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1.UVOD

1.1. Etiologija i patofiziologija aterosklerotske bolesti karotidne
arterije

Mozdani udar ili cerebrovaskularni inzult (CVI) vodeéi je uzrok smrti zena (19%) i drugi
vodeéi uzrok smrti muskaraca (19%) u Republici Hrvatskoj.!. U Europi godisnja incidencija
CVl-a na 100 000 stanovnika je 141,3 u muskaraca i 74,9 u Zena.” Najveci broj (80%) jest
ishemicki inzult, dok je hemoragi¢ni inzult (11%) i subarahnoidalno krvarenje (3,5%) znatno
rjedi uzrok CVI-a. Oko 50% ishemickih CVI-a vezano je uz aterosklerotsku bolest intra ili
ekstrakranijalnih karotidnih arterija koja je prisutna u gotovo 75% muskaraca i 62% zena
starijih od 65 godina s time da je prevalencija >50% stenoze u toj populaciji oko 7% u
muskaraca i 5% u Zena.> Sama aterosklerotska bolest ekstrakranijalnih karotidnih arterija
odgovorna je za oko 15 do 20% ishemickih CVI-a.*° Simptomi i patologki supstrat karotidne
aterosklerotske bolesti prvi je opisao Charles Miller Fischer 1951. godine kada je povezao
bifurkacijsku karotidnu stenozu s ipsilateralnim ishemi¢kim simptomima mozga i oka.
Aterosklerotske promjene su obicno najizrazenije na straznjoj stijenci unutarnje karotidne
arterije (lat. arteria carotis interna — ACI), oko 2 cm od bifurkacije. Karotidna stenoza je
povezana s povecanom incidencijom CVI-a i smrtnosti u starijih osoba.® ' Najces¢i
patofizioloski mehanizmi putem kojih karotidna stenoza postaje simptomatska su
embolizacija trombotskog materijala s plaka i1 kriticno smanjenje protoka kroz stenozu uz
nedovoljnu kolateralnu cirkulaciju.® ® Preostali moguéi mehanizmi su okluzija arterije uslijed
progresivnog rasta plaka ili tromboze na rupturiranom plaku, ateroembolizam kolesterolskih

kristala (debri ateroma), disekcija zile odnosno subintimalni hematom.

1.2. Simptomi aterosklerotske bolesti karotidne arterije

Klini¢ki simptomi karotidne bolesti mogu biti CVI, tranzitorna ishemicka ataka (TIA) i/ili
prolazni gubitak vida na jedno oko uzrokovanog malim embolusom u oftalmickoj arteriji (lat.

amaurosis fugax). Prema definiciji Svjetske zdravtsvene organizacije, CVI je akutni



neuroloski deficit uzrokovan poremeéenom perfuzijom dijela mozga (ishemija ili krvarenje)
koji traje dulje od 24 sata™ dok je TIA iznenadni, fokalni neuroloski deficit koji traje manje
od 24 sata unutar kojeg perioda dolazi do potpunog oporavka mozdanih funkcija. lako
manjkava, ta je definicija jo§ uvijek u uporabi. Ne uklapa se u potpunosti u danasnju spoznaju
o patofiziologiji i tijeku CVI-a. Podrazumijeva da kod TIA-e nema oSte¢enja mozdanog
parenhima iako se u gotovo 20% slucajeva kompjuteriziranom tomografijom (CT) moze
vidjeti ishemicka lezija koja po svojem smjestaju odgovara nastalim prolaznim simptomima.
Kod bolesnika bez oporavka mozdanih funkcija unutar 1-3 sata do kompletnog oporavka
unutar 24 sata dolazi u samo 2% slucajeva. Stoga se danas tezi redefiniranju vremenske
granice izmedu CVI-a i TIA-e na 1 sat.™* TIA je vrlo vazan predskazatelj CVI-a; unutar 90
dana od TIA-e ucestalost CVI-a je 13% (najviSe u prvom tjednu nakon TIA-e), a unutar 5
godina gotovo 30%.'% 2 To ukazuje da je TIA hitno stanje koja moze prethoditi CVI-u, u
patofizioloSkom smislu predstavlja ekvivalent nestabilne angine ili akutnog koronarnog
sindroma kod koronarne bolesti. Destabilizacija aterosklerotskog plaka s posljediénom
ulceracijom i rupturom te trombozom i hemoragijom unutar plaka jest najznacajniji
patogenetski mehanizam koji dovodi do pojave simptoma, slicno kao i kod koronarne

bolesti.*

1.3. Povezanost izmedu stupnja stenoze karotidne arterije i simptoma

Povezanost izmedu rasta plaka odnosno stupnja stenoze karotidne arterije i pojave simptoma
nije tako stroga kako bi se moglo ocekivati, ali opet je puno ¢vrS¢a nego kod koronarne
bolesti srca kod koje se zna da najveci broj infarkta miokarda nastaje upravo na mjestu
hemodinamski neznacajnih stenoza. U North American Symtomatic Carotid Endarterectomy
Trial (NASCET) studiji nadena je znacajna povezanost: nakon 18 mjeseci medikamentne
terapije bez revaskularizacije ucestalost CVI-a bila je 19% za stenoze od 70-79%, 28% za
stenoze od 80-89% te 33% za stenoze od 90-99% (kod okluzije rizik se smanjuje).”> U
Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study (ACAS) i Asymptomatic Carotid Surgery Trial
(ACST) studiji, asimptomatski bolesnici sa stenozom od 60% do 80% imali su veéu ucestalost
mozdanog udara nego oni s veéim stupnjem stenoze.'® *’ Medikamentna terapija u vrijeme tih
studija bila je znacajno inferiornija u usporedbi s danaSnjim smjernicama, temeljena
uglavnom samo na primjeni aspirina. U ACAS studiji 5-godisnji rizik ispilateralnog CVI-a
bio je 11%'® dok je u ACST rizik za stenoze vise od 70% bio 4.7%"° $to ukazuje da je



medikamentna terapija s vremenom postala uspjeSnija u prevenciji mozdanog udara te da
asimptomatska stenoza karotidne arterije ima relativno benigniji tijek. Prema rezultatima
studije Second Manifestations of ARTerial disease study (SMART) godisnja incidencija
ipsilateralnog mozdanog udara kod asimptomatske stenoze karotidne arterije jest svega
0.6%.% U tom kontekstu danasnje medikamentne terapije nuzno je prepoznati one bolesnike s
asimptomatskom stenozom karotidne arterije koji su pod poveéanim rizikom da razviju
mozdani udar. Isticu se tri potencijalne skupine predskazatelja: a) op¢i pokazatelji (vezani uz
bolesnika) b) karakteristike plaka (stupanj stenoze i morfoloske karakteristke) i ¢) biokemijski

pokazatelji.

U studiji Asymptomatic Carotid Stenosis and Risk of Stroke (ACSRS), do sad najvecoj
objavljenoj studiji za asimptomatsku karotidnu stenozu, dob i spol bolesnika nisu prepoznati
kao predskazatelji za razvoj simptoma.” U toj su studiji kombinacija tri &imbenika (90-99%-
tna karotidna stenoza, anamneza kontralateralne TIA-e i kreatinin iznad 85 pmol/L)
predskazatelji mozdanog udara. Godisnja stopa ipsilateralnog mozdanog udara je 6.3% $to je
jo§ uvijek ispod stope komplikacija za karotidnu endarterektomiju (eng. carotid
endarterectomy — CEA) i postavljanje endovaskularne proteze u karotidnu arteriju (eng.
carotid artery stenting — CAS) kod odredene skupine bolesnika. Kad se gleda izolirano samo
stupanj stenoze, kod bolesnika s 90-99%-tnom stenozom prosjecni godisnja stopa ishemickih
dogadaja (TIA, CVI, amaurosis fugax) bila je 5 % s time da je varirala od 1.0 do 6.3% ovisno
o kreatininu i ranijim kontralateralnim simptomima. Ostali rizi¢ni ¢imbenici bili su okluzija
kontralateralne karotide te brzina progresije stenoze. Rizi¢ni ¢imbenici poput arterijske
hipertenzije i1 hiperlipoproteinemije nemaju visoku prediktivnu vrijednost jer su prisutni u
vecéine bolesnika s karotidnom boles¢u. lako upalni pokazatelji poput leukocita u krvi, C-
reaktivnog proteina (eng. C-reactive protein - CRP), lipoprotein-povezane fosfolipaze-A2
(eng. lipoprotein-associated phospholipse-A2 — Lp-PLA?2) i homocisteina mogu opcéenito biti
korisni u stratifikaciji rizika za mozdani udar, za sad nisu korisni u odabiru za CEA

asimtpomatskih bolesnika sa znacajnom karotidnom stenozom.

Morfoloske karakteristike plaka mogu se podijeliti na karakteristike povrSine i unutra$njosti
plaka. Nepravilna povrSina plaka i hipoehogene ili mijeSane (hipo i hiperehogene) zone u
plaku su karakteristike koje su dokazano povezane sa sadaSnjim ili proSlim simptomima

22, 23

simptomima, medutim nemaju dokazanu prediktivnu vrijednost kod asimtpomatskih

bolesnika. Nicolaides i suradnici objavili su da kod 70-99%-tne stenoze godisnji rizik



ipsilateralnog inzulta od 2% kod hipoehogenih ili mjeSovitih plakova u usporedbi s 0,14 %
kod fibroznih (uniformno ehogenih) ili kalcificiranih plakova.?* lako se histopatoloske
karakteristike povezane s nestabilnos¢u plaka (ulceracije, krvarenje/ruptura plaka i luminalna
tromboza) mogu vidjeti u 20-50% simptomatskih bolesnika, mogu se vidjeti i u 15-45%

asimptomatskih bolesnika. >’

1.4. Dijagnostika aterosklerotske bolesti karotidne arterije

1.4.1. Slikovne metode

U dijagnostici karotidne bolesti koriste se slijede¢e slikovne metode: ultrazvuk (eng. color
doppler flow imaging — CDFI), digitalna subtrakcijska angiografija (DSA), CT-angiografija
(eng. computed tomography angiography - CTA) i magnetska angiografija s kontrastom

(eng. contrast enhanced magnetic resonance angiography — CEMRA).

Cerebralna angiografija je zlatni standard u dijagnostici karotidne bolesti. Razvoj DSA
smanjio je vrijeme trajanja pretrage, dozu zracenja, dozu kontrasta kao i veli¢inu katetera za
dijagnosticku proceduru. Prednosti ove pretrage su uvid u cjelokupni arterijski karotidni sliv,
morfologiju plaka i kolateralnu cirkulaciju.?® Mane pretrage su invazivnost postupka, cijena i
rizik od ozbiljnih komplikacija i smrti (oko 1 %).% Ugestalost pojave komplikacija vezana je
sa simptomati¢no$¢u bolesti, uznapredovalom dobi, dijabetesom, arterijskom hipertenzijom,
poviSenim kreatininom, perifernom vaskularnom boles¢u, veli¢ini katetera 1 kolicinom

kontrasta.?®

CDFI uz B-mode prikaz ima zadovoljavajucu senzitivnost (81-98%) i specifi¢nost (82-89%) u
usporedbi sa standardnom angiografijom u detekciji znaajnih stenoza. Ultrazvuk ima
mogucnost 1 uvida u morfologiju plaka $to ima prognosticku Vrijednost.30 Prednosti
ultrazvuka su neinvazivnost, sigurnost, cijena te zadovoljavajuéa senzitivnost i specifi¢nost.
Nedostaci su manja osjetljovst kod niZzeg stupnja stenoza, ograni¢ene mogucénosti kod
anatomskih nepogodnosti kao §to su jako zavijena i kalcificirana zila i1 zadebljani vrat
bolesnika, te ovisnost o iskustvu i strucnosti ultrasonografi¢ara. Na temelju konsenzusa
doneseni su kriteriji pomoc¢u kojih se odreduje stupanj stenoze karotidne arterije, navedeni u
tablici 1.4-1.%



Tablica 1.4-1. Kriteriji za utvrdivanje stupnja stenoze karotidne arterije

Primarni pokazatelji Dodatni pokazatelji

Stupanj Maksimalna Redukcija Odnos Dbrzina u | Maksimalna

stenoze sistolicka brzina | dijametra ACI (%) | ACCi ACI enddijastolicka
protoka u ACI brzina protoka u ACI
(cml/s)

Normalno | <125 Norm <2.0 <40

<50% <125 <50 <2.0 <40

50-69% 125-230 >50 2.0-4.0 40-100

>70% <230 >50 >4.0 >100

95-99% Visoka, niska ili | Vidljiv protok Varijabilno Varijabilno
nemjerljiva

Okluzija Nemjerljivo Bez protoka - -

CEMRA: Senzitivnost CEMRA-e iznosi 91-95%, a specifi¢nost 88-99%. Prednost ove
pretrage jest uvid u cijelu arteriju (ekstrakranijalni i intrakranijalni segment) i manja ovisnost
o iskustvu dijagnosticara, a mane su manja pouzdanost za umjerene stenoze (precjenjivanje
stenoza), nesposobnost razlikovanja subokluzije i1 okluzije, cijena, ograni¢ena dostupnost kao
1 poteskoce u provodenju kod bolesnika u teSkom opéem stanju, klaustrofobi¢nih bolesnika te
bolesnika s elektrostimulatorom srca ili defibrilatorom. Gadolinijski kontrast ima znacajno

manju ucestalost nefropatije 1 alergijskih reakcija nego jodni kontrast koji se koristi kod DSA.

CTA: omogucava uvid u arteriju, ali i okolne strukture. Senzitivnost pretrage je 77%, a
specificnost 95%. Osobito je korisna u situacijama gdje je ultrazvuk ogranien (npr.
tortuoziteti i kalcifikati arterija). Mana je rendgensko zracenje te mogucnost nastajanja

kontrastom uzrokovane nefropatije.

Zakljuéno se moze re¢i da je zbog vrlo Siroke uporabe, dostupnosti i relativno niske cijene
pretrage, CDFI pretraga izbora za probir bolesnika s umjerenim rizikom bolesti, uz odredena
ograni¢enja moze Se Koristiti i kao definitivna pretraga. Ako tom metodom nije nadena
znacajna stenoza u simptomatskih bolesnika, dolazi u obzir upotrijebiti druge metode, osobito

radi detekcije proksimalnije odnosno distalnije bolesti.



1.4.2. Ultrazvu¢no odredivanje morfologije aterosklerotskog plaka
karotidne arterije
Obzirom na nekonzistentnu povezanost izmedu stupnja stenoze i simptomatologije bolesnika,
intenzivno se istrazuju 1 drugi potencijalni pokazatelji vulnerabilnosti plaka i rizika za CVI.
Morfoloske karakteristike plaka detektirane ultrazvunom metodom poput ulceracija,
hipoehogenih zona i krvarenja unutar plaka povezane su s pove¢anom ucestalos¢u CVI-a?" 3
Iako su molekularni i stani¢ni procesi odgovorni za sastav plaka vjerojatno znacajniji za rizik
od cerebrovaskularnih dogadaja,® stupanj stenoze je i dalje osnova za klini¢ko odlu¢ivanje jer

dobro korelira s morfoloS§kim karakteristikama vulnerabilnosti plaka.32

1.4.3. Laboratorijski predskazatelji cerebrovaskularnih dogadaja

Kao predskazatelji cerebrovaskularnih dogadaja odnosno nestabilnosti plaka kod
ckstrakranijalne karotidne bolesti istrazuju se i biomarkeri poput Vvisoko-senzitivnog C-
reaktivnog proteina (eng. high-sensitive C-reactive protein — hsCRP) i odredenih matriks-

34-36

metaloproteinaza. Osjetljivost 1 specificnost tih biomarkera jo$ nije utvrdena

prospektivnim klinickim studijama.



1.5. Lijecenje aterosklerotske bolesti karotidne arterije

Terapijski pristup kod signifikante stenoze karotidne arterije ukljucuje CEA, samo

medikamentno lijecenje te angioplastiku odnosno CAS.

1.5.1. Karotidna endarterektomija

1.5.1.1. Indikacije za endarterektomiju karotidne arterije
Simptomatski bolesnici

Simptomatski bolesnici (oni koji su imali CVI, TIA-u ili amaurosis fugax unutar 6 mjeseci) s
umjerenim ili niskim operativnim rizikom imaju indikaciju za CEA ako je neinvazivno

dokazana 70%-tna stenoza®” 8

ili DSA-angiografijom 50%-tna stenoza karotidne arterije.™
Alternativa jest CAS ako je procijenjeni rizik periproceduralnog inzulta i smrti manji od 6%.%
Na temelju studije NASCET* i ESCT* utvrdeno je da je CEA u¢inkovita u simptomatskih
bolesnika s ipsilateralnom karotidnom stenozom >70%. U NASCET studiji operirani
bolesnici imali su apsolutno smanjenje nastanka ipsilateralnog CVI-a za 17% u periodu od 2
godine (ucinak se gubi ako je postotak perioperativnih komplikacija ve¢i od 10%). U ESCT
studiji operirani bolesnici su imali apsolutno (6,5%) i relativno (39%) smanjenje rizika za
nastanak CVI-a. Prema rezultatima subanalize NASCET studije CEA je indicirana i kod
simptomatskih muskaraca sa stenozom 50-69% u centrima s niskim postotkom komplikacija

(mortalitet manji od 6%). Za stenoze manje od 50% preporuca se medikamentna terapija Cak

i ako su simptomatske.

Asimptomatski bolesnici

Kod asimptomatskih bolesnika preporuc¢a se CEA u slucaju 70-99% stenoze, ocekivanog
trajanja zivota vise od 5 godina i rizika od perioperativog CVI-a i smrti manje od 3% u
odredenom centru odnosno za operatera.*? Korist od operacije manje je izrazena u Zena nego

u muskaraca. Obzirom na ve¢i periproceduralni rizik od CVI-a i smrti ne preporuca se CAS



kod asimptomatskih bolesnika osim ako se provodi kao dio klinicke studije u specijaliziranom

centru s niskim stupnjem teskih komplikacija (<3%).

CAS se preporuca kod simptomatskih bolesnika s kartotidnom stenozom 70-99% u slu€aju
visokog operativnog rizika* ako karotidna lezija nije kirurski dostupna, ako je stenoza

uzrokovana radijacijom,* te u slu¢aju restenoze nakon CEA.

15.1.2. Kirurs$ka tehnika

CEA se vrsi kroz longitudinalnu inciziju na vratu uz rub sternokleidomastoidnog misic¢a ili
kroz popre¢nu inciziju na pretpostavljenom mjestu racvisSta karotidne arterije. Nakon
preparacije dijela zajednicke, unutarnje i vanjske karotidne arterije, davanja heparina i
klemanja zila, pristupa se longitudinalnoj arteriotomiji na razini bifurkacije prema
proksimalno i distalno. Pojedini Kkirurzi koriste kod svih bolesnika cerebralni shunt
(privremeni prosteti¢ki spoj izmedu proksimalnog i distalnog kraja anastomoze), dok drugi
odabiru bolesnike prema klinickim znakovima kod budnog bolesnika ili prema EEG
monitoringu kod bolesnika u opéoj anesteziji (na taj nacin izbjegava se rizik od cerebralne
hipoperfuzije, medutim postoji stanoviti rizik za disekciju arterije i dislokaciju plaka s
posljedicnom embolijom prilikom postavljanja shunta). Slijede¢i korak je odstranjenje
karotidnog plaka (izmedu medije 1 intime) pri ¢emu se pazi da podrucje prijelaza izmedu
operiranog i neoperiranog dijela bude glatko da bi se izbjegla postoperativna disekcija. Nakon
pazljivog pregleda povrsine endarterektomije i odstranjenja ostatka plaka, arterija se zatvara
primarno ili uporabom zakrpe (bioloski materijal kao npr. venski presadak ili protetski
materijal kao npr. dacron ili politetrafloretilen) Sto je povezano s nizim stupnjem restenoze i
nizom stopom perioperativnog CVI-a.* Prije potpunog zatvaranja arterije ista se ispire
retrogradno otvaranjem distalne kleme. Distalna arterija se zatim opet klema te kompletno
zatvara Savovima. Moze se koristiti i lokalni hemostatski materijal da bi se sprijecilo
krvarenje u vrat. Neuroloska procjena stanja izvodi se svaki sat oporavka nakon operacije.
Manipulacije oko karotidnog stabla mogu uzrokovati hemodinamsku nestabilnost u
perioperativnom periodu §to se treba aktivno lijeciti da bi se izbjegla cerebralna hipoperfuzija.
CEA se moze izvoditi u opéoj ili lokalnoj anesteziji, a izbor ovisi o operateru i
karakteristikama bolesnika. Nema razlike u ishodu (cerebrovaskularni inzult, sr¢ani infarkt,

smrt) izmedu ove dvije metode.*® Bilateralna CEA u istom aktu izbjegava se zbog rizika od
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znacajne cerebralne hipoperfuzije, hemodinamske nestabilnosti 1 respiratorne ugrozenosti

zbog hematoma vrata kao i bilaterang oStecenja laringealnog Zivca.
1.5.1.3. Akutne komplikacije zahvata

Mortalitet opisanog zahvata ovisi o centru odnosno operateru te iznosi oko 0.5-3%. Najcesce
je uzrokovan sréanim neZeljenim dogadajima, na drugom je mjestu mozdani udar. Rizi¢ni
¢imbenici za nepovoljan ishod su: dob iznad 80 godina, teska sréana i plu¢na bolest, bubrezno
zatajivanje, inzult kao indikacija za opeaciju te otezavajuce anatomske okolnosti poput loseg
kirurSkog pristupa (zadebljan vrat), ranije zracenje vrata, ranija CEA te okluzija
kontralateralne karotidne arterije. Terapija aspirinom i statinom u perioperativnom periodu i

kod simptomatskih i kod asimptomatskih bolesnika moze smanjiti rizik od komplikacija.*"*®

Vise je ¢imbenika koji mogu dovesti do CVI-a tijekom CEA (incidencija 0,25-3%), a to su
embolija plaka, agregati trombocita, nedovoljno ispiranje arterije, loSa cerebralna protekcija
kao i relativna hipotenzija. Periproceduralni CVI lije¢i se heparinom, fibrinolitickom
terapijom ili CAS-om. Hiperperfuzijski sindrom javlja se nakon operacije zbog iznenadnog
povecanja protoka kroz karotidnu arteriju u karotidni sliv koji se zbog ranije oskudnog
protoka prilagodio i dilatirao. Dilatirane arteriole nemaju dovoljne vazokostrikorne
Sposobnosti da bi zastitile kapilare od povecanja perfuzijskog tlaka zbog ¢ega moze doc¢i do
hemoragije (pojavljuje su u 0,6% CEA). Vecéa je moguénost za razvoj hiperperfuzijskog
sindroma ako se radi o visokom stupnju stenoze karotidne arterije. Stanje se prevenira
strogom periperativnom kontrolom tlaka, a kada se dogodi nuzan je prekid terapije aspirinom,
pa ¢ak i transfuzija trombocita da bi se odmah vratila antitrombocitna funkcija. Ostale
moguce komplikacije su: osteCenje Zivca (vagus, povratni zivac, hipoglosus), krvarenje i

hematom vrata, infekcija rane, parotitis, oscilacije tlaka.

