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Rezumat

Scop: Acest studiu a avut ca scop analiza cofidta intre concentraia seriai a citokinelor proinfla-
matorii (IL-1a, TNFa) si concentraia seriai a autoanticorpilor anti LDL-oxidat (0LAB) la bolwé cu ateroscle-
rozi coronariani si demonstrarea impligrii mecanismelor imun-inflamatorii Tn progresia lemilor aterosclero-
tice.

Material si metode: Probele de ser au fost recoltate de la pagien infarct miocardic acut-IMA (70),
angirnv instabilz-AlS (40), angin stabili-AS (50)si de la martori (40). Pentru determinarea concentar seri-
ce ale IL-k, TNFu si oOLAB s-a folosit metoda imunoenzimat(€LISA) direc#, tip sandwitch cantitativ.

Rezultate: Pacienii cu IMA si AIS prezing concentraii serice semnificativ crescute ale lle-{p<0,05)
si TNF-a (p<0,05) faa de lotul martor. Lotul AS se difergaza de lotul martor numai prin concenttide serice
crescute ale TNé (p<0,001). Valori semnificativ crescute ale oLAfaa la loturile IMAsi AlS. Existi o corela-
fie puternia (|r|>0.6) ntre citokinele proinflamatorisi oLAB la loturile de paciemcu IMA si corelgii variabi-
le Tntre aceti parametrii la loturile AlSsi AS.

Concluzi: Concentraiile serice crescute ale citokinelor proinflamatiold pacienii cu ateroscleroz
coronariani confirmi faptul @i reagia inflamatorie apare precoce in leziunea aterosutied si influerveazi
major progresiasi stabilitatea plicilor de aterom, iar coreléga cu markerii circulam ai oxidarii LDL (oLAB)
poate fi un indicator pentru predia riscului cardiac.
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Abstract

Background: Evidence had been provided that about several actézn between inflammation and oxi-
dized low-density lipoprotein-oxLDL within the astavall so that the lipid hypothesis and the resgto injury
hypothesis are considered different aspects ofigisipathogenic pathway.

Objective: This study was conducted to analyse the correidiietween serum level of proinflammatory
cytokines IL-& and TNFa and anti-oxidized low-density lipoprotein auto&aiily (0LAB) in patients with coro-
nary atherosclerosis and to demonstrate implicat@nimmune-inflammatory mechanisms in progressibn o

atherosclerotic lesion.

Material and methods. Samples were obtained from patients with acutecargial infarction-AMI
(70), unstable angina-UA (40), stable angina-SA) @td from healthy subjects (40). ELISA assay vezsl dor

quantification of serum levels of Il I TNFa and oLAB.

Results: Patients with AMI and UA had significantly gronersm levels of IL-d (p<0.05) and TNFx
(p<0.05) compared with the healthy group. The Séugrdifferentiates from the healthy group only tigh
grown serum levels of TN=(p<0.001). Significantly increased levels of oL&gpear to the AMI and UA group
(p<0.05). There is a strong correlation (r>0.6) leten serum levels of proinflammatory cytokines @B in
the AMI group and a variable correlation of thesgameters in UA and SA a groups.

Conclusions: Increased levels of proinflammatory cytokines itonthe fact that the inflammatory re-
action appear precocious in atherosclerotic leston influence the progress and the stability ofjpk, and the
correlation with immune markers of oxLDL may bdraticator for the prediction of the cardiac risk.

Key words: proinflammatory cytokines, anti-oxidized low-depndipoprotein autoantibody, atheroscle-

rosis.

Introducere

Boala cardiovascularde origine ate-
roscleroti@ reprezind principala cauz de mor-
talitate Tn societatea moddérnPatogeneza ate-
rosclerozei include intergiani complexe intre
celulele peretelui arterial (celule endoteliale,
macrofage, celule musculare netede, fibro-
blasti), elementele figurate din torentul circula-
tor (monocite, limfocite, trombocitg) lipopro-
teinele plasmatice, mai ales gga¥ea LDL (low
density lipoproteins)si sciderea HDL (hight
density lipoproteins). In evolia bolii, sistemul
imun si readia inflamatorie cronig particip
intr-o interagune compleX, modulénd progre-
sia leziunilor.

