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1. UvOD

1.1. Ateroskleroza

1.1.1 Definicija i patofiziologija

Ateroskleroza je kroni¢na, multi-faktorijalna, fibroproliferativna i imunoinflamatorna bolest
koja zahvaca arterije svih veli¢ina 1 dovodi do razvoja asimetricnog, fokalnog zadebljanja
intime arterija koje nazivamo aterosklerotski plakovi (1). Ranije se smatralo da aterosklerotski
plakovi progresivno rastu i suzuju lumen arterije do potpune okluzije, dok danas znamo da
vecina okluzivnih lezija nastaje iznenadnom, superponiranom trombozom hemodinamski

neznacajnih plakova uslijed njegove erozije ili rupture.

Jedan je osnovni patofizioloski mehanizam okluzije arterije, a to je lokalna tromboza (lat. ,,in
tromboze je tromboza uzrokovana rupturom tanke fibrozne kape (~50-60%), a slijede ju
tromboza uslijed erozije endotela (~20%) i tromboza u ¢ijoj je podlozi kalcificirani nodul koji
protrudira u krvnu zilu (~2%) (2). Ruptura plaka tipi¢no nastaje na dijelu plaka s tankom
fibroznom kapom koja je oSteCena djelovanjem upalnih stanica. Migracija upalnih stanica iz
lumena u stijenku arterije 1 u podrucje plaka dovodi do njihove aktivacije 1 lucenja upalnih
molekula i proteolitickih enzima koji dovode do slabljenja fibozne kape, njegove rupture i
izlaganja trombogenog materijala plaka stanicama i faktorima u krvi, $to aktivira koagulacijsku
kaskadu 1 nastanak tromba. Iznenadna ruptura plaka dovodi do okluzije krvne zile mijeSanjem
lipidnog sadrzaja iz plaka i posljedi¢ne tromboze uslijed aktivacije unutarnjeg puta koagulacije,
a posljedica je ishemija u irigacijskom podrucju krvne Zzile $to dovodi do akutnog odumiranja
tkiva udova, cerebrovaskularnog inzulta ili akutnog infarkta miokarda. U oko 20-30%

slucajeva akutnog koronarnog sindroma (AKS) 1 iznenadne sréane smrti ne nalazimo potpunu



okluziju koronarne arterije, ve¢ je u podlozi aterosklerotska stenoza koja ukoliko je znacajna
moze provocirati ishemiju i fatalne aritmije (2). Pri tome, sklonost nastanku tromboze i fatalnih
aritmije ne doprinose isklju¢ivo elementi aterosklerotskog plaka, ve¢ i pojedinacna i genetska
sklonost trombozi, ali i stanje endogenog fibrinolitickog sustava kao i vulnerabilnost miokarda

koji je tada sklon nastanku aritmija.

Danasnji izazovi u lijeCenju i1 prevenciji ateroskleroze usmjereni su na usporavanje razvoja
ateroskleroze, prevenciji rupture vulnerabilnih plakova, lije¢enju komplikacija akutne ishemije
I nekroze te prevenciji ponovnih incidenata. Jo$ uvijek ostaje nejasno zasto kod pojedinaca s
jasno vulnerabilnim plakovima ne dolazi do rupture plaka i tromboze te zasto u nekim
slu¢ajevima rupture plaka ne dolazi do okluzije zile. lzazov predstavlja i identifikacija
patofizioloskih mehanizama zbog kojih dolazi do daljnje progresije ateroskleroze kod

pojedinih bolesnika koji imaju ciljanu terapiju 1 optimalnu kontrolu rizi¢nih ¢imbenika.

1.1.2. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak ateroskleroze

Multifaktorijalno porijeklo ateroskleroze sugerira da viSe razliCitih rizicnih ¢imbenika
sinergisticki djeluje u procesu stvaranja aterosklerotskog plaka. Medutim, danas, kao najvazniji
identificirani rizi¢ni ¢imbenik smatramo hiperkolesterolemiju, odnosno, povisene plazmatske
koncentracije lipoproteina niske gustoce (eng. low density lipoprotein — LDL) za koje se smatra
da su bez prisutnosti drugih ¢imbenika rizika dostatni za razvoj procesa ateroskleroze (3).
Imunoinflamatorno porijeklo bolesti povezuje neke od rizicnih ¢imbenika 1 mehanizam
nastanka i progresije ateroskleroze, npr. kod bolesnika s arterijskom hipertenzijom povisene
razine angiotenzina Il dovode do aktivacije upalnih signalnih puteva NF-xB (eng. nuclear
factor kappa B) ili stimulacije T-stani¢ne imunosti; konzumacija duhana oste¢enjem alveola
aktivira imunosni odgovor, a visceralno adipozno tkivo, osobito kod bolesnika sa Se¢ernom

2



bolesti tip 2, sadrZi i otpusta viSestruke posrednike upale (4). Lokalna hemodinamika igra
vaznu ulogu u procesu ateroskleroze. Lamelarni tok krvi aktivira ionske kanale endotelnih
stanica osjetljivih na protok koji aktiviraju transkripciju i translaciju gena za faktore koji imaju
ateroprotektivni, anti-tromboticki i protuupalni u¢inak; na mjestima gdje postoji turbulentni
protok krvi, gore navedeni ¢imbenici ometaju homeostazu ¢imbenika klju¢nih u prevenciji

ateroskleroze (3,4).

U prevenciji aterosklerotskog procesa vazna je tjelesna aktivnost, male koli¢ine alkohola te
plazmatske koncentracije lipoproteina visoke gustoce (eng. high density lipoprotein — HDL).
Za razliku od LDL-a, HDL djeluje antiaterogeno viSestrukim mehanizmima; djeluje
antioksidativno 1 protuupalno, ima vazodilatacijski u¢inak uz regulaciju viskoznosti 1 lokalnog
protoka krvi, dok je najvazniji opisani ucinak tzv. reverzni transport kolesterola (eng. reverse
cholesterol transport - RCT) kojim iz krvozilja uklanja viSak akumuliranog kolesterola i

transportira ga u jetru gdje se izlucuje u zuc (4,5).

Kompleksan i multifaktorijalni proces koji dovodi do nastanka ateroskleroze i danas oteZava
razumijevanje i predvidanje razvojnog tijeka same ateroskleroze kod pojedinaca te je postalo
jasno da postoji jos stani¢nih mehanizama i genetskih varijabilnosti izmedu pojedinaca zbog

kojih neki imaju, a neki nemaju klinicki manifestnu aterosklerozu.

1.1.3. Stani¢ni elementi ateroskleroze

U aterosklerotskom procesu nezaobilaznu ulogu imaju stanice endotela krvnih zila, upalne

stanice odnosno leukociti te glatke miSi¢ne stanice tunike medije arterija.

Endotelne stanice prirodna su barijera izmedu krvi 1 intime krvnih zile, kako za stanice tako 1

za plazmatske lipoproteine. OSteCenjem, ali 1 disfunkcijom endotelnih stanica zapocinje



aterosklerotska kaskada. Prvi korak aterosklerotske kaskade ¢ini prolazak cestica LDL-a u
subintimalni prostor. Ulaskom i akumulacijom u intimi arterije, ¢estice LDL-a zaSti¢ene su od
plazmatskih antioksidansa ¢ime je omoguéena njihova oksidacija i modifikacija (4,5). Na taj
nacin aktivirani lipoproteini postaju proupalni i kemotakticki, uzrokujuéi aktivaciju endotelnih

stanica.

Iako endotelne stanice uobicajeno ne eksprimiraju receptore koji omoguéuju vezanje
leukocita, na eksperimentalnim modelima, uvodenjem aterogene dijete primjec¢ena je
ekspresija VCAM-1 molekule (eng. vascular cell adhesion molecule-1) osobito na mjestima s
turbulentnim tokom krvi, a na takvim mjestima (grananje arterija) gdje je fizioloski reduciran
protok postoji i smanjena endotelna sinteza dusSikovog monoksida (NO) koji djeluje
vazodilatativno i i protuupalno (blokirajuéi ekspresiju VCAM-1 molekule) (6,7). Monociti i T-
limfociti aktiviraju se uz pomo¢ VCAM-1, ali i medustani¢nih adhezijskih molekula (eng.
intercellular adhesion molecule — ICM-1), adheriraju na endotel i migriraju subintimalno.
Monociti, koji su migrirali u intimu arterije, pod utjecajem snaznih kemokina zvanih monocitni
kemoatraktantni protein-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1 — MCP-1) diferenciraju
se u makrofage te kasnije, uz ¢imbenik koji stimulira makrofagne kolonije (eng. macrophage
colony-stimulating factor — MCSF) u pjenusave stanice. Aktivirani makrofazi na svojoj
povrsini imaju eksprimiran tzv. skupljacki receptor A (eng. scavenger receptor A — SR-A) koji
fagocitira oksidirane LDL-Cestice. Prisutni T-limfociti propagiraju imunosnu reakciju
izlu¢ivanjem citokina koji dodatno stimuliraju makrofage, endotelne stanice i glatke miSi¢ne
stanice (4,6,7). Jednom kada upalne stanice iz krvi migriraju u intimu, one podrzavaju i
propagiraju upalni odgovor. SR-A ne posjeduje mogucnost regulacije ekspresije ovisne o
koncentraciji (eng. down-regulation) sto dovodi do progresivne fagocitoze lipidnih ¢estica i u
konacnici programirane apoptoze koja rezultira nastankom acelularne, lipidne jezgre

aterosklerotskog plaka. Druga vazna vrsta receptora izrazena na makrofazima su tzv. receptori
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nalik pretinima ,,toll“ (eng. toll- like receptors - TLR) koji pokrecu kaskadu luéenja upalnih
citokina, proteaza i slobodnih radikala kisika $to dovodi do daljnje stimulacije upale i

destabilizacije plaka (8).

Nakon §to je uspostavljen aterosklerotski krug akumulacije lipida i upalnih stanica te
imunosnog odgovora, pod utjecajem citokina, u plak po¢inju migrirati i glatke misi¢ne stanice
iz tunike medije u tuniku intimu, gdje proliferiraju. Aktivirane, s ciljem reparacije tkiva u
podrucju upale, pocinju stvarati kolagen, elastin, proteoglikane i glikozaminoglikane, a nastali
ekstracelularni matriks promovira akumulaciju 1 zaostajanje lipoproteina u intimi arterije cime
nastaje zacarani aterosklerotski krug. lako izluceni ekstracelularni matriks stabilizira
aterosklerotski plak stvaranjem fibrozne kape, reakcija istovremeno moze biti toliko izrazena
da opstruira lumen same arterije. Prisutnost T-limfocita koji izlu¢uju interferon-y (INF-y)
onesposobljuje glatke miSi¢ne stanice u produkciji 1 odrzavanju fibrozne kape, a aktivirani
makrofazi produciraju enzime poput metaloproteaze (eng. matrix metalloproteinases - MMP)
1 cistein proteaze (CP) koje razgraduju 1 stanjuju fibroznu kapu koja inae ima ulogu
stabilizacije aterosklerotskog plaka (4,6.7). Kroz dulje vrijeme, nakupljanje makrofaga i
glatkih miSi¢nih stanica u plaku dovodi do njihove apoptoze ¢ime nastaje nekroti¢na, lipidima

bogata jezgra ateroma.

1.1.4. Reverzni transport kolesterola

Reverzni transport kolesterola endogeni je sustav koji odrzava homeostazu lipida i1 aktivno se
suprotstavlja patoloSkom procesu akumulacije lipida u arterijskim stijenkama. Akumulirani
lipidi nakupljeni u stijenkama krvnih Zila transportiraju se natrag u jetru i u crijeva putem kojih
se izluCuju. Prvi korak tog sustava je sinteza apolipoproteina Al (apoA-1) u jetri koji se potom

u plazmi veze na fosfolipide stvaraju¢i tzv. diskoidni HDL; ta molekula pomoéu ATP-
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vezujuceg kasetnog proteina Al i G1 (eng. adenosin.triphosphate binding membrane cassette
transport protein — ATP - ABC) koji se nalazi u pjenuSavim stanicama i glatkim mi$i¢nim
stanicama krvnih Zila poti¢e lucenje kolesterola u izvanstani¢ni matriks (9). U toj kaskadi
sudjeluje nekoliko faktora i receptora; skupljacki receptor B1 (eng. scavenger receptor B1 —
SR-B1) nuZan je za vezanje HDL-a na stanice, zatim kaveolin koji omogucuje izlazak
kolesterola iz endoplazmatskog retikuluma u ekstracelularni prostor (8,9). Nakon izlaska iz
stanice, kolesterol se esterificira uz pomo¢ lecitin-kolesterol acil transferaze (eng. lecithin-
cholesterol acyl transferase — LCAT) i spaja s diskoidnim HDL-om uz pomo¢ transportnog
proteina fosfolipida (eng. phospholipid transfer protein — PLTP) ¢ime nastaju HDL> i HDL3
Cestice. Navedene HDL cestice krvlju dolaze do jetre gdje se enzimatski, pomocu kolesterol -
ester transportnog proteina (eng. cholesterol ester transfer protein — CETP) prenose na
apolipoprotein B (apoB), a zatim spajanjem s LDL-receptorima prelaze u jetru gdje se kasnije,

kao zu¢ne soli, izluCuju u crijeva (10).

Framinghamska studija 1960.godina proslog stoljeca bila je prva studija koja je pokazala
inverzni odnos plazmatske razine HDL-a i kardiovaskularnog rizika (11). Nakon toga, mnoge
studije dokazale su zastitnu ulogu HDL-a, odnosno proaterogeni utjecaj niske razine HDL-a u
serumu, kao i sam mehanizam RCT, a u nastojanju da identificiraju mehanizme moguceg

farmakoterapijskog djelovanja.

lako su identificirani mnogi genetski faktori koji sudjeluju u sintezi receptora i enzima
zaduzenih za metabolizam lipoproteina, a njihova je uloga potvrdena u studijama s transgenim
misevima, jo$ uvijek ne postoji nedvosmislena i jasna definicija uloge RCT-a i HDL-a u zastiti
od aterosklerotskog procesa. Cini se da je glavni mehanizam stimulacije RCT-a i prevencije
ateroskleroze promjena zivotnog stila, prvenstveno usmjereno na redukciju unosa alkohola,

redovitu fizicku aktivnost kao i apstinenciju od duhanskih proizvoda (12,13,14). Nikako se ne



smije zanemariti i genetska varijabilnost strukture HDL-a kao i genetski determinirana njegova

funkcija.

Usprkos pozitivnoj korelaciji niskih razina HDL-a i progresije ateroskleroze i dalje postoje
dokazi da visoka razina HDL-a ne dovodi nuzno do redukcije kardiovaskularnog rizika, stoga
se u pitanje dovodi i pretpostavka je li serumska razina HDL-a ekvivalentna mjera procesa
RCT-a (15). Premda je HDL temeljna transportna molekula u reverznom transportu
kolesterola, nije se pokazala kao pouzdana mjera RCT-a. Farmakoterapijskim porastom razine
HDL-a u serumu uz pomo¢ nikotinske kiseline, fibrata ili torcetrapiba nije doslo do jasnog
protektivnog ucinka na kardiovaskularni sustav kao $to je zabiljeZeno kod redukcije razine

LDL-a statinima (16).

Kod odredenih bolesnika, neovisno o postignutoj zadovoljavajucoj kontroli vrijednosti
arterijskog tlaka, glikemije, vrijednosti LDL-a i kolesterola u krvi i dalje postoji izvjesna
moguénost daljnjeg razvoja ateroskleroze $to nazivamo rezidualnim kardiovaskularnim
rizikom. Mnoge velike populacijske i klini¢ke studije ukazuju da redukcija LDL-a statinima
do ciljnih vrijednosti dovodi do znacajne redukcije kardiovaskularnih dogadaja (17,18).
Neovisno o tome, kod nekih ljudi ateroskleroza i dalje napreduje, a taj efekt moZze se pripisati
niskim vrijednostima HDL-a te poviSenim vrijednostima triglicerida. lako u¢inak HDL-a nije
u potpunosti razjasnjen zbog njegove multifaktorijalne povezanosti, ali i viSestrukih uc¢inaka
(protuupalni, antitrombotski, vazodilatatorni, antioksidativni), niske vrijednosti HDL-a i dalje
se smatraju kao neovisni rizi¢ni ¢imbenik za koronarnu bolest (19). Klinic¢ka istrazivanja
pokazala su dodatnu redukciju kardiovaskularnih incidenata za 1,6% za svakih 0,11mmol/L
redukcije vrijednosti triglicerida, a zabiljezeni u€inak neovisan je o vrijednostima LDL-a u

bolesnika s AKS (20).



Ucinak rezidualnog rizika kompleksniji je kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti. Osobe sa
Sec¢ernom bolesti, a koje su lijeCene statinima imaju visi rizik u odnosu na bolesnike bez Secerne

bolesti koje nisu lijeCene statinima (21).

Potrebno je naglasiti da LDL cestice nisu biokemijski homogena skupina. Prema trenutnom
konsenzusu, postoje dva glavna fenotipa LDL cestica, LDL A koji se sastoji od velikih
,plutaju¢ih® molekula (eng. large buoyant LDL — IbLDL) te LDL B kojeg ¢ine LDL molekule
male gustoce (eng. small density LDL — sdLDL); upravo su sdLDL ¢estice snazno povezane s
metabolickim poremecajima, pretilosti, Se¢ernom bolesti tip 2 1 smatraju se rizi¢nim
¢imbenikom za koronarnu bolesti jer je kod LDL B fenotipa opaZena poviSena razina

plazmatskih triglierida i snizenih vrijednosti HDL-a (22).

Velike genetske 1 genomske studije otkrivaju snaznu vezu polimorfizma gena ukljucenih u
metabolizam lipida kojim bi se mogao objasniti ucinak rezidualnog rizika. Kod bolesnika
opterecenih koronarnom bolesti, uoceni su polimorfizmi gena za proteine i transportere
ukljuéene u metabolizam HDL-a, triglicerida, ali i medijatore upale koji sudjeluju u

aterosklerozi (22,23,24).

1.2. Koronarna bolest srca

1.2.1. Etiologija i patofiziologija aterosklerotske koronarne bolesti srca

Koronarna bolest srca, odnosno ateroskleroza koronarnih arterija srca je patoloski proces koji

nastaje razvojem i akumulacijom aterosklerotskog plaka u stijenkama koronarnih arterija.