1.5.1.4. Restenoza karotidne arterije nakon endarterektomije

Restenoza se javlja se u 2.6-10% slucajeva nakon CEA. Moze biti rana (unutar 2-3 godine)
uzrokovana stani¢cnom proliferacijom (ima niski embolicki potencijal), te kasna koja je
vezana uz proces ateroskleroze (ima visoki embolic¢ki potencijal). Rizi¢ni faktori za razvoj

restenoze su dob ispod 65 godina, puSenje i Zenski spol (manji promjer karotidne arterije),



renalna insuficijencija za ranu restenozu i povisen kolesterol u serumu za kasnu restenozu

karotidne arterije. Terapija statinom kao i uporaba zakrpe moze smanjiti rizik restenoze.

1.5.2. Medikamentni pristup

U vecini zemalja se CEA za asimptomatsku stenozu karotidne arterije provodi na temelju
vaze¢ih smjernica® i na temelju klinicke prakse. Temelji dosadanjih smjernica jesu tri velike
klinicke (kirurSke) randomizirane studije: Veterans’ Affairs Cooperative Study (VACS)SO,
ACAS™ i ACST™ koje su provedene od 1983. do 2003. godine. Godinama je taj pristup
upitan zbog relativno male koristi kirurskog pristupa koji snazno ovisi o selekciji bolesnika,
prirodi kirur§kog i medikamentnog lije¢enja te na¢inu prikazivanja rezultata.”® Osim toga,
dosadasnjim metodama ne mogu se selekcionirati bolesnici koji bi nedvojbeno imali korist od
CEA. Medikamentni pristup je kombinacija neinvazivnih postupaka koja se sastoji od
edukacije, promjene Zivotnih navika, zdrave prehrane i lijekova. Uz navedene mjere doslo je
do progresivnog pada godisnjeg rizika za CVI ¢ak i ispod incidencije operiranih bolesnika u
ranijim klini¢kim studijama. Prema rezultatima analize jedanaest prospektivnih studija,
prosje¢na godisnja incidencija CVI-a u bolesnika s asimptomatskom karotidom stenozom
znacajno je niza od sredine 80-tih godina zahvaljuju¢i medikamentnoj terapiji i odgovara
incidenciji kod operiranih bolesnika iz ranijih studija.> Medikamentna terapija zasniva se na
lijecenju arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije, dijabetesa, apstinenciji od puSenja te
antitrombotskim lijekovima poput aspirina i klopidogrela. Meta-analiza od preko 40 studija
(ukupno 188000 bolesnika) dokazala je 33% smanjenje rizika od CVI-a za svaku redukciju
tlaka od 10 mmHg (do 115/75 mm Hg).>* >* Tip antihipertenzivne terapije ¢ini se manje vazan
nego sam odgovor na terapiju. Povezanost izmedu hiperkolesterolemije i ishemickog CVI-a
nije tako konzistentna kao izmedu hiperkolesterolemije i infarkta miokarda. U metaanalizi
preko 45 prospektivnih studija (oko 450 000 osoba) nije nadena veza izmedu

hiperkolesterolemije i CVI-a.>

Medutim, u Women’s Health Study (27 937 Zena starijih od
45 godina) povisen ukupni i LDL-kolesterol poveéavaju rizik za CVI1.>® U bolesnika s
utvrdenom stenozom karotidne arterije atorvastatin dovodi do 33%-tnog smanjenja
ucestalosti CVI-a, 56%-tnog smanjenja potrebe za revaskularizacijom karotidne arterije®’
odnosno moze utjecati i na smanjenje aterosklerotskog plaka karotidne arterije.”® Kod
dijabeti¢ara Intenzivirana terapija s ciljem snizavanja hemoglobinaAlc ispod 7.0% nije
dokazala dodatnu korist.>® U tih su bolesnika statini, s ciljem redukcije LDL-a ispod 2.5

mmol/L, korisni u prevenciji CVI-a.°° Hiperhomocisteinurija se u metaanalizi od 16000
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bolesnika pokazala kao rizi¢ni &Gimbenik za ishemicki CVI® i razvoj aterosklerotske bolesti

karotidne arterije,® &

medutim sniZavanje razine homocisteina vitaminima (folna kiselina,
piridoksin i kobalamin) ne dovodi do smanjenja rizika za CV1.°* ® Povezanost debljine i
metabolickog sindroma s rizikom za CVI je to jaca S§to je prisutno vise metabolickih faktora
(osobito arterijska hipertenzija i hiperkolesterolemija).®®®® Medutim, abdominalni tip debljine
jest neovisan rizi¢ni ¢imbenik za CV1.*® Antitrombotska terapija s aspirinom 75-325 mg/dan
preporuca se kod svih bolesnika sa stenozom karotidne arterije radi prevencije CVl-a iako je
korist upitna kod asimptomatskih bolesnika.” ™ U simptomatskih bolesnika indicirana je

monoterapija aspirinom (75-325 mg) ili klopidogrelom (75 mg).™
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1.6. Ateroskleroza

1.6.1. Definicija ateroskleroze

Ateroskleroza je kroni¢na fibroproliferativna i imunoinflamatorna bolest s postupnim
razvojem plaka (asimetricno fokalno zadebljanje intime) i akutnim kardiovaskularnim i
cerebrovaskularnim komplikacijama. Dok se ranije smatralo da akutne manifestacije
ateroskleroze nastaju progresivnim suzenjem lumena arterije zbog rasta i umnozavanja glatkih
misi¢nih stanica, danas se zna da su uzrokovane okluzijom arterije trombom na ranije
postojeéem, Cesto hemodinamski neznacajnom, ali aktivnom, rupturiranom ili erodiranom
plaku. Unato¢ napretku u prevenciji i lije¢enju, kardiovaskularne 1 cerebrovaskularne bolesti
(CCVD) ostaju i dalje vodec¢i uzrok smrti u svijetu i Republici Hrvatskoj. Klju¢ni problem i
izazov u suzbijanju epidemije CCVD je upravo priroda akutnih komplikacija koje su Cesto
prva manifestacija bolesti, a mogu imati katastrofalne posljedice poput sr¢anog infarkta, CVI-
a 1 iznenadne smrti. Upravo ta ¢injenica je glavni poticaj medicinskim istraZivanjima za bolju
stratifikaciju rizika za razvoj CCVD odnosno za rano otkrivanje rizi¢nih osoba prije nego li se
pojave akutne komplikacije. Nadalje, bolesnici koji su prezivjeli sréani infarkt, unato¢
agresivnom lijeCenju ukljucujuéi visoke doze statina, i dalje imaju ucestalost smrti, reinfarkta
ili nestabilne angine gotovo 23% u slijedece 2 godine.72 Uz danas$nje spoznaje, klju¢no pitanje
nije viSe zaSto dolazi do ateroskleroze ve¢ zasto u Zivotu osobe samo jedan ili nekoliko
plakova od vise ili mnogo njih u organizmu prolaze opasnu, akutnu, vulnerabilnu fazu kada su
trombozu arterije su ruptura plaka (koja se moze detektirati u 60-70% slucajeva) i endotelna
erozija. Ruptura plaka obi¢no nastaje na mjestu gdje je fibrozna kapa tanka i djelomi¢no
uniStena u ¢emu kljuénu ulogu imaju upalne stanice koje proizvode upalne molekule 1
proteoliticke enzime koje slabe kapu 1 dovode do njene rupture s posljedicnim izlaganjem
protrombotskog materijala iz srzi plaka (fosfolipidi, tkivni faktor) i aktivacijom kolagulacijske
kaskade. Obdukcijske studije su pokazale da je ateroskleroza sistemska bolest koja kod
bolesnika zahvaca vise ili gotovo sve arterije. Najcec¢éi uzrok sr¢anog infarkta ili iznenadne
smrti jest samo jedan rupturirani vulnerabilni plak najces¢e smjeSten u proksimalnim
segmentima koronarnih arterija. lako je prakticki svaka akutna manifestacija CCVD

uzrokovan aterotrombozom na vulnerabilnom plaku obrnuto ne vrijedi, odnosno ne uzrokuju
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svi vulnerabilni plakovi simptome jer ne dolazi kod svih do rupture, a kod onih kod kojih i
dode do rupture ne razviju svi trombookluziju zile. Pri tome je nuzno uvazavati ¢injenicu da
nije samo vulnerabilni plak ¢imbenik koji bolesnika ¢ini vulnerabilnim ve¢ i vulnerabilna krv
(sklona trombozi) te u slucaju koronarne bolesti i vulnerabilni miokard (sklon fatalnim
aritmijama). Koncept vulnerabilnog plaka u srediStu je interesa unazad 15-tak godina kao
kljuéno mjesto istrazivanja novih preventivnih, dijagnostickih i terapijskih metoda kojim je
cilj prevencija nastanka takvih plakova, te ako se pojave njihovo pravovremeno uocavanje i

ucinkovito rjeSavanje.

1.6.2. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak ateroskleroze

Medu viSe poznatih rizicnih ¢imbenika za razvoj ateroskleroze posebno mjesto zauzima
hiperkolesterolemija koja je vjerojatno dovoljna da sama po sebi dovede do razvoja
ateroskleroze 1 bez prisustva drugih &imbenika.” Ostali rizi¢ni &imbenici poput arterijske
hipertenzije, dijabetesa, pusenja, upale (CRP, citokini) ubrzavaju talozenje lipoproteina niske
gustoée (eng. low density lipoprotein - LDL) na nacin ili da mijenjaju aterogenost LDL-a
(sastav, broj 1 veliina partikala) ili da direktno oSte¢uju endotel Zile. Medu zaStitnim
¢imbenicima koji sprjeavaju razvoj ateroskleroze su fizicka aktivnost, alkohol, lipoproteini
visoke gustoce (eng. high density lipoprotein - HDL) i njegov glavni apolipoprotein apo-Al.
HDL i apoAl sprjecavaju aterogenu modifikaciju LDL-a i dovode do reverznog transporta te

potencijalno i do smanjenja plaka.”* "

Ipak, unato¢ dobrom poznavanju rizi¢nih i zaStitnih
¢imbenika, ne mozZe se na temelju danas poznatih tablica rizika sa sigurnos¢u predvidjeti
brzina razvoja aterosleroze 1 klinicki tijek. Poznavanje individualne sklonosti aterosklerozi u
prisustvu aterogenog Cimbenika jo$ je uvijek ograni¢eno. Nisu niti sve arterije kod istog
pojedinca jednako sklone aterosklerozi §to se ne moze objasniti samo mehanickom ozljedom

endotela uslijed turbulencija nastalih na ra¢vistu arterija.
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1.6.3. Stani¢ni elementi u razvoju ateroskleroze

Najznacajnije stani¢ne komponente u razvoju ateroskleroze su endotelne stanice, leukociti i

glatke miSi¢ne stanice.

1.6.3.1.  Uloga endotelnih stanica

U segmentima arterija sklonim aterosklerozi endotelni sloj stanica postaje propustan, aktiviran
i disfunkcionalan pod djelovanjem mehanic¢kih (arterijska hipertenzija, turbulencija na
racvistima zila), kemijskih (povecana koli¢ina LDL-kolesterola koja mijenja fizikalna
svojstva endotelne membrane, pusenje, homocistein), infektivnih (Chlamydia pneumoniae) ili
imunoloskih ¢imbenika (vaskulopatija nakon presadivanja organa).”® Ovisno o veli&ini i broju
partikala, lipoproteini prolaze kroz propusni endotel u subendotelni prostor gdje uslijed
oksidacije posredovane mijeloperoksidazom, 15-lipooksigenazom i dusik-monoksid sintazom
(eng. nitric oxide synthase - NOS) postaju citotoksi¢ni, proupalni, kemotakti¢ni odnosno
proaterogeni. Dusi¢ni monoksid izlucen sa strane endotelne NOS posjeduje vazodilatacijsku i
ateroprotektivnu funkciju dok onaj proizveden sa strane makrofagne NOS, koja ima puno veci
kapacitet, posjeduje oksidativnu i antiaterogenu funkciju. Trombociti se, uz pomoc
glikoproteina Ib 1 IIb/Illa te hiperlipidemijom induciranom poja¢anom lu€enju inhibitora
aktivacije plazminogena 1 (eng. plasminogen activator inhibitor-1 — PAI-1), vezu na mjesto
aktiviranog endotela te izluc¢uju povrsinske molekule (npr. trombocitni ¢imbenik rast) koje
poticu daljnju aktivaciju endotela. Inhibicija adhezije trombocita u hiperkolesterolemicnih
miSeva usporava proces ateroskleroze.”” Klini¢ki se endotelna disfunkcija moze dokazati kao
1zostanak vazodilatacije posredovane s NO §to podrazumijeva takoder 1 izostanak 1 antiupalne

1 antitrombotske funkcije endotela koje su s kliniCkog stanovista puno znacajnije.
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1.6.3.2.  Uloga leukocita

Aktivirani endotel pokazuje pojac¢anu ekspresiju adhezijskih molekula zilnih stanica (eng.
vascullar cell adesion molecule - VCAM-1), medustani¢nih adhezijskih molekula (eng.
intercellular adhesion molecule - ICM-1), E-selektina i P-selektina koji omoguc¢uju, uz
pomo¢ kemokina, migraciju monocita i T-limfocita iz krvi u subendotelni prostor. Snazni
kemokini su oksigenirani LDL-a i osobito monocitni kemotakti¢ni protein-1 (eng. monocyte
chemotactic protein-1 — MCP-1) ¢iji su receptori gotovo 20 puta jace izrazeni na povrsini
monocita i T limfocita pod djelovanjem endotelnih stanica, glatkih miSi¢nih stanica (GMS) i
makrofaga. Pod utjecajem ¢imbenika koji stimulira makrofagne kolonije (eng. macrophage
colony-stimulating factor — MCSF) dolazi do diferencijacije monocita u makrofage koji uz
pomo¢ receptora Cistaca A (eng. scavenger receptor A — SR-A) fagocitiraju patogene
molekule ukljucujuéi bakterijske endotoksine, apoptoticke stani¢ne fragmente i Sto je
najvaznije, oksidirane LDL-¢estice. Obzirom da SR-A nemaju moguénost regulacije, u
suvisku aterogenih lipoproteina dolazi do njihove akumulacije u citoplazmi makrofaga,
transformacije makrofaga u masne stanice i konacno do apoptoze i nekroze stanica s
posljedi¢nim stvaranjem lipidne, acelularne, nekroti¢ne srzi u plaku. Druga vrsta receptora na
makrofazima su Toll-like receptori (TLR) koji takoder vezu patogene molekule ukljuéujuci
oksidirane LDL-¢estice i tzv. heat-shock proteine 60 (HSP60), ali za razliku od SR-A,
pokre¢u kaskadu koja dovodi do aktivacije makrofaga koji zatim izlucuju upalne citokine,
proteaze i slobodne kisikove radikale $to dovodi do upale i destabilizacije plaka.”

T limfociti (dominantno CD4+) pod utjecajem citokina dovode do tip 1 pomocnickog
odgovora (eng. T-helper-1 - Th-1 response) s posljedi¢nim izlu¢ivanjem interferona-y
odgovornog za aktivaciju makrofaga. Interferon-y zatim potice sintezu upalnih citokina poput
tumor-nekrotizirajué¢eg faktora a (eng. tumor necoris factor a - TNF-a) i interleukina- 1 (IL-
1), a time 1 cjelokupnu lokalnu, ali i1 sistemsku upalnu kaskadu s pojacanom produkcijom
interleukina-6 (IL-6), CRP-a i fibrinogena (osobito u jetri). U prilog toga ide studija koja je
pokazala da je u bolesnika s nestabilnom anginom pektoris povisena serumska razina I1L-6 i

CRP-a §to je bilo povezano s losijim ishodom.® %
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1.6.3.3.  Uloga glatkih miSi¢nih stanca.

S progresijom ateroskleroze imuno-inflamatorni odgovor je pracen i fibroproliferativnim
odgovorom putem proliferacije glatkih miSiénih stanica i lucenja kolagena. Iako
fibroproliferativni reparativni odgovor moze biti toliko izrazen da dovodi do znaajnog
suzenja lumena arterije i pojave ishemije organa, isti se smatra povoljnim i zaStitnim jer Stiti
od mnogo opasnije situacije kao $to je ruptura plaka i tromboza. Apoptoza glatkih misiénih
stanica zajedno s apoptozom i nekrozom endotelnih stanica i makrofaga dovodi do rasta
tkivnim faktorom bogate i trombogene lipidne srzi i stanjenja fibrozne kape i time do
stvaranja vulnerabilnog plaka (eng. ruptured prone, inflamed thin-cap fibroatheroma). U tom
procesu su ukljuceni makrofazi i T-limfociti koji proizvode upalne citokine, slobodne
kisikove radikale, vazoaktivne molekule i, sto je najvaznije, dvije proteaze: metaloproteinazu
(MMP) i cistein proteazu. Pod djelovanjem navedenih enzima moze do¢i do prekida
kontinuiteta fibrozne kape odnosno rupture s posljedicnim moguc¢im krvarenjem unutar plaka

1 trombozom lumena zile.

1.6.4. Znacenje upalnih pokazatelja u aterosklerozi

Proteini akutne faze u zadnje se vrijeme istrazuju kao pokazatelji ateroskleroze i
destabilizacije plaka.® Osim hsCRP, potencijalni predskazatelji kardiovaskularnih i
cerebrovaskularnih dogadaja su fosfolipaza A2 vezana za lipoprotein (eng. lipoprotein-
associated phospholipase A2 - Lp-PLA2), serumski amiloid A (SAA), interleukin-6 (IL-6) i
CDA40 ligand (CD40L). Dugo godina postojala je dvojba da li je CRP jedan od patofizioloskih
¢imbenika odgovornih za razvoj ateroskleroze ili je jednostavno epifenomen. Ipak, sve vise
dokaza ukazuje da je CRP direktni uzro¢ni ¢imbenik. U in vitro pokusima CRP stimulira vise
citokina i faktora rasta te smanjuje sintezu nitrit-oksida, potentnog vazodilatatora.® HsCRP je
detektiran kao predskazatelj cerebrovaskularnih dogadaja u vise populacijskih studija.®?® U
studiji Women’s Health Study, hsCRP, IL-6, topivi ICAM-1 i SAA identificirani su kao
predskazatelji kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih dogadaja.?* ® U multivarijantnoj
analizi, hsCRP bio je jedini neovisni predskazatelj; uklju¢ivanje hsCRP-a znacajno je
poboljsalo ukupnu predskazateljsku vrijednost u usporedbi s modelima koji su koristili samo

vrijednosti lipida i ostalih standardnih faktora rizika bez CRP-a (p <0,001).% ¥ Inicijalne
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studije koje su istrazivale predskazateljsku vrijednost CRP-a bile su fokusirane na zdrave
ljude srednjih godina, bez znafajnog kardiovaskularnog rizika. U studiji Cardiovascular
Health Study koja je fokusirana na stariju populaciju, hsCRP je bio predskazatelj CVI-a.%® U
studiji Physicians' Health Study HsCRP bio je nezavisni predskazatelj prvog CVI-a, ali je
predskazateljska vrijednost za rizik od CVI-a u odnosu na rizik od sréanog udara bila
manja.*® U Framinghamskoj studiji muskarci su imali dvostruki rizik, a Zene trostruki rizik
CVl-a ako su imali CRP u najvisoj kvartili.® Sve je vise dokaza u literaturi koji ukazuju da
upalni biomarkeri mogu posluziti kao predskazatelji pojave simptoma kod aterosklerotske
bolesti karotidne arterije $to je povezano s Cinjenicom da karotidni plakovi simptomatskih
bolesnika imaju znadajno vise upalnih stanica nego plakovi asimptomatskih bolesnika.®*

Postoje dokazi da je hsCRP predskazatelj mortaliteta nakon CVI-a**

Sto zahtjeva potvrdu u
velikim studijama te se za sada ne moze preporuéiti rutinsko testiranje hsCRP-a kao

prognosti¢kog predskazatelja.

