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IDENTIFIKACIJA INFEKTIVNIH AGENASA U NEATEROSKLEROTSKIM DELOVIMA
KORONARNIH ARTERIJA, UNUTRASNJE GRUDNE ARTERIJE I AORTE KOD
BOLESNIKA SA KORONARNOM BOLESCU

Sazetak

Ateroskleroza se trenutno smatra inflamatornim procesom koji se razvija kao posledica hroni¢nog
oSte¢enja vaskularnog zida izazvanog razli¢itim faktorima rizika, ukljucujuéi starenje,
hiperlipidemiju, hipertenziju, pusenje, dijabetes melitus 1 izlozenost odredenim infektivnim
agensima.

Ciljevi ove studije bili su da se ispita prisustvo DNK Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i
Cytomegalovirusa u makroskopski nepromenjenim segmentima koronarnih arterija, unutrasnje
grudne arterije i aorte kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom bole$¢u, kao i da
se proceni njihova povezanost sa inflamatornom komponentom i tezinom ateroskleroze,
postoperativnim komplikacijama i klinickim ishodom.

Sprovedena je studija preseka, koja je obuhvatila pacijente sa dijagnozom koronarne arterijske
bolesti, hospitalizovane na Klinici za kardiohirurgiju Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije radi
hirur$ke revaskularizacije miokarda (eng. Coronary Artery Bypass Graft - CABG).

Analiza uzoraka tkiva, izolacija DNK i lan¢ana reakcija polimerizacije (PCR) u realnom vremenu
obavljene su u Organizacionoj jedinici Istrazivackog centra za implantologiju - Laboratoriji za
genetiku  Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, a histopatoloske (HP) i
imunohistohemijske analize (IHH) u Institutu za patologiju ,,Prof. dr DPorde Joannovic*,
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Tokom hirurske revaskularizacije miokarda, uzeti su mali uzorci distalnih delova dijagonalnih grana
(grane leve prednje silazne koronarne arterije, eng. left anterior descending coronary artery - LAD),
delovi unutrasnje grudne arterije (lat. a. mammaria interna), koji se koriste za transplantaciju (graft),
i delovi aorte bez makroskopski procenjene aterosklerotske degeneracije, na analizu.

Rezultati ove studije ukazali su na prisustvo mikroorganizama u naizgled zdravim arterijskim
segmentima kod pacijenata sa koronarnom arterijskom boleséu (eng. Coronary artery disease,
CAD), ne samo u koronarnim arterijama, ve¢ i u unutra$njim grudnim arterijama, koje se inace
smatraju otpornim na aterosklerozu. Njihovo prisustvo u makroskopski neizmenjenim krvnim
sudovima koreliralo je sa inflamatornom komponentom ateroskleroze (poviseni nivoi sedimentacije
i fibrinogena), ali nije pokazalo korelaciju sa postoperativnim komplikacijama.

Kljuéne reci: Koronarna bolest, Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, Cytomegalovirus,
DNK, PCR, HP, IHH
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IDENTIFICATION OF INFECTIOUS AGENTS IN NON-ATHEROSCLEROTIC PARTS
OF CORONARY ARTERIES, INTERNAL THORACIC ARTERY AND AORTA IN
PATIENTS WITH CORONARY DISEASE

Abstract

Atherosclerosis is currently regarded as an inflammatory process that develops as a consequence of
chronic vascular wall injury caused by various risk factors, including aging, hyperlipidaemia,
hypertension, smoking, diabetes mellitus, and exposure to certain infectious agents.

The aims of this study was to investigate the presence of Chlamydia pneumoniae, Helicobacter
pylori and Cytomegalovirus DNA in macroscopically unchanged segments of coronary arteries, the
internal thoracic artery, and aorta in patients with advanced coronary artery disease, as well as to
evaluate their association with the inflammatory component and severity of atherosclerosis,
postoperative complications, and clinical outcome.

A cross-sectional study was conducted, which included patients diagnosed with coronary artery
disease (CAD), hospitalized at the Cardiac Surgery Clinic of the University Clinical Center of
Serbia for surgical myocardial revascularization (Coronary Artery Bypass Graft - CABG).

Analysis of tissue samples, DNA isolation and real-time polymerase chain reaction (PCR) were
performed in the Organizational Unit of the Implantology Research Center - Genetics Laboratory of
the Faculty of Dentistry, University of Belgrade, and histopathological (HP) and
immunohistochemical (IHH) analyzes at the Institute of Pathology "Prof. Dr. Porde Joannovic",
Faculty of Medicine, University of Belgrade.

During the surgical revascularization of the myocardium, small samples of the distal parts of the
diagonal branches (branches of the left anterior descending coronary artery - LAD), parts of the
internal thoracic artery (lat. a. mammaria interna), which are used for transplantation (graft), and
parts of the aorta without macroscopically assessed atherosclerotic degeneration, were taken for
analysis.

The results of this study indicated the presence of microorganisms in apparently healthy arterial
segments in patients with coronary artery disease (CAD), not only in coronary arteries, but also in
internal thoracic arteries, which are otherwise considered resistant to atherosclerosis. Their presence
in macroscopically unchanged blood vessels correlated with the inflammatory component of
atherosclerosis (increased levels of sedimentation and fibrinogen), but did not show a correlation
with postoperative complications.

Key words: Coronary artery disease, Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori,
Cytomegalovirus, DNA, PCR, PH, IHH
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1. UVOD

BOLESTI KARDIOVASKULARNOG SISTEMA

Kardiovaskularna oboljenja (eng. cardiovascular disorders, CVD) predstavljaju jedan od vodecih
uzroka morbiditeta i mortaliteta u svetu [1]. Bolesti srca i krvnih sudova, sa stopom mortaliteta od
¢ak 32%, bile su odgovorne za priblizno 19,8 miliona smrtnih ishoda tokom 2022. godine.

Najve¢i procenat (85%) ovako visokog mortaliteta je uzrokovan aterosklerotskim
kardiovaskularnim bolestima (eng. atherosclerotic cardiovascular disorders, ASCVD), poput
infarkta miokarda ili cerebrovaskularnog insulta. Ishemijska bolest srca (IBS) predstavlja vodeci
uzrok smrti i odgovorna je za oko 49% svih smrtnih ishoda.. Teret kardiovaskularnih bolesti
(KVB) je viSe izrazen u zemljama sa nizom i srednjom stopom ekonomskog razvoja u odnosu na
zemlje sa visokom stopom prihoda [2].

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization, WHO),
pored ishemijske bolesti srca, kao i ishemijskog i hemoragi¢nog cerebrovaskularnog insulta
(CVI), arterijska hipertenzija predstavlja znac¢ajan uzrok mortaliteta i morbiditeta. Ona doprinosi
velikom broju izgubljenih godina Zivota korigovanih za invaliditet (eng. Disability-adjusted life
years, DALY) [3].

U periodu od 1990. do 2019. godine doslo je do znacajnog porasta incidence KVB u celom svetu
(31,3 miliona obolelih 1990. godine naspram 55,5 miliona obolelih 2019). Posmatrajuci stope
obolevanja standardizovane prema uzrastu, postoji pad incidence u razvijenim zemljama Evrope, i
Severne Amerike, pre svega IBS i bolesti perifernih arterija, u manjem stepenu CVI i sréane
insuficijencije; jedino je incidenca nereumatskih valvularnih oboljenja u porastu. Sa druge strane,
prevalenca KVB ne pokazuje znakove pada u nerazvijenim delovima sveta. Smatra se da je 2019.
preko 523 miliona ljudi bolovalo od neke KVB, sa porastom ucestalosti ishemijskog CVI, NSTEMI
(eng. non —ST elevation myocardial infarction, NSTEMI) infarkta miokarda [4].

Troskovi vezani za KVB i njihove posledice u zemljama Evropske Unije (EU) dostizu 282 milijarde
eura godisnje, pri ¢emu oko 55% otpada na dijagnostiku 1 samo lecenje, 17% na gubitak radne
sposobnosti i 28% na potrebe neformalne nege [5].

Procenjuje se da ¢e se u periodu od 2025-2050. godine nastaviti trend rasta obolevanja i umiranja
od KV bolesti. Prema studiji Chong et al iz 2024. godine, ocekivan je porast prevalence KV bolesti
od ¢ak 90%, porast mortaliteta od 73% i DALY od 55%, sa dominacijom ishemijske bolesti srca
kao uzrocnika 1 arterijske hipertenzije kao glavnog faktora rizika. Posebno se naglaSava rast uticaja
KVB u regionima centralne i isto¢ne Evrope, kao i centralne Azije [6,7].

Prema studiji globalnog optereé¢enja bolesti, povreda i faktora rizika (eng. The Global Burden of
Diseases, Injuries and Risk factors study), glavni faktori rizika za smrtni ishod od KV bolesti su
poviSeni krvni pritisak, visoke vrednosti lipoproteina niske molekularne gustine holesterola (eng.
low-density lipoprotein cholesterol, LDL-C), glukoze u plazmi, gojaznost tj. visok indeks telesne
mase (eng. Body mass index, BMI), poremecaj funkcije bubrega, visok sadrzaj natrijuma u ishrani,
fizicka neaktivnost, ekspozicija aerozagadenju, odredenim toksi¢nim agensima (poput olova,
organskih rastvaraca) i konzumiranje alkoholnih napitaka [8,9].

U zemljama Evrope, KV bolesti su glavni uzrok smrti, sa dominacijom ishemijske bolesti srca (45%
mortaliteta Zena, 39% ukupnog broja smrtnih ishoda muskaraca). Stope morbiditeta i mortaliteta
standardizovane prema uzrastu znacajno su vise kod pripadnika muskog pola [10,11].

Prema poslednjim dostupnim podacima za Republiku Srbiju, tokom 2023. godine, kod prakti¢no
polovine preminulih stanovnika glavni uzrok bili su bolest srca i krvnih sudova, akutni koronarni
sindrom (AKS) ili CVI. U poslednjih 10-ak godina postoji blagi pad smrtnosti od KVB (5% kod



zena, 2 % kod muskaraca), pre svega na racun pada mortaliteta od CV bolesti. Sa druge strane viden
je porast smrtnih ishoda od hipertenzivne bolesti od ¢ak 103,5% u istom periodu [12].

Posmatrajuci dostupne podatke o prepoznatim faktorima rizika, arterijska hipertenzija je u Evropi
2015. godine bila prisutna kod 22,3% Zena i 26,5% muskaraca [10].

Prosec¢ne vrednosti holesterola na nivou Evrope su iznosile oko 4,9 mmol/l (zenski pol) tj. 4,8
mmol/l, sa vrednostima preko 5 mmol/l u viSe zemalja ukljucujuc¢i Republiku Srbiju. Uvodenjem
dostupne terapije, poviSene vrednosti LDL-C, nekad patognomoni¢ne za aterosklerotske KVB, su
izgubile na znacaju, dok porast triglicerida (TG) i pad HDL-C (eng. high density lipoprotein
cholesterol, HDL-C) u sklopu metabolickog sindroma i epidemije gojaznosti dobija na znacaju [13].

Procenjena prevalenca Secerne bolesti (diabetes mellitus, DM) se u Evropi krece oko 6%, ali se
smatra da je skoro 38% slucajeva i dalje nedijagnostikovano. Oko 23% smrtnih ishoda pre 60.
godine zivota je povezano sa dijabetesom, od Cega verovatno polovina je uzrokovana KV
komplikacijama [14,15].

U Srbiji, oko 600.000 stanovnika boluje od DM (oko 8% populacije), dominantno tipa II, pri c¢emu
trenutno dijabetes predstavlja tre¢i po ucestalosti uzro¢nik smrti u populaciji Srbije [12].

Jedan od rastuéih faktora rizika kako za KVB tako i za DM je prekomerna telesna tezina. Aktuelni
podaci na nivou zemalja Evrope ukazuju da je prekomerna tezina (BMI > 25 kg/m2) prisutna kod
neverovatnih 50,6% starijih od 18 godina, a da 20% odraslih spada u kategoriju gojaznih (BMI>30
kg/m2) [16].

Nizak nivo fizi¢ke aktivnosti znac¢ajno doprinosi gojaznosti, DM i KVB. U meta analizi koja je
obuhvatila studije sa 650.000 ispitanika, pokazano je da umereni do visoki nivo redovne fizicke
aktivnosti moze redukovati rizik od nastanka IBS i CVI za 20-30% [17].

Neadekvatan kvalitet i kvantitet sna se sve viSe namece kao jedan od bitnih faktora rizika za razvoj i
progresiju hroni¢nih nezaraznih bolesti. Sindrom opstruktivne apneje u snu Sa procenjenom
globalnom prevalencom od skoro milijardu ljudi je prisutan kod 30-50% pacijenata sa arterijskom
hipertenzijom, tj. 70-90% pacijenata sa rezistentnom hipertenzijom. Samostalno, ili u kombinaciji
sa insomnijom je znacajan faktor rizika za IBS, AKS i poremecaje sréanog ritma [18-20].

Hroni¢ni poremecaji bubrezne funkcije su prisutni kod priblizno 10% odraslih, pri ¢emu skoro dve
treine pacijenata nije svesno tegoba ili nije dijagnostikovano [21,22].

Ekspozicija buci u radnoj i zivotnoj sredini uzrokuje ili potpomaze nastanak 50.000 slucajeva KV
bolesti na godi$njem nivou [23,24].

Slican problem predstavlja i aerozagadenje, gde je pokazano da je kratkotrajna i dugotrajna
ekspozicija Cesticama manjim od 2,5 mikrona (PM35), manjim od 10 mikrona (PMjo) i nitroznim

gasovima povezana sa povecanim rizikom od arterijske hipertenzije, infarkta miokarda 1 CVI
[23,25].

Konzumiranje duvana inhalatornim putem (e-cigarete i sl.) je u padu, ali i dalje prisutna kao
redovna navika kod 15% Zena i 28% muskaraca [10].

Pored bihejvioralnih i faktora rizika sredine, ne bi trebalo zanemariti ni uticaj genetske
predispozicije, poput monogenskih oboljenja tipa familijarne hiperholesterolemije (FH) i
hipertrofi¢ne kardiomiopatije koja doprinose ranoj pojavi i progresiji KVB [26].

Znacajne faktore rizika predstavljaju pol (prevremena menopauza, preeklampsija, eklampsija,
gestacioni dijabetes), uzrast i rasna pripadnost (Afroamerikanci i stanovnici juzne Azije Su pod
povecanim rizikom) [27].



1.1 ATEROSKLEROZA | BOLESTI KARDIOVASKULARNOG SISTEMA

Ateroskleroza je primarna, patoloska osnova najée$¢ih kardiovaskularnih bolesti. To je hroni¢ni,
progresivni poremecaj koji karakterise inflamacija velikih i srednjih arterijskih krvnih sudova
pracena nakupljanjem lipida u njihovim zidovima. Najée$¢e su zahvaceni koronarni, karotidni i
cerebralni krvni sudovi, kao i abdominalna aorta [28].

Faktori rizika nastanka i progresije ateroskleroze obuhvataju proinflamatorne procese i poremecaje
metabolizma (gojaznost, metabolicki sindrom, dijabetes), kongenitalne faktore (genski
polimorfizmi, familijarna hiperholesterolemija), pol, bihejvioralne faktore rizika (fizicka
neaktivnost, konzumiranje alkohola i cigareta, deprivacija sna, stres, aerozagadenje), poremecaje
crevnog mikrobioma, infekciju i anatomske faktore (bifurkacije arterija) [29].

Sa klinickog aspekta, ateroskleroza se manifestuje kroz nekoliko bolesti sa visokim morbiditetom 1
mortalitetom, kao Sto su ishemijska bolest srca (angina pektoris, sréani udar, iznenadna srcana
smrt); cerebrovaskularna bolest (mozdani udar); periferna vaskularna bolest (intermitentna
klaudikacija, gangrena) [30].

Ateroskleroza se danas posmatra kao imunoloSko, metaboli¢ko oboljenje u ¢ijem nastanku i
progresiji ucestvuju hroni¢na inflamacija, oksidativni stres, epigenetika i metabolicka disfunkcija
[31,32].

Hipoteze o nastanku i razvoju ateroskleroze obuhvataju tri potencijalna principa: odgovor na
povredu (eng. response to injury), odgovor na zadrzavanje i oksidativnu modifikaciju. Prema teoriji
odgovora na povredu [33], pocetni korak u aterosklerozi je oSteéenje endotela koje dovodi do
gubitka endotelnih ¢éelija i povecane propustljivosti za lipoproteine i leukocite. Po drugom principu
zadrZzavanje lipoproteina na bifurkaciji arterije Smatra se pocetnim korakom [34,35].

Konac¢no, po teoriji oksidativne modifikacije [36] oksidacija lipoproteina niske gustine (LDL)
pocetna je tacka u aterogenezi, aktivirajuéi diferencijaciju monocita u makrofage i stvarajuci
,penaste Celije*.

Danas se ateroskleroza smatra inflamatornom boles¢u, s obzirom na znacajnu ulogu upale tokom
faze formiranja i razvoja aterosklerotske lezije. Pocetak je povezan sa antigenima iz oksidovanih
lipoproteina niske gustine, dok je progresija povezana sa oslobadanjem antigena iz celija u
plakovima koje prolaze kroz apoptozu [37].

Tokom rasta aterosklerotskog plaka dolazi do kontinuirane akumulacije makrofaga i limfocita,
proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija 1 akumulacije lipida u intimi. U procesu akumulacije lokalne
¢elijske masti, znacajan deo pripada stvaranju oksidovanih LDL (oxLDL) Cestica. Promene u intimi
1 formiranje ateromatoznog plaka uglavnom rezultiraju progresivnom degeneracijom i slabljenjem
medije 1 limfocitnom infiltracijom adventicije. Ponovljeno osSte¢enje endotela je znafajno za rast
ateromatoznog plaka, S§to dalje dovodi do agregacije trombocita i oslobadanja faktora rasta
trombocita, kao i do proliferacije vaskularnih glatkih miSi¢nih celija. Progresivno zadebljanje
intime dovodi do ishemije dubljih slojeva plaka, takode i do spoja intima-medija. Stoga,
ateroskleroza predstavlja inflamatorni proces, Cije je formiranje posledica hroni¢nog oStecenja
zidova krvnih sudova viSestrukim faktorima rizika, kao S§to su: starenje, hiperlipidemija,
hipertenzija, puSenje, dijabetes melitus i izloZenost nekim infektivnim agensima (herpes virusi,
hlamidija) [13,38].

Skoro 40% slucajeva ateroskleroze moze Se pripisati genetskim varijacijama. Koriste¢i podatke iz
velikih evropskih i japanskih kohorti, meta-analize su identifikovale vise od 200 genskih lokusa
direktno povezanih sa bolesc¢u [26,31].



Re¢ ateroskleroza je kombinacija dve grcke reéi, athero (Sto znaci kasa,) i sclerosis (otvrdnjavanje),
Sto ukazuje na glavne makroskopske karakteristike zahvacenih arterija (zadebljanje intimalnog sloja
arterija, nakupljanje lipida).

Arterijski zid se sastoji od tri sloja koji okruzuju arterijski lumen. Sloj najblizi lumenu je intima,
sastavljena od jednog sloja endotelnih ¢elija i sloja glikozaminoglikana i kolagena. Srednji sloj je
uglavnom napravljen od glatkih miSi¢nih ¢elija i poznat je kao medija, dok se najudaljeniji sloj
naziva adventicija.

Razvoj aterosklerotske lezije prolazi kroz nekoliko faza (masne pruge, aterom, plak), koje
karakteriSe akumulacija i1 transformacija ekstracelularnih i intracelularnih lipida, celija glatkih

miSica, inflamatornih ¢elija 1 nekroti¢nih ostataka u subendotelnom prostoru u intimi zahvacéenih
arterija i naruSavanje ravnoteze pro- i antiinflamatornih mehanizama.

Potpuno razvijena lezija (plak) ima lipidno jezgro, prekriveno fibroznom kapom. Formiranje
aterosklerotskih plakova dovodi do smanjenja arterijskog lumena i promena u protoku krvi, Sto
dovodi do tromboze, dok u nekim slucajevima plakovi mogu postati nestabilni ili puéi, Sto
posledi¢no stvara tromboembolijske komplikacije u bliskim ili udaljenim krvnim sudovima [28,39].

Inicijalna klasifikacija aterokslerotskih lezija je predlozena 1990-ih godina od strane Americkog
udruzenja za srce (eng. American Heart Association, AHA) i obuhvatala je 6 tipova [40], u
zavisnosti od stepena progresije, odnosno od stadijuma u kome se proces nalazi:

e Tip | (adaptivho zadebljanje intime) - hemijski i mikroskopski utvrdeno prisustvo
lipoproteina u intimi, praceno ¢elijskom reakcijom (penaste ¢elije, makrofagi, T limfociti,
mastociti). Vida se kod dece ili odraslih osoba bez izrazene predispozicije za ateroklerozu.

e Tip Il (masna pruga; eng. fatty streak)

e Tip Il (tranziciona ili intermedijarna lezija)

e Tip IV (aterom).

e Tip V (fibroaterom, aterom sa debelom fibroznom kapom) i

e Tip VI (komplikovani plak) — fisura, hematom, tromboza
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Slika 1. Fibroaterom koronarne arterije, sa trombom u lumenu i distrofiénim kalcifikacijama u
mediji (H&E bojenje, uvecano 4x)



Slika 3. Masonovo trihromno bojenje (plava boja ozna¢ava naslage vezivnog tkiva, uvecano 4x)



U kasnijem periodu, izvrSena je modifikacija AHA morfoloske klasifikacije [41], sa definisanjem
slede¢ih deskriptivnih kategorija:

o Neaterosklerotske lezije intime

o zadebljanje intime (fizioloSko nakupljanje glatkih misi¢nih Celija u intimalnom sloju,
bez akumulacije lipida i penastih ¢elija)

o intimalni ksantom (povrSinsko nakupljanje penastih ¢elija, bez nekroti¢nog jezgra ili
fibrozne kape)

e Progresivne aterosklerotske lezije

o PatoloSko zadebljanje intime (eng. Pathologic intimal thickening, PIT) — plak bogat
glatkim miSiénim ¢elijama, proteoglikanski matriks, fokalna akumulacija
ekstracelularnih lipida

o Aterom sa fibroznom kapom — sa znacima rane (fokalna infilitracija makrofaga,) ili
kasne nekroze (gubitak matriksa, izrazen celijski debris)

o Fibroaterom sa tankom kapom uz infiltraciju makrofaga i limfocita, odsustvo glatkih
misiénih Celija, veliko nekroti¢no jezgro, moguée krvarenje unutar plaka)

e Lezije sa akutnim trombom
o Ruptura plaka
o Erozija plaka
o Kalcifikovani nodulus

e Lezije sa trombom u organizaciji (nakon rupture, erozije ili kalcifikovanog nodulusa) —
lezije nakon zarastanja sadrze glatke misi¢ne celije, proteoglikane, kolagenska vlakna tip I,
sa ili bez tanke fibrozne kape, nekrotizovanog jezgra ili kalcifikacija.

