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Sazetak

Uvod: Survivin (BIRCS5) je pripadnik familije pro-
teina inhibitora apoptoze i ima izuzetno vaznu ulogu u
takozvanoj tacki bez povratka Celijske apoptoze. Vec je
dokazana uloga survivina u nastanku tumora i autoi-
munih oboljenja, medutim sve je vise dokaza da je ta-
kode senzitivan na postojanje prethodnog ishemijskog
oboljenja srca. Metode: U ovu prospektivnu pilot studiju
je ukljuceno 78 pacijenata koji su se pripremali za jednu
od opseznih nekardiohirurskih operacija. Krv je uzorko-
vana unutar 7 preoperativnih dana, izdvojen je serum
i zamrznut na -700C. Merenje koli¢ine survivina u se-
rumu je sprovedeno ELISA (Enzyme-linked immunosor-
bent assay) metodom, a rezultati su ocitavani na apa-
ratu DIAREADER EIx800G. Rezultati: Pacijenti su bili
prosecne starosti 71,46 + 6,87 godina, dok je medijana
survivina iznosila 4,56 (0,00-76,78) pg/ml. Survivin se
pokazao kao odlican prediktor postoperativne smrtnosti
(P < 0,05, ROC/AUC = 0,807). Pacijenti su zatim pode-
lieni u dve grupe, grupu pacijenata obolelih od tumora
i grupu pacijenata koji nisu oboleli od tumora. U obe
grupe je uradena statisticka analiza podataka (P > 0,05,
ROC/AUC = 0,782; P < 0,05, ROC/AUC = 0,825). Na-
kon iskljucivanja ekstremno visokih vrednosti, uradena
je ponovna analiza podataka (P < 0,001, ROC/AUC =
0,831; P < 0,05, ROC/AUC = 0,825). Zakljucak: Survi-
vin je potencijalni srcani biomarker i njegova specificnost

Sumarry

Introduction: Survivin (BIRCS5) is a member of the
inhibitor of apoptosis family of proteins and has a very
important role in the so-called “point of no return” of cell
apoptosis. The role of survivin in the development of tu-
mors and autoimmune diseases has already been proven,
however, there are increasing evidence that it is also sen-
sitive to the existence of previous ischemic heart disease.
Methods: This prospective pilot study included 78 pa-
tients who were preparing for one of the major non-car-
diac surgeries. Blood was sampled within 7 preoperative
days, serum was separated and frozen at -70°C. The lev-
el of survivin in serum was measured using the ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay) method, and the
results were read on DIAREADER EIx800G. Results: Pa-
tients of an average age of 71.46 £ 6.87 years had the me-
dian level of survivin 4.56 (0.00-76.78) pg/ml. Survivin
has proven to be an excellent predictor of postoperative
mortality (P<0.05, ROC/AUC=0.807). Patients were
divided into two groups, one group of patients who had
cancer and a group of patients who didnt have cancer,
and in both groups statistical analysis of the data was
conducted (P>0.05, ROC/AUC=0.782; P<0.05, ROC/
AUC=0.825;). After exclusion of extremely high values,
the results in both groups were respectively: P<0.001,
ROC/AUC=0.831; P<0.05, ROC/AUC=0.825. Conclu-
sion: Survivin is a potential cardiac biomarker and its
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i senzitivnost je dokazana cak i u grupi pacijenata koji
nisu oboleli od bilo koje vrste tumora.

Kljucne reci: survivin protein; humani; apoptoza;
bioloski marker; infarkt

specificity and sensitivity has been demonstrated even in
the group of patients who were not suffering from any
kind of tumor.

Key Words: Survivin protein, human; Apoptosis; Bio-
logic Marker; Infarction;

Uvod

Rizik za nastanak perioperativnih komplikaci-
ja zavisi od preoperativnog stanja pacijenta,
komorbiditeta (dokumentovana ili asimtomatska
ishemijska bolest srca, disfunkcija leve komo-
re, aritmije i oboljenje srcanih valvula) i hitno-
sti, opseznosti, tipa i trajanja hirurske procedure
(operacije koje su udruzene sa produzenim he-
modinamskim i sréanim stresom)'. Istrazivanja
ukazuju na to da u Evropi oko 30% pacijenata
podleze opseznim hirurskim procedurama u pri-
sustvu kardiovaskularnog komorbiditeta. Sirom
sveta, opsezne nekardiohirurke operacije se po-
vezuju sa stepenom mortaliteta izmedu 0,8 i 1,5%,
dok je oko 42% ovih deSavanja prouzrokovano
kardiovaskularnim komplikacijama'. Kada su u
pitanju kardiovaskularne komplikacije, posto-
perativni nastanak hipertenzije, aritmije i sréane
insuficijencije se uglavnom javlja dva dana nakon
operacije, dok rizik od perioperativnog infarkta
miokarda perzistira pet do $est dana nakon ope-
racije’.