Lp-PLAZ2 je enzim iz makrofaga koji je uklju¢en u metabolizam LDL-a i jest odgovoran za
oslobadanje upalnih medijatora. Nedavne epidemioloske studije su dokazale da je povisena
razina serumske Lp-PLA2 povezana s rizikom nastanka inzulta.®* * U NOMAS studiji,
hsCRP i Lp-PLA2 dokazani su kao predskazatelji ponovnog CVI-a, ostalih vaskularnih
dagadaja i smrti u 467 bolesnika s CVI-om.” Oni s Lp-PLA2 u najvi$oj kvartili imali su
dvostruki rizik za ponovni CVI, sr¢ani udar i smrt. Iz tih podataka moze se zakljuéiti da su
upalni pokazatelji povezani s prognozom nakon prvog CVI-a s time da je LP-PLA2 snaZniji
predskazatelj ponovnog CVI-a i s tim vise povezan s upalom u aterosklerotskom plaku, dok je
hsCRP povezan s veli¢inom CVI-a i mortalitetom, a u manjoj mjeri s ponovnim CVI-om.”’
Razina upalnih pokazatelja moze Koristiti za odabir onih bolesnika s visokim rizikom
cerebrovaskularnih dogadaja kod kojih je potrebna stroga sekundarna prevencija. Nekoliko je
studija pokazalo da statini smanjuju razinu hsCRP i Lp-PLA2 neovisno o uéinku na
kolesterol.”® % Studija Ridkera i suradnika je pokazala da je smanjenje CRP-a povezano sa
smanjenjem vaskularnog rizika.'® Sli¢no je pokazala studija O’Donoghue i suradnika za Lp-
PLA2.1" U MIRACL studiji hsCRP bio je povezan s rizikom CVI-a u slijede¢ih 16 tjedana
samo u placebo skupini §to ukazuje da statini smanjuju rizik povezan s povisenim CRP-om.'*
U studiji JUPITER gdje je istrazivan povoljan ucinak terapije rosuvastatinom u onih
bolesnika koji su imali povisen hsCRP i niski LDL, zabiljezena je redukcija kardiovaskularnih

dogadaja i CVI-a u skupini bolesnika lije¢enih rosuvastatinom, neovisno o snizenju LDL-a.*

17



1.6.5. Reverzni transport kolesterola

1.6.5.1. Mehanizam reverznog transporta kolesterola

Reverzni transport kolesterola (RTK) nacin je i put kojim se kolesterol akumuliran u
stienkama krvnih zila prenosi iz Stjenke putem Kkrvi natrag u jetru i crijeva. Proces je
odgovoran za usporavanje ateroskleroze i ima zastitnu ulogu. Klju¢ni ¢imbenik u tom procesu
je HDL sa svojim glavnim apolipoproteinom apoA-1. Nakon sinteze u jetri apoA-1 se u
plazmi veze za fosfolipide tvoreé¢i diskoidni HDL koji potiée izlazak kolesterola iz makrofaga
i glatkih misi¢nih stanica u izvanstani¢ni prostor pomocu adenozin-trifosfat vezujuceg
kasetnog proteina (eng. adenosin-trophosphate binding membrane cassette transport protein
Al — ABCA1)." U tom procesu sudjeluju i drugi faktori poput receptora &istada Bl (eng.
scavenger receptor B1 — SR-B1) koji omogucuje vezanje HDL-a na stanice, kaveolina koji
direktno omogucuju prelazak kolesterola iz endoplazmatskog retikuluma u izvanstani¢ni
prostor, dok dio kolesterola izlazi iz stanice pasivnom difuzijom.'® Kolesterol se zatim, pod
utjecajem enzima lecitin-kolesterol acil-transferaze (eng. lecithin—cholesterol acyl transferase
— LCAT ) esterificira u kolesteril-ester te spaja pomocu trasportnog proteina fosfolipida (eng.
phospholipid transfer protein — PLTP) s diskoidnim HDL-om tvore¢i HDL; i HDL3 Cestice
bogate kolesterolom. Enzim kolesterol-ester trasportni protein (eng. cholesterol ester transfer
protein — CETP) omogucuje prelazak kolesteril-estera na apoB lipoproteine te njihov prelazak
u jetru pomoc¢u LDL-receptora gdje se dalje odstranjuju iz tijela pomocu zuénih soli. Mnogo
je dokaza kako RTK i kljuéni ¢imbenici koji sudjeluju u njemu imaju znacajni utjecaj na
prevenciju ateroskleroze. Vise je studija pokazalo proaterogeni uéinak niske razine HDL-a.'%*
199 Atorvastatin moze dovesti do poviSenja razine HDL-a na naéin da poveca Sintezu i

sekreciju ApoA-1 te smanjuje funkciju CETP-a,* §

to pak smanjuje kardiovaskularni rizik
kao $to je dokazano u studijama sa sekundarnom prevencijom.™ 2 Fibrati preko receptora
aktiviranih peroksisomskim proliferatorom (eng. peroxisome proliferator-activated receptor-a
- PPAR-)) povisuju razinu HDL-a i na taj nacin smanjuju kardiovaskularni rizik.*** 4
Kljuéni dogadaj u RTK jest izlazak kolesterola iz makrofaga u subintimu arterija pomocu

ABCAL1 i ostalih spomenutih mehanizama. Veliki doprinos u razumijevanju RTK i njegove
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uloge u patogenezi ateroskleroze pokazala su istrazivanja genetskih mutacije ¢imbenika Koji
sudjeluju u procesu. Tangierova bolest, autosomno je recesivni poremecaj uzorkovan
mutacijom ABCAL, koji je karakteriziran nakupljanjem kolesterola u retikulo-enotelnom
sustavu i niskom razinom HDL-a $to je pak povezano s ubrzanim procesom ateroskleroze i
poveéanim kardiovaskularnim rizikom.**®> U studijama s transgenskim misevima iskljudenje
ABCA1 moze potaknuti aterosklerozu. Oko uloge CETP vise je dvojbi. Genski polimorfizam
u ljudi s posljedi¢nim nedostatkom CETP dovodi do smanjenog transporta kolesteril-estera s
HDL-a na apo-B lipoproteine odnosno do porasta koncentracije HDL-a. Medutim, postoji
dvojba da li je to povecanje razine HDL-a popraceno smanjenjem kardiovaskularnog rizika.*'®
Davidson i suradnici objavili su studiju s CETP vakcinom koja dovodi do stvaranja
autoantitijela koja zatim inhibiraju endogenu CETP te posljedi¢no dovode do porasta HDL-a s
ciliem usporavanja ateroskleroze.'*” Nedostatak LCAT kod ljudi je, u skladu s fizioloskom
ulogom, pra¢ena niskom razinom HDL-a $to nije praceno porastom Kkardiovaskularnog
rizika."'® Postoje dokazi koji ukazuju da je RTK jedan od glavnih mehanizama na koji Zivotni
stil, prvenstveno ogranic¢en unos alkohola i redovita fizicka aktivnost, povoljno utje¢u na

proces ateroskleroze. ' 12°

PuSenje moze nepovoljno utjecati na vise koraka u RTK 1 na taj
nadin ubrzavati aterosklerozu.’** Dodatak HDL-a ili apoA-I moZe potaknuti RTK i zaustaviti
aterosklerozu.” S druge strane, proupalni ¢imbenici poput interferon-y, endotoksina, TNF-o i
interleukin-1p mogu usporiti RTK.*# Transformirajuéi &Gimbenik rasta p (eng. transforming
growth factor-p — TGF-f) moze doprinijeti stabilizaciji plaka pomocu inhibicije
metaloproteinaze i pojacane depozicije matriksa, ali i pojac¢anim RTK-om zahvaljujuci

pojacanoj ekspresiji ABCALI 123

1.6.5.2. Odnos HDL-a userumui RTK

Novije studije su dovele u pitanje hipotezu da je povecanje razina HDL-a razli¢itim
farmakolo$kim mjerama nuzno povoljno, odnosno da dovodi do smanjenja kardiovaskularnog
rizika. S time je u vezi i pitanje da li je serumska razina HDL-a ekvivalent RTK-a u smislu
izlaska (efluksa) kolesterola iz nakupina makrofaga u stijenci krvnih zila. Nikotinska Kiselina
i fibrati dovode do porasta HDL-a Sto nije praceno tako jasnim u¢inkom na kardiovaskularni

4

rizik kao snizenje LDL-a uz lijedenje statinom.”® Kod primjene torcetrapiba, inhibitora

CETP, zabiljezen je porast kardiovaskularnih dogadaja unato& porastu HDL-a za 72%.'%
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Velika heterogenost u sastavu partikala i bioloSkim svojstvima HDL-a prepreka su da
serumska razina HDL-a bude prava mjera RTK. U nedavno objavljenom ¢lanku Khera i
suradnika u The New England Journal of Medicine (NEJM)*® mjerena je razina efluksa
kolesterola u 203 zdrava dobrovoljca, 442 bolesnika s angiografski dokazanom koronarnom
bolesti i u 351 bolesnika bez angiografski dokazane koronarne bolesti na nacin da su
makrofazi inkubirani sa serumom bez apolipoproteina B. Razina HDL-kolesterola i
apolipoproteina A-I bila je znacajan pokazatelj efluksa kolesterola, no odgovorna za svega
40% varijabilnosti. Muski spol i puSenje takoder su bili odgovorni za varijabilnost kapaciteta
efluksa. Nakon prilagodbe za razinu kolesterola, pusenje je ostalo kao znacajniji predskazatelj
efluksa (p = 0,004) za razliku od spola (p = 0,14). Nadena je obrnuto proporcionalna veza
izmedu kapaciteta efluksa kolesterola i zadebljanja karotidne intime. Kapacitet efluksa bio je
izrazito povezan s prisutno$¢u koronarne bolesti (p <0,001), a veza je ostala znacajna i nakon
prilagodbe na razinu HDL-a (p = 0,002) ili apolipoproteina A-lI (p = 0,002). Studija je
dodatno pokazala poveéanje kapaciteta efluksa kod bolesnika lije¢enih pioglitazonom, ne i

onih koji su bili lijeceni statinom.

1.6.6. Rezidualni rizik

Rezidualni kardiovaskularni rizik jest rizik koji preostaje u bolesnika u kojih su standardnim
lijeCenjem postignute zadovoljavajuée vrijednosti glukoze, krvnog tlaka i1 kolesterola
(ukupnog i LDL-kolesterola), kod kojih ipak moze do¢i do razvitka ateroskleroze u velikim i
malim arterijama. Prakti¢ki sve populacijske studije, velike klinicke studije i meta-analize
pokazale su kako redukcija LDL-a do ciljnih vrijednosti pomo¢u statina dovodi do znacajnog

127129 Medutim, ateroskleroza kod nekih

smanjenja incidencije od kardiovaskularnih dogadaja.
ljudi moze i dalje napredovati §to se moze objasniti rezidualnim rizikom koji je uzrokovan
niskom razinom kolesterola i povisenim trigliceridima. Niska razina HDL-a je znacajan i
nezavisan rizi¢ni ¢imbenik za koronarnu bolest.**® Priroda te povezanosti nije potpuno jasna i
najvjerojatnije je multifaktorijalna. Opisani su visestruki direktni antiaterogeni uc¢inci HDL-a
osim RTK-a odnosno efluksa kolesterola iz stanica kao §to su protuupalni, antioksidativni,
antitrombotski, antiapoptoticki i vazodilatatorni u¢inak. Rezidualni rizik nakon korekcije
LDL-a i HDL-a moze se pripisati trigliceridima koji su takoder nezavisni rizi¢ni ¢imbenik za
koronarnu bolest. Smanjenje razine triglicerida moze dovesti do daljnjeg smanjenja

incidencije kardiovaskularne bolesti.*!
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dijabeti¢ara. U velikoj metaanalizi od 90056 bolesnika pokazano je da statini smanjuju
kardiovaskularne dogadaje (infarkt srca, koronarna revaskularizacija i smrt) za 20%, ali da je
rizik bio vec¢i za dijabetiCare lije¢ene statinom u odnosu na nedijabeti¢are koji nisu lijeceni
statinom.¥ Secerna bolest i metabolicki sindrom povezani su s aterogenom dislipidemijom
karakteriziranom visokom razinom triglicerida, niskim HDL-om i poviSenim LDL-om s
malim gustim ¢esticama. Kardiovaskularni rizik ne ovisi samo o razini LDL-a ili HDL-a vec¢ i
o njihovom obliku. Ako je LDL oblikovan u obliku malih gustih Cestica tada tih Cestica za
istu razinu LDL-kolesterola ima viSe $to predstavlja dodatni kardiovaskularni rizik.** S druge
strane, pod utjecajem enzima CETP dolazi do razmjene triglicerida iz lipoproteina vrlo niske
gustoée (eng. very low density lipoprotein — VLDL) s kolesteril-esterima iz HDL-a pri ¢emu
se stvaraju manje Cestice HDL-a koje se brze odstranjuju iz cirkulacije putem bubrega. U
smanjenju kardiovaskularnog rizika primarni cilj jest sniZzenje razine LDL-a u ¢emu su
najuspjesniji statini. Sekundarni cilj jest povisenje razine HDL-a pri ¢emu dosadasnji modeli
lijeCenja poput niacina, omega-3 masnih kiselina i fenofibrata imaju ogranicenja u vidu
razvitka tolerancije i smanjene u¢inkovitosti.

Omega-3 masne kiseline djeluju tako da poticu aktivnost lipoprotein lipaze i na taj nacin
ubrzavaju klirens triglicerida iz VLDL-a. Studije Japan EPA Lipid Intervention Study
(JELIS)™** i COMBInation of prescription Omega-3 acid ethyl ester added to Simvastatin
therapy (COMBOS)™* pokazale su pozitivan utjecaj kombinacije statina i omega-3 masnih
kiselina na lipidni profil i kardiovaskularni rizik. Niacin smanjuje sintezu triglicerida u jetri
Sto dovodi do smanjene sinteze VLDL ¢estica, pojacane degradacije apolipoproteina B (apo-
B) cestica te smanjenog katabolizma apolipoproteina A (apo-A). Niacin moze pojacati izrazaj
proteina ABCA-1 §to povecava efluks kolesterola.*®* U studijama Open label Evaluation of
the safety and Efficacy of a combination of Niacin ER and Simvastatin (OCEAN)*®' i Safety
and Efficacy of a combination of Extended Release Niacin and Simvastatin trial |
(SEACOAST I)* dokazana je uginkovitost kombinirane primjene niacina i statina u sniZenju
LDL-a i porastu HDL-a. U studiji HDL-Atherosclerosis Treatment Study (HATS) dokazana
je blaga redukcija ateroskleroze kao i gotovo 90%-tno trogodiSnje smanjenje klinickih
dogadaja.*® Fibrati djeluju na nacin da aktiviraju PPAR-a koji pojacava ekspresiju apoA-1,
apolipoproteina A-11 (apoA-11) i ABCAL, smanjuje ekspresiju apolipoproteina C1 (apoC-1),
poveéava HDL partikle i pojacavaju sintezu LPL ¢ime dovode do pojacanog klirensa VLDL-
a. U studiji Fenofibrate Intervention and Event Lowering in Diabetes (FIELD) dokazana je
redukcija mikrovaskularnih komplikacija u dijabeticara, 24%-tna redukcija nefatalnog

139, 140

infarkta srca i 21%-tna redukcija potrebe za revaskularizacijom. Visoka ucestalost
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miopatije kod kombinirane primjene statina i gemfibrozila zbog interakcije lijekova
(blokiranje glukoronidacije sa strane gemfibrozila S$to smanjuje klirens statina) nije
zabiljezena kod fenofibrata.*** U velikoj klini¢koj studiji s CETP inhibitorom torcetrapibom
u kombinaciji s atorvastationom doslo je do znacajne redukcije LDL-a i porasta HDL-a, ali

bez znacajne redukcije klinickih dogadaja.125
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1.7. Dosadasnje spoznaje o endotelnoj lipazi

1.7.1. Molekularni sastav

Endotelna lipaza (EL) je ¢lan obitelji gena triglicerid lipaza otkrivena 1999. Godine od dvije
nezavisne skupine istrazivaca.’** '** EL je jedina lipaza sintetizirana u najveéoj mjeri sa strane
endotelnih stanica, a u manjoj mjeri sa strane glatkih misi¢nih stanica i makrofaga. Ima 482
aminokiseline 1 molekularnu tezinu od 68 kDa. Karakterizira ju snazno izraZzena fosfolipazna
aktivnost; omjer trigliceridazne prema fosfolipaznoj aktivnosti je 0,65 za razliku od ostalih
¢lanova lipaza (jetrena lipaza 24,1 i lipoprotein lipaza 139,9). Nakon sekrecije veZze se za
heparan-sulfat proteoglikane (HSPG) na povrsini stanica gdje omogucuje vezanje lipoproteina

na stani¢nu povrsinu te katalizira hidrolizu svih razreda lipoproteina, osobito HDL-a.***

1.7.2. Utjecaj na LDL kolesterol

Na animalnim modelima miSeva s pojacanom ekspresijom EL uofena je smanjena
koncentracija VLDL-a i LDL-a kao i smanjena veli¢ina i broj LDL partikala.'** % S druge
strane, u humanim studijama nadeno je da je poviSena razina EL u pretilih osoba bila
povezana s poviSenom razinom ukupnog kolesterola, LDL-a i ApoB te takoder s veli¢inom
LDL partikala (neovisno o TG ili indeksima debljine), tako da iz vecih Cestica stvara male

guste Cestice koje imaju dokazani proaterogeni efekt. !

1.7.3. Utjecaj na HDL kolesterol

EL je jadan od klju¢nih ¢imbenika metabolizma HDL-a sto ostvaruje putem apoA-| i apoA-2
koji omogucuju vezanje EL na HDL te na taj nacin reguliraju njenu funkciju odnosno brzinu

kojom hidrolizira fosfolipide iz HDL-a.'* Obrnuto proporcionalni odnosi izmedu EL s
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razinom HDL-a i veli¢inom HDL partikala dokazan je u animalnim studijama na modelima s
genetski modificiranim miSevima s poja¢anom ili smanjenom funkcijom EL.*? 14810

U radu Broedl i suradnika pokazano je da EL u miseva moze dovesti do redukcije HDL-a i
mehanizmom neovisnim o lipolitickoj funkciji.151 Utjecaj fizicke aktivnosti na HDL je

znacajan, ali jako varijabilan $to potencijalno ovisii o genetskom polimorfizmu EL.1%?

1.7.4. Utjecaj na reverzni transport kolesterola

Pocetni dogadaj u RTK je prelazak (efluks) kolesterola iz makrofaga na HDL na §to EL moze
imati dvojaki u¢inak. U studiji Yanceya i suradnika na kulturi stanica, dokazano je da EL
smanjuje efluks kolesterola putem SR-BI za 90% i pojacava efluks putem ABCA1 za 63% te
dovodi do stvaranja manjih partikala HDL. Takoder je dokazano da, putem svoje fosfolipazne

aktivnosti, EL mijenja sastav i fizikalna svojstva HDL-a odnosno stvara HDL-a siromasan

lipidima koji se brze katabolizira.>®

S druge strane, u radu Qiu i suradnika uoceno je da EL iz makrofaga pojacava vezanje apoA-

1 za makrofage $to dovodi do povecanja efluksa kolesterola iz makrofaga.™”

Jahangiri i1 suradnici su pokazali da EL svojom fosfolipaznom aktivno$¢u dovodi do

smanjenja veli¢ine HDL partikala.'>

EL ima domene kojima se moze povezati s heparan-sulfat proteoglikanima (HSPG) i s

cirkuliraju¢im lipoproteinima (HDL-om i LDL-om) te na taj na¢in djeluje kao poveznica

izmedu lipoproteina i endotelnih stanica povecavajuci inkorporaciju lipoplroteina.156

In vitro studije su pokazale da jetrena EL povecava preuzimanje HDL-kolesterola katalitickim

157

i nekatalitickim putem™' za §to postoje dokazi i u animalnim studijama s genetski

modificiranim EL " misevima.'*®

Obzirom na vezanje EL na HSPG, nakon primjene heparina dolazi do oslobadanja EL u
plazmu te do posljedi¢nog povecanja i aktivnosti EL i razine EL $to korelira s padom razine
HDL-a.*®

Pojacana ekspresija EL u endotelnim stanicama jetre dovodi do povecanja jetrenog apoAl-

katabolizma te do povecanog prelaska HDL-kolesterola u jetru putem SR-BI.*" 1€

U jetri, EL sudjeluje u vezanju HDL-a te poti¢e prelazak kolesterol-estera, ali i cijelin HDL

157

partikala u stanice jetre.™" U radu Nijstada i suradnika pokazano je na misevima da je EL
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klju¢ni regulator prelaska kolesterol estera iz HDL-a u jetri te da se proces odvija putem SRBI

receptora.’®

Medutim, kod pojacane ekspresije EL ne dolazi do pojacane ekskrecije
kolesterola kroz Zug iako je poveéana koncentracija kolesterola u jetri.'®! I u radu Browna i
suradnika na miSevima je dokazano da EL ne utjece na ukupni RTK iako dovodi do snizenja
HDL-a u serumu i poviSenja u jetri.’®® Inhibicija EL moZe poveéati efluks kolesterola iz
stanica bez utjecaja na efluks kolesterola iz HDL-a u jetru jer se potonji vr$i preko poveznicke

funkcije EL-e.

1.7.5. Regulacija ekspresije endotelne lipaze

Razli¢iti kemijski i fizikalni (biomehanicki) utjecaji mogu pojacati ekspresiju EL. In vitro
studije pokazale su da pod utjecajem citokina (TNFa, IL-1B) i tlaka tekucine dolazi do
povecane razine mRNA EL u kulturi umbilikalnih i1 koronarnih endotelnih stanica.'®®

U modelu hipertenzije na Stakorima pokazano je da angiotenzin II i arterijska hipertenzija
dovode do pojacane ekspresije EL u glatkim migiéni stanicama aorte.'®*

U radu Jin W i suradnika (in vitro studija) u bazalnim uvjetima nije zabiljeZena fosfolipazna
niti trigliceridazna aktivnost, ali je primjena citokina dovela do povecanja fosfolipazne i
trigliceridazne aktivnosti zbog povecane ekspresije EL (u ovisnosti o dozi) §to je u suprotnosti
sa smanjenom ekspresijom hepati¢ne lipaze i lipoprotein lipaze.*®

U in vitro studiji s makrofazima porijeklom od EL™ i EL"" miseva istraZen je utjecaj
lipopolisaharida (LPS) na EL-mRNA.*® LPS su glavna komponentna vanjske membrane
endotelnih stanica koji uzrokuju produkciju citokina, dovode do pojacane regulacije SR-A i
uzrokuju akumulaciju LDL-kolesterola u makrofazima putem receptora TLR. Izlozenost
makrofaga LPS-u dovodi do pojacane ekspresije EL-mRNA direktno putem TLR, neovisno o
autokrinoj produkciji citokina, $to pak dovodi do povecanog ulaska neoksidiranog LDL-a
(nLDL) u stanice. Oksidirani LDL ulazi u makrofage putem SR i dovodi do stvaranja masnih
stanica. Smatralo se da nLDL nema ulogu u nakupljanju kolesterola u makrofazima zbog
smanjenog broja receptora za LDL. Medutim rad Krutha i suradnika pokazao je da stimulirani
monociti — makrofazi mogu nakupljati nLDL.**" EL moguée ima veznu funkciju izmedu
nLDL-a i makrofaga poti¢u¢i makropinocitozu nLDL-a. Navedeni mehanizam inhibiran je

primjenom heparina ($to ukazuje da je mehanizam vezna funkcija pomoc¢u HSPG). U istoj

studiji statini su inhibirali ekspresiju EL uzrokovanu LPS-om kao i preuzimanje nLDL-a.
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(inae smanjuju ekspresiju SR i ulazak oksidiranog LDL-a kao i oksidaciju lipoproteina).'®®

Pokazano je da su regulatorni mehanizmi za ekspresiju EL u makrofazima drugaciji nego za
endotelne i1 glatke miSi¢ne stanice. Autori su zakljucili da je razlika u prisutnosti TLR kojih
ima na makrofazima, a nema na endotelnim stanicama.

EL podlijeze i specifi¢noj tkivnoj regulaciji in vivo. Yu i suradnici testirali su EL u jetri i aorti
kod apoE”" miseva te nasli niZe vrijednosti glasnice ribonukleinske kiseline (eng. messenger
ribonucleid acid — mMRNA) za EL u endotelnim stanicama jetre i vise vrijednosti mRNA za EL

u stanicama aorte $to je dodatno povecalo razliku u ekspresiji EL.

