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Uz tradicionalne faktore rizika smatra se da i inflamacija doprinosi nastanku ishemi¢nog mozdanog udara (IMU). U
toku inflamacije neutrofilni leukociti se degranulisu, kada moZe doc¢i do oslobadanja njihovog enzima mijeloperok-
sidze (MPO) u ekstracelularni prostor. Osim peroksidazme MPO poseduje i hloriniSu¢u aktivnost kojom stvara hi-
pohlornu kiselinu i dugoZivece oksidanse hloramine. U ovoj studiji je odredivana hlorinisuca aktivnost MPO i koncen-
tracija ukupnih hloramina u serumu. U studiju je bilo ukljueno 29 pacijenata sa akutnim IMU, starosti 69.0 godina
(64.2-78.0), i 25 ispitanika kontrolne grupe bez IMU, starosti 69.0 godina (67.0-72.0). Nadeno je da je u grupi sa IMU
broj neutrofilnih leukocita u perifernoj krvi znacajno veci od kontrolnih vrednosti (4.56+1.76 vs. 7.74+3.35 x 109/L, u
kontrolnoj grupi i kod pacijenata; p<0.05). Takode je i hlorinisu¢a aktivnost MPO seruma bila veca u grupi sa IMU (67.2
U/L vs. 92.3 U/L, kod kontrole i kod pacijenata; p<0.05). lako je koncentracija ukupnih hloramina bila nesto veca kod
IMU nego u kontrolnoj grupi, razlika nije bila statisticki znacajna (p=0.178). Aktivnost MPO je znacajno korelirala sa
koncentracijom triglicerida (p<0.05). Korelacija izmedu hloriniSuce aktivnosti MPO i ukupnih hloramina nije bila
znacajna (p=0.402), dok su korelacije MPO aktivnosti i broja neutrofila (p=0.071) odnosno MPO aktivnosti i prisustva
aritmije (p=0.094) bile nesto vece. Rezultati ove studije ukazuju da MPO verovatno ima ulogu u patogenezi IMU, Sto se

delimi¢no moze zasnivati na hlorinaciji bioloski znacajnih molekula vaskularnog kompartmana.
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MozZdani udar oznacava naglo nastali, fokalni, ne-
konvulzivni neuroloski poremecaj, koji traje duze od 60
minuta i sem vaskularnih uzroka (vaskularnog ostecenja)
ne moze se otkriti drugi razlog njegovog nastanka. Na os-
novu patoloskog procesa koji dovodi do njegovog razvoja
mozdani udar se moze Kklasifikovati kao ishemicki i
hemoragicni [1]. Ishemicki mozdani udar (IMU) je Cesci
od hemoragicnog i javlja se u oko 80% obolelih [2]. lako
se u patogenetskoj osnovi IMU nalazi akutni poremecaj u
dopremanju krvi u mozdano tkivo usled embolije ili ok-
luzije cerebralnog krvnog suda trombom, patofizioloski
procesi koji mu prethode ili nastaju kao njegova posle-
dica su daleko slozeniji [3].

Tradicionalno se IMU povezuje sa starenjem, dijabe-
tesom, kardiovaskularnim bolestima, hiperlipidemijom,
losim navikama i nekim drugim faktorima rizika. Medu-
tim, novije studije pokazuju da i inflamatorni odgovor
igra znacajnu ulogu u patogenezi IMU [4,5]. Inflamacija
ogranicava cerebralni protok krvi otpustanjem vazokos-
triktornih ili smanjenjem koncentracije vazodilatatornih
medijatora, dovodi do ostecenja krvno-mozdane barijere
oslobadanjem hidrolitickih enzima, medijatora lipidne

peroksidacije ili produkcijom radikala kiseonika, i inicira
trombozu [6].