Ateroskleroza je kroni¢ni, multifaktorski proces u ¢ijoj se osnovi isprepli¢u endotelna ozljeda

i endotelna disfunkcija koji rezultiraju akumulacijom lipoproteina i aktivnim upalnim



odgovorom (1,25). Navedeni proces dovodi do nakupljanja lipoproteina i upalnih stanica te
stvaranja fokalnog aterosklerotskog plaka, osobito na mjestima ne-lamelarnog toka krvi

(24,25).

Koronarna aterosklerotska bolest je kroni¢ni, progresivni patoloski proces u kojem razlikujemo
stabilne faze koje su najces¢e dugotrajne, te akutne faze nastale destabilizacijom
aterosklerotskog plaka (rupture ili erozije plaka) (26). Prema tome, sama bolest podijeljena je

u dva velika klini¢ka entiteta: akutni koronarni sindrom i kroni¢ni koronarni sindrom.

Kroni¢ni koronarni sindrom (KKS) pogada Siroku skupinu bolesnika s razvijenom
aterosklerozom koronarnih arterija, a koji klini¢ki mogu biti asimptomatski, ali se i prezentirati
anginoznim bolovima, zaduhom u naporu kao ekvivalentom stenokardije, simptomima sréanog
popustanja tj. disfunkcije lijeve klijetke (26). Ovoj skupini pripadaju svi bolesnici kod kojih je
koronarna bolest dokazana probirnim slikovnim ili funkcionalnim testovima ili bolesnici sa
stanjem nakon preboljelog akutnog koronarnog sindroma koji su lijeceni konzervativno i kod
kojih je provedena revaskularizacija bilo perkutanom koronarnom intervencijom (eng.
percutaneous coronary intervention — PCI , bilo kardiokirur§kom revaskularizacijom (eng.

coronary artery bypass graft - CABG) (25,26).

Akutni koronarni sindrom je skup klini¢kih entiteta koje karakterizira akutna nedostatnost
koronarne perfuzije ili jednostavnije re¢eno, AKS je stanje koji nastaje kao posljedica naglo
nastalog pogorSanja nesrazmjera opskrbe i1 metaboliCkih potreba srca, najc¢esce uslijed
trombotskog dogadaja u ¢ijoj je podlozi aterosklerotski proces. Napretkom tehnologije,
biokemijske dijagnostike i povec¢anjem mogucnosti brzog dokaza nekroze kardiomiocita,

klinicki, biokemijski i elektrokardiografski AKS u klini¢koj praksi ¢ine tri velika entiteta:

1. Infarkt srca s elevacijom ST segmenta (eng. ST elevation myocardial infarction -

STEMI);



2. infarkt miokarda bez elevacije ST segmenta (eng. Non ST elevation myocardial
infarction - NSTEMI);

3. nestabilna anginu pectoris (eng. unstable angina pectoris - UAP) (27,28,29,30).

Takva podjela napravljena je temeljem prognoze, patofizioloSkog procesa i terapijskog

pristupa.

U Republici Hrvatskoj, vode¢i uzrok smrti su bolesti kardiovaskularnog sustava, od kojih je
2019.godine umrlo 22 020 stanovnika (42,5% svi uzroka, stopa smrtnosti 541,7/100.000), a
najveéi dio ¢ini ishemijska bolest srca (7965 umrlih, 15,4% svih uzroka) (31). Ishemijska bolest
srca vodecdi je uzrok smrti muskaraca i Zena (14,6% za muskarce i 16,1% za zene) (31). Na
europskoj razini, bolesti kardiovaskularnog sustava takoder su vode¢i uzrok smrtnosti, a
najveéi udio medu njima ¢ini koronarna bolesti srca (19% za muskarce i 20% za Zene) (32).
Postoje velike regionalne razlike u incidenciji, s vi§im stopama u isto¢noj Europi u odnosu na

zapadnu Europu (33).

Unazad 20 godina, omjer bolesnika s NSTEMI porastao je s tre¢ine na gotovo polovinu NOVo-
dijagnosticiranih infarkta srca, uglavnom zbog sofisticiranijih metoda potvrde nekroze
miokarda, a uvodenjem novih antiagregacijskih lijekova, lijeCenjem perkutanom intervencijom
I porastom broja revaskularizacijskih procedura prati se pad i stabilizacija mortaliteta od AKS

(34).

Dok bolesnici sa STEMI infarktom srca imaju viSu kratkoro¢nu smrtnost i ¢e$¢e akutne
komplikacije, bolesnici s NSTEMI sréanim infarktom optere¢eni su visom dugoro¢nom
smrtnosti, zbog veceg opsega koronarne bolesti, CeS¢ih komorbiditeta i manje jasnih

dijagnosticko-terapijskih kriterija (35).

Temeljni patofizioloSki element koronarne bolesti Cini aterosklerotski proces. Anatomska

varijabilnost koronarnog optoka i razli¢it stupanj aterosklerotskog procesa rezultira razli¢itim
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klinickim manifestacijama iste bolesti, dok opseg zahvacenosti krvnih Zila moze varirati od
jednog fokalnog aterosklerotskog plaka jedne koronarne arterije do viSestrukih i difuznih
plakova svih koronarnih arterija. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj koronarne bolesti detaljno su
opisani i ukljuuju dob, spol, serumske razine kolesterola, debljinu, povisene vrijednosti
arterijskog tlaka, Secernu bolest te konzumaciju cigareta i vece koli¢ine alkohola (36).
Ostecenje endotela koronarnih arterija nastaje interakcijom viSestrukih rizi¢nih ¢imbenika i
njihovih produkata kao Sto su dislipidemija, vazokonstrikcijski hormoni u sklopu hipertenzije
ili produkti glikoksidacije uslijed dugotrajne hiperglikemije kao i proupalni citokini iz
adipoznog tkiva. Ispreplitanjem svega navedenoga pocinje kaskada koja dovodi do adherencije
cirkuliraju¢ih leukocita, migracije glatkih miSi¢nih stanica i leukocita u intimu arterije te
zajedno s odlaganjem lipoproteina rezultira stvaranjem aterosklerotskog plaka (37,38).
Aterosklerotske lezije s vremenom progrediraju, ¢ime opstruiraju lumen arterije i krvni protok.
Takve stenoti¢ne lezije dokazujemo i1 opisujemo angiografskim metodama. lako se ranije
smatralo da je stupanj suzenja i brzina progresije aterosklerotskog plaka linearno povezana s
rizikom od AKS, s vremenom je ipak razjasnjeno da je za ve¢inu dogadaja odgovorna ruptura
plaka i akutna tromboza (36). Dokaz toga pronalazi se u obdukcijskim i histoloskim nalazima
gdje dominira nalaz tromba na rupturiranom plaku, neovisno o stupnju suzenja zile samim
plakom, stoga i aterosklerotsko optereéenje koronarnih arterija moze postojati bez morfoloski
znacajnih stenoza (37,39,40).

Koronarnom angiografijom se opisuje stupanj zahvaéenosti koronarnih arterija plakom, a
numericki u kojem stupnju opstruiraju lumen arterije. Stupanj stenoze korelira sa stupnjem
redukcije protoka krvi kroz koronarnu arteriju, time i dio sré¢anog misic¢a koji doti¢na arterija
opskrbljuje. Kod potpune opstrukcije protoka, odnosno okluzije arterije, brzo nastupa
ishemijska kaskada — potrosnja stani¢nog kisika i glikogena, $to dovodi do opustanja

miofibrila, disfunkcije mitohondrija i u konaénici nekroze miocita (41). Period od nastanka
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ishemije do nekroze ovisi o intrinzicnim potrebama miokarda za kisikom, postojanju
kolateralnog protoka te intermitentnom reperfuzijom, a moZe =znatno varirati (42).
Eksperimentalnim metodama dokazana je progresija nekroze od subendokarda prema
subepikardu tijekom nekoliko sati ishemije iz Cega proizlazi vaznost vremenski brze dijagnoze
i reperfuzijske terapije (43-45).

Potpuna okluzija koronarne arterije najceS¢e dovodi do transmuralne ishemije i
elektrokardiografske slike infarkta miokarda sa ST-elevacijom, dok subtotalna stenoza arterije
dovodi do subendokardijalne ishemije sa slikom akutnog koronarnog sindroma bez ST-
elevacije (NSTEMI i UAP) (46,47). NSTEMI i UAP su dva razlicita entiteta a razlikuju se
postojanjem nekroze miocita; nestabilnu angina pectoris karakterizira stupanj ishemije

dovoljan da bi nastali simptomi, ali ne i nekroza miocita.

1.2.2. Klini¢ke prezentacije koronarne bolesti srca

1.2.2.1 Stabilna koronarna bolest /kronicni koronarni sindrom

Kroni¢ni koronarni sindrom, ranijeg naziva stabilna angina pektoris, koji se joS uvijek cesto
koristi, nastaje stvaranjem aterosklerotskih plakova na koronarnim arterijama koji mogu, ali ne
moraju stvarati opstrukciju protoka, a karakterizirana je dugotrajnim i stabilnim tijekom, koji
moze biti prekinut akutnim trombotskim incidentom u slucaju rupture ili erozije plaka (26).
Patofizioloski, u trenutcima pojacanih metabolickih potreba miokarda poput tjelesnog napora,
tahikardije, visokih vrijednosti arterijskog tlaka dolazi do razvoja relativne ishemije u
odredenoj regiji miokarda Sto rezultira srcanom disfunkcijom i klinickim simptomima.
Simptomi stabilne koronarne bolesti su: 1. stezu¢a bol i/ili nelagoda u prsistu s mogucim
Sirenjem u vrat, donju ¢eljust ili ramena i ruke te zaduha, 2. pogorSanje simptoma tjelesnim

optere¢enjem te 3. olakSanje simptoma koje nastupa relativno brzo s prestankom fizicke
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aktivnosti ili uz primjenu nitrata, najces¢e za manje od 10 minuta (26). Manje tipi¢ni, ali ¢esto
prisutni simptomi su op¢a slabost, umor i mu¢nina. Simptomi i optereCenje potrebno za
provokaciju simptoma mogu znatno varirati od osobe do osobe, ali velika varijabilnost
simptoma se moze vidjeti i u pojedinca tijekom vremena. Klasifikacija anginozne boli na
"tipicnu, atipi¢nu i ne-anginoznu" bol pomaze u predvidanju vjerojatnosti postojanja koronarne
bolesti, pri ¢emu "tipi¢na angina pectoris" sadrzava sva tri simptoma — bol/nelagoda u Sirem
podrucju prednjeg prsista (ne u jednoj tocci) , pogorSanje simptoma u naporu te olakSanje
simptoma odmorom ili primjenom nitrata. Postojanje atipi¢ne (zadovoljava dva od tri opisana
simptoma) i ne-anginozne (zadovoljava samo jedan od tri simptoma) prekordijalne boli ne
iskljucuje postojanje koronarne bolesti, samo je vjerojatnost iste, uz takve simptome, manja
(48). Klinicka prezentacija prvi je i najvazniji korak u postavljanju sumnje na stabilnu
koronarnu bolest, a promatrajuéi simptome u kontekstu rizicnih ¢imbenika poput dobi, spola,
obiteljske anamneze kardiovaskularnih bolesti, dislipidemije, SeCerne bolesti, hipertenzije,
pretilosti 1 nikotinizma povecavamo vjerojatnost to¢ne dijagnoze. Stabilna koronarna bolest

zahtjeva dozivotno praéenje i periodicku reevaluaciju bolesti.

1.2.2.2. Akutni koronarni sindrom

Akutni koronarni sindrom zajednicki je naziv za infarkt miokarda sa ST-elevacijom, infarkt
miokarda bez ST-elevacije i nestabilnu anginu pektoris. Ova tri klini¢ka entiteta grupirani su
zbog zajedniCkih klinickih 1 patofizioloskih karakteristika, zajednickog inicijalnog
dijagnostickog algoritma i vaznosti brzine utvrdivanja dijagnoze i lijeCenja. Vodec¢i simptom
AKS-a je bol u prsistu, a klini¢ka slika moze varirati od iznenadne sréane smrti i kardiogenog

Soka, akutnog sr¢anog zatajenja do blaze nelagode u prsistu (49). Unutar ovog sindroma
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razlikujemo infarkt miokarda u ¢ijoj je osnovi nekroza miocita te nestabilnu anginu pektoris

kod koje je osnovni patofizioloski supstrat ishemija srca, ali bez nekroze.

Prema cetvrtoj univerzalnoj definiciji infarkta miokarda definirano je pet osnovnih tipova

infarkta srca (eng. myocardial infarction — MlI):

1. Ml tip 1 najveca je skupina i definirana je rupturom ili erozijom aterosklerotskog plaka

2. Ml tip 2 definiran je patofizioloskim mehanizmom nesrazmjera opskrbe 1 potraznje
miokarda za kisikom koji mozZe biti uzrokovan koronarnim vazospazmom ili
poremecajem mikrocikulacije, disekcijom koronarne arterije. Takoder, moze se pojaviti
u okolnostima velikih metabolickih potreba miokarda (tahiaritmije, teska hipertenzija i
hipertrofija lijevog ventrikla) odnosno smanjene dopreme kisika u miokard (hipoksija,
teska anemija, hipotenzija)

3. Ml tip 3 ¢ine bolesnici s klinickom slikom sréanog infarkta, a koji najées¢e zbog malignih
aritmija umiru prije laboratorijskog dokaza nekroze miokarda; ako se obdukcijom
utvrdi postojanje trombotskog incidenta, ovi bolesnici se reklasificiraju u Tip 1 MlI;
procjenjuje se da je godisnja incidencija oko 10:100 000 bolesnika odnosno 3-4% svih
tipova Ml

4. Ml tip 4 nastaje kao komplikacija perkutane koronarne intervencije

5. Ml tip 5 nastaje kao posljedica kardiokirurske revaskularizacije miokarda (43,50).

Kanadsko drustvo za kardiovaskularne bolesti (eng. Canadian Cardiovascular Society - CCS)

klasificiralo je simptome angine pektoris u Cetiri stupnja, a klasifikacija je i danas u $irokoj

upotrebi:

1. CCS | —angina pektoris koja se pojavljuje samo u izrazenim, brzim ili prolongiranim
fizickim aktivnostima

2. CCS Il —angina pektoris koja se pojavljuje u umjerenom naporu ( uobi¢ajene aktivnosti

14



koje se izvode brzo, javljaju se nakon obroka, tijekom hladnog vremena ili
emocionalnog stresa)
3. CCS Il — angina pektoris koja se pojavljuje u malom naporu (hodanje 100-200 metara,
uspon na prvi kat)

4. CCS IV — angina pektoris koja se pojavljuje u mirovanju (51).

Nestabilna angina pektoris manifestira se kroz tri najcesce klinicke slike:

1. "angina pektoris u mirovanju" - prolongirana anginozna bol koja se javlja u mirovanju i traje

do 20 minuta;

2. "novonastala angina pektoris "— pojava umjerenih do snaznih anginoznih tegoba unazad 2
mjeseca (CCS Il ili I11);

3. "kresendo angina pektoris* - pogorsanje intenziteta i tezine simptoma od ranije poznate

angine pektoris koja se dogada u kra¢em vremenom periodu (26).

1.2.3. Dijagnostika koronarne bolesti srca

Postavljanje dijagnoze koronarne bolesti temelji se na klinickoj slici, funkcionalnim i
slikovnim dijagnostickim pretragama. Kada se postavi jasna klinicka sumnja na anginoznu bol
u prsistu potrebno ju je nadopuniti laboratorijskim pretragama za potvrdu, odnosno iskljucenje
AKS-a. Pri tome je nuzan 12- kanalni elektrokardiogram (EKG). U slucaju KKS moze se
uciniti ergometrijsko testiranje i potrebno je uciniti ultrazvuk srca u svrhu procjene sréane
funkcije. Ukoliko rezultati u¢injene neinvazivne obrade upucuju s visokom vjerojatnos¢u na
koronarnu bolest potrebno je uciniti neinvazivnu koronarnu angiografiju (eng. multislice
computed tomography coronary angiography — MSCT koronarografija) ili klasi¢nu koronarnu

angiografiju.
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1.2.4. Lije¢enje koronarne bolesti srca

1.2.4.1. Invazivno i interventno lijecenje

Ukoliko se dokaze da su bolesnikove smetnje uzrokovane znacajnim suZenjem koronarnih
arterija potrebno je interventno lijeCenje. U danasnje vrijeme postoje dva nacina
intervencijskog lijeCenja; perkutanom koronarnom intervencijom i kirurSko lijeCenje —
aortokoronarno premostenje. Perkutanom koronarnom intervencijom suzenje se moze lijeciti
implantacijom potpornice ili aplikacijom citostatika kojim je obloZen balon, a bez potpornice,
na mjesto postojeceg suzenja. Suzenja koja su na nepogodnom mjestu, ili je vise koronarnih
arterija zahvaceno visokim stupnjem suZenja, potrebno je lijeciti ipak kirurSkom

revaskularizacijom (49).

1.2.4.2. Medikametno lijecenje

Medikamentno lije¢enje koronarne bolesti je osnova lijecenja, bez obzira na koji se na¢in bolest
prezentirala. Svrha lijeCenja je smanjiti bolesnikove smetnje, usporiti aterosklerozu, prevenirati
koronarnu trombozu, smanjiti direktne i indirektne potrebe miokarda te sprijeciti negativnu
remodelaciju srca uslijed produzene ishemije. Primjenjuju se lijekovi iz skupina beta blokatora,
inhibitora angiotensin konvertirajueg enzima, statini, trimetazidin, ranolazin, inhibitori

kalcijevih kanala te kratkodjelujuci i dugodjelujuci nitrati (43, 47, 49-51).
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1.3. Endotelna lipaza u procesu ateroskleroze

1.3.1. Molekularne znacajke endotelne lipaze

Endotelna lipaza (EL) je enzim iz skupine trigliceridnih lipaza, a u velikoj mjeri je homologna
lipoproteinskoj lipazi (LPL) i jetrenoj lipazi (eng. hepatic lipase - HL) (52). Dvije neovishe
skupine istrazivaca 1999. godine su opisali postojanje EL (52,53). LPL dominantno
sintetiziraju adipociti, popre¢noprugaste misi¢ne stanice i kardiomiociti, HL hepatociti dok je
EL primarno sintetizirana u vaskularnim endotelnim stanicama i jedina je lipaza koju

sintenizira endotel (52).

Ekspresija EL je izraZzena na stanicama s visokom metaboli¢kom aktivnoscu i vaskularizacijom

a to su u prvom redu stanice jetre, pluca, bubrega, Stitnjace, jajnika, testisa i placente (54).