1.2 ULOGA INFLAMACIJE U PATOGENEZI ATEROSKLEROZE

Klasi¢an pogled na patogenezu ateroskleroze bio je povezan sa akumulacijom holesterola usled
apsorpcije lipoproteina (posebno lipoproteina niske gustine, LDL) u intimi arterija, §to je usmereno
imunoloskim odgovorom. Ros [42] je 1999. godine ukazao da aterosklerozu treba smatrati
hroni¢nom inflamatornom boles¢u, budu¢i da je upala prisutna od najranijih faza (infiltracija
monocita iz cirkulacije u masne pruge). Otkrice molekula adhezije vaskularnih celija-1 (eng.
Vascular cell adhesion molecule, VCAM-1), kao faktora ¢ija prekomerna ekspresija na povrSini
endotelnih ¢elija dovodi do regrutovanja leukocita, potvrdilo je ulogu upale u procesu. U kasnijim
istrazivanjima, identifikovana je uloga proinflamatornih citokina kao $to su interleukin-1 i faktor
nekroze tumora (eng. Tumor necrosis factor, TNF), kao i razli¢itih vrsta belih krvnih zrnaca.

Trenutna istrazivanja o ulozi upale u aterosklerozi identifikovala su nekoliko grupa faktora koji
mogu pokrenuti i dovesti do progresije lezija. Ovi faktori uklju¢uju (ali nisu ogranieni na)
endogene faktore (oSteCenje makromolekula prilikom akumulacije holesterola, promene u
osmotskom pritisku, hipoksija, poremecaj koncentracije kalcijuma i ATP-a), egzogene faktore, kao
Sto su faktori zivotne sredine (buka, zagadenje vazduha, ishrana bogata mastima), stres, nesanica,
dijabetes, pusenje, ali i neki hematoloski poremecaji (policitemija, anemija, hroni¢na hipoksija), kao
i hroni¢na infekcija i upala (endotoksinemija, parodontopatija). Svi ovi faktori deluju kroz dva
osnovna obrasca, molekularne obrasce povezane sa patogenom, (eng. Pathogen-Associated
Molecular Patterns, PAMP), kao §to je npr. hroni¢na endotoksinemija, i molekularne obrasce
povezane sa oStecenjem (eng. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP), kao npr.
oksidovani LDL, glikovani proteini i dr. U aterosklerozi, receptori prepoznavanja obrasca (eng.
6



pattern recognition receptors, PRRS), pre svega, TLR (eng. toll-like receptor) reaguju na PAMP/
DAMP i doprinose endoteliozi i inflamatornoj transformaciji makrofaga [43].

Celijski proinflamatorni stres predstavlja kompleks unutaréelijskih procesa koji se pokreéu kao
odgovor na dejstvo faktora koji mogu uzrokovati oSteCenje Celije. Procesi koji se pokre¢u imaju
prvenstveno ulogu u odrzavanju homeostaze ¢elije, tkiva organa i organizma u celini i deo su
normalnog starenja celije, medutim, u patoloSkim okolnostima mogu dovesti do inflamatorne
reakcije, gde jedan od ishoda moze biti i ateroskleroza.

Elementi Celijskog stresa obuhvataju oksidativni stres, odgovor DNK na ostec¢enje, mitohondrijalni i
stres endoplazmatskog retikuluma, autofagiju i apoptozu. Od posebnog su znacaja inflamazomi,
nekodiraju¢e RNK, tzv. receptori (eng. scavenger) cistaci i klonalna hematopoeza neodredenog
potencijala [44].

Oksidativni stres, stvaranje i akumulacija reaktivnih kiseonickih molekula (eng. Reactive oxygen
species, ROS) i slobodnih radikala primarno u mitohondrijama bi trebalo da bude u balansu sa
dejstvom antioksidanasa. U sluc¢aju neadekvatnog antioksidativnog odgovora, moze do¢i do
oSte¢enja makromolekula i endotela krvnih sudova, aktivacije endotelnih ¢elija, makrofaga i drugih
¢elija ateroskleroze [45].

Odgovor DNK na oste¢enje (eng. DNA damage response), pre svega odgovor na genotoksi¢ne
agense, moze dovesti do zaustavljanja Celijskog ciklusa, éelijskog starenja, apoptoze ili maligne
transformacije c¢elije [46]. Mitohondrijalni stres podrazumeva reakciju povezanu sa sintezom
proteina toplotnog Soka (eng. Heat shock protein, HSP) u cilju smanjenja osteéenja organela, ali,
koji mogu uticati i na celije ateroskleroze [47]. Stres endoplazmatskog retikuluma (eng.
endoplasmatic reticulum stress, ER stress) spre¢ava stvaranje i ekskreciju sekretornih proteina iz
¢elije 1 povecanje transkripcije proteina pratilaca (eng. chaperones) neophodnih za savijanje
proteina, sto sve u odredenim okolnostima moze doprineti akumulaciji holesterola u penastim
¢elijama [48].

Aktivacija proteina toplotnog Soka je jedan od nacina odrzavanja homeostaze proteina na nivou
¢elija i tkiva, ali sa druge strane, produkcija HSP doprinosi razvoju ateroskleroze [49]. Intenzitet
autofagije raste prilikom gladovanja i izrazenog katabolizma. Ve¢i proteinski molekuli i organele
(mitohondrije) se mogu reciklirati samo kroz proces autofagije i angazovanje lizozoma, ¢ime se
spreCava nekroza ili apoptoza. Sa druge strane porast autofagije se vida pri starenju celija, kao 1
kod ¢elija ukljucenih u proces ateroskleroze, $to u slu€aju disproprocionalnog odgovora doprinosi
daljoj progresiji bolesti [50].

Inflamazomi predstavljaju proteinske komplekse citosola koji sadrZze senzorne molekule sa
moguénoS¢u prepoznavanja endogenog ili egzogenog (mikroorganizmi i drugi patogeni)
molekularnog obrasca povezanog sa oSteCenjem. Prilikom formiranja kompleksa, receptori se
vezuju za prokaspazu-1, koja prelazi u aktivnu formu kaspazu-1, $to indukuje obradu IL- 1 beta i IL
18 i razvoj piropoptoze. Nastanak inflamazoma ukazuje na izrazen celijski stres. U nastanku
ateroskleroze dominira NLRP3 inflamazom, aktiviran od strane produkata ¢elijskog raspada, ROS,
holesterola, egzogenim stimulusima i oslobadanjem mitohondrijalne DNK u citoplazmu [51,52].

Postoji pet klasa receptora za prepoznavanje obrazaca na povrsini (eng. Toll-like receptor, TLR) ili
u citoplazmi (eng. NOD-like receptor, NLR) makrofaga, neutrofila i drugih inflamatornih celija.
Inflamazomi pokrec¢u proizvodnju proinflamatornih citokina, proliferaciju makrofaga, Thl i Thl7
limfocita. Aktivirani NLRP3 inflamazomi su u korelaciji sa nivoom koronarne ateroskleroze, kao i
sa prisustvom velikih nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (eng. Major Adverse Cardiovascular
Events - MACE). Takode, pokazano je da statini i kolhicin kao antiinflamatorni lekovi smanjuju
ekspresiju NLRP3 kod osoba sa koronarnom aterosklerozom, $to dovodi do boljih ishoda [53].

Nekodirajuée RNK, poput mikroRNK i dugacke nekodiraju¢e RNK (eng. long noncoding RNA,
IncRNA) regulisu proteostazu i autofagiju, a mogu uticati na modulaciju genske ekspresije i pojavu
ateroskleroze [54,55]. Kompleksi proteina i RNK mogu formirati tzv. stres granule u citoplazmi
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¢elija izlozenih Celijskom stresu, koje u sluc¢aju neadekvatne autofagije i hroni¢nog stresa, mogu
uticati 1 na pojavu ateroskleroze. Porast markera stres granula je utvrden u makrofagima i glatkim
misi¢nim Celijama aterosklerotskih plakova na animalnom modelu [56].

»Scavanger® receptori-SR (receptori ,,Cistaci®) su locirani na povr$ini makrofaga i endotelnih Celija
I predstavljaju primarne senzore modifikovanih LDL, a sa druge strane, formiraju komplekse sa
TLR i ucestvuju kako u fizioloskom, tako i u patoloSkom procesu. SR-E1 (LOX-1) ucestvuje u
aktivaciji endotelnih ¢elija, makrofaga i glatkomiSi¢nih ¢elija, dok SR-A1 ucestvuje u preuzimanju
modifikovanih LDL od strane makrofaga i miSi¢nih ¢elija [57].

Klonalna hematopoeza neodredenog potencijala (eng. Clonal hematopoiesis of indeterminant
potential, CHIP) oznaCava somatske mutacije hematopoeznih c¢elija kostne srzi  koje daju
proliferativnu prednost i usmeravaju klonalnu proliferaciju ¢elija mijeloidne loze u perifernoj krvi.
CHIP su prisutne kod 10% osoba starijih od 70 godina i pokazano je da ubrzavaju aterosklerozu i
trombozu [58].

Celijski stres pokrece veliki broj signalnih puteva sa aktivacijom razli¢itih protein kinaza i drugih
transkripcionih faktora (MTOR, NF-«B, p53, AP-1, HIF, HSF, NRF2, ATF4), koji imaju specificne
uloge poput reakcije na hipoksiju (eng. hypoxia-inducible factor-1, HIF-1), produkcije HSP (eng.
heat shock factor 1, HSF1) i doprinose integraciji elemenata celijskog stresa, ali i nastanku
ateroskleroze. Na mestima usporenog ili turbulentnog toka krvi, dolazi do aktivacije faktora
transkripcije NRF2, HIF-1a, NF-kB, AP-1 u endotelnim c¢elijama. Povecanje aktivnosti protein
kinaza je nadeno u makrofagima u aterosklerotskim plakovima. NF-KB ima znacajnu
proinflamatornu aktivnost, dok transkripcioni faktori aktivirani lipidima (eng. peroxisome
proliferator-activated receptors, PPARS), su bitni za regulaciju homeostaze glukoze i lipida, kao i
inflamacije; ovi molekuli takode imaju znacajnu antiaterosklerotsku ulogu [59-61].

Upotreba monoklonskih antitela pokazala je da i1 urodeni i1 adaptivni imuni odgovor imaju svoju
ulogu u procesu ateroskleroze. Proinflamatorni monociti su prvi koji ulaze u proces, transformisuéi
se u makrofage koji imaju mogucnost proliferacije 1 transformacije u penaste celije, nakon
apsorpcije lipida. S druge strane, prepoznat je i znacaj adaptivnih imunskih celija, kao Sto su T
helper-1 i Bl limfociti. Antitela i T Ccelijski receptori prepoznaju antigene, sa posledicnom
aktivacijom T ¢elija i interakcijom sa antigen prezentuju¢im ¢elijama [31].

Pocetni korak u aterosklerozi moze biti poremecaj protoka krvi (na primer, turbulencija na
bifurkaciji arterija), Sto dovodi do disfunkcije na nivou endotelnih ¢elija koje formiraju unutrasnji
sloj intime. Ova disfunkcija moZe omoguciti ve¢i unos lipoproteina niske gustine i triglicerida iz
plazme u intimu. LDL se akumulira u subendotelnim regionima krvih sudova, gde dolazi do njihove
modifikacije (oksidacije). U drugom koraku, endotelne celije se aktiviraju kao odgovor na
oksidativnu modifikaciju LDL-a, sa ekspresijom VCAM-1, intercelularnog adhezionog molekula 1
(ICAM-1), sekrecijom proinflamatornih citokina (IL-1p, IL-6, TNF-a), vezivanjem sa TLR i PRR, i
drugih faktora koji podsti¢u adheziju monocita i drugih belih krvnih zrnaca. Lipidni hidroperoksidi,
lizofosfolipidi, karbonilna jedinjenja pronadeni su u lipidnoj frakciji ateroma [62].

Glatke miSi¢ne celije, nakon ekspozicije modifikovanom oxLDL oslobodaju hemoatraktante,
(hemokin 2, hemokin 5) koji stimuliSu reakciju monocita.

Preuzimanje oxLDL od strane ¢elija aktivira NLP3 inflamazom i dovodi do pojacane sekrecije
IL-1B i istovremeno funkcionise kao antigen koji vezivanjem za specifi¢na antitela formira imune
komplekse 1 pokrece inflamatornu reakciju u makrofagima i dendriti¢nim celijjama. Adheziju 1
ulazak monocita u intimalni sloj prati njihova diferencijacija u makrofage. Postoje dve glavne
kategorije makrofaga, M1 sa proinflamatornim i M2 sa ateroprotektivnim efektima. Progresija
aterosklerotskih lezija povezana je sa akumulacijom i proliferacijom M1 makrofaga. U fazi
formiranja masnih pruga, T limfociti oslobadaju citokine 1 medijatore fibroze 1 proliferacije, ¢ime
se stimuliSe migracija 1 proliferacija glatkih miSiénih ¢elija. Holesterol aktivira NLRP3
inflamazom oS$tecenjem lizozoma. Aktivirane endotelne ¢elije pojacano eksprimiraju VCAM-1,
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ICAM-1 ¢ime privlace leukocite u aterosklerotske lezije. Sve navedene ¢elije eksprimiraju LOX-
1 receptore Cime se pojacava dejstvo oxLDL, produkcija ROS 1 nekroza glatkih miSi¢nih ¢éelija, sa
daljim prodiranjem oxLDL u endotel. U aterosklerotskom procesu znacajnu ulogu igra ekspresija
mikro RNK i dugacke nekodiraju¢e RNK [63].

Iako postoje neki dokazi o direktnoj oksidaciji lipida u makrofagima i crevima, Sto doprinosi
inflamatornom procesu kod ateroskleroze, sugeriSe se da ve¢ina makrofaga u plaku apsorbuje ve¢
oksidovani LDL putem fagocitoze. Takozvane penaste ¢elije koje se vide u lezijama su uglavnom
makrofagi prepunjeni holesterolom, koji prolaze kroz proces apoptoze ili nekroze, stvarajuci jezgro
plaka. Celije vaskularnih glatkih mi§iéa migriraju iz medije u intimu, podlezuéi promenama u svom
fenotipu, tako da, pored kontraktilnih karakteristika, dobijaju proinflamatorne karakteristike slicne
makrofagima, fibromiocitne, osteogene ili adipocitne. Ove promene u ponasanju celija glatkih
miSi¢a stimuliSu sintezu kolagenskih vlakana, ali, s druge strane, indukuju dalju proliferaciju
makrofaga, proizvodnju penastih ¢elija i ubrzavaju upalu. Osetljiv marker transformacije celija
glatkih miSi¢a je protein povezan sa citoskeletom, oznaCen kao glatki misi¢ 22 alfa (SM22a)
[64,65].

Pocetak i progresija aterosklerotskih lezija je u korelaciji sa aktivno$¢u T 1 B limfocita. Na rast 1
nestabilnost plaka snazno uticu T pomo¢ni limfociti 1 koji luce interferon gama, dok T helper Celije
2 proizvode interleukine 5 i 13, koji imaju antiinflamatorne efekte. Sli¢no tome, neke subpopulacije
B limfocita mogu stimulisati aterosklerozu, kao Sto su one koje proizvode antitela na LDL,
oksidovani LDL, apolipoprotein B, citomegalovirus ili imunoglobuline Ig E [31].

Manifestacija upale ateroskleroze ogleda se u korelaciji nivoa inflamatornin markera u krvi,
posebno C-reaktivhog proteina (eng. C reactive protein, CRP) sa pojavom i progresijom
ateroskleroze [66]. PoviSena brzina sedimentacije eritrocita (eng. erythrocyte sedimentation rate,
ESR) moze biti vazan indikator bolesti koronarne arterije, verovatno povezan sa njenim
inflamatornim stanjem [67]. Epidemioloske studije su pokazale da su nivoi fibrinogena snazan
primarni i sekundarni faktor rizika za koronarnu arterijsku bolest, cerebralnu i perifernu arterijsku
bolest i povezani su sa prevalencijom arterijske bolesti u ovim entitetima [68].

Biomarkeri inflamatorne komponente ateroskleroze, pored visokosenzitivnog CRP-a, ukljucuju
mijeloperoksidazu (MPO), matriksnu metaloproteinazu 9 (MMP-9), molekule intercelularne i

vaskularne Celijske adhezije, IL-6 1 TNF-a ¢iji je nivo u korelaciji sa kardiovaskularnim rizikom i
stvaranjem aterosklerotskog plaka.

Drugi biomarkeri prisustva i progresije ateroskleroze ukljuuju midkin (MK), faktor rasta koji
vezuje heparin, mikroRNK (miRNA), pentraksin 3 (PTX3), ekstracelularne vezikule izvedene iz
endotelnih Celija, kao i prethodno pomenuti inflamazomi NLRP3 [69].

Crevna mikrobiota u ljudskom organizmu doprinosi regulaciji bioloSkih funkcija, od skladiStenja
energije, apsorpcije i obrade hranljivih sastojaka i sazrevanja imunog sistema. U sluc¢aju poremecaja
crevnog balansa, moze doci do porasta intestinalne propustljivosti, translokacije lipopolisaharida sa
indukcijom inflamatornog odgovora niskog stepena preko TLR receptora. Produkti metabolizma
crevne mikrobiote, kao S§to je trimetilamin N oksid (TMAO) mogu povecati inflamatorni odgovor
zida krvnog suda sa stimulacijom akumulacije holesterola u intimi. Poslednjih godina, metaboliti
crevnog mikrobioma, kao §to su metabolit karnitina TMAOQO, fenilacetil glutamin i lipidni metabolit
zuéne kiseline, predlozeni su kao potencijalni biomarkeri ateroskleroze [70].

Indirektne infekcije regiona udaljenih od aterosklerotskih plakova takode doprinose razvoju 1
destabilizaciji plakova. Veliki broj studija je pokazao povezanost izmedu prisustva razli¢itih virusa i
bakterija sa pojavom i progresijom ateroskleroze [59].



1.3 INFEKCIJA | ATEROSKLEROZA

Redefinisanje ateroskleroze kao hroni¢nog inflamatornog oboljenja, kao i perzistiranje visoke
prevalence ateroskleroze i pored kontrole tradicionalnih faktora rizika je povecalo interesovanje za
potencijalne interakcije izmedu infektivnih agenasa i kardiovaskularnog sistema.

Od inicijalnih studija 1980-ih godina, kada je na animalnom modelu pokazano da infekcija
Citomegalovirusom dovodi do pogorsanja aterosklerotskih kardiovaskularnih oboljenja [71] pa sve
do danas, identifikovan je veci broj mikroorganizama koji su znacajan faktor rizika za nastanak 1
progresiju ateroskleroze.

U velikom broju studija na animalnim modelima i u ljudskoj populaciji je pokazana povezanost
ASCVD sa bakterijama - uzro¢nicima periodontalne bolesti, Helicobacter pylori (HP), Chlamidia
pneumoniae (Cpn), kao i sa virusima tipa Citomegalovirus (CMV), virusom humane
imunodeficijencije (HIV), Herpes simplex virusom (HSV) i COVID-19 (SARS-CoV-2) [72-78].
Medutim, mehanizmi ovih asocijacija ostaju nejasni, a rezultati istrazivanja su kontroverzni.

Predlozena su dva osnovna mehanizma, direktni efekat tj. invazija celija koje ucestvuju u
aterosklerozi sa posledi¢nim ubrzanjem rasta ili destabilizacijom ateroma, ili indirektni efekat, pri
¢emu sistemska infekcija dovodi do porasta inflamatornog odgovora i sekrecije citokina koji dalje
uti¢u na razvoj 1 progresiju ateroskleroze. Moguce je da se radi o efektu hroni¢ne infekcije nisko-
patogenim mikroorganizmima, ili optere¢enost organizma sa vise vrsta mikroorganizama odjednom
(eng. pathogen burden) koji pojacavaju celijski proinfamatorni odgovor i ubrzavaju proces
propadanja ¢elija i tkiva koji uéestvuju u aterosklerozi [79].

U svakom slucaju, infektivni agensi predstavljaju jedan od fokusa istrazivanja ateroskleroze, pre
svega zbog visokog morbiditeta i mortaliteta koji prate infekcije i ASCVD u zemljama sa niskom
do umerenom stopom ekonomskog rasta, kao i zbog mogucnosti da relativno dostupnim lec¢enjem
infekcija preveniramo teze posledice po kardiovaskularni sistem.

Periodontalna bolest predstavlja hroni¢nu infekciju struktura koji podrzavaju zube najéesce
uzrokovana gram negativnim anaerobnim bakterijama Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia [80].

Osnovni znaci oboljenja su gubitak zuba, upala desni sa krvarenjem, nagomilavanje kamenca,
infekcija, gubitak fiksacije zuba i povlacenje desni sa gubitkom kosti. Stepen apsorpcije alveolarne
kosti je primarni pokazatelj tezine bolesti. Periodontalni patogeni mogu dospeti direktno u
cirkulaciju, uzrokujué¢i bakterijemiju. Dokazano je prisustvo ovih bakterija direktno u
aterosklerotskim plakovima, a sa druge strane, opisan je uticaj na metabolizam lipoproteina, porast
LDL, oxLDL 1 triglicerida kod obolelih osoba. Kod periodontalne bolesti, uofava se porast
parametara sistemske inflamacije (CRP, IL-1, IL-6, TNF-a, fibrinogen). U meta-analizi Humphrey
et al iz 2008. [81] ustanovljeno je da postoji jasna povezanost izmedu periodontalne bolesti i
ASCVD, pri ¢emu je, nakon kontrole za pridruzene faktore, rizik od losijeg ishoda ASCVD bio
povecan za 24-35% kod ispitanika sa ovim oboljenjem.