Poznati su i neki posttranskripcijski mehanizmi regulacije. EL u plazmi ¢ovjeka formira
dimer, a homo-dimer head to tail je nuzan za EL aktivnost. Nadalje, posttranskripcijska
regulacija odvija se putem proprotein konvertaze (eng. proprotein convertase - PC) koja
cijepa i inaktivira EL. Profurin je inhibitor PC-a, njegova pretjerana ekspresija dovodi do
pojacane aktivnosti EL i do smanjenja HDL-a u plazmi.'®® Angiopoietinu nalik protein 3 (eng.
angiopoietin-like 3 protein - ANGPTL3) prepoznat je kao endogeni inhibitor EL i njegova
razina u plazmi korelira s razinom HDL-kolesterola u ljudi. Osim toga, za njegovu aktivaciju
potreban je PC sustav tako da je to indirektan mehanizam kako inhibicija PC-e dovodi do
porasta aktivnosti EL i smanjenja HDL-a.*"® Broedl je sa suradnicima na apoA-II misevima

dokazao da Apo A-1I moZe djelovati kao inhibitor EL aktivnosti in vivo."*

1.7.6. Endotelna lipaza i makrofazi

Za proaterogenu ulogu EL kljucan je odnos EL 1 makrofaga koji je uocen ve¢ kod otkrica EL.
U radu Jaye i suradnika dokazano je da oksidirani LDL povecéava ekspresiju EL u humanim
monocitima/makrofazima.'*®

Na obdukcijskoj studiji, koriste¢i imunohistokemijsku metodu, Azumi i suradnici detektirali
su EL u humanim koronarnim arterijama i utvrdili da je sintetizirana u makrofazima i glatkim
misiénim stanicama.'’?

In vitro studija pokazala je da EL poti¢e adheziju monocita na endotel kroz interakciju s
HSPG (nekatalititka vezna funkcija)."”® Adhezija monocita za vaskularni endotel klju¢na je
za pocetak aterosklerotskog procesa. Zbog ekspresije na endotelu 1 pojaCane regulacije
upalnim citokinima EL je ukljuena u proces. Ovom studijom je dokazano da je EL jako

potaknuta LPS in vivo (misji model) te da ima veznu funkciju. Oslobadanje EL s povrsine
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pomocu heparina onemoguc¢ava EL da potakne adheziju monocita. Takoder degradacija
HSPG-a pomocu heparinaza potiskuje adheziju monocita $to dokazuje da EL ima
nekataliticku veznu funkciju putem HSPG-a pomoc¢u koje omogucuje adheziju monocita.

U radu Ma i suradnika pokazano je da EL” miSevi imaju visu koncentraciju HDL-a u plazmi,
vec€i broj vecih Cestica HDL-a (subklase H4, 1 HS) tako da je prosje¢ni HDL ve¢i kod EL"
(10,25+/- 0,34 nm u usporedbi s 9,46 +/- 0,37 nm kod divljeg tipa), te da je klirens HDL-a iz

174

cirkulacije manji.”"* Takoder je u ljudskom genu za EL naden polimorfizam nukleotida 584

C/T pri Gemu ljudi s T/T varijantom imaju 14% veéu razinu HDL-a nego C/C varijanta."

1.7.7. Odnos endotelne lipaze i upale

U skupini od 74 zdravih, pretilih ljudi sa smanjenom tjelesnom aktivnos$éu (prosjecni indeks
tjelesne mase (eng. body mass index — BMI) bio je 29,8 kg/m2) Paradis i suradnici pokazali
su da razina EL u plazmi korelira s upalnim pokazateljima (CRP, IL-6 i s Lp-PLA2) te s
razli¢itim indeksima pretilosti (EL je bila najvisa kod muskaraca s metabolickim sindromom i
poviSenim CRP-om, a najniZza kod muskaraca bez metabolickog sindroma i s niskim CRP-
om).17®
Badelino i suradnici su pokazali direktnu korelaciju izmedu razine EL u plazmi i upalnih
pokazatelja (hsCRP, IL-6, topivi TNF receptor 2, ICAM 1 i leptin) i inverznu korelaciju s
adiponektinom u plazmi 858 zdravih ucesnika s pozitivnom obiteljskom anamnezom

koronarne bolesti.}”’

Kod 20 ucesnika studije provedena je eksperimentalna endotoksemija pri
¢emu je 12-16 sati nakon primjene bakterijskog lipopolisaharida doslo do porasta EL
koncentracije za 2,5 puta sto je bilo praceno padom ukupnog kolesterola i HDL-a.

U studiji Matsua 1 suradnika utvrdeno je da je HsCRP kao odraz kroni¢ne subklinicke upale
povezan s komponentama metabolickog sindroma i s njihovim brojem te da povecana
ekspresija EL u proupalnim stanjima kao §to je ateroskleroza i metaboli¢ki sindrom moze

spustiti razinu HDL-a.'"®

Svojom fosfolipaznom aktivnoséu EL cijepa HDL-fosfatidilkolin (HDL-PC) oslobadajuci
slobodne masne Kkiseline (eng. free fatty acids - FFA) i lizofosfatidil kolin (eng.
lysophosphatidylcholine - lyso-PC). Oni su sposobni u kulturi humanih aortnih endotelnih
stanica (eng. human aortic endothelial cells - HAEC) modulirati inflamatorni odgovor

mnogih gena ukljucuju¢i gene za adhezijske molekule zilnih stanica (eng. vascular cell
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adhesion molecule-1 - VCAM1), E-selektin i IL-6, dovesti do apoptoze te sluziti kao energija

za neovaskularizaciju.'”

Obzirom na klju¢nu ulogu upalnih medijatora u razvoju ateroskleroze, povezanost upale i EL
je svakako presudna u razumijevanju kako EL utjeCe na razvoj ateroskleroze te njenog
potencijalnog ucinka na destabilizaciju plaka. Razina EL-mRNA povecana je u kulturi
endotelnih stanica koronarnih arterija pod utjecajem citokina koji su povezani s
aterosklerozom (TNF-o. i IL-1B)'®® i to ovisno o dozi citokina i u odgovarajuéem
vremenskom slijedu.*® In vitro studija Kojima i suradnika pokazala je da EL potice adheziju
monocita na endotelne stanice uz pomo¢ HSPG.'"

Zna&ajna je povezanost dokazana izmedu plazmatske razine EL-a te hsCRP-a i IL-6'"® kao i
drugih proupalnih markera poput topivog TNF-receptora Il, ICAM-1 i leptina.'”’
Eksperimentalna endotoksemija koja je povezana s akutnim upalnim odgovorom dovodi do
porasta koncentracije EL u plazmi.'”” U pretilih bolesnika s metaboli¢kim sindromom, u kojih
je dokazana sistemska upala niskog stupnja, poviSena je plazmatska razina EL'® kao i u
bolesnika sa §eéernom boleséu.'®

S druge strane, EL utjece na ekspresiju citokina. Inhibicija EL ekspresije u THP-1 makrofaga
dovodi do smanjenja indukcije proupalnih gena i ¢imbenika rasta.’®* Ekspresija mMRNA za EL
povezana je s CD 68 mRNA (oznaka makrofaga) i znacajno je povisena kod diferencijacije
monocita u makrofage, a zatim se smanjuje kod prelaska makrofaga u masne stanice.®
Atorvastatin i simvastatin dovode do smanjene ekspresije EL u THP-1 makrofaga'® sto je

jedan od moguc¢ih mehanizama kako statini smanjuju akumulaciju lipida u makrofazima

neovisno o utjecaju na reduktazu.

1.7.8. Polimorfizam gena za endotelnu lipazu

Do sada je otkriveno nekoliko genetskih varijacija EL s posljediénom smanjenom funkcijom
te poviSenim HDL kolesterolom u plazmi, a za sada bez jasne klini¢ke implikacije na
cerebrovaskularni i kardiovaskularni morbiditet i mortalitet. Primjer je Asn396Ser koja je

najcesca varijanta u bij elaca.’®*
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1.7.9. Utjecaj endotelne lipaze na aterosklerozu

U apo E”" miseva inaktivacija EL povecava razinu HDL-a i usporava aterosklerozu za 70%.
Na temelju imunohistokemije aterosklerotskih plakova u aorti, gdje je nadena povecana
ekspresija EL u makrofazima, zakljuceno je da EL ima i direktni efekt na aterosklerozu
poticuci adheziju monocita i infiltraciju u vaskularnu stijenku.149

S druge strane, Ko i suradnici pokazali su da inaktivacija EL u hiperlipidemi¢nih miSeva ne
utjede na aterosklerozu.'®

Brown i suradnici pokazali su da je kod EL" miseva povecana koncentracija malih gustih
Cestica LDL-a. lako je koncentracija HDL-a u plazmi bila ve¢a nego u kontrolnoj skupini in
vivo nije dokazan povecan RTK iz makrofaga §to se objaSnjava reduciranim klirensom

162

kolesterola.”™ Povecana ekspresija EL dovodi do poveéanog katabolizma odnosno smanjenja

razine apoB lipoproteina u serumu.**> Ahmed i suradnici pokazali su da je EL aktivnost nuzna
za inhibiciju adhezijskih molekula putem HDL-om posredovane aktivacije PPARa sustava.'®
U radu Bartelsa i suradnika gdje je dokazana povezanost EL ekspresije i makrofaga'®?
utvrdeno je da se EL mRNA 1 proteini najviSe nalaze u humanom karotidnom plaku
simptomatskih bolesnika u podruc¢ju izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srzi.

Azumi i suradnici pokazali su da je kod koronarne arterije bez aterosklerotskih promjena EL
izrazena u endotelnim i glatkim miSi¢nim stanicama dok je u ateromatoznom plaku izrazena 1
u upalnim stanicama (makrofazima).'’®

EL iznenadujuce poti¢e efluks kolesterola katalitickim 1 nekatalitickim putem iz THP-1
makrofaga putem ABCAL.™* Kod EL" miseva smanjena je monocitna adhezija te smanjena
mogucénost makrofaga da preuzmu i oksidiraju LDL. 17 187 Atorvastatin, ovisno o dozi,
smanjuje ekspresiju EL na nacin da inhibira jetreni X receptor o (eng. liver X receptor o -

LXRa) i jezgreni faktori kapa B (eng. nuclear factor kB - NF-kB).'®

Uzimajuéi u obzir sposobnost EL odnosno njezinih produkata da pojacavaju ekspresiju
inflamatornih molekula u endotelnim stanicama zajedno s njenom pojacanom ekspresijom u
proinflamatornim uvjetima, pretpostavljamo da bi EL mogla biti pojacano zastupljena u
nestabilnom humanom karotidnom aterosklerotskom plaku, zajedno s inflamatornim

molekulama poput adhezijskih molekula i citokina (VCAM1, E-selektin, IL6).
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CILJEVI | HIPOTEZA DOKTORSKE
DIZERTACIJE

2.1. Ciljevi

2.1.1. Globalni cilj

1) Utvrditi razliku u ekspresiji EL u humanom karotidnom aterosklerotskom plaku

(HKAP) kod simptomatskih i asimptomatskih bolesnika.

2.1.2. Specificni ciljevi

1) Utvrditi razliku u ekspresiji i lokalizaciji EL kod stabilnih i vulnerabilnih plakova.
2) Utvrditi povezanost ekspresije EL u plaku s razinom IL-6 i hsCRP u plazmi
3) Utvrditi povezanost ekspresije EL u plaku s terapijom bolesnika.

4) Utvrditi povezanost razine EL u plazmi sa simptomima bolesnika, rizicnim

¢imbenicima, upalnim pokazateljima (IL-6, hsCRP) te HDL-om i LDL-om.



2.2. Hipoteza

Prema dosadasnjim spoznajama o ulozi EL u patofiziologiji nastajanja aterosklerotskog plaka
I njegovoj destabilizaciji, smatramo da je ekspresija EL veca u plaku simptomatskih bolesnika
i u histoloski nestabilnom plaku te da je u pozitivnoj korelaciji s upalnim biljezima (IL-6,
CRP) u plazmi. Obzirom na ulogu makrofaga u destabilizaciji plaka kao glavnog stani¢nog
medijatora upalnog procesa, smatramo da je pojaCana ekspresija EL u nestabilnom plaku
najizrazenija upravo u makrofazima. Oc¢ekujemo razli¢itu razinu EL u plazmi obzirom na
simptome bolesnika: najizrazenije kod bolesnika sa simptomima unutar 4 mjeseca, nesto
manje izrazenom kod bolesnika sa simptomima koji vremenski i lokalizacijski nisu vezani uz
irigacijsko podruc¢je doti¢ne kartidne arterije, te najmanje izrazenim u bolesnika koji su

potpuno asimptomatski.
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3.BOLESNICI | METODE

Istrazivanje jest zajedniCki projekt pod nazivom Expression of endothelial lipase and
inflammatory molecules in human carotid atherosclerotic plaques koji je nastao u sklopu
znanstvene suradnje Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (MEF) i Medicinskog
univerziteta u Grazu (MUG), a trajao od 2007. do 2010. godine . U istrazivanje su ukljuc¢eni
simptomatski i asimptomatski bolesnici hospitalizirani u Klinici za kirurgiju Klini¢kog
bolnickog centra Sestre milosrdnice (KBCSM) u vremenu od prosinca 2008. do prosinca
2009. godine koji su imali znacajnu stenozu karotidne arterije te time indikaciju za
endarterektomiju i odstranjenje aterosklerotskog plaka. Istrazivanje je provedeno prema
principima Dobre klinicke prakse i odredbama Helsinske deklaracije. Svi bolesnici koji su bili
potencijalni kandidati za uklju¢ivanje u studiju obavijeSteni su 0 karakteru i ciljevima
istrazivanja te su ukljuceni nakon davanja pisanog pristanka. LijeCenje bolesnika koji su bili
ukljuceni u studiju bilo je u potpunosti jednako lijecenju bolesnika koji nisu bili ukljuceni u
studiju. Bolesnici su mogli u bilo kojem trenutku, bez dodatnih objasnjenja, odustati od
sudjelovanja u istrazivanju. Svi klini¢ki, laboratorijski, histoloski i imunokemijski rezultati
uneseni su u medicinski dosje svakog pojedinog bolesnika. Istrazivanje je odobreno sa strane
Etickog povjerenstva KBCSM 1 Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu.
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3.1. Plan istrazivanja

Kriterij za ukljucivanje u istrazivanje bila je prisutnost simptomatske ili asimptomatske 70-
99%-tne stenoze zajednicke (lat. arteria carotis commmunis - ACC) ili ekstrakranijalnog
segmenta unutarnje karotidne arterije (lat. arteria carotis interna - ACI) zbog ¢ega je kod tih
bolesnika indicirana karotidna endarterektomija (eng. Carotid Endarterectomy - CEA).
Stenoza je utvrdena ultrazvu¢nom metodom odnosno kolor-doplerom (eng. Color Dopler
Flow Imaging - CDFI) sa strane iskusnog sonograficara u KBCSM. U slucajevima gdje je
tocnost ultrazvu¢ne metode ogranicena kalcifikacijama ili tortuozitetima zile odnosno gdje je
bilo nuzno bolje prikazati anatomske odnose, ucinjena je digitalna subtrakcijska angiografija
(DSA), kontrastna MR angiografija (engl. Contrast Enhanced Magnetic Resonance
Angiography - CEMRA) ili CT-angiografija (eng. Computed Tomography Angiography -
CTA). Klinicka indikacija za karotidnu endarterektomiju postavljena je na temelju klinicke
prezentacije i rezultata slikovnih metoda (CDFI i/ili DSA, CEMRA, CTA) prema vaze¢im
smjernicama za lijeCenje ekstrakranijalne bolesti karotidne arterije, a nakon pregleda

neurologa i vaskularnog kirurga.

U studiju nisu bili ukljuceni bolesnici koji nisu dali pisani pristanak za sudjelovanje u studiji,
bolesnici s akutnom i/ili kroni¢énom infektivnom ili autoimunom boles¢u, bolesnici s
malignom boles¢u, bubreznom insuficijencijom III-IV stupnja prema medunarodnoj
klasifikaciji ~ (klirens kreatinina <60 mL/min, kreatinin >200 mmol/L), jetrenom
insuficijencijom umjerenog ili tezeg stupnja (prema klasifikaciji Child Pugh razred B ili C),
nedavno traumom ili operacijom te stanjem nakon ve¢ ucinjene endarterektomije karotidne
arterije na istoj strani. Iskljuceni su i bolesnici na antikoagulantnoj terapiji, bolesnici sa
sumnjom na kardiogeni uzrok embolije temeljenom na anamnezi i elektrokardiogramu
(fibrilacija atrija) te ehokardiografiji (aneurizma lijevog ventrikula, raniji veliki infarkt srca
prednje stijenke, dilatacijska kardiomiopatija, aneurizma interatrijskog septuma, otvoreni

foramen ovale).
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3.2. Definicija simptomatske karotidne stenoze

Karotidna stenoza smatrana je simptomatskom ako je bolesnik imao zari$ni neuroloski
simptom (cerebrovasularni inzult, TIA ili prolazni gubitak vida na jedno oko) koji je naglo
nastao, po svojoj lokalizaciji odgovarao distribuciji doticne karotidne arterije, unutar 4-6
mjeseci od utvrdivanja stenoze karotidne arterije. U ovom radu arbitrarno je uzet interval od 4
mjeseca. Simptomi koji odgovaraju ishemiji odnosno infarktu u distribucijskom podrucju
desne karotidne arterije su slabost (ili plegija), te parestezija ili gubitak osjeta lijeve strane
tijela 1 desnostrana homonimna hemianopsija, dok simptomi ili znakovi koji odgovaraju
distribucijskom podrudju lijeve ACI su slabost (ili plegija), parestezija ili gubitak osjeta desne
strane tijela, ljevostrana homonimna hemianopsija i afazija. Djelomi¢ni gubitak vidnog polja,
diskordinacija i ataksija odgovaraju irigacijskom podru¢ju vertebralne arterije, pa su takvi
bolesnici, ako nisu imali druge simptome, ukljuceni u skupinu s asimptomatskom karotidnom
stenozom. CT odnosno NMR mozga nije se rutinski radio da bi se bolesnici klasificirali u
simptomatske odnosno asimptomatske. Ako je period bio dulji od 4 mjeseca tada se navedeni
simptomi sa znacajno manjom sigurno$¢u mogu pripisati doticnom karotidnom plaku. Osim
toga, izvan tog perioda od 4 mjeseca na plaku su, pod djelovanjem terapije ili spontano,
mogle nastati patofizioloske i morfoloske promjene koje su mogle dovesti do stabilizacije
odnosno destabilizacije plaka. Prilikom analize EL u plazmi bolesnici su bili klasificirani u tri
skupine: prva skupina su bili potpuno asimptomatski bolesnici, druga skupina bili su bolesnici
sa simptomima nastalim unutar 4 mjeseca (skupina svjezi simptomi) dok su trec¢u skupinu
¢inili bolesnici koji su imali simptome u proSlosti izvan perioda od 4 mjeseca, ne nuzno
vezane uz irigacijsko podrucje karotidne arterije (Skupina stari simptomi). Razli¢ita podjela
bolesnika kod analize EL u plazmi u odnosu na analizu ekspresije EL u plaku koristena je
zato jer je EL u plazmi oslobodena ne samo iz doti¢nog karotidnog plaka ve¢ iz cijelog

vaskularnog stabla, kao odraz odnosno biljeg difuzne ateroskleroze i endotelne disfunkcije.
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3.3. Klinic¢ke karakteristike, anamneze i terapija bolesnika

Nakon uzimanja op¢ih podataka (dob, spol, tjelesna tezina i visina) svim bolesnicima uzeta je
detaljna anamneza s osobitim osvrtom na dosadasnje akutne odnosno kroni¢ne komplikacije
ateroskleroze kao S§to su koronarna bolest srca (preboljeli infarkt srca, angina pektoris,
pozitivan test koronarne rezerve, ishemiCka kardiomiopatija), periferna vaskularna bolest
(intermitentne klaudikacije, gangrena) ili ateroskleroza intraabdominalnih ogranaka aorte
(abdominalna angina, infarkt bubrega, bolest renalnih arterija). U svih bolesnika utvrdeno je
prisustvo velikih ¢imbenika rizika za aterosklerozu: arterijska hipertenzija, Secerna bolest,
pusenje, hiperlipoproteinemija i nasljede. Pozitivna obiteljska sklonost definirana je kao znaci
preuranjene ateroskleroze kod uzih ¢lanova obitelji, muskaraca prije 55. 1 Zena prije 65.

godine Zivota.

Krvni tlak je mjeren zivinim sfingomanometrom (Riester, Jungingen, Njemacka) kao srednja
vrijednost od tri mjerenja u standardiziranim uvjetima u lezeCem polozaju. Arterijska
hipertenzija definirana je prema Kkriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World
Health Organization - WHO)'®® kao krvni tlak jednak ili veéi od 140/90 mmHg ili ako je veé
ranije uvedena antihipertenzivna terapija. Hiperlipoproteinemija definirana je s LDL-
kolesterolom vec¢im od 3,5 mmol/L ili ako je bolesnik ve¢ bio na antilipemi¢noj terapiji.
Obzirom na puSenje bolesnici su razvrstani kao nepuSaci, bivsi puSaci ili sadaSnji pusaci (u
zadnja tri mjeseca puse vise od 5 cigareta na dan). Seéerna bolest (dijabetes) definirana je kod
bolesnika koji ve¢ jesu na antidijabeti¢koj terapiji odnosno imaju od ranije utvrden dijabetes
ili ako im je glukoza u krvi nakon osamsatnog gladovanja bila ve¢a od 7,0 mmol/L odnosno
nakon jela vefa od 11,1 mmol/L. Metabolicki sindrom je definiran po kriterijima
Medunarodne dijabeticke federacije (eng. International Diabetes Federation - IDF)*®° kao
povecani opseg struka (u muskaraca ve¢i od 94 cm 1 zena veé¢i od 80 cm) uz jo§ dva od
slijede¢ih kriterija (serumski trigliceridi >1,7 mmol/L, HDL kolesterol <1,03 mmol/L u
muskaraca 1 <1,29 mmol/L u Zena, sistoli¢ki arterijski tlak iznad 130 i/ili dijastolicki iznad 85
mmHg, glukoza na taste ve¢a od 5,6 mmol/L ili ranije dijagnosticirana Secerna bolest). Opseg
struka je mjeren fleksibilnom mjernom trakom u horizontalnoj ravnini na razini zdjeliénog

grebena. Indeks tjelesne mase (eng. body mass index — BMI) izra¢unat je prema Outletovoj
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formuli kao omjer tjelesne tezine u kilogramima i kvadrata tjelesne visine izrazene u metrima

(kg/m?).

Kod svih bolesnika vodena je evidencija dosadasnje antihipertenzivne terapije klasificirane po
skupinama lijekova (ACE inhibitori, blokatori kalcijskih kanala, beta blokatori) ukljucujuéi
genericko ime lijeka 1 ukupnu dnevnu dozu. Takoder je vodena evidencija antilipemicke
terapije koja se prvenstveno odnosi na statine (genericko ime lijeka i doza) dok je bolesnika s
drugim vrstama antilipemicke terapije (fibrati, ezetimib, niacin) bilo vrlo malo. Takoder je
zabiljezeno uzimanje antiagregacijske terapije (acetilsalicilna kiselina u dozi 50 — 300 mg/dan

te klopidogrel 75 mg/dan).

U medicinski dosje svih bolesnika upisani su komorbiditeti koji nisu bili jedan od kriterija za

isklju¢ivanje iz studije.