LDL-oxidat are un rol eseial n initie-
reasi progresia leziunilor aterosclerotice, con-
tribuind la disfunda celulei endotelialgi la
destabilizarea ptii aterosclerotice prin multi-
ple mecanismé&:* Studii umane confiréh fap-

tul ci LDL-oxidat si prodwii secundari ai oxi-
darii lipidelor sunt prezeti in placile ateroma-
toase” LDL-oxidat reprezint un autoantigen
cu imunogenitate ridicatsi determird apartia

de autoanticorpi la o varietate de epitopi speci-
fici nou formai, din structura sa, generdn
cursul oxidirii.

Implicarea citokinelor proinflamatorii
in patogenia aterosclerozei este controvérsat
Evolutia inflamaiei in ateroscleragzeste deter-
minat de balara dintre citokinele proinflama-
torii IL-1a, IL-6, TNF-a si citokinele antiinfla-
matorii IL-10, TGFf secretate de macrofagele
si limfocitele T activate din placa ateroscleroti-
ca.

Numeroase studii clinice, de laborator
si epidemiologice urriresc & identifice cauza
(cauzele) eseiale ale iniierii aterosclerozei,
concentrandu-se pe stadiile preclinice ale aces-
teia, @utand noi tehnici de diagnostic car® s
permit o depistare precoce. De asemenea, efor-
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turile concertate ale unor mari colective de cer-
cetare sunt orientatétce gisirea de noi metode
terapeuticesi profilactice. Acest studiu a avut
ca scop analiza corgiifor Intre concentrgile
serice ale citokinelor proinflamatorii (ILel
TNFa) si concentréa serié@ a autoanticorpilor
anti LDL-oxidat (oLAB) la bolnavii cu ateros-
cleroz coronariaél si demonstrarea implicii
mecanismelor imun-inflamatorii in progresia le-
ziunilor aterosclerotice.

Material si metode

Probele au fost recoltate de la 200 de
subie¢i, alcituind patru loturi: pacighcu in-
farct miocardic acut-IMA, in nuan de 70, din-
tre care 63 frbai si 37 femei, cu varsta cuprin-
si intre 61si 69 de ani, angiinstabik-AlS, n
numir de 40, dintre care 28ithai si 12 femei,
cu varsta cupririsintre 60si 66 de ani, angi
stabili-AS, In nundr de 50, dintre care 30ib
bai si 20 femei, cu varsta cupriagntre 56si
70 de anisi martori-M Tn nunir de 40, dintre
care 23 brbai si 17 femei, cu varsta cupris
intre 49si 69 de ani. Paciein au fost diagnosti-
cai in Secia de Cardiologisi in Unitatea Co-
ronarieni a Spitalului Clinic de Urgennr.1 din
Timisoara.

Lotul martor, dificil de realizat, este
format din subieg care la examenul angiogra-
fic coronarian nu preziatobstrugii coronarie-
ne, iar examenul ecografic la nivelui arterelor
carotidiene comune nu evid@ra placi de ate-
rom. Subiedi nu prezini manifesiri clinice de
cardiopatie ischemic insuficiena circulatorie
cerebral, ischemie cronit sau acut periferica
sau infarct intestino-mezenteric.

Au fost exclygi din studiu subieti cu
coronarografii mai vechi de 6 luni, pacignn
stare criti@, instabili hemodinamic sau cei care
au suferit intervetii chirurgicale in ultimele 3
luni, subiedii cu istoric de boli inflamatorii sau
autoimune organice sau sistemice, padieu
patologie asociétde tipul boal arteriak coro-
na@ + boak arteriak periferici sau bod arte-

riala coronadl + insuficiena circulatorie verte-
bro-bazilad de cauz aterosclerotig.

Toti pacienii au fost informa de sco-
pul studiuluisi au acceptat prelevarea probelor
de sange. Probele de sange venos au fost recol-
tate Tnaintea adminigii medicgiei. Serurile
obtinute au fost imjrtite in gantioansesi stoca-
te la —20C, pan la prelucrare.