U meta analizi iz 2021. [82], koja je obuhvatila 30 kohortnih studija, oboleli od periodontalne
bolesti imaju 20% ve¢i rizik od obolevanja od aterosklerotskih bolesti, pri ¢emu vecu Sansu da
obole imaju muskarci, sa tezom kliniCkom slikom bolesti. Sa druge strane, primena terapije
periodontalne bolesti je dovela do poboljsanja endotelne funkcije kod pacijenata bez ASCVD i
pacijenata nakon prelezanog infarkta miokarda [83,84].

Helicobacter pylori (H. Pylori, HP) je Gram-negativna acidofilna bakterija koja primarno
naseljava Zeludac i duodenum. Jedan je od glavnih uzro¢nika akutnog gastritisa, a povezan je i1 sa
pojavom hroni¢nog gastritisa, ulkusne bolesti, ali i adenokarcinoma zeluca i MALT limfoma (eng.
gastric mucosa associated lymphoid tissue, MALT). Smatra se da je u zemljama u razvoju skoro 70-
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90% populacije inficirano sa HP. Infekcija se prenosi oralno-oralnim i feko-oralnim putem, direktno
ili indirektnim kontaktom sa kontaminiranim predmetima. Faktori koji doprinose infekciji su navike

u ishrani, pusenje, unos kontaminirane vode za pice, kao i stanje crevne mikrobiote domacina
[85,86].

Dijagnostika HP infekcije se postavlja neinvazivnim i invazivnim metodama. Neinvazivne metode
podrazumevaju detekciju HP antigena u stolici, antitela u serumu i urinu, urea izdisajni test, dok
invazivne metode ukljucuju uzimanje biopsije, pracene brzim ureaza testom, patohistoloSke analize
i fluorescentnu in situ hibridizaciju (eng. fluorescent in situ hybridization, FISH) [87].

HP infekcija je povezana i sa ekstragastricnim oboljenjima, poput deficita vitamina B12,
sideropenijske anemije, ali i neurodegenerativnim (Alchajmerova bolest, Parkinsonova bolest) i
kardiovaskularnim bolestima [88].

Smatra se da je stepen virulencije HP kao i stanje organizma domacina od jednakog znacaja za
nastanak patoloSkih promena uzrokovanih HP infekcijom. Prisustvo genetskih polimorfizama gena
koji kodiraju citokine (IL-1, IL-8, IL-10) moze uzrokovati tezi stepen inflamacije i povecan rizik od
maligne transformacije ¢elija. Virulencija HP je u velikoj meri odredena gradom bakterije,
fleksibilnosc¢u citoskeleta i pokretima flagela. Infekcija HP podrazumeva viSe faza. Nakon ulaska u
organizam, inicijalno dolazi do adhezije i kolonizacije mukoze zeluca usled afiniteta povrSinskih
HP lipopolisaharida za Lewis antigene na povrSini mukoze Zeluca, a zatim i dejstva adhezina (eng.
blood antigen A binding protein, BabA; sialic acid binding protein, SabA). U sledec¢oj fazi aktivira
se proteinski kompleks T4SS koji omogucava translokaciju citotoksina, pre svega CagA (eng.
cytotoxin-associated gene A) putem egzozoma, i VacA (eng. vacuolating cytotoxin A) na epitelne
¢elije zeluca, §to omogucava izbegavanje imunog odgovora domacina i dalje oSteCenje mukoze i
prodor u dublje slojeve i cirkulaciju. Ekspresija CagA je prisutna samo kod nekih sojeva HP i
povezana je sa zna¢ajnijim imunoloSkim odgovorom domacina.

HP inflamatorni odgovor moze biti pracen lokalnim i sistemskim oslobadanjem proinflamatornih
citokina (IL-1, IL-18) ali u odredenim slu¢ajevima, modifikacijom parametara oksidativnog stresa
(super oksid dizmutaza, SOD) moze do¢i do hroni¢ne inflamacije niskog stepena. Pokazano je da
HP moze uticati na Celije Zeludacnog epitela i menjati karakteristike mukozne barijere, ali i da moze
uticati na sastav i karakteristike crevne mikrobiote na mestima udaljenim od mesta infekcije.

Jedan od faktora udaljenih efekata HP je i translokacija regulatornih T ¢elija 1 drugih imunoloski
aktivnih molekula koji mogu da uti¢u na imunolosku toleranciju [74,89,90].

Veza izmedu HP infekcije i kardiovaskularnih bolesti je uo¢ena u velikom broju istrazivanja [91]. U
nedavno objavljenim meta analitickim studijama, potvrdena HP infekcija je povezana sa dva puta
vec¢im rizikom od akutnog koronarnog sindroma, sa znacajno ve¢im rizikom u zemljama u razvoju
[92]. U drugoj meta analizi je pokazano da HP infekcija povecava $ansu za pojavu ASCVD za 50%,
a u sluéaju CVI i do 80% [93]. U obe studije se istice znacaj HP sojeva sa CagA antigenom, Kkoji
indukuju jac¢i imunoloski odgovor, S§to se manifestuje 1 vecim koncentracijama biomarkera
inflamacije u krvi domacina (CRP, odnos trombociti-limfociti, neutrofili-limfociti).

Liu i saradnici u metaanalizi koja je obuhvatila preko 20 000 ispitanika su pokazali da HP infekcija
(potvrdena seroloski) povecava rizik od infarkta miokarda za ¢ak 70-100% [94].

Vecina studija o efektu HP se bazirala na seroloSkim testovima ili urea izdisajnom testu, a u
manjem broju sluCajeva se studija zasnivala na direktnom dokazivanju HP u aterosklerotski
izmenjenim ili neizmenjenim segmentima arterija [95,96].

Prisustvo HP u aterosklerotskim plakovima je dokazano pomoc¢u PCR kod 29,5%, a seroloski znaci
infekcije su potvrdeni kod vise od 50% pacijenata koji su podvrgnuti hirurSkoj revaskularizaciji
miokarda (eng. Coronary artery bypass graft, CABG) [97].

HP infekcija je povezana sa pocetnom aterosklerozom karotidnih arterija, ali 1 sa subkliniCkom
aterosklerozom koronarnih arterija. U osnovi se nalazi stimulacija proinflamatornog odgovora (IL-
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1, IL-6, CRP, TNF-a), ali i direktno oSteCenje endotela (CagA), redukcija antioksidativnih
kapaciteta NO (vacA) i promocija agregacije trombocita.. Sa druge strane, lipopolisaharidi iz HP
mogu formirati komplekse sa LDL i oxLDL i dospeti direktno u aterosklerotske plakove. Moguce je
da dolazi i do molekularne mimikrije na nivou ¢elija, gde HSP protein iz H. pylori unakrsno reaguje
sa HSP domacina, uzrokuju¢i endotelno oStecenje. HP infekcija pogorSava lipidni status, arterijsku
hipertenziju, dijabetes i sekundarno uti¢e na progresiju ASCVD [98].

Chlamydia pneumoniae (Cpn) je intracelularna Gram-negativna bakterija iz familije
Chlamydiaceae. Primarni je uzro¢nik u €ak 10-20% slu€ajeva vanbolnicki steCenih pneumonija.
Pored toga, infekcije ovim mikroorganizmom su ¢esto asimptomatske ili minimalno simptomatske,
posebno u mladim uzrastima, ali Cpn moze perzistirati dugo nakon primarne infekcije, uzrokujuci
prevalencu anti-Cpn antitela od 50% u mladim, i ¢ak 80% u starijim uzrastima.

Zivotni ciklus Cpn karakteriSe postojanje vise formi Cpn. Ekstracelularna forma koja ima
mogucnost invazije Celija se oznacava kao elementarno telo (eng. elementary body, EB), dok se
intracelularna forma, koja se umnozava u citoplazmi inficirane ¢elije, oznacava kao retikularno telo
(eng. reticular body, RB). Definisana je i treca, posebna intracelularna forma, koja nema moguénost
replikacije ili invazije, tzv. perzisitiraju¢e telo (eng. persistent body, PB). Ova forma se smatra
bitnom za hronicitet Cpn infekcija, gde uzro¢nik ne samo da izbegava imuni sistem organizma,
nego je i otporan na dejstvo antibiotika, interferona, i drugih infektivnih agenasa [99-102].

Osnovni nacin dijagnostike Cpn infekcije je seroloSkim putem, utvrdivanjem nivoa anti-Cpn
antitela. Dok izrazeno prisustvo IgM klase antitela ukazuje na akutnu infekciju, sekundarni porast
IgG antitela moZe ukazivati na prelezanu infekciju, ali i na perzistiranje Cpn u organizmu. Cest
pratilac porasta IgG je 1 porast IgA klase antitela koji se smatra i1 karakteristicnim za potvrdu
perzistiranja Cpn u relativno inaktivnoj (latentnoj) formi ili hroniciteta infekcije [103].

Ovo se posebno javlja kod starijih muskaraca pusaca [104], tako da ne iznenaduje Cinjenica da je
visok nivo anti Cpn antitela povezan sa pojavom i progresijom koronarne bolesti ve¢ krajem 1980-
ih godina [105]. Studije u kojima je testirana primena antibiotika u cilju eradikacije Cpn kod ovih
pacijenata su inicijalno pokazale pad nezeljenih KV dogadaja [106,107], ali sekundarne studije,
poput ACADEMIC (The Azithromycin in Coronary Artery Disease: Elimination of Myocardial
Infection with Chlamydia), WIZARD (Weekly Intervention With Azithromax Against
Atherosclerotic-Related Disorders), CLARICOR (CLARIthromycin for patients with stable
CORonary heart disease) nisu potvrdile ove rezultate, tako da je preventivna dugotrajna primena
antibiotika u cilju redukcije pojave i1 progresije aterosklerotskih bolesti napuStena i usled sve veceg
broja rezistentnih formi mikroorganizama, ¢ak i kontraindikovana [108-111].

Pored prisustva antitela, jedini siguran nacin potvrde Cpn infekcije je detekcija Cpn u zidu
arterijskih krvnih sudova - antigena imunohistohemijskim metodama ili Cpn DNK primenom
lan¢ane reakcije polimerizacije u realnom vremenu (eng. polymerase chain reaction, PCR).

U studiji Kuo i saradnika [112], gde su analizirana srca pacijenata na obdukciji, potvrdeno je
direktno prisustvo Cpn u EB (elementary body) formi ovim metodama. Muhlestein i saradnici su
na uzorcima aterosklerotskin plakova dobijenih endarterektomijom dokazali prisustvo Cpn
imunohistohemijskim metodama u 73% ispitanika [113].

Prisustvo Cpn infekcije je danas povezano ne samo sa ASCVD, ve¢ i sa drugim formama
ateroskleroze, poput stenoze karotidnih arterija, periferne arterijske bolesti i aneurizme aorte [114].

Dokazan je prenos Cpn iz respiratornog sistema u zidove krvnih sudova, dokazana je i infekcija
glatkih miSi¢nih ¢elija zida krvnog suda, sa pojacanom ekspresijom TLR2 receptora, ali i migracija
ovih inficiranih ¢elija 1 razvoj aterosklerotskih lezija. Najverovatniji mehanizam ovog procesa je
mitohondrijalna disfunkcija sa proizvodnjom mitohondrijalnih ROS i aktivacijom JunB-Fra-
1/MMP2 signalnog puta [115].
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In vivo i in vitro studije su pokazale da Cpn infekcija moze da stimuliSe aterogenezu kroz infekciju
arterijskog zida, upalu, intracelularnu proizvodnju ROS, LDL oksidaciju. Na nivou endotela,
stimuliSe se ekspresija ICAM i VCAM, ali i faktora rasta fibroblasta. Moze dovesti i do pojacane
ekspresije SR-AL receptora i porasta IL-1B preko NLRP3 inflamazoma, ali i do porasta ekspresije
LOX-1 mRNK u makrofagima i endotelijalnim ¢elijama, sa pojacanim preuzimanjem oxLDL.
Hlamidijalni HSP je takode dokazan u aterosklerotskim segmentima arterija prilikom hirurske
revaskularizacije miokarda. Cpn olakSava transendotelijalnu migraciju monocita. Cpn indukuje
nastanak penastih ¢elija od makrofaga nastalih od monocita, u prisustvu LDL holesterola.

Posebno se istice interakcija izmedu Cpn i trombocita, sa povecanjem agregacije trombocita preko
sinteze hemokina sa jedne strane, i produkcijom ROS preko protein kinaze C [114].

Pored bakterija, sve vise se istice uloga razli€itih virusa, poput Cytomegalovirusa (CMV), Epstein
Barr Virusa (EBV), Herpes simplex virusa (HSV), Hepatitis B i C virusa, virusa humane
imunodeficijencije (HIV), kao i SARS-CoV-2 virusa u aterosklerozi [75-78].

Smatra se da je hroni¢na virusna infekcija odgovorna za pokretanje procesa ,,inflammaging-a®,
(kovanica engleskih re¢i inflammation, zapaljenje i aging, starenje), hroni¢ne inflamatorne reakcije
niskog stepena koja dovodi do progresivne stimulacije imunog sistema i porastom morbiditeta i
mortaliteta kod starijih osoba [116]. Pojam ,,inflammaging® se oslanja na pojam imunosenescencije,
tj. postepenog slabljenja imunog sistema u kasnijim fazama zivota, sa padom celularnog odgovora,
promenom odnosa CD4 i CD8 limfocita, neadekvatnim odgovorom na prisustvo antigena i
poremecajem kalcijumske signalne mreze [117,118].

Virusna infekcija moze pokrenuti i ubrzati proces imunosenescencije direktnim oSte¢enjem
genetskog materijala, ili indirektnim uticajem preko promene sekrecije citokina, sa izmenjenim
imunim odgovorom i daljom proizvodnjom proinflamatornih medijatora [117,119].

Cytomegalovirus (CMV), DNK virus sa omotacem, koji pripada porodici herpes virusa (Beta
herpes viridae), Siroko je rasprostranjen u populaciji [120,121]. Smatra se da je prisutan u 40% do
90% populacije, sa ve¢om ucestaloS¢u u zemljama nizeg ekonomskog razvoja i starijoj populaciji.

Infekcija moze nastati u svakom uzrastu i1 virus se lako prenosi putem kontakta sa bioloSkim
teCnostima, seksualnim putem, transfuzijom i transplantacijom tkiva i organa. Nakon infekcije,
perzistira u organizmu, sa povremenim reaktivacijama u slu¢aju pada imuniteta.

Kod imunokompetentnih osoba, infekcija ima blagi tok ili prolazi kompletno bez simptoma. Kod
imunokompromitovanih, primarna infekcija 1 reaktivacija moze dovesti do ozbiljnih poremecaja
zdravlja u vidu pneumonija, hepatitisa, kolitisa i encefalopatija. CMV prolazi fetoplacentalnu
barijeru (verovatno¢a 30-40%) uzrokujuci teSka oSteCenja ploda posebno ukoliko je infekcija
nastupila u prvom trimestru (teratogeni agens).

Virusni omotac¢ sadrzi glikoproteine (gc I do gc III) koji su odgovorni za adheziju i ulazak virusa u
¢elije domacina 1 ciljni su antigeni za imuni odgovor domacina. Virusni matriks, lociran izmedu
omotaca 1 kapsida, sadrzi protein pp 65, koji se smatra odgovornim za sposobnost virusa da
izbegava tj. atenuira imuni odgovor domacina, i jedan je od osnovnih markera CMV infekcije.
Virusna DNK je dvolan¢ana, i formira dva regiona, jedinstveni dugacki (eng. unique long, UL) i
kratki (eng. unique short, US). Replikativni ciklus CMV traje 48 do 72 h u zavisnosti od inficirane
¢elije, sa ekspresijom ranih i kasnih gena, medutim, infekcija CMV moze u¢i u latentnu fazu (bez
replikacije), kojom CMV izbegava imuni odgovor domacina. Iako se latencija moze deSavati u
velikom broju ¢elija, dominira latentna infekcija u CD34+ mijeloidnim prekursorima, koji nose
virusni genom u sebi, ali bez eksprimiranja antigenih determinanti na povrsini [122].

Primarna infekcija CMV pokreée nespecifiéni (NK celije, TLR) i specifi¢ni imuni odgovor (CD4+ i

CD8+), dok u latentnoj fazi CMV izbegava imuni odgovor pre svega kroz poremecaj funkcije

antigen prezentujuce celije i aktivacije inhibitornih molekula na nivou receptora NK ¢elija i T

limfocita. Kontinuirana CMV ekspozicija dovodi do erozije telomera i replikativnog starenja CD8+
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limfocita, uz porast proinflamatornih citokina (IFN-y, TNF-a). Reaktivacija virusa podrazumeva
inhibiciju supresivnog dejstva na MIE gene (eng. major immediate early genes) i proteine.
Sekrecija ili porast proinflamatornih medijatora u ¢eliji je jedan od glavnih pokretaca reaktivacije
[122,123].

CMV infekcija se dokazuje iz uzoraka bioloskih te¢nosti (krv, saliva, likvor, amnionska te¢nost) sa
karakteristi¢cnim ,,0ko sove* inkluzionim telaScima u jedru celija u ¢elijskoj kulturi. U slede¢em
koraku cCesto se radi bojenje imunoperoskidazom upotrebom antitela na Immediate Early (IE)
antigene ili detekcija CMV genoma putem kvantitativne PCR reakcije [124].

U kohortnim studijama je uocCen porast mortaliteta i faktora inflamacije kod CMV pozitivnih
starijih osoba primarno u vezi sa kardiovaskularnim oboljenjima. CMV infekcija je povezana i sa
povecanim rizikom od pojave udruzenih bolesti, poput dijabetesa, ateroskleroze i
kardiovaskularnih bolesti [125,126].

Veza izmedu CMV infekcije i ateroskleroze je uoc¢ena jo§ 1980-ih godina, kada su detektovana IgG
antitela u krvi, ali i virusni antigeni direktno u glatkim misi¢nim ¢elijama krvnih sudova pacijenata
pri vaskularnim hirurs§kim intervencijama [127].

CMV infekcija naruSava funkciju endotela kroz direktnu infekciju endotelnih i glatkih miSiénih
¢elija krvnih sudova, pracenu disregulacijom proizvodnje azot-oksida i lokalnim inflamatornim
odgovorom [128]. Pored toga, CMV stimuliSe sekreciju hemokina i citokina, povecéava
agregabilnost trombocita i angiogenezu. Mogu¢i mehanizmi obuhvataju i efekat HSP, molekularnu
mimikriju i dejstvo mikro RNK-a. Posebno se isti¢e efekat CMV na pojavu ateroskleroze kod
imunokompromitovanih pacijenata (HIV infekcija, transplantacija), ali i u trudnoci (preeklampsija)
[129].

Meta-analiza koja je ukljucivala 34.564 ucesnika (ukljucujuci 4789 pacijenata sa ASCVD) pokazala
je povecanje relativnog rizika od ASCVD od 22% usled CMV infekcije [130]. U grupi od 12.903
sluc¢aja i 16.097 kontrola, pacijenti sa pozitivnim CMV IgG imali su 1,7 puta veci rizik od ASCVD,
dok su oni sa pozitivnim CMV IgM imali skoro 3 puta veéi rizik od CAD [131]. CMV infekcija je
povezana sa sistemskom inflamatornom reakcijom, §to dovodi do poviSenih inflamatornih
biomarkera (CRP, IL-1, IL-6, TNF, IFN) koji mogu doprineti progresiji CAD [132]. Visok titar
CMV IgG antitela kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 je korelirao sa markerima ateroskleroze
[133].

Istraziva¢i su otkrili CMV DNK u aterosklerotskim plakovima 1 pronasli korelaciju izmedu
prisustva CMV 1 restenoze kod pacijenata koji su prosli koronarnu aterektomiju ili angioplastiku
[130,134,135] Nadeno je i povecano opterecenje CMV virusom kod pacijenata sa infarktom
miokarda sa ST elevacijom u odnosu na zdrave ispitanike [136]. U drugoj studiji, veéi broj DNK
kopija je naden kod pacijenata sa AKS, Sto ukazuje na moguénost reaktivacije CMV kao faktora
progresije ateroskleroze [132]. Porast ucestalosti CMV DNK u aterosklerotskim plakovima je
korelirao i sa ve¢om aktivno$¢u T Celija kod pacijenata sa oSteCenjem perifernih arterija [137].
CMYV DNK je nadena u aterosklerotskim plakovima u aorti kandidata za hirur§ku revaskularizaciju
miokarda [138]. U sli¢noj populaciji imunohistohemijske analize su pokazale prisustvo CMV pp65
antigena u plakovima [139].

Epstein Barr virus (EBV) pripada porodici Herpes virusa i uzro¢nik je akutnog infektivnog
oboljenja - infektivne mononukleoze, ali, slicno CMV, moze u¢i u latentnu fazu, koja u kasnijim
stadijumima moze dovesti do maligne transformacije Celija, sa posledicnim razvojem maligniteta
(Burkitt limfom, Hodgkin limfom, itd.). EBV infekcija je povezana sa hiperproliferacijom B ¢elija
koja moze uzrokovati oStecenje DNK, prekid celijskog ciklusa i prevremeno celijsko starenje.
Naden je vedi titar antitela kod pacijenata sa aterosklerozom, a reaktivacija latentne infekcije je
povezana sa porastom sekrecije proinflamatornih citokina i progresijom ateroskleroze [140].
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Hepatitis C virus spada u grupu RNK virusa i uzro¢nik je zapaljenja i drugih oStecenja jetre.
Hroni¢na HCV infekcija je povezana sa porastom sinteze ROS, sekrecijom proinflamatornih
citokina, oSte¢enjem DNK i prekidanjem celijskog ciklusa $to stimuliSe aterosklerozu direktno i
indirektno (preko stimulacije faktora rizika poput metabolickog sindroma). Velike meta analiticke
studije su pokazale povecan rizik od ASCVD i koronarne arterijske bolesti kod HCV inficiranih
ispitanika [141,142].