3.4. Kardioloski pregled s elektrokardiografijom i ehokardiografijom

Cilj kardioloskog pregleda s ehokardiografijom bilo je iskljuenje bolesnika koji imaju
potencijalni nekarotidni uzrok neuroloskih simptoma odnosno kardijalni uzrok embolizma.
Iskljuceni su bolesnici s permanentnom fibrilacijom atrija ili bolesnici koji su prema
anamnezi ili opisu simptoma imali paroksizmalnu fibrilaciju atrija. Ehokardiografski pregled
je vrSen na aparatu Sequoia Acuson (Oceanside, California, SAD). Iskljuéeni su bolesnici s
dokazanim trombom u lijevom ventrikulu ili atriju, aneurizmom lijevog ventrikula bez
vidljivog tromba, jacom dilatacijom lijevog ventrikula (promjer na kraju dijastole iz
parasternalne projekcije >65 mm) i ejekcijskom frakcijom <30% mjerenom metodom po
Simpsonu, jasnom patologijom interatrijskog septuma (atrijski septalni defekt, aneurizma
interatrijskog septuma (veca od 10 mm) te kontrastnom pretragom dokazan otvoren foramen
ovale). Takoder su iskljuceni bolesnici s vidljivim trombima odnosno egzulceriranim

plakovima uzlazne aorte.
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3.5. Kolor dopler karotidnih arterija

CDFI obje karortidne arterije izvrSen je na komercijalno dostupnim aparatima Aloka 5500 i
Alfa 10 Premium (Tokyo, Japan) s 10-MHz linearnom sondom. Stupanj stenoze karotidne
arterije definiran je sukladno angiografskim  kriterijima North American Symptomatic
Carotid Endarterectomy Trial (NASCET)* koji dobro koreliraju s ultrazvuénom® kao i
ostalim metodama. Ovisno o prisutnosti hipoehognih zona i Kkalcifikacija, plakovi su
podijeljeni na: 1) fibrozne (bez hipoehogenih zona i bez kalcifikacija), 2) meke (dominiraju
hipoehogene zone), 3) kalcificirane, 4) mijesane (prisutne i hipoehogene zone i kalcifikati) i
5) nedefinirane (fibrozni plakovi s manjim podru¢jem hipochogeng i kalcificirajuceg

materijala).

3.6. Sakupljanje uzoraka karotidnih plakova

Kompletni tubularni uzorci karotidnog plaka uzeti su za vrijeme CEA sa strane iskusnog
vaskularnog kirurga, sa §to manje traume odnosno oSteéenja osobito luminalne povrsine.
Uzorak je odmah ispran s 0,9%-tnom fizioloSkom otopinom te fiksiran kroz 24 sata u 5 mL
10%-tnog puferiranog formalina. Nakon toga je u viSe navrata ispran te je pohranjen u
puferiranoj otopini fosfatnih soli (PBS) kroz 2 tjedna prije uklapanja u parafinski blok.
Morfologija plaka odredena je standardnom histoloskom analizom 5-mikrometarskih rezova
preparata bojanih hematoksilinom 1 eozinom. Klju¢ni cilj histoloSke analize bio je odredivanje
vulnerabilnosti (nestabilnosti) plaka. U nedostatku novijih, prospektivno valoriziranih
kriterija, koristena je Stary klasifikacija.’®® Plakovi su podijeljeni u tri skupine: 1) fibrozni (F),
prekriveni glatkom luminalnom povrSinom 1 s intaktnom fibroznom kapom, 2) ulcerirani
nekomplicirani plakovi (UNC) koji su imali tanku kapu s fisurama ili rupturom i 3) ulcerirani
komplicirani plakovi (UC) koji su imali tanku fibroznu kapa s erozijama ili rupturom te s

trombom na plaku ili krvarenjima.
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3.7. Imunohistokemijska analiza

Za imunohistokemijsku analizu koristeni su 5 pm debeli rezovi humanog karotidnog plaka,
fiksiranog u formalin i uklopljenog u parafin, dobiveni pomocu kriostata Superfrost Plus
(Menzel, Braunschweig, Njemacka) koji su zatim osuseni preko noé¢i na 40 °C. Nakon toga
rezovi su odvosteni pomoc¢u ksilena kroz 10 minuta. Imunohistokemija je u¢injena pomocu
sistema Ultravision LP detection system (Thermo Scientific, Fremont, SAD) prema uputama
proizvodaca. Nakon blokiranja endogene peroksidaze, rezovi su isprani PBS-om. Koristena je
negativna kontrola kod koje je primarno protutijelo zamijenjeno s PBS da bi se testiralo
nespecificno vezanje. Rezovi su zatim inkubirani kroz jedan sat s razrijedenim ze¢jim
klonskim anti-humanim protutijelima na CD163 (DB Biotech, Kosice, Slovacka) uz
razrijedenje 1:100 i ze&jim anti-EL protitijelim uz razrjedenje 1:1500.'” Nakon pranja PBS-
om preparati su inkubirani s UltraVision HRP oznacenim polimerskim sustavom kroz 15
minuta i s 3-amino-9-etilkarbakolom (AEC, Dako, Danska) prema uputama proizvodaca. Za
negativnu kontrolu koristeni su ze¢ja protutijela IgG Ab-1 (Thermo Scientific, Fremont, SAD)
umjesto primarnih protutijela. Mikroskopska analiza izvrsena je na Axiophot mikroskopu
opremljenim s AxioCam HRc digitalnom kamerom (Zeiss, Oberkochen, Njemacka) sa strane
tri neovisna istrazivaca koji nisu imali klini¢ke podatke o bolesnicima. U slucajevima gdje se
ocjena razine bojanja razlikovala medu istraziva¢ima, kona¢na ocjena dobivena je ve¢inom
(dva istrazivaca). Ekspresija EL izrazena je pomocu semikvantitativne skale kao: bez bojenja
(0), slabije bojanje (0-25% stanica pozitivnho - A) i jae bojanje (vise od 25% stanica

pozitivno - B).

3.8. Laboratorijske analize krvi

3.8.1. Standardne laboratorijske analize

Uzorci periferne venske krvi za laboratorijske testove uzeti su neposredno prije operacije, oko
8 sati ujutro, nakon prekono¢nog gladovanja. Epruvete s etilen-diamin-tetraoctenom

kiselinom (EDTA)-K3 koriStene su za hematoloske testove na komercijalno dostupnom
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aparatu (Coulter-Counter S plus junior, Coulter Electornics Limited, Luton, UK).
Koagulacijski testovi dobiveni su Quick metodom iz epruveta s 3,8% natrij-citratom. Nakon
separacije plazma centrifugiranje (3000 G kroz 10 min), analiza je ucinjena na automatskom
koagulometru Behring coagulation timer (Dade Behring, Marburg, Njemacka). Standardna
biokemijska analiza (kreatinin, bilirubin, aspartat transaminaza, alanin transaminaza, glukoza
u krvi, ukupni kolesterol, trigliceridi, LDL, HDL) odredeni su na automatskom
multikanalnom analizatoru Olympus AU2700 i Olympus Fractoscan junior (Olympus
Diagnostica GmbH, Hamburg, Njemacka). HSCRP mjeren je na automatskom multikanalnom
analizatoru Modular (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), dok je IL-6 mjeren ELISA
metodom (QuantiGlo; R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Njemacka) prema uputama

proizvodaca.

3.8.2. Endotelna lipaza u plazmi

EL u plazmi odredivana je prije primjene heparina. Naime, obzirom na vezanost EL na
povrSinu stanice putem HSPG, prilikom primjene heparina dolazi do oslobadanja EL u
cirkulaciju tako da je koncentracija EL u postheparinskoj plazmi gotovo 3 puta veca nego u
preheparinskoj, ali su obje razine u vrlo ¢vrstoj vezi kao $to je pokazano u radu Bedellina i
suradnika.™

U ovom istrazivanju razina EL u plazmi odredena je u 55 od ukupno 66 uzoraka pomocu
ELISA metode nedavno objavljene sa strane Shiu i suradnika.’®® Jedanaest uzoraka plazme
bilo je osteceno pri transportu te odredivanje nije bilo moguce. Pet nanograma N-terminalnog
peptida humane EL (Novus Biologicals, Littleton, CO, SAD) imobilizirano je u plasti¢ne
plocice s 96 zdenaca (Costar 96-well EIA microtiter plate, Bloomington, MN, SAD). Nakon
blokiranja nespecifi¢nog vezanja s 5%-tnim albuminom iz govedeg seruma (eng. bovine
serum albumine - BSA), mjesavina koja sadrzava 50 ul plazme u razrjedenju 1:6 i 50 pl anti-
EL protutijela (Novus Biologicals, Littleton, CO, SAD) stavljena je u zdence i inkubirana na
sobnoj temperaturi kroz tri sata. Nakon pranja, plo€ica je inkubirana s HRP (eng. horseradish
peroxidase) - oznacenim sekundarnim ze¢jim protutijelima. Koli¢ina protutijela vezana za
imobilizirani N-terminalni peptid humane EL odredena je na ELISA-Citacu pomocu
bezbojnog supstrata TMB (Pierce, Rockford, IL, SAD). Krizna reakcija s ostalim serumskim
lipazama, testirana je na nacin da je razrijedena plazma zamijenjena s komercijalno dostupnim
procis¢enim preparatima lipoprotein-lipaze i hepaticne lipaze (ustupljeno sa strane Dr. G.
Olivecrona sa Sveudilista u Umeu, Svedska) bila je negativna.
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3.9. Statisticka analiza

Podaci su prikazani koriste¢i srednje vrijednosti standardne devijacije, minimalne i
maksimalne vrijednosti za kontinuirane varijable i kao postoci za kategorijske varijable.
Distribucija podataka analizirana je Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Na temelju tih
rezultata odgovarajuci ne-parametrijski testovi su koristeni u budué¢im analizama. Student t-
test ili Mann-Whitney U test koristen je za utvrdivanje razlika u kvantitativnim varijablama
medu skupinama temeljenim na simptomatologiji (simptomatski i asimptomatski) i
imunohistokemiji (skupina A i B). Razlike u histoloskim skupinama (F, UC i UNC)
analizirane su Kruskal-Wallis testom. x* test koristen je za analizu razlika u kvalitativnim i
kategorijskim varijablama. Razina p ispod 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom. Koristen je
statisti¢ki softver PASW 17.02 (IBM, Chichago, IL, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Klini¢ki pokazatelji ispitivane populacije bolesnika

Od 88 bolesnika koji su bili kandidati za ukljucivanje u studiju 22 bolesnika su bila
isklju¢ena: 8 bolesnika odbilo je sudjelovati te nisu dali pisani pristanak, u 4 bolesnika CDFI
nije potvrdio ambulantni nalaz signifikantne karotidne stenoze tako da ti bolesnici nisu bili
operirani, 1 10 bolesnika je imalo ostale kriterije za iskljuCivanje (fibrilacija atrija u 4
bolesnika, aneurizma lijevog ventrikula kod jednog bolesnika, terapija varfarinom u dva
bolesnika, kreatinin visi od 200 umol/L kod 2 bolesnika, ve¢ ranije u¢injena CEA na toj strani

kod jednog bolesnika). Konaéno je u studiju ukljuceno 66 bolesnika, Slika 4.1-1.

Kandidati za ukljucivanje u studiju (n=88)

Iskljuceni (n=22):

Odbili sudjelovati (n=8)

ZnacCajna karotidna stenoza nije potvrdena
(n=4)

Fibrilacija atrija (n=4)

Aneurizma lijevog ventrikula (n=1)
Varfarin u terapiji (n=2)

Kreatinin u serumu >200 pumol/L (n=2)
Stanje nakon CEA na ciljnoj karotidi (n=1)

\ 4

Ukljuceni u studiju (n=66)

simptomatski (n=24) asimptomatski (n=42)

Slika 4.1-1. Dijagram bolesnika kod ukljuc¢ivanja u studiju.
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Bolesnici su bili prosje¢ne dobi 66,9 + 8,7 godina, u rasponu od 43 do 84 godine, medijan 69
godina. Od 66 bolesnika 43 (65,2%) su bili muskarci. U 58 slucaja (87,9%) prisutna je bila
arterijska hipertenzija, a u 52 slucaja (78,8%) hiperlipoproteinemija. Dijabetes melitus i
intolerancija glukoze zabiljezena je u 35 slucajeva (53%); ti bolesnici su imali zna¢ajno nize
vrijednosti HDL-a u odnosu na bolesnike bez dijabetesa melitusa ili intolerancije glukoze
(1,21+0,25 vs. 1,4340,46; T-test, p=0,026) te su znacajno ¢eSc¢e imali tri ili vise ¢imbenika
metaboli¢kog sindroma, Grafikon 4.1-1. PusSenje (sadasnje ili u anamnezi) bilo je prisutno u
30 bolesnika (45,5%) i jasna obiteljska sklonost u 13 bolesnika (19,7%).

Na terapiji statinima bilo je 45 bolesnika (68,2%) koji su imali znacajno manju prosjecnu
razinu ukupnog kolesterola (4,9+1,3 vs. 6,1+1,33; T-test, p=0,003) i LDL-a (2,9+1,1 vs.
3,9+1,3; T-test, p=0,005), Grafikon 4.1-2.

Na terapiji ACE inhibitorima i blokatorima angiotenzinskih Il receptora (eng. angiotensin 1l
receptor blockers — ARB) bilo je ukupno 33 bolesnika (65,1%), dok je blokatore kalcijskih
kanala koristilo 29 bolesnika (43,9%). Na terapiji acetilsalcilnom kiselinom bili su 44
bolesnika (66,7%), i to 19 simptomatskih (79,2%) i 25 asimptomatskih (56,8%). Prosje¢an
opseg struka kod muskaraca je bio 95,2 +6,8 cm, kod Zena 87,6 £ 7,5 cm, prosjecan BMI
27,3+3,1 kg/mz, a tri ili viSe komponenata metaboli¢kog sindroma bilo je prisutno u 36

bolesnika (54,6%).

A B
[]
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p=0,026 30 Tri ili vise
cimbenika za

2001 . p=0,001 metabolicki
% . o sindrom
E = o CINe
£ E Mpa
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a <]
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0
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Ne Da . . . .
- o . Dijabetes melitus ili intolerancija
dijabetes melitus ili intolerancija glukoze glukoze

Grafikon 4.1-1. Posebnosti bolesnika s dijabetesom melitusom i intolerancijom glukoze. Znacajno manja razina
HDL-a (1,21£0,25 vs. 1,43+0,46 mmol/L; T-test, p=0,026) (A). Ceséa prisutnost tri ili viSe ¢imbenika za
metabolicki sindrom (p=0,001) (B).
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Grafikon 4.1-2.  Utjecaj statina na koncentraciju ukupnog kolesterola i LDL-a. Na terapiji statinima bilo je
ukupno 68,2% bolesnika koji su imali zna¢ajno manju prosjeénu razinu ukupnog kolesterola (4,9+1,3 vs.
6,1+1,33 mmol/L; T-test, p=0,003) (A) i LDL-a (2,9£1,1 vs. 3,9+1,3 mmol/L; T-test, p=0,005) (B) u odnosu
prema bolesnicima koji nisu imali statine, ali jo$ uvijek iznad preporucene razine sa strane Europskog
kardioloskog drustva.

Obrada dobivenih rezultata podijeljena je na dvije osnovne skupine: rezultati analize plaka i
rezultati analize razine plazmatske EL. Statisticka obrada rezultata analize plaka provedena je
nakon grupiranja bolesnika na temelju dva kriterija: simptomi bolesnika i histoloska podjela
plaka. Osnovna podjela na skupine temeljila sa na prisutnosti simptoma (TIA/CVI)
kompatibilnih s ciljnom karotidnom arterijom unutar odnosno izvan perioda od 4 mjeseca od
ukljuéivanja u studiju tako da su bolesnici koji nisu imali simptome ili su imali simptome
izvan intervala od 4 mjeseca ukljuceni u skupinu asimptomatski (42 bolesnika), dok su
bolesnici sa simptomima unutar intervala od 4 mjeseca koji odgovaraju irigacijskom podrucju
ciljne karotidne arterije ukljuceni u skupinu simptomatski (24 bolesnika). Slijedeca podjela u
skupine temeljila se je na histolo§kim karakteristikama plaka indikativih za vulnerabilnost
plaka. Plakovi su podijeljeni u fibrozne (F), ulcerirane-nekomplicirane (UNC) i ulcerirane

komplicirane plakove (UC).
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Tablica 4.1-1. Klini¢ke karakteristike ukupne populacije bolesnika ukljucenih u studiju

44

Klinicke karakteristike i terapija Bolesnici
(n=66)
SV+SD

Dob (godine starosti) 66,9 + 8,7
(43/69/84)

BMI (kg/m?) 27,343,1
(21,4/26,4/35,1)

Opseg struka (cm) M 95,2 +6,8

7 87,6 +7,5

Broj (%) bolesnika

Spol:

Muski 43 (65,2)

Zenski 23 (34,8)
Povecan opseg struka 31 (47,0)
Kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici:

Arterijska hipertenzija 58 (87,9)

Hiperlipoproteinemija 52 (78,8)

Dijabetes melitus ili intolerancija glukoze 35 (53,0)

Pusenje 30 (45,5)

Obiteljska sklonost 13 (19,7)
Periferna vaskularna bolest 30 (45,5)
Koronarna bolest srca 18 (27,3)
Lijekovi:

Statini 45 (68,2)

ACE inhibitori 33 (50,0)

Blokatori angiotenzinskih receptora 10 (15,1)

Blokatori kalcijskih kanala 29 (43,9)

Acetil salicilna kiselina 44 (66,7)
Broj metaboli¢kih parametara®

0 4 (6,1)

1 6(9,1)

2 20 (30,3)

3 12 (18,2)

4 20 (30,3)

5 4 (6,1)

*Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min — najniza vrijednost, maks —
najvisa vrijednost, med — medijan, indeks tjelesne BMI — indeks tjelesne mase (eng. body mass
index) ACE — angiotenzin konvertirajuéi enzim (eng. angiotensin-converting enzyme)
*Metabolicki parametri: 1) opseg struka kod muskaraca >94 cm, kod Zena >80 cm, 2) seruski
trigliceridi >1,7 mmol/L, 3) HDL kolesterol <1,03 mmol/L kod muskaraca i <1,29 mmol/L kod
zena, 4) sistolicki arterijski tlak >130 i/ili dijastolicki >85 mmHg, 5) glukoza na taste veca od 5,6
mmol/L ili ranije dijagnosticirana Se¢erna bolest).



4.2. Analiza plaka

4.2.1. Podjela na skupine prema simptomima

4.2.1.1. Klini¢ke karakteristike i terapija bolesnika

Klinicke karakteristike bolesnika i terapija grupirane prema simptomima prikazani su u
Tablici 4.2-1.

Skupine asimptomatski i simptomatski bolesnici nisu se znacajno razlikovale u dobi, spolu,
individualnim ¢imbenicima rizika, terapiji ili u prisutnosti aterosklerotske bolesti na ostalim
organima (periferna vaskularna bolest i koronarna bolest srca). U skupini simptomatski
zabiljeZena je veca ucestalost bolesnika s pove¢anim opsegom struka u skladu s kriterijima
Medunarodne dijabeticke federacije (International Diabetes Federation - IDF) za metabolicki
sindrom (simptomatski 15 (62.5%), asimptomatski 16 (38%); y’test, p=0,049). Medutim,
prosjecni opseg struka ipak se nije razlikovao po skupinama (p=0,21). BMI bio je visi u
skupini simptomatski, bez statisticke znacajnosti (28,2 + 3.0 vs. 26,8 + 3,0; Mann Whitney U
test, p=0,085). U skupini simptomatski bilo je 16 bolesnika (66,7%) s metabolickim
sindromom, a u skupini asimptomatski 20 (47,6%), bez statisticki znacajne razlike (y’test,
p=0,113), Grafikon 4.2-1. Osnovni biokemijski i hematoloski kao i pokazatelji upale

(leukociti, hs-CRP, sedimentacija eritrocita, fibrinogen i IL-6) prikazani su u Tablici 4.2-2.
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Tablica 4.2-1. Klini¢ke karakteristike bolesnika i terapija podijeljene u skupine prema simptomima.

Klini¢ke karakteristike bolesnika Asimptomatski Simptomatski Test P
i terapija (n=42) (n=24)
(SV£SD)
(min/med/maks)
Dob (godine starosti) 67,2+82 66,4+ 9,73 MWU 0,583
(43/69,0/83) (50/65,5/84)
BMI (kg/m?) 26,8 + 3,0 28,2 +3,0 MWU 0,085
(21,4/26,5/33,4) (22,9/27,7/35,1)
Opseg struka (cm)
Muski 93,9 +£6,8 97,6 + 6,2 T test 0,092
Zenski 87,14 £6,8 88,2 8,9

Broj (%) bolesnika

Spol: y*test 0,731
Muski 28 (66,6) 15 (62,5)
Zenski 14 (33,3) 9 (37,5)
Povecéan opseg struka 16 (38,1) 15 (62,5) X2 test 0,049
Kardiovaskularni rizi¢ni ¢imbenici:
Arterijska hipertenzija 36 (85,7) 22 (91,6) XZ test 0,402
Hiperlipoproteinemija 31 (73,8) 21 (87,5) XZ test 0,193
Dijabetes melitus/intolerancija glukoze 20 (47,6) 15 (62,5) XZ test 0,135
Pusenje 16 (38,0) 14 (58,3) XZ test 0,276
Obiteljska sklonost 9 (21,4) 4 (16,7) v test 0,648
Periferna vaskularna bolest 21 (50,0) 9 (37,5) XZ test 0,326
Koronarna bolest srca 12 (28,5) 6 (25,0) XZ test 0,861
Lijekovi:
JStatini 29 (69,0) 16 (66,6) XZ test 0,568
ACE inhibitori 21 (50,0) 12 (50,0) XZ test 0,954
Blokatori angiotenzinskih receptora 7 (16,6) 3 (12,5) XZ test 0,755
Blokatori kalcijskih kanala 19 (45,2) 8 (33,3) Xz test 0,617
Acetil salicilna kiselina 25 (59,2) 19 (79,1) XZ test 0,101
Broj metaboli¢kih parametara ¥ test 0463
0 3 (7.0 1 (42
1 4 (9,5 2 (8,3
2 15 (35,7) 5 (20,8)
3 8 (19,0 4 (16,7)
4 9 (21,4) 11 (45,8)
5 3 (7)) 1 (42 XZ test 0,113
Tri ili viSe faktora metaboli¢kog sindroma 20 (47,6) 16 (66,7)

*Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — starndardna devijacija, min — najniza vrijednost, maks — najvisa
vrijednost, med — medijan, BMI-indeks tjelesne mase (eng. body mass index) ACE-angiotenzin Il
konvertirajuéi enzim (eng. angiotensin Il converting enzyme), MWU- MannWhitney U test.

