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Apstrakt
Uvod: Akutni koronarni sindrom (engl. acute coronary syndrome, ACS) je klinički sindrom koji uključuje:
1. nestabilnu angina
2. infarkt miokarda bez elevacije ST segmenta
3. infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta
Dijagnoza ACS se postavlja na temelju jasnih kliničkih znakova akutnog infarkta miokarda  praćenih bolovima u grudima, elektrokardiografskog nalaza te na temelju povećane koncentracije MB izoenzima kreatin–kinaze i koncentracije troponina. Cilj rada je bio određivanje koncentracije magnezijuma i vrijednosti enzimske aktivnosti CK-MB, AST, LDH u serumu studijske i kontrolne grupe i određivanje troponina I u studijskoj grupi.
Metode: Ovim istraživanjem su obuhvaćene dvije grupe ispitanika. Kontrolna grupa je sačinjena od 20 ispitanika muškog pola prosječne starosti 50,6±3,1  godina, dok studijsku grupu čine 30 ispitanika (24 muškog i šest ženskog  pola)  prosječne starosti 60,3±3,1 godina sa postavljenom dijagnozom akutnog koronarnog sindroma. Analiti su određivani spektrofotometrijski na biohemijskom analizatoru (Synchron CX 9, proizvođač Beckman Coulter). Troponin se određivao enzimskim imunoesejem sa mikročesticama na fluorometru (AxSYM, proizvođač Abbott).
Rezultati:  Statistička obrada podataka ispitanika u kontrolnoj grupi je obuhvatila prosječne vrijednosti, standardne devijacije i koeficijente varijacije izmjerenih koncentracija magnezijuma, kao i aktivnosti enzima CK–MB, AST i LDH dok je u studijskoj grupi i koncentraciju troponina..
Zaključak: Između studijske i kontrolne grupe ispitanika postoji veoma visoko statistički značajna razlika u koncentraciji magnezijuma, veoma visoko statistički značajna razlika u aktivnosti analiziranih enzima i negativna korelacija između koncentracije magnezijuma i aktivnosti enzima u kontrolnoj i studijskoj grupi. U studijskoj grupi postoji pozitivna korelacija između koncentracije magnezijuma i troponina.
Ključne riječi: akutni koronarni sindrom, troponin, enzimski profil, magnezijum, acute coronary syndrome, enzyme profile, magnesium.