HCV je detektovan u karotidnim plakovima i primena ciljane, direktno delujuée antiviralne terapije
je pokazala poboljSanja tipa redukcije zadebljanja intime karotidnih arterija, kao i rizika od KV
bolesti kod HCV pozitivnih pacijenata [143-145].

Virus humane imunodeficijencije (HIV) pripada grupi RNK virusa, familija Retroviridae i
primarno napada CD4+ T limfocite dovodeci do imunodeficijencije, povecane sklonosti oportunim
infekcijama, sindroma steCene imunoodeficijencije (eng. acquired immune deficiency syndrome,
AIDS) i malignih oboljenja (Kaposi sarkom, B ¢elijski limfom). Kod HIV inficiranih osoba dolazi
do pada u broju i1 funkciji T limfocita, sa padom ekspresije CD28 i pove¢anom ekspresijom p16,
kao i redukcijom duzine telomera u odnosu na zdrave kontrole. Povecan je permeabilitet crevne
mukoze, sa olakSanim prelazom lipopolisaharida crevne mikrobiote u cirkulaciju i porastom
medijatora zapaljenja i ateroskleroze.

Stopa ASCVD je dvostruko ve¢a kod HIV pozitivnih osoba u odnosu na opstu populaciju.

Sa druge strane, kod HIV pozitivnih osoba je ces¢a i koinfekcija sa CMV, HCV i drugim
infektivnim uzro¢nicima ateroskleroze [76].

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2)

SARS-CoV-2 virus spada u kategoriju RNK virusa, familija Coronaviridae 1 uzrocnik je
dominantno infekcija respiratornog trakta, razli¢itog stepena zahvacenosti, simptoma i tezine
klinicke slike (eng. coronavirus disease 2019, COVID-19). U sklopu oboljenja, veoma su Cesta
oSte¢enja kardiovaskularnog sistema, ¢ak i kod asimptomatskih pacijenata (miokarditis, poremecaji
ritma, infarkt miokarda, sréana insuficijencija). Kod SARS-CoV-2 infekcije, jedan od dominantnih
receptora je ACE2 receptor, koji se eksprimira i na kardiomiocitima. Povec¢ani su nivoi troponina i
NT pro BNP, produkcija proinflamatornih citokina (citokinska oluja) i fibrinogena, i poremecen je
metabolizam lipida, §to sve pogoduje nastanku i progresiji ateroskleroze [146-148].
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1.4 INFEKCIJA | KORONARNA BOLEST

Hroni¢ni koronarni sindromi (eng. chronic coronary syndromes, CCS) predstavljaju spektar
klinickih sindroma koji nastaju usled strukturnih i/ili funkcionalnih poremecaja usled hroni¢nih
oboljenja koronarnih krvnih sudova i/ili mikrocirkulacije. Ovi poremecéaji mogu dovesti do
reverzibilnog disbalansa izmedu potreba miokarda za kiseonikom i dostupnosti kiseonika putem
krvi, sa poslednicnom hipoperfuzijom miokarda. Hroni¢ni koronarni sindromi mogu dugo vremena
biti asimptomatski, simptomatski sa relativno stabilnim simptomima i sporom progresijom, ali u
bilo kom trenutku mogu progredirati u akutni koronarni sindrom (AKS) [149].

Patofiziologija CCS obuhvata strukturne i funkcionalne poremecaje u makro i mikrovaskularnoj
miokardnoj koronarnoj mrezi. Na makrovaskularnom nivou, ishemija se moze razviti, pored fiksne
lokalne stenoze, i u slu¢aju dugacke aterosklerotske lezije koja ne suzava lumen koronarnog krvnog
suda drasti¢no, ili moze do¢i do epikardnog spazma na aterosklerotski neizmenenom ili minimalno
izmenjenom segmentu koronarnog krvnog suda. U manjem broju sluCajeva, prepoznate su
kongenitalne abnormalnosti, poput miokardnog mosta (eng. bridging) Na mikrovaskularnom nivou,
moguce je da koronarna mikrovaskularna disfunkcija (eng. coronary microvascular dysfunction,
CMD) dovede do angine ili ishemije u odsustvu znacajne opstrukcije srednjih i velikih koronarnih
krvnih sudova (eng. angina with non-obstructive coronary arteries, ANOCA); ischaemia with non-
obstructive coronary arteries, INOCA) [150,151].

Svetska zdravstvena organizacija prema klini¢koj prezentaciji kategoriSe koronarnu bolest srca
(KBS) u 5 tipova [152]: tiha miokardna ishemija (okultna KBS), angina pektoris, infarkt miokarda,
ishemijska sr€ana insuficijencija (ishemijska bolest srca) i iznenadna smrt. Klinicki se deli na
stabilnu KBS i akutni koronarni sindrom (AKS), uz moguca preklapanja simptoma i znakova.

Kod priblizno polovine pacijenata sa INOCA je funkcionalnim testiranjem utvrdeno prisustvo
koronarnog arterijskog spazma, $to je povezano sa tezom klinickom slikom, lo§ijom prognozom, ali
i izraZzenijom aterosklerozom epikardnih koronarnih krvnih sudova. Koronarni spazam se javlja i na
mestima okultne, angiografski beznacajne ili minimalno vidljive ateroskleroze (intimalno
zadebljanje), posebno ukoliko se spazam javlja u malim segmentima krvnih sudova (fokalni
spazam). Istrazivanja sprovedena kod pacijenata sa koronarnim spazmom pomocu intravaskularnog
ultrazvuka (IVUS) su utvrdila da je opterecenje plakom najvece u predelu fokalnog spazma, i da su
¢es¢i plakovi bogati lipidima, ili sa crvenim trombom (tzv. vulnerabilni plakovi). Sve je vise dokaza
da se epikardni spazam moze javiti na angiografski prakticno normalnim segmentima koronarnih
krvnih sudova $to moze biti od znaaja pri izboru krvnih sudova za hirurSke revaskularizacione
procedure [153].

lako je poznato da klasi¢ni faktori rizika, nepromenljivi (kao §to su starost, pol, etnicka pripadnost i
porodicna istorija) ili modifikovani, poput visokih lipida u krvi, visokog krvnog pritiska, pusenja,
gojaznosti, dijabetesa, loSe ishrane i sedentarnog nacina Zivota, doprinose KBS, njena potpuna
etiologija ostaje nejasna. Poslednjih godina, tradicionalni modifikovani faktori rizika su efikasno
smanjeni, ali incidenca AS ostaje visoka [154]. Pored toga, vise od 30% pacijenata sa
aterosklerozom nema ove klasi¢ne faktore rizika, $to ukazuje na uc¢esce nepoznatih tj. neprepoznatih
faktora u njenoj patogenezi.

S obzirom da se u osnovi ve€ine sindroma koji pripadaju CCS nalazi ateroskleroza, sa jasnom
vezom izmedu inflamacije 1 ateroskleroze sa jedne, i infekcije sa druge strane, ne iznenaduje
¢injenica da je dosta istraZivanja usmereno ka potencijalnoj infektivnoj etiologiji hroni¢nih
koronarnih sindroma.

Pored prethodno opisane veze izmedu infektivnih agenasa i nastanka, a potom i progresije

ateroskleroze, u vecem broju istrazivanja je dokazano i direktno prisustvo mikroorganizama u

koronarnim krvnim sudovima. U velikoj meta analizi publikovanoj 2022. [155], analizirano je 44

istrazivanja koja su dokazala prisustvo genetskog materijala/antigena jedne ili cak viSe vrsta
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bakterija i virusa u aterosklerotskim plakovima koronarnih arterija pomo¢u PCR, iHH ili FISH
metoda.

Prisustvo C. pneumoniae je nadeno prosec¢no u skoro 43% slucajeva,. CMV u 29%, a H. pylori u
19% uzoraka aterosklerotskih plakova koronarnih arterija, $to jasno doprinosi hipotezi da
mikroorganizmi direktno i indirektno doprinose nastanku i progresiji ateroskleroze koronarnih
arterija.

Medutim, u izvesnom broju istrazivanja uoceno je prisustvo infektivnih agenasa, tj. njihovog
genoma ili antigena i u segmentima arterija koje makroskopski nisu pokazivale znakove
ateroksleroze. U istrazivanju Wonga i saradnika iz 1999. godine [156] analizirano je PCR prisustvo
DNK C. pneumonia-e u krvnim sudovima pacijenata kod kojih je doslo do reakcije odbacivanja
grafta koronarne arterije. Poredeni su tzv. ,normalni“ segmenti unutrasnje grudne arterije (lat.
arteria mammaria interna, IMA), vene safene magne (lat. vena saphena magna, VSM) koji su
predvideni za novi graft, odbaceni venski graftovi iz prvog pokusaja i aterosklerotski izmenjeni
krvni sudovi novih pacijenata. Utvrdena je visoka ucestalost (38%) DNK Cpn u odbacenim
venskim graftovima, Sto je bilo priblizno ucestalosti u aterosklerotski izmenjenim koronarnim
arterijama (38%). Nasuprot tome, u normalnim venskim graftovima je ucéestalost bila oko 11%, ali u
segmentima unutra$nje grudne arterije, koja se tretira kao krvni sud prvog izbora za graft [157],
ucestalost Cpn u naizgled normalnim segmentima je bila oko 30%. Ibrahim i saradnici (140) su
analizirali prisustvo genoma HSV, CMV i EBV u aterosklerotskim delovima koronarnih arterija i
neaterosklerotskim venama 1 arterijama koriS¢enim za graft i nasli su HSV DNK u 35% plakova, ali
iu 9% venskih i ¢ak 22% uzoraka unutrasnje grudne arterije. CMV i EBV su nadeni samo u
plakovima. U studiji lzadija i saradnika (135) je potvrdeno prisustvo CMV DNK samo u
aterosklerotskim uzorcima (27%), dok su Pucar i saradnici nasli DNK CMV i C. pneumoniae u
znacajnom procentu u uzorcima unutras$nje grudne arterije [158].

Prisustvo mikroorganizama, genoma ili antigena u naizgled makroskopski normalnim,
aterosklerotski neizmenjenim segmentima koronarnih arterija i drugih krvnih sudova koji se ¢esto
koriste u hirurS§koj revaskularizaciji miokarda moze biti od velikog znacaja, i ukazivati na rizike od
progresije inflamacije i ateroskleroze u ve¢ izmenjenim i/ili revaskularizovanim segmentima, sa
posledi¢nim kra¢im trajanjem graftova, pogorSanjem koronarne bolesti i prate¢ih poremecaja.
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. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

. Utvrditi prisustvo molekula DNK infektivnih mikroorganizama Chlamydia pneumoniae,
Helicobacter pylori i Cytomegalovirus-a u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih
arterija, unutraSnje grudne arterije i aorte kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom
arterijskom bolescu.

. Ispitati povezanost prisustva i kvantitativnog sadrzaja DNK Helicobacter pylori, Chlamydia
pneumoniae, i Cytomegalovirus-a u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih
arterija, unutras$nje grudne arterije i aorte sa inflamatornom komponentom ateroskleroze i
tezinom ateroskleroze kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom bolesc¢u.

. Ispitati povezanost prisustva patogenih mikroorganizama (Helicobacter pylori, Chlamydia
pneumoniae i Cytomegalovirus-a) u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih
arterija, unutrasnje grudne arterije i aorte Sa postoperativnim tokom (pojava komplikacija-
atrijalna fibrilacija, pleuralni izlivi, pneumonija, pneumotoraks, itd.) i ishodom (prezivljavanje ili
smrtni ishod) kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom bolescu.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Ispitivana populacija

Ucesnici iz grupe pacijenata sa koronarnom arterijskom boleséu odabrani su na osnovu kriterijuma
uklju¢ivanja u studiju, medu pacijentima hospitalizovanim na Klinici za kardiovaskularnu hirurgiju
Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata su: postavljena dijagnoza viSesudovne koronarne arterijske
bolesti (potvrdena koronarografijom), pacijenti kojima je indikovana implantacija LIMA grafta
zbog znacajnog suzenja leve prednje silazne arterije (eng. left anterior descending artery, LAD),
indikovana hirurSka revaskularizacija miokarda odlukom kardiohirurskog konzilijuma, starost >40
godina u vreme potpisivanja informisanog pristanka, odsustvo akutne infekcije ili upale. Svaki
ucesnik je dobio obrazac informisanog pristanka pre nego $to se ukljuci u studiju, koji ¢e predstaviti
lekar-istraziva¢. U istrazivanje su ukljuceni svi ucesnici koji su potpisali obrazac informisanog
pristanka, nakon Sto su potvrdili razumevanje njegovog sadrzaja.

Glavni kriterijum isklju¢ivanja bila je koronarna angiografija koja je pokazala stenozu manju od
50%, odsustvo indikacija ili prisustvo kontraindikacija za hirusku revaskularizaciju miokarda.

Apsolutne kontraindikacije za hirurS8ku revaskularizaciju miokarda su bile: terminalna bolest sa
oc¢ekivanim kratkim zivotnim vekom (npr. metastatski karcinom); teska, disfunkcija leve komore
(ejekciona frakcija ispod 20% uz nekontraktilan miokard); komorbiditeti (npr. terminalni stadijum
pluéne bolesti, teska insuficijencija jetre); teska difuzna bolest koronarnih arterija koja tehnicki
onemogucava izvodenje graftova. Relativne kontraindikacije su bile: starije Zivotno doba sa vise
komorbiditeta (npr. loSa bubrezna funkcija - terminalni stadijum, cerebrovaskularna bolest); teska
pluéna hipertenzija; akutna infekcija; nekontrolisana hipertenzija ili loSe regulisana Secerna bolest;
nekomplijantnost pacijenta (otezava postoperativni tok).

3.2 Tip studije, mesto i period istraZivanja

Prema epidemioloSkom tipu, istrazivanje predstavlja studiju preseka.

Studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom deklaracijom, na osnovu odobrenja od strane Klinike
za kardiohirurgiju Univerzitetskog klinickog centra Srbije (datum odobrenja 28.12.2021.), Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj protokola 1322/X11-8, datum
odobrenja 30. decembar 2021. godine), Etickog odbora Univerzitetskog klini¢kog centra Srbije
(broj protokola: 307/12, datum odobrenja: 29.11.2024.), Instituta za patologiju “Prof. dr Porde
Joannovi¢”, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj protokola: 02-542/25, datum
odobrenja 21.05.2025.), kao i Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj protokola:
1032/2, datum odobrenja 22.05.2025.).

Veli¢ina uzorka bazirana je na potrebi procene povezanosti sadrzaja genetskog materijala
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i Cytomegalovirus sa inflamatornom komponentom
ateroskleroze i tezinom ateroskleroze. Za cut-off vrednost koeficijenta korelacije uzeto je 0,4
(osrednja povezanost). Dovoljan broj ispitanika za procenu povezanosti varijabli od interesa za
statistiCku snagu od 0,8% 1 nivo statistiCke znacajnosti od 0,05 iznosi 46. Izracunati minimalni broj
ispitanika (46) je povecan za 15% zbog ocekivanog gubitka podataka tokom trajanja studije
(nedostaju¢i ili neprimenljivi podaci) pa je kona¢an minimalan broj planiranih ispitanika 53.

3.3 Instrumenti merenja

Demografske podatke i biohemijske podatke lekar-istraziva¢ je pribavio iz medicinske
dokumentacije (istorije bolesti) pacijenata Klinike za kardiohirurgiju Univerzitetskog Klinickog
centra Srbije, pridrZzavajuci se standardnih mera zaStite podataka ucesnika.
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Svi analizirani uzorci krvi su uzeti tokom inicijalne konsultacije kardiologa i/ili kardiohirurga
prilikom definisanja hirurSke procedure koja odgovara leCenju pacijenta. Praceni su sledeci
laboratorijski parametri: C-reaktivni protein (CRP), sedimentacija eritrocita, fibrinogen, lipidni
status (holesterol, LDL, trigliceridi), urea, kreatinin, ja¢ina glomerulske filtracije (¢GFR), mokra¢na
kiselina, krvna slika (leukociti, eritrociti, trombociti, hemoglobin, hematokrit).

Indeks telesne mase (,,Body mass index“, BMI) je izracunat kao odnos telesne mase i kvadrata
telesne visine po slede¢oj formuli: BMI = TT / TV, i izraZava u kg/m*.

Po preporukama Svetske zdravstvene organizacije [159], BMI se koristi za klasifikaciju stepena
uhranjenosti po slede¢im kriterijumima:

e BMI < 18,5 - pothranjeni

e BMI =20-24,9 — normalno uhranjeni
e BMI =25-29,9 — gojazni

e BMI > 30 — ekstremno gojazni

e BMI > 40 — morbidno gojazni

Za analizu su tokom hirurSke revaskularizacije miokarda uzeti mali uzorci distalnih delova
dijagonalnih grana (grane leve prednje silazne koronarne arterije, eng. left anterior descendens,
LAD), delova unutra$nje grudne arterije (lat. a. mammaria interna) koji se koriste za presadivanje
(graft) i delova aorte bez makroskopski procenjene aterosklerotske degeneracije.

Uzet je uzorak cele debljine zida arterijskog krvnog suda. Prilikom formiranja proksimalne
anastomoze venskog grafta, uzet je deo ushodne aorte sa samog mesta proksimalne anastomoze, bez
ugrozavanja arhitektonike anastomoze 1 protoka kroz graft. Ciljno mesto za uzimanje uzorka (cele
debljine zida) koronarne arterije je bila neka od terminalnih grana dijagonalne grane koje su
izuzetno malog dijametra, te njihovim uzorkovanjem ne moze do¢i do perfuzionog defekta.

Odmah nakon biopsije uzorci su stavljeni u bocice sa formalinom i transportovani u roku od 6-48h
na Institut za patologiju “Prof. dr Porde Joannovi¢”, Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Zatim su u sterilnim epruvetama prebaceni u OJ ImplantolosSko istrazivacki centar-
Laboratorija za genetiku Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.4 HistopatoloSka analiza

Rutinska histopatoloSka praksa se u velikoj meri oslanja na morfoloSke procene tkiva obojenog
hematoksilinom i eozinom (H&E) [160]. Ovaj pristup nastavlja da ispunjava klinicke zahteve i
ostaje 'zlatni standard' za dijagnozu na osnovu tkiva u vecini slucajeva.

U cilju histopatoloske analize, detekcije ateroskleroze i prisustva inflamatornog infiltrata, dobijeni
uzorci su kalupljeni u parafin i seCeni na preseke debljine 4 pm koji su bojeni hematoksilin-eozin
(HE) metodom. Histoloska evaluacija aterosklerotskih promena je ukljucivala procenu stepena
razvoja aterosklerotskih lezija. Koris¢ena je klasifikacija histoloskih promena u aterosklerozi prema
Herbert C. Stary i saradnicima, koju je usvojila American Heart Association [40].. Ova klasifikacija
deli aterosklerotske lezije na Sest osnovnih tipova prema morfoloskim karakteristikama i stepenu
progresije bolesti.
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Tip I lezije predstavljaju najraniji stadijum ateroskleroze i karakteriSu se pojavom izolovanih
penastih ¢elija u intimi arterije. U ovom stadijumu ne postoje znacajnije ekstracelularne lipidne
nakupine niti izrazene strukturne promene zida krvnog suda.

Tip II lezije, se oznacCavaju najcesc¢e kao masne trake, karakteriSe ve¢a akumulacija penastih ¢elija i
intracelularnih lipidnih depozita.

Tip III lezije predstavljaju intermedijarni stadijum izmedu masnih pruga i razvijenog ateroma.
Histoloski se uocavaju manje ekstracelularne lipidne nakupine izmedu glatkih miSiénih celija
intime.

Tip IV lezije oznaCavaju formiranje ateroma, odnosno razvijenog aterosklerotskog plaka sa jasno
definisanim ekstracelularnim lipidnim jezgrom. Lipidno jezgro sastoji se od holesterola, estara
holesterola, ¢elijskog detritusa i nekroti¢nog materijala.

Tip V lezije, odnosno fibroateromi, karakteriSu se formiranjem fibrozne kape koja prekriva lipidno
jezgro. Fibrozna kapa sastavljena je pretezno od kolagena i proliferisanih glatkih misi¢nih ¢elija. U
ovom stadijumu Cesto su prisutne kalcifikacije i1 izraZzena fibroza.

Tip VI lezije predstavljaju komplikovane aterosklerotske promene i karakteriSu se rupturom ili
erozijom fibrozne kape, hemoragijom i trombozom.

Takode, u uzorcima je analiziran i stepen inflamacije koji smo ocenjivali od negativne, slabo
izrazene 1+, srednje izrazene 2+ 1 izrazene inflamacije 3+.

3.5 Imunohistohemijska analiza

U cilju utvrdivanja prisustva ekspresije infektivnih agenasa (Cytomegalovirus-a i Helicobacter
pylori) uradena su imunohistohemijska (IHH) bojenja na iseCcima sa parafinskih kalupa tkiva
krvnih sudova pacijenata. Sa svakog odabranog parafinskog kalupa seceni su preseci debljine 4 um,
a zatim su nakon deparafinizacije i antigenskog demaskiranja, a u cilju identifikacije infektivnog
agensa koriS¢ena sledeCa antitela: anti-Cytomegalovirus (klon CCH2 pDDG9, Agilent
Technologies, Santa Clara, California, razblazenje 1:100) i anti-Helicobacter pylori (klon SP48,
Ventana, Tucson, AZ, USA, ready to use). Imunohistohemijska bojenja na anti-Helicobacter pylori
su ucinjena manuelno sa detekcionim sistemom En Vision FLEX, Dako K800. Nuklearna i
citoplazmatska pozitivnost je uzeta u obzir. Imunohistohemijski obojeni preseci su analizirani
koriS¢enjem svetlosnog mikroskopa Olympus BX41. Citoplazmatska 1 nuklearna pozitivnost su
odredena semikvantitativno, nakon ¢ega su uzorci bili razvrstani u dve grupe: pozitivni i negativni.
IHH bojenje na anti-Helicobacter pylori je ocenjivano kao pozitivno ukoliko je bilo prisutno
granularno, braon bojenje ¢elijske membrane.