U inicijalnom procesu sinteze, EL je protein molekulske mase 55 kDa, a nakon
posttranslacijske glikozilacije iz stanice se izluCuje kao protein molekulske mase 68 kDa,
graden od 482 aminokiseline. Nakon sinteze i sekrecije, EL se veze na povrSinu stanica preko
proteoglikana heparan-sulfata (HSPG) te veze lipoproteine na stani¢nu povrsinu i omoguéuje
hidrolizu svih skupina lipoproteina, osobito HDL-a (55). Kao slobodna lipaza u cirkulaciji ona

podlijeze utjecaju protein konvertaza te se cijepa u inaktivne molekule (52,56,57).

EL je svojom gradom vrlo sli¢na ostalim lipazama, tako dijeli identi¢nu gradu s 44% LPL, 41%
HL 1 27% s pankreati¢nom lipazom. Sve navedene lipaze imaju slican segment odgovoran za
katalizu dok je posljednji kataliticki segment, koji je klju€an za lipidnu hidrolizu identi¢an a

sastoji se od tri aminokiseline — serin, asparat i histidin (53,54).

Osnovna molekularna razlika izmedu EL 1 ostalih lipaza iz skupine trigliceridnih lipaza je

aminokiselinska petlja koja se nalazi na katalitickom mjestu i na taj na¢in ima poseban afinitet

17



za supstrat. Ova strukturna razlika ¢ini EL visokospecificnom za dominantnu fosfolipaznu
funkciju a u manjoj mijeri i lipaznu aktivnost prema trigliceridima, nasuprot LPL-a i HL-u

(55,56,57).

Funkcionalno se od drugih lipaza razlikuje po visokoj fosfolipaznoj aktivnosti u odnosu na
trigliceridaznu aktivnost. Zajedno s LPL-om i HL-om, endotelna lipaza ¢ini sskupinu lipaza
zaduzenih za hidrolizu fosfolipida i triglicerida (TG), gdje LPL dominantno djeluje kao TG-
lipaza, HL djeluje istovremeno na fosfolipide i TG, dok EL gotovo iskljucivo djeluje kao

fosfolipaza (58,59).

Postoje tri izoforme endotelne lipaze; EDL (engl. endothelial — derived lipases, EDL) 1a, 2a i
2b (58,59,60). EDL 1a je u potpunosti, cijelom duljinom od 68 kDa glikozirana, dok su EDL2a
(46 kDa) i EDL2b (38 kDa) djelomicno rascijepane varijante EDL1a. EDL2a, za razliku od
EDL1a nema na svom zavrSetku peptid odgovoran za sekretorni signal dok je EDL2b jos kraca
a razlikuje se od ostalih izoformi jer ima nesto drugaciju regiju odgovornu za katalizu. Ishida i
suradnici otkrili su prisutnost EDL 1a izoforme kao slobodne molekule u stani¢cnom mediju, u
nesto manjoj mjeri i u stani¢nom lizatu dok su 2a i 2b izoforme detektirali samo u lizatu stanice

i nalaze se intracelularno, u citosolu (59,61).

Takoder, istrazivajuci funkcijske razlike izoformi EL otkrili su kako samo la ima visoku
fosfolipaznu i nisku trigliceridaznu aktivnost dok EDL2a i 2b nemaju prakticki nikakav stupanj

enzimatske aktivnosti.
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1.3.2. Utjecaj endotelne lipaze na HDL i LDL kolesterol

Sfingomijelin, jedan od najzastupljenijih fosfolipida u lipoproteinima determinira specifi¢nost
EL za vezanje na adekvatan supstrat kao i njezinu aktivnost. Jednako tako, Yang i suradnici su
dokazali kako sfingomijelin inhibira hidrolizu lipoproteina. EL ima razli¢it intenzitet lipazne
aktivnost prema razli¢itim lipoproteinima. Tako ima znac¢ajno vecu liticku aktivnost na HDL u
odnosu na LDL i lipoprotein vrlo niske gustoce (eng. very low density lipoprotein — VLDL).
Ako se uzme u obzir da lipoproteini imaju drugaciji sastav i koncentraciju sfingomijelina,
odnosno, VLDL i LDL imaju znacajno viSe sfingomijelina u svom sastavu, manja liticka
aktivnost EL prema ovim molekulama moZze se tumaciti upravo zbog inhibitornog djelovanja

sfingomijelina na EL (62).

U ispitivanju funkcija endotelne lipaze uvelike su pomogli animalni modeli, odnosno genetski
modificirani miSevi. Endotelna lipaza veze i hidrolizira serumski HDL vezuéi apoA-1 i apoA-
2 §to dovodi do raspada HDL-a na manje Cestice siromasne fosfolipidima koje su podlozne
brzem katabolizmu rezultiraju¢i padom serumske razine HDL-a, ali i apoA-1 Cestica ¢ime se
usporava reverzni transporta kolesterola (61,62,63). Ispitivanje na genetski modificiranim
miSevima s pove¢anom funkcijom EL rezultiralo je dramati¢énim padom razine HDL-a, dok je
kod miseva s isklju¢enim genom za EL opazen porast HDL-a; kod ljudi, polimorfizmi jednog
nukleotida u genu koji kodira EL (LIPG gen, polimorfizam 584C/T) zna¢ajno su povezani s

vrijednostima serumskog HDL-a (64,65,66).

Ispitivanje u¢inaka EL na LDL u animalnim modelima nisu dala dosljedne rezultate. Jaye 1
suradnici uodili su umjerenu redukciju koncentracija VLDL-a i LDL-a kod transgenskih
miSeva s povecanom funkcijom EL, a uoceno je i smanjenje veli¢ine i broja LDL cestica,
medutim drugi autori nisu zabiljezili znaCajne promjene vrijednosti LDL-a kod miSeva s
isklju¢enim genom za EL (52,60, 67,68).

19



Kod ispitivanja utjecaja EL na serumske lipide kod pretilih muskaraca, uocena je pozitivna
korelacija izmedu visokih vrijednosti EL 1 poviSenih vrijednosti kolesterola, LDL-a,
triglicerida, apoB 1 VLDL kolesterola te istovremeno negativna korelacija izmedu
koncentracije EL 1 veli¢ine LDL ¢estice. Vrijednosti plazmatske EL kod osoba s metaboli¢kim
sindromom za 50% su viSe u odnosu na zdrave pojedince, $to su dokazali i Poto¢njak i suradnici

odredujuci razinu endotelne lipaze u bolesnika s metabolickim sindromom (58,69,70).

S druge strane, Trbusi¢ i suradnici su usporedivali vrijednosti endotelne lipaze u bolesnika s
akutnim 1 kroni¢nim koronarnim sindromom. Jasne razlike izmedu ove dvije skupine nisu
dokazali ali su dokazali kako zene s AKS imaju znac¢ajno viSu razinu EL u odnosu na muskarce.
Potoc¢njak je dokazala kako Zene sa sr€anim zatajivanjem imaju viSu razinu endotelne lipaze
(70,71,72,73). Ovime se svakako postavlja pitanje na koji naéin spol determinira razinu, a
mozda i funkciju EL. Poznato je kako EL u nekoj mjeri eksprimiraju 1 izlu€uju jajnici 1 testist,
ali nije poznato koliki udio ukupne cirkuliraju¢e EL izlu¢uju gonade. Potrebno je provesti jos
niz ispitivanja da bi se dobio to¢an odgovor zasto razlike u spolu pokazuju ovakvu varijabilnost
u razini EL. U istom radu, nije dokazana korelacija razine EL s razinama HDL-a i LDL-a (71,

72).

1.3.3. Utjecaj endotelne lipaze na reverzni transport kolesterola

Utjecaj endotelne lipaze na metabolizam lipida kod ljudi predmet je brojnih istrazivanja; jedno
od potencijalnih mjesta djelovanja je na mehanizam reverznog transporta kolesterola odnosno

efluksa kolesterola iz makrofaga na HDL na koji EL ima dvojak ucinak.

Yance i sur. dokazali su u stani¢nim kulturama da EL smanjuje efluks kolesterola putem SR -

B1 za gotovo 90% te pojacava efluks iz makrofaga putem ABC-A1l za 63% S§to rezultira
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nastankom manjih HDL ¢estica, a istovremeno svojom fosfolipaznom aktivnosti dovodi do
promjene sastava 1 fizikalnih karakteristika HDL ¢ine¢i ga Cesticom siromasnim lipidima te
podloZznim brzem katabolizmu (74). Dok su i drugi autori poput Jahangiri i sur. objavili sli¢ne
uc¢inke EL i njenog ucinka na smanjenje veli¢ine HDL cestica, opre¢ne rezultate dobili su
Broedil i sur. koji su uocili da EL pojacava vezanje apoA-1 za makrofage te povecava efluks
kolesterola (75,76). Endotelna lipaza sadrzi vezna mjesta za heparan-sulfat proteoglikane,
HDL i LDL cestice §to predstavlja most izmedu lipoproteina i endotelnih stanica, stimulirajuci
na taj nacin prijenos plazmatskih lipoproteina u stanice ne-enzimatskim mehanizmima (77).
Dokaz toga nalazimo u ¢injenici da primjenom heparina detektiramo oslobadanje EL u plazmu

te pojacanje i aktivnosti i razine EL s posljedi¢nim padom razine HDL-a (78).

Djelovanje EL u endotelnim stanicama jetre ima slozene uc¢inke; pojacanjem ekspresije EL
dolazi do poveéanog katabolizma apoA-1 i ubrzanog transporta estera kolesterola i HDL
Cestica u jetru putem SR-B1, medutim, dok je povecana koncentracija kolesterola u jetri, ne
opaza se pojacana ekskrecija kolesterola putem Zuci (63,78-81). Istrazivanjima na miSevima
potvrdena je teza da EL smanjuje razinu HDL-a u plazmi te ju povisuje u jetri, no nema u¢inaka

na RTK (81,82).

1.3.4. Polimorfizam gena i regulacija ekspresije endotelne lipaze

Otkri¢em 1 istrazivanjem ucinaka EL, otkrivene su mutacije gena koje kodiraju EL, a u tijeku
su istrazivanja koja bi povezala pojedine polimorfizme s rizikom za pojedine kardiovaskularne
dogadaje. Meta-analize pet velikih kohorti opisale su Cetiri najcesc¢e varijante, polimorfizam
Thril1lle kao najcesc¢u varijantu koja je povezana s uobic¢ajenim razinama HDL-a te urednom
funkcijom lipazne aktivnosti EL, dok rjeda Asn396Ser inacica dovodi do gubitka funkcije EL
te rezultira poviSenim plazmatskim razinama HDL-a; varijante Gly26Ser i Thr298Ser veoma
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su rijetke i dominantno opisane u populaciji Afroamerikanaca (83). Ova otkri¢a podupiru ideju

o mogucoj terapijskoj inhibiciji EL u cilju podizanja razina HDL-a.

Opisani su viSestruki biomehanicki i biokemijski utjecaji koji reguliraju ekspresiju endotelne
lipaze. Hirata i sur. u kulturama umbilikalnih i koronarnih endotelnih stanica dokazali su porast
razine glasnicke RNA endotelne lipaze (NRNA-EL) po utjecajem citokina i tlaka tekucine, a
Shimokawa i sur. u animalnim modelima opisali su pojacanu ekspresiju endotelne lipaze u
glatkim mi$i¢énim stanicama aorte pod utjecajem angiotenzina II i arterijske hipertenzije (54,
66, 84).

Mjerenjem razine fospolipazne i trigliceridazne aktivnosti u in vitro modelima, otkriveno je
povecéanje njihove aktivnosti primjenom citokina putem poveéane ekspresije EL (56). In vitro
studije s makrofazima porijeklom iz normalnih miseva i miSeva koji ne kodiraju EL istrazivao
se utjecaj lipopolisaharida (LPS) na produkciju mRNA-EL; LPS c¢ine jednu od glavnih
komponentni stanicne membrane endotelnih stanica i poticu produkciju citokina kojom
regulirgju SR-A i TLR ¢ime dovode do nakupljana LDL-a u makrofazima (84). lako se
smatralo da se neoksigenirani LDL (nLDL) ne nakuplja u makrofazima (zbog niskog broja
receptora za LDL), izlaganjem makrofaga LPS-ima poti¢e ekspresiju mRNA-EL i ulazak
nLDL-a u stanice putem TLR ¢ime je postavljena hipoteza o funkciji EL u vezanju nLDL-a i
makrofaga, za $to nalazimo dodatnu potvrdu u €injenici da je vezanje nLDL-a i makrofaga
inhibirano primjenom heparina putem HSPG (85,86). Ispitivanje ucinaka statina na EL
pokazalo je inhibiciju njezine ekspresije kao i smanjenje preuzimanja nLDL-a (87). Osim
navedenih mehanizama regulacije EL, opisani su i posttranskripcijski mehanizmi; proprotein
konvertaza igra ulogu u posttranskripcijskoj regulaciji inaktivirajuc¢i EL, a inhibitori proprotein
konvertaze poput profurina dovode do pojacanja aktivnosti EL i redukcije razine plazmatskog

HDL-a (86-88).
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Otkriveni su i endogeni inhibitori EL poput angiopoietinu nalik protein 3 (eng. angiopoietin-
like 3 protein — ANGPTL3) ¢ija plazmatska koncentracija korelira s razinama HDL-a u ljudi,
a za aktivaciju ovog proteina potrebna je proprotein konvertaza Sto indirektno regulira

aktivnost EL i HDL-a u plazmi (89).

1.3.5. Povezanost endotelne lipaze, upale i ateroskleroze

Analizom histoloskih  preparata aterosklerotskih plakova wu aorti te bojanjem
imunohistokemijskim metodama kod miseva bez gena koji kodira apolipoprotein-E, otkrivena
je povecana ekspresija endotelne lipaze u makrofazima Sto navodi na zaklju¢ak da EL i izravno
utjece na aterosklerozu stimulirajuc¢i adheziju monocita te njihovo infiltriranje stijenke krvne
zile. (88) Kod miSeva bez gena za EL dokazana je reducirana adhezija monocita na endotel
¢ime je i1 smanjena infiltracija makrofaga kao i njihova moguénost akumulacije i oksidacije

LDL-a (91,92).

Azumi i sur. proveli su imunohistokemijsku analizu preparata koronarnih arterija u ljudi
dobivenih obdukcijom te opisali pojacanu ekspresiju EL u stanicama endotela i glatkih
miSi¢nih stanica tunike medije krvnih zila u osoba bez aterosklerotske bolesti koronarnih
arterija, dok je u osoba s koronarnom aterosklerozom dodatno zabiljezena pojacana ekspresija
1 u stanicama koje infiltriraju aterosklerotske plakove tj. u makrofazima; ovi rezultati upucuju
na razli¢ite mehanizme kojima EL regulira proces ateroskleroze koronarnih arterija kao i
metabolizam lipida u samoj stijenki krvne Zzile (93). U sli¢énom ispitivanju provedenom na
preparatima karotidnih arterija dobivenih endarterektomijom, otkrivena je izrazena ekspresija
MRNA-EL u podruc¢ju izmedu fibrozne kape plaka i njegove nekroti¢ne jezgre koja je tipi¢no

bila gusto infiltrirana makrofazima, a najviSu razinu ekspresije mRNA-EL imali su
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diferencirani makrofazi u odnosu na pjenusave stanice i monocite sugerirajuc¢i tako vaznu

ulogu EL u regulaciji stani¢nih elemenata aterosklerotskog plaka (94).

Ispitivanjem utjecaja hipolipemika na EL otkriveno je da atorvastatin reducira ekspresiju EL

inhibirajuéi signalne puteve NFxB 1 jetreni X receptor o (eng. liver X receptor o — LXRa) (95).

Nezaobilazan je odnos ateroskleroze i upale, a istrazivanja na ljudima ukazuju da EL 1 ovdje
igra znacajnu ulogu. Paradis i sur. istrazivali su osobe s pretilosti 1 dokazali jasnu korelaciju
plazmatskih razina EL i nekih upalnih parametara poput C-reaktivnog proteina (CRP),
interleukina 6 (IL-6) i lipoprotein-vezane fosfolipaze A2 (eng. lipoprotein-associated
phospholipase A2 - Lp-PLA2), ali i korelaciju sa stupnjem pretilosti odnosno prisutnosti
metaboli¢kog sindroma (69,70). Badelino i sur. istrazuju¢i populaciju od 858 zdravih
pojedinaca, s pozitivnom obiteljskom anamnezom za koronarnu bolest, dokazali su izravnu
korelaciju plazmatskih razina EL i upalnih parametara (visoko-osjetljivi CRP, IL-6, ICM etc.)

(97).

Nedvojbena uloga medijatora upale u nastanku aterosklerotskog procesa, njihova povezanost
s endotelnom lipazom pojasnjava zacarani krug koji dovodi do razvoja aterosklerotskog plaka
I njegovu potencijalnu destabilizaciju. Pronalaskom pojacane ekspresije EL u nestabilnom
aterosklerotskom plaku zajedno s visokim razinama adhezijskih molekula i citokina poput
VCAML, E-selektina i IL-6 te poznatom sposobnosti EL da potic¢e lu¢enje proupalnih molekula
u endotelu, endotelna lipaza mogla bi imati znacajnu ulogu u destabilizaciji aterosklerotskog

plaka (96 ,97).
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1.4. HDL u procesu ateroskleroze

1.4.1. Struktura HDL-a

Kolesterol je nuzan za normalnu funkciju i rad svih stanica dok stanje hiperkolesterolemije
pridonosi nastanku ateroskleroze i kardiovaskularnih bolesti. Apolipoprotein A — 1 je osnovna
proteinska komponenta HDLa koja je vrlo vjerojatno najvaznija determinanta funkcije HDL-
a. HDL je mala, gusta Cestica a u usporedbi s drugim lipoproteinima, bogata je proteinima,
veli¢ine je 8-10 nm, gustoce 1,063-1,21 g/mL. HDL je Cestica sfericnog ili diskoidnog oblika
s hidrofobnom jezgrom sastavljenom od estera Kkolesterola a koji su okruzeni slojem
fosfolipida, proteina i neesterificiranog kolesterola. Dugi niz godina HDL je bio u fokusu
interesa zbog ateroprotektivnog ucinka te su se ulagali napori u farmakoterapiju koja bi dovela
do efikasnog porasta razine HDL-a, a porast same razine istoga u klini¢kim ispitivanjima nije
se dokazao ucinkovit kako se o¢ekivalo. Nakon toga se utvrdilo da HDL ima razlicita svojstva
koja ne ovise o razini HDL-a, a to su protuupalno, antioksidativno i antitrombogeno svojstvo,

a svako od njih je vrlo vjerojatno genetski determinirano (98, 99).

