali bez jasnog uzorka povezanosti sa zra¢enjem ili kontrastom, (167). Porast trenda
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta opazen je za sve tri karakteriStike procedure, najizrazitije
za volumemkontrastnog medija, Sto su takoder, utvrdili Tungjai 1 suradnici u svom istrazivanju
(182). Ova analiza sugerira potencijalne ucinke ionizirajuéeg zracenja i kontrastnog sredstva na
oksidacijsko osteéenje DNA, antioksidacijski kapacitet i N-glikozilaciju IgG, iako nijedan
rezultat nije dosegao statisticku znacajnost. Najizrazeniji’ trendovi odnose se na povezanost
doze zracenja (DAP) i vremena zracenja (FT) s oksidacijskim oSte¢enjem DNA te moguci
adaptivni antioksidacijski odgovor na primjenu kontrasta. Nema jasnih dokaza o promjenama
wbubreznoj funkeiji ili imunolo§kom odgoveru putem glikozilacije IgG. Daljnja istrazivanja s
vec¢im uzorcima 1 dugorocnim praéenjem potrebna su kako bi se potvrdili 1 bolje razumjeli ovi

potencijalni ucincl.

6.8. Hipotetski mehanizam protuupalnog i citoprotektivnog uc¢inka empagliflozina

Empagliflozin smanjuje oksidacijski stres induciran invazivnim procedurama poput koronarne

angiografije mehanizmima koji uklju¢uju: smanjenje proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsta
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(ROS) inhibicijom mitohondrijske disfunkcije u endotelnim stanicama i stanicama imunosnog
sustava i poboljsanjem funkcije mitohondrija moduliranjem AMP-aktivirane protein kinaze
(AMPK) i smanjenjem razine sukcinata, sto je klju¢no za stvaranje ROS (183-185). Istrazivanje
koje su proveli Bayes-Genis i sur. je otkrilo da empagliflozin djeluje putem inhibicije Na+/H+
izmjenjivaca 1 (NHE1) u kardiomiocitima, $to dovodi do smanjenja oksidacijskogistresa i
poboljsanja funkcije srca (186).

Modulacija upalnih putova N-glikozilacije proteina: Empagliflozin mijenja ‘glikozilacijski
profil imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme, smanjujuéi. proupalne glikane poput
agalaktoziranih glikana 1 povecavajuc¢i protuupalne« glikane “poput  sijaliniziranih i
galaktoziliranih glikana (187). To rezultira smanjenjem interakeija s Fcy receptorima na
imunoloskim stanicama, §to ublazava upalni odgoveor. Istrazivanje’koje su proveli Plavsa i sur.
ukazuje na promjene u N-glikozilaciji imunoglobulina G T ukupnih proteina plazme kod
bolesnika s fibrilacijom atrija Sto moze imati utjecaj na'upalne procese i funkciju imunoloskog
sustava (149,188). Citokinski profil se nakon primjene empagliflozina mijenja na macin da se
smanjuje ekspresija upalnih citokina gpoput Ik-6 i TNF-o, djelomi¢ne spreko inhibicije
nuklearnog faktora xB (NF-kB), ¢ime, secogranicava sustavni 1 lokalni upalni odgovor
(189,190). Zhang i sur.4a'svom reeentnom preglednom ¢lanku ukazuju,na mehanizme anti-
upalnog djelovanja,SGLT2 tinhibitora smanjenjem otpustanja_biljega upale 1 ekspresije
endotelnih adhezijskihanolekula (191).

Primjena SGLT2 inhibitora povezana je sa smanjenjem endotelne disfunkcije poboljsanjem
signalizacije ‘dusikovog oksida, Sto doprinosi vazodilataciji 1 smanjenju upalnog oStecenja
krvaih zila (185,192,193). Povecanje ukupnog antioksidacijskeg kapaciteta smanjuje ostecenje
DNA izazvano oksidacijskim stresom tijekom angiografskih postupaka.