Jedan od najranijih sistemskih odgovora kod IMU je
porast broja leukocita u krvi u prva 24h, narocito neutro-
filnih leukocita, dok broj monocita dostize svoj mak-
simum 3 - 4 dana bolesti [7]. Citoplazmatske granule
fagocita sadrze enzim mijeloperoksidazu (MPO), koja igra
znacajnu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih bolesti
[8]. MPO poseduje dve vrste aktivnosti, oksidiSucu, ko-
jom dolazi do produkcije slobodnih radikala kiseonika i
hloriniSuéu ciji je produkt hipohlorna kiselina [9]. Poja-
cana aktivnost MPO se povezuje sa pocetkom procesa
aterskleroze i njenim daljim razvojem [8] kao i sa oste-
¢enjem tkiva u kojima je doslo do ishemije. Zbog toga je
MPO kljuéna komponenta inflamacije i moZe imati
znacajnu ulogu u ostecenju tkiva u IMU i posthipoksicnom
inflamatornom odgovoru [6].

Epidemioloske studije pokazuju da sistemska in-
flamacija ima znacajan uticaj na ishod cerebrovasku-
larnih bolesti [10,11]. HloriniSuc¢a aktivnost MPO je vez-
ana za baktericidno dejstvo fagocita, ali stvorena hi-
pohlorna kiselina lako reaguje sa aminokiselinama,
aminima i proteinima gradeé¢i hloramine. lako su
hloramini dugozivedi sekundarni toksicni medijatori, pa
prema tome i potencijalni ucesnici u mehanizmu oste-




éenja tkiva, o ekstracelularnoj hlorinisu¢oj aktivnosti
MPO kod pacijenata sa IMU se malo zna. U ovoj studiji je
ispitivana hloriniSuca aktivnost MPO u serumu pacijenata
sa IMU, i njen odnos sa tradicionalnim faktorima rizika.

MATERIJAL | METODE

ISPITANICI

U studiji su ucestvovali pacijenti stariji od 18
godina, primljeni na Kliniku za neuropsihijatriju KBC
Pristina (Laplje Selo) i Neuropsihijatrijsko odeljenje
Zdravstvenog centra Kosovska Mitrovica, sa simptomima
koji su upucivali na akutni mozdani udar. U studiju su bili
ukljuceni samo pacijenti kod kojih je neuroloskim, ra-
dioloskim i drugim metodama postavljena konacna dijag-
noza IMU. Pacijenti kod kojih je dijagnostikovan tranzi-
torni ishemijski atak, hemoragijski Slog i drugi vaskularni
poremecaji, zatim pacijenti sa tumorom, inflamatornim,
degenerativnim ili autoimunim oboljenjem nisu bili
ukljuceni u studiju. Nisu bili ukljuceni ni pacijenti sa re-
cidivom sloga, kao ni pacijenti hospitalizovani nakon 2 ili
vise dana od nastanka prvih simptoma bolesti. Klinicka
tezina IMU je kvantifikovana na prijemu pomocu NIHSS
skora, izracunatog bodovanjem 11 razli¢itih klini¢kih pa-
rametara oStec¢enja svesti, senzorijuma i motorike izaz-
vanih insultom [12].

Kontrolnu grupu su Cinile osobe oba pola, slicne sta-
rosti, bez pozitivnih klinickih i anamnestickih nalaza
cerebrovaskularne bolesti, kod kojih je pregledom
ustanovljena diskushernija, lumbalgija, ishijalgija ili gla-
vobolja nepoznate etiologije.

Usmeni pristanak za ucesce u studiji dobijen je od
ispitanika ili njihovih pratilaca. Ovo je istrazivanje iz-
vrseno u skladu sa Deklaracijom iz Helsinkija, i odobreno
od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Pristini (Kosovskoj Mitrovici).

UZIMANJE UZORAKA

Krv je uzimana prvog dana hospitalizacije, ne
kasnije od 36 sati od pojave prvih simptoma bolesti. Za
hematoloske analize krv je uzimana sa antikoagulansom.
Za rutinske i druge biohemijske analize krv je uzimana
bez antikoagulansa, a serum je dobijen centrifugovanjem
na 3000 obrt/ min.

BIOHEMIJSKE METODE

Odredivanje hloriniSu¢e aktivnosti MPO u serumu

HloriniSué¢a aktivnost MPO u serumu je odredivana
spektrofotometrijski, u sistemu koji sadrzi hloride,
taurin, vodonik peroksid i tio-nitrobenzoat, merenjem
promene apsorbanse na talasnoj duzini od 412 nm [13].
Rezultati su izrazeni u jedinicama aktivnosti na litar se-
ruma (U/ L).