U skupini simptomatski su bolesnici koji su imali simptome unutar 4 mjeseca i koji prema svom karakteru
pripadaju slivnom podrudju ciljne karotide. U skupini asimptomatski su bolesnici bez simptoma te oni koji su
imali simptome izvan perioda od 4 mjeseca i/ili simptome koje se ne mogu pripisati ciljnoj karotidi. U skupini
simptomatski veca je uCestalost bolesnika s pove¢anim opsegom struka
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Grafikon 4.2-1. Povezanost metaboli¢kog sindroma i simptoma. Uolena je veca ulestalost metabolickog
sindroma kod grupe simptomatski, ali razlika nije bila statisti¢ki zna¢ajna (66,7:47,6 %, p=0,011). Svijetli stupac
- bolesnici bez metaboli¢kog sindroma, tamni stupac - bolesnici sa metabolickim sindromom.

Nije uocena statisticki znacajna razlika u rezultatima laboratorijskih pretraga. Kod hsCRP-a
zabiljezen je trend viSih vrijednosti kod skupine simptomatski, ali bez znaajne razlike
(asimptomatski 2,6+3,9, medijan 1,47 pg/mL, raspon 0,1-23,03 pg/mL; simptomatski
4,9+7,3, medijan 1,73 pg/mL, raspon 0,4-31,5 pg/mL; Mann-Whitney U test, p=0,132).
Takoder nije zabiljeZena razlika u IL-6 premda je prosjecna vrijednost bila zamjetno visa kod
skupine simptomatski (asimptomatski 2,2+3,3 medijan 1,43 pg/mL, raspon 0-15,8 pg/mL;
simptomatski 4,3+8,9 medijan 1,43 pg/mL, raspon 0-43,2 pg/mL; Mann-Whitney U test,
p=0,301), Grafikon 4.2-2.
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Tablica 4.2-2. Laboratorijski pokazatelji bolesnika podijeljenih u skupine prema simptomima

Asimptomatski Simptomatski Mann-
(n=42) (n=24) Whitney
U test
SV+SD P
Parametri (min/med/maks)
Trombociti (x10%/L) 237 67 219 £52 0.242
(105/219/450) (144/210/353) '
Hemoglobin (g/L) 137,8 £14,1 140,5 £9,1 0464
(90/128/174) (122/141/157) '
Leukociti (x10%/L) 8,21 +2,4 7,33 £1,65 0.196
(3,4/7,4/16,1) (4,7/7,2/10,6) '
fibrinogen (g/L) 4,28 +0,86 4,62 +1,02 0341
(2,4/4,3/6,8) (3,1/4,3/7,8) '
APTV (sekunda) 25,2 +4,6 26,4 +3,4 0,508
(21/26/35) (22/26/31) '
PV (%) 104,3 +11,8 103,6 +8,9 0.664
(65/104/126) (88/104/118) '
SE (mm/h) 18,5 +8,7 19,2 +11,2 0773
(2/19/45) (2/19/47) '
hs-CRP (pg/mL) 2,6 £3,9 4,9 +7,3 0132
(0,1/1,47/23,03) (0,4/1,73/31,5) '
kreatinin (umol/L) 95,1 £21,7 96,7 +20,4 0529
(63/94/166) (63/94/152) '
Ukupni kolesterol (mmol/L) 5,2 £1,5 5,5+1,4 0.294
(3,0/4,9/8,9) (3,3/4,55/8,30) '
LDL (mmol/L) 3,1+1,3 3,5+1,3 0.1651
(1,5/2,61/7,10) (1,2/3,89/6,1) '
HDL (mmol/L) 1,3 +0,4 1,3 +0,3 0843
(0,8/1,2/2,9) (0,9/1,3/2,0) '
Trigliceridi (mmol/L) 1,8 +0,7 1,8 +0,9 0493
(0,8/1,6/3,6) (0,9/1,4/4,9) '
Lp(a) (mg/dL) 23,4 £21,2 19,9 +18,7 0 444
(<10/10,1/83,2) (<10/10,0/66,2) '
IL-6 (pg/mL) 2,2 43,3 4,3 48,9 0.301
(0,0/1,43/15,8) (0,0/1,43/43,25) '

*Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min — najniza vrijednost, maks — najvisa
vrijednost, med — medijan; APTV — aktivno parcijalno tromboplastinsko vrijeme; PV—protrombinsko
vrijeme; SE-sedimentacija eritrocita u prvom satu; hs-CRP- visoko senzitivni C-reaktivni protein
(eng. high sensitivity C-rective protein); LDL-lipoprotein niske gustoce (eng. low density lipoprotein);
HDL-lipoprotein visoke gustote (eng. high density lipoprotein); IL-6—interleukin-6; Lp(a)—
Lipoprotein (a)

Nije bilo razlike u laboratorijskim .parametrima izmedu skupina simptomatski i asimptomatski

populacije.
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Grafikon 4.2-2. Razina CRP-a i IL-6 u skupinama simptomatski i asimptomatski. Nije bilo statisticki znacajne
razlike.

4.2.1.2. Morfoloske karakteristike plaka i stupanj stenoze

Kod 61 bolesnika (92%) zavrs$na dijagnoza postavljena je na temelju ultrazvuka (CDFI) dok
je dodatna slikovna metoda bila potrebna u 5 slu¢aja (DSA 2 bolesnika, CEMRA 1 bolesnik,
CTA 2 bolesnika). Odreden je stupanj plaka i morfoloski izgled plaka indikativan za
vulnerabilnost (hipoehogene meke zone s ili bez ulceracija na povrSini plaka). Visoko-
signifikantnu stenozu (95-99%) imalo je 19 bolesnika (79,2 %) u skupini simptomatski te 19
bolesnika (45,2%) u skupini asimptomatski §to je bila statisticki znaGajna razlika (y’test,
p=0,027), Tablica 4.2-3. Osim toga, 12 bolesnika (50%) skupine simptomatski i 11 bolesnika
(26,2%) skupine asimptomatski imalo je meke (hipochogene) plakove S§to je takoder bila
statistiCki znacajna razlika (XZ test, p=0,039). Medutim, kod histoloske analize, pri cemu su
plakovi bili podijeljeni na fibrozne, ulcerirane — nekomplicirane (UNC) i ulcerirane
komplicirane (UC) nije nadena statisti¢ki znacajna razlika (y* test, p=0,213), iako je 50%
(12) bolesnika iz skupine simptomatski imalo UC plakove, dok je taj postotak u skupini

asimptomatski bio primjetno nizi (28,6%, 12).
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Tablica 4.2-3. Stupanj stenoze, morfoloske i histoloSke karakteristike plakova u skupinama asimptomatski i
simptomatski

Karakteristika Asimptomatski simptomatski Test p
(n=42) (n=24)

Slikovne metode (CDFI, DSA, CEMRA, Broj (%) bolesnika

CTA)
Stupanj stenoze (%):
70-85 18 (42,9) 4 (16,7)
85-95 5 (11,9) 1 (42 y*test 0,027
95-99 19 (45,2) 19 (79,2)
Morfoloske karakteristike plaka (CDFI)
Fibrozni 5 (11,9) 0
Meki 11 (26,2) 12 (50,0) 2
Kalcificirani 4 (9,5) 3 (12,5) x test 10,039
Mjesani 14 (33,3) 9 (37,5
Nedefinirani 8 (19,0) 0
Histoloska podjela
Fibrozni 21 (50,0) 9 (37,5)
Ulcerirani nekomplicirani (UNC) 9 (21,4) 3 (12,5) X2 test 0,213
Ulcerirani komplicirani (UC) 12 (28,6) 12 (50,0)

Stupanj stenoze odreden je slikovnim metodama (CDFI, DSA, CEMRA, CTA). Vidi se znacajno veca ucestalost
95-99%-tne stenoze kod skupine simptomatski (p=0,027). Morfoloske karakteristike plaka odredene su
ultrazvukom. Vidi se znacajno veca ucestalost mekih hipoehogenih plakova (koji upucuju na vulnerabilni plak)
kod skupine simptomatski. Plakovi se nisu razlikovali prema histoloskom tipu.
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Grafikon 4.2-3. Histoloska analiza plakova kod skupine simptomatski i asimptomatski. Kod skupine
simptomatski bilo je 50% ulceriranih-kompliciranih (UC) plakova, dok je kod skupine asimptomatski takvih
plakova bilo 28,6%. Razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,213).
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4.2.1.3. Imunonohistokemija za endotelnu lipazu

Prema intenzitetu imunoflorescentnog bojenja plakovi su semikvantitativno podijeljeni na tip
A (slabiji intenzitet bojenja - do 25% stanica) i tip B (jaci intenzitet bojenja — vise od 25%
stanica), Slika 4.2-1.
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Slika 4.2-1. Imunohistokemija za endotelnu lipazu (primjeri tipa A i B). Na slici A vidljiv tipi¢an plak tip A (s
manje od 25 % obojenih stanica). Na slici B je tipican plak tip B s vise od 25% obojenih stanica.

Od 66 plakova 31 je bilo tip A, dok je 35 bilo tip B. U skupini simptomatski 17 uzoraka
(70,8%) bili su tip B, dok je kod skupine asimptomatski 18 uzoraka (42,9%) bilo tip B sto je
statisticki znadajna razlika (x? test, p=0,028). Statisti¢ki znacajna razlika (y* test, p=0,038)
zadrzala se 1 nakon $to su bolesnici regrupirani u tri skupine: bez simptoma (bolesnici koji
nikad nisu imali simptome), svjezi simptomi i stari simptomi, Tablica 4.2-4. i Grafikon 4.2-4.
Ucestalost plakova tip B u skupini stari simptomi bila je ve¢a u odnosu na potpuno

asimptomatske bolesnike, ali manja nego u skupini svjezi simptomi.
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Slika 4.2-2. Histologija - fibrozni plak (Hemalaun-Eozin). Vidi se fibrozna kapa (prazne strelice) glatke povrsine
i bez ulceracija, te nekroti¢na srz (pune strelice). Izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srZi imao relativno malo
upalnih stanica (limfocita, makrofaga). Nema krvarenja unutar plaka kao niti tromboze na povrsini.
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Slika 4.2-3. Histologija — ulcerirani komplicirani plak. Na povrSini se nalazi ulcerirana (rupturirana), relativno
tanka fibrozna kapa (prazna strelica). Izmedu nekroti¢ne srzi (puna strelica) i fibrozne kape vidljivi su upalni
infiltrati te eritrociti odnosno krvarenje unutar plaka (zvijezda).
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Tablica 4.2-4. Imunohistokemija za endotelnu lipazu u ovisnosti 0 simptomima

Simptomi n Tip A TipB test P
(n=31) (n=35)

Simptomi Broj (%) bolesnika

Asimptomatski (bez simptoma + stari simptomi) 42 24 18
(57,2) (42,9) 2

Simptomatski (svjezi simptomi) 24 7 17 X test 0,028
(29,2) (70,8)

Simptomi (preraspodjela)

Bez simptoma 30 19 11
(63,3) (36,7)

Stari simptomi 12 5 7 xz test 0,038
41,7) (58,3)

Svjezi simptomi 24 7 17
(29,2) (70,8)

Kod skupine simptomatski zabiljezen je znacajno veéi broj bolesnika s jaom (tip B) reakcijom za EL
(p=0,028). Nakon preraspodijele u skupine bez simptoma, stari simptomi (bolesnici koji su imali simptome
izvan perioda o 4 mjeseca i/ili bez lokalizacijske povezanosti s karotidnim plakom) te svjezi simptomi (kao
skupina simptomatski) razlika u ekspresiji EL i dalje je bila signifikantna (p=0,038): najizrazenija kod skupine
svjezi simptomi, a najmanje izrazena kod skupine bez simptoma.

20 Imunohistokemija
p=0,038 OA
HB

Bez Svjezi (< 4mj.) Stari (>4 mj.)
Simptomi

Grafikon 4.2-4. Ekspresija endotelne lipaze u ovisnosti o simptomima. Svijetli stupci predstavljaju slabiju (tip
A), a tamniji stupci ja¢u (tip B) imunohistokemijsku reakciju. StatistiCki znacajno je veca ucestalost tip B
plakova kod skupine svjezi simptomi.
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4.2.2. Podjela na skupine prema histoloskim kriterijima

4.2.2.1. Klinicke karakteristike i terapija bolesnika grupiranih prema histoloskim

kriterijima

Bolesnici su, obzirom na histoloski izgled plaka, podijeljeni na tri skupine: fibrozni (30
bolesnika), ulcerirani-nekomplicirani (12 bolesnika) te ulcerirani-komplicirani (24 bolesnika).
Skupine se nisu znacajno razlikovale prema dobi, spolu, indeksu tjelesne mase, opsegu struka,
prisutnosti koronarne i periferne vaskularne bolesti, Tablica 4.2-5. Takoder nije bilo razlike
niti u laboratorijskim pokazateljima, Tablica 4.2-6, osim §to je sedimentacija eritrocita brza
kod bolesnika s ulceriranim (kompliciranim i nekompliciranim) plakovima (fibrozni 15+7
mm/h, ulcerirani-nekomplicirani 21+11 mm/h, ulcerirani komplicirani 22+10 mm/h; Kruskal
Wallis, p=0,017).

Bolesnici s ulceriranim kompliciranim i nekompliciranim plakovima imali su ¢escée arterijsku
hipertenziju (2, p=0,014) i dijabetes melitus/intoleranciju glukoze (x*, p=0,040), dok nije bila
zabiljezena razlika u ucestalosti hiperlipoproteinemije, puSenja i obiteljske sklonosti ubrzane
ateroskleroze.

Skupine se nisu razlikovale u ucestalosti primjene acetil-salicilne kiseline, ACE inhibitora,
ARB i beta-blokatora. Medutim, u bolesnika s fibroznim plakovima, znacajno veci postotak
je Koristio statine; 83,3% (25 od 30 bolesnika) u usporedbi s 58,3% (7 od 12 bolesnika)
bolesnika s ulceriranim-nekompliciranim i 54,2% (13 od 24 bolesnika) s ulceriranim-
kompliciranim plakovima (y*, p=0,047).

Nije zabiljezena razlika medu skupinama u ultrazvuénim pokazateljima - stupnju stenoze
karotidne arterije kao i prema nalazu hipoehogenih zona (meki i mjesoviti plakovi) koji

ukazuju na instabilitet plaka.
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Tablica 4.2-5. Klini¢ke karakteristike bolesnika i terapija nakon podjele plakova prema nalazu histologije
(histoloska podjela) na fibrozne (F), ulcerirane nekomplicirane (UNC) i ulcerirane-komplicirane plakove (UC)

Klini¢ke karakteristike Fibrozni Ulcerirani- Ulcerirani- Test p
i terapija (n=30) nekomplicirani komplicirani
(n=12) (n=24)
(SV+SD)
(min/med/maks)
Dob (godine starosti) 66,10 + 8,1 65,8+ 9.8 68,5+ 8,9 Kruskal- 0,54
(50/68/82) (43/65/83) (50/84/65,5) Wallis
BMI (kg/m?) 26,7+2,38 26,8+3.5 28,2 +3.0 Kruskal- 0,19
(22,2/26,4/33,7) (21,3/26,3/32,2) (22,9/35,1/27,7)  Wallis
Opseg struka (cm) 91,7 +£7,8 93.1+8.0 93.2+8.2 Kruskal- 0,77
(78/91,5/105) (80/93,5/104) (80/91,0/110) Wallis

Broj (%) bolesnika

Spol:
Muski 18 (60,0) 10 (83,3) 15 (62,5) 2 033
Zenski 12 (40,0) 2 (16,7) 9(37,5) X '
Kardiovaskularni rizi¢ni
¢imbenici:

Arterijska hipertenzija 24 (80,0) 12 (100,0) 22 (91,7) XZ 0,014
Hiperlipoproteinemija 26 (86,7) 8 (66,7) 18 (75,0) XZ 0,305
Dijabetes melitus ili 11 (36,7) 9 (75,0) 15 (62,5) 2

intolerancija glukoze X Y
Pusenje 12 (40,0) 8 (66,7) 10 (41,6) ¥ 0,383
Obiteljska sklonost 9 (30,0 2 (16.7) 2 (83 XZ 0,132
Periferna vaskularna bolest 11 (36,7) 9 (75,0) 10 (41,7) ¥ 0,071
Koronarna bolest srca 7 (23,3) 2 (16,7) 4 (16,7) XZ 0,793
Lijekovi:

Statini 25 (83,3) 7 (58,3) 13 (54,2) XZ 0,047
ACE inhibitori 14 (46,7) 7 (58,3) 12 (50,0) Xz 0,791
Blokatori angiotenzinskih 6 (20,0 1 (83 2 (8,3 2 051
receptora X '
Blokatori kalcijskih kanala 15 (50) 6 (50,0) 8 (33,4) XZ 0,342
Acetil salicilna kiselina 20 (66,7) 6 (50,0) 18 (75,0) xz 0,324
Stupanj stenoze karotidne
arterije (%)

70-85 12 (40,0) 5 (4,87) 5 (20,8)

85-95 1 (33) 0 5 (20,8) v 0,462
95-99 17 (56,7) 7 (58,3) 14 (58,3)
Meki ili mjeSoviti plak 21 (70,0) 8 (66.7) 17 (70,8) xz 0962

(slikovna metoda)

*Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min — najniZa vrijednost, maks — najvisa vrijednost, med —
medijan, BMI-indeks tjelesne mase (eng. body mass index) ACE-angiotenzin II konvertiraju¢i enzim (eng. angiotensin |-
converting enzyme)

Kod ulceriranih plakova znacajno je bila veca ucestalost arterijske hipertenzije (p=0,014) i dijabetesa melitusa (p=0,04).
Bolesnici s fibroznim plakovima ¢es¢e su imali statine u terapiji (p=0,047).
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Tablica 4.2-6. Laboratorijski pokazatelji nakon podjele plakova na temelju nalaza histologije (histoloska
podjela)

Fibrozni Ulcerirani-nekomplicirani ~ Ulcerirani-komplicirani  Kruskal-
(n=30) (n=12) (n=24) Wallis
SV+£SD P
Parametri (min/med/maks)
Trombociti (x10°/L) 221 £55 254 +97 231 +49 0,417
(136/210/391) (105/242/450) (163/223/353)
Hemoglobin (g/L) 141 +11.2 135.0 £17,7 137,9+10,8 0744
(119/140/174) (90/139/157) (117/138/157) '
Leukociti (x10%L) 7,9 +£2.1 8,1+1.8 7,7 2.5 0.799
(4,70/7,4/13,6) (5,5/7,8/11,8) (3,4/7,4/16,1) '
fibrinogen (g/L) 4.2 0.9 4.8+1.3 4.4 0,7 0618
(2,4/4,3/6,1) (3,7/4,3/7,8) (2,9/4,3/6,2) '
APTV (sec) 26,1 £2,7 24,3433 25,8 +2,5 0892
(21/26/34) (21/25/35) (20/26/30) '
PV (%) 105,9 +8,1 105.1 16,1 101,1 £10,3 0.118
(89/104/126) (65/107/124) (84/98/119) '
SE (mm/h) 15 7 21 11 22 +10 0,017
(2/18/25) (6/20/45) (5/21/47) '
hs-CRP (pg/mL) 2.6 +4,0 5,59 +6,8 3,4+6,3 0414
(0,2/1,48/21,8) (0,1/1,87/23,0) (0,3/1,48/31,5 '
kreatinin (umol/L) 92 +16 102 +28 96 +22 0738
(63/93/127) (76/93/152) (63/95/166) '
Ukupni kolesterol 5,1+1.4 5.7 £2,0 5.5+1.2 0414
(mmol/L) (3,0/4,8/8,3) (3,20/5,2/8,9) (3,6/5,4/7,9) '
LDL (mmol/L) 3.1+1.2 3.5+1.8 3.4+1.1 0.524
(1,6/2,5/6,1) (1,2/3,1/7,10) (1,1/3,2/5,2) '
HDL (mmol/L) 1.3 £0.3 1.2 £0.2 1.4 £0.5 0.441
(0,8/1,2/2,2) (0,9/1,2/1,6) (0,9/1,3/2,9) '
Trigliceridi 1.7 £0.7 1.9 +0.7 1.9+0.9 0419
(mmol/L) (0,8/1,5/3,4) (1,1/1,9/3,4) (0,9/1,6/4,9) '
IL-6 (pg/ml) 1,8 +2,1 6,6 £12,3 2,6 +4,2 0401
(0,0/1,4/8,2) (0,0/2,1/43,2) (0,0/1,6/15,8) '

*Kratice: SV — srednja vrijednost, SD — standardna devijacija, min — najniza vrijednost, maks — najvisa
vrijednost, med — medijan; APTV — aktivno parcijalno tromboplastinsko vrijeme; PV—protrombinsko vrijeme;
SE—sedimentacija eritrocita u prvom satu; hs-CRP-visoko senzitivni C-reaktivni protein (eng. high sensitivity
C-rective protein); LDL-lipoprotein niske gustoce (eng. low density lipoprotein); HDL-lipoprotein visoke
gustoce (eng. high density lipoprotein); IL-6—interleukin-6

4.2.2.2. Imunohistokemija za endotelnu lipazu

U tipi¢nom F plaku nekroti¢na srz prekrivena je fibrinskom kapom s ocuvanim endotelom i s
malo upalnih stanica. U tipiénom UC plaku nekroti¢na srz prekrivena je upalnim infiltratom
koji sadrzi limfocite, makrofage, siderofage i eritrocite koji upucuju na krvarenje unutar

plaka i oznaka su UC plaka. U F plaku, slabo (tip A) imunobojanje uoceno je u endotelnom
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sloju i u stanicama unutar fibrozne kape. Fibrozna kapa takoder ima umjereno CDI163
imunobojanje §to ukazuje na prisustvo monocita i makrofaga. U usporedbi s F plakovima, EL
je bilo znacajno izrazenije (tip B) kod UC plakova i to na mjestu stani¢nih upalnih infiltrata u
podrucju izmedu nekroticne srzi 1 fibrozne kape plaka koji pokazuju snazno CDI163

imunobojanje odnosno gdje se dominantno nalaze makrofazi, Slika 4.2-4.