Empagliflozin modulira energetski metabolizam stanice poticanjem ketogeneze i odrzavanjem
glukozne homeostaze ¢ime se stvaraju metabolic¢ki uvjeti u kojima ketonska tijela, kao sto je
beta-hidroksibutirat, smanjujuupalne signale i povecavaju energetsku ucinkovitost stanica
(194,195). Na taj nacin se smanjuje energetska ovisnost o glukozi, Sto dodatno modulira anti-
upalne metabolicke putove. Dijagram na slici 14 prikazuje hipotetski mehanizam

protuupalnog i citoprotektivnog uc¢inka empagliflozina.
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Slika 14. IManizam protuupalnog i citoop og ucinka empagliflozina. AMPK: AMP-aktivirana protein kinaza; ROS:
reaktivne kisikove vrste; IL6: interleukin 6; TNF alfa: tumo crotizirajuéi faktor alfa; GO: agalktozilirani glikani; S: sijalinizirani glikani; G:
galaktozilirani glikani; NO: dusikov oksid. Nacrtano pomocu alata draw.io.
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6.9. Ogranicenja istrazivanja

Iako ovo istrazivanje pruza nove spoznaje o u¢inku empagliflozina na oksidacijski stres tijekom
invazivne angiografske procedure, odredena metodoloska i tehni¢ka ogranicenja mogla su
utjecati na interpretaciju rezultata i njihovu primjenjivost u klini¢koj praksi.

Prvo 1 kljucno ogranicenje je relativno mali broj ispitanika, $to smanjuje statisticku snagu
analize i moguénost generalizacije rezultata na Siru populaciju. Ovo istrazivanje jesprvo takve
vrste provedeno s ciljem ispitivanja ucinka jedne doze empagliflozina na‘oksidacijski stres
tijekom invazivne procedure, a veli¢ina uzorka odredena j€ na temelju prethodnih istrazivanja
na animalnim modelima i farmakokinetskih studija na zdravim osebama. Premda su dobiveni
rezultati vrijedni, veéi uzorak ispitanika mogao bi poboljsati robusnost podataka, omoguciti
detekciju suptilnijih razlika medu skupinama 1 pruziti pouzdanije zakljucke o klinickom u¢inku
empagliflozina.

Jedno od ogranicenja studije je isklju¢enje bolesnika sa Se¢ernom bolesti, iako jeupravo ova
populacija poznata po znacajno narusengj redoksshomeostazi i kroni¢nom preupalnom stanju.
S obzirom na veci oksidacijsKi stres i metaboli€ku disregulacijukod dijabeticara, ocekuje se da
bi empagliflozin mogaofimati joS 1ZraZeniji antioksidacijski i1 citoprotektivni ucinak u ovoj
skupini. Buduéa istrazivanja trebala bi ukljuciti bolesnike s dijabetesom kako bi se procijenila
potencijalna dodatna Korist primjene empagliflozina u fprevenciji oksidacijskog ostecenja
povezanog.s . angiografijom.

U ovomistrazivanju empagliflozin je primijenjemu jednoj doziprije koronarne angiografije,
Sto/ograni¢avaynjegoyv potencijalni ucinak na‘oksidacijski stres i upalne odgovore. Poznato je
da se antioksidacijski, protuupalni i citoprotektivni u¢inci SGLT2 inhibitora razvijaju postupno
kroz duljt vremenski period. Stoga bi studije keje ukljucuju vremenski dulju primjenu
empagliflozina (npr. nekoliko dana do tjedana prije angiografije) mogle pokazati izrazeniji 1
dugotrajniji u¢inak na oksidacijski stres, upalu i bubreznu funkciju.

Za procjenu razine oksidacijskog sttesa'u istrazivanju je bilo planirano odredivanje ukupnog
oksidacijskog kapaciteta, no rezultati mjerenja nisu bili interpretabilni za daljnju analizu.
Direktno mjerenje endogenog H:0: u bioloskim uzorcima predstavlja tehnicki izazov zbog
kratkog poluzivota i visoke reaktivnosti H202, §to dovodi do njegove brze razgradnje u
prisutnosti katalaze 1 drugih redoks enzima, rezultiraju¢i varijabilnim i nepouzdanim
vrijednostima. Otezavajuca okolnost je i moguca interferencija s lijekovima koje su ispitanici
uzimali u kroni¢noj terapiji, kao i lijekovima primijenjenima tijekom same procedure (npr.

heparin, nitroglicerin, kontrastno sredstvo). Takoder, utjecaj endogenih biomolekula (proteina,
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lipida, malih metabolita) na reakciju H.0O: s peroksidazom, §to moze dovesti do artefaktnih
rezultata i dodatno otezati interpretaciju ukupnog oksidacijskog kapaciteta uzoraka. U
buducénosti bi trebalo razmotriti alternativne metode mjerenja razine oksidacijskog stresa, poput
oksidiranih proteina i produkata lipidne peroksidacije, koji su stabilniji i manje podlozni
interferencijama.