Merenje koncentracije hloramina u serumu

Koncentracija hloramina u serumu je odredivana u
reakciji sa tio-nitrobenzoatom, merenjem apsorbanse na
412 nm [14]. Rezultati su izrazeni na litar seruma (zmol/
L).

Ostale biohemijske i hematoloske metode

Krvna slika i diferencijalna krvna slika je oderdivana
na hematoloskom analizatoru (Beckman Coulter, Krefeld,
Germany). Sedimentacija eritrocita (SE) je odredivana
manuelno, po Vestergrinu. Koncentracije uree, kreatin-
ina, glukoze, holesterola, triglicerida i C-reaktivnog pro-
teina (CRP) su odredivane rutinski, na automatskom
analizatoru Hitac¢i 902 (Roche Diagnostic GmbH, Mann-
heim, Germany), upotrebom originalnih reagenasa.

STATISTICKE METODE

Za statisticku analizu je koris¢en softverski
paket MedCalc, verzija 9.0.1.1. Homogenost i distribucija
frekvencije uzorka je testirana Kolmogorov-Smirnov tes-
tom. Rezultati su prikazani kao medijana i 95% interval
poverenja medijane, srednja vrednost &+ standardna
devijacija, ili kao frekvencija. Razlike izmedu grupa su
testirane Mann-Whitney U-testom, Studentovim t-testom
za nezavisne uzorke ili hi-kvadrat testom. Korealciona
analiza je sprovedena izra¢unavanjem Spirmanovog koe-
ficijenta korelacije (p). StatistiCki znaCajnim se smatrao
nalaz pri verovatnoci pogreske p<0.05.

REZULTATI

U studiju je bilo ukljuceno ukupno 54 ispitanika oba
pola, od kojih je kod 29 ispitanika starosti 69.0 godina

Tabela 1. Osnovni demografski, klinicki i biohemijski parametri ispitanika

Kontrolna grupa

Ishemicki mozdani udar

Parametri (n=25) (n=29) p-vrednost
_Starost (godine) 69.0(67.0-72.0) | 69.0(64.2-78.0) 0467
_Pol (muski /zenski; f) 12743 13716 0968
CNWSS ] . 9.36:6.38 ! [
_Hipertenzija (da/ne;f) O~ ve. o5 0344
_Dijabetes (da/ne;f) 420 /19 o217
PusaC(da/me; ) ] 87 19710 088
Urea(mmol/L) 641244 742334 0217
_Kreatinin (eGmol/ L) ] 110(93-125) ] 109 (94-121) 0840
_Glukoza (mmol/t) 5.47 (4.77-6.18) 6.17(5.69-8.69) <0.05
_Trigliceridi (mmol /) 1.26 (1.09-1.47) 1.56 (1.16-2.12) 0047
Holesterol (mmol /L) 5.23 +1.17 5.48 + 1.08 0.429

Prikazane su medijana i 95% interval poverenja medijane (u zagradi), srednja vrednost + standardna devijacija, ili kao
frekvencija (f). Razlike izmedu grupa su testirane Mann-Whitney U-testom, Studentovim t-testom za nezavisne uzorke ili hi-
kvadrat testom.
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Tabela 2. Markeri inflamacije kod ispitivanih grupa

. " Kontrolna grupa Ishemicki mozdani udar :
Markeri inflamacije (n = 25) (n = 29) p-vrednost
SE (mm/ h) 13.9+9.7 23.9 +11.9 < 0.05

LogCRP (mg/ L) 0.582 + 0.194 0.776 £ 0.220 <0.05

Prikazane su srednje vrednosti + standardna devijacija. Razlike izmedu grupa su testirane Studentovim t-testom za nezavisne
uzorke. Pre uporedivanja koncentracija CRP-a svakog uzorka je logaritmovana (LogCRP).