Slika 4.2-4. Lokalizacija endotelne lipaze u karotidnom plaku. Na slici A je ulcerirani plak bojen Hemalaun-
Eozinom. Na slici B vidi se imunohistokemija na EL osobito u podru¢ju izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srzi.
Imunohistokemijom na CD163 potvrdeno da je EL najizraZenija na mjestu gdje se nalaze i makrofazi.
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U skupini bolesnika s F plakovima bilo je 10 plakova (33,3%) s ja¢im intenzitetom bojanja

(tip B) sto je bilo znac¢ajno manje u odnosu na skupinu s UNC plakovima gdje je 6 plakova

(50%) bilo tip B, dok je u skupini bolesnika s UC plakovima tip B imalo 19 bolesnika
(79,2%). Razlika je statisticki znacajna (y°, p=0,004), Grafikon 4.2-5.
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Grafikon 4.2-5. Imunohistokemija u ovisnosti o histoloskom tipu plaka. Svjetliji stupci prikazuju slabiju (tip A),

a tamniji stupci jacu (tip B) imunoreakciju za endotelnu lipazu. Kod ulceriranih-kompliciranih plakova bila je

znacajno veca ucestalost tip B reakcije, a kod fibroznih plakova veca ucestalost tip A reakcije, p=0,004.
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4.3. Endotelna lipaza u plazmi

4.3.1. Povezanost endotelne lipaze u plazmi s klini¢kim i laboratorijskim
pokazateljima i terapijom

EL u plazmi odredena je za 55 bolesnika. EL u plazmi nije se razlikovala u ovisnosti o dobi,
spolu, indeksu tjelesne mase, opsegu struka kao i prisutnosti tri ili vise metabolicka
¢imbenika, Tablica 4.3-1. Bila je znacajno poviSena u bolesnika s arterijskom hipertenzijom
(459,4+157,7 ng/mL) u usporedbi s bolesnicima koji ju nisu imali (376,4+38,1 ng/mL,; T-test;
p=0,004). Bivsi i sadasnji pusaci takoder su imali povisenu razinu EL (485,3+156,5 ng/mL) u
usporedbi s nepuSacima (409,6+132,8 ng/mL), a razlika je gotovo dosegla statistiCku
znacajnost (T-test, p=0,058). Nije bila zabiljezena ovisnost o terapiji statinom odnosno acetil-
salicilnom kiselinom, ali je nadena znacajno veca razina kod bolesnika koji su koristili ACE
inhibitore (487,1£157,6 ng/mL) u usporedbi s onima ih nisu koristili (395,35+£120,7 ng/mL; T
test, p=0,018). Bolesnici koji su koristili kalcijske blokatore takoder su imali visu razinu EL u
plazmi (491,0+158,5 ng/mL vs. 412,6+133,2 ng/mL), a razlika je bila na granici statisticke
znacajnosti (T-test, p=0,052), Tablica 4.3-1. i Grafikon 4.3-2.
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Grafikon 4.3-1. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze s puSenjem (A) i arterijskom hipertenzijom (B)
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Grafikon 4.3-2. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze s primjenom ACE inhibitora (A) i blokatora
kalcijskih kanala (B)

Tablica 4.3-1. Povezanost klini¢kih karakteristika i vrijednosti endotelne lipaze u plazmi

EL (ng/mL)

Pokazatelj Broj (SVSD) p

Spol Muski 35 425,9+140,8 0,19
Zenski 24 479,5+158,1

Povecan opseg struka Ne 30 417,8+142,6 0,13
Da 25 478,6+150,74

Tri ili viSe faktora metabolickog Ne 25 428,6+151,0 0,44

sindroma Da 30 459,4+146,8

Faktori rizika

Arterijska hipertenzija Ne 7 376,4+38,1 0,004
Da 46 459,4+157,7

Hiperlipoproteinemija Ne 10 411,3£116,6 0,42
Da 45 453,0+154,41

Dijabetes melitus/intolerancija Ne 27 454,4+174,6 0,66

glukoze Da 28 436,7+£119,9

Pusenje Ne 409,6+132,8 0,058
Da 485,3+156,5

Obiteljska sklonost Ne 44 448,4+129,8 0,77
Da 11 433,5+214,3

Lijekovi

Statini Ne 17 437,2+133,6 0,78
Da 38 449,1+155,8

ACE inhibitori Ne 25 395,35+120,7 0,018
Da 30 487,1+£157,6

Blokatori Ca kanala Ne 32 412,6+133,2 0,052
Da 23 491,0+158,5

Acetil-salicilna kiselina Ne 19 413,4+99,1 0,18
Da 36 462,3£167,2

Razine EL u plazmi bila je visa kod bolesnika s arterijskom hipertenzijom (p=0,004), pusaca (p=0,052) i kod
bolesnika koji su lijeceni blokatorima kalcijskih kanala i ACE inhibitorima.

60



Izmedu plakova s tip A i tip B imunohistokemijom za EL nije nadena statisticki znacajna
razlika u razini EL u plazmi (tip A 448,75 £159,9 ng/mL vs tip B 442,0 £137,9 ng/mL, T-test,
p=0,868), Grafikon 4.3-3.
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Grafikon 4.3-3. Povezanost izmedu plazmatske razine endotelne lipaze (ng/mL) i jac¢ine imunohistokemijske
reakcija za endotelnu lipazu u plaku. Bolesnici s tip A plakom (bojenje ispod 25% stanica) imali su prosje¢nu
razinu EL u plazmi 448,75 ng/mL (prvi stupac), dok su bolesnici s tip B plakom imali prosje¢nu razinu EL u
plazmi 442,01 ng/mL (drugi stupac). Razlika nije statistcki zna¢ajna (T-test, p=0,868).

Korelacijskim testom nije nadena signifikantna povezanost EL u plazmi sa sedimentacijom
eritrocita (p=0,598), fibrinogenom (p=0,310), leukocitima u krvi (p=0,397), hsCRP-om
(p=0,647) i IL-6 (p=0,325), Tablica 4.3-2, Grafikon 4.3-4. Takoder nije nadena statisticki
znacajna korelacija izmedu EL u plazmi s HDL-om (p=0,175), LDL-om (p=0,687) i
ukupnim kolesterolom (p=0,794).
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Tablica 4.3-2. Korelacija plazmatske razine endotelne lipaze i klini¢kih i laboratorijskih
pokazatelja

Pokazatelj Pearson koeficijent P
Dob - 0,38 0,784
BMI* 0,056 0,684
Opseg struka 0,008 0,955
Hemoglobin - 0,009 0,947
Trombociti - 0,125 0,363
Leukociti 0,116 0,397
fibrinogen 0,139 0,310
APTV* - 0,026 0,850
Pv* 0,205 0,133
SE* 0,073 0,598
hs-CRP* 0,063 0,647
Kreatinin - 0,095 0,492
Ukupni kolesterol 0,036 0,794
LDL* 0,056 0,687
HDL* 0,186 0,175
Trigliceridi - 0,014 0,919
IL-6* 0,135 0,325

*Kratice: BMI — indeks tjelesne mase (eng. body mass index); APTV — aktivno parcijalno
tromboplastinsko vrijeme; PV — protrombinsko vrijeme; SE — sedimentacija eritrocita u prvom
satu; hs-CRP — visokosenzitivni C-reaktivni protein (eng. high sensitivity C-rective protein);
LDL - lipoprotein niske gustoe (eng. low density lipoprotein); HDL — lipoprotein visoke
gustoce (eng. high density lipoprotein); IL-6—interleukin-6.

p=0,175
o p=0,64 i o
8007 o _Boo . .
g‘ ° ° g ° ° °
.‘é‘soo— e ° o . Eeoo— . L8
© o
E :8 . © ° E ° g °° °
o o © [} ° °
=} %98 o = © 0o ] °
400 : 400 o
d %’. ° °.° ° ° ° d :.o .o: 3 :° ° o °
o o
.~ o o ° s
200 ° 200 °
° o
T T T T T T T T T
,0 5,0 10,0 15,0 ,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Hs CRP (mmol/l) HDL (mmol/l)

Grafikon 4.3-4. Korelacija plazmatske razine endotelne lipaze i hsCRP-a (A) i HDL-a (B) u serumu bolesnika
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4.3.2. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze s histoloskim tipom
plaka i simptomima

Analizom razine EL u plazmi u ovisnosti o histoloskoj podjeli plaka nije nadena znacajna
razlika izmedu fibroznih, ulceriranih — nekompliciranih i ulceriranih kompliciranih plakova
(ANOVA, p=0,341). Kod svrstavanja bolesnika u skupine kakvo je inicijalno upotrebljeno
kod analize EL u plaku, a to su skupina asimptomatski i simptomatski (bolesnici sa
simptomima unutar 4 mjeseca koji se lokalizacijski mogu povezati s ciljnom karotidnom
arterijom), nije nadena signifikantna razlika u razini EL u plazmi (T test, p=0,268), Grafikon
4.3-5. Bolesnici su zatim bili pregrupirani u tri skupine: 1) bez simptoma (asimptomatski
bolesnici), 2) stari simptomi (bolesnici koji su imali simptome izvan perioda od 4 mjeseca i/ili
bez lokalizacijske povezanosti s karotidnim plakom i 3) svjezi simptomi (bolesnici koji su
imali simptome unutar 4 mjeseca koji su lokalizacijski odgovarali karotidnom plaku). Nadena
je statisticki znacajna razlika u plazmatskoj razini EL izmedu skupina bez simptoma i svjezi
simptomi (T test, p=0,048) te skupina bez simptoma i stari simptomi (T test, p=0,015). Pri
usporedbi skupina bez simptoma s bolesnicima koji su imali simptome (skupine svjezi
simptomi i stari simptomi zajedno), nadena je znacajna razlika u plazmatskoj razini EL (T
test, p=0,011). Kod usporedbe skupina svjezi simptomi i stari simptomi nije nadena znacajna
razlika u plazmatskoj razini EL (T test, p=0,459), Tablica 4.3-3. i Grafikon 4.3-6.
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Tablica 4.3-3. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze s histolo§kim tipom plaka i simptomima

Pokazatelj Skupine Broj SV+SD T%St
Histoloski tipovi Fibrozni 25 477,6£177,0 ANOVA
plaka Ulcerirani- nekomplicirani 10 419,4+105,1 0,34
Ulcerirani- komplicirani 20 418,2+122,7
Simptomi
Bez simptoma 24 388,39+133,6 T-test
Svjezi simptomi 20 474,9+147,5 0,048
Bez simptoma 24 388,39+133,6 T-test
Stari simptomi 11 516,26+£145,3 0,015
Svjezi simptomi 20 474,9+147,5 T-test
Stari simptomi 11 516,26+£1453 0,459
Bez simptoma 24 388,39+133,6 T-test
Svjezi simptomi i stari 31 489,6+145,7
. . 0,011
simptomi
Bez simptoma i stari simptomi 35 428,6+143,0 0,268
Svjezi simptomi 20 474,9+147,5 (T-test)

U skupinu bez simptoma svrstani su bolesnici koji su asimptomatski, u skupinu stari simptomi oni koji
su imali simptome izvan perioda 0 4 mjeseca i/ili bez lokalizacijske povezanosti s karotidnim plakom,
dok su u skupinu svjezi simptomi svrstani bolesnici koji su imali simptome unutar perioda od 4 mjeseca
koji odgovaraju ciljnoj karotidnoj arteriji. Nadena je znacajno viSa plazmatska razina EL u skupinama
svjezi simptomi i stari simptomi u usporedbi sa skupinom bez simptoma (p=0,011). Nije nadena
statisticki znadajna razlika u plazmatskoj razini EL izmedu skupina svjeZi simptomi i stari simptomi
(p=0,459) kao niti medu skupinama bolesnika s razli¢itim histolo§kim tipom plaka (p=0,341).
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Grafikon 4.3-5. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze sa simptomima prema kriterijima kakvi su
koristeni kod analize plakova. Nije nadeno statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina asimptomatski (bez

simptoma i stari simptomi zajedno) i simptomatski (svjezZi simptomi), p=0,268.
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Grafikon 4.3-6. Povezanost plazmatske razine endotelne lipaze sa simptomima nakon pregrupiranja bolesnika u
skupine bez simptoma, svjezi simptomi i stari simptomi. Nadena je znacajno niZa razina plazmatske razine EL kod
skupine bez simptoma (388,39+£133,6 ng/mL) u usporedbi sa skupinama svjezi simptomi (474,9+147,5 ng/mL,
p=0,048) i stari simptomi (516,26+145,3 ng/mL, p=0,015). Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike izmedu skupina
svjezi simptomi i stari simptomi (p=0,459)
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5. RASPRAVA

5.1. Klini¢ke karakteristike bolesnika

5.1.1. Dob, spol i ¢imbenici rizika za aterosklerozu

Prosje¢na dob ispitivanih bolesnika (66,9 + 8,7 godina) kao i odnos spolova (muski:zenski =
65,2:34,8%) sli¢na je prosje¢noj dobi i odnosu spolova bolesnika ukljuc¢enih u NASCET
studiju (prosje¢na dob 65 godina, muski:Zenski = 69:31%).*° Bolesnici ukljuteni u nasu
studiju u vecem su postotku imali arterijsku hipertenziju (87,9% vs. 61%) koja je dokazano
najznadajniji &imbenik rizika za aterosklerotsku bolest karotidnih arterija.>* Tako visoki
postotak hipertonic¢ara u nasoj studiji nije iznenadujuci. U studiji Systolic Hypertension in the
Elderly Program (SHEP) arterijski je tlak bio najznacajniji predskazatelj stenoze karotidne

arterije’®® g

to je u skladu s epidemioloskom Framinghamskom studijom koja je takoder
pokazale povezanost izmedu arterijske hipertenzije i ateroskleroze karotidnih alrterija.192 U toj
studiji naden je dva puta vecéi rizik za stenozu karotidne arterije za svako povecanje tlaka za
20 mmHg. U studiji Rodgersa i suradnika dokazana je linearna veza izmedu arterijske
hipertenzije i ucestalosti CVI-a.*** U metaanalizi objavljenoj u ¢asopisu Lancet 1990. godine
pokazano je da za svaki porast sistolickog tlaka od 10 mmHg rizik za CVI raste za 30-45%.%*
U ovom istrazivanju bolesnici su takoder imali vedu ucestalost hiperlipoproteinemije U
usporedbi s NASCET studijom (78,8 vs. 37,0%) $to je najveéim dijelom rezultat strozih
kriterija za definiciju hiperlipoproteinemije. Do sada nije nadena tako ¢vrsta povezanost
izmedu hiperlipoproteinemije s CVI-om kao §to je dokazano za koronarnu bolest srca.'® U
metaanalizi 45 prospektivnih studija (450,000 osoba) nije nadena veza izmedu
hiperkolesterolemije i CVI-a.>®> S druge strane, u Women’s Health Study (WHS), gdje je
ukljuceno 27,937 Zena starijih od 45 godina, dokazano je da je LDL-kolesterol snazan rizi¢ni
&imbenik za CVI.™*® U najvecoj metaanalizi (61 studija, uklju¢eno 900,000 ljudi u dobi od 40
do 59 godina) ukupni kolesterol je utvrden kao rizi¢ni ¢imbenik za CVI, ali ne kao neovisan
veé povezan s arterijskom hipertenzijom.’” Kod bolesnika sa stenozom karotidne arterije

atorvastatin je doveo do 33%-tnog smanjenja ucestalosti CVl-a i 56%-tnog smanjenja potrebe
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za karotidnom revaskularizacijom.”” U Heart Protection Study (HPS) dokazano je da statini
zaustavljaju progresiju te ¢ak dovode i do regresije karotidne ateroskleroze.”® Obzirom na
relativno slabu i dvojbenu povezanost izmedu hiperlipoproteinemije i karotidne bolesti te
snaznog uc¢inka statina na smanjenje ucestalosti CVI-a i smanjenje plaka kod bolesnika s
aterosklerotskom boles¢u karotidnih arterija, moze se zakljuciti da nije vazan samo ucinak
statina na kolesterol ve¢ su vazni i njihovi pleiotropni u¢inci.

Seéernu bolest imalo je u ovoj studiji ukupno 20 bolesnika (18 bolesnika tip 11, 2 bolesnika tip
I) odnosno 30% S§to je neSto veca ucestalost nego u NASCET studiji (23%), dok je
intoleranciju glukoze imalo 15 bolesnika (22,7%). U tih je bolesnika nadena zna¢ajno manja
razina HDL-a (1,2140,25 vs. 1,43+0,46 mmol/L, t test, p=0,026) $to je u skladu s dosadasnjim
saznanjima o povezanosti dijabetesa i aterogene dislipidemije. Ti su bolesnici imali i znac¢ajno
vecu ucestalost metabolickog sindroma (77,1%). U vise studija jest dokazana povezanost
Se¢erne bolesti i zadebljanja intime karotidne arterije kao i progresije karotidne bolesti.*%: 1%
Medutim, sama stroga kontrola glikemije nije dovoljna za smanjenje cerebrovaskularnog
rizika $to je velikim dijelom povezano s istovremenom prisutno$éu drugih ¢imbenika rizika,
aterogenom dislipidemijom i metaboli¢kim sindromom. U studiji United Kingdom Transient
Ischemic Attack (UK-TIA) dokazano je da je lijeCenje arterijske hipertenzije u dijabeticara
vaznije nego kontrola glikemije.?®® Kod bolesnika s tip II §eéernom boledéu, koji su imali
normalnu koncentraciju LDL-a, 10 miligrama atorvostatina dnevno povezana je sa
smanjenjem kardiovaksularnog rizika za 37% i rizika za CVI1 za 48%.%°

Pusaca je u nasoj studiji bilo 30 (45,5%) od kojih su 18 (27,3%) bili aktivni pusaci cigareta.
To otprilike odgovara postotku pusaca u NASCET studiji (31%). Pusenje je dokazan znacajan
¢imbenik rizika za stenozu karotidne arterije. U studiji Howarda i suradnika nadeno je da
pusaci imaju 50%, a bivsi pusaci 25% vecu ucestalost pogorSanja aterosklerotske bolesti
karotidne arterije u odnosu na nepusace.’®* U Framinghamskoj studiji ekstrakranijalna
aterosklerotska bolest karotidnih arterija korelirala je s ukupnim brojem popusenih cigareta.™®
| u studiji Cardiovascular Health Study (CHS) jasno je utvrdena povezanost izmedu pusSenja i

stupnja stenoze karotidne arterije.?*
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5.1.2. Terapija bolesnika

U studiji su 53 bolesnika (80%) lije¢ena antihipertenzivnom terapijom za razliku od NASCET
studije gdje je antihipertenzivnom terapijom lijeCeno 60% bolesnika. Najcesc¢e koriSteni
antihipertenzivi u nasoj studiji bili su ACE inhibitori i blokatori angiotenzin Il receptora
(ukupno 65,1%) te blokatori kacijskih kanala (43,9%). LijeCenje arterijske hipertenzije
pokazalo se korisno za smanjenje cerebrovaskularnog rizika. U metaanalizi od 40 studija
(188,000 bolesnika) zabiljezen je pad rizika za 33% za svako snizenje tlaka za 10 mmHg sve
do vrijednosti 115/75 mmHg, bez obzira na vrstu antihipertenziva kojim su bolesnici
lijeGeni.”® Zaititni u¢inak antihipertenzivne terapije prisutan je ¢ak i kod bolesnika koji
nemaju arterijsku hipertenziju kao $to je dokazano u studiji Heart Outcomes Prevention
Evaluation (HOPE) $to su autori objasnili blokiranjem direktnog u¢inka angiotenzina Il na
vazokonstrikciju, proliferaciju glatkih migi¢nih stanica i rupturu plaka.?®®

Iz tog razloga antihipertenzivna terapija preporucena je U smjernicama Americkog
kardioloskog drustva (American Heart Association — AHA) i Americkog drustva za mozdani
udar (American Stroke Association — ASA) za sekundarnu prevenciju CVI-a kod bolesnika s
ve¢ preboljenim CVITIA®* Medutim, kod simptomatskih bolesnika sa znadajnom
aterosklerotskom stenozom karotidne arterije upitan je povoljan ucinak antihipertenzivne
terapije zbog poremecene cerebralne autoregulacije s posljedicnom redukcijom protoka i
ishemijom mozga.”®® U najnovijim AHA/ASA smjernicama za lijedenje ekstrakranijalne
karotidne i vertebralne bolesti kod asimptomatskih bolesnika preporuca se antihipertenzivna
terapija da bi se odrzao tlak ispod 140/90 mmHg, dok su kod simptomatskih bolesnika
preporuke manje odredene. U tih bolesnika antihipertenzivna terapija je indicirana kod
bolesnika s arterijskom hipertenzijom (osim u hiperakutnoj fazi CVI-a), ali nije jasha granica
do koje bi trebalo, odnosno do koje bi se smjelo, spustati krvni tlak obzirom na opasnost od

mogucée ishemije mozga.?%

U na$oj studiji statinima je lijeCeno 45 bolesnika (68,2%) Sto je znaCajno vise nego u
NASCET studiji (13%). Tako velika razlika prisutna je prvenstveno zbog toga $to se
NASCET studija provodila od 1987. do 1996. godine kada statini jo§ nisu bili u rasirenoj
uporabi. Prosjecni ukupni kolesterol nelijecenih bolesnika bio je 6,1+1,33 mmol/L, a LDL
3,941,3 mmol/L $to je znacajno viSe nego Sto je preporucena ciljna razina LDL-a (<2,5
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mmol/L za asimptomatske i <2,0 mmol/L za simptomatske bolesnike) u AHA/ASA
smjernicama za lijeCene aterosklerotske karotidne bolesti.’®® Bolesnici koji su lijeceni
statinima imali su prosje¢ni ukupni kolesterol 4,9+1,3 mmol/L, a LDL 2,9+1,3 mmol/L §to je
znatno blize ciljnoj razini prema navedenim smjernicama.