Imunohistohemijska bojenja na anti-Cytomegalovirus su uradena u autostejneru 480S Epredia.
IHH bojenje na  anti-Cytomegalovirus je ocenjivano kao pozitivno ukoliko je postojala
intracitoplazmatska ili intrajedarna inkluzija braon boje u inficiranim endotelnim ¢elijama i
¢elijama glatkih miSi¢a unutar krvnih sudova.

3.6 DNK izolacija

Parafinski uzorci krvnih sudova su iseceni na mikrotomu, a zatim deparafinizovani ksilenom.
Izolacija DNK iz uzoraka je obavljena fenol-hloroform metodom. Na uzorak je dodat digestivni
pufer (L00mM NaCl, 100Mm Tris-Cl pH=8.0, 25mM EDTA pH=8.0), 10% SDS (Na-dodecisulfat)
do finalne koncentracije 0,5 % i proteinaza K (1 mg/ml) do konaéne koncentracije od 0,1mg/ml.
Cilj ovog postupka je oslobadanje DNK iz nukleoproteinskog kompleksa, denaturacija proteina, kao
i inaktivacija DNA-aza.
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Ovako pripremljen uzorak je inkubiran 1h na 50°C. Nakon digestije, DNK je ekstrahovana
dodavanjem iste zapremine ranije pripremljene meSavine fenola/hloroforma/izoamilalkohola
(25:24:1) i uzorak zatim centrifugiran 10 minuta na 10000 rpm. Ekstrahovanje DNK sa meSavinom
fenol/hloroform/izomilalkohol ponavljano je nekoliko puta do iS¢ezavanja belog proteinskog
precipitata u interfazi. Eliminacija RNK ostvaruje se dodavanjem enzima ribonukleaze (1pg/ul) do
finalne koncentracije od 0,1 pg/pl i inkubiranjem na 37°C u trajanju od 30 minuta. Uklanjanje
suvisnog fenola postignuto je dodavanjem iste zapremine mesavine hloroforma i izoamilalkohola
(24:1) i centrifugiranjem na 14000 rpm u trajanju od 2 minuta. 1z dobijenog vodenog rastvora DNK
je precipitirana dodavanjem 1/10V 7.5M amonijum acetata i 2.5-3.0 zapremine hladnog 96%
etanola. Nakon ponovnog centrifugiranja, pazljivo je odliven supernatant vodeci ratuna o DNK
talogu; dodato je 1 ml hladnog 70% etanola i tubica dobro promuckana pa je uzorak opet
centrifugiran 2 minuta na 14000 rpm. Nakon odlivanja supernatanta, DNK talog ostavljen je u
termostatu 10 minuta kako bi ispario etanol, a potom je DNK resuspendovana u 50 pl destilovane
vode. Do analize, uzorci ovako izolovane DNK, ¢uvani su na -20°C. DNK koncentracija i ¢istoca
merena je na spektrofotometru BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis (Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, MD, USA). 1ul izolovane DNK je koris¢en za analizu koja se zasniva na
absorbanci uzorka nakon izlaganja monohromatskoj svetlosti tri talasne duzine (230, 260 i 280nm).
Odgovaraju¢om softverskom analizom dobijene su koncentracija i ¢isto¢a uzoraka.

3.7 Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (eng. Quantitative Real-
Time PCR, gPCR)

Odredivanje prisustva tri mikroorganizma (Helicobacter pylori, Cytomegalovirus i Chlamydia
pneumoniae) i njihova kvantifikacija izvedeni su u 15 pL qPCR rastvora koji sadrzi 20 ng DNK,
0,5 uM prajmera, 0,25 uM TagMan probe, 1x FastGene® Probe CR (NIPPON Genetics EUROPE,
Nemacka) i sterilisanu vodu bez nukleaze. Temperaturni profili qPCR reakcije su bili sledeéi: 10
min na 95 °C, praceno 45 ciklusa od 15 sna 95 °C i 30 s na 58 °C.

Za svaki mikroorganizam su koriS€eni specifini parovi prajmera, a kao kontrolni gen u
kvantifikaciji posluZio je gen gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH).

FastGene ICGreen 2x PCR univerzalni miks (NIPPON Genetics EUROPE, Nemacka) je koris¢en
za amplifikaciju segmenata HP, Cpn i CMV uz upotrebu odgovarajuc¢ih prajmera. qPCR protokol je
podrazumevao fazu denaturacije DNK na 95 ° C tokom 3 minuta, nakon ¢ega je usledilo 45 ciklusa
slede¢eg profila: denaturacija na 95 °C tokom 30 s, hibridizacija) vezivanje prajmera) na 60 °C
tokom 30 s i elongacija na 72 °C tokom 30 s, uz finalnu elongaciju u trajanju od 10 min. Svako
gPCR testiranje je sprovedeno koris¢enjem CFKS96 sistema u realnom vremenu (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Kalifornija, SAD) i pra¢eno analizom krive topljenja da bi se potvrdila
specificnost amplifikacije. QPCR mesSavina od 10 pL sadrzala je 20 ng DNK S$ablona, 0,25 uM
forward i reverse prajmera, FastGene ICGreen 2x PCR univerzalnu meSavinu (NIPPON Genetics
EUROPE, Nemacka) i sterilisanu vodu bez nukleaze. Sve analize su radene u duplikatu. Sekvence
pomenutih prajmera su navedene u tabeli 1.
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Tabela 1. Sekvence prajmera koris¢enih u PCR.

Mikroorganizam/Gen  Prajmeri (5'-3')/sonda

Forward — GTTGTTCATGAAGGCCTACT

Chlamidia pneumoniae e erse  TGCATAACCTACGGTGTGTT

Forward —CGCTGAAATCTCTCTTTATG)

Helicobacter pilori — poverse  CATGCTTTGATTGCCGATAGC

Forward —GAAGGTGCAGGTGCCCTG

Citomegalovirus Reverse —GTCTCGACGAACGACGTACG

Forward — GGGCTCTCCAGAACATCATCC
— GTCCACCACTGACACGTTGG
Sonda— FAM-CCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCT-TAMRA

Gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenaza

Ishodi su odredeni u smislu vrednosti grani¢nog ciklusa (Ct), a relativna kvantifikacija je
procenjena koris¢enjem AACt tehnike [161]. Utvrdena je prose¢na vrednost duplikata uzoraka, a
relativna kvantifikacija je utvrdena poredenjem vrednosti svakog mikroorganizma sa ekspresijom
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze.

Vrednosti dobijene metodom kvantitativnog PCR-a poredene su sa angiografski procenjenim
nivoom stenoze 1 brojem zahvac¢enih koronarnih krvnih sudova kao 1 drugim klini¢ckim (povezanost
sa navikom pusenja cigareta, komorbiditetima, prisutnom urodenom sréanom manom) i
laboratorijskim (CRP, fibrinogen, sedimentacija eritrocita, holesterol, LDL, HDL, trigliceridi, urea,
kreatinin, ja¢ina glomerulske filtracije-eGFR, mokraéna kiselina, krvna slika) parametrima.
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3.8 Statisti¢ka analiza

U zavisnosti od tipa varijabli i normalnosti raspodele, rezultati su predstavljeni kao ucestalost
(procenat), medijana (opseg) i srednja vrednost £ SD. Metode koriS¢ene za testiranje statistickih
hipoteza ukljucivale su t -test, Mann-Whitney test, hi-kvadrat test i FiSerov test taéne verovatnoce.
Povezanost izmedu varijabli je procenjena kori§¢enjem Pirsonovog koeficijenta linearne korelacije
ili Spirmanovog koeficijenta korelacije rangova. Regresiona analiza je koris¢ena za analizu ishoda i
potencijalnih prediktora. Statisticke hipoteze Su testirane na nivou znacajnosti od 0,05. Rezultati su
prikazani tabelarno 1 graficki.

Svi podaci su obradeni u IBM SPSS Statistics 24 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
softverskom paketu ili R programskom okruZenju (R Core Team, 2024).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1 DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Vecina ispitanika su bili muskarci (85,7%), stariji od 60 godina, prekomerne telesne tezine ili
gojazni (66%), nepusaci ili bivsi pusaci (60,7%), a primljeni su u bolnicu zbog nestabilne angine
pektoris (Tabela 2).

Prosec¢na starost svih ispitanika u istrazivanju iznosila je 64,7 godina (95% CI 62,4-67,0) (Grafikon
1).

Najmladi ispitanik imao je 45 a najstariji 83 godine.
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Grafikon 1. Individualne vrednosti starosti ispitanika u istrazivanju (predstavljene plavim
krugovima). Crvena crtica oznacava aritmeticku sredinu.



Osnovne demografske karakteristike ispitanika su prikazane u tabeli 2.

Tabela 2. Osnovne demografske karakteristike ispitanika

Ukupno n =56 (%)
Pol, n (%)

muski 48 (85,7%)
zenski 8 (14,3%)
Starost, godine, srednja vrednost + SD 64,7+ 8,8
Dijagnoza na prijemu, n (%)

Stabilna AP 14 (25,0%)
NSAP 25 (44,6%)
IM 17 (30,4%)
Pusenje, n (%)

pusaé 22 (39,3%)
nepusac 34 (60,7%)

AP: angina pektoris; NSAP: Nestabilna angina pektoris; IM: Infarkt miokarda

Aritmeticka sredina vrednosti BMI svih ispitanika u istraZivanju iznosila je 26,7+3,6 kg/m?. Najniza
vrednost iznosila je 21,6 a najvisa 35,5 kg/m? (Grafikon 2).
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Grafikon 2. Individualne vrednosti starosti ispitanika u istraZivanju (predstavljene plavim
krugovima). Crvena crtica oznacava aritmeticku sredinu.
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Ispitanici su najc¢eS¢e imali prekomernu telesnu tezinu (44,6%) ili su spadali u kategoriju gojaznih
(21,4%) prema BMI kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Struktura ispitanika prema BMI kategoriji
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Glavni komorbiditeti su bili arterijska hipertenzija i hiperlipoproteinemija (94,6%), zatim mitralna
regurgitacija (78%), trikuspidalna regurgitacija (50%) i kongestivna sr¢ana bolest (48%). Dijabetes
melitus je ranije dijagnostikovan kod 33,9%, a hroni¢na bolest bubrega stadijuma 2 ili 3 kod 19,6%
ispitanika (Grafikon 4).

KOMORBIDITETI
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S| 48.2
AS 54
AR 14.3
TR 50
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HBI 19.6
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Grafikon 4. Struktura ispitanika prema prisutnim komorbiditetima

USM: urodene sr¢ane mane; SI: sr€ana insuficijencija; AS: aortna stenoza; AR: aortna regurgitacija; TR:
trikuspidna regurgitacija; MR: mitralna regurgitacija; HBI: hroni¢na bubrezna insuficijencija; DM: dijabetes
melitus; CVI: cerebrovaskularni insult; HOBP: Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; HLP:
Hiperlipoproteinemija; HTA: Arterijska hipertenzija
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Najveci broj ispitanika sa koronarnom boles¢u srca nije imao prateée poremecaje sréanog ritma
(71,4%). Ukoliko je ustanovljen poremecaj, najcesce se radilo o fibrilaciji pretkomora (19,6%)
(Grafikon 5).
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Grafikon 5. Struktura ispitanika prema prisustvu prateceg poremecaja sr¢anog ritma

AF: Atrijalna fibrilacija; VT/VF: Ventrikularna tahikardija/VVentrikularna fibrilacija; VES: Ventrikularna
ekstrasistola
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Laboratorijski parametri su pokazali povecane markere inflamacije, kao Sto su C-reaktivni protein,
fibrinogen i brzina sedimentacije eritrocita (Tabela 3).

Tabela 3. Vrednosti laboratorijskih parametara ispitanika u istrazivanju

Laborato!rl jski Aritme_tiéka sD Med Min Max Refergqtng _
parametri sredina vrednosti i jedinice
CRP 46,70 43,50 40,80 0,50 179,40 0 -5 mg/dI
Fibrinogen 4,29 1,06 4,10 2,80 8,00 2-4 g/L
SE 30,09 22,78 23,00 2,00 95,00 2-12 mm/h
Holesterol 4,53 1,34 4,46 2,43 10,07 < 5,2mmol/L
HDL -C 1,10 0,34 1,04 0,44 2,02 > 1,3 mmol/L
LDL-C 2,68 1,44 2,31 0,86 8,50 < 3,3 mmol/L
Trigliceridi 1,89 0,99 1,62 0,42 4,90 <1,7 mmol/L
Urea 7,51 2,48 7,00 4,00 16,00 2,8-8,3 mmol/L
Kreatinin 101,13 32,97 99,00 53,00 199,00 62-103 umol/L
eGRF 55,61 9,29 61,00 31,00 61,00 > 60 mL/min
Mokraéna

o 385,61 130,45 373,50 105,00 705,00 142-416 umol/L
kiselina
Leukociti 9,50 2,67 9,65 4,30 16,70 3,9 - 10x109/L
Eritrociti 4,18 080 4,18 2,61 542  3,86-508x10™/L
Hemoglobin 126,41 22,71 12950 81,00 164,00 110-180 g/L
Hematokrit 0,37 0,07 0,38 0,25 0,49 0,41-0,53 1/L
Trombociti 202,77 54,47 204,00 84,00 366,00 140-450 x 10%L

CRP: C-reaktivni protein; SE: brzina sedimentacije eritrocita; HDL-C: holesterol lipoproteina visoke gustine;
LDL-C: holesterol lipoproteina niske gustine; eGFR: ocekivana brzina glomerularne filtracije.
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Medijana vrednosti CRP svih ispitanika u istrazivanju iznosila je 40,8 mg/dl (opseg 0,5 mg/dl -
179,4 mg/dl) sto je prikazano na grafikonu 6.
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Grafikon 6. Individualne vrednosti CRP-a ispitanika u istrazivanju (predstavljene plavim
krugovima). Crvena crtica oznaava medijanu.
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Medijana vrednosti fibrinogena svih ispitanika u istrazivanju iznosila je 4,1 g/L (opseg 2,8 g/L -
8,0 g/L) sto je prikazano na grafikonu 7.
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Grafikon 7. Individualne vrednosti Fibrinogena ispitanika u istrazivanju (predstavljene plavim
krugovima). Crvena crtica ozna¢ava medijanu.
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Medijana vrednosti brzine sedimentacije eritrocita svih ispitanika u istrazivanju iznosila je 23,0
mm/h (opseg 2,0 mm/h -95,0 mm/h) §to je predstavljeno na grafikonu 8.
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Grafikon 8. Individualne vrednosti SE ispitanika u istrazivanju (predstavljene plavim krugovima).
Crvena crtica oznac¢ava medijanu.
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Stenoza koronarnih arterija naj¢escée je verifikovana na LAD (94,6% slucajeva), pri cemu je 44
ispitanika imalo zahvacene tri ili Cetiri koronarne arterije. Najznacajnije promene su primeéene kod
RCA (37,5% ispitanika je imalo stenozu preko 90%) i LAD (16,1% ispitanika je imalo stenozu

preko 90%) $to je prikazano na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Struktura ispitanika prema dominantnoj lokaciji aterosklerotskog suzenja

LM: Leva glavna arterija; LAD: Leva prednja silazna arterija; CKS: cirkumfleksna arterija; RCA: Desna

koronarna arterija

U tabeli 4. je predstavljena struktura ispitanika prema broju zahvacenih krvnih sudova, a na
grafikonu 10 lokacija i nivo stenoze koronarnih arterija u ispitivanom uzorku

Tabela 4. Struktura ispitanika prema broju aterosklerozom zahvaéenih krvnih sudova

Broj zahvaéenih sudova n %
1 3 5,4
2 9 16,1
3 28 50,0
4 16 28,6
Ukupno 56 100,0
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Grafikon 10. Lokacija i nivo stenoze koronarnih arterija u ispitivanom uzorku.

RCA: Desna koronarna arterija; CKS: cirkumfleksna arterija; PD PL: Posteriorna silazna/posterolateralna
arterija; RI: Ramus intermedius; S1: segment 1; OM: Tupa marginalna arterija; D: Dijagonalna grana;
LAD: Leva prednja silazna arterija; LM: Leva glavna arterija.
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Kada se posmatraju signifikantne stenoze koronarnih krvnih sudova veée od 70% dijametra lumena,
najcescée su bile zahvacene LAD (83,9%) i RCA (71,4%) $to je prikazano na grafikonu 11.
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Grafikon 11. Struktura ispitanika prema stepenu stenoze koronarnih arterija ve¢em od 70%
dijametra lumena

RCA: Desna koronarna arterija; CX: cirkumfleksna arterija; PD PL: Posteriorna silazna/posterolateralna
arterija; RI: Ramus intermedius; S1: segment 1; OM: Tupa marginalna arterija; D: Dijagonalna grana; LAD:
Leva prednja silazna arterija; LM: Leva glavna arterija.
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Kada je posmatrana povezanost izmedu stepena suzenja koronarnih krvnih sudova sa BMI, t;.
prisustvom prekomerne telesne tezine ili gojaznosti, nije utvrdena statisticki znacajna povezanost
BMI i BMI kategorija u odnosu na stepen suzenja (p>0,05), $to je predstavljeno u tabeli 5.

Tabela 5. Odnos stenoze koronarnih arterija sa BMI

BMI BMI
Varijable kategorije
LM rs -0,108 -0,039
p 0,428 0,777
LAD rs 0,126 0,043
p 0,356 0,755
D1-D2 rs -0,154 -0,195
p 0,256 0,150
OM1-OM2 rs 0,122 0,087
p 0,370 0,525
S1 rs -0,213 -0,166
p 0,115 0,221
RI rs -0,065 -0,090
p 0,632 0,511
PD-PL s 0,231 0,151
p 0,087 0,265
CX rs -0,205 -0,172
p 0,129 0,206
RCA s 0,003 0,144
p 0,983 0,291

RCA: Desna koronarna arterija; CX: cirkumfleksna arterija; PD PL: Posteriorna silazna/posterolateralna
arterija; RI: Ramus intermedius; S1: segment 1; OM: Tupa marginalna arterija; D: Dijagonalna grana; LAD:
Leva prednja silazna arterija; LM: Leva glavna arterija.
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Posle hirurske revaskularizacije miokarda, 57,1% ispitanika imalo je neke postoperativne
komplikacije koje su se obicno javljale u ranoj fazi oporavka (48,2%).

Pleuralni izliv je dijagnostikovan kod 16 ispitanika (28,6%), a atrijalna fibrilacija kod 11 ispitanika
(19,6%). U tri slucaja postojala je potreba za ponovnom intervencijom, a smrtni ishod se desio kod
jednog ispitanika. U tabeli 6. je prikazana uc¢estalost komplikacija nakon hirur§ke revaskularizacije
miokarda.

Tabela 6. Struktura ispitanika prema pojavi komplikacija hirur§ke revaskularizacije

Komplikacije n %

Hipotenzija 4 7,1
Febrilnost 2 3,6
Respiratorna insuficijencija 4 7,1
Atrijalna fibrilacija 11 19,6
Ventrikularna fibrilacija 1 1,8
Cerebrovaskularni insult 1 1,8
Pleuralni izliv 16 28,6
Pneumotoraks 4 7,1
Pneumonija 3 5,4
Dijarealni sindrom 3 5,4
Urinarna infekcija 1 1,8
Smrtni ishod 1 1,8
Reintervencija 3 5,4
Perikardni izliv 0 0,0
Secerniranje rane 6 10,7
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Ispitanici u istrazivanju najcesce su imali po jednu komplikaciju (56,3%) ili dve komplikacije
(21,9%) u postoperativnom periodu (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Struktura ispitanika prema broju postoperativnih komplikacija
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Za analizu su tokom hirurSske revaskularizacije miokarda uzeti mali uzorci distalnih delova
dijagonalnih grana (grane leve prednje silazne koronarne arterije, eng. left anterior descendens,
LAD), delova unutrasnje grudne arterije (lat. a. mammaria interna) koji se koriste za presadivanje
(graft) i delova aorte bez makroskopski procenjene aterosklerotske degeneracije.

U najvecem broju slucajeva, uzeti su uzorci sve tri vrste krvnih sudova (41,1%) a u 32,1% slucajeva
su uzeti uzorci dva od tri krvna suda.

Najcesce je uspesno uzet uzorak unutrasnje grudne arterije (91,1%) koja 1 predstavlja krvni sud
prvog izbora za hirur$ku revaskularizaciju miokarda (Grafikon 13).
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Grafikon 13. Struktura ispitanika prema vrsti uzorkovanog arterijskog krvnog suda
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U cilju utvrdivanja prisustva infektivnih agenasa (Cytomegalovirus-a i Helicobacter pylori) uradena
su imunohistohemijska bojenja na iseCcima tkiva krvnih sudova pacijenata primenom anti-
Cytomegalovirus i anti-Helicobacter antitela koja su pokazala prisustvo HP antigena na 13 uzoraka
krvnih sudova, dominantno na uzorcima a.mammaria interne (13,7% ukupnog broja uzoraka). CMV
antigen je naden na dva uzorka (a. mammaria interna, aorta) (Grafikon 14, Slika 1-4).

Kod dva pacijenta HP antigen je naden na dva uzorka krvnih sudova (Ao i unutrasnja grudna
arterija, tj. mamarija, odnosno LAD i mamarija).
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Grafikon 14. Imunohistohemijska lokalizacija detektovanih patogena

41



0.1mm n

Slika 1. Imunohistohemijska identifikacija Helicobacter pylori u aorti, uvelicanje x20

Slika 2. Imunohistohemijska identifikacija Helicobacter pylori u endotelu koronarne arterije ,
uveli¢anje x100
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Slika 3. Imunohistohemijska detekcija proteina Cytomegalovirusa, uveli¢anje x40

Slika 4. Imunohistohemijska detekcija proteina Cytomegalovirusa, uveli¢anje x100




4.2 PCR ANALIZA

Uzorkovanjem i PCR analizom makroskopski neateroskleroti¢nih arterijskih segmenata utvrdeno je
prisustvo DNK mikroorganizma kod 12 ispitanika (21,4%).