Tabela 3. Korelacija hlorinisuce aktivnosti MPO seruma i pojedinih faktora rizika kod ishemi¢nog mozZdanog udara

Faktori rizika Spirmanov koeficijent (p) p-vrednost
Starost (godine) 0.220 0.245

Hloramini (zmol/ L) 0.161 0.402

(64.2 - 78.0) dijagnostikovan IMU dok je ostalih 25 ispi- Grafikon 1. Mijeloperoksidaza i hloramini u serumu
tanika starosti 69.0 godina (67.0 - 72.0) Cinilo kontrolnu 300 -
grupu. Njihovi osnovni demografski, klinicki i biohemijski a)
parametri su prikazani u Tabeli 1.

Kao sto je i ocekivano, pacijenti sa IMU su imali sta-
tisticki znacajno vece vrednosti biomarkera inflamacije u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 2), i to povecanu 200 4 —_
sedimentaciju eritrocita, ukupan broj leukocita, ukupan
broj neutrofila kao i povecanu koncentraciju CRP-a
(p<0.05). Broj monocita, limfocita i trombocita se nije
razlikovao u odnosu na kontrolnu grupu. T

Grafik 1 prikazuje hlorinirajucu aktivnost MPO i kon-
centraciju hloramina u serumu ispitanika. Hloriniraju¢a
aktivnost MPO je kod pacijenata sa IMU bila oko 50% veca
u odnosu na kontrolne vrednosti (67.2 U/L vs. 92.3 U/L, u L -
kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa IMU; p<0.05). Kon- 0 ‘
centracija hloramina u serumu pacijenata sa IMU je bila Kontrola Pacijenti
nesto veca nego u kontrolnoj grupi ali razlika nije bila 250 - 0-0.178

statisticki znacajna (119.2 umol/L vs. 129.6 pumol/L, u b)

p<0.05

250 -

150

MPO (U/L)

100 -

50

kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa IMU; p=0.400).
Zatim je korelacionom analizom ispitivana 200
povezanost hloriniSuce aktivnosti MPO seruma sa nekim
od tradicionalnih faktora rizika (starost, hipertenzija,
aritmija, dijabetes, pusenje, koncentracija holesterola,
triglicerida, glukoze), kao i markerima inflamacije, tezi-
nom bolesti (NIHSS skor) i koncentracijom ukupnih
hloramina (Tabela 3). Od svih ispitivanih faktora, hlo-
riniSuc¢a aktivnost MPO je bila znacajno povezana jedino
sa koncentracijom triglicerida (r=0.430; p=0.023) i u 50
znatno manjoj meri sa brojem neutrofilnih leukocita u
krvi (r=0.341; p=0.071), odnosno prisustvom aritmije
(r=0.316; p=0.094). Koeficijenti korelacije hloriniSuce ak- 0
tivnosti MPO i ostalih faktora rizika, kao ni NIHSS skora Kontrola Pacijenti
odnosno koncentracije hloramina, nisu bili statisticki
znacajni (Tabela 3).

%4

150 -

Hloramin (ymol/L)

100 | L

HloriniSuca aktivnost mijeloperoksidaze (a) i koncentracija
hloramina (b) u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa ishemicnim
mozdanim udarom. Razlike izmedu grupa su testirane Studen-
tovim t-testom za nezavisne uzorke.
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DISKUSIJA

Rezultati ove studije pokazuju da kod IMU postoji
pojacani sistemski inflamatroni odgovor, koji se mani-
festovao kao povecdani broj leukocita sa dominacijom
neutrofila, veca brzina SE, i veda kocentracija CRP-a u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 2). Klinicka studija
Aleksandrove i saradnika je pokazala da se za vreme IMU
u perifernoj krvi povecava broj neutrofilnih leukocita, da
ove Celije pojacano atheriraju na zid krvnog suda, ak-
tiviSu se i stvaraju oksidanse [15]. Uopste, vedi broj
studija ukazuje da je inflamatorni odgovor na hipoksic¢ne
promene u mozgu vazna karika u lancu mehanizma nas-
tanka IMU [4-7].