Metode anestezioloske procene perioperativ-
nog kardiovaskularnog (KVS) rizika ukljucuju,
najpre, klinicke znake i iskustvo, kao i procenu
funkcionalnog statusa putem odredivanja metabo-
lickih ekvivalenata (MET)"?. Takode, razvijeno je
vie skala procene rizika koje mogu pomoci ane-
steziologu, kao $to su: Goldman, Detsky i Lee"*®.
Postoje i savremenije metode procene rizika za ra-
zvoj postoperativnih komplikacija, kao $to su na
primer American College of Surgeons National
Surgical Quality Improvement Program (NSQIP)
- kalkulator za predvidanje intraoperativnog/post-
operativnog razvoja infarkta miokarda ili sr¢anog
zastoja®'’. Najnovije ESC/ESA preporuke ukazuju
na poseban znacaj biomarkera kao sredstva proce-
ne preoperativnog KVS rizika®'".

Novija istrazivanja imaju za cilj uvodenje bio-
markera apoptoze u paletu relevantnih biomarke-
ra za odredivanje KVS rizika, kao i za dijagnozu i
terapiju KVS oboljenja. Evidentno je da apoptoza,
pored nekroze, igra klju¢nu ulogu u patogenezi

razli¢itih KVS oboljenja, usled gubitka potpuno
diferenciranih kardiomiocita, te rano otkrice i naj-
manjeg njihovog ostecenja moze ukazati na rizik
od razvoja postoperativnih komplikacija. Apopto-
zu moze pokrenuti aktivacija prve kaspaze u nizu
i prekinuti njena deaktivacija, te je novi izazov
odrediti takozvanu tacku bez povratka. Survivin
(BIRC5) je pripadnik familije proteina inhibitora
apoptoze (IAP) i igra klju¢nu ulogu u odlucivanju
da li ¢e do apoptoze celije dodi ili ne, na taj nacin
$to inhibira kaskadu kaspaza. Ucestvuje u celijskoj
deobi, inhibiciji apoptoze i angiogenezi'>"'®. Iden-
tifikovan je kao glavni regulator neurogeneze, va-
skulo-angiogeneze, hematopoeze i kardiogeneze".
Istrazivanja su pokazala da survivin ucestvuje u
Celijskoj deobi, u smislu kontrole stabilnosti mi-
krotubula i odrzavanja mitotskog vretena'®. Survi-
vin je mali molekul (142 rezidue) i kao i svi ostali
pripadnici IAP familije, sadrzi u sebi bacilovirusni
IAP ponovak (BIR) domen, koji je uglavnom loci-
ran na N-terminalnom delu proteina®. Za razliku
od drugih inhibitora apoptoze, survivin je visoko
specifi¢an za fetalno tkivo i obi¢no nije prisutan u
serumu odraslih ljudi®, gde se javlja jedino ukoli-
ko je kod pacijenata prisutan tumor ili autoimuna
oboljenja. Novija istrazivanja ukazuju i na to da
je senzitivan na postojanje prethodnog ishemij-
skog oboljenja srca, jer se aktivira u cilju obnove
tkiva i angiogeneze, putem promocije ekspresije
VEGF"*.

Cilj

Cilj naSeg istraZivanja je bio da dokazemo da se
marker apoptoze survivin (BIRC5) moze koristiti u
praksi kao validan preoperativni biomarker kardi-
ovaskularnog rizika i postoperativnog mortaliteta.

Materijali i metode

Pacijenti
Sedamdeset i osam pacijenata, koji su se pripre-
mali za jednu od velikih nekardiohirurskih inter-
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vencija, ukljuceno je u ovu prospektivnu pilot stu-
diju. Pacijenti su operisanu u jednoj od hirurskih
klinika Klinickog centra u Nisu. Svi pacijenti su
potpisali informisani pristanak.

Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju su bili:
opsezna nekardiohirurska intervencija, opsta ane-
stezija, starija dob od 55 godina i barem jedan od
odabranih faktora rizika (hipertenzija, dijabetes
melitus, hiperlipidemija, pusenje i pozitivna poro-
di¢na anamneza za neko sr¢ano oboljenje). 1z stu-
dije su bili iskljuceni pacijenti koji su podvrgnuti
hitnim hirurskim procedurama i oni koji nisu bili
u mogucnost da razumeju i potpis$u saglasnost za
ucestvovanje u istrazivanju.

Laboratorijske metode

Krv je uzorkovana unutar 7 dana pre opera-
cije iz antekubitalne vene u serumske Vacuteiner
epruvete. Nakon centrifugiranja, izdvojen je se-
rum i zamrznut na -70°C, do sprovodenja testova.

Tabela 1: Osnovni demografski podaci pacijenata

Statisticke analize

U cilju evaluacije razlika izmedu dve grupe,
koriS¢en je T-test nezavisnih uzoraka, a ukoli-
ko su grupe bile nehomogene korid¢en je Mann-
-Whitney U test. Receiver operating characteristic
(ROC) krivulje su konstruisane u cilju odredivanja
senzitivnosti i specificnosti vrednosti survivina u
predikciji postoperativne smrtnosti. ROC krivulje
su kori$¢ene u cilju odredivanja najbolje ,,cut oft”
vrednosti. Statisticki znac¢ajnim rezultatom se sma-
tralo P < 0,05. Svi rezultati su statisticki obradeni u
program SPSS 10.0 (Statistical Package for the So-
cial Sciences, Chicago, IL, USA) za Windows.

