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Abstract. Atherosclerosis and its complications are the main causes of morbidity and mortality in Western
countries. Early detection and treatment of atherosclerosis is thus imperative to improve global health.
Identification of subjects at increased risk for atherosclerosis and its complications plays a central role in
the worldwide efforts to improve prevention, prediction, diagnosis, and prognosis of atherosclerosis and to
decrease the related costs. Despite their high predictive value on population level, traditional risk factors fail
to fully predict individual risk. With the recent advances in proteomics, many new risk factors with small-
to-moderate effects are likely to be identified. Additionally, individualized risk stratification and targeted
therapy may become feasible, each individual could potentially be assessed with a panel of tests for prot-
eomic markers, and on the basis of the individual’s composite risk profile, preventive and therapeutic steps
could then be undertaken. With a multimarker approach, it may also be possible to identify alterations in
pathways involved in atherogenesis, rather than focus on individual risk factors. This review article provides
a summary of current vascular biomarkers other than the traditional risk factors, with a special focus on the
proteomic markers. Tab. 1, Ref. 161, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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Abstrakt. Aterosklerdza a jej komplikacie su hlavnymi pri¢inami morbidity a mortality v krajindch zdpadného
sveta. V€asna detekcia a lietba aterosklerézy je preto nevyhnutnd na zlepSenie globalneho zdravia. Identi-
fikdcia 0sOb so zvysenym rizikom aterosklerdzy a jej komplikécii zohrava ustrednd ulohu v celosvetovom
usili o zlep3enie prevencie, predikcie, diagnostiky a prognézy aterosklerdzy a o znizenie suvisiacich nédkladov.
Napriek ich vysokej prediktivnej hodnote na populacnej irovni tradi¢né rizikové faktory nedokazu uplne pre-
dikovat individualne riziko. V stvislosti s recentnymi pokrokmi v proteomike sa pravdepodobne identifikuje
mnoho novych rizikovych faktorov s malym az strednym ucinkom. Okrem toho sa moze stat uskutocnitelnou
personalizovana stratifikdcia rizika a cielend terapia, kazdy jednotlivec by mohol byt potencidlne hodnoteny
siborom testov so zameranim na proteomické markery a na zéklade rizikového profilu jednotlivca by sa
potom mohli prijat profylaktické a terapeutické kroky. Tento prehladovy ¢lanok poskytuje suhrn stcasnych
vaskuldrnych biomarkerov inych ako tradi¢né rizikové faktory aterosklerézy s osobitnym zameranim na pro-
teomické markery. Tab. 1, Lit. 161, on-line full text (Free, PDF) www.cardiologyletters.sk
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Aterosklerdza (AS) je chronické, pomaly progredujice
degenerativne zapalové ochorenie cievnej steny (1). AS je
vo vSeobecnosti spdsobend poruchou metabolizmu lipidov,
rozvija sa na intimo-medidlnom rozhrani stredne velkych
a velkych artérii. Patogenéza AS je velmi komplexna
a v kone¢nom dosledku vedie k zhrubnutiu a stuhnutiu
artériovej steny a stendze limenu, ¢o vedie postupom casu
k okluzii ciev a vzniku kardiovaskuldarnych a cerebrovas-
kularnych prihod (2). Vyskyt a rozvoj AS je vysledkom
kombinacie pdsobenia roznych environmentdlnych a ge-
netickych faktorov.

V ostatnych rokoch $tudie preukazali, Ze stabilita ate-
rosklerotického plaku ma délezita tlohu v patogenéze AS
(3) a zapalové, koagula¢né, imunitné a iné faktory maja
dolezitu tlohu v procese transformdcie stabilného plaku na
vulnerabilny (4). Aterosklerotické plaky su vo v§eobecnosti
zlozené z lipidového jadra pokrytého fibréznou ¢iapockou,
ktora sa primarne sklada z extraceluldrnej matrix (ECM)
obsahujtcej velké mnozstvo kolagénovych vlakien, hlad-
kosvalovych buniek (SMC), a malého poc¢tu makrofagov.
Lipidové jadro sa sklada z makrofagov, SMC a ECM s velkym
poctom novovytvorenych ciev.

Aterosklerotické plaky sa rozdeluji na stabilné a vul-
nerabilné. Instabilita plaku je charakterizovana zvySenym
obsahom extracelularnych lipidov v plaku a nadmernym
po¢tom makrofagov vo fibroznej ¢iapocke. Pri rupture
plaku sa zvySuje pocet makrofagov vo fibroznej ¢iapocke,
ktoré uvoliiuju velké mnozstvo proteolytickych enzymov
a zéapalovych faktorov.

Proteomické pozadie aterosklerozy a jej
komplikacii

V ostatnom case sa velka pozornost ststreduje na
identifikdciu tkanivovych markerov aterosklerézy na ge-
nomickej, transkriptomickej a proteomickej drovni (5).
KedZze Tudsky protedm nie je staticky dtvar, zdd sa, ze je
potrebné odhadnut pocet druhov proteinov a nasledne
zmerat pocet kopii kazdého proteinu v konkrétnom tkanive.
Vyskumnici odhaduju pocet od 10000 (6) do niekolkych
milidrd (7) réznych druhov proteinov (8). Vyskum zaloze-
ny na proteomike ma potencial pontiknut pohlad na celtd
komplexnost aterosklerézy a méze odhalit nové biomarkery,
ktoré maju schopnost zlepsit predikciu neziaducich prihod
(9) (tabulka 1).

Pri objavovani biomarkerov predstavuje krvna plazma
biologicky material volby, pretoze v nej mozno preukazat
stopy vsetkych biologickych procesov a navyse sa da lahko
a neinvazivne odoberat. Z tychto dovodov sa analyza pro-
teinov, ktoré su vylucované tkanivami do obehu, dostala
do popredia zdujmu pri objavovani novych biomarkerov
(10, 11).
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Prehlad proteomickych markerov asociovanych
s aterosklerézou

1. Proteomické markery asociované s kostnym mineralo-
vym metabolizmom

Fibroblastovy rastovy faktor (FGF23), protein exprimova-
ny najma osteocytmi a osteoblastmi v kostiach, ma vyznamnu
ulohu v regulacii kalcium-fosfatového metabolizmu. FGF23
indukuje vznik a rozvoj aterosklerdzy prostrednictvom svojho
vplyvu na vaskuldrnu kalcifikiciu a endotelovii dysfunkciu
(12, 13).