UVOD
Cilj istraživanja je uporedna studija studijske i kontrolne grupe kod pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom koji je definisan enzimskim profilom i troponinom I i određivanje koncentracije magnezijuma. Akutni koronarni sindrom (engl. acute coronary syndromes, ACS) je klinički sindrom koji uključuje nestabilnu anginu (engl. unstabile angina), infarkt miokarda bez elevacije ST segmenta (engl. non-ST elevation myocardial infarction, NSTEMI), infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta (engl. ST elevation myocardial infarction, STEMI).1 Infarkt miokarda je terminalni stadijum spektra bolesti koji nazivamo akutnim koronarnim sindromom.2 Dijagnoza i klasifikacija ACS se zasniva na detaljnom pregledu kliničkih karakteristika, uključujući nalaze elektrokardiograma (EKG) i biohemijske markere nekroza miokarda.3  Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije (SZO), kardiovaskularne bolesti (KVB) su uzrok broj jedan smrti u svetu i odgovorna je za 45% svih smrtnih slučajeva, što odgovara >4 miliona smrtnih slučajeva godišnje u Evropi.4 Spontani ACS može nastati kao posljedica fisure plaka, erozije plaka ili funkcionalnih promjena epikardijalnih koronarnih arterija ili pak preko vazokonstikcijske reakcije u mikrocorkulaciji.5 Biomarkeri igraju važnu i neospornu ulogu u dijagnostici i lečenju pacijenata sa ACS.6 Magnezijum jon (Mg) je dvovalentni intracelularni katjon najprisutniji u ljudskoj ćeliji i drugi katjon posle kalijuma (K).7 Mg ima ključnu ulogu u ćelijskoj homeostazi i funkcionisanju organa.7 Poslednjih decenija deficit Mg je povezan sa nekoliko kardiovaskularnih stanja.7 Mg je uključen u homeostazu krvnog pritiska.7 Deficit Mg je povezan sa razvojem ateroskleroze.7 Ovaj primarni katjon tradicionalno se smatra kofaktorom oko 300 regulatornih enzima.8 Nekoliko biomarkera se pojavilo kao korisna dijagnostika u ACS, kao što su troponin, CK, CK-MB, LDH i mioglobin.6 Troponin je kompleks od tri regulatorna proteina (troponin C, troponin I i troponin T) koji je značajan za mišićnu kontrakciju skeletnih i srčanog, ali ne i glatkih mišića.9 Troponin se koristi kao dijagnostički marker različitih oštećanja srčanog mišića, a značajan je za diferencijalnu dijagnozu infarkta miokarda, jer se nivoi troponina ne povećavaju u angina pectoris.9 CK je enzim koji katalizuje reverzibilnu transformaciju kreatina i ATP u kreatin fosfat i ADP.10  Dimerni je enzim, koji se sastoji od dve podjedinice, M i B, ima tri izoenzima: CK-BB (CK1), CK-MB (CK2) i CK-MM (CK3).10 CK-MB se može naći u srcu, skeletnim mišićima, tankom crevu, dijafragmi, materice, jezika i prostate.10  Oko 20% ukupne CK u miokardu je u MB obliku, daje osetljivost i specifičnost u dijagnozi AMI.10 LDH je enzim izražen u svim ćelijama, sa najvećom aktivnošću u srcu, jetri, mišićima, bubrezima, plućima i krvnim ćelijama.11 LDH ima dvije subjedinice koje su označene sa H (srčana) i M (mišićna) čijom kombinacijom nastaje pet izoenzima.12 Aktivnost laktat dehidrogenaze i izoenzima naročito je značajna za praćenje toka infarkata miokarda.12  Enzim, aspartat transaminaza (AST) nalazi se u srcu, jetri, skeletnim mišićima i bubrezima.12 Utvrđeno je da porast serumske AST proporcionalan masi miokarda koja je zahvaćana nekrozom, pa su vrijednosti ovog enzima važan prognostički faktor.13 Tako se u akutnom infarktu miokarda u 97% slučajeva javlja prosječno povećanje aktivnosti AST od oko 4-5 puta.12
MATERIJAL I METODE
Ovim istraživanjem obuhvaćene su dvije grupe ispitanika. Prikupljanje pacijenata za ovaj rad je vršen u periodu od dva  mjeseca. Kontrola grupa je sačinjena od 20 pacijenata muškog pola sa postavljenom dijagnozom arterijske hipertenzije ali bez postavljene dijagnoze akutnog koronarnog sindroma. Prosječna starost ispitanika je bila 50,6±3,1 godina. Krv ispitanika je uzorkovana tokom redovnih kontrola na koje su se javljali.
Studijska grupa je sačinjena od 30 ispitanika (25 ispitanika muškog i šest ženskog pola) sa postavljenom dijagnozom akutnog koronarnog sindroma. Prosječna starost ispitanika je bila 60,3 ±3,1 godina. Krv pacijenata sa dijagnozom akutnog koronarnog sindroma je uzorkovana u periodu od prvog do četvrtog dana od pojave  akutnog angioznog bola. Uzorkovana krv je centrifugirana na 1500g tokom 15 minuta na sobnoj temperaturi (18-25℃), potom izdvojeni serumi su odmah analizirani. Koncentracija magnezijuma u serumu je određena spektrofotometrijski  upotrebom komercijalnog reagensa na biohemijskom analizatoru Synchron CX9, proizvođač Beckman Coulter International S.A., Nyon, Switzerland, kolorimetrijskom metodom krajnje tačke. Aktivnosti enzima CK-MB (kreatin kinaza–izoenzim CK-MB), AST (aspartat transaminaza) i LDH (laktat dehidrogenaza) u serumu određene su spektrometrijskim kinetskim metodama upotrebom komercijalnih reagenasa na biohemijskom analizatoru Synchron CX9, proizvođač Beckman Coulter International S.A., Nyon, Switzerland. Vrijednosti troponina I određene su enzimskim imunoesejem sa mikročesticama upotrebom komercijalnog reagensa na fluorometru AxSYM sistemu, proizvođač Abbott.
REZULTATI
Statistička obrada podataka ispitanika u studijskoj i kontrolnoj grupi je obuhvatila određivanje prosječne vrijednosti (x), standardne devijacije (SD), i koeficijenta varijacije (KV) izmjerenih koncentracija magnezijuma, aktivnosti enzima dok je u studijskoj grupi obuhvatila i koncentraciju troponina. Za procjenu statističke značajnosti razlika prosječnih vrijednosti ispitivanih biohemijskih parametara između studijske i kontrolne grupe korišćen je parametrijski i neparametrijski statistički test. 
Dobijene vrijednosti parametrijskog statističkog testa, Studentovog t–testa, poređene su sa tabličnim vrijednostima iz Studentove t-tablice za odgovarajući stepen slobode i odgovarajući nivo vjerovatnoće statističke značajnosti p. Razlika vrijednosti statistički je veoma visoko značajna (p<0.001). Tabela 1.
 Dobijene vrijednosti neparametrijskog  statističkog testa medijan testa, poređene su sa tabličnim vrijednostima iz tablice graničnih vrijednosti χ2-testa za odgovarajući stepen slobode i odgovarajući nivo vjerovatnoće statističke značajnosti p. Razlika vrijednosti  statistički je veoma visoko značajna (p<0.001). Tabela 2.
U studijskoj grupi prosječna vrijednost magnezijuma nalazi se u okviru referentnog intervala  dok vrijednost troponina i enzima su iznad okvira referentnih vrijednosti predviđenih specifikacijom primjenjenih metoda. Grafikon 1.
U kontrolnoj grupi prosječne vrijednosti testiranih parametara nalaze se ispod gornje vrijednosti referentnih inervala čime je verifikovana validnost kontrolne grupe.  Grafikon 2.
Vrijednosti ispitivanih biohemijskih parametara su homogene u kontrolnoj grupi. To potvrđuje koeficijent varijacije (KV) koji iznosi: za magnezijum 8,16%, za CK-MB 25,38%, za AST 21,57% i za LDH 10,60%. Vrijednost koncentracije magnezijuma u studijskoj grupi je homogena što se potvrđuje koeficijentom varijacije koji je 13,22%. Vrijednosti ostalih parametara su heterogene. Koeficijenti varijacije su: za CK-MB 65,65%, za AST 71,92%, za LDH 48,63% i za troponin 89,30%.
U statističkoj analizi odrađeni su  koeficijenti linearne Pirsonove korelacije (r). U  kontrolnoj grupi povezanost ili korelacija između koncentracije magnezijuma i aktivnosti CK-MB, AST i  LDH izražava se negativnim vrijednostima koeficijenata (rMg-CK-MB=-0,225; rMg-AST=-0,190; rMg-LDH=-0,322). Zaključuje se da se padom nivoa koncentracije magnezijuma vrijednosti enzimske aktivnosti neznatno povećavaju ili obrnuto. U studijskoj grupi povezanost ili korelacija između koncentracija magnezijuma i aktivnosti CK-MB, AST, i LDH izražava se negativnim vrijednostima koeficijenata (rMg-CK-MB=-0,011; rMg-AST=-0,074; rMG-LDH=-0,076). Zaključuje se da se padom nivoa koncentracije magnezijuma vrijednosti enzimske aktivnosti neznatno povećavaju ili obrnuto.
Visoka povezanost ili korelacija između koncentracije magnezijuma i koncentracije troponina izražava se pozitivnom vrijednošću koeficijenta korelacije (rMg-troponin=0,900). Zaključuje se da se sa porastom nivoa koncentracije magnezijuma vrijednost koncentracije troponina povećava ili obrnuto.