Rezultati

Ukupno 78 pacijenata je ukljuceno u studiju,
od cega je 41 (52,56%) bilo zenskog, a 37 (47,44%)
muskog pola. Pacijenti su bili prosecne starosti
71,46 £ 6,87 godina (Tabela 1).

UKUPAN BROJ ISPITANIKA STéROS.:r v GO].)INAMA
POL . aritmeticka sredina = SD
broj (procenat) .
(opseg min—max)

. 71,36 + 6,35
C 0 > >
Zenski 41 (52,56%) (53-87)

71,57 £ 7,50
3 0 > >
Muski 37 (47,44%) (51-83)

71,46 £ 6,87
o > >
Ukupno 78 (100%) (51-87)

Nakon prikupljanja svih uzoraka, radena je ana-
liza koli¢ine survivina u serumu pacijenata ELI-
SA (Enzyme-linked immunosorbent assay) me-
todom, koja podrazumeva kvantitativhu sendvic¢
enzim imunoesej tehniku. Koris¢eni kit, Human
Survivin Quantikine ELISA Kit, R&D Systems,
Minneapolis, MM, USA (DSVOO), bio je komer-
cijalno dostupan. Nakon sprovodenja protokola
preporucenog od strane proizvodaca, opticka gu-
stina uzoraka je ¢itana na aparatu DIAREADER
Elx800G (DIALAB, Austria). Rezultati su izracu-
nati sa standardne krivulje, koja je konstruisana iz
parametrijske logisticke krivulje i predstavljeni u
pg/ml seruma.

Detalji o pacijentima i njihov identitet nije bio
poznat osobama koje su sprovodile eksperiment.

Medijana vrednosti survivina kod svih pacije-
nata je iznosila 4,56 (0,00-76,78 pg/ml). Kod Zena
je vrednost survivina iznosila 3,44 (0,00-76,78)
pg/ml, dok je kod muskaraca iznosila 4,56 (0,00-
43,44) pg/ml. U cilju poredenja vrednosti survivi-
na u ove dve grupe, uraden je T-test za nezavisne
uzorke, sa rezultatom P = 0,485 (P > 0,05).

Od ukupno 78 pacijenata, smrtni ishod, kao po-
sledica postoperativnih komplikacija, dogodio se
kod 14 (17,95%) pacijenata, dok je 64 (82,05%) pa-
cijenata prezivelo. Medijana vrednosti survivina u
grupi kod koje se nije dogodio smrtni ishod je bila
2,33 (0,00-76,78 pg/ml), dok je u grupi kod koje
se dogodio smrtni ishod bila 9,55 (1,22-27,89 pg/
ml). Levinov test za jednakost varijansi je za rezul-
tatimao P = 0,367 (P > 0,05), te se moglo zakljuciti
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da je varijabilnost u ove dve grupe sli¢na. Pristupi-
lo se analizi rezultata T-testom. T-test je pokazao
daje P = 0,020 (P < 0,05).

Analiza putem receiver operating characteristic
(ROC) krivulje je pokazala da je serumski nivo
survivina koristan biomarker u predikciji smrtnog
ishoda, kod pacijenata koji se pripremaju za velike
nekardiohirurske operacije. Povr§ina ispod krivu-
lje je bila AUC = 0,807 (95% CI = 0,698-0,917, P <
0,001). Za ,,cut off” vrednost 6,22 pg/ml survivina,
senzitivnost je iznosila 78,6%, dok je specifi¢nost
iznosila 68,7% (Slika 1).

Slika 1: ROC krivulja koja opisuje odnos vrednosti
sruvivina i postoperativne smrtnosti, dobi-
jena kombinovanjem odnosa specifi¢nosti i
senzitivnosti na razli¢itim ,,cut off” vredno-
stima (povrsina ispod krivulje je 0,807)

ROC Curve
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Diagonal segments are produced by ties.

S obzirom na ¢injenicu da je survivin dokazan
biomarker prisustva tumora, pristupilo se proceni
u kojoj meri je podatak da je pacijent oboleo od
tumora uticao na senzitivhost ovog biomarkera.
Od ukupno 78 pacijenata 44 (56,41%) je imalo
neku vrstu maligniteta, dok 34 (43,59%) nije imalo
poznat malignitet. Medijana vrednosti survivina
u grupi pacijenata obolelih od tumora je bila 5,11
(0,00-76,78) pg/ml, dok je u grupi bez tumora bila
3,44 (0,00-27,89) pg/ml.

Uporedene su vrednosti survivina u grupi sa i
bez maligniteta. Levinov test je pokazao statisticku
znacajnost, te se pristupilo izradi Mann Whitney
U testa, koji je pokazao P = 0,306 (P > 0,05). ROC
krivulja specifi¢nosti i senzitivnosti survivina u
slucaju prisustva maligniteta je pokazala AUC =
0,568 (95% CI = 0,440-0,695, P > 0,05).