HP je pronaden u osam uzoraka (Cetiri iz koronarne arterije, Cetiri iz unutra$nje grudne arterije),
Cpn je pronaden u cetiri uzorka (jedan iz koronarne arterije, tri iz unutra$nje grudne arterije), a

CMV je otkriven u Cetiri uzorka (jedan iz koronarne arterije, tri iz unutraSnje grudne arterije)
(Grafikon 15).

Kod dva pacijenta PCR je pokazao istovremeno prisustvo dva razli¢ita patogena, dok su kod jednog
ispitanika pronadena sva tri patogena.

DETEKTOVANI PATOGENI
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90 -
80 -
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X 60 -
g
2 50 -
v
]
: 40 1
30
20 1 14.3
10 - 7.1 7.1
0 _
Helicobacter pylori Chlamydia pneumoniae cmv

Grafikon 15. Struktura ispitanika prema utvrdenom prisustvu patogene DNK
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4.2.1 KVANTITATIVNA PCR ANALIZA

Vrednosti dobijene kvantitativnom PCR su definisane nakon $to je utvrdena prose¢na vrednost
duplikata uzoraka, a zatim wuradena relativna kvantifikacija poredenjem vrednosti svakog
mikroorganizma sa ekspresijom gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze sto je prikazano u tabeli 7. i
na grafikonu 16.

Tabela 7. VVrednosti mikroorganizama dobijene kvantitativnom PCR analizom

Patogen Arltme.tICka SD Mediana min max
sredina
Helicobacter pylori 5,3 11,3 0,0 0,0 32,1
Chlamydia pneumoniae 2,2 8,5 0,0 0,0 34,9
Cytomegalovirus 3,2 9,6 0,0 0,0 36,5
40 40 40
°®
° G . . °
30 [ g3 %0 o
% Y a. é o
%20 :%20 = 20
- 10 S 10 10
0 - & 0 L ) 0 o 1IN0 ®

Grafikon 16. Individualne vrednosti detektovanih patogena ispitanika u istrazivanju (predstavljene
plavim krugovima). Crvena crtica oznacava medijanu
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4.2.2 UPOREDNA ANALIZA IMUNOHISTOHEMIJSKOG NALAZA (IHH) 1 PCR NALAZA

Senzitivnost IHH nalaza u odnosu na PCR nalaz kao zlatni standard za detekciju Helicobacter
pylori iznosi 25%, dok je specifi¢nost 81,2% (Tabela 8).

Tabela 8. Mere dijagnosticke ta¢nosti Helicobacter pylori IHH nalaza u odnosu na PCR nalaz kao

zlatni standard.

Mere dijagnosticke ta¢nosti

vrednost (95% ClI)

Senzitivnost (Se)

25,0 (3,2 65,1)

Specifi¢nost (Sp)

81,2 (67,4 —91,1)

Sveukupna tacnost

73,2 (59,7 — 84,2)

Pozitivna prediktivna vrednost (NPV)

18,2 (2,3 - 51,8)

Negativna prediktivna vrednost (PPV)

86,7 (73,2 — 94,9)

Odnos verodostojnosti pozitivnog testa (LR+)

1,33 (0,35 — 5,08)

Odnos verodostojnosti negativnog testa (LR-)

0,92 (0,61 — 1,41)

Senzitivnost IHH nalaza u odnosu na PCR nalaz kao zlatni standard za CMV iznosi 0%, dok je

specifi¢nost 96,2% (Tabela 9).

Tabela 9. Mere dijagnosti¢ke tatnosti CMV IHH nalaza u odnosu na PCR nalaz kao zlatni

standard.

Mere dijagnosticke ta¢nosti

vrednost (95% CI)

Senzitivnost (Se)

0,0 (0,0 - 71,6)

Specifi¢nost (Sp)

96,2 (86,8 — 99,5)

Sveukupna ta¢nost

89,3 (78,1 — 96,0)

Pozitivna prediktivna vrednost (NPV)

0,0 (0,0 — 90,6)

Negativna prediktivna vrednost (PPV)

92,6 (82,1 — 97,9)

Odnos verodostojnosti pozitivnog testa (LR+)

0,0

Odnos verodostojnosti negativnog testa (LR-)

1,04 (0,98 — 1,10)
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4.3 PATOHISTOLOSKI NALAZ

Posmatrajuci histopatoloske nalaze ispitivanih uzoraka u odnosu na stepen inflamacije naj¢esce su
videni fokalni limfocitno makrofagni aglomerati (Ly-Mf) (51,8%), ali je u skoro 9% uzoraka
nadena izrazena Ly-Mf inflamacija (Grafikon 17, Slika 5-7).
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Grafikon 17. Struktura uzoraka u odnosu na histopatoloski nalaz inflamacije
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Slika 5. Bojenje hematoksilinom i eozinom; Blaga infiltracija u zidu koronarne arterije gradus 1+,
uvelicanje 20x

Slika 6. Bojenje hematoksilinom i eozinom; Inflamatorni infiltrat u zidu aorte, srednjeg stepena
gradus 2+, uveli¢anje 10x
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Slika 7. Bojenje hematoksilinom i eozinom; Inflamatorni infiltrat u zidu aorte, izrazeog stepena
gradus ,3+, uveli¢anje 10x

Kod ispitivanih uzoraka u istrazivanju u odnosu na stepen ateroskleroze najcesce je bio zastupljen |
(33,9%) i II stepen (33,9%), ali je u 1,8% makroskopski normalnih uzoraka nadena uznapredovala
ateroskleroza V stepena. Ni u jednom uzorku nisu videni znaci disekcije zida tj. erozije endotela
(Tabela 10, Slika 8-16).

Tabela 10. Struktura uzoraka u odnosu na histopatoloski definisan stepen ateroskleroze

Stepen ateroskleroze n %
nema 5 8,9
I 19 339
1 19 33,9
Il 7 12,5
v 5 8,9
Vv 1 1,8
Ukupno 56 100,0
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Slika 8. Bojenje hematoksilinom i eozinom;. desna koronarna arterija bez patoloskih promena,
uveli¢anje 4x

Slika 9. Bojenje hematoksilinom i eozinom; unutrasnja grudna arterija bez patoloskih promena,
uvelicanje 4x




Slika 10. Bojenje hematoksilinom i eozinom; prednja nishodna grana leve koronarne arterije bez
patoloskih promena, uvelicanje 4x

Slika 11. Bojenje hematoksilinom i eozinom; aorta sa brojnim penusavim makrofagima, uvelianje
x40




Slika 12. Bojenje hematoksilinom i eozinom; lezija tipa II masne celije i fibrointimalna
proliferacija, uvelicanje 20x

Slika 13. Bojenje hematoksilinom i eozinom; kristali holesterola u zidu aorte, uvelianje 20x




Slika 14. Bojenje hematoksilinom i eozinom; fibrointimalna proliferacija unutra$nje grudne arterije,
uvelicanje 10x

5 ug”‘ J v . L

Slika 15. Bojenje hematoksilinom i eozinom; aorta sa fibroateromom, uveli¢anje 4x
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Slika 16. Bojenje hematoksilinom i eozinom; prednja nishodna grana koronarne arterije sa
aterosklerotskim lezijama tipa V, uveli¢anje 4x

Postoji statisti¢ki znaCajna jaka pozitivna povezanost stepena inflamacije i stepena ateroskleroze
(rs=0,73; p<0,001). Visi stepen inflamacije povezan je sa vi§im stepenom ateroskleroze (Grafikon
18).

izrazeno |
Ly-MTf zapaljenje
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2 agregati Ly-M Frequency
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nema ' [ I \% Y
Stepen ateroskleroze

Grafikon 18. Slaganje stepena inflamacije sa stepenom ateroskleroze u uzorcima za HP analizu
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4.4 POVEZANOST STEPENA INFLAMACIJE SA PRISUSTVOM DNK PATOGENTH MIKROORGANIZAMA

Kod uzoraka bez patogena i sa patogenom najcesce je detektovan fokalno aglomerat Ly-Mf stepen
inflamacije (52,3% prema 50,0%, respektivno), prikazano na grafikonu 19 i Slika 13,14,15.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u stepenu inflamacije u odnosu na detekciju patogena na PCR
(U=262,0; p=0,965).
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Grafikon 19. Distribucija ispitanika prema stepenu inflamacije i PCR detekciji patogenih
mikroorganizama

55



4.5 POVEZANOST STEPENA ATEROSKLEROZE SA PRISUSTVOM DNK PATOGENIH
MIKROORGANIZAMA

Kod uzoraka bez patogena najcesce je detektovan I stepen ateroskleroze (40,9%), dok je kod
uzoraka sa patogenom najcesc¢e detektovan II stepen ateroskleroze (50,0%) Sto je prikazano u tabeli
11.

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u stepenu ateroskleroze u odnosu na detekciju patogena
(U=175,0; p=0,064).

Tabela 11. Distribucija ispitanika prema stepenu ateroskleroze i PCR detekciji patogenih
mikroorganizama

PCR bez PCR sa

patogena patogenom
Stepen ateroskleroze

n % n % p-vrednost
nema 4 9,1 1 8,3
| 18 40,9 1 8,3
I 13 29,5 6 50,0
0,064

i 6 13,6 1 8,3
v 3 6,8 2 16,7
\ 0 0,0 1 8,3
Ukupno 44 100,0 12 100,0
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4.6 POVEZANOST POJEDINACNIH PATOGENA (HELICOBACTER PYLORI, CHLAMYDIA PNEUMONIAE,
CMYV) SA STEPENOM INFLAMACIJE I ATEROSKLEROZE

4.6.1 Povezanost stepena inflamacije sa prisustvom Helicobacter pylori

Kod uzoraka bez Helicobacter pylori najée$ée je detektovan fokalno aglomerat Ly-Mf stepen
inflamacije (54,2%), dok su kod uzoraka sa Helicobacter pylori podjednako detektovani fokalno
aglomerat Ly-Mf i multifokalni agregati Ly-M (po 37,5%), $to je predstavljeno na grafikonu 20.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u stepenu inflamacije u odnosu na detekciju Helicobacter
pylori na PCR (U=184,0; p=0,836).
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Grafikon 20. Distribucija ispitanika prema stepenu inflamacije i PCR detekciji H. pylori
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4.6.2 Povezanost stepena ateroskleroze sa prisustvom Helicobacter pylori

Kod uzoraka bez Helicobacter pylori naj¢esce je detektovan | stepen ateroskleroze (37,5%), dok je
kod uzoraka sa Helicobacter pylori najces¢e detektovan II stepen ateroskleroze (37,5%)., Sto je
prikazano u tabeli 12.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u stepenu ateroskleroze u odnosu na detekciju Helicobacter
pylori (U=147,0; p=0,272).

Tabela 12. Distribucija ispitanika prema stepenu ateroskleroze i PCR detekciji H. pylori

PCR bez PCR sa

Helicobacter pylori Helicobacter pylori
Stepen ateroskleroze

n % n % p-vrednost
nema 4 8,3 1 12,5
I 18 37,5 1 12,5
I 16 33,3 3 37,5
0,272
Il 6 12,5 1 12,5
vV 3 6,3 2 25,0
\Y 1 2,1 0 0,0
Ukupno 48 100,0 8 100,0
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4.6.3 Povezanost stepena inflamacije sa prisustvom Chlamydia pneumonia

Kod uzoraka bez Chlamydia pneumoniae i kod uzoraka sa Chlamydia pneumoniae najcesce je
detektovan fokalno aglomerat Ly-Mf stepen inflamacije (50,0% prema 75,0%, respektivno),
prikazano na grafikonu 21.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u stepenu inflamacije u odnosu na detekciju Chlamydia
pneumoniae na PCR (U=98,0; p=0,833).
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Grafikon 21. Distribucija ispitanika prema stepenu inflamacije i PCR detekciji C. pneumoniae
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4.6.4 Povezanost stepena ateroskleroze sa prisustvom Chlamydia pneumonia

Kod uzoraka bez Chlamydia pneumoniae najc¢e$ce je detektovan I stepen ateroskleroze (36,5%),
dok je kod uzoraka sa Chlamydia pneumoniae najcesc¢e detektovan II stepen ateroskleroze (75,0%),
prikazano u tabeli 13.

Ne postoji statistiCki znacajna razlika u stepenu ateroskleroze u odnosu na detekciju Chlamydia
pneumoniae (U=63,0; p=0,174).

Tabela 13. Distribucija ispitanika prema stepenu ateroskleroze i PCR detekciji C. pneumoniae

PCR bez PCR sa
Chlamydia Chlamydia
Stepen ateroskleroze pneumontas pneumoniae
n % n % p-vrednost
nema 5 9,6 0 0,0
I 19 36,5 0 0,0
I 16 30,8 3 75,0
0,174
i 7 13,5 0 0,0
v 4 1,7 1 25,0
\ 1 1,9 0 0,0
Ukupno 52 100,0 4 100,0
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4.6.5 Povezanost stepena ateroskleroze sa prisustvom CMV

Kod uzoraka bez CMV najc¢esée je detektovan fokalno aglomerat Ly-Mf stepen inflamacije
(51,9%), dok su kod ispitanika sa CMV podjednako bili zastupljeni fokalno aglomerat Ly-Mf i
izrazeno Ly-Mf zapaljenje (po 50,0%), predstavljeno na grafikonu 22.

Ne postoji statisticki znacajna razlika u stepenu inflamacije u odnosu na detekciju CMV (U=74,0;
p=0,292).
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Grafikon 22. Distribucija ispitanika prema stepenu inflamacije i PCR detekciji CMV
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4.6.6 Povezanost stepena inflamacije sa prisustvom CMV

Kod uzoraka bez CMV najcesce je detektovan I stepen ateroskleroze (36,5%), dok je kod uzoraka
sa CMV najcéesce detektovani II stepen ateroskleroze (po 50,0%), predstavljeno u tabeli 14.

Postoji statisticki znacajna razlika u stepenu ateroskleroze u odnosu na detekciju CMV (U=41,0;
p=0,037).

Ispitanici sa prisutnim CMV imaju znacajno visi stepen ateroskleroze.

Tabela 14. Distribucija ispitanika prema stepenu ateroskleroze i PCR detekciji CMV

PCR bez PCR sa
CMV CMV
Stepen ateroskleroze
n % n % p-vrednost
Nema 5 9,6 0 0,0
I 19 36,5 0 0,0
I 17 32,7 2 50,0
0,037
i 7 13,5 0 0,0
v 4 1,7 1 25,0
\ 0 0,0 1 25,0
Ukupno 52 100,0 4 100,0
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4.7 KORELACIJE DETEKTOVANIH VREDNOSTI PATOGENA SA STEPENOM INFLAMACIJE I
ATEROSKLEROZE

Postoji statisticki znacajna slaba pozitivna povezanost detektovane vrednosti CMV 1 stepena
ateroskleroze (rs=0,28; p=0,038), prikazano u tabeli 15.

Vise detektovane vrednosti CMV povezane su sa viSim stepenom ateroskleroze.

Tabela 15. Distribucija ispitanika prema stepenu ateroskleroze i inflamacije i kvantitativnoj PCR
detekciji i parametrima inflamacije

Stepen Stepen
Varijable inflamacije ateroskleroze
Helicobacter pylori rs 0,02 0,14
PCR vrednost p 0,892 0,318
Chlamydia pneumoniae rs -0,04 0,18
PCR vrednost p 0,784 0,187
CMV rs 0,14 0,28
PCR vrednost p 0,318 0,038
CRP rs 0,09 0,09
p 0,514 0,489
Fibrinogen rs 0,08 0,20
p 0,548 0,136
SE rs 0,19 0,20
p 0,151 0,139
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4.8 POVEZANOST PRISUSTVA PATOGENA SA POSTOPERATIVNIM KOMPLIKACIJAMA I SMRTNIM
ISHODOM

4.8.1 Povezanost pojave komplikacija sa prisustvom DNK H.pylori

Prisustvo DNK H.pylori imalo je 8,3% ispitanika bez komplikacija i 18,8% sa komplikacijama, $to
nije statisticki znacajna razlika (Fisherov test tatne verovatnoce; p=0,444), predstavljeno u tabeli 16
i na grafikonu 23.

Tabela 16. Distribucija ispitanika prema detekciji H. Pylori i prisustvu komplikacija

Bez komplikacija Sa komplikacijama
H.Pylori
n % n %
nema 22 91,7 26 81,3
ima 2 8,3 6 18,8
Ukupno 24 100,0 32 100,0
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; [
Bez komplikacija Sa komplikacijama

Grafikon 23. Distribucija ispitanika prema prisustvu komplikacija i PCR detekciji H. pylori
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4.8.2 Povezanost pojave komplikacija sa prisustvom DNK Chlamydia pneumoniae

Prisustvo DNK Chlamydia pneumoniae imalo je 4,2% ispitanika bez komplikacija i 9,4% sa
komplikacijama, Sto nije statisticki znacajna razlika (Fisherov test tacne verovatnoce; p=0,627),
prikazano u tabeli 17 i na grafikonu 24.

Tabela 17. Distribucija ispitanika prema detekciji Cpn i prisustvu komplikacija

Bez komplikacija Sa komplikacijama
Chlamydia pneumoniae
n % n %
nema 23 95,8 29 90,6
ima 1 4,2 3 94
Ukupno 24 100,0 32 100,0
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80 -
70 -
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Q
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Grafikon 24. Distribucija ispitanika prema prisustvu komplikacija i PCR detekciji C. pneumoniae
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4.8.3 Povezanost pojave komplikacija sa prisustvom DNK CMV

Prisustvo DNK CMYV imalo je 8,3% ispitanika bez komplikacija i 6,3% sa komplikacijama, §to nije
statisti¢ki znacajna razlika (Fisherov test taéne verovatnoce; p=1,000), prikazano u tabeli 18 i
grafikonu 25.

Tabela 18. Distribucija ispitanika prema detekciji CMV i prisustvu komplikacija

Bez komplikacija Sa komplikacijama
CMV
n % n %
nema 22 91,7 30 93,8
ima 2 8,3 2 6,3
Ukupno 24 100,0 32 100,0
100 -
90 -
80 -
70 -
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g
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. N .
Bez komplikacija Sa komplikacijama

Grafikon 25. Distribucija ispitanika prema prisustvu komplikacija i PCR detekciji CMV
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Od svih ispitanika uklju€enih u istrazivanje, smrtni ishod imao je 1 (1,8%).

Zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda i potencijalnih prediktora, ovaj ishod nije dodatno analiziran
(Grafikon 26).

da
2%

Grafikon 26. Distribucija ispitanika prema pojavi smrtnog ishoda
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4.9 REGRESIONI MODELI

U linearnim regresionim modelima zavisne varijable su vrednosti laboratorijskih parametara, a
nezavisne prisustvo Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae ili CMV (Tabela 19).

Tabela 19. Linearni regresioni modeli sa laboratorijskim parametrima kao zavisnim varijablama i
prisustvom mikroorganizama kao nezavisnim varijablama

Zavisna varijabla Hellcob_acter pylori Chlamydl_a pneumoniae QMV
prlsustvo pI"ISUStVO pI’ISUStVO
cRP B=24,344 B=24,584 B=7,656
p=0,159 p=0,349 p=0,761
Fibrinogen B=0,989 B=-1,509 B=1,136
g p=0,016* p=0,016* p=0,057
S B=7,734 B=-37,796 B=42,571
p=0,352 p=0,004* p=0,001*
Holesterol B=-0,020 B= 0,314 B=-0,691
p=0,972 p=0,708 p=0,394
HDL B=0,252 B=-0,252 B=0,070
p=0,066 p=0,225 p=0,726
oL B=-0,217 B= 0,364 B=-0,815
p=0,712 p=0,685 p=0,347
Tridliceridi B=-0,380 B= 0,374 B=-0,071
J p=0,346 p=0,543 p=0,904
Urea B=1,603 B= 3,037 B=-3,816
p=0,064 p=0,031* p=0,005*
Kreatinin B=25,492 B=-5,641 B=-13,395
p=0,055 p=0,777 p=0,485
B=-8,887 B=2031 B= 5,088
eGFR p=0,016* p=0,710 p=0,335

U linearnim regresionim modelima sa laboratorijskim parametrima kao zavisnim varijablama i
prisustvom mikroorganizama kao nezavisnim varijablama:

e Prisustvo Helicobacter pylori statisticki znacajno je povezano sa vis§im vrednostima fibrinogena
(B=0,989; p=0,016) i nizim vrednostima eGFR (B=-8,887; p=0,016).

e Prisustvo Chlamydia pneumoniae statisticki znaajno je povezano sa nizim vrednostima
fibrinogena (B=-1,509; p=0,016), nizim vrednostima SE (B=-37,796; p=0,004) i vi$im
vrednostima uree (B=3,037; p=0,031).

e Prisustvo CMV statisticki znacajno je povezano sa visSim vrednostima SE (B=42,571; p=0,001) 1
nizim vrednostima uree (B=-3,816; p=0,005).
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Da bi se iskljucili mogu¢i confounding faktori u regresionim modelima u slede¢em koraku su u
linearnim regresionim modelima gde su zavisne varijable vrednosti laboratorijskih parametara i
nezavisne prisustvo Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae ili CMV kontrolisane za Starost,
Pol i BMI (Tabela 20).