Pentru determinarea profilului lipidic
(trigliceride, colesterol total, HDL-colestersgil
LDL-colesterol) al subigdor inclusi Tn studiu
s-au utilizat teste enzimatice colorimetrice folo-
sind kit-uri BIOCON, Germania. Pentruasu-
rarea concenttalor serice de autoanticorpi
umani anti LDL-oxidat a fost utilizattehnica
imunoenzimatig (ELISA) indirect, necompe-
titiva, cantitatia, folosindu-se trusa oLAB BI-
OMEDICA Gesellschaft GmbH., BIOMEDICA
GRUPPE, Austria. Tehnica utilizeaanticorpi
monoclonali murini specifici anti 1IgG umani
anti LDL-oxidat. Coeficientul de vatig (pre-
cizia) a fost sub 4.3% in cadrul testuguisub
8.2% intre teste. Specificitatea testului a fost
determinai prin verificarea reactivitii incruci-
sate cu LDL nativsi evaluai de produétori
<5%. Pentru risurarea concentidor serice de
citokine proinflamatorii a fost utilizattehnica
imunoenzimatig (ELISA) direct, tip sandwit-
ch cantitatid. Au fost determinate nivelele seri-
ce pentru: IL-& (trusa IL-1 Endogen, SUAg
TNF-o (Trusa Quantikine human, R&D Sys-
tems, SUA). Pentru ILd, precizia testului
(CV) a fost sub 10% atat in cadrul testului gat
intre teste. Sensibilitatea testului a fost prdgiza
de produdtori sub 2pg/ml. Specificitatea testu-
lui a fost determindt prin verificarea, de are
compania produtoare a reactivitii incrucisa-
te cu o serie de 11 citokine umane. Valorile se-
rice normale ale IL-4 au fost determinate de
produdtor pe un lot de 9 probg au fost cu-
prinse intre 0 si 5.4 pg/ml. Pentru TNFpreci-
zia testului (CV) a fost sub 5.2% in cadrul tes-
tului si sub 7.4% intre teste. Sensibilitatea testu-
lui a fost precizdt de produétori sub 4.4pg/ml.
Specificitatea testului a fost determihgirin
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Tabelul 1. Caracteristicile demografice, clinicei profilul lipidic pentru cele 4 loturi

Parametrul Lotul Lotul Lotul Lotul
IMA AlS AS control

Numar 70 40 50 40
Barbati (%) 89 71 60 56
\Varsta (a) 6514 63+3 6317 59+10
'(Eg}ﬁfz'f de mad corporald,; ;,, 5 26.3+4.3 274425 26.8+5.1
Factori de risc coronarian:
-Antecedente heredo-colaterale de
boli cardiovasculare % 39 32 30 20
-Hipertensiune arteriala (peste
140/90 mmHg) % 53.4 54.5 35.3 30.0
- fumatori(%) 67.3 70.1 63.9 58.8
- diabet zaharat (%) 48 47 40 10
Colesterol total (mg/dl) 247.3@97.17 [225.8%85.85 [196.1%74.73 |177.6@23.32
HDL colesterol (mg/dl) 27.43:14.16* 33.16:13.47* [22.8t9.02* 61.52+18.36
LDL colesterol (mg/dI) 175.4364.55* |148.9435.86* [125.6423.24* 104.41%28.68
Trigliceride (mg/dl) 198.7861.24* [231.33149.68* 247.2%126.32* 94,7(0:34.58
Indice de aterogenitate 9.79+1.51* 6.53t0.07* 8.66:0.15* 3.05:0.51

* p<0.05 versus control

verificarea, de #&re compania proddtoare, a
reactivititii ncrucisate cu o serie de 41 citokine
umane. Valorile serice normale ale TNFau
fost determinate de proditor pe un lot de 40
probesi au avut valori sub 15.6 pg/ml.

Analiza statistica. Rezultatele au fost
exprimate sub forma medie + deggastandard.