Nakon toga su pacijenti podeljeni u dve grupe,
u prvoj grupi su bili pacijenti oboleli od tumora, a
u drugoj pacijenti koji nisu bili oboleli od tumo-
ra. U svakoj grupi je uporedivan uticaj vrednosti
serumskog survivina na smrtni ishod, postopera-
tivno. Kada je u pitanju grupa pacijenata obolelih
od tumora, T-test je pokazao da je P = 0,267 (P >
0,05). ROC krivulja je pokazala da je survivin ko-
ristan biomarker u predikciji smrtnog ishoda kod
pacijenata obolelih od neke vrste tumora, a koji se
pripremaju na velike nekardiohirurske operacije.
Povrsina ispod krivulje je bila AUC = 0,782 (95%
CI = 0,639-0,926, P = 0,007). Za ,,cut off” vred-
nost 5,11 pg/ml, senzitivnost je iznosila 90%, dok
je specificnost iznosila 61,8% (Slika 2).

Kada je u pitanju grupa pacijenata koji nisu bili
oboleli od tumora, Levinov test je pokazao stati-
sticku znacajnost, te je uraden Mann Whitney U
test, koji je pokazao P = 0,036 (P < 0,05). ROC
krivulja je pokazala da je survivin odli¢an bio-
marker u predikciji smrtnosti kod pacijenata koji
nisu oboleli od tumora, a pripremaju se za neku od
velikih nekardiohirurskih operacija, AUC = 0,825
(95% CI = 0,629-1,000, P = 0,037). Za ,,cut oft ”
vrednost 4,00 pg/ml, senzitivnost je iznosila 100%,
dok je specificnost iznosila 60% (Slika 2).

Statisticka analiza nakon iskljucivanja ekstremno
visokih vrednosti

S obzirom na ¢injenicu da je nakon odredi-
vanja srednje vrednosti i grafickog prikazivanja
u Box plotu (Slika 3) uoceno da postoje dve ek-
stremno visoke vrednosti (76,78 pg/ml i 43,44 pg/
ml), ove vrednosti su izbacene iz statisti¢ke analize
u cilju provere dobijenih rezultata. Nakon ovoga
je u statisticku obradu uklju¢eno 76 pacijenata, 40
(52,63%) Zena i 36 (47,37%) muskaraca. Prose¢na
starost je sada iznosila 71,49 + 6,94 godina. Na-
kon ove korekcije, medijana vrednosti survivina je
bila 4,00 (0,00-27,89) pg/ml. Medijana vrednosti
survivina kod zena je bila 3,44 (0,00-26,78) pg/ml,
dok je kod muskaraca bila 4,56 (0,00-27,89) pg/
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Slika 2: Uporedni prikaz ROC krivulja kod pacijenata sa i bez tumora, pre i nakon izbacivanja ekstremno

visokih vrednosti
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a) ROC krivulja koja opisuje odnos vrednosti survivina i smrtnog ishoda u grupi pacijenata obolelih od neke vrste
maligniteta, dobijena kombinovanjem odnosa specifi¢nosti i senzitivnosti na razli¢itim ,,cut oft” vrednostima. Po-

vr$ina ispod krivulje je 0,782.

b) ROC krivulja koja opisuje odnos vrednosti survivina i smrtnog ishoda u grupi pacijenata koji nisu oboleli od neke
vrste tumora, dobijena kombinovanjem odnosa specifi¢nosti i senzitivnosti na razli¢itim ,,cut oft” vrednostima.

Povrsina ispod krivulje je 0,825.

¢) ROC krivulja koja opisuje odnos vrednosti survivina i smrtnog ishoda u grupi pacijenata koji su oboleli od neke
vrste tumora, dobijena kombinovanjem odnosa specifi¢nosti i senzitivnosti na razli¢itim ,,cut oft” vrednostima,
nakon isklju¢ivanja ekstremno visokih vrednosti. Povr$ina ispod krivulje je 0,831.

ml. Za ove rezultate je takode uraden T-test, koji
nije pokazao statisticku znacajnu razliku vredno-
sti survivina izmedu muskaraca i Zena, P = 0,482
(P > 0,05).

Od ovog broja, smrt kao ishod postoperativnih
komplikacija je nastala kod 14 (18,42%) pacije-

nata, dok je 62 (81,58%) pacijenta prezivelo. Me-
dijana vrednosti survivina u grupi u kojoj se nije
dogodio smrtni ishod je bila 2,33 (0,00-17,89)
pg/ml, dok je u grupi kod koje se dogodio smrt-
ni ishod bila 9,55 (1,22-27,89) pg/ml. Levinov
test je pokazao statisticku znacajnost, te je uraden

Slika 3: Box plot grafikon koji pokazuje distribuciju vrednosti survivina u serumu u grupi prezivelih i u grupi
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Mann-Whitney U test, koji je pokazao P = 0,0001
(P < 0,001). Analiza ROC krivulje je ukazala na
to da je survivin odli¢an prediktor smrtnosti kod
pacijenata koji se pripremaju za nekardiohirurske
operacije, AUC = 0,834 (95% CI = 0.727-0,940, P
< 0,001). Za ,,cut off” vrednost 5,11 pg/ml senzi-
tivnost je iznosila 78,6%, dok je specifi¢nost izno-
sila 67,7% (Slika 4).