Nakon pobudivanja neutrofilni leukociti se degranu-
liSu, tako da se sadrzaj njihovih citoplazmatskih granula
moze osloboditi u cirkulaciju, zbog Cega je i koriséen se-
rum za odredivanje hlorinisuce aktivnost MPO. Nadeno je
(Grafik 1a) da je aktvinost MPO u serumu za oko 50% veca
u grupi sa IMU u odnosu na kontrolnu grupu (67.2 U/L vs.
92.3 U/L, kod kontrole i kod pacijenata; p < 0.05). lako
za sada u literaturi ne postoje podaci o hlorinisucoj ak-
tivnosti ekstracelularne MPO kod pacijenata sa IMU, Co-
jocaru i saradnici su nasli za oko 30% vece koncentracije
proteina MPO u serumu u akutnoj fazi IMU [11], dok je u
jednoj drugoj studiji koncentracija MPO bila dvostruko
veca od kontrolnih vrednosti [16].

Malo se medutim zna o uzrocima i posledicama
povecanja aktivnosti MPO u serumu pacijenata sa IMU.
Aleksandrova i saradnici su pokazali da iako je broj neu-
trofila bio proporcionalan tezini IMU, sposobnost akti-
vacije, degranulacije i stvaranja oksidanasa nisu odgova-
rali klinickoj tezini bolesti [15]. U studiji Dominguez i
saradnika nije bilo nikakve korelacije koncentracije MPO
sa NIHSS skorom, kao pokazateljem klinicke tezine
bolesti [16]. Ni u nasoj studiji nije postojala statisticki
znacajna korelacija izmedu NIHSS skora i MPO aktivnosti,
kao ni izmedu MPO aktivnosti i koncentracije hloramina
(Tabela 3).

Hloramini su dugoZivec¢i oksidansi koji nastaju
dejstvom hipohlorne kiseline na slobodne i proteinski-
vezane aminokiseline seruma, tako da mogu nastati i pre
nastajanja klinicki manifestnog IMU. U nasoj je studiji
odredivana koncentracija ukupnih hloramina, premda je
od narocitog znacaja hlorinacija aminokiseline taurin.
Eksperimentalne studije pokazuju da taurin ispoljava
anti-inflamatorno dejstvo i u ishemiji stiti tkivo mozga od
ostecenja [17]. Nedavno je pokazano da se taurin u se-
rumu visestruko povecava u prvih 24 sata nakon insulta
[18], zbog Cega je moguce ocekivati i porast koncen-
tracije taurin hloramina kod IMU. U nasoj studiji je kon-
centracija hloramina kod IMU bila veca od kontrolnih
vrednosti, ali razlika nije dostigla statisticku znacajnost
(Grafik 1b). Ovi rezultati upuéuju da se u akutnoj fazi
IMU intenzivira hlorinacija molekula prisutnih u cirku-
laciji. Tesko je, medutim, proceniti da li je i u kojoj meri
doslo do promene koncentracije taurina, zato Sto su
odredivani samo ukupni hloramini.

Ispitivali smo zatim odnos hloriniSuce aktivnosti MPO
i tradicionalnih faktora rizika za IMU (Tabela 3). Poznato
je da su dugotrajna dis- i hiperlipidemija faktori rizika za
nastanak cerebrovaskularnog insulta. Eksperimentalne
studije pokazuju da ishrana bogata holesterolom i hiper-
holesterolemija pojacavaju stvaranje oksidanasa, tako da
Cak i u odsustvu ateroskleroticnih lezija izazivaju en-
dotelnu disfunkciju cerebralnih arteriola [19]. Ateroskle-
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roticne lezije i endotelna disfunkcija su primarni pato-
fizioloski supstrat IMU. Pri formiranju ateroskleroticnih
lezija se iz fagocitnih celija koje migriraju u zid krvnog
suda oslobada MPO u ekstracelularni prostor. Prospek-
tivne studije pokazuju da je kod naizgled zdravih osoba
povecana koncentracija MPO u serumu prognosticki fak-
tor rizika nastanka kardiovaskularnog ili cerebrovaskular-
nog insulta u naredne 3 godine [20]. Koncentracija MPO u
serumu je povecana kod klinicki manifestnih kardiovas-
kularnih bolesti, narocito u slu¢ajevima kod kojih postoji
genski polimorfizam ovog enzima [21].