Nedavne klinické stadie poskytli dokazy, ktoré poukazuju
na vztah medzi zvySenymi hladinami FGF23 v cirkuldcii
a pritomnostou kardiovaskularnych ochoreni (KVO) na
podklade aterosklerdzy (14, 15). Predchadzajice studie od-
halili, ze sérové hladiny FGF23 stvisia nielen s pritomnostou
subklinickej aterosklerdzy, ale aj ischemickej choroby srdca
(ICHS) (16 - 18), ¢o naznacuje tGcast FGF23 na vzniku aj
progresii ateroskler6zy (19). Sérové hladiny FGF23 st nielen
asociované s pritomnostou ICHS, ale zvysuju sa aj s kumu-
lativihnym poctom stenotickych artérii (18). Okrem toho bola
zaznamenana pozitivna korelacia medzi sérovymi hladinami
FGF23 a intimo-medialnou hribkou karotidy (IMT) v popu-
lacii s diabetom 2. typu (DM2), ale aj bez diabetu (16, 19).
KedZe IMT moze sluzit ako indikator v¢asnej aterosklerdzy,
tieto zistenia poukazuji na mozné vyuzitie sérovych hladin
FGF23 na diagnostiku klinickej aterosklerézy v ranom $tadiu
(19). Biscetti et al. vo svojej $tudii vyuzivali na diagnostiku
periférneho artériového ochorenia (PAO) ¢lenkovo-brachidlny
index (ABI) a definovali jeho zévaznost podla Fontaineovej
klasifikacie. U 976 talianskych pacientov s DM2 preukazali,
ze sérové hladiny FGF23 nezdvisle a pozitivne korelovali
s pritomnostou a zavaznostou PAO, ¢o naznacuje, Ze zvySené
sérové hladiny FGF23 by mohli predstavovat dolezity rizikovy
faktor PAO (20).

Osteoglycin (OGN) je glykoprotein asociovany s kost-
nym metabolizmom, ale je tiez zdkladnou zlozkou ECM
ciev (21, 22).

Pacienti s kardiovaskuldrnymi prihodami (MACE, major
adverse cardiovascular events — mortalita z roznych pri¢in,
akatny korondrny syndrém, neplanovana korondrna revas-
kularizdcia, cievna mozgova prihoda) pocas prvého roka
follow-upu mali vyssie plazmatické hladiny OGN (pripady:
13,7 (8,0 — 18,4) vs. kontroly: 9,6 (7,2 - 13,7) ng/ml; p =
0,011) v case koronarografie v porovnani s pacientmi bez
MACE pocas jednoro¢ného follow-upu (23). Po adjustacii
na konven¢né kardiovaskuldrne rizikové faktory v multi-
variantnej logistickej regresnej analyze boli vyssie hladiny
OGN nezavisle asociované s vyskytom MACE v priebehu
sledovania (OR 1,53; 95 % CI 1,11 - 2,11; p = 0,010) (23).
Vyssie cirkulujuce hladiny OGN boli nezavisle prediktory
vyskytu MACE v priebehu jedného roka po koronarografii
(23).
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Tabulka 1 Sthrn proteomickych biomarkerov kardiovaskularnych ochoreni

BIOMARKER POPIS BIOMARKERA TKANIVO KLINICKY HLAVNE POZOROVANIA LITERATURA
KONTEXT
FGF23 Protein asociovany Sérum PAO,ICHS  Zvysené hladiny koreluju s pritomnostou  Biscetti et al. (20)
s metabolizmom kosti a zavaznostou PAO a ICHS Hu et al. (18)
OSTEOGLYCIN Protein asociovany Plazma MACE Zvysené hladiny asociované Cheng et al. (23)
s metabolizmom kosti s incidenciou MACE
OSTEOPONTIN Protein asociovany Karoticky plak, MACE Predikcia MACE v oblastiach De Kleijn et al. (26)
s metabolizmom kosti plazma postihnutych AS
OSTEOPROTEGERIN  Protein asociovany Sérum, plazma ICHS,IM,  ZvySené koncentrécie asociované Kadoglou et al. (42) Sandberg
s metabolizmom kosti CAS,PAO  sICHS, IM, CAS, PAO et al. (44) Demkovd et al. (45)
IL-27 Protein asociovany Karoticky plak, CAS Zvysené hladiny u pacientov s CAS Gregersen et al. (63)
so zapalom plazma
S100A12 Protein asociovany Sérum PAO,ICHS Zvysené hladiny asociované s PAO, Malmstedt et al. (76) Ligthart
so zapalom amputdciou, mortalitou, ICHS et al. (80)
TNFR1/2 Protein asociovany Sérum KVO Prediktor incidencie KVO Carlsson et al. (90)
so zapalom
CRP Protein asociovany Plazma PAO,ICHS Zvysené hladiny asociované s PAO, Wildman et al. (101) Rao et
so zapalom ICHS al. (107)
SAA Protein asociovany Plazma PAO, ICHS Zvysené hladiny u pacientov s AS Delanghe et al. (116)
so zapalom koronarnych a periférnych artérii
CD14 Protein asociovany Mo¢ ICHS Zvysené hladiny koreluju Leeetal. (121)
s imunitou s pritomnostou a zavaznostou ICHS
NGAL/MMP-9 Protein asociovany Plazma AS,MACE Zvy$ena expresia v nestabilnych Hemdahl et al. (124) Cheng
so zapalom, marker aterosklerotickych plakoch, zvysené etal. (23)
poskodenia oblic¢iek hladiny asociované s MACE
TROMBOSPONDIN-1  Protein asociovany Plazma CAS Signifikantne vyssie u pacientovs AS  Rocchiccioli et al. (132)
so zapalom
VITAMIN D VIAZUCI ~ Marker akutnych prihod ~ Plazma CAS Signifikantne vyssie u pacientovs AS  Rocchiccioli et al. (132)
PROTEIN
B2M Protein asociovany Sérum PAO Zvysené hladiny pri PAO Wilson et al. (133)
s imunitou, marker
poskodenia obli¢iek
TRAIL-R2 Protein asociovany Plazma Mozgové AS  Signifikantne vyssie u pacientovs AS ~ Pan et al. (139)
s apoptozou
KIM-1 Marker poskodenia obli¢iek Plazma, mo¢ ~ KVO Asociovany s KVO na podklade AS Park et al. (143)
MMP-1 Protein asociovany Sérum CAS Zvysena u pacientov s CAS Hu et al. (16)
s degradaciou ECM
MMP-2 Protein asociovany Karoticky plak ~ CAS Zvy$ena u pacientov s CAS Miiller et al. (153)
s degradaciou ECM
MMP-3 Protein asociovany Sérum CAS Zvysena u pacientov s CAS Hu et al. (16)
s degradaciou ECM
MMP-8 Protein asociovany Karoticky plak ~ CAS Zvy$ena u pacientov s CAS Miiller et al. (153)
s degradaciou ECM
MMP-9 Protein asociovany Karoticky plak  CAS Zvysena u pacientov s CAS Miiller et al. (153)
s degradaciou ECM
MMP-10 Protein asociovany Karoticky plak ~ CAS Zvy$ena u pacientov s CAS Miiller et al. (153)
s degradaciou ECM
MMP-12 Protein asociovany Sérum CAS Zvysena u pacientov s CAS Hu et al. (16)
s degradaciou ECM
MMP-14 Protein asociovany Karoticky plak ~ CAS Zvysena u pacientov s CAS Miiller et al. (153)
s degradaciou ECM
TIMP-1 Protein asociovany Plazma CAS Zvy$end u pacientov s AS Lynch et al. (157)
s degradaciou ECM
TIMP-2 Protein asociovany Plazma CAS Zvysena u pacientov s AS Lynch et al. (157)
s degradaciou ECM