ROC krivulje je pokazano da je survivin odlican
biomarker u predikciji postoperativhog smrtnog
ishoda kod pacijenata obolelih od tumora, AUC =
0,831 (95% CI = 0,696-0,967, P = 0,002). Za ,cut
oft” vrednost 5,11 pg/ml senzitivnost je iznosila
90%, dok je specificnost iznosila 65,6% (Slika 2).

Grupa pacijenata koji nisu oboleli od tumora je
ostala ista kao i pre isklju¢ivanja ekstremno viso-
kih vrednosti (Slika 2).

Slika 4: ROC krivulja koja opisuje odnos vrednosti survivina i postoperativne smrtnosti, dobijena kom-
binovanjem odnosa specifi¢nosti i senzitivnosti na razli¢itim ,,cut oft” vrednostima, nakon is-
kljuc¢ivanja ekstremno visokih vrednosti (povrsina ispod krivulje je 0,834)
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Od 76 pacijenata, ukupno 42 (55,26%) je imalo
neku vrstu maligniteta, dok 34 (43,59%) pacijenta
nije imalo malignitet. Medijana vrednosti survivi-
na u grupi pacijenata obolelih od neke vrste tumo-
ra je bila 4,56 (0,00-26,78) pg/ml, dok je u grupi
pacijenata koja nije obolela od tumora bila 3,44
(0,00-27,89) pg/ml.

Pacijenti su ponovo podeljeni u dve grupe, pa-
cijente obolele od tumora i one koji nisu oboleli od
tumora, uporedivana je korelacija vrednosti survi-
vina sa smrtnim ishodom u obe grupe. Kada je u
pitanju grupa pacijenata obolelih od tumora, Mann
Whitney U test je pokazao P < 0,001. Analizom

Diskusija

Glavni cilj ove pilot studije je bio da istrazi ek-
spresiju survivina i njegovo prisustvo u serumu
pacijenata, u cilju preoperativne procene kardio-
vaskularnih rizika. Cinjenica je da se prognosticka
vrednost mnogih preoperativnih sr¢anih biomar-
kera krije u prethodnom ostecenju sr¢anog tkiva, te
smo smatrali da po svojim fizioloskim i biohemij-
skim osobinama i survivin u budu¢nosti moze biti
ukljucen u paletu sré¢anih biomarkera. U akutnom
infarktu miokarda ROS (reactive oxygen species)
se nakupljaju u ishemijskom tkivu miokarda, po-
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sebno nakon reperfuzije, direktno ostecuju elijsku
membranu i izazivaju apoptozu. Medutim, ROS,
takode, stimuli$u ekspresiju inflamatornih citoki-
na (tumor nekrozis factor alfa TNF a, interleukin
(IL)-1 beta I-6) u ishemijskom regionu*. Postoji
sve vise eksperimentalnih dokaza da oksidativni
stres posredovan ROS-om igra glavnu ulogu u pa-
togenezi obnove i remodelovanja miokarda u ra-
zli¢itim kardiovaskularnim oboljenjima. Smatra se
da se oksidativni stres razvija i u infarktom zahva-
¢enom i u infarktom nezahva¢enom miokardu, te
da izaziva apoptozu kardiomiocita, inflamatorne/
fibrogene odgovore i hipertrofiju***. Regenerativ-
ni kapacitet sréanih misi¢nih ¢elija odraslog ¢oveka
je jako mali, te stoga lecenje infarktom zahvac¢enog
miokarda zavisi od celijskih dogadaja koji vode
formiranju kolagenog oziljka. Ovi dogadaji se dele
u tri faze: inflamatornu fazu, proliferativnu fazu i
fazu maturacije. U toku inflamatorne faze mrtve
Celije i ekstracelularni debris izazivaju inflamaciju,
tokom proliferativne faze mononuklearne celije i
subpopulacija makrofaga sekretuju faktore rasta,
koji aktiviraju miofibroblaste i vaskularne celije u
cilju to brze reparacije. Apoptoza mnogih repara-
tivnih Celija oznacava kraj proliferativne faze****.
Inflamatorni citokini reguli$u prezivljavanje i smrt
Celije putem eventualne stimulacije apoptoze kroz
TNA-alfa receptor/kaspaza lanc¢anu reakciju®.
Survivin ucestvuje u ovim procesima na sledeci
nacin: oksidativni stres dovodi do signifikantne
aktivacije survivina koji takode dodatno pospesuje
inflamaciju®?, kao i uce$¢em u procesu angioge-
neze putem interakcije sa VEGF*>.