Rezultatele au fost comparate cu ajutorul testu-
lui t-Student nepereche, considerandu-se pragul

minim de semnificge statisti@ 0.05 (p<0.05).
Corelgiile s-au efectuat utilizand testul de core-
lare Pearson. S-a considerat alperorelaei

in cazul |r| < 0.2, cordia slati 0.2< |r] < 0.4,
corelaie medie 0.4< |r| < 0.6, coréha puterni-
ca 0.6< |r] < 0.8, corefe foarte puternit |r| >
0.8.

Rezultate

in Tabelul 1sunt redate caracteristicile
demografice, clinicai profilul lipidic ale celor
patru loturi studiate.

in Tabelul 2sunt redate nivelele serice
ale autoanticorpilor anti LDL-oxidat exprimate
in mU/ml la loturile studiate, aturi de interpre-
tarea statistic obtinuta prin compararea loturi-
lor de pacieti cu lotul martor, compararea va-
lorilor lotului infarct miocardic acut cu valorile
loturilor angiri instabik si angiri stabib si
compararea valorilor loturilor angininstabik
Cu angir stabih.

in Tabelul 3sunt redate nivelele serice
ale IL-1 o exprimate in pg/ml la loturile studia-
te, abturi de interpretarea statisiicobtinuta
prin compararea loturilor de paciercu lotul
martor.

in Tabelul 4sunt redate concentiie
serice ale TN& exprimate in pg/ml, la loturile
studiate, d@turi de interpretarea statistiobti-
nut prin compararea loturilor de pacieau lo-
tul martor.

Corelaiile concentrdilor serice ale ci-
tokinelor proinflamatorii IL-1a, TNFa si ale
autoanticorpilor anti LDL-oxidat sunt redate Tn
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Tabelul 2. Nivelul seric al autoanticorpilor anti LDL-oxidat la loturile studiate. Valori medii+tDS

Lotul IMA

Lotul AIS

Lotul AS Lotul control

Autoanticorpi anti

LDL-oxidat (mU/mi) | 541:12£154.15

433.87+87.65 209.48+79116

238.72+60.27

p<0.05 p<0.05 p>0.05 Vs martor
Semnificatie statistici p>0.05 p<0.05 Vs infarct miocardic acut
p<0.05 Vs. angifinstabik
Tabelul 3. Nivelul seric al IL-1a la loturile studiate. Valori medii+tDS
Lotul IMA Lotul AIS Lotul AS Lotul control
IL-1 o (pg/ml) 7.7¥4.4 5.1+3.1 2.9+1.2 2.6+1.7
Semnificatie statistici p<0.01 p<0.05 p>0.05

Tabelul 4. Concentrgia serici a TNFa la loturile studiate, exprimati in pg/ml. Valori mediizDS

Lot infarct miocardic acut |Lot angin i instabila| Lot angini stabila | Lot martor
TNFa (pg/ml) 24.7845.6 16.7£3.2 16.9£1.6 6.8+2.2
Semnificaie sta; P<0.001 P<0.001 P<0.001
tistica
Tabelul 5. Coreldiile IL-1 o- TNFa- oLAB

IL-1 & TNFa

OLAB [r] =0.649 [r| =0.609
Lot infarct miocardic acut n=70 n=70

oLAB [r] =0.533 [r] =0.491
Lot angina instabila n=40 n=40

OLAB [r] = 0.246 [r| =0.408
Lot angina stabila n=50 n=50

urmatorul tabel Tabel § sub forma coeficien-
tului de corelgée |r|.

Paciemi cu IMA si AIS prezin& con-
centraii serice semnificativ crescute ale ll1
(p<0,05)si TNF-a (p<0,05) faa de lotul martor.
Lotul AS se diferetiaza de lotul martor numai
prin concentrgile serice crescute ale TNF
(p<0,001). Valori semnificativ crescute ale
OLAB apar la loturile IMAsi AIS.

Exista o corelaie puternia (|r|>0.6) In-
tre citokinele proinflamatori§i oLAB la loturi-
le de pacieth cu IMA si corelgii variabile Tntre
aceti parametrii la loturile AlS;i AS.