Kod genskog polimorfizma postoji zamena guanina
adeninom na polozZaju 463 proteinskog lanca MPO, Sto
dovodi do pojacane sinteze i visoke aktivnosti enzima, a
kod eksperimentalnih Zivotinja izaziva i porast koncen-
tracije glukoze, holesterola i triglicerida u serumu [22].
U nasoj studiji je postojala statisticki znacajna povez-
anost aktivnosti MPO u serumu i koncentracije trigli-
cerida (Tabela 3), sto mozda ukazuje na vele prisustvo
polimorfnog enzima medu pacijentima sa IMU. U jednoj
skorijoj kohortnoj studiji nadena je skoro dva puta veca
ucestalost polimorfne ekspresije MPO kod IMU nego kod
zdravih osoba [23], dok je druga studija pokazala povez-
anost genskog polimorfizma MPO i povecane koncen-
tracije ukupnog holesterola, LDL holesterola i triglicerida
[24].

Osim sa koncentracijom triglicerida u serumu, hlo-
riniSuca aktivnost MPO je pokazivala odredeni stepen ko-

relacije sa brojem neutrofila u perifernoj krvi (p=0.341;
p=0.071) i klinickim podatkom o prisustvu arit-
mije/fibrilacije (p=0.316; p=0.094). Od svih fagocitnih
celija MPO je najvise prisutna upravo u neutrofilima, Sto
verovatno objasnjava korelaciju nadenu u ovoj studiji.
Poznato je da se neutrofili lako aktivisu i degranulisu u
uslovima mehanickog i ,shear® stresa, a takvi uslovi
postoje u cirkulaciji za vreme aritmije i fibrilacije [5,
25]. lako je povezanost aktivnosti MPO sa poremecajem
sréanog ritma u nasoj studiji bila slabija, dobijeni rezul-
tati ukazuju da postoje multiple uzroéno-posledi¢ne veze
izmedu tradicionalnih faktora rizika za IMU i hlorinisuce
aktivnosti MPO. Nasa pilot-studija je bila ogranicena na
mali broj ispitanika. S obzirom da rezultati ukazuju na
mogucu ulogu MPO i hlorinacije u patogenezi IMU, pot-
rebno je istrazivanje prosiriti na veci broj ispitanika.

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
inflamatorni odgovor deluje u sklopu fizickih, hemijskih i
bioloskih faktora i doprinosi patogenezi IMU. Aktivnost
ekstracelularne MPO mogla bi da predstavlja rezultantu
postojanja veéeg broja tradicionalnih faktora rizika kod
pacijenata sa IMU.
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SERUM MYELOPEROXIDASE CHLORINATING ACTIVITY IN ACUTE ISCHEMIC STROKE
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SUMMARY

Beyond traditional risk factors, inflammation is believed to play a role in the development of ischemic stroke (IS). During
inflammation neutrophil leukocytes degranulate, thereby releasing the enzyme myeloperoxidase (MPO) into extracellular space. In
addition to peroxidase activity, MPO expresses also a chlorinating activity, and catalyzes the formation of hypochlorous acid and
long-lived oxidants - chloramines. In this study we assessed serum chlorinating MPO activity and concentration of total chloramines.
We included 29 patients with acute IS, aged 69.0 years (64.2 - 78.0) and 25 control subjects without IS, aged 69.0 years (67.0 - 72.0).
It was found that neutrophil cell count was higher in IS than in controls (4.56 + 1.76 vs. 7.74 + 3.35 x 109/L, in control and IS group,
respectively; p< 0.05). Serum chlorinating MPO activity was also higher in IS group than in controls (67.2 U/L vs. 92.3 U/L, in controls
and in patients, respectively; p < 0.05). Concentration of total chloramines was higher in IS group than in controls, but the difference
did not reach statistical significance (p=0.178). MPO activity was significantly correlated with serum triglycerides (p<0.05). There
was no statistically significant correlation between chlorinating MPO activity and chloramines (p=0.402), while correlations between
MPO activity and neutrophil cell count (p=0.071), and MPO activity and the presence of arrhythmia (p=0.094) were both of borderline
significance. These results indicate that MPO may be implicated in pathogenesis of IMU, which could be partly due to chlorination of
biologically important molecules within vascular compartment.

Keywords: ischemic stroke, myeloperoxidase, chlorinating activity, chloramines, inflammation

PRAXIS MEDICA