1.4.2. HDL i kardiovaskularni rizik

HDL regulira stani¢ni efluks (izlazak) kolesterola te ga prenosi iz perifernih stanica u jetru te
se iz jetre kolesterol izlucuje u Zu€ a potom 1 u probavnu cijev, te na taj nacin regulira razinu
kolesterola u krvi zbog Cega je uvrijeZzen naziv istoga ,,dobri kolesterol“. Kroz posljednje
stolje¢e je u viSe studija opisivano kako razina HDL obrnuto proporcionalno korelira s
kardiovaskularnim rizikom te je isto uvrijezeno u klinickoj praksi. Naime, brojne studije su

provedene u cilju podizanja razine HDL-a, izmedu ostalog i farmakoloske klini¢ke studije, a
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iste nisu pokazale kako povisena razina HDL-a pridonosi sniZzenom kardiovaskularnom riziku.
Shodno tome pocelo se promisljati o funkciji HDL-a, kao i njegovoj strukturi i karakteristikama
HDL-a koje doprinose njegovom ateroprotektivnom djelovanju a ne samo koncentraciji, kao

takvoj, odnosno, pocelo se razmisljati o kvaliteti HDL-a a ne samo kvantiteti.

Definicija HDL-a kao dobrog kolesterola proizasla je krajem 1980.-ih iz Framinghamske
studije koja je tada pokazala kako su niske razine HDL-a nezavisni ¢imbenik rizika za
koronarnu bolest srca (11). Ova opservacija, sada, nakon vise od 40 godina se dovodi u pitanje
— je li razina HDL-a bila samo marker neke prilezece bolesti ili igra ulogu u nastanku

aterosklerotske koronarne bolesti.

Kroz posljednja dva desetlje¢a proveden je velik broj genetickih studija kao i randomiziranih
klinickih ispitivanja, rezultati kojih ipak govore u prilog da razina HDL-a nije nezavisan
¢imbenik nastanka KV bolesti ve¢ da je posljedica drugih ¢imbenika, mozda i same strukture
i funkcije HDL-a. Rezultati dvije odvojene / nezavisne Medelian Randomizacijske studije koje
su ukljucile vise od 165 000 bolesnika nisu dokazale povezanost HLD-a i rizika za akutni sréani
infarkt unato¢ uvrijezenom misljenju o obrnuto proporcionalnoj povezanosti HDL-a s rizikom
od AKS (100, 101). Ovo otkriée je, jasno, dovelo do kontroverzi u ranijem razmisljanju kako
bi eventualno povecanje razine HDL-a dovelo do klinickog boljitka u smislu snizavanja KV
rizika. Najpoznatiji neuspjeh klini¢kog ispitivanja u svrhu pokusaja povecanja razine HDLa je
ILLUMINATE studija (The Investigation of Lipid Level Management to Understand its Impact
in Atherosclerotic Events ). ILLUMINATE studija je ukljucivala preko 15000 bolesnika s
poviSenim kardiovaskularnim rizikom a koji su primali torcetrapib, inhibitor kolesterol ester
transfer proteina — enzima koji transferira (prenosi) estere kolesterola iz HDL-a u VLDL/LDL.
Premda je isti lijek kod ispitanika povisio razinu HDL-a za vise od 70%, ista studija se
prijevremeno morala prekinuti zbog visokog broja nezeljenih kardiovaskularnih incidenata i

mortaliteta, mogucée zbog ,,off target ucinka na aldosteron i krvni tlak (98,102).
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Jo$ dvije studije dal-OUTCOMES (dalcetrapib) i ACCELERATE (evacetrapib) (Assessment
of Clinical Effects of Cholesteryl Ester Transfer Protein Inhibition with Evacetrapib in Patients
at a High Risk for Vascular Outcomes) koje su imale jednaku ideju s konceptom inhibicije
CTEP-a, ali drugacijim aktivnim lijekom, nisu uspjele dokazati benefit povisivanja razine
HDLa u prevenciji kardiovaskularnih incidenata (103-105). U skladu s navedenim predmet

interesa viSe nije razina HDL-a ve¢ njegova struktura i funkcija.

1.4.3. Uloga HDL-a

HDL je vrlo kompleksna Cestica koja kroz cirkulaciju tijelom prolazi dinamicki ciklus
remodelacije potaknut interakcijom enzima i tkiva ¢ine¢i ulogu HDL-a kompleksnom a
njegova funkcija je slozenija nego li se ranije smatralo (104). Qiu i suradnici su objavili
rezultate meta-analize kojom su dokazali kako HDL dakako ima kardioprotektivno svojstvo ali
isto proizlazi iz njegovog utjecaja na reverzni transport kolesterola, odnosno kapaciteta

prihvacanja kolesterola iz makrofaga, a ne ovisi 0 plazmatskoj razini HDL-a (92, 95, 105).

Za sada, najpoznatija uloga HDL-a je, ve¢ ranije spomenut, reverzni transport kolesterola za
koji se smatra da je kljuc ateroprotektivne uloge. Kolesterol se iz makrofaga veze preko ABC
- Al na lipidima siromasan apoA-1, potom se kolesterol modificirauz LCAT u ester kolesterola
da bi se naposlijetku vezao na HDL. Ulazak estera kolesterola u hidrofobnu jezgru
lipoproteinske Cestice uzrokuje stvaranje sfericnog HDL2 i HDL3 koji su zrele Cestice, bogate
kolesterolom te se postupno kao takve uklanjaju iz cirkulacije hepatocitima i kroz bilijarno
stablo u tanko crijevo, da bi se u konacnici stolicom izlucile iz organizma (104-109). Osim
reverznog transporta kolesterola, HDL ima i pleiotropne ucinke a to su; antioksidatvni,
protuupalni i antitromboticki u¢inak. Pleotropna svojstva HDL-a se smatraju odgovornima za

ateroprotektivni ucinak jer ogranic¢avaju ozljedu endotela inhibicijom upale.
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Antioksidativni u¢inak HDLa je sposobnost neutralizacije slobodnih radikala i oksidiranih
molekula za koje je poznat direktan Stetan ucinak na stani¢nu stijenku. Hilomikroni, VLDL i
LDL su lipoproteini koji sadrze apoB te intenzivno i aktivno sudjeluju u nastanku
aterosklerotskog plaka. LDL se na arterijskom endotelu oksidira uz pomo¢ mijeloperoksidaze
(eng. myeloperoxidase - MPO), NO sintaze i lipooksigenaze te dolazi do nakupljanja lipidnog
hidroperoksida i oksidiranog LDL-a (106-109). Oksidirani LDL ulazi u makrofag koji postaje
pjenusava stanica a postupnim porastom broja pjenusavih makrofaga raste i veliCina
aterosklerotskog plaka. Proteinske i lipidne komponente HDL -a inhibiraju nakupljanje lipidnih
hidroperoksida u LDL-u i na taj nacin preveniraju oksidaciju LDL-a i neutraliziraju
proaterogeni u¢inak LDL-a. Ovo svojstvo HDL-a je regulirano lipidnim sastavom i rigidno$¢u
povrsine HDL-a koji su determinirani razli¢itim omjerima zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina, sfingomijelina i fosfatidilkolina (110,111). Cini se da je ApoA-1 najbitniji protein
HDLa koji neutralizira lipidnu hidroperoksidazu s LDLa ali i dobar dio ostalih proteinskih
komponenti sudjeluje u odrzavanju antioksidativne uloge HDL-a. Lipidni i proteinski dio
HDLa cine jednako bitan strukturalni element za odrzavanje antiaterogene uloge HDL-a
(108,112). Protuupalno svojstvo, koliko se zna, mozda je najkompleksnije svojstvo HDL-a a
isprepli¢u se utjecaji na funkciju makrofaga, mitohondrija te direktna supresija IL-6, TNF- o
(eng. tumor necrosis factor a) , IFN- v, i drugih proinflamatornih posrednika (104,109-113). U
sluc¢aju infekcije, posebice gram negativnim bakterijama, otpusta se lipopolisaharid Koji
uzrokuje otpustanje proinflamatornih citokina odgovornih za cijelu patofiziologiju 1 klini¢ku
sliku upalnog stanja. Gram pozitivne bakterije otpustaju lipotekoicnu kiselinu, koja vrlo slicno
lipopolisaharidu uzrokuje daljnju aktivaciju upalnog odgovora. HDL ima sposobnost inhibicije
inicijalnog procesa ovakvog oblika upale, na na¢in da se veZe na lipoproteinsku komponentu
lipopolisaharida te prevenira brzo i snazno otpustanje svih proupalnih medijatora potaknutih

lipopolisaharidom (112-114). Makrofazi su stanice koje imaju visestruke uloge, ovisno o lozi,
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imaju i razlic¢ite uloge. Tako imaju ulogu u regulaciji imuniteta, upale i metabolizma lipida, a
sama loza, odnosno fenotip makrofaga, prvenstveno ovise o njihovom okruZenju. Na temelju
funkcije i morfologije bitni su makrofazi M1 i M2 (114,115). M1 makrofazi su proinflamatorni,
izlucuju inflamatorne medijatore a aktiviraju se lipopolisaharidom, interleukinom — 2 i TNF-

a.

Takva loza makrofaga stimulira iINOS (eng. inducible nitric oxide synthase), stimulira
stvaranje reaktivnih kisikovih radikala. M2 makrofazi imaju ulogu u procesu cijeljenja i
rezoluciji upale te se aktiviraju uz glukokortikoidne hormone i interleukin — 4 (IL-4),
interleukin — 10 (IL — 10), interleukin — 13 ( IL — 13) (99-101). HDL stimulira stvaranje
antiinflamatorne, M2 loze makrofaga te i na ovakav, direktan na¢in pokazuje svoju protuupalnu

ulogu (113,114).

Eksperimentalne studije pokazale su kako HDL povecava sintezu dusikovog oksida iz
endotelnih stanica, inhibira agregaciju trombocita kao i ekspresiju tkivnog faktora koji je

poznati protrombogeni ¢imbenik (114).

Holy i suradnici su istrazivali u¢inak HDL-a na ekspresiju i aktivnost ¢imbenika tromboze i
fibrinolize in vitro, na ljudskim endotelnim stanicama aorte, kao i u¢inak HDL-a na stvaranje
arterijskog tromba in vivo na misevima (115). Usporedivali su svojstva HDL-a u bolesnika s
koronarnom boles¢u i u zdravih pojedinaca bez poznate kardiovaskularne bolesti. Dokazali su
kako bolesnici s koronarnom bole$¢u imaju znacajno naruseno antitrombotsko svojstvo HDL-
a te povecava stvaranje arterijske tromboze in-vitro, u odnosu na bolesnike bez poznatih

kardiovaskularnih komorbiditeta.

Uzevsi u obzir sve navedeno, zapocela je nova era istrazivanja HDL-a kao kardioprotektivne
Cestice. Uz vrlo kompleksnu strukturu koju ¢ine proteini, enzimi, kiseline i masti; svaka od

pojedinih komponenata ima svoju potencijalnu ulogu koje su predmet istrazivanja.
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Ne moze se zanijekati genetska 1 strukturalna raznolikost svakog pojedinca, jednako tako i
HDL-a, a svaka od tih raznolikosti moze doprinijeti specifi¢cnim proteomskim, lipidomskim i

fizikalno-kemijskim razlikama u funkcijama.
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2. HIPOTEZA

Serumska razina endotelne lipaze, funkcionalne i strukturalne osobitosti HDL-a negativno

koreliraju s tezinom klini¢ke prezentacije koronarne bolesti.
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3. CILJEVI RADA

3.1 Opdi cilj

Cilj studije jest ispitati koncentraciju endotelne lipaze te funkcionalne osobine HDL-a u serumu
bolesnika s akutnim koronarnim sindromom i njegovih podskupina: nestabilna angina pektoris,

akutni infarkt srca s elevacijom ST segmenta i akutni infarkt srca bez elevacije ST segmenta.

3.2 Specificni ciljevi

1. Odrediti koncentraciju EL u serumu bolesnika s AKS te ih usporediti s vrijednostima u
bolesnika sa stabilnom anginom pektoris koji imaju indikaciju za dijagnosticku

koronarografiju.
2. Utvrditi postoji li korelacija razine EL sa stupnjem tezine koronarne bolesti

3. Utvrditi moze li koncentracija EL sluziti kao biomarker i/ili prediktor progresije koronarne

bolesti srca

4. Odrediti funkcionalne karakteristike HDL-a u bolesnika s AKS i stabilnom koronarnom

bolesc¢u te ih medusobno usporediti

5. Odrediti postoji li korelacija koncentracije EL s razinom i funkcijom HDL -a
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Uzorak i dizajn studije

Ova disertacija je izradena na Klinici za unutarnje bolesti Klini¢kog bolnickog centra Sestre
milosrdnice a proiza$la je kao rezultat znanstvene suradnje Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i Medicinskog Univerziteta u Grazu, Gottfried Schatz istrazivackog centra, Odjela
molekularne biologije i1 biokemije. Ova studija izradena je kao jednocentricna, presjecna,
populacijska, opservacijska studija, bez predvidenog pracenja bolesnika.

Promatrane su dvije skupine bolesnika, pri ¢emu su bolesnici s akutnim koronarnim sindromom
regrutirani u Odjelu hitne medicinske sluZzbe, a bolesnici sa stabilnom koronarnom bolesti u
Zavodu za kardiologiju Klinickog bolnickog centra Sestre milosrdnice, u razdoblju od 1. prosinca
2011.godine do 1. prosinca 2012.godine. Svi sudionici istrazivanja potpisali su informirani
pristanak prije ukljuc¢ivanja u studiju u skladu s Helsinskom deklaracijom i principima dobre
klinicke prakse. Studiju su odobrila Eticka povjerenstva KBC Sestre milosrdnice kao i Univerziteta

u Grazu u skladu s vlastitim institucionalnim smjernicama.

4.2. UKljucni Kriteriji

U istrazivanje je ukljuceno ukupno 226 bolesnika s akutnim koronarnim sindromom dok je u
kontrolnu skupinu uklju¢eno 111 bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti (eng. stable coronary
artery disease - SCAD). Kriteriji uklju¢ivanja uvjetovali su da su bolesnici stariji od 18 godina, da
je bolesnik odnosno skrbnik bolesnika informiran o prirodi klini¢ke studije te da je dao informirani

pristanak koji je odobren od strane nadleznog etickog povjerenstva, a da su bolesnici ukljucivani
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u studiju kontinuiranim redoslijedom od pocetka trajanja studije do ispunjenja potrebnog broja

bolesnika.

Bolesnici s AKS selekcionirani su temeljem vaze¢ih smjernica za AKS, bilo temeljem tipi¢nih
simptoma nestabilne koronarne bolesti, zabiljeZenim porastom markera nekroze miocita (sr¢ani
troponin | i/ili kreatin kinaza), promjenama u elektrokardiografskom zapisu i/ili slikovnim
metodama dokazan novonastali gubitak vijabilnosti miocita odnosno regionalnih poremecaja
kontraktiliteta (116). Kod svih bolesnika ucinjena je koronarografija, pri ¢emu je kod 90%
bolesnika ona izvedena transradijalnim pristupom, dok je kod ostalih u¢injena koriste¢i femoralni
ili brahijalni pristup. Vremenski intervali u kojima je koronarografija u¢injena, bila je u skladu sa
smjernicama Europskog kardioloskog drustva; unutar dva sata za bolesnike sa STEMI, 2 sata do
3 dana za ostale bolesnike s akutnim koronarnim sindromom, odnosno bez vremenskog

ograni¢enja za bolesnike sa stabilnom koronarnom bolesti (49,117).

4.3. Iskljuéni kriteriji

Iskljuéni kriteriji bili su bolesnikovo odbijanje ili povlacenje suglasnosti za sudjelovanje u
istrazivanju ili odbijanje koronarografije, a iskljucivali su se 1 bolesnici s alergijom na kontrastno
jodno sredstvo, bolesnici sa sr¢anim popustanjem i reduciranom istisnom frakcijom lijeve klijetke
ispod 40%, bolesnici s akutnom disekcijom aorte, renalnom insuficijencijom i serumskim
kreatininom >200mmol/L te kroni¢nim autoimunim ili infektivnim bolestima te

dekompenziranom cirozom jetre (Child-Pugh klasa B i C).
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4.4. Anamneza, terapija i klinicke karakteristike ispitanika

Tijekom prikupljanja podataka o bolesnicima, izmedu ostalog, prikupljene su i demografske
karakteristike. Osobita pozornost posvecena je prikupljanju podataka o simptomima kako bi se
tocno klasificirala podvrsta koronarne bolesti, kao i rizi¢ni ¢imbenici za razvoj aterosklerotske
bolesti i lijekovi koje su bolesnici koristili u trenutku uklju¢ivanja u studiju. Anamnesticki podatci
su ukljucivali podatke iz obiteljske anamneze (prisustvo kroni¢ne bolesti srca i cerebrovaskularne
bolesti kod krvnog srodnika u prvom koljenu, a koji je mladi od 55 godina), iz osobne anamneze
(od ranije poznata Secerna bolest, hipertenzija, dislipidemija, ranije preboljeli infarkt srca,
simptomi periferne vaskularne bolesti te navika pusenja cigareta). U klinickom statusu odredeni
su vitalni parametri koji su ukljucivali krvni tlak, puls, frekvenciju disanja, tjelesnu temperaturu i
za svakog je bolesnika izra¢unat indeks tjelesne mase (ITM) po Quereletovoj formuli te izraZzen u
jedinici kg/m?,

Dijagnoza arterijske hipertenzije postavljena je temeljem smjernica za arterijsku hipertenziju
Europskog kardioloSskog drustva (118), kao prosjek tri uzastopna mjerenja zivinim
sfingomanometrom, a definirana je kao vrijednost sistolickog arterijskog tlaka >140 mmHg
odnosno vrijednost dijastolickog arterijskog tlaka >90mmHg, kao i podatka o ve¢ zapocetoj
antihipertenzivnoj terapiji. Dijagnoza Secerne bolesti postavljena je ukoliko je glikemija na taste
iznosila vise od 7 mmol/L ili ukoliko je bolesnik koristio oralne hipoglikemike (ili inzulin) kao 1
ukoliko su ispitanici bili na prehrani prilagodenoj za Secernu bolest. Hiperlipidemija je
dijagnosticirana ako je koncentracija lipoproteina niske gusto¢e > 3,5 mmol/L, ili ako bolesnik ve¢

uzima lijekove za snizavanje razine lipida.
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Metabolicki sindrom je definiran prema kriterijima Internacionalne dijabeticke federacije (eng.
International Diabetes Federation — IDF) iz 2005. godine, revidiran 2022. a ukljucuje prosiren
opseg struka (za Europljane bijele rase - muskarci > 102 cm, za zene >88 cm) uz zadovoljena jos§
dva kriterija: trigliceridi > 1,7 mmol/L, HDL < 1,03 mmol/L u muskaraca ili < 1,29 mmol/L u Zena
(ili ve¢ zapoceto lijecenje zbog abnormalnih vrijednosti lipida), sistolicki krvni tlak > 130 mmHg,
dijastolicki krvni tlak > 85 mmHg (ili ve¢ zapoceto lijecenje hipertenzije) te razina glukoze u krvi

na taste > 5,6 mmol/L (ili ve¢ ranije dijagnosticirana Secerna bolest tip 2).