MACE - kardiovaskularne prihody (major adverse cardiovascular events) (mortalita z roznych pricin, akatny koronarny syndrém, neplanovana koronarna revas-
kularizacia, cievna mozgova prihoda), KVO - kardiovaskularne ochorenie (IM, cievna mozgova prihoda, PAO), IM - infarkt myokardu, PAO - periférne artériové
ochorenie, ICHS - ischemickd choroba srdca, CAS - karoticka aterosklerdza, AS - ateroskleréza, ECM - extraceluldrna matrix
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Osteopontin (OPN) je sekre¢ny multifunkény glykofos-
foprotein produkovany bunkami zapojenymi do morfogenézy
kosti a jednou z hlavnych fyziologickych uloh osteopontinu
je kontrola biomineralizacie a kalcifikacie (24). Osteopontin
posobi aj ako fyziologicky inhibitor vaskularnej kalcifikdcie
(25). Nedavna proteomicka $tidia preukdzala, ze tkanivova
expresia osteopontinu v karotickych plakoch a jeho plazma-
tické hladiny st prediktormi kardiovaskularnych prihod (26).

Osteoprotegerin (OPG) je sekrecny glykoprotein, ktory
patri do rodiny receptorov pre tumor nekrotizujuci faktor
a zohrava ulohu pri AS (27). OPG je syntetizovany osteob-
lastmi (28). Exprimovany je aj v bunkach, ktoré sa podielaju
na vyvoji a progresii aterdmového plaku, ako st hladkosvalové
bunky steny tepien (29), endotelové bunky (30) a megakary-
ocyty (31), a v mnohych dalsich tkanivach.

Dolezitt tlohu mé pri reguldcii osteoklastickej resorpcie
(32). Chrani receptor RANK (receptor activator of nuclear
factor kB) pred interakciou s ligandom RANK (RANKL)
(33). V nepritomnosti OPG sa cytokin RANKL spaja s RANK
receptorom lokalizovanym na osteoklastoch, ¢o vedie k osteo-
klastickej resorpcii (34). RANKL sa povazuje za stimulator
kostnej resorpcie prostrednictvom indukcie diferenciacie
osteoklastov a aktivacie zrelych osteoklastov (35). OPG je
antagonistom RANKL, a teda chrani kostné tkanivo pred
resorpciou (36). RANK a RANKL st tiez proteiny patriace do
superrodiny TNF (tumor nekrotizujuci faktor) (37). Interak-
cii medzi RANK a RANKL sa pripisuje destabilizacia plaku
a mozno predpokladat, ze OPG sa ako receptor pre RANKL
sprava ako protizapalovy mediator (38). OPG je receptorom
aj pre TRAIL ligand (TNF-related apoptosis inducing ligand)
(39). TRAIL je tiez protein a dal$i ¢len superrodiny TNEF.
OPG chrani endotelové bunky pred apoptézou a podporuje
neovaskularizdciu (37).

Nedavno sa preukazalo, Ze hladina OPG v sére pozitivne
koreluje so zavaznostou aterosklerdzy, najmé s progresiou
KVO (40, 41). Tieto zistenia dalej podporuju uvedeny zaver,
ze OPG je rizikovym faktorom progresie AS a KVO (39).
Okrem toho su zvySené koncentracie OPG asociované so
zavaznostou nestabilnej anginy pektoris, PAO a srdcovym zly-
hanim, vulnerabilnymi karotickymi plakmi, symptomatickou
stendzou karotid a akutnym infarktom myokardu (42 - 44).
V nasej predchadzajucej $tudii, ktora obsahovala 165 kon-
sekutivnych pacientov s DM2, sme pozorovali signifikantnt
korelaciu medzi sérovymi hladinami OPG a pritomnostou
aj zavaznostou (vyjadrenou prstovo-brachidlnym indexom,
TBI) PAO u pacientov s DM2 (r = -0,308; p < 0,001).
V multivariantnej analyze s vekom, pohlavim, indexom te-
lesnej hmotnosti (BMI), HDL cholesterolom (HDLC) a OPG
ako nezavislymi premennymi bolo zvy$enie sérového OPG
jedinym biochemickym parametrom, ktory signifikantne
predikoval zniZenie TBI (p = 0,02), t. j. zavaznejsie PAO
(45). Nase zistenia su v sulade so $tudiou Niu et al. (46)
zahrniajicou 712 tcastnikov, ktord preukdzala linedrny narast
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priemernych hladin OPG od skupiny so zdravymi jedincami
bez stendzy az po skupinu s tazkou stendzou artérii dolnych
koncatin (zniZovanie perfuzie dolnych koncatin).