Jo$ uvek nije poznat tacan put koji povezuje ek-
spresiju VEGF i survivina, medutim, istrazivanja
su dokazala da ekspresija survivina u ¢elijama do-
vodi do pospesenog oslobadanja VEGF i formira-
nja krvnih sudova. Na ovaj nacin je dokazana pozi-
tivna sprega koja povezuje ekspresiju survivina sa
PI3K/Akt uvecanom ekspresijom [-catenin-Tct/
Lef, koja je zatim pracena sekrecijom VEGF i fi-
nalnom angiogenezom?®. Ma i saradnici su poka-
zali, na modelu zebrafish, da je survivin u procesu
angiogeneze verovatno pod regulacijom VEGF®.
Ostaje da buduca istrazivanja detaljnije dokazu
koja je ta¢na povezanost ova dva proteina. Svakako
stoji ¢injenica da u akutnoj fazi infarkta miokarda
znacajno o$tecenje endotela nastaje u prvih 24 h
nakon trombolize streptokinazom. Dokazano je
da u prvih 24 h nakon nastanka infarkta miokarda

nastaju signifikantne promene u nivou VEGF re-
ceptora sFlt-1, ali ne i VEGEF, dok znacajne prome-
ne u nivou oba molekula nastaju kod pacijenata sa
hroni¢nim infarktom miokarda, $to ukazuje na to
da aktivacija angiogeneze kod pacijenata sa infark-
tom miokrada nastaje kasnije*. Ovim je pokazano
da ekspresija survivina perzistira duze, te se moze
koristiti u preoperativnoj dijagnostici iako infarkt
miokarda nije svez.

Survivin, na osnovu istrazivanja, pokazuje po-
tencijal u proangiogenoj terapiji nakon infarkta
miokarda®®*!, proceni kvaliteta srca donora nakon
prezivljene hemoragije ili traumatske povrede mo-
zga®, kao i anti-apoptiti¢ni terapeutik u slucaju sr-
¢ane insuficijencije®.

S obzirom na to da je regulacija apoptoze glavni
dogadaj u postinfarktnom remodelingu koji vodi
do progresivnog gubitka miocita, Santini i saradni-
ci su imunohistohemijski ispitivali ekspresiju sur-
vivina u peri-infarktnim vijabilnim ¢elijama kod
17 pacijenata, koji su umrli 1-30 nedelja nakon
prezivljenog akutnog infarkta miokarda. Istraziva-
nje je ukazalo na to da je survivin eksprimiran u
miocitima u peri-infarktnoj zoni i to u daleko ve-
¢em procentu kod umrlih u odnosu na kontrolne.
Stoga se smatra da je miokardna ekspresija survi-
vina mozda povezana sa prezivljavanjem ugrozene
zone miokarda i moze indikovati bolji remodeling
nakon akutnog infarkta miokarda®*. Druga studija
je na eksperimentalnom modelu pokazala da de-
lecija survivina, specifi¢cna samo za srcane Celije,
rezultira prevremenim srcanim zastojem, te da
survivin moze biti obecavajudi target protein za
miokardnu regeneraciju®. Ho i saradnici su uka-
zali na cinjenicu da A83-01, inhibitor TGFpBRI,
pospesuje obnavljanje kardiomiocitnog tkiva na-
kon infarkta miokarda. U istrazivanje su ukljucili
i survivin, koji je direktno uticao na proliferaciju
Nkx2.5+ populaciju kardiomioblasta i povec¢avao
vijabilnost kultivisanih kardiomiocita. Takode, do-
kazano je da je A83-01 pravio reverziju nishodne
regulacije survivina u miocitima nakon nastalog
oStecenja*. Survivin poseduje potencijalno cito-
pretektivne efekte, kada je u pitanju doksorubicin
- indukovana apoptoza kardiomiocita, preko me-
hanizama koji ukljucuju smanjenje nivoa fosfori-
lacije p38 kinaze, oslobadanja mitohondrijalnog
Smac i smanjene ekspresije Bcl-2 I CREB*. Sve
ovo je identifikovalo survivin kao novi potencijalni
target protein za terapiju postinfarktnog oc¢uvanja
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i remodelovanja, kao i najnoviji potencijalni sr¢ani
biomarker®.

Prethodno je dokazano da je nakon transduk-
cije survivina u kulturu kardiomioblasta misa in
vitro moguce detektovati survivin u supernatantu
¢elijske kulture, $to potvrduje moguénost detekcije
survivina u serumu pacijenata, nakon njegove po-
vecane ekspresije u miokardnom tkivu, nakon pre-
zivljene ishemijske epizode®. Zbog ove ¢injenice
smo ispitivali nivo survivina u serumu pacijenata,
jer je to svakako najefikasniji nacin identifikacije
prisustva biomarkera u praksi.

U literaturi je pronaden podatak da survivin
moze biti prisutan u endometrijumu Zena u toku
normalnog menstrualnog ciklusa, ta¢nije u toku
sekretorne faze, kao posledica viSeg nivoa proge-
sterona®’. Smatramo da nasi rezultati nisu kompro-
mitovani ovim podatkom, jer je prosec¢na starost
zena u nasoj studiji bila 71,36 + 6,35 (53-87) go-
dina.

Visoka stopa smrtnosti (17,95% pre i 18,42%
nakon isklju¢ivanja ekstremno visokih vrednosti)
se mozZe objasniti ¢injenicom da su u nasoj grupi
ispitanika bili pacijenti koji pripadaju staroj zivot-
noj dobi (71,46 + 6,87 godina), da je grupa ispita-
nika relativno mala, kao i da imaju veliki broj ko-
morbiditeta, kao i sama ¢injenica da se pripremaju
za opsezne nekardiohirurske operacije koje sa so-
bom nose izuzetno visok rizik.