Vezano uz naviku pusenja cigareta, ispitanici su klasificirani u tri skupine; trenutni puSac (ukoliko
pusi najmanje 5 cigareta dnevno u posljednja 3 mjeseca), bivsi pusac (ako ne pusi dulje od 3
mjeseca, a krace od 10 godina) 1 kao nepusac (ukoliko nikada nije pusio ili ako nije pusio u
posljednjih 10 godina). Kod svih bolesnika evidentiran je 1 sréani ritam temeljem

elektrokardiografskog zapisa.

4.5. Elektrokardiogram, slikovne metode i angiografija koronarnih arterija

Elektrokardiogram i slikovne metode koje su ukljucivale radiogram srca i pluc¢a, ehokardiografski
pregled te angiografija koronarnih arterija u€injeni su kao uobicajeni dijagnosticki i terapijski

postupci prema protokolu lijecenja bolesnika s koronarnom bolesti KBC Sestre milosrdnice.

Svi koronarni angiogrami pregledani su od strane dva neovisna interventna kardiologa koji nisu
imali klinicke informacije o bolesniku. TeZina koronarne bolesti procijenjena je temeljem brojem
I stupnjem stenoza koronarnih arterija te vrijednosti modificiranog GENSINI sustava. Modificirani
GENSINI sustav klasificira 1 karakterizira teZinu i opseg koronarne bolesti; podjela koronarnog

optoka na 27 segmenata pri ¢emu je postojanje aterosklerotskog plaka na svakom pojedinom
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segmentu oznaceno vrijednos¢u od 0,5 do 5 (ovisno o vaznosti pojedinog segmenta arterije, npr.
zahvacenost debla lijeve koronarne arterije oznaena je s vrijednosti 5, proksimalnog segmenta
LAD s 2,5, a zahvacenost druge dijagonalne grane s 0,5), dok se svaka pojedina stenoza dodatno
vrednuje ovisno o njezinom stupnju, pri ¢emu je stenoza manje od 25% radijusa arterije oznacena
s vrijednosti 2, od 26% do 50% s vrijednosti 4, od 51% od 75% s vrijednosti 8, od 76% do 90% s
16, 91% do 99% s vrijednosti 32, a potpuna okluzija arterije nosi vrijednost 64. Ovom
klasifikacijom omoguceno je kvantificirati tezinu koronarne bolesti svakog pojedinog bolesnika,

uzimajuci u obzir lokalizaciju i tezinu svih aterosklerotskih promjena koronarnih arterija.

4.6. Laboratorijska analiza krvi

Uzorkovanje krvi ispitanika u studiji ovisilo je o prezentaciji koronarne bolesti. Za bolesnike koji
su se prezentirali s akutnim koronarnim sindromom, uzorci krvi uzeti su tijekom obrade u Odjelu
hitnog prijema, dok su za bolesnike sa stabilnom koronarnom bolesti uzimani ujutro, dan nakon
prijema na taste. Zabiljezene varijabilnosti u vrijednostima uzoraka rezultat su vremenskog
odmaka od pocetka simptoma do uzorkovanja krvi, pri ¢emu je kod bolesnika sa sr¢anim infarktom
sa ST elevacijom prosje¢no vrijeme trajanja simptoma do pocetka obrade u Hitnoj sluzbi u
prosjeku bilo 3 sata i 35 minuta, dok je za bolesnike sa sréanim infarktom bez ST elevacije i
nestabilnom anginom pektoris variralo od nekoliko sati do nekoliko dana s obzirom na Cesto
nejasan pocetak simptoma zbog naravi same bolesti (rekuriraju¢a bol, nejasni trenutak pocetka

simptoma).

Uzorci periferne venske krvi uzeti su bolesnicima s AKS kao i ispitanicima u kontrolnoj skupini
sa SCAD neposredno prije koronarografije (uz napomenu da su bolesnici bili bez obroka 10-12
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sati prije same koronarografije). Uzorci krvi za standardne hematoloSke pretrage prikupljani su u
epruvete s etilen-diamin-tetraoctenom kiselinom (EDTA)-K3 te obradeni u analizatoru (Coulter-
Counter S plus junior, Coulter Electornics Limited, Luton, UK). Krv za odredivanje koagulacijskih
parametara prikupljana je u epruvete s 3,8% natrijevim-citratom, a nakon odvajanja seruma
centrifugiranjem (3000 okretaja u minuti kroz 10 minuta) odredeno je aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (aPTV) Quickovim testom (Dade Behring, Marburg, Njemacka).
Standardne biokemijske pretrage (kreatinin, glukoza u krvi, ukupni kolesterol, trigliceridi, LDL,
HDL) obradene su automatski u analizatoru (Olympus AU2700 and Olympus Fractoscan junior,
Olympus Diagnostica GmbH, Hamburg, Njemacka). Vrijednosti visoko osjetljivog CRP-a (eng.
high sensitive C reactive protein - hsCRP) odredena je u uredaju Modular (Roche Diagnostics,
Mannheim, Njemacka) a IL-6 uz specificnu kemiluminescentnu ELISA—u (eng. enzyme-linked
immunosorbent assay) (QuantiGlo; R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Njemacka).

Za potrebe specifi¢nih laboratorijskih pretrage uzorkovane su dvije epruvete pune krvi (ukupno 12
mL) svakog ispitanika, a nakon odvajanja seruma centrifugiranjem, u 5 zasebnih epruveta
odvojeno je po 1 mL (ukupno 5mL) istog te su uzorci smrznuti na — 30°C i ¢uvani u laboratoriju
do transporta. Kako odredivanje razine EL, IL-6 i izolacija HDL-a nisu dio rutinske laboratorijske
obrade, isto je ucinjeno u suradnji s Institutom za molekularnu biologiju, biokemiju i

mikrobiologiju, Sveucilista u Grazu.

Sa smrznutim uzorcima seruma postupalo se prema protokolu u dogovoru i prema uputama
Instituta za molekularnu biologiju, biokemiju 1 mikrobiologiju, SveuciliSta u Grazu. Transport je
proveden na suhom ledu (-80°C), po dogovorenim i detaljno utvrdenim laboratorijskim

smjernicama te su uzorci do obrade skladisteni na -80°C.
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Koncentracija EL u serumu (pg/mL) mjerena je pomo¢u Human Endothelial Lipase Assay Kit
(TaKaRa, Takara Bio Europe S.A.S., Saint-Germain-en-Laye, Francuska) prema uputama
proizvodaca. Koncentracija IL-6 (pg/mL) mjerena je upotrebom specifi¢ne kemoluminiscentne
ELISA-e (QuantiGlo;, R&D Systems, Wieshaden-Nordenstadt, Njemacka) prema uputama

proizvodaca.

HDL je iz plazme izoliran klasicnim protokolom sekvencijalnog ultracentrifugiranja plazme
gradijentom gusto¢e, uz dodatak kalijevog bromida. Plazma ispitanika je tretirana kalijevim
bromidom kako bi se dobila otopina 1,24g/mL. Ovako tretirana plazma postavljena je u
centrifugne cijevi (16x76mm, Beckman) potom je dodana nova otopina 1,063 g/mL kalijevog
bromida kako bi se generirao dvostupanjski gradijent. Cijevi su zatvorene i centrifugirane na
65.000 okretaja u minuti, tijekom 4 sata u rotoru fiksnog kuta 90Ti (Beckman Instruments,
Krefeld, Njemacka). Nakon centrifugiranja, frakcija koja sadrzi HDL je prikupljena, ociS¢ena
putem PD10 stupaca (GE Healthcare, Be¢, Austrija)i odmah pohranjen na 4 °C te iskoriStena u

roku od 2 tjedna.

Funkcionalne osobitosti HDL-a procijenjene su u serumu siromasnom apolipoproteinom B. ApoB
siromasan serum pripremljen je dodavanjem 40 pL polietilenglikola (20% u 200 mmol/L
glicinovom puferu) u 100 pL seruma, potom je serum inkubiran na sobnoj temperaturi tijekom 20

minuta, a supernatant je prikupljen nakon centrifugiranja (10 000 okretaja kroz 20minuta, 4°C).

Efluks kolesterola je mjeren na J774 misjim makrofagima uzgojenim u 10% FSB DMEM mediju
(eng. fetal bovine serum, Dulbecco's modified eagle medium), postavljenima na 48
mikrotitracijsku plo¢u. Stanice su oznacene tijekom 24 sata 1 pCi/mL [3H]-kolesterolom u 2%

FBS DMEM mediju (Perkin Elmer, Boston, MA, SAD) u prisutnosti 0,3 mmol/L 8-(4-
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klorofeniltio)-ciklickog AMP-a (Sigma, Darmstadt, Njemacka). Nakon oznacavanja, stanice su
oprane, inkubirane tijekom 3 sata s 2,8% apoB siroma$nim serumom te je odreden efluks [3H]-
kolesterola. Efluks kolesterola izrazen je kao omjer radioaktivnosti u mediju i ukupne
radioaktivnosti u mediju i stanicama. Svi koraci izvedeni su u prisutnosti 2 pg/mL inhibitora

acilkoenzima A: kolesteril aciltransferaze (Sandoz 58-035, Sigma, Darmstadt, Njemacka).

Protuupalna aktivnost odredena je indirektno, odredivanjem stupnja inhibicije NF-kB u U937
monocitima. U937 su promonocitne stanice koje su prvi put izolirane iz histiocitnog limfoma 37-
godis$nje Zene. Ovakav tip monocita se koristi u odredivanju svojstava makrofaga jer su prekursori
makrofaga, te nakon diferencijacije u makrofage zadrzavaju sve njihove funkcionalne znacajke
(119). Koristeni U937 monociti su genetski modificirani na na¢in da proizvode zeleni fluorescentni
protein pod kontrolom NF-kB promotora. Isti su uzgajani u RPMI 1640 mediju (eng. Roswell Park
Memorial Institute) uz dodatak 7,5% FBS u 1,1 mililitarskim cijevima (Bioquote, York, UK)
(25.000 stanica/cijev). Stanice su bile prethodno tretirane 1,5 sat s 7% apoB-siromasnim serumom
ili s 50 pg/mL izoliranog HDL-a, nakon ¢ega im je dodan lipopolisaharid (50 ng/mL) (Sigma,
Darmstadt, Njemacka). Stanice su zatim prikupljene centrifugiranjem pri 400 g tijekom 7 minuta
i fiksirane s 100 uL BD CellFIX otopinom (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, SAD). Stupanj

aktivacije NF-kB-a procijenjen je protocnom citometrijom.

Antioksidativna aktivnost mjerena je dodavanjem apoB siromaS$nog seruma u mjeSavinu

dihidrorodamina i HEPES pufera (eng. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid).

Dihidrorodamin (DHR) je koriSten kao pokazatelj antioksidativnog kapaciteta : mjerila se
fluorescencija kako bi se pratila oksidacija DHR-a, $to ukazuje na razinu antioksidativne aktivnosti

seruma.
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DHR je dodan u DMSO-u kako bi se pripremila otopina od 50 mmol/L, koja je zatim stavljena u
HEPES (20 mmol/L HEPES, 150 mmol/L NaCl, pH 7,4) kako bi se dobio radni reagens od 50
pmol/L. U 384-mikrotitracijsku plo¢u stavljen je po 1 uL apoB-depletiranog seruma, dodano je
15 pL radnog reagensa DHR-a, te je volumen dopunjen do 100 pL HEPES puferom. Povecéanje
fluorescencije zbog oksidacije DHR-a mjereno je svake 2 minute tijekom jednog sata na valnoj
duljini od 538 nm. Povecanje fluorescencije po minuti odredeno je za uzorke koji sadrze samo

DHR, te za uzorke koji sadrze i DHR i apoB-depletirani serum.
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4.7. Statisticka analiza

Rezultati studije prikazani su deskriptivno, graficki i tabelarno. Kategorijske varijable prikazane
su kao postotak, dok su kontinuirane varijable prikazane kao broj, uz vrijednost standardne
devijacije te minimalne i maksimalne vrijednosti. Normalnost distribucije podataka analizirana je
Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Za usporedbu znacajki bolesnika, minimalnih, srednjih i
maksimalnih vrijednosti pojedinih parametara koristeni su parametrijski t-test te neparametrijski
y°-test i Mann-Whitney test, ovisno o normalnosti distribucije podataka. Za procjenu prediktivne
vrijednosti pojedinih parametara koriStena je Coxova regresijska analiza. ROC (eng. receiver
operator characteristics) analiza koriStena je za pronalazenje optimalne vrijednosti IL-6 i
endotelne lipaze kod bolesnika s akutnim koronarnim sindromom. Binarna logisti¢ka regresija
koriStena je procjenu utjecaja pojedinih faktora na vjerojatnost akutnog koronarnog sindroma. Za
korisnost upotrebe odredenih parametara u procjeni tezine koronarne bolesti koriSten je izracun
Spearmanovog i Pearsonovog koeficijenta korelacije, a sve vrijednosti p < 0,05 smatraju se
statisticki znacajnima. Statisticka analiza u¢injena je uporabom licenciranog statistickog programa

SPSS® .

Za potrebe izraCuna veli¢ine populacijskog uzorka potrebne za ispitivanje ucinjena je power
analiza; obzirom da primarna hipoteza istrazuje povezanost dvaju numerickih obiljezja kod dvije
skupine bolesnika, snaga studije izraCunata je uz uvjet vrijednosti Pearsonovog koeficijenta
korelacije r>0,5 uz razinu znacajnosti 5% (p<0,05) i snagu testa od najmanje 95%, ¢ime je
dobiveno da je najmanji potreban uzorak za pojedinu skupinu bolesnika 105. U analizi snage testa

je koristena programska podrska G*Power za Windows 3.1.7.
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5. REZULTATI

5.1. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

U studiju je inicijalno uklju¢eno ukupno 337 bolesnika, pri ¢emu je 226 bolesnika bilo uklju¢eno
u skupini s akutnim koronarnim sindromom, a 111 bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti kao

kontrolna skupina.

U skupini bolesnika s AKS 29 bolesnika iskljuceno je iz studije zbog postojanja isklju¢nih kriterija,
pri ¢emu je 5 bolesnika preminulo uslijed akutnog sr¢anog popustanja, a 24 bolesnika lijeceni su
konzervativno zbog pridruzenih komorbiditeta zbog kojih invazivna obrada i interventno lijeCenje
nisu bili indicirani. Kod 10 bolesnika koronarnom angiografijom isklju¢eno je postojanje
opstruktivne koronarne bolesti, te su naknadno iskljuceni iz ispitivanja. Iako je broj bolesnika s
AKS pregledanih u hitnoj sluzbi KBC Sestara milosrdnica u istrazivanom razdoblju bio vedi,
odredeni dio bolesnika nije ni ukljucivan u studiju ukoliko su ve¢ pri inicijalnoj obradi imali neki
od iskljucujuc¢ih ¢imbenika poput znacajne renalne insuficijencije ili dekompenzirane jetrene

ciroze zbog ¢ega je broj iskljucenih iz studije manji nego Sto bi bilo o¢ekivano.

Nakon isklju¢ivanja ovih 39 bolesnika u promatranoj skupini bolesnika s AKS, ostalo je 187

bolesnika. (Slika 1.)

U kontrolnoj skupini ukljuc¢eno je ukupno 111 bolesnika sa sSCAD. Dok u 9 bolesnika iz skupine
nije potvrdena indikacija za koronarnu angiografiju, u 30 bolesnika opisan je uredan nalaz

koronarne angiografije ¢ime je i iskljucena dijagnoza opstruktivne sSCAD. (Slika 1.)
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337
BOLESNIKA
ACS + sCAD

T

ISKLIUCENI:

1. Bolesnici umrli
usred srcanog
popustanja (N=5)
2. Konzervativno
lijeceni (N=24)

AKUTNI KORONARNI
SINDROM (ACS)
(N=226)

UREDNA KORONARNA
ANGIOGRAFIJA -
POGRESO
POSTAVLIENA
DIJAGNOZA ACS
(N=10)

UKLJUCENI U STUDIJU
(N=197)

BOLESNICI S ACS
UKUUCENI U STUDIU
(N=187)

STABILNA KORONARNA
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(N=111)

UKLJUCENI U STUDIJU
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neinvazivnom
obradom nije
utvrdena indikacija za
koronarografiju
(N=9)

KORONARNA
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(N=30)
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UKUUCENI U STUDUU
(N=72)

Slika 1. Hodogram regrutiranja ispitanika. Inicijalno je uklju¢eno 226 AKS bolesnikai 111 sCAD
bolesnika, nakon ucinjene koronarografije neki bolesnici su iskljuceni iz istrazivanja uslijed krivo

postavljene inicijalne dijagnoze.