OPG moze zohravat kluc¢ova tlohu pri kalcifikdcii arté-
riovej steny, a tym prispievat k rozvoju KVO (47). Kalcifi-
kacia artériovej steny moze suvisiet s redukovanou kostnou
mineralnou denzitou a zvySenou incidenciou fraktar (48,
49). OPG preukazal silnt asociaciu so zvySenym skore kal-
cifikicie koronarnych artérii (50, 51). OPG bol asociovany
so zvy$enym rizikom abnormalnej IMT, karotického plaku
a kalcifikacie aorty (52). Hladiny OPG st zvy$ené u pacientov
s diabetes mellitus 1. a 2. typu a suvisia so zlou glykemickou
kompenzaciou (53, 54). Hladiny OPG st vyznamne zvySené
aj u osob s artériovou hypertenziou (55). Lie¢ba inzulinom,
glitazonmi a statinmi zniZuje hladiny OPG (37).

OPG moze byt potencidlnym biomarkerom kontroly
diabetu a jeho komplikacii, AS, vaskuldrnej kalcifikdcie
a mortality (37). Cirkulujici OPG sa mdze merat v plazme
(kde je hladina vyssia) aj v sére (kde je nizsia) (37).

Doposial v§ak nebolo objasnené, ¢i zvySenie sérovych
hladin OPG pri roznych kardiovaskuldrnych prihodach pred-
stavuje kompenza¢ny mechanizmus ako prevenciu poskodenia
ciev, alebo je za takéto poskodenie zodpovedné (56).

2. Proteomické markery asociované so zapalom a imunitou

Interleukin-27 (IL-27), ¢len rodiny cytokinov IL-12, je
secernovany ako heterodimér pozostavajuci z Epstein-Barr-
-indukovaného produktu génu 3 (EBI3) a p28, pricom jeho
hlavnym bunkovym zdrojom st antigén prezentujuce bunky,
ako su makrofagy a dendritické bunky (57). IL-27 je dolezity
cytokin pri zapalovych ochoreniach, je zapojeny do zapalového
procesu asociovaného s rozvojom AS (58, 59).

Pri AS sa v plakoch zistila zvy$ena expresia p28 a Ebi3
a u pacientov s ICHS sa zaznamenali zvysené hladiny IL-27
v cirkuldcii, ktoré suvisia so zavaznostou ochorenia (60). Pre-
ukazali sa aj proaterogénne ucinky IL-27 pri aktivacii endotelu
a v¢asnom vyvoji plaku (61, 62). Podla $tudie Gregersena et
al. (63) boli plazmatické hladiny IL-27 vyznamne zvy$ené
u pacientov s karotickou AS (n = 140) v porovnani so zdra-
vymi kontrolami (n = 19) (medidn (interkvartilové rozpitie):
4,77 (1,82 - 11,99) ng/ml oproti 1,17 (0,85 - 1,80) ng/ml,
p < 0,001). Analyzy qPCR preukdzali zvy$ené hladiny mRNA
IL-27p28 (p = 0,06), Ebi3 (p < 0,001) a IL-27RA (p < 0,001)
v karotickych plakoch (n = 159) v porovnani s kontrolami (n
=9), hoci rozdiel pre IL-27p28 nedosiahol $tatisticku signifi-
kanciu. Zvysena hladina IL-27 sa u pacientov s karotickou AS
preukazala systémovo (IL-27) a aj v ramci aterosklerotickej
lézie (IL-27 a IL-27R) (63). Aj iné starSie $tudie preukdzali
zmenu hladin IL-27 pri koronarnej AS (60, 64, 65). Expresia
podjednotiek IL-27 Ebi3 a p28 v karotickych plakoch bola
tiez uz davnejsie popisana v malom subore pacientov (66).

Extracelularny novoidentifikovany receptor pre protein
viaZuci konecné produkty pokrocilej glykacie (EN-RAGE,



extracellular newly identified receptor for advanced glyca-
tion end-products binding protein) je maly kalcium viaZuci
proinflamatorny protein, ktory vyluc¢uju najma granulocyty
a myeloidné bunky. Najznadmej$imi cielovymi proteinmi pre
EN-RAGE st RAGE (67) a TLR4 (Toll-like Receptor 4) (68).
Ligdcia EN-RAGE s RAGE alebo TLR4 aktivuje zapalové
kaskady a vedie ku vzniku portch ciev (69). EN-RAGE je
pozitivne asociovany s chronickymi zapalovymi ochoreniami,
ako je subklinicka AS a ICHS, a jeho sérové koncentracie
koreluju s aktivitou ochorenia (70, 71). EN-RAGE nie je
detekovatelny v hladkosvalovych bunkach normalnych ciev,
ale mozno ho detekovat v hladkosvalovych bunkach cievnej
steny po poskodeni endotelu vodi¢om a tiez v hladkosvalovych
bunkach cievnej steny postihnutej aterosklerézou (72, 73).

V $tadii s 380 subjektmi bez predchadzajicej anamnézy
diabetu (74) bol EN-RAGE asociovany s rychlostou pulzovej
vlny (PWYV, pulse wave velocity) (r = 0,14; p < 0,01), ako
véasnym markerom KVO, v jednoduchej regresnej analyze
a tiez v multivaridtnej regresnej analyze (p = 0,02). Basta et al.
(75) pozorovali silnt asociaciu medzi vys$imi plazmatickymi
koncentraciami EN-RAGE a zvy$enym kardiovaskuldarnym
rizikom. Stidia Malmstedta et al. (76) so 146 pacientmi s DM2
preukazala, Ze vyssie plazmatické hladiny EN-RAGE suvisia
so zvySenym rizikom amputdcie alebo mortality v priebehu
12-ro¢ného follow-upu [HR 1,29; 95 % CI (1,04, 1,59) a HR
1,79; 95 % CI (1,07, 2,99)) a so zvy$enym rizikom vzniku
PAO alebo mortality v priebehu 12-ro¢ného follow-upu (HR
1,22; 95 % CI (1,00, 1,49) a HR 1,56; 95 % CI (1,00, 2,44))
po adjustacii na vek a pohlavie. Tieto vysledky su v sulade
s predchadzajucimi dokazmi o zvySenej expresii EN-RAGE
v korondrnych artériach diabetikov (v porovnani s nediabe-
tikmi) (77) a s tym, Ze zvySend plazmatickd expresia EN-
-RAGE bola v prierezovych stadiach spojend s prevalenciou
KVO (78) a PAO (79). Aj v studii Ligtharta et al. (80) s 839
ucastnikmi EN-RAGE preukazal najsilnej$iu asociaciu s ICHS
(p = 2 x 10 -3). Burke et al. (77) potvrdili silna expresiu
EN-RAGE v hladkosvalovych bunkich koronarnych artérii,
ktora bola asociovana s rupturou plaku a nahlou kardidlnou
smrtou, ¢o naznacuje, Ze EN-RAGE je bud markerom, alebo
medidtorom dysfunkcie vaskularnych SMC.