Nivo survivina je pokazao statisticki znacajnu
razliku izmedu grupe kod koje se desio smrtni
ishod kao posledica sr¢anih komplikacija i grupe
koja je prezivela. ROC-AUC je pokazao da se sur-
vivin moze koristiti kao koristan biomarker (,,cut
oft” vrednost 6,22 pg/ml) u preoperativnoj predik-
ciji smrtnosti sa visokom senzitivnos$cu i specifi¢-
noscu.

Survivin je prekomerno eksprimiran u vecini
tumorskih ¢elija, ali ne u normalno diferentovanim
tkivima®. Pokazalo se da je visoka ekspresija sur-
vivina povezana sa progresijom tumora, rezistent-
nos$¢u na terapiju, loSom prognozom i kratkim
zivotnim vekom®. Svakako, i u¢e$¢e u procesu an-
giogeneze ga ¢ini adekvatnim tumorskim biomar-
kerom™. Razlicite studije su dokazale znacaj survi-
vina u: superficijalnom tumoru mokracne besike,
tumoru Zeluca, tumorima ovarijuma, ,,non-small
cell” tumoru pluca, urotelijanom tumoru, akutne i
hroni¢ne limfoblastne leukemije, itd"****-*.

Upravo iz ovog razloga smo podelili pacijente

na dve grupe - grupu pacijenata sa tumorom i bez
prisustva tumora. Vrednost survivina nije pokaza-
la statisticki znacajnu razliku, a ROC-AUC je po-
kazao da je survivin jako lo§ biomarker u dijagno-
stici tumora kada su nasi uzorci u pitanju. Nakon
uporedivanja smrtnosti pacijenata sa vredno$¢u
survivina u obe grupe, statisticka znacajnost je do-
bijena samo u grupi u kojoj su bili pacijenti koji
nisu oboleli od tumora (P < 0,05). Povrsina ispod
ROC krivulje je takode pokazala da je survivin bo-
lji prediktor smrtnosti u istoj grupi (AUC = 0,825)
sa ,cut off” vredno$cu 4 pg/ml i jako visokom sen-
zitivnoscu.

Prisustvo transkripta izoformi survivina doka-
zano korelira sa progresijom tumora, dok je ek-
spresija pojedinih izoformi povezana sa losijom
prognozom kod pacijenata*®. Mahotka i saradnici
su pokazali da se u slucaju Celija tumora bubrega
odrzava antiaptoticna aktivnost survivin-AEx3 i
smanjuje znacajno ista aktivnost izoforme survi-
vin-2B, te se smatra da postoji kompleksni regula-
cijski balans izmedu razlicitih izoformi survivina i
da taj balans ili njegovo narusavanje moze dovesti
do razlic¢itog odgovora celije na proapoptotski sti-
mulus i u ¢elijama tumora bubrega, kao i u svim
ostalim tumorima®. Ovakav podatak pokazuje da
se razliciti, kao i ekstremno visoki, rezultati mogu
objasniti razli¢itim vrstama i stadijumima tumora.
Takode, razlike u celularnoj lokalizaciji survivina
(nuklearni, mitohondrijalni ili citoplazmatski),
kao i eventualne dodatne funkcije ovog proteina
mogu uticati na varijabilnost njegovih vrednosti®.
Autori Ahmed i saradnici su pokazali da su vred-
nosti survivina signifikantno vece kod pacijenata
pre terapije (35,28 + 10,71 pg/ml, ,.cut off value” =
15,18 pg/ml), nego nakon terapije (20,7 + 5,6 pg/
ml)*. Survivin je u ovoj studiji pokazao ve¢u ko-
relaciju sa blastnim celijama kostane srzi i drugim
prognostickim kriterijumima ALL, te se smatra da
je ekspresija survivina povezana sa pospesivanjem
agresije tumora. Zakljucak studije je da je survi-
vin potencijalni dijagnosticki i prognosticki faktor
prezivljavanja kod pacijenata obolelih od ALL, §to
moze objasniti niZze vrednosti survivina kod nasih
pacijenata (,cut off value” = 5,11 pg/ml), koji su
uglavnom pristupili operaciji nakon primene ade-
kvatne terapije. Prisutna je i ¢injenica da su tumori
pacijenata u nasoj studiji bili operabilni i da nisu
kod svih bile prisutne metastaze. Takode, evident-
no je da su grani¢ne vrednosti bile vece u grupi
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sa tumorom, nego u grupi bez ovog oboljenja, to
mozda u budu¢im, opseznijim studijama moze
pokazati da nize vrednosti ukazuju na verovatno
odsustvo tumora i na ¢injenicu da prisustvo sur-
vivina u serumu oznacava kardiovaskularni rizik.