U skupini bolesnika s AKS, muskarci ¢ine 69% ispitanika (n=129), dok su Zene bile zastupljene s
31% (n=58). Medijan dobi ispitanika bio je 65 godina (raspon od 36 godina do 88 godina). U
skupini bolesnika sa sCAD takoder su dominirali muskarci sa 63.9% ukupnog broja (n=46), a
medijan dobi iznosio je 64 godine (s rasponom od 40 do 87 godina). Razlike izmedu skupina 1

prema spolu i prema dobi nisu bile statisti¢ki znacajne. (Tablica 1)

Medu bolesnicima s AKS, ukupno 90,4% (n=169) ih je primljeno pod dijagnozom akutnog infarkta

miokarda sa ST elevacijom, a 6,4% (n=12) pod dijagnozom sr¢anog infarkta bez ST elevacije, dok
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je nestabilna angina pektoris ¢inila samo 3,2% bolesnika (n=6), a razlike izmedu skupina statisticki

su znacajne (p<0,001). Kod bolesnika sa STEMI, najces¢a lokalizacija infarkta bila je inferiorna i

inferoposteriorna ¢ine¢i ukupno 52,9% (n=91), dok ju po ucestalosti slijede anteroseptalna i

anteroseptolateralna s 33,7% (n=58), dok se 7,6% (n=13) bolesnika prezentiralo i s infarktom

desnog ventrikla. (Tablica 1)

Tablica 1. Opce karakteristike ispitanika

SKUPINE
AKS SCAD p
N % N %
- MUSKO 129 69,0% 46 63,9%
po .
ZENSKO 58 31,0% 26 36,1% 0,433
STEMI 169 90,4% 36 50,0%
TIP AKS-a NSTEMI 12 6,4% 36 50,0%
nAP 6 3,2% 0 0% <0,001
_ DA 38 22,1% 0 0%
Anteroseptalni Ml
NE 134 77,9% 0 0%
) DA 20 11,6% 0 0%
Anteroseptolateralni Ml
NE 152 88,4% 0 0%
DA 54 31,4% 0 0%
Inferiorni Ml
NE 118 68,6% 0 0%
- DA 37 21,5% 0 0%
Inferoposteriorni Ml
NE 135 78,5% 0 0%
DA 19 11,0% 0 0%
Posterolateralni Ml
NE 153 89,0% 0 0%
) DA 12 7,0% 0 0%
Anterolateralni Ml
NE 160 93,0% 0 0%
DA 13 7,6% 0 0%
M1 desnog ventrikla
NE 159 92,4% 0 0%

AKS — akutni koronarni sindrom, SCAD - stabilna koronarna arterijska bolest, Ml - infarkt

miokarda eng. myocardial infarction
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Promatrajuéi rizicne ¢imbenike za koronarnu bolest, pronadene su neke karakteristike koje su bile

statisticki znacajno razli¢ite izmedu skupina. U studiji, u grupi bolesnika sa AKS, bila su samo

2,1% (n=4) bolesnika sa stanjem nakon operacije aortokoronarnog premostenja, dok u skupini

bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti nije bilo onih koji su ranije kardiokirurski

revaskularizirani. Medutim, oni sa stanjem nakon implantacije potpornica u koronarne arterije, bili

su statisticki znacajno ucestaliji u skupini bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti (u skupini

AKS 10,2%, u odnosu na sSCAD 36,1%, p=0,05), $to je i o¢ekivano, jer je zapravo akutni koronarni

sindrom najce$ée prva prezentacija koronarne bolesti srca. (Tablica 2)

Tablica 2. Prikaz rizi¢nih ¢imbenika za koronarnu bolest

SKUPINE
AKS sCAD p
N % N %
Ranija koronarna da 4 2,1% 0 ,0% 0911
premosnica ne 183 97,9% 72 100,0% ’
o o da 19 10,2% 26 36,1%
Ranije implantirani stent 0,005
ne 168 89,8% 46 63,9%
o da 34 18,2% 11 15,3%
Obitelja anamneza
) ne 130 69,5% 54 75,0% 0,680
Secerne bolesti
nepoznato 23 12,3% 7 9,7%
o da 79 42,2% 36 50,0%
Obiteljska anamneza
) ne 85 45,5% 29 40,3% 0,517
koronarne bolesti
nepoznato 23 12,3% 7 9,7%
da 36 19,3% 18 25,0%
Obiteljska anamneza
) ) ) ne 128 68,4% 47 65,3% 0,549
kardiovaskularnih bolesti
nepoznato 23 12,3% 7 9,7%
o da 50 26,7% 13 18,1%
Obiteljska anamneza
- ) N ne 117 62,6% 52 72,2% 0,301
arterijske hipertenzije
nepoznato 20 10,7% 7 9,7%
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. da 27 14,4% 22 30,6%
Secerna bolest 0,003
ne 160 85,6% 50 69,4%
) N da 109 58,3% 45 62,5%
Hipertenzija 0,536
ne 78 41,7% 27 37,5%
- ) N da 50 26,7% 33 45,8%
Hiperlipoproteinemija 0,003
ne 137 73,3% 39 54,2%
da 68 36,4% 16 22,2%
PuSenje cigareta 0,039
ne 119 63,6% 56 77,8%
da 24 70,6% 35 89,7%
KoriStenje hipolipemika 0,038
ne 10 29,4% 4 10,3%

Usporedujuci obiteljsku anamnezu za rizicne ¢imbenika bolesnika u obje skupine, nije pronadena
znacajna razlika izmedu skupina; za koronarnu bolest p=0,517, kardiovaskularne bolesti p=0,549,
arterijsku hipertenziju, p=0,301, niti Sec¢ernu bolest p=0,680. No, usporedujuéi pojedine rizi¢ne
¢imbenike samih bolesnika izmedu skupina, Se¢erna bolest bila je znatno ucestalija u skupini
bolesnika sa SCAD (30,6% u odnosu na 14,4%; p=0,003) kao i poremecen metabolizam lipida
(45,8% u odnosu na 26,7%; p=0,003). Jednako tako, bolesnici sa stabilnom klinickom slikom
znacéajno su CeSce ve¢ ranije imali u terapiji statin (89,7% u odnosu 70,6%; p=0,038), a ako
uzmemo u obzir da je znacajno viSe upravo sCAD bolesnika imalo ve¢ ranije implantirane
potpornice, rezultat je ocekivan. Suprotno tome, aktivni puSaci bili su znatno zastupljeniji u
skupini bolesnika s AKS ¢inec¢i 36,4% bolesnika, dok su istovremeno u skupini bolesnika sa SCAD

bili zastupljeni sa samo 22,2%, a razlika je statisti¢ki znacajna (p=0,039). (Tablica 2)

Usporedbom ehokardiografskih pokazatelja bolesnici sa stabilnom koronarnom boles¢u s ve¢om
ucestalos¢u imali su hipertrofiju lijeve klijetke i1 stenozu aortnog zaliska dok se samo hipertrofija

pokazala statisticki zna¢ajnom varijablom (AKS 36,6% a SCAD 47,2%) pri ¢emu je p=0,028.
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Intrahospitalna smrtnost AKS je iznosila 4,8% dok niti jedan bolesnik sa stabilnom koronarnom
boles¢u nije preminuo tijekom hospitalizacije. Udio umrlih od AKS je u skladu s o¢ekivanom

smrtnosti prema literaturi (31).

Promatrajuéi poremecaje sr¢anog ritma, AKS bolesnici su imali ¢e$ée zabiljezenu fibrilaciju atrija
prilikom dolaska u hitnu sluzbu (4,8% u odnosu na SCAD 4,1%) te je 3,7% AKS bolesnika tijekom
hospitalizacije imalo maligni poremec¢aj sr€anog ritma u smislu fibrilacije ventrikula ili
ventrikulske tahikardije. StatistiCkom analizom niti fibrilacija atrija, niti maligni poremecaji ritma

nisu statisti¢ki znac¢ajno bili visi u AKS skupini.

Elektrokardiografski zabiljeZzene intraventikularne smetnje provodenja po tipu bloka lijeve ili

desne grane, nisu se statisti¢ki zna¢ajno razlikovale izmedu ispitivanih skupina bolesnika.

Tablica 3. Ehokardiografske i elektrokardiografske znacajke ispitanika, intrahospitalna smrtnost

SKUPINE
ACS (187) sCAD (72) p
N % N %
. L . 61 36,6 34 47,2 0,028
Hipertrofija lijeve klijetke
) 33 17,6 16 22,2 0,399
Stenoza aortnog zaliska
Intrahospitalna smrtnost 9 4,8 0 0 0,058
—— . 9 4,8 3 4,1 0,824
Fibrilacija atrija (po dolasku)
Ventrikularna 7 3,7 0 0 0,096
fibrilacija/tahikardija
. . 164 87,7 67 931 0,213
Sinusni ritam
. 3 1,6 1 13 0,899
Blok lijeve grane
2 1,0 2 2,7 0,317
Blok desne grane
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5.2. Usporedba laboratorijskih parametara

Analizirajuéi osnovne laboratorijske parametre obje skupine bolesnika, opaZene su razlike u
vrijednostima od kojih su neke dosegle i razinu statisticke znaCajnosti. Medijane vrijednosti
hemoglobina , serumskog kreatinina, visoko -osjetljivog CRP-a nisu bile statisticki znacajne
izmedu pojedinih skupina bolesnika a rezultati su sljedeci : vrijednost hemoglobina u skupini
bolesnika s AKS iznosila je u prosijeku 142 g/L u odnosu na 146 g/L kod bolesnika sa SCAD
(p=0,388), serumskog kreatinina u AKS skupini 95 pg/L dok je u sCAD iznosila 95,5 ug/L
(p=0,986), visoko-osjetljivog CRP-a u AKS 3,7 mg/L a sSCAD 2,3 mg/L (p=0,057). Kao §to se

vidi, vrijednosti parametara iako su razliite, nisu bile statisticki znac¢ajne. (Tablica 4)

Vrijednosti medijana istisne frakcije lijevog ventrikla kod obje skupine bile su unutar vrijednosti
koje smatramo urednima (eng. ejection fraction of left ventricle EFLV>50%), no razlika izmedu
skupina bila je znacajna, pri ¢emu su bolesnici s akutnim koronarnim sindromom imali nize
vrijednosti na donjoj referentnoj granici (AKS — EFLV 50%, a SCAD — EFLV 60%), pri ¢emu je

razlika bila znacajna (p<0,001). (Tablica 4)

Serumska razina glukoze, cemu ¢esto svjedo¢imo u svakodnevnoj klinickoj praksi, bila je znacajno
povisena u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom ( AKS 7,8 g/L, SCAD 5,85 g/L; p<0,001),

iako je ucestalost Se¢erne bolesti bila ve¢a kod bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti, Sto

odredenog broja bolesnika ranije neprepoznatoj i nelije¢enoj Se¢ernoj bolesti. (Tablica 4)

Promatraju¢i vrijednosti lipida u krvi, zapaZene su zanimljive razlike u skupinama, naime,

vrijednosti ukupnog i LDL kolesterola znacajno se razlikuju izmedu promatranih skupina, pri
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¢emu je medijan vrijednosti ukupnog kolesterola kod bolesnika s AKS iznosio 5,3 mmol/L, a kod
bolesnika s SCAD 4,75 mmol/L (p=0,01), dok je medijan vrijednosti LDL-a kod bolesnika s AKS
iznosio 3,6 mmol/L u odnosu na 2,8 mmol/L kod bolesnika s SCAD (p<0,001). Istovremeno,
medijan vrijednosti HDL kolesterola bila je jednaka u obje skupine (HDL 1,1 mmol/L; p=0,909),
dok su vrijednosti triglicerida bila tek neznatno razlic¢ite (AKS 1,4mmol/L, SCAD 1,5mmol/L;

p=0,233). (Tablica 4)

Tablica 4. Usporedba laboratorijskih nalaza

Percentili
Grupe N Minimum | Maksimum 50. p
25 75
(median)
Hemoglobin | AKS 186 45 193,00 133,75 | 142,00 | 152,00 0,388
(9/L) sCAD 71 108,00 169,00 134,00 | 146,00 | 152,00
hsCRP AKS 187 0,10 212,40 1,60 3,70 7,10
(mg/L) sCAD 70 0,40 206,00 1,38 2,30 5,08 OO
Glukoza AKS 187 4,00 41,70 6,50 7,80 10,20
(mmol/L) sCAD 72 3,70 28,40 5,10 5,85 7,70 <0.001
Kolesterol AKS 187 2,30 9,10 4,40 5,30 6,20
(mmol/L) | sCAD 72 240 9,10 3,73 4,75 5,50 oot
HDL AKS 187 0,60 2,40 0,90 1,10 1,30
(mmol/L) sCAD 72 0,30 4,50 0,93 1,10 1,20 0909
LDL AKS 187 1,10 10,30 2,80 3,60 4,30
(mmol/L) sCAD 72 1,10 6,30 2,00 2,80 3,83 <0001
Trigliceridi | AKS 187 0,30 6,40 1,00 1,40 2,10 0,233
(mmol/L) sCAD 72 0,60 7,10 1,13 1,50 2,20
Kreatinin AKS 185 31,00 644,00 85,50 95,00 112,50
(mmol/L) sCAD 70 9,00 395,00 86,00 95,50 | 111,25 0980
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EFLV (%)

AKS

110

22,00

65,00

46,50

50,00

55,00

SsCAD

58

30,00

65,00

54,75

60,00

60,00

<0,001

EFLV — istisna frakcija lijevog ventrikula

5.3. Analiza tezZine koronarne bolesti, endotelne lipaze i interleukina-6 u serumu

Promatrajuc¢i broj zahvacenih segmenata koronarnih arterija, nije zabiljezena znacajna razlika

izmedu bolesnika s AKS 1 sCAD; medijan broja segmenata u obje skupine bolesnika iznosio je 2

(p=0,705). (Tablica 4) Medutim, detaljnom analizom opsega i tezine koronarne bolesti, za koju

smo koristili modificirani Gensini sustav bodovanja, otkrio je znacajnu razliku izmedu skupina;

bolesnici s AKS imali su zna¢ajno visi medijan, koji je iznosio 48 (raspon od 4 do 160), dok su

bolesnici sa SCAD imali medijan 27 (raspon od 2 do 120), pri ¢emu je p<0,001.

Tablica 5. Usporedba tezine koronarne bolesti, EL i IL-6

Percentili
Grupe N Minimum | Maksimum 50. p
25 75
(medijan)
Broj AKS 187 1,00 9,00 1,00 2,00 4,00 0.705
segmenata | SCAD 71 1,00 7,00 2,00 2,00 4,00
Gensini AKS 187 4,00 160,00 32,00 48,00 80,00
score sCAD 72 2,00 120,00 10,25 27,00 39,50 <000t
EL AKS 187 33,61 1037,50 162,11 258,66 355,95
(pg/mL) SsCAD 72 64,56 1211,50 250,39 311,29 422,60 <0001
IL-6 AKS 168 1,28 580,08 4,29 6,28 14,24
(pg/mL) | sSCAD 64 0,61 33,13 1,97 3,02 5,61 <0.001

Analizirajuéi vrijednosti koncentracije endotelne lipaze, zapazeno je da su medijane plazmatske

vrijednosti kod bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti iznosile 311,29 pg/mL (raspon 64,56 —

1211,50 pg/mL), §to je statisticki znacajno viSe u odnosu na bolesnike s akutnim koronarnim
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sindromom kod kojih je iznosila 258,66 pg/mL (raspon 33,61 — 1037,5 pg/mL), pri ¢emu je

p<0,001. (Tablica 5, Slika 2)

Endotelna lipaza (pg/mL)
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Slika 2. Usporedba razina endotelne lipaze kod ispitanika sa SCAD i AKS (,,box and whiskers
plot®). Prikazani su medijan te minimalne i maksimalne vrijednosti. Ispitanici sa stabilnom
koronarnom boles¢u imali su statistiCki znacajno vise vrijednosti endotelne lipaze p<0,001

U obrnutom odnosu bile su izmjerene vrijednosti interleukina-6, a kod bolesnika s AKS
zabiljeZene su vise serumske vrijednosti; medijan vrijednosti iznosio je 6,28 pg/mL (raspon 1,28
— 580,08 pg/mL), dok je kod bolesnika sa stabilnom koronarnom bolesti iznosio 3,02 pg/mL

(raspon 0,61 — 33,13 pg/mL) uz statisticku znacajnost, p<0,001. (Slika 3)
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Slika 3. Usporedba koncentracije IL-6 kod ispitanika sa SCAD i AKS (,,box and whiskers plot®).
Prikazani su medijan te gornja i donja kvartila. Bolesnici s AKS imali su statisti¢ki zna¢ajno vise
vrijednosti IL-6, p<0,001

Vrijednosti endotelne lipaze dodatno su analizirane kod bolesnika s akutnim koronarnim
sindromom te je u¢injena ROC analiza kojom su dobivene sljedece vrijednosti : pri serumskim
vrijednostima EL < 193,81 pg/mL, specifi¢nost testa je visoka i iznosi 93,1%, dok je osjetljivost

niska i iznosi 37,4% (95% Cl 0,585-0,704; p<0,001). (Slika 4)
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Slika 4. ROC analiza vrijednosti EL kod ispitanika s AKS

EL —endotelna lipaza, AKS — akutni koronarni sindrom. Pri serumskim vrijednostima EL < 193,81
pg/mL, specifi¢nost testa je visoka i iznosi 93,1%, dok je osjetljivost niska i iznosi 37,4%; p<0,001

ROC analiza vrijednosti interleukina-6 u skupini bolesnika s AKS, kod serumskih vrijednosti visih
od 4,05 pg/mL, pokazuje da test ispravno detektira 79,2% bolesnika, dok je specifi¢nost testa

iznosila 67,2%, (95% CI 0,718-0,829, p<0,0001). (Slika 5)
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Slika 5. ROC analiza vrijednosti IL-6 kod ispitanika s AKS. Kod serumskih vrijednosti vi$ih od
4,05 pg/mL, test ispravno detektira 79,2% bolesnika, dok specifi¢nost testa iznosi 67,2%

Spearmanovim koeficijentom korelacije analizirana je korelacija izmedu rizicnih ¢imbenika za
AKS i sCAD s razinama EL i IL-6 u serumu; od svih analiziranih, jedina zna¢ajna korelacija bila
je izmedu razine IL-6 i broja segmenata koronarnih arterija zahvaéenih aterosklerozom u AKS
bolesnika; iako je korelacija slaba, ona je pozitivna i upucuje na postojanje povisenih razina IL-6
kod bolesnika s AKS koji imaju zahvacen veéi broj segmenata koronarnih arterija, odnosno tezi

stupanj koronarne bolesti. (Tablica 6)
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Tablica 6. Spearmanov koeficijent korelacije rizi¢nih ¢imbenika, EL i IL-6

o N Broj Gensini
Spearmanov koeficijent korelacije .
segmenata vrijednost
Correlation Coefficient 0,056 0,035
EL (pg/mL) P 0,643 0,771
N 71 72
sCAD
Correlation Coefficient -0,200 -0,169
IL-6 P 0,117 0,182
N 63 64
Correlation Coefficient 0,119 -0,085
EL (pg/mL) | P 0,106 0,247
N 187 187
AKS
Correlation Coefficient 0,168 0,092
IL-6 P 0,029 0,236
N 168 168