Receptor pre tumor nekrotizujuci faktor (TNFR, tumor
necrosis factor receptor) je triméricky cytokinovy receptor,
ktory viaze tumor nekrotizujtci faktor (81). Studie preukd-
zali, ze TNFR1/2 p6sobia ako imunitné mediatory a reguluju
zapalovi kaskddu. TNFRI1 je receptor, ktory sprostredkuje
poskodenie buniek, apoptézu a smrt prostrednictvom nuk-
learneho faktora kB, naopak TNFR2 moze spdsobit migraciu,
proliferaciu a obnovu buniek s cielom bojovat proti $kodlivym
ucinkom TNFRI (82, 83). TNFRI je exprimovany takmer
vo vsetkych typoch buniek (okrem erytrocytov), zatial ¢o
TNFR2 sa nachadza predovsetkym v bunkach imunitného
systému a v bunkach myokardu (84, 85). Zvy$ené hodnoty
TNFR1 a TNFR2 sa bezne povazuji za znamku aktivacie za-
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palového procesu, ktory vedie k vzniku aterosklerotickej 1ézie
a moze tiez spustit rupturu plaku (86, 87). Suvislost medzi
TNFR1 a TNFR2 a vyskytom KVO by sa mohla vysvetlit
ich aterosklerotickym u¢inkom alebo tym, Zze su markermi
systémového zapalu (86, 87). Zapal zohrava doleziti dlohu
pri vzniku aterosklerotickej 1ézie, ako aj pri ruptdre plaku,
ktora je kone¢nym sptstacom vacsiny ischemickych kardio-
vaskularnych prihod (88). Cim vys§i je TNFR-1, tym vicsie
je riziko zavazného ochorenia tepien dolnych koncatin (89).

Carlssonova studia identifikovala dolezitd asociaciu medzi
koncentraciami cirkulujicich TNFR1 a TNFR2 a kardiovasku-
larnymi prihodami u diabetikov 2. typu. Oba TNEFR spolahlivo
predpovedali vyskyt kardiovaskularnych prihod nezavisle od
veku, pohlavia a pritomnosti chronického ochorenia obli¢iek
(p < 0,001 pre TNFR1, p = 0,004 pre TNFR2) (90). Okrem
toho sa ukazalo, Ze vyssie koncentracie TNFR2 st spojené
s ICHS u zien s diabetom (86).

C-reaktivny protein (CRP) je reaktant akutnej fazy pat-
riaci do rodiny pentraxinov. Produkuju ho takmer vyluc¢ne
hepatocyty ako odpoved na stimulaciu interleukinom 6 (91).
Medzi hlavné funkcie CRP patri vdzba na rozne ligandy na
poskodenych tkanivdch s naslednou propagaciou oboch -
protizapalovych aj prozapalovych ucinkov (92 - 94). CRP
zohréva aktivnu ulohu aj v procese AS (95, 96).

Muzi a Zeny s PAO dolnych koncatin maju vyssie hladiny
CRP ako muzi a Zeny bez PAO. Observaéné $tadie davaju do
stvislosti vyssie hladiny CRP so zavaznej$im PAO, vyraznej$im
funkénym postihnutim dolnych konéatin, vyraznej$im pokle-
som ABI, vyraznej$im zhor$enim vykonnosti dolnych konéatin
a vy$$ou mierou kardiovaskuldrnej morbidity a mortality (97).
Vyssie hladiny CRP su tiez asociované s horsimi vysledkami
po revaskularizicii ciev dolnych koncatin, vratane restendzy
graftu a mortality (97). Hladiny cirkulujiiccho CRP moézu byt
vyssie u pacientov s PAO s kritickou koncatinovou ischémiou
v porovnani s pacientmi s intermitentnymi klaudikaciami
(98, 99). U 0s6b s PAO st vyssie hladiny CRP asociované
s pomal$ou chodzou a krat$imi vzdialenostami dosiahnutymi
v $estminttovom teste chodze, dokonca aj po adjustacii na
ABI a komorbidity (100).

V ramci Narodného prieskumu zdravia a vyzivy (Natio-
nal Health and Nutrition Examination Survey), ktorého sa
zllastnilo 4787 muzov a Zien, ktori podstapili meranie ABI,
boli vyssie hladiny CRP asociované s niz§imi hodnotami ABI.
Po adjustdcii na tradi¢né rizikové faktory KVO mali Gcastnici
v najvyssom kvartile CRP dvojnasobne vys$siu pravdepodob-
nost PAO v porovnani s ucastnikmi v najniz§om kvartile
(101). V stadii 387 pacientov s PAO hodnoty ABI postupne
klesali v tertiloch so stdpajucimi hladinami CRP: prvy tertil
(CRP < 1,72 mg/l) ABI = 0,70; druhy tertil (CRP >1,72 az
< 3,56 mg/l) ABI = 0,65; a treti tertil (CRP > 3,56 mg/1) ABI
= 0,57 (p trend = 0,001) (102). V $tudii Physician’s Health
Study sa u 140 muzov, u ktorych sa neskor vyvinulo PAO,
pozorovali vyssie hladiny CRP na zaciatku $tudie v porov-
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nani s muzmi, u ktorych sa PAO nevyskytlo (1,34 mg/l vs.
0,99 mg/l, p = 0,04) (103). V $tadii Women’s Health Study
boli u 27935 Zien vyssie vychodiskové hladiny CRP spojené
so zvySenym rizikom vzniku PAO v priebehu 12-ro¢ného
sledovania (104).