Tabela 20. Linearni regresioni modeli sa laboratorijskim parametrima kao zavisnim varijablama i
prisustvom mikroorganizama kao nezavisnim varijablama kontrolisano za starost, pol i BMI

. . Helicobacter pylori Chlamyd_la CMvVv
Zavisna varijabla . pneumoniae .
prisustvo . prisustvo
prisustvo

CRP B=23,173 B=26,667 B=12,980
p=0,189 p=0,321 p=0, 610

Fibrinogen B=1,070 B=-1,288 B=1,180
g p=0,010* p=0,039* p=0,046*

SE B=7,272 B=-37,045 B=44,636
p=0,396 p=0,006* p=0,001*

Holesterol B=-0,226 B=0,099 B=-0,456
p=0,681 p=0,906 p=0,568

HDL B=0,238 B=-0,227 B=0,119
p=0,075 p=0,261 p=0,533

LDL B=-0,362 B=10,270 B=-0,580
p=0,542 p=0,766 p=0,502

Trigliceridi B=-0,476 B=0,296 B=0,087
g p=0,242 p=0,632 p=0,882
Urea B=1,796 B=2,914 B=-4,223
p=0,048* p=0,037* p=0,002*
Kreatinin B=26,484 B=-7,377 B=-17,143
p=0,050* p=0,716 p=0,375

B=-9,447 B=1,122 B=5,438

eGFR p=0,014* p=0,844 p=0,318

U linearnim regresionim modelima sa laboratorijskim parametrima kao zavisnim varijablama i
prisustvom mikroorganizama kao nezavisnim varijablama, kontrolisano za starost, pol i BMI:

e Prisustvo Helicobacter pylori statisticki znacajno je povezano sa vis§im vrednostima fibrinogena
(B=1,070; p=0,010), viSim vrednostima uree (B=1,796; p=0,048), viSim vrednostima kreatinina
(B=26,484; p=0,050) i nizim vrednostima eGFR (B=-9,447; p=0,014).

e Prisustvo Chlamydia pneumoniae statisticki znaajno je povezano sa nizim vrednostima
fibrinogena (B=-1,288; p=0,039), nizim vrednostima SE (B=-37,045; p=0,006) i visim
vrednostima uree (B=2,914; p=0,037).

e Prisustvo CMV statisticki znacajno je povezano sa viSim vrednostima fibrinogena (B=1,180;
p=0,046), visim vrednostima SE (B=44,636; p=0,001) 1 niZim vrednostima uree (B=-4,223;
p=0,002).
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji je izvrSeno detaljno ispitivanje prisustva patogenih mikroorganizama u makroskopski
aterosklerotski neizmenjenim segmentima krvnih sudova koji se najcesée koriste kao materijal za
graft pri hirurSkoj revaskularizaciji miokarda kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom
boles¢u. Nakon sprovedenih histopatoloskih, imunohistohemijskih i PCR analiza, u odredenom
broju uzoraka koronarnih arterija, aorte i unutras$njih grudnih arterija je utvrdeno prisustvo HP, Cpn
i CMV.

Prisustvo mikroroganizama bilo je statisticki zna¢ajno povezano sa nivoom inflamatornog odgovora
kod ispitanika. Naime, nalaz DNK HP u krvnom sudu bio je u pozitivnoj korelaciji sa nivoom
fibrinogena, a negativno je korelirao sa eGFR. Sa druge strane, Cpn prisustvo bilo je u negativnoj
korelaciji sa nivoom fibrinogena i ESR, a pozitivno povezano sa nivoom uree. ldentifikovani CMV
je bio u pozitivnoj korelaciji sa nivoom fibrinogena, ESR i uree kod ispitanika.

Rezultati studije su uévrstili pretpostavku da je ateroskleroza u osnovi hroni¢ni inflamatorni proces
[38,162], kao i ideju da infektivni agensi mogu imati znacajan uticaj na razvoj i napredovanje
ateroskleroze [128].

Ispitanici ukljuceni u studiju su bili pacijenti sa potvrdenom dijagnozom viSesudovne koronarne
arterijske bolesti kojima je indikovana hirurska revaskularizacija miokarda. U uzorku su dominirali
muskarci, starije zivotne dobi $to je u skladu sa epidemioloskim podacima za ishemijsku bolest srca
i hirurusku revaskularizaciju miokarda navedenim u velikim studijama, kao i u nacionalnim
registrima za akutni koronarni sindrom [11,163].

Ishemijska bolest srca je oboljenje koje se u proseku kod muskaraca javlja u mladoj Zivotnoj dobi u
odnosu na zene, i ucestalost 1 tezina bolesti su u porastu u starijim uzrastnim grupama, pre svega
zbog produzene izlozenosti faktorima rizika 1 razvoja komorbiditeta. Sa druge strane, ucestalost
kardiovaskularnih oboljenja kod osoba zenskog pola je Cesto potcenjena, kako zbog uvrezenog
miSljenja (pacijenata i zdravstvenih radnika) da se ishemijska bolest srca retko vida kod Zenskih
osoba, tako 1 zbog neprepoznatih simptoma kod mladih Zena, ili atipiCne prezentacije u
postmenopauzalnom periodu [164,165].

Jos jedan pokazatelj moguce potcenjenosti teSkih formi koronarne bolesti kod osoba Zenskog pola
predstavlja i mortalitet od kardiovaskularnih bolesti na globalnom nivou [8], gde se uocava da je
ishemijska bolest srca odgovorna za procentualno vise smrtnih ishoda kod Zena nego kod
muskaraca (45% nasuprot 39%).

Pored neadekvatnog prepoznavanja, veliki izazov u Srbiji je i pravilna registracija akutnih
koronarnih dogadaja, pa se u izvestaju Instituta za javno zdravlje Batut za period 2006-2022 [166]
navodi da su glavni uzrok KVB smrtnosti druga kardiovaskularna oboljenja, dok se ishemijska
bolest srca i arterijska hipertenzija pojedina¢no navode samo u oko 20% slucajeva, §to je znacajno
nize nego u drugim zemljama Evrope i sveta. U okviru IBS, akutni koronarni sindrom je odgovoran
za priblizno polovinu smrtnih ishoda. Muskarci u vecini uzrastnih kategorija ¢ine 75% od ukupnog
broja novoobolelih i umrlih od AKS.

Najces¢i komorbiditeti u ovoj studiji su bili arterijska hipertenzija, mitralna i trikuspidalna
regurgitacija, kao 1 kongestivna sr¢ana slabost. U vecini slucajeva, kod ispitanika je bila
ustanovljena prekomerna telesna tezina tj gojaznost, a oko 40% su bili aktivni pusaci u vreme
revaskularizacije miokarda. Tre¢ina ispitanika je imala potvrden dijabetes, a petina je imala
ostecenja bubrezne funkcije.

Arterijska hipertenzija je jedan od osnovnih promenljivih faktora rizika za razvoj i progresiju
ishemijske bolesti srca, gde sa porastom mehanickog stresa na zidove arterija dolazi do endotelne
disfukcije, inflamacije 1 ubrzanja ateroksleroze, sa posledicnom hipertrofijom leve komore, 1
disbalansom potreba i raspolozivosti kiseonika u miokardu [167]. U poslednjih 30 godina doslo je
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do znacajnog porasta incidence i prevalence arterijske hipertenzije, pre svega u zemljama istocne
Evrope, jugoistoéne Azije i zapadnog Pacifika. Uprkos postojanju mera primarne sekundarne i
tercijarne prevencije, bolest ¢esto ostaje dugo nedijagnostikovana ili neprepoznata zbog minimalnih
ili nespecifi¢nih simptoma i niske stope zdravstvene prosvecenosti stanovniStva [168]. Smatra se da
u Srbiji priblizno 40% odrasle populacije ima poviseni krvni pritisak ali samo 60% od njih koristi
terapiju [169].

U nasem uzorku oko 45% ispitanika je imalo prekomernu telesnu tezinu (44,6%) ili su spadali u
kategoriju gojaznih (21,4%) prema BMI kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije [159].
Nivo BMI nije bio zna¢ajno povezan sa stepenom stenoze koronarnih krvnih sudova.

Prema podacima iz istrazivanja zdravlja stanovniStva Srbije [170], 2019. godine je samo 40% osoba
starijih od 15 godina imalo normalnu telesnu tezinu, dok je vise od 50% imalo prekomernu telesnu
tezinu. U istom istrazivanju, oko 12 % predgojaznih 1 18% gojaznih je navelo da boluje od
kardiovaskularnih oboljenja. Veza izmedu gojaznosti i stepena tezine koronarne bolesti, kako u
pogledu nivoa stenoze tako i broja zahvacenih sudova, je pokazana u viSe istrazivanja ali je upitna
vrednost BMI kao najboljeg parametra gojaznosti, stoga nasi rezultati ne predstavljaju iznenadenje
[171-174].

Diabetes mellitus je bio prisutan kod treéine ispitanika u naSem istrazivanju, $to je u skladu sa
istrazivanjima u svetu, koja su pokazala da je ucestalost dijabetesa u populaciji CABG pacijenata
30-40% [175]. U studiji sprovedenoj u Pakistanu, nadeno je da ¢ak dve tre¢ine CABG pacijenata
boluje i od dijabetesa [176].

Dijabetes je Cest pratilac ishemijske bolesti srca i odgovoran je za razvoj koronarne ateroskleroze,
vecu ucestalost stenoze LAD i infarkta miokarda, i ¢ak tri puta ve¢i mortalitet od kardiovaskularnih
bolesti u odnosu na ops$tu populaciju. Znacajno utie i na pojavu perioperativnih komplikacija kod
pacijenata sa hirurSkom revaskularizacijom miokarda, pre svega na pojavu infekcije, poremecaja
bubrezne funkcije i poremecaja sréanog ritma (atrijalna fibrilacija) [177-179].

Procenjuje se da u R. Srbiji od dijabetesa boluje oko 700.000 osoba (12,2% odraslog stanovnistva),
pri ¢emu oko tre¢ina obolelih nema postavljenu dijagnozu. Ucestalost dijabetesa raste nakon 65.
godine zivota, ali tada se i teze otkriva i ¢esce je pracen KV komplikacijama [180].

U naSoj studiji stenoza koronarnih arterija najcesce je konstatovana na LAD (94,6% slucajeva), pri
cemu je 44 ispitanika imalo zahvacene tri ili Cetiri koronarne arterije. Najznacajnije promene
(stenoza preko 90% lumena) su primecene na RCA (37,5% ispitanika) i LAD (16,1% ispitanika).

Hirurska revaskularizacija miokarda (eng. Coronary artery bypass grafting, CABG) spada u
najcesS¢e kardiohirurSke procedure i predstavlja zlatni standard u terapiji viSesudovne koronarne
bolesti, posebno u slucajevima trosudovne bolesti ili zahvatanja glavnog stabla leve koronarne
arterije [181]. Vise studija je pokazalo prednosti u odnosu na perkutane koronarne intervencije, pre
svega u preZivljavanju i1 ucestalosti neZeljenih dogadaja. Danas se smatra da ¢e hibridni pristup, tj
primena CABG za LAD promene i PCI za ne-LAD arterije jo§ vise olaksati terapiju viSesudovne
bolesti, sa istom prognozom uz manje komplikacija i brzi oporavak pacijenta [182-185].

Postoperativne komplikacije su nastale kod 57,1% ispitanika, obi¢no u ranoj fazi oporavka (48,2%).
Pleuralni izliv je dijagnostikovan kod 16 ispitanika (28,6%), a atrijalna fibrilacija kod 11 ispitanika
(19,6%). Smrtni ishod se desio kod jednog ispitanika.

HirurSka revaskularizacija miokarda je visoko rizi¢na procedura koja u prvih 30 dana po operaciji
moze biti prac¢ena visokim stopama morbiditeta (14%) 1 mortaliteta (2%).

U ranom postoperativhom periodu moguca je respiratorna insuficijencija, CVI, infekcija urinarnog
trakta, bubrezna insuficijencija, koagulopatija, ishemija ekstremiteta, pleuralni izliv, dehiscencija
rane kao i poremecaji sr¢anog ritma (atrijalna fibrilacija) [186].

Atrijalna fibrilacija se registruje kod 5-40% pacijenata uglavnom u prvih 4 dana postoperativnog
oporavka, sa najviSom incidencom tokom drugog dana od operacije. AF dovodi do znacajnog
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poremecaja hemodinamike i porasta rizika od kongestivne sréane insuficijencije i tromboembolije,
kao 1 do smanjenog petogodiSnjeg prezivljavanja. Rizik od nastanka AF je veci kod starijih
pacijenata, sa HTA, HOBP, pre ili postoperativnom bubreznom insuficijencijom [187-190].

U studijama koje su pratile rane 1 kasne postoperativne komplikacije hirurSke revaskularizacije
miokarda, nadeno je da preoperativni faktori rizika, poput arterijske hipertenzije, dislipidemija,
dijabetesa i pozitivne porodi¢ne anamneze imaju veliki uticaj na pojavu komplikacija. Ovi faktori
rizika se ceS¢e uocavaju kod kandidata za CABG Zenskog pola, §to utice i na ¢eS¢u pojavu
nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja (eng. major adverse cardiovascular events, MACE), ali ne i
nize stope prezivljavanja [163,185].

Prethodne studije su dale dokaze da su HP, Cpn i CMV znacajno povezani sa progresijom
ateroskleroti¢nih kardiovaskularnih bolesti, pre svega koronarne arterijske bolesti [75].

Istrazivaci su se u pocetku fokusirali na indirektnu detekciju patogena (specificna IgM i IgG antitela
u telesnim te¢nostima), u akutnoj ili hroni¢noj infekciji, a kasnije su primenom razli¢itih tehnika,
pre svega, imunohistohemijskih bojenja (IHH), PCRa, in situ hibridizacije (ISH) i elektronske
mikroskopije dokazale prisustvo mikroba direktno u aterosklerotskim plakovima i (u manjem
obimu) u arterijskim segmentima bez klinicki detektovanih aterosklerotskih lezija.

PCR metoda detekcijom DNK/RNK mikroorganizama pokazuje visoki stepen senzitivnosti i
specifi¢nosti, sa moguénoscéu brze dijagnostike 1 kvantifikacije rezultata. Ograni¢enja su vezana za
lazno pozitivne rezultate (usled kontaminacije, prisustva mrtvih mikrorganizama) ili lazno
negativne rezultate (prisutsvo inhibitora PCR amplifikacije) [192].

Sa druge strane, IHH detekcijom antigena ukazuje na prisustvo vijabilnih mikroorganizama, i
pokazati lokaciju u segmentima arterija, ali ima nizu senzitivnost u odnosu na PCR metode [193].

U nasem istrazivanju HP DNK je pronadena kod 14%, CMV kod 7%, a Cpn kod 7% ispitanika, sa
sliécnom distribucijom u koronarnim arterijama i unutraSnjim grudnim arterijama, ali ne i u
segmentima aorte bez vidljivih aterosklerotskih promena. Sa druge strane, imunohistohemijska
analiza na CMV i HP je pokazala HP antigena na 13 uzoraka krvnih sudova, dominantno na
uzorcima a.mammaria interna-e (13,7% ukupnog broja uzoraka). CMV antigen je naden na dva
uzorka (a. mammaria interna, aorta). Kod dva pacijenta HP antigen je naden na dva uzorka krvnih
sudova (Ao i IMA, odnosno LAD i IMA).

Cpn je u velikom broju istraZivanja detektovana u aterosklerotskim plakovima pacijenata sa
simptomatskom CAD. IHH je pokazala najve¢i broj pozitivnih nalaza, pratena PCR 1 drugim
tehnikama. Cesto je videna neusaglasenost izmedu IHH i PCR nalaza, sa preklapanjem u samo 40%
slucajeva. Razlog je verovatno nejednaka distribucija Cpn, kao 1 prisustvo tkivnog inhibitora PCR u

aterosklerotskim plakovima. U slu¢aju CMV, moguce da je latentna forma virusa izmice detekciji
[194,195].

U velikoj meta-analizi 44 studije o prevalenciji mikroorganizama u aterosklerotskim plakovima
koronarnih arterija kod pacijenata sa CAD, HP je prepoznat u 19%, CMV u 29% i Cpn u skoro 43%
ateroma [155].

Metaanaliza iz 2020. godine otkrila je da je prevalencija Cpn, HP i CMV kod pacijenata sa CAD
iznosila 25,1%, 2,8% i 64,4% respektivno [75]. Kovalski i dr. identifikovao HP u aterosklerotskim
lezijama kod 48% pacijenata sa CAD [196].

Reszka i saradnici su analizirali uzorke neateroskleroticnih segmenata aorte kod pacijenata sa
trosudovnom koronarnom boles¢u u poredenju sa segmentima aorte pacijenata sa oboljenjem
aortnog zaliska i utvrdili veoma visoku prevalenciju HP DNK u obe grupe (80% naspram 85%).
Cpn je nadena u 25% uzoraka kandidata za zamenu aortne valvule nasuprot 27,5% uzoraka
pacijenata sa CAD. CMYV je viden u 50% nasuprot 55% uzoraka, §to ih je dovelo do zakljucka da
prisustvo DNK HP, CMV i Cpn u naizgled zdravim segmentima aorte nije od znacaja za CAD
[197].
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Iriz i saradnici su analizirali uzorke biopsije uzetih iz aorte i unutrasnje grudne arterije za CABG
kod pacijenata sa CAD u poredenju sa kontrolnom grupom bez CAD [198]. PCR u realnom
vremenu je pokazao da 26% ovih pacijenata ima Helicobacter pylori DNK u aorti, ali ne i u
segmentima unutra$nje grudne arterije, niti u segmentima aorte u kontrolnoj grupi. Vec¢ina HP-
pozitivnih pacijenata zahtevala je hitnu CABG i imali su povisen CRP, broj leukocita u krvi,
holesterol i LDL-C i HDL-C holesterol u poredenju sa HP-negativnim pacijentima i kontrolama
[198]. U drugoj studiji iste istrazivacke grupe [199], istrazivano je prisustvo DNK Cpn, CMV i
Mycoplasma pneumoniae kod pacijenata kod kojih je raden CABG, i pronadena je DNK C.
pneumoniae u uzorkovanim segmentima aorte, kao i veza sa stepenom periferne arterijske bolesti
kod ovih pacijenata. Nisu nadeni drugi mikroorganizmi, posebno ih nije bilo u segmentima
unutrasnjih grudnih arterija. Autori su pretpostavili da unutrasnja grudna arterija nije bila zahvacena
zbog potencijalne otpornosti na aterosklerozu koja se pripisuje povisenoj sintetazi azot oksida,
enzima koji konvertuje angiotenzin i ekspresiji receptora endotelina A u ovoj arteriji.

Izadi i saradnici su analizirali aterosklerotski izmenjene segmente koronarnih arterija i segmente
unutrasnjih grudnih arterija 105 pacijenata koji su prosli CABG i dosli do sli¢nog rezultata, 29,5%
aterosklerotskih plakova je bilo pozitivno na HP DNK, dok segmenti unutrasnje grudne arterije kod
istih pacijenata nisu imali identifikovanu HP DNK [97]. Njihova drugo istrazivanje se fokusiralo na
detekciju CMV DNK kod pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom i otkrila je da je 27%
uzoraka koronarnih arterija sa aterosklerozom pozitivno, dok segmenti grudnih arterija svi bili
negativni na prisustvo CMV. Prisustvo CMV je znaajno koreliralo sa pojavom akutnog
koronarnog sindroma [135].

Kili¢ i saradnici su analizirali post mortem uzorke koronarnih arterija, karotidnih arterija i
abdominalne aorte pacijenata sa aterosklerozom 111 stepena na prisistvo DNK HP i CMV. Pronasli
su HP DNK u 48,2% ateroskleroti¢nih uzoraka i u 19,6% zdravih vaskularnih uzoraka, sa znac¢ajno
ve¢im stopama u ateromatoznO izmenjenim koronarnim arterijama i aorti, ali slicnim stopama u
karotidnim arterijama sa i bez plakova. Takode su otkrili visoke stope CMV u oba tipa uzoraka
(38% nasuprot 33%), bez statisticki znacajne razlike. Osnovni zaklju¢ak je bio da postoji
potencijalna povezanost prisustva HP u zidu arterija i progresije ateroskleroze [200].

Heybar i saradnici su poredili pacijente kandidate za CABG sa znacajnom koronarnom stenozom i
znacima ateroskleroze luka aorte sa pacijentima sa valvularnim manama bez ateroksleroze i
koronarne stenoze na prisustvo DNK Citomegalovirusa. Otkrili su CMV DNK u 14,5% uzoraka
ateroskleroti¢ne aorte pacijenata sa CAD 1 4% uzoraka neateroskleroticne aorte kontrola, Sto
sugeriSe da je CMV povezan sa visokim rizikom od ateroskleroze. Nije otkrivena CMV DNK u
zdravim uzorcima aorte kod pacijenata sa CAD [138].

Meta-analiza Jia i saradnika iz 2017 je obuhvatila 30 do tada publikovanih istrazivanja iz oblasti
veze CMV infekcije i rizika od ateroskleroze, i pokazala je da su pozitivne stope CMV IgG, IgM,
genomske DNK 1 proteina pp65 bile vece kod ispitanika sa aterosklerozom 1 da postoji statisticki
znacajna povezanost CMV infekcije i rizika od razvoja i progresije ateroskleroze [201].

Tailor-Robinson i saradnici analizirali su prisustvo Cpn DNK u krvnim sudovima pacijenata koji su
prosli CABG, i utvrdili su vecu ucestalost Cpn u aterosklerotski izmenejnim segmentima
ascendentne aorte, unutrasnje grudne arterije i vene safene magne (lat v) u odnosu na neizmejene
arterijske i venske segmente sa zakljuckom da postoji znalajna asocijacija prisustva DNK Cpn i
prisustva ateroksleroze u krvnim sudovima [202].

Adiloglu 1 saradnici su, sa druge strane, dokazali Cpn DNK u 14% uzoraka aterosklerotski
izmenjenih koronarnih krvnih sudova, dok je HP DNK nadena u 21% koronarnih ateroskleroti¢nih
plakova ali i u 7% zdravih segmenata unutra$nje grudne arterije, pokazujuéi da ova arterija nije
potpuno bezbedna od HP infekcije, $to je u skladu sa rezultatima u nasoj studiji [203].

Sli¢no, Pucar et al. [158] analizirali su segmente koronarnih arterija sa aterosklerozom i unutrasnje
grudne arterije bez aterosklerotske degeneracije kod ispitanika sa koronarnom bole$¢u na prisustvo
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mikroorganizama koji izazivaju periodontitis, CMV i Cpn, i otkrili da je CMV DNK bila prisutna u
67% zahvacenih arterija, ali i U 47% uzoraka aterokslerozom nezahvacéenih segmeneta unutrasnje
grudne arterije. Cpn DNK je bila ¢es¢e prisutna u zdravim (40%) u odnosu na aterosklerozom
zahvacene segmente koronarnih arterija (33%). Mikroorganizmi koji izazivaju peirodontitis su
nadeni samo u aterokslerozom izmenjenim krvnim sudovima.