DISKUSIJA
U akutnom infarktu miokarda u plazmi pacijenata se uočava specifičan profil aktivnosti kardiospecifičnih enzima.9 Najprije dolazi do povećanja aktivnosti CK u prvih 12 časova od pojave simptoma (najčešće nakon 4-6 sati), koja maksimum aktivnosti dostiže između 18-24 časa, a vraća se u opseg normalnih vrijednosti nakon 48-72 sata.9  Aktivnost AST se postepeno povećava posle 24 časa, a LDH poslije 36 časova.9 Zbog ovakvog profila aktivnosti, CK spade u rane, a AST i LDH u kasne markere akutnog infarkta miokarda.9 Nakon infarkta miokarda koncentracija troponina u krvi se povećava unutar 2-6 h, maksimum dostiže za 18-24h od nastanka simptoma, dok se povećane vrijednosti zadržavaju do 10 dana.9 U kliničkim studijama koje su usledile, meta-analize su naknadno pokazale da je cTn bio bolji u predviđanju neželjenih srčanih oštećanja od CK-MB.14 Do pre 20-ak godina markeri retrospektivne detekcije srčane nekroze bili su laktat dehidrogenaza (LDH) i kreatin kinaza (CK) i njihovi izoenzimi.15 Broj studija je dokumentovao nizak nivo magnezijuma u pacijenta sa akutnim infarktom miokarda i nestabilnom anginom.16 U našoj studijskoj grupi nivo magnezijuma je bio povećan ali u referentnom intervalu. Tradicionalni biomarkeri koji su trenutno dostupni, kao što su troponini i CK, igrali su glavnu ulogu u dijagnozi, stratifikaciji rizika i upravljanju ACS.6 Opsežna istraživanja su dovela do otkrivanja i razvoja potencijala novih biomarkera kao što su MPO (mijeloperoksidaza), H-FABP (srčani protein koji vezuje masne kiseline) koji se intezivno istražuju.6