Hladiny cirkulujucich zapalovych biomarkerov mézu byt
vyssie u pacientov s PAO s kritickou koncatinovou ischémiou
v porovnani s pacientmi s intermitentnymi klaudikaciami.
Studia Cassara et al. preukazala, Ze 30 pacientov s kritickou
koncatinovou ischémiou malo vyssie hladiny CRP v po-
rovnani so 132 pacientmi s intermitentnymi klaudikaciami
(p = 0,001) a 40 pacientmi bez PAO (p < 0,001) (7,17 mg/l
pre kriticka koncatinovua ischémiu vs. 3,4 mg/l pre intermi-
tentné klaudikacie vs. 1,04 mg/1 pre kontroly) (98). Studia
Owena et al. na 91 pacientoch, ktori podstupili revasku-
larizaciu ciev dolnych konéatin, preukdzala vyskyt vyssich
hladin zapalovych biomarkerov u 50 pacientov s kritickou
koncatinovou ischémiou v porovnani s pacientmi bez kritickej
koncatinovej ischémie (99). Pacienti s vychodiskovou hladi-
nou CRP > 5,0 mg/l mali vyznamne vys$§iu mieru mortality,
kardiovaskularnych prihod a prihod suvisiacich s graftom
v porovnani s pacientmi s vychodiskovou hladinou CRP
< 5,0 mg/l v priebehu sledovania pocas priemerne 342 dni
(99). Studia 172 konsekutivnych pacientov s PAO, ktori
podstupili perkutannu angioplastiku pre PAO v stadiu Ila,
IIb alebo III podla Fontaineho, preukdzala, ze vyraznejsie
zvysenie hladiny CRP pocas prvych 48 hodin po angioplastike
bolo spojené s vy$sou mierou restendzy a niz$ou hodnotou
ABI s odstupom S$iestich mesiacov (105).

Jedinci v hornom kvartile CRP maju dvoj- az trojnasobne
vyssie riziko vyskytu koronarnej prihody v porovnani s je-
dincami v dolnom kvartile (106). O potenciali plazmatickej
hladiny CRP ako prediktora korondrneho rizika sa vsak stéle
diskutuje. V stadii Rao et al. (107) mali jedinci v hornom
kvartile hsCRP priblizne $tyrikrat vyssie riziko vzniku recidi-
vujucej koronarnej prihody v porovnani s jedincami v dolnom
kvartile (OR 3,79; 95 % CI 1,45 - 9,89; p = 0,006). Tieto udaje
naznacuju, ze vysoké hladiny hsCRP poskytuji dodato¢nu
prediktivnu hodnotu k tradi¢nym rizikovym faktorom pri
identifikdcii os6b postihnutych ICHS, u ktorych by sa mohla
vyvinut recidivujica korondrna prihoda (107).

Sérovy amyloid A (SAA) je protein, ktory patri medzi
proteiny akutnej fazy syntetizujuce sa predovsetkym v peceni.
Mnozstvo studii naznacuje proaterogénne ucinky SAA, ako
je stimuldcia sekrécie prozapalovych cytokinov monocytmi,
makrofdgmi a lymfocytmi a indukcia endotelovej dysfunkcie
(108 - 112). Proteomicka analyza umoznila identifikovat
zvy$ené hladiny SAA akuatnej fazy (AP SAA) vo vsetkych
lipoproteinovych frakciach, predovsetkym v LDL cholesterole
(LDLC) pacientov s aterosklerézou. Vyssie hladiny AP SAA
u pacientov naznac¢uji tlohu LDLC ako nosi¢a AP SAA do
subendotelového priestoru cievnej steny, kde sa potom AP
SAA hromadi a méZe posobit skodlivo (113).
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Okrem toho aj $tudia na my$Som modeli in vivo demonstro-
vala, ze SAA sa uklada v aterosklerotickych 1ézidch vo vetkych
$tadiach vyvoja a pozitivne koreluje aj s plochou 1ézie (114).
Ukadzalo sa tiez, Ze hladina SAA je zvySena u pacientov s AS
korondarnych a periférnych tepien (115, 116). Ogasawara et al.
(117) prezentovali, Ze SAA asociovany s LDLC predstavuje
marker intravaskuldrneho zapalu u pacientov so stabilnou
ICHS. Napokon sa preukazal aj silny nezavisly vztah medzi
SAA a buducimi kardiovaskularnymi prihodami (118, 119).
Vysledok kolektivu Lepedda et al. (113) dalej podporuje zis-
tenia o proaterogénnom posobeni AP SAA, jeho hladiny boli
v LDLC frakcii pacientov s aterosklerdzou zvy$ené az Strndst-
nasobne. Skimali vzorky plazmy 79 pacientov podstupujucich
karoticku endarterektomiu a 57 zdravych normolipidemickych
kontrol. Naznacuje to potencidlnu suvislost medzi AP SAA
a pritomnostou pokrocilych karotickych 1ézii.

CD14. Okrem funkcie v signalizacii lipopolysacharidov
moze CD14 zohravat tlohu aj u zapalovych ochoreni pros-
trednictvom reguldcie imunitného systému ako odpovede na
posobenie endotoxinu (120).

Pacienti s ICHS (n = 73) mali vyznamne vyssie hladiny
CD14 v moc¢i v porovnani so zdravymi kontrolami (n = 35)
(p < 0,001) a hladina CD14 v mo¢i pozitivne korelovala so
zavaznostou ICHS a poctom postihnutych ciev (121). Zaroven
sa podiel CD14+ monocytov vyznamne zvysil u pacientov
s ICHS (59,7 + 3,6 %) v porovnani so zdravymi kontrolami
(14,9 £ 2,1 %) (p < 0,001), ¢o naznacuje, Ze vysoka hladina
CD14 v mo¢i mdze byt potencidlne zapojend do patogenézy
ICHS (121). Vysoka hladina CD14 v moci alebo zvySeny
pocet CD14+ monocytov modze byt dosledkom chronického
zépalu u pacientov s ICHS (121).