Discutii

in cadrul prezentului studiu am consta-
tat & nivelele serice ale ILdlsunt semnificativ
crescute la pacigincu infarct miocardic acui
angiri instabik. In literatus exisé date care
confirma aceste rezultate, Tn plus exisinele
studii care ardto cretere a nivelelor serice ale
IL-1a si la paciemii cu angira stabik. Aceste
rezultate sum afirmaia c IL-1a deine un rol
important Tn progresia leziunilor aterosclerotice.
Sursele celulare ale ILedlsunt aproape toate
celulele sistemului mononuclear-fagocitar
limfocitele, Tn special limfocitul T. Fenomenele
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de distrudge celulaé miocardié@ probabil sti-
muleaz produgia de IL-lo. IL-1a stimuleaz
recrutarea leucocitelor la nivelul doli ateros-
clerotice prin crgterea expresiei moleculelor de
adeziune la nivelul peretelui vascularsinteza
unor citokine chemoatractante. Efectul inflama-
tor este Tn parte superpozabil celui ILs6
TNFa datorig faptului & induce sinteza acestor
citokine la nivelul macrofagelogi celulelor T
din plad *°, avand un rol activ in cascada cito-
kinelor proinflamatorii. IL-I poate induce pro-
duaia locak de factori de crgere incluzand
factori de crgtere derivé din plachetssi facto-
rul de cratere fibroblastic ce pot juca un rol n
evoluia si complicarea picii.?® Existi studii
experimentale care afidirca IL-1a poate fi un
predictor pentru evenimentele coronariéhe.
IL-1 a fost gisit crescut In primele 2 zile de spi-
talizare la paciefi cu angird instabik si asociat
Cu un risc crescut al evenimentelor coronariene
intraspitalicati®. IL-1a stimuleaz transcripia
receptorilor specifici pentru LDL-oxidat stimu-
land astfel captarea acestora d&ec macrofa-
gele si celulele musculare netede activate din
placa de aterorhlL-1a prezint un rol activ in
cascada citokinelor proinflamatorii determinand
eliberarea de IL-6 la nivelul macrofagekbrce-
lulelor T din plag.*®

Nivele serice ale TNkau fost crescute
la toate loturile de paci@gncomparativ cu lotul
martor, nivelele cele mai ridicate fiind la paci-
entii cu infarct miocardic acut. Existstudii in
literatura care confirm rezultate noastré®2%
Sursa de TNé& o reprezint limfocitul T activat.
TNFa stimuleaz produgia de IL-6, determifn
cresterea expresiei moleculelor de adeziune
(ICAM, VCAM), intervine in favorizarea per-
peturii infiltratului inflamator mononuclear,
intervine Tn procesele de fibr@Z TNF-o sti-
muleaz expresia IL-2Rsi produaia de IL-2si
IFN-y de dtre limfocitele T activaté! TNF-o
stimuleaz produgia de IL-1 Tn celula muscula-
ri neted si producgia de IL-6, IL-8, GM-CSF
din fibroblasti.®> TNF-o are un rol central in cas-
cada de citokine la nivelul fii aterosclerotice,
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declagand eliberarea altor citokine care ampli-
fica efectele biologice ale TNé:-IL-1 si TNF-
v stimulea? efectele TNFe, iar IL-10 le inhi-
ba. Recent s-a demonstrai administrarea de
inhibitori ai TNF-u inhiba citokina IL-6, recep-
torii TNF-a si proteinele de fazacuti (amiloid
A, haptoglobinai fibrinogenul)®**%3