Jo$ jedno ogranicenje istrazivanja je izostanak uzorkovanja i mjerenja nakon 24 sata iza
koronarne angiografije. Poznato je da oksidacijski stres i upalne reakcije mogu imati kasniji
vrhunac, pa bi dodatna mjerenja u kasnoj fazi odgovora mogla razotkriti dugotrajne ucinke
empagliflozina, kao i potencijalne razlike izmedu skupina kéjenisu bile vidljive u neposrednom
postproceduralnom periodu. Dugoro¢niji pracenje biomarkera oksidacijskog stresa, upalnih
markera i bubrezne funkcije moglo bi pruziti precizniji uvid u zastitni u¢inak empagliflozina,
osobito u kontekstu prevencije kontrastom inducirane nefropatije (CIN). lako je ovo
istrazivanje pruZilo vazne inicijalne podatke o ucinku empagliflozina na oksidacijski stres
tijekom koronarne angiografije, navedena, ograni¢enja upucuju na potrebu za)buduéim
studijama s veéim brojem ispitanika,/ukljuivanjem dijabetiCara, kroniénom primjenom
empagliflozina te poboljsanim metodama<mijerenja oksidacijskog stresa I dugotrajnijim
pra¢enjem bolesnika. Takav pristup omogucio bi potpuniju procjenu potencijalne protektivne

uloge empagliflozina.u.ovom klini¢kom kontekstu.
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7. ZAKLJUCAK

Rezultati istrazivanja sugeriraju da empagliflozin, inhibitor natrij-glukoznog kotransportera 2
(SGLT2i) smanjuje oksidacijsko ostecenje i upalne odgovore kod bolesnika koji se podvrgavaju

koronarnoj angiografiji $to proizlazi iz sljede¢ih zakljucaka:
1.

Opazen je porast antioksidacijskog kapaciteta u ispitivanoj sktipini, stowmoze doprinijeti

smanjenju oksidacijskog stresa i ostecenja tkiva.
2.

Ispitivana skupina pokazala je znacajno manje oksidacijskog osteéenja DNA, Sto je potvrdeno

alkalnim komet testom kroz znacajno niZe vrijednostiintenziteta repa i duljine repa kometa.
3.

Promjene u profilu N-glikozilacije imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme, kao i
smanjenje porasta hs-CRP, sugeriraju da empagliflozin moze imodulirati upalne odgovore i

potencijalno smanjiti sustavnu upalu nakon koronarne angiografije.
4.

Parametri bubrezne! funkeije prije i nakon koronarne' angiografije pratili su ocekivane
hemodinamske, u¢inkerempagliflozina, ukazujuci na njegov potencijal u smanjenju bubreznog

stresa povezanog siinvazivnim kardioloskim, pestupeima.
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9. SAZETAK

Uvod: Koronarna angiografija je invazivna kardioloska pretraga kojom se omogucéava
vizualizacija koronarnih arterija upotrebom jodnog kontrastnog sredstva pod rendgenskim
zraenjem. Oksidacijski stres, odnosno oksidacijsko ostecenje inducirano pretragom rezultat je
neravnoteze izmedu produkcije reaktivnih kisikovih spojeva i1 antioksidacijskihnelemenata.
Posljedicno proupalno stanje uslijed endotelne disfunkcije ima potencijal pogorSanja vec
postojece kardiovaskularne bolesti i akutnog pogorsanja bubrezne funkcije. Inhibitori natrij-
glukoza kotransportera 2 (SGLT2 inhibitori) imaju sposobnost redukeije oksidacijskog stresa,
te kao potencijalni antioksidansi pruzaju direktni renoprotektivni i kardioprotektivarucinak. Uz
to, smanjuju produkciju slobodnih radikala i poveéavaju ekspresiju antioksidacijskih sustava.

Ciljevi istrazivanja: Glavni cilj istrazivanja je utvrditi mozesli jedna, doza SGLT2 inhibitora
empagliflozina primijenjenog prije elektivne dijagnosti¢ke korenarne angiografije smanjiti
stres kod bolesnika putem odredivanja promjena ukupnog oksidacijskog i antioksidacijskog
kapaciteta plazme, oSte¢enja DNA 1 parametara bubrezne funkcije prije i poslije pretrage, te
promjene glikozilacije ukupnih proteina plazme iciimunoglobulina’'G (1gG).