Neutrofilovy s gelatinazou asociovany lipokalin (NGAL)
je protein exprimovany v neutrofiloch, srdci, aorte a v nizkych
hladindch aj v oblickach (122, 123). Hoci je NGAL dobre
znamy ako biomarker poskodenia obli¢iek, ukazalo sa, Ze
NGAL by mohol zohravat tlohu aj v procese aterosklerdzy
(124). NGAL je schopny vytvarat stabilny, biologicky aktivny
komplex s matrixovou metaloproteindzou 9 (MMP9), ¢im
zabranuje jej degraddcii, a tym predlzuje aktivitu MMP9 (125,
126). MMP?9 je protedza z rodiny matrixovych metaloprotei-
naz (MMP), ktord je schopna degradovat $iroké spektrum
zloziek extraceluldrnej matrix a je zodpovednad za vaskularnu
remodeldciu a rozpad fibroznej ¢iapocky aterosklerotickych
1ézii, ¢o vedie k vulnerabilite plaku (127).

Existuju dokazy, ze NGAL a jeho komplex NGAL/MMP9
vykazuja zvySenu expresiu v nestabilnych aterosklerotickych
plakoch (124, 128). Komplex NGAL/MMP9 zohrava tlohu
v zapalovej kaskade veducej k nestabilite plaku. Pacienti,
u ktorych doglo k MACE (mortalita zo vietkych pricin, akutny
koronarny syndrém, neplanovana koronarna revaskularizacia,
cievna mozgova prihoda) v priebehu jednoro¢ného follow-
-upu, mali uz v Case koronarografie vyssie hladiny NGAL
(pripady: median 114 (67 - 167) vs. kontroly: 96 (58 - 133)



ng/ml; p = 0,038) v porovnani s pacientmi bez nasledného
MACE v priebehu follow-upu. Po adjustacii na konvenc¢né
kardiovaskuldrne rizikové faktory v multivariatnej logistic-
kej regresnej analyze boli vy$sie hladiny NGAL/MMP9 (OR
1,37; 95 % CI 1,01 - 1,85; p = 0,042) nezavisle asociované
s vyskytom MACE v priebehu jednoro¢ného follow-upu (23).
Vyssie hladiny komplexu NGAL/MMP9 v cirkuldcii nezavisle
predikovali vyskyt MACE v priebehu jedného roka po ko-
ronarografii (23). Hladiny NGAL/MMP9 maju prognosticku
hodnotu u pacientov s ICHS (23).

Trombospondin-1 je zastupcom proteinov asociovanych
s extracelularnou matrix, ovplyviluje maturaciu aterosklerotic-
kého plaku (129). Protein viaZuci vitamin D je extracelularny
protein a marker akutnych prihod (130, 131). Merali sa vo
vzorkach plazmy kandiddtov na karoticki endarterektomiu
a zistilo sa, ze ich hladiny mali tito pacienti vyrazne vyssie
v porovnani s pacientmi bez aterosklerézy. Mozeme ich
teda potencidlne vyuzit ako prediktory hodnotenia rizika
aterosklerozy (132).

Vyssie hladiny beta-2 mikroglobulinu (B2M), 12-kDa
proteinu u pacientov s PAO v porovnani s osobami bez PAO
boli preukdzané v dvoch $tudiach zahrfnajiacich 40 a 237
ucastnikov (133).

3. Proteomické markery asociované s apoptézou

TRAIL ligand (Tumor necrosis factor-related apoptosis-
-inducing ligand) patri do superrodiny TNF ligandov. Existuje
pét roznych typov receptorov pre TRAIL. Dva receptory smrti,
DR4/TRAIL-R1 a DR5/TRAIL-R?2, iniciuji apoptdzu, zatial
¢o dalsie tri receptory, TRAIL-R3/DcR1, TRAIL-R4/DcR2
a OPG, antagonizuju apoptoticku signalizaciu (134, 135).

Receptor smrti 5 (DR5, death receptor 5) spusta po
naviazani na TRAIL apoptézu (136). DR5 je exprimovany
v roznych bunkach, ako st endotelové bunky, hladkosvalové
bunky cievnej steny a niektoré zapalové bunky (lymfocyty,
neutrofily, mastocyty), a priamo alebo nepriamo sa podiela
na patogenéze AS (134, 137, 138).

V studii Pana et al. (139), ktora obsahovala 132 pacien-
tov s aterosklerézou velkych ciev a 60 kontrol, bola hladina
DR5 signifikantne vy$sia u pacientov s AS ako u kontrol (p
< 0,001). Logisticka regresnd analyza v tejto $tadii odhalila,
ze riziko zdvaznej mozgovej AS sa vyznamne zvysilo pri
vysokych plazmatickych hladinach DR5 (OR 3,593; 95 % CI
1,878 - 6,869, p < 0,001) a suviselo so zavaznostou mozgovej
AS. Okrem toho plazmaticka hladina DR5 rastla so zvysujucim
sa poctom artérii postihnutych AS. Autori dospeli k zaveru,
ze plazmaticka hladina DR5 nesuvisi s prognozou, ale moze
sa podielat na progresii AS a vzniku cievnej mozgovej pri-
hody (139). Receptor TRAIL-R2 bol v $tudii Vdstmanland
Myocardial Infarction Study, ktora obsahovala 847 konseku-
tivnych pacientov, tiez nezavislym prediktorom dlhodobej
mortality zo vSetkych pri¢in (HR 1,37, 95 % CI 1,12 - 1,67,
p = 0,002) (140).
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4. Proteomické markery asociované s poskodenim renal-