Nedavna studija [204] koja je ukljuéivala zdrave odrasle osobe sa ili bez aktivne HP infekcije
(potvrdene putem brzog urecaza testa) Koristila je multidetektorsku kompjuterizovanu tomografiju
srca za identifikaciju subklinickih aterosklerotskih lezija koronarnih arterija i pokazala da HP-
pozitivne osobe imaju znacajno nize vrednosti HDL i cak trostruko veée Sanse za ranu
aterosklerotsku bolest nego HP negativni subjekti. Samim tim, postoji moguénost da eradikaciona
terapija za HP dovede do usporenja razvoja ateroksleroze tj pojave manifestne bolesti u ovoj
populaciji.

Jedno od moguéih objasnjenja je povezano sa efektima HP na endotelnu disfunkciju (preko
vakuolizirajuceg citotoksina A) kroz povecan oksidativni stres, inflamatorni odgovor, citokine (IL
6), agregaciju trombocita, smanjenu sintezu NO, promene u metabolizmu lipida i glukoze i puteve
posredovane egzozomima. Moguce je da prisustvo HP u neaterosklerotskim segmentima arterija
predstavlja prediktor buduce endotelne disfunkcije i ateroskleroze [98,205].

U naSoj studiji, subjekti kod kojih je potvrdeno prisustvo HP, CMV 1 Cpn obi¢no su bili
prekomerne telesne tezine ili gojazni, ali samo za HP pozitivne pacijente odnos je dostigao
statisticki znacaj. Ovo je u skladu sa prethodnim studijama u kojima je HP bio u pozitivnoj
korelaciji sa BMI [206].

Sa druge strane, nijedan od identifikovanih agenasa nije pokazao znacajan uticaj na lipidni profil
nasih ispitanika u regresionim modelima.

To najviSe iznenaduje upravo u slu¢aju HP, gde je u viSe istrazivanja utvrdeno da je jedan od
osnovnih mehanizama dejstva HP na nastanak ateroksleroze upravo izmena lipidnog statusa, sa
deficitom HDL kao protektivnog faktora [204 205,207].

U naSoj studiji, prisustvo Cpn je negativno uticalo na nivo HDL u krvi pacijenata, ali ne
dostizué¢i nivo statisticke znacajnosti. U velikoj meta-analizi objavljenoj 2022. godine, Cpn
infekcija kod zdravih ispitanika nije bila znacajno povezana sa lipidnim statusom, dok je kod
pacijenata sa koronarnom boles¢u bila znacajno povezana sa vi§im trigliceridima, ali ne i sa
holesterolom, HDL-C ili LDL-C [208]. U slucaju infekcije CMV, u nekim istrazivanjima je
pokazana povezanost sa prisustvom dislipidemija kod pacijenata sa CAD, dok u drugim
slucajevima ta veza, kao 1 u naSoj studiji, nije potvrdena, pre svega zbog uticaja CMV na
inflamatornu komponentu koronarne bolesti [209].

U ovoj studiji smo pokazali da je prisustvo HP i CMV znacajno i pozitivno povezano sa Nivoom
fibrinogena i sedimentacije eritrocita, dok je Cpn negativno povezan, ali korelacija sa CRP nije
dostigla statisticki znacaj. Prethodne studije su dale oprecne rezultate, pri ¢emu su neke pokazale
jasnu korelaciju, a neke, poput nase, nisu pokazale znacajan uticaj na nivo CRP. Iriz i saradnici su
nasli dvostruko veée nivoe CRP kod CABG pacijenata sa Cpn u uzorcima aorte [199], dok su u
slu¢aju HP, potvrdene poviSene vrednosti kod CagA pozitivnih pacijenata, sa padom nakon
eradikacije, ali ne u svim istrazivanjima [205]. U slucaju C. pneumoniae, prisustvo IgA antitela kod
ispitanika sa aterosklerozom je bilo povezano sa povisenim vrednostima hsCRP, fubrinogena, IL 6
[210,211], a DNK Cpn detektovana u uzorcima karotidnih arterija je bila povezana sa viSim
vrednostima CRP [212]. Sa druge strane PCR om detektovana DNK Cpn u uzorcima
ateroskleroti¢nih koronarnih arterija nije ukazivala na viSe vrednosti CRP u studiji 1zadi i saradnika
[213].

Kada je u pitanju fibrinogen, nase istrazivanje, kao i istrazivanje Jusufa i sar. [214], je pokazalo da
je HP infekcija (detekotavan urea testom) bila povezana sa visim nivoima fibrinogena kod starijih
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pacijenata sa ishemijskom bolescu srca, a tretman eradikacije HP doveo je do normalizacije nivoa
fibrinogena. Sli¢ne rezultate i preporuke predlozili su Kounturas et al. [215].

Nasa studija je takode otkrila znaCajnu negativhu povezanost izmedu prisustva Cpn u
neaterosklerotskim segmentima i fibrinogena i ESR. Ovo je neobi¢an nalaz, posto je Cpn infekcija
prepoznata kao proinflamatorni faktor kod ateroskleroze, zajedno sa porastom CRP, fibrinogena i
drugih markera upale [210]. Filardo i dr. izvrSili su meta-analizu studija o Cpn-posredovanoj
inflamaciji kod ateroskleroze, a rezultati su pokazali da su seropozitivni subjekti imali vi$i nivo
fibrinogena, hsCRP i IL-6 u poredenju sa seronegativnim pacijentima [211].

Nasa studija je otkrila neobi¢nu, ali znacajnu negativnu korelaciju izmedu prisustva HP-a i
ocekivane brzine glomerularne filtracije, kao 1 pozitivhu korelaciju sa nivoima ureje i kreatinina,
koja je opstala nakon kontrole starosti, pola i BMI. Moguée objasnjenje je da je HP infekcija
povezana sa bubreznom disfunkcijom.

Studije su izvestile o vezi izmedu HP-pozitivnog gena A Koji je povezan sa citotoksinom i
dijabeticke nefropatije, IgA nefropatije, membranske nefropatije 1 drugih poremecaja bubrega
[216]. S druge strane, sistematski pregledi i meta-analize poslednjih godina nisu potvrdili efekat HP
infekcije na hroni¢ne bubrezne poremecaje, gde su neke studije pokazale inverznu vezu, sa
bubreznim pacijentima koji imaju nize stope HP (verovatno zbog efekata eradikacionog lecenja HP)
[217,218].

Jedno od mogucih objasnjenja moze biti ¢injenica da je 19% nasih ispitanika imalo istoriju hroni¢ne
bubrezne bolesti stadijuma 2 ili 3, ali ova povezanost nije primecena posebno u ovoj subpopulaciji.

Prethodne studije fokusirane na op$tu populaciju nisu pronasle znac¢ajnu povezanost HP infekcije sa
nivoima uree i kreatinina, eGFR [219,220]. Nedavno su Vang et al. objavili su svoje nalaze o
prevalenciji HP infekcije i njenoj povezanosti sa eGFR u kineskoj populaciji, gde su, bas kao i u
nasoj studiji, ucesnici sa nizim eGFR imali vecu prevalenciju HP infekcije, ali je snaga ove
korelacije bila oslabljena, kada su rezultati korigovani u odnosu na uzrast i pol [221].

U odnosu na pojavu komplikacija CABG, naSe istrazivanje je pokazalo ¢eS¢e prisustvo genetskog
materijala H. pylori i C. pneumoniae kod pacijenata koji su imali komplikacije, ali nije dosegnut
statisticki nivo znacajnosti.

Istrazivanje Rahel i saradnika [222] je ukazalo da je pozitivan nalaz na antiCpn antitela klase 1gA
(@ali ne i anti CMV antitela) kod CAD pacijenata koji su podvrgnuti primarnoj PCI bio ¢e$ce
povezan sa pojavom nezeljenih kardiovaskularnih komplikacija (MACE). Sli¢ni rezultati su
prikazani u studiji Xue 1 saradnika, gde je visi nivo IgA anti CPn antitela bio povezan sa teZinom
ateroksleroze i pojavom nezeljenih dogadaja kod pacijenata nakon pPCI [223].

Veza izmedu HP infekcije 1 pojave i progresije kardiovaskularnih oboljenja je pokazana u velikom
broju istrazivanja, ali nema puno podataka o vezi HP infekcije i pojave komplikacija CABG [224].

U slucaju CMV infekcije, Radke i saradnici [225] su pokazali da je prisustvo virusne DNK u
ateromatozno izmenjenim segmentima koronarnih arterija ispitanika podvrgnutih CABG koreliralo
sa ve¢im stepenom restenoze i kalcifikacije i predlagali su aktivnu primenu antivirusne terapije kao
preventivne mere. Izadi 1 saradnici su ukazali na vecu ucestalost akutnog koronarnog sindroma kod
pacijenata sa pozitivnim CMV aterosklerotskim plakovima [135].

Ogranicenja

Glavno ogranicenje ove studije je veli¢ina uzorka i nedostatak naknadnih podataka o dugorocnim
klinickim ishodima, ali uzimajuéi u obzir specificnu prirodu lokacije uzorkovanja, bilo je veoma
tesko prikupiti ¢ak i ovu koli¢inu uzoraka.

Postoji nekoliko znacajnih ograni¢enja za nasu studiju osim veli¢ine uzorka. Iako je prisustvo HP,
CMYV 1 Cpn u aterosklerotskim lezijama potvrdeno u mnogim studijama, bilo bi od pomo¢i kada
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bismo imali priliku da uzmemo paralelne uzorke iz zahvacenih i nezahvacenih arterija, kao i uzorke
od subjekata koji nemaju CAD. podrzavaju kvalitet nasih rezultata i mozda nam pomognu da
razjasnimo neke rezultate.

Takode, pocetne vrednosti CRP u nasem uzorku bile su ve¢e od ocekivanih kod pacijenata bez
znacajnog akutnog procesa. U vreme inicijalne konsultacije, nijedan od pacijenata nije pokazao ili
prijavio znake akutne bakterijske/virusne infekcije niti je koristio antibiotike. Na vece vrednosti
CRP-a zabeleZene u vecini uzoraka moglo bi da uti¢e nekoliko karakteristika naseg uzorka, kao $to
su prosec¢na starost (srednja starost oko 65 godina), prisustvo gojaznosti, viSe hroni¢nih poremecaja,
upotreba lekova, ranija HOBP, egzacerbacija, venska tromboza ili hematom. Naravno, inflamatorna
komponenta ASCVD moze biti jedan od krivaca, kao 1 infekcije uzrokovane HP, CMV ili Cpn, kao
§to je navedeno u nasem rukopisu. Svi ovi faktori su u literaturi prepoznati kao potencijalni
neinfektivni uzroci povisenog CRP-a [226].
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6. ZAKLJUCAK

U skladu sa definisanim ciljevima istrazivanja, a na osnovu predstavljenih rezultata mogu se doneti
slede¢i zakljucci::

10.

11.

12.

Utvrdeno je prisustvo DNK infektivnih mikroorganizama Chlamydia pneumoniae, Helicobacter
pylori i Cytomegalovirus u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih arterija,
unutrasnje grudne arterije i aorte kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom
bolescu.

DNK Helicobacter pylori pronadena je kod 14%, Citomegalovirusa kod 7%, i Chlamydia
pneumoniae kod 7% ispitanika, sa slicnom distribucijom u koronarnim arterijama i unutras$njim
grudnim arterijama, ali ne i u segmentima aorte.

Imunohistohemijska analiza pokazala je prisustvo HP antigena na 13 uzoraka krvnih sudova
(pretezno na uzorcima a.mammaria interna). CMV antigen je naden na dva uzorka (a.
mammaria interna, aorta).

Prisustvo 1 kvantitativni sadrzaj DNK Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i
Cytomegalovirus u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih arterija, unutrasnje
grudne arterije i aorte je koreliralo sa inflamatornom komponentom ateroskleroze i tezinom
ateroskleroze kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom boleséu.

CMV pokazuje statisticki znac¢ajnu povezanost sa viSim stepenom ateroskleroze i povisenom
sedimentacijom eritrocita, potvrduju¢i njegovu potencijalnu ulogu u progresiji vaskularne
patologije.

HP je povezan sa vi§im vrednostima fibrinogena, §to ukazuje na mogu¢i proinflamatorni efekat,
iako bez direktne korelacije sa histopatoloskim stepenom inflamacije.

Cpn pokazuje neocekivanu povezanost sa nizim vrednostima fibrinogena, $to otvara pitanje
specifi¢nih imunolo$kih mehanizama ili razlicitih faza infekcije.

Prisustvo DNK mikroorganizama u vaskularnom tkivu nije u direktnoj vezi sa histopatoloskim
stepenom inflamacije, ali jeste sa sistemskim markerima inflamacije (fibrinogen, SE).

Utvrdena je znacajna negativna korelacija izmedu prisustva HP i ocekivane brzine glomerularne
filtracije, kao i pozitivna korelacija sa nivoima uree i kreatinina, nezavisno od starosti, pola i
BMI. Ovi nalazi ukazuju da HP infekcija moZe biti povezana sa bubreZznom disfunkcijom kod
pacijenata indikovanih za CABG.

Prisustvo patogenih mikroorganizama (Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i
Cytomegalovirus) u makroskopski neizmenjenim segmentima koronarnih arterija, unutrasnje
grudne arterije i aorte nije bilo znacajno povezano sa postoperativnim tokom (pojava
komplikacija- atrijalna fibrilacija, pleuralni izlivi, pneumonija, pneumotoraks, itd.) i ishodom
(prezivljavanje ili smrtni ishod) kod pacijenata sa uznapredovalom koronarnom arterijskom
bolescu

Pokazano je ¢esc¢e prisustvo DNK H. pylori i C. pneumoniae, ali ne i CMV kod pacijenata koji
su imali komplikacije, pri ¢emu ni u jednom slucaju nije dosegnut statisticki nivo znacajnosti.
Smrtni ishod je zabelezen kod jednog ispitanika, pa zbog nepovoljnog odnosa broja ishoda i
potencijalnih prediktora, ovaj ishod nije dodatno analiziran.
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U3jaBa o ayTropcTBY

Nwme u npesume ayropa Jammiaa [llaunh Ocmanosuh

bpoj unnekca: MM 06/15

U3jaBpyjem

71a je JOKTOpCcKa ucepTalrja moJi HacIOBOM

“‘UAEHTUOUKAININJA UHOEKTUBHUX A'EHACA Y HEATEPOCKJVIEPOTCKUM
JEJIOBUMA KOPOHAPHUX APTEPUJA, YHYTPAIIILE I'PYJIHE APTEPUJE U
AOPTE KOJI BOJIECHUKA CA KOPOHAPHOM BOJIELIRY ”

® PE3YyJTaT COIICTBCHOI' UCTPAKUBAYKOT paja;

® Jia ,[[HCGpTaI_II/Ija Yy OCJIMHU HU Y ACJIOBUMA HI/Ije Ounia MMpEAJIOKCHA 3a CTULAKLE APYIe
AUTIIIOMC IpEMa CTy,[[HjCKI/IM nporpamMuMa Apyrux BUCOKOMIKOJICKHUX YCTaHOBA;

® Ja Cy pE3yJITaTU KOPCKTHO HABECACHU U

® Ja HUCAM KpIIKO/JIa ayTOpcKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa HHTENEKTYalIHy CBOJUHY JIPYTHUX
JMLA.

[Toruc ayropa

VY beorpany,
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obpa3zay usjage o UCMOBEMHOCIU WMAMNAHE U e1eKMPOHCKe 8ep3uje 00KMOPCKo2 paod

H3jaBa 0 UCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M SICKTPOHCKE BEP3H]j€ TOKTOPCKOT paja

Nwme u npezume ayropa Jaauaa Haunh OcmanoBuh
bpoj ungexkca MM 06/15
Crynujcku nporpam MosekynapHa MEAUIIMHA

Hacnos pana “ MAEHTUOUKAINJA THOEKTUBHUX AT'EHACA 'Y
HEATEPOCKJVIEPOTCKHUM JAEJIOBUMA KOPOHAPHUX APTEPHUJA,
YHYTPAIIILE I'PYJIHE APTEPUJE U AOPTE KO/l BOJIECHUKA CA
KOPOHAPHOM BOJIEHIRY ”

MenTop

[Tpod. ap Coduja ['mymarr
[Tpod. ap Ceeroszap IlyTHuK
[Ipod. np Jenena Munamun

W3jaBspyjeM na je mrammaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA CJICKTPOHCKO] BEp3UjU
KOjy caM Ipenao/jia paau MoxpamuBama y JMTATATHOM Peno3uTOPUujyMy YHHBEP3UTETA Y
Beorpany.

Jlo3BosbaBaM 1@ ce o0jaBe MOjU JUYHHU TMOJAIld BE3aHM 3a J00Ujarme aKaJeMCKOT Ha3WBa
JOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UMe U TMpe3nMe, TOJMHA U MeCTo pol)ema 1 JaTyM oadpaHe paja.

OBuU JIMYHM MOAALIM MOTY ce 00JaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHHUIlaMa JUTHTaTHE OMOIMoTeKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOsnkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

[Tornnc ayropa

VY beorpany,
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oopasay uszjase o kopuuihersy

N3jaBa o kopunithemwy

Omnamhyjem VYHuBep3utercky Oubmmoreky ,,CBero3ap Mapkosuh™ nma y Jururanau
peno3uTopujyM YHUBeEp3uTeTa y beorpany yHece MOjy TOKTOPCKY IUCEPTAIH]Y O] HACIOBOM:

“UAEHTUOUKAINIJA UHOEKTUBHUX AI'EHACA Y HEATEPOCKJIEPOTCKHUM
JEJIOBUMA KOPOHAPHUX APTEPUJA, YHYTPAIIIILE I'PYIHE APTEPUJE U
AOPTE KO/l BOJIECHUKA CA KOPOHAPHOM BOJIEIIRY ”

KOja je MOje ayTOPCKO JIeJO.

Jucepranyjy ca CBUM IMpHJIO3MMa Ipenao/yia caM y eIeKTPOHCKOM (opmary MOroJHOM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy IOKTOPCKY AHMCEpTaIHjy MOoXpameHy y UTHTaTHOM PENo3UTOPHjyMYy YHHBEP3UTETA Y
Beorpany m mocTynHy y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBH KOjU TOMITY]y oapende
caapxane y ofgabpanom tumy suienne Kpearusue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a kojy cam
ce OJUTy4Ho/Ma.

1. Ayropcteo (CC BY)

2. AytopctBo — Hekomepuujaiaao (CC BY-NC)

B]AytopctBo — HekomepuujanHo — 6e3 ipepana (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaHO — aenutH o uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepaaa (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nmenmutu o uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

(Monumo n1a 3a0KpyKHUTe caMo jeHY OJ mecT nonyhenux nunennu. Kparak
OTIHC JIUIICHIIM € CACTaBHU JIEO OBE M3]aBe).

[Tornuc ayropa

VY beorpany,
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1. AyropcTBo. Jlo3BoshaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIIM]Y M JaBHO CaONINTAaBamke Jeia, U
mpepaze, ako ce HaBele MME ayTopa Ha Ha4MH ofpelieH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUIEHIIE, YaK ¥ Yy KomepiujamHe cepxe. OBO je HajclIoO0AHM]a O CBHX JIUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHujajaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBame, JUCTPUOYIHM]Y M jaBHO
caomiuTaBame JIeNa, ¥ Impepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HaYMH ojpeheH of cTpaHe ayropa
WM AaBaola jauieHie. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEpLHjaIHy yHoTpeOy Aena.

3. AyTOpcTBO — HeKoMepuHujajJHo — 0e3 mpepana. Jlo3BospaBaTe YMHOXKABambE,
JTUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOIIITaBambe Jiea, 0e3 MpoMeHa, MpeoOIMKOBamka WK yIoTpede aena y
CBOM JIelly, aKO C€ HaBeJe MMe ayTopa Ha HayuH ojpeleH oIl cTpaHe ayTopa WM JaBaola
nurenne. OBa JHIICHIIA HE T03BOJbaBa KOMEPIIHUjAIHY YIIOTpeOy niesia. Y OHOCY Ha CBE OCTaje
JIMIICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM ce orpaHu4aBa Hajpehu oOuM npaBa kopuinhema jena.

4, AyTOpCTBO — HEKOMEPUHjaJdHO — [eJUTH TNOJ HCTHM YycjJoBuMma. Jlo3BosbaBaTe
YMHOXaBame, TUCTPUOYIIN]Yy U JaBHO CAOIIITaBame Jieja, U Mpepaje, ako ce HaBeAe UMe ayTopa
Ha HA4YMH ojipel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JHUIIEHIIE U aKo ce Ipepaja JUCTpUOyupa moj
MCTOM WJIM CITMYHOM JuneHoM. OBa JUIEHIIa He T03BOJbaBa KOMEPIHjalHy yrnoTpely nena u
npepaja.

5. AyrtopcTtBo — 0e3 mpepaga. Jlo3BojbaBaTe YMHOXKaBamke, TUCTPUOYIH]Yy U jaBHO
caominTaBame jena, 0e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WM YIoTpeOde Jelia y CBOM ey, ako ce
HaBe/Ie MMEe ayTopa Ha Ha4MH ojJpeljeH o cTpaHe ayTopa WM JaBaola juneHne. OBa JIMIeHIa
JI03BOJbaBa KOMEPIIHjaTHY YIOTPEOy aena.

6. AyTOpCTBO — JeJIMTH MOJ UCTUM YycJoBUMA. J|03BOJbaBATEe YMHOXKABAE, TUCTPHOYIIH]Y U
JaBHO caomIITaBame Jeia, U Mpepajae, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH ox crpane
ayTopa WM JaBaolla JIMICHIIE W aKO Ce Mpepaja TUCTPUOyHpa TOJ UCTOM WIH CIMYHOM
nuneHioM. OBa JHIEHIIA J103BOJhaBa KOMEpIMjaiaHy ynotrpely nena u mpepaga. CiudHa je
copTBepCKUM JHUIIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.

98