SCAD - stabilna koronarna aterosklerotska bolest, AKS — akutni koronarni sindrom, EL —
endotelna lipaza, IL-6 — interleukin 6

Napravljena je multivarijatna regresijska analiza, a kao regresijski model a koristena je binarna
logistiCka regresija; kao zavisna varijabla uzeta je pripadnost skupini bolesnika s AKS u odnosu
na bolesnike sa sCAD, pri ¢emu je napravljena predikcija za sve ranije zabiljeZene znacajne rizi¢ne
¢imbenike, anamnesticke podatke te vrijednosti signifikantnih laboratorijskih parametara.
Ucinjeni regresijski model statisti¢ki je znacajan (p<0,001), a objasnjava 59,2% varijance te
ispravno Klasificira 85% bolesnika. Ovaj regresijski model smatra se visokouc¢inkovitim s obzirom
na vrlo visok postotak objaSnjenja varijance zavisne varijable. Kao najsnazniji prediktor za
nastanak akutnog koronarnog sindroma je vrijednost EL<193,8 pg/mL koja povecavarizik za AKS
7 puta (OR 7,13, 95% CI 2,23-22,83, p<0,001), te vrijednost IL-6 > 4,05pg/mL koja povecava

rizik za AKS gotovo 10 puta (OR 9,89, 95% CI 4,15-23,57, p<0,0001). Drugi znacajni prediktori
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za pripadnost skupini AKS bolesnika bile su povisene vrijednosti kolesterola (OR 1,54), Gensini
vrijednosti (OR 1,04), dok paradoksalno, srednji arterijski tlak (OR 0,99) smanjuje taj rizik. U ovoj
analizi, puSenje, Seerna bolest i postojanje hiperlipoproteinemije nisu se pokazali kao statisticki

znacajni prediktori. (Tablica 7)

Tablica 7. Binarna logisti¢ka regresija i omjer rizika za ispitanike s AKS

95% Cl za OR
df OR Donja Gornja p
vrijednost vrijednost

Srednji arterijski tlak 1 0,99 0,98 1,00 0,018
Kolesterol 1 1,54 1,11 2,13 0,010
Gensini zbroj 1 1,04 1,03 1,06 0,000
Seéerna bolest 1 0,62 0,24 1,62 0,331
Hiperlipoproteinemija 1 0,42 0,17 1,02 0,054
PuSenje 1 2,28 0,90 5,80 0,083
EL <193,8 pg/mL 1 7,13 2,23 22,83 0,001
IL6 > 4,05 pg/mL 1 9,89 4,15 23,57 0,000

Najvazniji prediktori za postojanje akutnog koronarnog sindroma jesu povisena razina endotelne
lipaze i interleukina 6, nakon ¢ega slijedi povisena razina kolesterola.

lako je broj bolesnika s AKSom bio 187, svega 18 je imalo akutni koronarni sindrom bez ST
elevacije. Navedeno je posljedica regrutiranja bolesnika u hitnoj sluzbi, na temelju klinicke slike 1
elektrokardiograma, bez gotovog nalaza troponina. Kako bolesnici sa STEMI sr¢anim infarktom
imaju nedvojbene i jasne promjene u elektrokardiogramu, dramati¢niju klinicku sliku, puno ih je

jednostavnije prepoznati i postaviti dijagnozu nego NSTEMI bolesnicima, jer oni nerijetko imaju
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sasvim uredan EKG a jednako tako i ljudi bez dijagnoze akutnog koronarnog sindroma mogu imati
nespecificne promjene zavr$nog segmenta u elektrokardiogramu. Kako postoji velika razlika u
broju ispitanika koji su se prezentirali sa STEMI infarktom u odnosu na one koji su se prezentirali
NSTEMI infarktom, postoji i abnormalna distribucija podataka stoga je koristen Mann-Withney
U test. Usporedivsi razinu endotelne lipaze izmedu podskupina akutnog koronarnog sindroma
(STEMI i NSTEMI) nije zabiljezena statisticki znacajna razlika izmedu podskupina (p=0,5).

Jednako tako, nije bilo znacajne razlike niti u razini IL-6 (p=0,6) (Tablica 8).

Tablica 8. Usporedba EL i IL-6 u podskupinama AKSa — STEMI i NSTEMI

Grupa N Median IQR p
STEMI 169 261 168,6-359,6
EL pg/mL 0,5
NSTEMI 18 234,2 157,7-301
STEMI 150 6,6 4,3-14,2
IL-6 pg/mL 0,6
NSTEMI 18 59 4,0-9,8

EL — endotelna lipaza, IL-6 — interleukin 6, STEMI — sréani infarkt sa ST elevacijom, NSTEMI
— srcani infarkt bez ST elevacije. Nema statisticki znacajne razlike izmedu uspredivanih
podskupina
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Slika 6. Usporedba koncentracije EL kod ispitanika sa STEMI i NSTEMI infarktom (,,box and

whiskers plot®) : premda postoji tendencija nizih vrijednosti EL u NSTEMI bolesnika razlika nije
statisticki znacajna
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5.4. Funkcionalne osobitosti lipoproteina visoke gustoce

Od funkcionalnih svojstava lipoproteina visoke gusto¢e analizirani su; efluks kolesterola kao mjera

aktivnosti reverznog transporta kolesterola, protuupalna i antioksidativna aktivnost.

Sva tri ispitivana svojstva pokazala su statisticki znacajne varijacije izmedu ispitivanih skupina
bolesnika. Bolesnici s kroni¢cnom koronarnom bole$¢u imali su znacajno izrazenije antioksidativno
svojstvo; p < 0,001 kao i izraZeniju aktivnost efluksa kolesterola; p = 0,008. Nasuprot tome, ista
skupina bolesnika imala je statisticki znacajno nizu protuupalnu aktivnost HDL-a : p<0,001

(Tablica 9).

Tablica 9. Funkcionalna svojstva HDL-a u ispitivanim skupinama

SCAD AKS p
Efluks kolesterola % 11,8 [8,9-16,8] 10,2 [8,5-14,7] 0,008
Protuupalna aktivnost % 34,5 [23,0-55,8] 43,4 [33,7-59,3] <0,001
Antioksidativna aktivnost % 59,8 [45,5-65,9] 46,1 [21,1-66,0] <0,001

Bolesnici s AKS imaju izrazeniju protuupalnu aktivnost HDLa dok sCAD bolesnici imaju
izrazeniju antioksidativnu aktivnost i efluks kolesterola.
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6. RASPRAVA

U disertaciji su usporedivane vrijednosti endotelne lipaze u bolesnika koji su se prezentirali s
razli¢itom klinickom slikom koronarne bolesti srca; akutnim koronarnim sindromom i kroni¢nim
koronarnim sindromom, odnosno stabilnom koronarnom boles¢u. Usporedene su i funkcionalne
osobitosti lipoproteina visoke gustoce. Svrha ove disertacije je bila moguc¢i dokaz novog
biomarkera za postavljanje dijagnoze ishemijske bolesti srca koja je i dalje vodeéi uzrok smrtnosti
diljem svijeta. Premda se o endotelnoj lipazi govori ve¢ dva desetljeca, a njezina funkcija je
nedvojbena u metabolizmu i funkciji lipoproteina koji su kljuéni u procesu ateroskleroze, jo$
uvijek postoje oprecni dokazi u primjeni EL kao novog biomarkera ateroskleroze. S druge strane,
razina HDL-a nije dovoljan dokaz adekvatne regulacije niti prevencije ateroskleroze, upravo
suprotno, sve je vise dokaza kako postoje genetski determinirane, ateroprotektivne funkcije HDL-
a koje ne koreliraju s razinom istoga (120-122). Rezultati ove disertacije mogu dovesti do novih
spoznaja o endotelnoj lipazi i funkciji HDL-a u bolesnika s razli¢itim klinickim prezentacijama
koronarne bolesti a time i mogu i uputiti prema novim strategijama postavljanja ranije dijagnoze i
prevencije nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja. Stoga je oc¢ekivani doprinos napredak i
poboljsanje dijagnostike koronarne bolesti srca u bolesnika s bolovima u prsistu, te predvidanje
vjerojatnosti nastanka AKS ovisno o razinama endotelne lipaze i funkcionalnim svojstvima HDL-
a. Istrazivanje je provedeno kao prospektivno jednocentricno, presjecno, populacijsko —
opservacijsko a usporedivane su dvije skupine ispitanika; s akutnim koronarnim sindromom
(N=187) i sa stabilnom koronarnom bolesti (N=72), a definirani su prema preporukama Europskog

kardioloskog drustva; Smjernicama za sr¢anu revaskularizaciju (28, 29, 43).
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Udio muskaraca u obje skupine bio je podjednak, u AKS skupini 69% a u sCAD skupini 63,9%, a
medijan i raspon dobi u obje skupine, takoder su bili podjednaki (AKS medijan dobi 65godina,
raspon 36 - 88 godina, SCAD medijan dobi 64 godine, raspon 40 — 87 godina). Razlike po spolu i
dobi nisu bile statisticki znacajne ¢ime je potvrdeno da je uzorak ispitivane populacije adekvatan
a rezultati validni (Tablica 1). Velika vec¢ina AKS bolesnika primljeni su pod dijagnozom sréanog
infarkta sa ST elevacijom, ¢ak 90,4% njih, a uzrok tome je vrlo vjerojatno najlakse postavljena
dijagnoza buduc¢i da takvi bolesnici imaju dramati¢nu klini¢ku sliku sa snaznim bolovima u prsistu
te su elektrokardiografske promjene jasno vidljive, za razliku od AKS bez ST elevacije gdje vrlo
¢esto ne vidimo ishemijske promjene u inicijalnom elektrokardiogramu. Rizi¢ni ¢imbenici poput
pozitivne obiteljske anamneze i arterijske hipertenzije nisu se pokazali znacajno razli¢itima
izmedu ispitivanih skupina bolesnika dok su AKS bolesnici ¢esce pusili cigarete i ¢eS¢e nisu imali

postavljenu dijagnozu Secerne bolesti i/ili dislipidemije (Tablica 2).
6.1 Endotelna lipaza i koronarna bolest

Razina endotelne lipaze povezana je sa subklinickom aterosklerozom, a Badelino i suradnici su
opisali kako EL moze biti proaterogeni ¢imbenik u ljudi (96, 97). Do sada jos uvijek nije detaljno
istrazeno korelira li razina endotelne lipaze, u kojoj mjeri, i na koji nacin s razli¢itom klinickom
prezentacijom koronarne bolesti. Nase istrazivanje pokazalo je kako bolesnici s kroni¢nim
koronarnim sindromom imaju povisenu razinu endotelne lipaze (311,29 pg/mL), odnosno,
znacajno visu razinu (p<0,001) u odnosu na bolesnike koji se prezentiraju s akutnim koronarnim
(258,66 pg/mL) sindromom (Slika 2). Usporedivsi vrijednosti endotelne lipaze u podskupinama

AKS bolesnika, nije bilo znacajne razlike izmedu STEMI i NSTEMI bolesnika (Slika 6).
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Yasuda i suradnici su 2007. dokazali kako je endotelna lipaza povezana s upalom, odnosno da
upalna stanja povisuju razinu endotelne lipaze (84,120). Kako je ateroskleroza kroni¢no upalno
stanje nasi rezultati potvrduju povezanost razine EL sa stanjem kroni¢ne, nisko-aktivne upale;
kakvo je kroni¢na koronarna, aterosklerotska bolest; viSa razina endotelne lipaze u kroni¢noj

koronarnoj bolesti. S druge strane, nismo utvrdili jasnu povezanost razine IL-6 s razinom EL.

Trbusi¢ 1 suradnici dokazali su kako je ekspresija EL povisena u bolesnika sa simptomatskom
karotidnom boleScu, kao 1 u onih s nestabilnim aterosklerotskim karotidnim plakom u odnosu na
bolesnike s asimptomatskom stenozom karotidnih arterija. Takoder, dokazali su kako je i razina
EL visa u bolesnika s opseznijom karotidnom bole$¢u i u onih s vise neuroloskih smetnji (71).
Ako uzmemo u obzir ove podatke, u kontekstu koronarne bolesti, za pretpostaviti bi bilo da bi
bolesnici s izrazenijom simptomatologijom koronarne bolesti, odnosno s ¢e$¢im anginoznim
smetnjama, time 1 teZim stupnjem koronarne bolesti, odnosno difuznijom koronarnom boles¢u
imali viSu razinu endotelne lipaze. Nasi rezultati nisu pokazali povezanost razine endotelne lipaze
s opseznosti koronarne bolesti, kao niti izrazenosti klinicke slike koronarne bolesti (Tablica 5) .
Razina EL nije korelirala s tezinom koronarne bolesti izrazenoj po modificiranoj Gensinijevoj
SCORE ljestvici, niti je korelirala s brojem segmenata koronarnih arterija zahvacenih
aterosklerozom. Jednak nedostatak korelacije EL i tezine koronarne bolesti nije utvrden niti u
skupini bolesnika s AKS niti sCAD. Ali, bolesnici s klinickom slikom kroni¢nog koronarnog
sindroma imali su statisticki znacajno visu razinu endotelne lipaze (311,29 pg/mL) u odnosu na
one s akutnim koronarnim sindromom (258,66 pg/mL). Ako uzmemo u obzir da je angiografski
vidljiv samo 5% koronarne cirkulacije, tesko je tvrditi da ostalih 95% oku nevidljivog koronarnog

cirkulacijskog sustava nije aterosklerotski promijenjen i disfunkcionalnog endotela. U skladu s
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posljednje navedenim rezultatom, potvrdili smo nasu pretpostavku da je u kroni¢noj koronarnoj

bolesti EL poviSena zbog spore, ali kontinuirane ateroskleroze.

Budu¢i da EL proizvodi endotel cijelog krvozilja, ne samo koronarna cirkulacija, kod akutnog
koronarnog sindroma akutna ozljeda endotela, ukoliko je lokalizirana, ne moZe biti odraz sustavne
disfunkcije 1 ozlijede endotela, time i razina EL nije znac¢ajno povisena, ¢ime bismo mogli objasniti
znacajnu razliku razine EL u sCAD i AKS skupinama. Premda su Trbusi¢ i suradnici dokazali
jasnu korelaciju razine endotelne lipaze 1 teZine karotidne bolesti, izostanak koronarne korelacije
moze se tumaciti na nacin da je povrSina endotela koronarne cirkulacije znac¢ajno manja u odnosu
na povrSinu endotela karotidne cirkulacije te bi to mogao biti jedan od razloga nedostatku
korelacije izmedu izrazenosti simptoma karotidne 1 koronarne bolesti, odnosno razine EL u svakoj

od navedenih (71,72,120-124).

Vrijednosti IL-6 su bile zna¢ajno viSe u skupini AKS (6,28 pg/mL) u odnosu na sCAD (3,02
pg/mL) p<0,001 , dok je razina EL obrnuto korelirala u navedenim skupinama te su ovi podaci
kontradiktorni nekim ranijim istrazivanjima (Tablica 7) (97). Southern i suradnici su istrazivali
postoji li obrazac izlu¢ivanja IL-6 kod skupine zdravih musSkaraca. Dokazano je kako razina IL-6
jasno pokazuje cirkadijalne varijacije razine, s time da su navise vrijednosti izmjerene tijekom noci
(izmedu 00:12 i 5:56 sati) dok su najnize vrijednosti zabiljezene u 10 sati ujutro (125). Kako su
bolesnici koje smo klasificirali kao bolesnike s kroni¢nim koronarnim sindromom, dolazili na
dogovorenu hospitalizaciju radi koronarografije u ranim jutarnjim satima, uzorci su uzeti tijekom
dopodneva, §to bi, prema rezultatima ove studije govorilo u prilog najnizim dnevnim vrijednostima
interleukina-6. Shodno navedenom, izostanak korelacije IL-6 i razine endotelne lipaze moze biti

upravo iz razloga cirkadijalne varijacije razine interleukina-6.
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Ve¢ je dokazano kako IL-6, kao pokazatelj akutne upale, raste vrlo rano za vrijeme akutnog
koronarnog sindroma, doseZe maksimalne vrijednosti tijekom 24-48 sati od pocetka infarkta te
perzistira poviSen i do 12 tjedana nakon koronarnog incidenta (126). Rezultati ove disertacije su u
skladu s navedenim a odsustvo znacajno poviSene razine EL, tumaci se odgodenim uc¢inkom IL-6,
kao markera upale, na porast razine EL u akutnom koronarnom sindromu. Nedostatak ovog
istrazivanja je Sto nisu kontrolirane razine interleukina-6 i endotelne lipaze u odgodenom
vremenskom periodu nakon sr€anog infarkta, a mozda bi u tom kontekstu bilo odgodenog porasta
endotelne lipaze stimuliranog IL-6, budu¢i da je ve¢ dokazan uc¢inak stimulacije IL-6 na ekspresiju
endotelne lipaze, ali na stanicama aortalnog endotela (127). Robert i suradnici su 2013. ispitivali
promjenu interakcije HDL-a s endotelnim stanicama kao i ekspresiju EL, stimulacijom aortalnih
endotelnih stanica interleukinom 6. Nakon 24 sata mjerili su interakciju HDL -a i endotelnih stanica
koja je bila ¢ak 200% izrazenija u odnosu na nestimulirane aortalne endotelne stanice, a ekspresija
endotelne lipaze je porasla za dva puta. Kako je ve¢ spomenuto, premda nije dokazana povezanost

razina IL-6 i endotelne lipaze, ne iskljucuje se odsustvo povezanosti (127).

Jedno recentno istrazivanje je pokazalo pozitivnu korelaciju razinu EL i progresije
aterosklerotskog koronarnog plaka u periodu od 12-14 mjeseca. Naime, bolesnici kod kojih je
doslo do progresije koronarne bolesti imali su znacajan porast razine EL u odnosu na prethodni,
kao 1 u odnosu na bolesnike ¢iji je stupanj koronarne bolesti ostao nepromijenjen. Takoder je

dodatnom analizom utvrdena vrijednost EL (133,8 pg/mL) koja bi mogla biti pokazatelj progresije

koronarne bolesti, ali, nije bila nezavisni ¢cimbenik (128).