Materijali i metode: Ovo randomizirano prospektivnouistrazivanje provelo se na 60 bolesnika
(starosti 18 godina 1 viSe) upucenih na elektivnu koronarnu angiografiju u Opc¢u bolnicu ,,Dr.
Josip Bencevi¢* u Slavonskom Brodu,Kkoji'su bili podijeljeni u dvije skupine: ispitivana skupina
(standardna skrb + primjena jedne’doze .empagliflozina od 10 mg peroralno u medicinski
kontroliranim uvjetima 2 sata prije koronarografije) i kontrolna skupina<(standardna skrb).
Ispitanici su ispunili upitnik_esmisljen/za ovg istrazivanje, nakon ¢ega$Se uzorkovala venska
krv nataste za bazalne (t0) vrijednosti hematoloskih i biokemijskih parametara. lzsbazalnog
venskog uzorka separirala se plazma za odredivanje ukupnog oksidacijskeg kapaciteta (TOC),
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC) i N-glikana IgG i ukupnih proteinaplazme te puna
krv za alkalni komet test. Drugi uzorak venske krvi (tl1)<e uziman 4 sata (£15 min) iza
koronarne angiografijeza TOC, TAC i komet test. Tre¢i uzorak venske krvt (t2) je uziman 24
(£15min) nakon koronarne angiografije za odredivanje kreatinina, TOC, TAC, N-glikana IgG
i ukupnih proteina plazme‘te komet test.

Rezultati:"U skupini ispitanika koji su powrh standardne skrbi dobili i empagliflozin 10 mg je
poKazan rastuéi antieksidacijski trend mjeren ukupnimyantioksidacijskim kapacitetom. U istoj
je skupini izazvano znacajno manje oStecenje DNA 24 sata nakon koronarne angiografije u
odnosusna_kontrolnu skupinu, mjereno intenzitetemsrepa kameta (Mann Whitney U test,
P=0,019) 1 duljinom repa kometa u, komet testu (Mann Whitney U test, P< 0,01). Dodatno,
zabiljezene promjene N-glikozilacije imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme upucuje na
potencijal moduliranja upalnog odgovoraprimjenom empagliflozina u ispitivanoj skupini.

Zakljucak: Rezultati istrazivanja sugeriraju da empagliflozin smanjuje oksidacijsko oStecenje
i upalne odgovore kod bolesnika koji se podvrgavaju koronarnoj angiografiji, potvrdeno
porastom antioksidacijskog kapaciteta, manjom razinom oksidacijskog oste¢enja DNA i
promjenama u profilu N-glikozilacije imunoglobulina G i ukupnih proteina plazme u ispitivanoj
skupini. Parametri bubrezne funkcije prije i nakon koronarne angiografije pratili su ocekivane
hemodinamske u¢inke empagliflozina, ukazuju¢i na njegov potencijal u smanjenju bubreznog
stresa povezanog s invazivnim kardioloskim postupcima.

Kljuéne rijeci: koronarna angiografija, oksidacijski stres, antioksidacijski kapacitet, N-
glikozilacija, SGLT2 inhibitori
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10. SUMMARY

Introduction: Coronary angiography is an invasive cardiological procedure that enables the
visualization of coronary arteries using iodine contrast under X-ray imaging. Oxidative stress,
or oxidative damage induced by the procedure, results from an imbalance between the
production of reactive oxygen species and antioxidant elements. Consequently; the resulting
pro-inflammatory state due to endothelial dysfunction has the potential to warsen pre=existing
cardiovascular disease and acutely impair kidney function. Sodidm-glucose cotransporter 2
inhibitors (SGLT2 inhibitors) have the ability to reduce oxidative stress and, as potential
antioxidants, provide direct renoprotective and cardioprotective ffects.,» Additionally, they
reduce the production of free radicals and increase the expression of antioxidant systems.

Study Objectives: The main objective of this study is to determine whether a single dose of
the SGLT2 inhibitor empagliflozin, administered before elective “diagnostic coronary
angiography, can reduce stress in patients by assessing changes, in total oxidative and
antioxidant plasma capacity, DNA damage, and kidney function parameters before and after
the procedure, as well as changes in glycosylation‘ef total plasmagroteins and immunoglobulin
G (19G).