ZAKLJUČAK
Kod akutnog koronarnog sindroma koji je definisan enzimskim profilom (CK-MB, AST, LDH) i troponinom zaključuje se da su parametri iznad referentnog intervala. Nivo magnezijuma je povećan ali u referentnom intervalu. Pozitivnom vrijednošću koeficijenta korelacije (r Mg– troponin = 0.900) zaključeno je da se sa porastom nivoa koncentracije magnezijuma vrijednost koncentracije troponina povećava i obrnuto. Zaključuje se da je laboratorijska dijagnostika integralni dio dijagnostike.
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Tabela 1. Statistička značajnost razlika prosječnih vrijednosti parametara studijske i kontrolne grupe prema Studentovom t-testu
	Grupe
	Statistički parametar
	Mg 
(mmol/L)
	CKMB (IU/L)
	AST
(IU/L)
	LDH 
(IU/L)
	p vrijednost1

	Studijska grupa
	Srednja vrijednost ± SD
	0.90
±0.12
	95.63
±62.78
	167.22
±120.27
	500.21
±243.47
	



p < 0.001



	Kontrolna grupa
	Srednja vrijednost ± SD
	0.80
±0.07
	11.21
±2.84
	24.44
±5.27
	135.34
±14.35
	

	Razlika prosječnih
vrijednosti
	/
	0.10
	84.42
	142.78
	364.87
	


*1 p prema Studentovom  t – testu

Tabela 2. Statistička značajnost razlika prosječnih vrijednosti parametara studijske i kontrolne grupe prema medijan testu
	Grupe
	Statistički parametar
	CKMB
(IU/L)
	AST
(IU/L)
	LDH
(IU/L)
	p vrijdnost1

	Studijska grupa
	Srednja vrijednost 
± SD
	95.63
±62.78
	167.22
±120.27
	500.21
±243.47
	



p < 0.001



	Kontrolna grupa
	Srednja vrijednost 
± SD
	11.21
±2.84
	24.44
±5.27
	135.34
±14.35
	

	Razlika prosječnih
vrijednosti
	/
	84.42
	142.78
	364.87
	


*1 p prema medijan testu


Grafikon 1. Prikaz gornjih granica referentnih intervala i srednjih vrijednosti parametara u studijskoj grupi


Grafikon 2. Prikaz gornjih granica referentnih intervala  i  srednjih vrijednosti parametara u kontrolnoj grupi

Gornje granice referentnih intervala	 Magnezijum (mmol/L)	CK-MB (IU/L)	AST (IU/L)	LDH (IU/L)	Troponin (µg/L)	1.1499999999999977	25	42	180	0.4	Srednje vrijednosti parametara u studijskoj grupi	 Magnezijum (mmol/L)	CK-MB (IU/L)	AST (IU/L)	LDH (IU/L)	Troponin (µg/L)	0.9	95.63	167.22	500.21	43.17	

Gornje granice referentnih intervala	Magnezijum (mmol/L)	CK-MB (IU/L)	AST (IU/L)	LDH (IU/L)	1.1499999999999977	25	42	180	Srednje vrijednosti parametara u kontrolnoj grupi	Magnezijum (mmol/L)	CK-MB (IU/L)	AST (IU/L)	LDH (IU/L)	0.8	11.209999999999999	24.439999999999987	135.34	Series 3	Magnezijum (mmol/L)	CK-MB (IU/L)	AST (IU/L)	LDH (IU/L)	