U razlic¢itim istrazivanjima, medijana vrednosti
survivina je pokazala veoma razlicite vrednosti. U
slucaju ,,non-small cell“ tumoru pluca je bila 81,92
pg/ml*¥, u slucaju tumora mokrac¢ne besike 17,7
pg/ml*', kod pacijenata u trenutku dijagnostiko-
vanja malignog mezotelioma 4,1 pg/ml, nakon he-
moterapije obolelih od malignog mezotelioma 73,1
pg/ml*, u sluc¢aju maligne efuzije pleure 844,17 pg/
ml**, u slucaju prolaktinoma 19,04 pg/ml* i u slu-
¢aju hepatocelularnog karcinoma 0 pg/ml*.

Ovakve varijacije u vrednostima dodatno obja-
$njavaju zasto smo dobili nize vrednosti survivina
kod pacijenata obolelih od tumora, kao i zbog cega
smo imali dve ekstremno visoke vrednosti (76,78
pg/ml i 43,44 pg/ml). Oba pacijenta sa ekstremno
visokim vrednostima survivina su bila obolela od
tumora zeluca. Povezanost survivina i tumora Ze-
luca je odavno dokazana, pa ¢ak je i nekoliko stu-
dija indikovalo da postoji povezanost izmedu ni-
voa ekspresije survivina i ponasanja tumora. Oko
70-80% resektovanih tumora Zeluca imaju prisut-
ne metastaze u limfnim nodusima®. Zbog ovakvih
¢injenica se tumor Zeluca obi¢no dijagnostikuje tek
u uznapredovalim stadijumima i predstavlja veliki
izazov za klinicare. Nakon operacije, stepen reku-
rencije je 30-60%, zavisno od uznapredovalosti
karcinoma, dok je petogodi$nji nivo prezivljavanja
samo 20%. Klinicke studije ukazuju na ¢injenicu
da je survivin pouzdan marker nepovoljnih doga-
daja i smanjenog nivoa prezivljavanja. Visoki nivo
survivina korelira sa agresivnijim ponasanjem tu-
mora i invazivnim klinickim fenotipom, smanje-
nim odgovorom na hemoterapeutike, povisenim
nivoom relapse i manjom stopom prezivljavanja®.
Visoki nivoi survivina u nasoj studiji mogu ukazi-
vati na agresivniji stadijum tumora zeluca kod ovih
pacijenata. S obzirom na ¢injenicu da su pacijenti
u nasoj studiji praceni samo do izlaska iz bolnice,
ne mozemo se izjasniti o povezanosti nivoa survi-
vina i vremenu prezivljavanja pacijenata.

Nakon iskljuc¢ivanja ekstremno visokih vredno-
sti survivina, ponovljena je kompletna statistika.
Medijana vrednosti survivina u grupi pacijenata
sa smrtnim ishodom je bila trostruko veca u po-
redenju sa grupom prezivelih pacijenata, a izmedu

ove dve grupe postojala je jako visoka statisticka
znacajnost (P < 0,001). Analiza ROC krivulje je
pokazala da je survivin izuzetno dobar biomarker
za predikciju smrtnosti (AUC = 0,834), sa ,,cut off
vredno$cu 5,11 pg/ml i odlicnom senzitivno$cu i
specificnos$¢u. Nakon podele na grupu pacijenata
obolelih od maligniteta i grupu onih koji nisu obo-
leli od maligniteta, pokazana je statisticka znacaj-
nost (P < 0,001) povezanosti vrednosti survivina
i smrtnog ishoda kod pacijenata obolelih od neke
vrste tumora. Povr$ina ispod ROC krivulje je po-
kazala da je survivin odlican prediktor smrtnosti
kod ovih pacijenata (AUC = 0,831) za grani¢nu
vrednost 5,11 pg/ml (Slika 7). Rezultati su ostali
isti u grupi pacijenata koji nisu oboleli od tumora,
jer je bila nepromenjena.

Zakljucak

e survivin je potencijalni sr¢ani biomarker i nje-
gova specificnost i senzitivnost je dokazana cak
i u grupi pacijenata koji nisu oboleli od bilo koje
vrste tumora.

¢ Ogranicenje survivina, kao sréanog biomarkera u
preoperativnoj pripremi je ¢injenica da je visoko
specifican za tumore, te nije moguce koristiti ga
izolovano u praksi, ve¢ samo u kombinaciji sa dru-
gim visoko specifi¢cnim sr¢anim biomarkerima.

e Studija je sprovedena u vidu pilot studije (uzo-
rak od 78 pacijenata), te je potrebna opseznija
studija. Medutim, svakako je znacajna ¢injenica
da je po prvi put dokazana povezanost vredno-
sti survivina u serumu pacijenata sa predikcijom
smrtnog ishoda kao posledice kardiovaskularnih
komplikacija.

e Potreban je veci broj pacijenata da bi se odredila
tacna grani¢na vrednost survivina kao sréanog
biomarkera.

e S obzirom na ¢injenicu da je grani¢na vrednost
survivina u grupi pacijenata obolelih od tumora
bila ve¢a u oba sluc¢aja, mozemo zakljuciti da je
moguce napraviti precizniju razliku izmedu re-
zultata pacijenata sa i bez tumora.
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