Rezultati ove disertacije pokazuju kako vrijednost endotelne lipaze u bolesnika s akutnim

koronarnim sindromom < 193,81 pg/mL ima visoku specifi¢nost testa koja iznosi 93,1%, dok je

osjetljivost niska i iznosi 37,4% (95% CI 0,585-0,704; p<0,001) (Slika 4). Prema dosadasnjim
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spoznajama nema objavljenih rezultata s kojima se ovi rezultati mogu usporediti, a dosadasnje
publikacije povezanosti endotelne lipaze i akutnog koronarnog sindroma se baziraju na odredenim
polimorfizmima gena. Rezultati ovog ispitivanja su, prema tome, za sada jedinstveni a u
buducnosti bi se moglo napraviti dodatnih istrazivanja na ve¢em uzorku bolesnika kako bi se
odredivanje razine EL moglo koristiti kao biomarker za iskljucenje ili potvrdu akutnog koronarnog

sindroma.

6.2 Efluks kolesterola i koronarna bolest

Proces reverznog transporta kolesterola je, prema dosadasnjim saznanjima, odgovoran za
usporavanje ateroskleroze i opisivan je kao protektivan ¢imbenik u aterosklerotskom procesu.
Osnovna karika reverznog transporta kolesterola je HDL, odnosno njegov sastavni dio
apolipoprotein A -1. Efluks kolesterola je prvi korak u procesu reverznog transporta kolesterola, a
oznacava prijenos intracelularnog kolesterola iz pjenusavih makrofaga, koji su sastavni dio
aterosklerotskog plaka, na HDL. Rezultati ovog ispitivanja pokazuju kako bolesnici s kroni¢nom
aterosklerotskom bolesti imaju izrazeniji efluksa kolesterola u odnosu na bolesnike s akutnim
koronarnim sindromom (Tablica 9). Ovi rezultati su u skladu s viSe istrazivanja te je sada vec
poznata pojava paradoksa refluksa kolesterola gdje je isti izraZeniji u bolesnika sa stabilnom
aterosklerozom te ga neki ve¢ koriste kao prediktor povisenog kardiovaskularnog rizika. Povisena
sposobnost efluksa kolesterola bi tako mogla govoriti u prilog jednom stabilnom, ali kronicnom
aterosklerotskom tijeku bolesti (128-129). Li Xin-Min i suradnici su 2013. objavili u ¢asopisu
Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology paradoks poviSenog kardiovaskularnog rizika
u pojedinaca s izrazenijim efluksom kolesterola (129). Usporedivali su aktivnost efluksa

kolesterola u bolesnika s koronarnom boles¢u i zdravih dobrovoljaca. Paradoksalno, izrazeniji
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efluks kolesterola bio je povezan s viSim rizikom za sr€ani infarkt, mozdani udar i smrt. Takoder,
pokazali su kako se ve¢i dio kolesterola oslobodenog iz makrofaga tijekom efluksa ne veZe na
HDL, ve¢ svega 40% , a ¢ak 50 % se veZe na albumine. Rezultat ve¢eg udjela vezanja kolesterola
na albumine plazme je bio posljedica vece razine istih dok je afinitet vezanja albumina za
kolesterol svega deset posto onog afiniteta koji posjeduje apolipoprotein —Al. Za napomenuti je
kako su primijetili da albumini razli¢itog porijekla imaju drugaciji afinitet vezanja za kolesterol
Sto implicira kako odredene karakteristike albumina, mozda i konformacija i struktura istih
mijenjaju ulogu albumina u procesu vezanja kolesterola pri efluksu (129,130). Ako pretpostavimo
da HDL veze svega 40% kolesterola osobodenog tijekom efluksa, ranije pretpostavke o vi$oj razini
HDL-a kao ateroprotektivnoj komponenti dovode se u pitanje, a i onda postaje jasnije zasto su
ishodi studija ILLUMINATE , dal-OUTCOMES i ACCELERATE bili losi i da su prijevremeno

prekinuti.

Sukladno navedenom, funkcija HDL-a ne moze se temeljiti samo na procjeni efluksa kolesterola,
kao mjere reverznog transporta kolesterola. U kontekstu kolesterola oslobodenog tijekom efluksa
kolesterola jasno je da se sav ne veze na HDL ve¢ i na albumine i vjerojatno na druge proteine,

premda jo$ nije u potpunosti jasno za koje.

Postoji vjerojatnost da se dio kolesterola osloboden tijekom efluksa ponovno inkorporira u
pjenuSave makrofage i u aterosklerotski plak ¢ime se stvara zacarani krug cirkulacije kolesterola,
efluksa kolesterola, smanjenja aterosklerotskog plaka i povecanja plaka. Sama aktivnost efluksa
kolesterola, ne mora nuzno biti i mjera efikasnosti istoga §to bi moglo objasniti paradoks efluksa
kolesterola ali i rezultate ove disertacije. Rezultati pokazuju da bolesnici s akutnim koronarnim
sindromom imaju slabije izrazenu aktivnost efluksa kolesterola (Tablica 9), ¢ime nije potvrden
paradoks, a uz raniji kontekst samog procesa reverznog transporta kolesterola, postaje evidentno
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da postoji jo§ ¢imbenika ukljucenih u reverzni transport kolesterola, kao i u njegovu u€inkovitost,

koje je potrebno jos istraziti.
6.3 Protuupalno i antioksidativno svojstvo lipoproteina visoke gustoce

Osim efluksa kolesterola ispitivana su protuupalna i antioksidativna svojstva HDL-a. Protuupalni

kapacitet HDL -a bio je izraZeniji u bolesnika koji su imali akutni koronarni sindrom (Tablica 9).

Niza antiinflamatorna sposobnost HLD-a u sCAD skupini moze objasniti pojavu stabilne

ateroskleroze u ovoj skupini bolesnika, jer je ateroskleroza kroni¢no upalno stanje.

Ali, ateroskleroza je osnovni patofizioloski mehanizam i1 u akutnom koronarnom sindromu te
povecana antiinflamatorna sposobnost HDL-a AKS ispitanika u odnosu na sCAD namece nekoliko
pitanja, prvenstveno je li povisena protuupalna aktivnost uzrok nastanku koronarnog incidenta ili

je ona pak posljedica.

Protuupalna aktivnosti HDL-a je kompleksna te se temelji na nekoliko ¢injenica. Postoji jasan
dokaz uloge HDL-a u urodenoj imunosti a aktivira se noksom, prvenstveno lipopolisaharidom
(koji je osnovna komponenta stani¢énog zida gram negativnih bakterija) i IL-6, odnosno u fazi
akutne upale. Postoji i posredovana imunost, putem makrofaga, dominantno M2 loze koji se
aktiviraju glukokortikoidima i IL-4, a nastaju iz monocita. Prema dosadasnjim saznanjima
makrofazi kao takvi imaju ve¢ dobro poznatu ulogu u procesu ateroskleroze te je antiinflamatorna
uloga HDL-a u aterosklerozi vjerojatnije posredovana ovim oblikom imunosti, dakle

posredovanom, putem makrofaga (131,132).

Kako je u ovom istrazivanju ispitivana protuupalna sposobnost HDL-a tako $to su stimulirani

humani monociti uz dodatak lipopolisaharida moguce da se na taj nacin stimulirao i testirao drugi
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oblik imunoloSke sposobnosti. Ve¢ je spomenuto da su bolesnici s AKS imali statisticki znacajno
vis$u razinu IL-6 (Slika 3, Tablica 6 i 7), a isti poti¢e aktivaciju urodenog imunoloskog sustava, za
pretpostaviti je da je u AKS skupini interleukin potaknuo i protuupalnu aktivnost HDL -a, koja se
uz dodatak LPS-a samo pojacala. Mendez i suradnici su dokazali kako HDL suprimira upalni
odgovor induciran LPS-om a DeNardo i suradnici kako suprimira i ekspresiju proupalnih molekula

¢ime indirektno smanjuje upalni odgovor u sepsi (76,133).

Postavlja se jo$ velik broj pitanja, posebice vezano uz protuupalnu aktivnost HDL-a na koje je
tesko dati odgovor ali jasno je kako HDL ima multipla svojstva koja jo$ nerazjasnjena. S druge
strane, bolesnici s akutnim koronarnim sindromom imali su znafajno sniZenu antioksidativnu
sposobnost HDL-a u odnosu na one sa stabilnom koronarnom boles¢u (Tablica 9). Jednostavno
re¢eno, antioksidativno svojstvo je sposobnost neutralizacije djelovanja slobodnih radikala i
oksidiranog LDL-a na endotel (103,134). Oksidativni stres na ve¢ naruSenom i fragilnom endotelu
iznad aterosklerotskog plaka, kao i na tanku fibroznu kapu, lako uzrokuje oStecenje endotela i
fibrozne kape koje rezultira okluzijom koronarne arterije i nastankom akutnog koronarnog
sindroma. Do okluzije zile dolazi ili uslijed rupture plaka ili uslijed aktivacije unutarnjeg puta
koagulacije na oSte¢enoj stijenki krvne Zile. Ovi rezultati su u skladu s velikim brojem dosadasnjih
ispitivanja antioksidativne uloge HDL-a. Cheung i suradnici su jo$ 2001. opisali kako uzimanje
antioksidansa interferira s adekvatnim odgovorom na kombiniranu terapiju statinima i niacinom.
Ispitivali su dvije skupine bolesnika od kojih su jedni uzimali samo simvastatin i niacin a druga
skupina je uzimala i antioksidativne suplemente koji su ukljucivali vitamin C, vitamin E, beta
karoten i selen. Skupina bolesnika koji su uzimali samo simvastatin i niacin su imali dobar

terapijski odgovor u smislu da se povisila razina HDL-a a snizila razina LDL-a, dok je kod druge
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skupine bolesnika ovakav terapijski odgovor izostao. Zapravo, doslo je do smanjenja razine LDL-

a ali ne i do o¢ekivanog porasta razine HDL-a (135).

HDL-ovo antioksidativno svojstvo lezi u sposobnosti protekcije oksidacije LDL-a. HDL uspjesno
sprjecava oksidaciju LDL-a tako Sto inhibira u¢inak slobodnih radikala na LDL ali i uspjes$no
otklanja oksidirane lipide s LDL-a. Na ovaj nacin se snizava lokalna koncentracija oksidiranog
LDL-a a te se proinflamatorni u¢inak LDL-a suprimira (103,134,136). Prvi proces u nastanku
aterosklerotskog plaka je nastanak pjenusavih makrofaga koji nastaju kao posljedica ulaska LDL-
a u makrofage . Da bi se uop¢e dogodio nastanak pjenusavog makrofaga 1 da bi doslo do procesa
endocitoze potrebna je kemijska modifikacija LDL-a u proaterogenu Cesticu. Proaterogena
modifikacija ukljuCuje agregaciju, enzimsku digestiju i oksidaciju LDL-a. Oksidacija LDL-a
znafajno povecava afinitet makrofaga ¢ime dolazi do brzog ulaska LDL-a u makrofag,
posljedi¢nog nastanka pjenusavih stanica i masnih pruga (137). Cirkuliraju¢i HDL inhibira
oksidaciju LDL-a te na taj naCin smanjuje afinitet makrofaga za LDL i posljedi¢ni rast
aterosklerotskog plaka ali 1 sprjecava direktno oSte¢enje endotela oksidiranim radikalima. HDL je
dakle, multifunkcionalna protuupalna i antioksidativna molekula koja inaktivira proterogene lipide
i na taj nacin usporava aterosklerotski proces. Manjkavo antioksidativno svojstvo HDL-a rezultira
slabijom ateroprotekcijom, brzim rastom aterosklerotskog plaka s ceS¢im osStecenjima endotela
iznad fibrozne kape i nastankom rupture plaka i trombozom Kkoji su osnovni patofizioloski
mehanizam nastanka akutnog infarkta miokarda. Rezultati ovog ispitivanja potvrduju slabije

antioksidativno svojstvo HDL-a u bolesnika s akutnim koronarnim sindromom (Tablica 9).

Na posljetku, moze se re¢i da je ateroskleroza koronarnih arterija kompleksan proces a klinicka
slika 1 opseznost bolesti varira kako izmedu pojedinaca, tako i izmedu skupina bolesnika. Jo$

uvijek nije dovoljno razjasnjeno zasto neki pojedinci sa svim ¢imbenicima rizika za koronarnu
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bolest ne razviju koronarnu bolest, dok neki bez ¢imbenika rizika imaju opseznu koronarnu
aterosklerozu. Endotelna lipaza kao enzim odgovoran u biotranformaciji i nastanku lipidnih ¢estica
zasigurno igra vaznu ulogu, ali vjerojatno je da njezina uloga jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjena. Jednako tako, vrijeme je da se istrazivanja fokusiraju na funkcionalne osobitosti HDL-
a a ne samo na razinu istoga, jer HDL-ova ateroprotektivna uloga ne lezi u brojevima nego u

njegovoj funkciji.
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7. ZAKLJUCCI

1. Serumska razina endotelne lipaze znacajno je povisena (p<0,001) u bolesnika koji su se
prezentirali klini¢kom slikom stabilne koronarne bolesti.

2. Razine interleukina 6, kao reaktanta aktivne upale bile su zna¢ajno vise (p<<0,001) u skupini
bolesnika koju su se prezentirali kao AKS.

3. Vrijednosti endotelne lipaze < 193,81 pg/mL, uz specifi¢nost testa od 93,1% i osjetljivost
od 37,4% (95% CI 0,585-0,704; p<0,001) kod bolesnika koji imaju bolove u prsistu mogle
bi se koristiti kao iskljuéni kriterij za postavljanje dijagnoze akutnog koronarnog sindroma.

4. Stupanj opseznosti koronarne bolesti klasificiran prema modificiranom Gensini bodovnom
sustavu ne korelira s razinom endotelne lipaze.

5. Izmedu bolesnika koji se prezentiraju sa sré¢anim infarktom sa ST elevacijom i onih koji se
prezentiraju bez ST elevacije nema znacajne razlike u razini endotelne lipaze.

6. Efluks kolesterola koji je koristen kao indirektni pokazatelj aktivnosti i efikasnosti
reverznog transporta kolesterola, statisticki je znacajno visi u bolesnika s kroni¢nom
koronarnom boles¢u.

7. Bolesnici s akutnim koronarnim sindromom imaju izrazenija protuupalna svojstva
lipoproteina visoke gustoce.

8. Bolesnici s kroni¢nom koronarnom boles¢u imaju izrazenija antioksidativna svojstva
HDL-a.

9. Razine HDL-a izmedu ispitivanih skupina nisu se znacajno razlikovale.
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10. Uz praktic¢ki jednake razine HDL-a klinicka slika i stupanj tezine koronarne bolesti
variraju, stoga se uvrijeZena ateroprotektivna razina HDLa dovodi u pitanje 1 potrebno se

orijentirati na alteracije funkcije HDL -a.
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8. SAZETAK

Kardiovaskularne bolesti su vodeci uzrok pobola i smrtnosti u svijetu a veliku vecinu ¢ini
koronarna bolest sa svojim posljedicama. Najucestalije klinicke prezentacije koronarne bolesti su
akutni koronarni sindrom i stabilna angina pektoris, prema novoj nomenklaturi zvana, kroni¢ni
koronarni sindrom. Uz sve bolje farmakointerventne metode lije¢enja koronarne bolesti biljezi se
porast prevalencije ishemijske bolesti srca, a ukupni mortalitet je i dalje visok. Cimbenici rizika
za aterosklerotsku bolest su ve¢ vise desetlje¢a poznati ali se farmakoterapija u modificirajuéim

¢imbenicima rizika nije pokazala visoko u¢inkovitom, posebice ako govorimo o dislipidemiji.

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti razinu endotelne lipaze i ispitati funkcionalne karakteristike
lipoproteina visoke gusto¢e (HDL-a) u bolesnika s akutnim i kroni¢nim koronarnim sindromom te
ith medusobno usporediti. U istrazivanju je sudjelovalo 187 bolesnika s akutnim koronarnim

sindromom i 72 bolesnika sa stabilnom koronarnom boles¢u.

Razina endotelne lipaze, efluks kolesterola i antioksidativna aktivnost HDL-a bili su statisti¢ki
znacajno visi u bolesnika s kroni¢nim koronarnim sindromom, odnosno stabilnom koronarnom
bolescu. U ovoj skupini bolesnika razina EL ipak nije korelirala s tezinom koronarne bolesti. U
skupini bolesnika koji su se prezentirali s akutnim koronarnim sindromom razina IL-6 i
protuupalna sposobnost HDL -a bila je znacajno visa u odnosu na SCAD bolesnike. Jednako tako,
bolesnici s AKS imali su viSe aterosklerozom zahvadenih segmenata koronarnih arterija.
Vrijednosti endotelne lipaze < 193,81 pg/mL, uz specifi¢nost testa od 93,1% i osjetljivost od 37,4%
kod bolesnika koji imaju bolove u prsistu mogle bi se koristiti kao isklju¢ni kriterij za postavljanje

dijagnoze akutnog koronarnog sindroma.
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9. SUMMARY

Endothelial lipase serum levels and functional characteristics of high density lipoprotein in patients

with different clinical presentations of coronary artery disease

Tomislava Bodrozi¢ Dzaki¢ Poljak, 2024.

Cardiovascular diseases are the leading causes of morbidity and mortality worldwide, with the vast
majority being coronary diseases and their consequences. The most common clinical presentations
of coronary disease are acute coronary syndrome and stable angina pectoris, now referred to as
chronic coronary syndrome under the new nomenclature. Despite advances in
pharmacointerventional methods for treating coronary heart disease, the prevalence of ischemic
heart disease is increasing, but overall mortality remains high. Risk factors for atherosclerotic
disease have been known for decades; however, pharmacotherapy has not proven highly effective

in modifying risk factors, particularly in cases of dyslipidemia.

The aim of this research was to determine the level of endothelial lipase and examine the functional
characteristics of high-density lipoproteins (HDL) in patients with acute and chronic coronary
syndromes, and to compare these two groups. The study included 187 patients with acute coronary

syndrome and 72 patients with stable coronary disease.

The levels of endothelial lipase, cholesterol efflux, and the antioxidant capacity of HDL were
statistically significantly higher in patients with chronic coronary syndrome (stable coronary artery
disease). However, in this group of patients, the level of endothelial lipase did not correlate with
the severity of coronary disease. In the group of patients who presented with acute coronary
syndrome, the level of IL-6 and the anti-inflammatory capacity of HDL were significantly higher
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compared to those with stable coronary artery disease. Additionally, patients with acute coronary
syndrome had more coronary artery segments affected by atherosclerosis. Endothelial lipase
values < 193,81 pg/mL, with test specificity of 93,1% and sensitivity of 37,4% in patients with
chest pain, could be used as an exclusion criterion for establishing the diagnosis of acute coronary

syndrome.
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