Materials and Methods: This randomized prospective study was conducted on 60 patients
(aged 18 and older) referred for elective ceronary angiography at the General Hospital "Dr.
Josip Bencevi¢" in Slavonski Brod. The patients were divided into two groups: the experimental
group (standard care + a single oral dosg'of 10 mg empagliflozin under medieal supervision 2
hours before coronary angiegraphy), and the control group (standard care). Participants
completed a questionnaire designed for this study, followed by‘fasting venous bleod:sampling
to determine baseline (tQ) values of hematological and biochemical, parameters. Plasma was
separated from the baseline wvenous sample for the determination of total oxidative capacity
(TOC), total antioxidant:.capacity (TAC), N-glycans of 1gGyitotal plasma proteins, and whole
blood for the alkaline.€omet test. A second venous blood sample (t1) was collected 4 hours
(£15 min) after coronary angiography for TOC, TAC, and the comet test. A third venous blood
sample (t2) was taken 24 hours (£15 min) aftércorohary angiography to determine creatinine,
TOC, FAC, N-glycans of IgG, total plasma proteins, and fer the comet test.

Results: In the group of patients who received empagliflozin,10 mg in addition to standard
care, an increasing antioxidant trend was observed, as measured by total antioxidant capacity.
In, the same<group,“significantly less DNA damageswas induced 24 hours after coronary
angiography compared to the control group, as measured by comet tail intensity (Mann-
Whitney U test, P=0.019) and cometytail length in the comet test (Mann-Whitney U test,
P<0.01). Additionally, recorded changesiin N-glycosylation of immunoglobulin G and total
plasma proteins suggest the potential modulation of the inflammatory response through the
administration of empagliflozin in the experimental group.

Conclusion: The study results suggest that empagliflozin reduces oxidative damage and
inflammatory responses in patients undergoing coronary angiography. This is confirmed by
increased antioxidant capacity, lower levels of oxidative DNA damage, and changes in the N-
glycosylation profile of immunoglobulin G and total plasma proteins in the experimental group.
Kidney function parameters before and after coronary angiography followed the expected
hemodynamic effects of empagliflozin, indicating its potential in reducing renal stress
associated with invasive cardiological procedures.

Keywords: Coronary angiography, oxidative stress, antioxidant capacity, N-glycosylation,
SGLT?2 inhibitors
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 4. prosinca 1969. godine u Brckom u Bosni 1 Hercegovini.

Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisujem 1988. godine koji zavrSavam 1 diplomiram

29. travnja 1995. godine.

Nakon dvogodis$njeg staziranja u Domu zdravlja Slavonski Brod pelazem strucni iSpit te se
zaposljavam u Opcoj bolnici Dr. Josip Bencevi¢ u Slavonskom Brodu gdje'sam zaposlena od

09. veljace 1998. godine do danas.

Specijalizaciju iz interne medicine zapoCinjem 1998. godine i, zavrSavam polozenim
specijalistickim ispitom u Klinickom bolnickom gentru Zagreb 27. svibnja 2003. godine. Uzu
specijalizaciju iz kardiologije sam pocela 2013. godine 1 zavrsila poloZenim ispitom iz uZe

specijalizacije u Klinickoj bolnici Dubrava u Zagrebu 17, srpnja 2015. godine.

Voditeljem Odjela za kardiologiju sam imenovana 1. prosinca 2018. godine te sam 2019xgodine
zapocela prve elektrofizioloSki procedure u' Slavoniji 1 2021. godine perkutano lije€enje
strukturne bolesti srca. Naziv primarijus mi je priznat 16. oZzujka 2022. godine na 51% sjednici

Povjerenstva za priznavanje naziva primarijus Ministarstva zdravstva.

Poslijediplomski interdisciplinarni sveucili$ni studij Molekulamne bioznanosti, Sveuciliste
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku u suradnji sa SveucilisStem u Dubrovniku i u suradnji sa

Institutom Ruder Boskovi¢ u Zagrebu upisujem 2020. godine.

24 /veljace 2022. 1zabrana sam u naslovno suradnicko zvanje asistenta iz znanstvenog podrucja
Biomedicined zdravstva, znanstvenog polja klini€ke medicingke znanosti, znanstvene grane
interna medicina, na Katedri za klini¢ku medicinu Fakulteta za dentalnu medicinu i zdravstvo

Osijek.

Aktivno sudjelujem i organiziram znanstvene i stru¢ne skupove i rad stru¢nih drustava. Clan
sam Hrvatskog lije¢nic¢kog zbora (HLZ), Hrvatske lije¢nicke komore (HLK), Hrvatskog
kardioloskog drustva (HKD), Europskog kardioloskog drustva (ESC), Europskog udruzenja za
sr¢ani ritam (EHRA), Radne skupine za aritmije i elektrostimulaciju srca HKD, Radne skupine
za akutni koronarni sindrom HKD i Radne skupine za invazivnu i intervencijsku kardiologiju
HKD.
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