nych buniek

Kidney injury molecule-1 (KIM-1) je transmembra-
novy protein exprimovany najmi v bunkach proximdlnych
tubulov obli¢iek. Medzi KIM-1 a vécsinou tradi¢nych kar-
diovaskuldrnych rizikovych faktorov existuje signifikantny
vztah (141). KIM-1 by teda mohol predstavovat v§eobecnejsi
marker subklinického a/alebo klinického poskodenia tkaniva
vyvolaného kardiovaskularnymi rizikovymi faktormi. Toto
poskodenie moze viest k zjavnému KVO (141). V $tudii 1251
pacientov, ktori podstupili koronarnu a periférnu angiografiu
s intervenciou alebo bez nej, bol plazmaticky KIM-1 jednym
z prediktorov pritomnosti vyznamnej ICHS. Pre ucely tejto
analyzy bola signifikantna korondrna stenéza charakterizovand
viac ako 70 % lumindlnou obstrukciou. Pacienti s vyznamnou
korondrnou stendzou mali vyznamne vyssiu hladinu KIM-1
ako pacienti bez vyznamnej stenézy (0,04 mg/ml vs. 0,03 ng/
ml (p < 0,001)) (142). KIM-1 v moci indexovany na moco-
vy kreatinin bol nezavisle asociovany s kardiovaskularnymi
prihodami na podklade AS (suponovany alebo potvrdeny
infarkt myokardu, suponovana alebo potvrdena ischemicka
cievna mozgova prihoda alebo PAO) (aHR na log SD 1,21
(95 % CI, 1,02 - 1,41)) (143). Vy$si KIM-1/Cr bol nezavisle
asociovany s kardiovaskularnymi prihodami na podklade AS
aj po adjustacii na glomeruldrnu filtraciu a albumin-kreati-
ninovy pomer (143).

5. Proteomické markery asociované s degradaciou extra-

celularnej matrix

Matrixové metaloproteinazy (MMP) st enzymy rozkla-
dajuice extraceluldrnu matrix, ktoré maji dolezitt ulohu pri
remodeldcii a oprave ciev (144). MMP st primarne uvolno-
vané makrofaigmi a maju rozne funkcie. Medzi degradacné
produkty MMP patria kolagén, ECM a proteoglykany (145).
Aktivované MMP maji vy$siu afinitu k ECM a mdzu sposo-
bovat degraddciu roznych zloziek ECM a oslabovat spojivové
tkanivo fibroznych ciapociek, ¢im zvy$uji nestabilitu plaku
(146). Dysregulacia ich aktivity vSak moze sposobit aj pa-
tologické zmeny cievnej steny vratane rastu a destabilizacie
aterosklerotickych plakov (147).

MMP-12 je stromelyzin, ktory moze podporovat progresiu
AS degradaciou zloziek ECM. Nadmerna expresia MMP-12
moze zvysit aj expresiu inych MMP, ¢o naznacuje, ze MMP-12
ma vyznamnu dlohu v sériovej aktivacii MMP (148). MMP
maju dolezitu tlohu v patogenéze AS a ovplyvnuju stabili-
tu plaku. Podla stadie Hu et al. (149), ktora zahfnala 200
pacientov s AS karotid a 60 zdravych kontrol, boli hladiny
MMP-1, MMP-3 a MMP-12 u o0s6b s vulnerabilnymi plak-
mi vyznamne zvy$ené v porovnani s hladinami u oséb bez
pritomnosti plakov, respektive so stabilnymi plakmi. Preto
je pravdepodobné, ze MMP-1, MMP-3 a MMP-12 moézu
zvySovat nestabilitu plakov a podporovat transformaciu zo
stabilnych plakov na vulnerabilné a urychlovat tak vznik
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a rozvoj karotickej AS (149). Expresia MMP-12 v ateroskle-
rotickych plakoch je viac ako 300-ndsobne vyssia v porovnani
s artériami nezasiahnutymi AS (150). Suvisi so zniZenim
hrubky fibroznej ¢iapocky, ruptirou plaku a zvysenym rizikom
neziaducich kardiovaskuldrnych prihod po endarterektémii
(151, 152). MMP-12 sa spaja s vacs$imi a zranitelnej$imi
aterosklerotickymi plakmi (148).

Stidia Miillera et al. (153), ktord obsahovala 15 pacien-
tov, porovnavala hladiny MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9,
MMP-10, MMP-12 a MMP-14 v artériach bez AS, stabilnych
a vulnerabilnych plakoch. Vietky skimané MMP boli vyznam-
ne zvySené v oboch typoch plakov v porovnani s tepnami bez
AS. Spomedzi nich bola expresia MMP-1, MMP-9, MMP-12
a MMP-14 vyznamne vys$ia vo vulnerabilnych plakoch (153).
MMP-2 sa podiela na stabilizacii plaku, kym aktivita MMP-9
sa spdja s destabilizaciou a rozpadom plaku (154). Suchova et
al. preukazali, Ze zvySenu kolagenolyzu v aterosklerotickych
plakoch sprostredkiiva MMP-1 (155). V subore 159 pacientov
bola koncentrécia aktivneho MMP-8 signifikantne zvy$ena vo
vulnerabilnych karotickych plakoch (156).

Ukazalo sa, Ze za destabilizaciu plaku je zodpovedné
spektrum MMP a TIMP (tkanivové inhibitory matrixovych
metaloproteindaz) vratane kolagenaz MMP-1, MMP-2, MMP-3,
TIMP-1 a TIMP-2 (157). Fitzsimmons et al. (158) tiez preu-
kazali, ze hladiny MMP-9 a TIMP-1 v mo¢i boli u pacientov
s ICHS vyssie v porovnani s kontrolami. MMP a TIMP sa
v sucasnosti povazuju za hlavné proteolytické mediatory
v cievnej stene (157).

Zhrnutie

Proteomické technoldgie maji potencial identifikovat
v plazme nové proteiny, ktoré mozu zlepsit predikciu kar-
diovaskularneho rizika, avsak jestvuje mnoho vyziev. V krvi
cirkuluju stétisice jedine¢nych proteinov. Treba objasnit tlohu
novsich proteomickych markerov. V idealnom pripade by mal
novy marker prispiet k presnosti predpovede rizika nad ramec
tradi¢nych rizikovych faktorov. S pokrokom v proteomike
sa v blizkej budtcnosti moze stat uskuto¢nitelnou persona-
lizovand stratifikdcia rizika a cielend lie¢ba. Vzhladom na
pokrok v proteomike bude pravdepodobne identifikovanych
mnoho rizikovych faktorov a kazdy jednotlivec by mohol byt
potencialne hodnoteny pomocou panelu testov zahfnajacich
proteomické markery (159 - 161).

Tato praca bola podporena grantom VEGA (¢islo grantu
1/0183/20).
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