In cadrul studiu am constatat autoan-
ticorpii anti LDL-oxidat sunt prezenin con-
centraii detectabile atat la loturile de pacien
cu aterosclerdz coronariaéi clinic manifesi
catsi la lotul martor. Cele mai mari valori ale
concentrdei serice a autoanticorpilor anti
LDL-oxidat apatin loturilor infarct miocardic
acutsi angira instabil, intre cele dow loturi
neexistand diferge semnificative statistic.
Cele mai mici valori ale concentr@ serice a
autoanticorpilor anti LDL-oxidat apgm lotului
de pacieti cu angiia stabif, existand o dife-
renta semnificatid statistic cu celelalte loturi
de pacieti, dar nusi fata de lotul martor. Multe
studii recente au atat prezeta autoanticorpilor
anti LDL-oxidat la paciefii cu boli arteriale co-
ronariene. In aceste studii, pagieau prezen-
tat concentrgi serice crescute ale autoanticor-
pilor anti LDL-oxidat in compaté cu subiegi
normali (confirmand in partg rezultatele pre-
zentului studiu), ceea ce sugereas aceste
concentréi pot avea o valoare diagnostic
si/fsau prognostic’®®*? Existi insi studii n
care nu au fost observate difegeermle concen-
tratiei serice a autoanticorpilor anti LDL-oxidat
intre paciefi si martorii sinatosi. Cauzele aces-
tei inconsecvete intre rezultatele diferitelor
studii clinice nu sunt cunoscute. Un screening
de mediciid preventid efectuat pe un lot de
800 de subigtsanatosi cu varste intre 26i 60
ani evidemiazi o relaie invers propaionak in-
tre concentrga seri@ a autoanticorpilor anti
LDL-oxidat si varst, valorile autoanticorpilor
anti LDL-oxidat sédzand semnificativ in grupul
de varsi 20-40, ceea ce poate indica primul pas
in ateroscleraz Concentrdile ridicate la popu-
latia taréira sunt interpretate de autori ca un me-
canism de prote@ al organismului fa de pro-



Revista Roméande Medicii de Laborator Vol. 11, Nr. 2, lunie 2008

cesele oxidative suferite de LDEExista stu-
dii in care nisurarea concentiai serice a au-
toanticorpilor anti LDL-oxidat aréat valorile
cele mai mari la pacigin cu infarct miocardic
acut® in timp ce alte studii evidénza va-
lori scazute la pacietii cu sindroame coronarie-
ne acute f@ de subiegi sanatosi, speculandu-
se faptul & LDL-oxidat poate forma complexe
imune cu autoanticorpii preexistercare ago-
neaz ca un vehicul pentru epurarea antigenului
671217 Astfel, nivelele sizute ale autoanticorpi-
lor anti LDL-oxidat in cadrul aterosclerozei co-
ronariene pot reflecta consegirunui efect pro-
tectiv® Studii la care concentiia seri@ a au-
toanticorpilor anti LDL-oxidat a fost semnifica-
tiv scazuti la loturile de pacigncu infarct mio-
cardic acut, angkinstabik si angira stabik, Tn
etapa injiala, dup 30 de zile la o nauevalua-
re, evideriaza cresteri marcate ale acestui para-
metru la lotul infarct miocardic acut. Aceds¥
puns reflect probabil activarea imundetermi-
naé de expunerea la LDL-oxidat la epitopii
specifici oxidai, eliberai atat prin fisura gcii
aterosclerotice cati, in cazul infarctului mio-
cardic acut, din surse suplimentare (celule mus-
culare netede, celule apoptotiéeln studiul
nostru, concenttale autoanticorpilor anti
LDL-oxidat difereniazi pacienii cu infarct mi-
ocardic acusi angini instabik fata de pacietii

cu angira stabik si martori. Exis# corelaii in-
tre nivelele plasmatice ale autoanticorpilor anti
LDL-oxidat si citokinele proinflamatorii la toa-
te loturile de pacian dar mai ales o corgia
puternic@ la lotul infarct miocardic acut.

Concluzii

Concentrdgile serice crescute ale cito-
kinelor proinflamatorii la paciain cu ateroscle-
rozi coronaria confirma faptul G reagia in-
flamatorie apare precoce in leziunea ateroscle-
rotica si influenteaz major progresiai stabili-
tatea picilor de aterom, iar coreia cu marke-
rii circulanti ai oxidarii LDL (oLAB) poate fi
un indicator pentru predia riscului cardiac.
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