Acetil-salicilnom kiselinom (ASK) lijeceno je 44 bolesnika (66,7%) dok je od preostalih 22
bolesnika 10 bolesnika imalo neku od kontraindikacija za uzimanje ASK. Simptomatski
bolesnici lije¢eni su s ASK u 79,2 % slucajeva, dok su asimpomatski bolesnici lije¢eni s ASK
u 59,5% slucajeva. U navedenim aktualnim smjernicama za lijeCenje aterosklerotske bolesti
karotidnih arterija preporuca se antiagregacijska terapija kod svih bolesnika®®® bez obzira na
207

simptome iako kod asimptomatskih bolesnika korist nije jasno dokazana.
nije bilo razlike u razini CRP-a (5,2 +2,5 vs. 2,6 £2,7 ug/mL, t-test, p=0,171) i IL-6 (3,4 +2,8

U naSoj studiji

vs. 2,8+6,7 pg/mL, t-test, p=0,703) medu bolesnicima koji su lije¢eni u odnosu na one koje
nisu lijeeni s ASK §to smo ocekivali obzirom na protuupalni ué¢inak ASK. Dosadasnje
studije pokazale su dvojbene rezultate o utjecaju ASK na CRP. Kod bolesnika sa stabilnom
anginom 300 mg aspirina dovodi do 29%-tne redukcije hsCRP-a.”%® U studiji Woodwarda i
suradnika dokazano je da 75 mg ASK dovodi do znacajnog smanjenja CRP-a mjesec dana
nakon infarkta miokarda.?®® Za razliku od citiranih studija, utjecaj 100 mg ASK na razinu

CRP-a u plazmi nije dokazan u studiji Joynta i suradnika.?*°
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5.2. Analiza plaka

5.2.1. Klini¢ke karakteristike simptomatskih i asimptomatskih bolesnika

Rezultati nase studije pokazali su da izmedu simptomatskih i asimptomatskih bolesnika nema
znacajne razlike u klinickim karakterstikama ukljuujuéi dob, spol, ucestalost arterijske
hipertenzije, hiperlipoproteinemije, Secerne bolesti i pusenja. U simptomatskih bolesnika
zabiljezena je veca ucestalost bolesnika s povecanim opsegom struka prema Kriterijima IDF
za metabolicki sindrom (62,5% simptomatskih bolesnika u odnosu na 38% asimptomatskih
bolesnika; xz test, p=0,049). BMI bio je visi kod simptomatskih bolesnika (28,2 + 3,0 vs. 26,8
+ 3,0 kg/m?) ali bez statisti¢ke znacajnosti (Mann Whitney U test, p=0,085). Takoder je kod
simptomatskih bolesnika nadena veca ucestalost bolesnika s metabolickim sindromom
(66,7% vs. 47,6%), ali bez statisticki znacajne razlike (y test, p=0,113). Prema ranijim
radovima metaboli¢ki sindrom usko je povezan s aterosklerotskom boles¢u karotidnih arterija.
U radu Kawamota i suradnika nadena je povezanost aterosklerotske bolesti karotidnih arterija
s brojem &imbenika metabolitkog sindroma.®” Abdominalni oblik pretilosti neovisnan je
riziéni ¢imbenik za CVI odnosno TIA-u. U radu Wintera i suradnika rizik za CVI/TIA bio je
4,25 puta veci kod bolesnika koji su imali opseg struka u gornjoj tercili u usporedbi s
bolesnicima koji su imali opseg struka u donjoj tercili. BMI u toj studiji nije se pokazao kao
neovisni prediktor cerebrovaskularnih dogadaja.® U populaciji zdravih Zena u WHS studiji
(39,053 ucesnica) naden je 1,72 puta veéi rizik za ishemicki CV1 kod Zena s BMI >30 kg/m? u
usporedbi s onima koje su imale BMI <25 kg/m?. Sli¢no je nadeno i za muskarce u studiji
Physician's Health Study.”® U kros-sekcijskoj studiji Maksimoviéa i suradnika u 657
bolesnika sa znacajnom stenozom karotidne arterije 56% bolesnika imalo je metabolicki
sindrom. Ti bolesnici nisu se znacajno razlikovali u klinickim manifestacijama u usporedbi s
bolesnicima bez metabolikog sindroma.?™* U vise studija opseg struka se pokazao kao bolji
prediktor kardiovaskualrnih dogadaja od BMI. Primjeri takvih studija su studija
INTERHEART?? te studija International Day for the Evaluation of Abdominal Obesity
(IDEA) koja je ukljucila 168,000 bolesnika u dobi izmedu 18 i 80 godina gdje je pokazano da
povecanje opseg Struka za 14 cm kod muskaraca i 14,9 cm kod Zena povecava mogucnost
kardiovaskularne bolesti za 21-40%.”** Abdominalni oblik pretilosti povezan je s

214

dislipidemijom i inzulinskom rezistencijom.”™ Masno tkivo, osim §t0 je povezano s
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inzulinskom rezistencijom, lu¢i i razliCite upalne medijatore ukljucene u ateroskerozu i
destabilizaciju plaka.”*> Aterosklerotski karotidni plakovi simptomatskih bolesnika imaju
znaGajno vise upalnih stanica nego plakovi asimptomatskih bolesnika.” Medutim, u nagoj
studiji nije nadena razlika u razini upalnih medijatora (hsCRP, IL-6) u ovisnosti o0 prisutnosti
metaboli¢kog sindroma i klini¢koj manifestaciji bolesti. Uzrok moze biti $to se radi o kros-
sekcijskoj studiji gdje su lijekovi, ponajprije ASK i statini, mogli utjecati na razinu upalnih
medijatora.

5.2.2. Morfoloske karakteristike plaka i stupanj stenoze kod simptomatskih i
asimptomatskih bolesnika

U ovoj studiji nadena je znaCajna povezanost izmedu stupnja stenoze i morofloskih
karakteristika plaka s klinickim manifestacijama bolesnika. Visoko-znac¢ajnu stenozu (95-
99%) imalo je 19 simptomatskih bolesnika (79,2 %) te 19 asimptomatskih bolesnika (45,2 %)
Sto je statistidki znadajna razlika (ytest, p=0,027). Pedeset posto simptomatskih bolesnika
(12) i 26,2% asimptomatskh bolesnika (11) imalo je meke (hipochogene) plakove §to je
takoder statistidki znaGajna razlika (5 test, p=0,039). U ranijim studijama dokazano je da je
ultrazvuk korisna metoda za razlikovanje stabilnih od nestabilnih plakova, da je
hipoehogenost plaka potencijalni ultrazvu¢ni marker vulnerabilnosti plaka i prediktor
simptomatologije i da nalaz dobro korelira s upalnim pokazateljima.?® U studiji Dinga i
suradnika, plakovi simptomatskih bolesnika bili su uglavnhom hipoehogeni, a asimptomatskih
uglavnom hiperehogeni.®*” U studiji Northern Manhattan Study (NOMAS), plakovi
nepravilne i ulcerirane povrsine bili su vise povezani s pojavom CVI-a nego glatki plakovi.?
Nicolaides i suradnici objavili su da je kod 70-99%-tne stenoze karotidne arterije godi$nja
stopa ipsilateralnog CVI-a 2% kod hipoehogenih ili mjeSovitih plakova u usporedbi s 0,14 %
kod fibroznih (uniformno ehogenih) ili kalcificiranih plakova.?* Veza izmedu stupnja stenoze
karotidne arterije i simptomatologije nije tako jasna i nedvosmilna kako bi se to moglo
ocekivati. Uzrok je tome Cinjenica da je kriti€éno smanjivanje protoka kroz suZeno mjesto tek
jedan od nacina kako moze do¢i do pojave simtpoma. Puno vecu ulogu u pojavi simptoma
ima distalna embolizacija trombotskog materijala, a tu je kvaliteta i sastav plaka (odnos
fibrozne kape 1 kolesterolske srzi) i stupanj upale unutar plaka puno vazniji ¢cimbenik. Moze

se pretpostaviti da je stupanj stenoze vezan sa simpomatologijom jer su veéi plakovi koji
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uzrokuju znacajniju stenozu obi¢no i vulnerabilniji. U studiji NASCET nakon 18 mjeseci
medikamentne terapije bez revaskularizacije ucestalost CVI-a bila je 19% za stenoze od 70-
79%, 28% za stenoze od 80-89% te 33% za stenoze od 90-99% (kod okluzije se rizik
smanjuje).® U studijama ACAS i ACST, asimptomatski bolesnici sa stenozom od 60% do
80% imali su vecu uGestalost inzulta nego oni s veéim stupnjem stenoze™® ' Ipak,
medikamentna terapija u vrijeme tih znacajnih studija bila je znacajno inferiornija u usporedbi
s danasnjim standardima i zasnovana uglavnom samo na primjeni ASK. U ACSRS studiji
stupanj stenoze karotidne arterije ima prediktivnu vrijendost, ali tek u kombinaciji s

anamnezom kontralateralne TIA-¢ i kreatininom iznad 85 pmol/L.%

5.2.3. HistoloSke karakteristike plaka

U na$oj studiji nije nadena povezanost izmedu klinicke prezentacije 1 histoloSke slike plaka
indikativne na vulnerabilnost. Prema moguc¢im pokazetaljima vulnerabilnosti (oStecenje
fibrozne kape odnosno ulceracije povrSine, prisutnost tromba na plaku i krvarenje unutar
plaka) plakovi su podijeljeni u tri skupine: 1) Fibrozni plakovi (F) koji su bili bez oste¢enja
fibrozne kape, 2) ulcerirani nekomplicirani plakovi (UNC) s oSte¢enom fibroznom kapom, ali
bez tromboze i krvarenja i 3) ulcerirani komplicirani (UC) s oste¢enom fibroznom kapom,
krvarenjima i/ili trombozom. lako je 50% simptomatskih bolesnika (12) i 28,6%
asimptomatskih bolesnika (12) imalo UC plakove, razlika nije bila statisticki znacajna (y* test,
p=0,21). Ovi rezultati su u skladu s ranijim studijama koje su pokazale da nema stroge
ovisnosti izmedu histoloSkih karakteristika vulnerabilnosti plaka i1 klinicke slike odnosno

simptomatologije.?*®

Mogucéi razlozi za taj paradoks su: 1) nedostatak speci¢nih i senzitivnih
kriterija za vulnerabilnost plaka, 2) arteficijalno (laboratorijsko) ostecenje povrsine plaka, i 3)
¢injenica da neki bolesnici imaju nestabilne plakove koji se postupno stabiliziraju ne
uzrokuju¢i simptome. Osim toga, neki od ishemickih dogadaja su vjerovatno uzrokovani
embolijom iz srca i sa stijenke aorte. Transtorakalnom ehokardiografijom mozemo prepoznati
i iskljuciti neke, ali ne i sve bolesnike s izvorom embolusa koji nije iz karotidne arterije.
Nadalje, nije samo vulnerabilni plak taj koji bolesnika ¢ini vulnerabilnim ve¢ i vulnerabilna
krv, sklona trombozi, §to moze imati zna¢ajnu ulogu u ukupnom ishodu. U metaanalizi 21
studije Gollegdgea i suradnika pokazano je da je ulceracija plaka vidljiva u 48 %
simptomatskih bolesnika te 31% asimtpomatskih bolesnika (p=0,001).%* Medutim, krvarenje
unutar plaka nije se razlikovalo izmedu simptomatskih i asimtpomatskih bolesnika (48% Vs.
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50%) kao niti tromboza (40% vs. 35%). U vecini studija je pokazano da je kod simptomatskih

219

bolesnika fibrozna kapa tanja“™ te da je jaCe izrazena upala s veéim brojem makrofaga i T

limfocita.”® U studiji Seegera i suradnika nadena je veca koli¢ina slobodnih lipida u plaku®*
Sto zapravo dobro kolerira s ultrazvuénim nalazom hipoehogenih zona u plaku.??? Kod
simptomatskih bolesnika lipidna srz je smjeStena blize fibroznoj kapi i Sirina plaka je

manja.”?

lako je volumen fibrozne kape i lipidne srzi sli¢an kod simptomatskih i
asimptomatskih bolesnika, polozaj srzi i lokalano stanjenje fibrozne kape ukazuju na njenu
potencijalnu rupturu. U radu Fishera i suradnika u koji je uklju¢eno 241 bolesnik iz NASCET
i ACAS studije (128 asimptomatski bolesnik, 80 s ispilateralnim i 33 s kontralateralnim
simptomima) ulceracije su nadene u 36% simptomatskih i 14% asimptomatskih bolesnika
(p<0,001) dok je tromboza nadena u 44% ulceriranih plakova bolesnika s ipsilateralnim
simptomima u usporedbi s 14% ne-ulceriranih plakova simptomatskih bolesnika (p<0,005).
Kalcifikacije plaka nisu bile povezane sa simptomatologijom.?” Ulceracija plaka kompleksan
je proces koji ovisi o upalnim promjenama plaka s jedne strane te naglim promjenama
intraarterijskog tlaka s druge strane. Jedan od navaznijih ¢imbenika u upalnoj kaskadi su
metaloproteinaze ?* Makrofazi su lokalizirani na onom mijestu u plaku koji je izloZen
kroni¢cnom hemodinamskom stresu odnosno turbulencijama za razliku od glatkih miSiénih
stanica koje su vie lokalizirane na mjestu u plaku koji nije izloZen stresu.?®> Citokini su
takoder jade izraZeni u plakovima simptomatskih bolesnika.”® Aterosklerotski plak
predstavlja prokoagulantni supstrat odnosno moze potaknuti razvoj tromboze u krvnoj Zzili.
PAI-1, najvazniji inhibitor tkivnog plazminogen aktivatora, pojacano je izrazen u
aterosklerotskom plaku.??® Medutim, glavni protrombogeni ¢Gimbenik u plaku je tkivni faktor,
lokaliziran na mjestima pojacanog nakupljanja lipida, masnih stanica 1 kolesterolskih
kristala.”*’ Kod pucanja fibrozne kape tkivni faktor dolazi u interakciju s koagulacijskim

¢imbenicima poticuci vanjski put koagulacijske kaskade koja dovodi do stvaranja tromba.
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5.2.4. Ekspresija i lokalizacija endotelne lipaze u plaku

Dvanaest godina nakon otkrica EL joS uvijek se ne moze sa sigurnoS¢u reci, na temelju
sada$njih saznanja, da li EL ima proaterogenu funkciju, antiaterogenu funkciju ili njen utjecaj
na aterosklerozu nije znacajan. Temelj za teoriju 0 mogucem antiaterogenom ucinku EL jest
njen utjecaju na metabolizam LDL-a. Brown i suradnici pokazali su da je kod EL”" migeva
povecana koncentracija malih gustih Cestica LDL-a.'*? Povecana ekspresija EL dovodi do
poveéanog katabolizma odnosno smanjenja razine apoB lipoproteina u serumu.**® Ahmed i
suradnici pokazali su da je EL aktivnost nuzna za inhibiciju adhezijskih molekula putem
HDL-om posredovane aktivacije PPAR-o sustava.'®®

Veéina dokaza ipak ukazuje na proaterogeni utjecaj EL, premda nisu definirani najznacajniji
mehanizmi te eventualne proaterogenosti, te da li su oni viSe vezani uz bazi¢nu funkciju EL
(reverzni transport kolesterola), ili uz neenzimatsku funkciju EL i vezu s upalnim procesom u
plaku.

Rezultati imunohistokemije za EL u plaku u ovom istrazivanju dokazuju da je EL povezana
s aterosklerozom i njenom klini¢ki najznacajnijom fazom - destabilizacijom plaka i pojavom
simptoma. Kljuéni celularni element u plaku odgovoran za vezu izmedu upale, povecane
ekspresije EL i destabilizacije plaka je makrofag, stanica za koju se od ranije zna da svojim
djelovanjem i odnosom s ostalim vrstama stanica, upalnim citokinima i faktorima rasta
zauzima srediSnje mjesto u patogenezi destabilizacije plaka. Rezultati ovog istrazivanja

takoder podupiru dosadasnje spoznaje o vaznoj ulozi makrogafa u razvoju nestabilnog plaka.

Imunoflorescentno bojanje za EL bilo je prisutno u sloju endotelnih stanica i glatkih misi¢nih
stanica, ali najvise je bilo izrazeno u podrudju izmedu nekroti¢ne srzi i fibrozne kape plaka
gdje se dominantno nalaze makrofazi. Ta prostorna povezanost u plaku potvrdena je
kolokalizacijom imunoflorescentnog bojanja za EL i za anti-CD163, specifi¢ni biljeg za
makrofage.

Prema intenzitetu imunoflorescentnog bojenja plakovi su semikvantitativno podijeljeni na tip
A (slabiji intenzitet bojenja - do 25% stanica) i tip B (jaci intenzitet bojenja — vise od 25%
stanica). Od 66 plakova 31 je bilo tip A, dok je 35 bilo tip B. U skupini simptomatski bilo je
70,8% (17) tip B plakova, dok je u skupini asimptomatski bilo 42,9% tip B plakova (18) sto je
statisticki znacajna razlika ()(2 test, p=0,028). Nakon §to su bolesnici razvrstani u skupine 1)

bez simptoma, 2) svjezi simptomi i 3) stari simptomi zadrzala se statisticki znacajna razlika (xz
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test, p=0,038). Ucestalost plakova tip B u skupini bez simptoma bila je 27,5% (11/40), u
skupini stari simptomi bila je 58,3% (7/12), dok je najveca ucestalost plakova tip B nadena u
skupini svjezi simptomi (70,8%, 17/24).

Posebno je zanimljivo da, iako nije bilo statisticki znacajne veze izmedu histoloskog tipa
plaka (F, UC i UNC) i simptomatologije, nadena je zna¢ajna povezanost izmedu histoloskog
tipa i jacine imunohistokemijske reakcije za EL. Kod najkompleksnijih plakova (UC) koji
imaju ulceriranu povrsinu, krvarenja unutar plaka ili trombozu nadena je znacajno veca
ucestalost tip B reakcije (79,2%) u usporedbi s UNC plakovima (ulcerirani plakovi bez
tromboze i krvarenja) gdje je ta ucestalost manja (50%), a osobito u usporedbi s fibroznim
plakovima gdje je ugestalost tip B reakcije bila 33,3% (%, p=0,004).

Povezanost makrofaga s upalom, pojacanom ekspresijom EL i destabilizacijom plaka
dokazana je u vise radova, medutim, prema pregledanoj literaturi, do sada nije objavljen
klinicki rad koji bi pokazao vezu izmedu pojave simptoma ($to je klinicka prezentacija

nestabilnog plaka) i ekspresije EL u plaku.

Azumi i suradnici su na obdukcijskoj studiji dokazali da se EL ne proizvodi samo u
endotelnim stanicama, ve¢ 1 u makrofazima 1 glatkim miSiénim stanicama humanih
koronarnih arterija.'’? Bartels i suradnici utvrdili su da je EL mRNA i/ili protein u podru&ju
izmedu fibrozne kape i srzi karotidnog plaka u kolokalizaciji s makrofag-specifi¢cnim CD68
biliegom pri &emu su u studiju ukljudili iskljuivo simptomatske bolesnike.'®
Imunohistokemija za EL u tom je radu ucinjena za ukupno 6 plakova. Imunohistokemijska
reakcija bila je najizraZenija na granici izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srzi i poklapa se s
imunohistokemijskom reakcijom na CD68. Metodom in situ hibridizacije dokazano da je i EL
MRNA najvise prisutna na tom istom podrucju izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srzi. Kad su
bolesnici bili podijeljeli na tercile na temelju koli¢ine CD68 - mRNA u plaku odredene
metodom lancane reakcije polimeraze u realnom vremenu (eng. real — time polymerase chain
reaction) dokazana je pozitivna povezanost izmedu koli¢ine EL-mRNA i CD68-mRNA tako

da je EL-mRNA bila gotovo 7,1 puta viSe izraZzena u skupini s najviSom razinom CD68-

MRNA (p=0,006).

EL moze na vise nacina djelovati na fukciju makrofaga. U in vitro studiji s makrofazima
dokazano je da lipopolisaharid (LPS) putem Toll-like receptora-4 (TLR-4) povecava
ekspresiju EL-mRNA $§to dovodi do povecanog ulaska neoskidiranog LDL-a (nLDL) u
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stanice’® koji se, prema radu Krutha i suradnika,*® nakuplja u monocitima — makrofazima.

EL moguc¢e ima veznu funkciju (putem heparan-sulfat proteoglikana) izmedu nLDL-a i
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makrofaga te time sudjeluje u makropinocitozi nLDL-a. Statini, osim $to smanjuju ekspresiju
receptora Cistaca (eng. scavenger receptor — SR) na makrofazima, ulazak oksidiranog LDL-a i
oksidaciju lipoproteina, oni inhibiraju i ekspresiju EL uzrokovanu LPS-om kao i preuzimanje
nLDL-a.**® Upravo prisutnost TLR-4 jedna je od razlika izmedu makrofaga i endotelnih
stanica kojom se moze objasniti relativno vec¢i znacaj makrofagne EL u uznapredovalom

aterosklerotskom plaku.

Pojacana ekspresija EL moze dovesti do pojacanja upale u plaku na nadin da potice
produkciju citokina ili ulazak LDL-a u plak. Studija Kojma i suradnika pokazala je da EL
potice adheziju monocita na endotel, klju¢nu za pocetak i razvoj aterosklerotskog procesa,

kroz interakciju s HSPG (nekatalitidka vezna funkcija).'”

U tom radu je takoder dokazana in
Vivo pojacana ekspresija EL nakon stimulacije s LPS, i to u tkivima aorte, jetre, srca, pluca,
bubrega i slezene kao i u plazmi. To je znacajan dokaz da je EL ekspresija povecana u stanju
akutne sistemske upale $to je njena specificna karakteristika jer ostale dvije Clanice obitelji
lipaza (lipoprotein lipaza i hepati¢na lipaza) imaju smanjenu ekspresiju u stanjima upale.
Uslijed pojacane ekspresije EL u stanju upale dolazi do pada razine HDL-a u serumu $to se
tipicno 1 ina¢e moze vidjeti u upalnim stanjima za $to je barem djelomice odgovorna
povecana ekspresija EL. Medutim, osim tog sistemskog i1 lokalanog djelovanja na
metabolizam lipida, barem podjednako je vazna vezna funkcija EL koja dovodi do pojacane
adhezije monocita na vaskularni zid. Taj u¢inak moze se inhibirati heparinom koji dovodi do
oslobadanja EL s povrSine stanice (plazma nakon primjene heparina ima tri puta veéu
koncentraciju slobodne EL). Primjena heparinaze takoder inhibira adheziju monicita $to je

dokaz da se vezna funkcija EL odvija putem heparan-sulfat proteoglikana.

Dosadasnji radovi pokazali su da je odnos izmedu upale plaka i1 ekspresije EL dvosmjeran
odnosno da se ekspresija EL pojacava pod utjecajem upalnih medijatora, ali i da EL u plaku
sama po sebi pojacava upalnu kaskadu koja dovodi do destabilizacije plaka. Dobro je poznato
da se u aktiviranim makrofazima nalaze brojni citokini koji dovode do progresije lezije
pogorSavajuci endotelnu disfunkciju, aktivirajuci ostale upalne stanice u plaku ili stimulirajuci
proliferaciju glatkih migiénih stanica.”®® Neki od citokina i upalnih medijatora pojacavaju
ekspresiju EL u makrofazima. Razina EL-mRNA povecéana je u kulturi endotelnih stanica
koronarne arterije pod utjecajem citokina koji su povezani s aterosklerozom (TNF-a i IL-
1B).*® Odgovor EL na citokine ovisan je o koliGini citokina i javlja se u odgovarajuéem
vremenskom slijedu.’®® Oksidirani LDL takoder poveéava ekspresiju EL u humanim

monocitima/makrofazima.'*?
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Medutim, dokazani su i mehanizmi kojima EL pojacava upalni odgovor stimulirajuci
produkciju upalnih citokina. Svojom fosfolipaznom aktivnoséu EL cijepa HDL-PC
oslobadajuci slobodne masne kiseline (eng. free fatty acids - FFA) i lizofosfatidil kolin (eng.
lysophosphatidylcholine - lyso-PC) koji su sposobni modulirati upalni odgovor aktivacijom
mnogih gena ukljucujué¢i gene za adhezijske molekule zilnih stanica (eng. vascular cell
adhesion molecule-1 - VCAM1), E-selektin i IL-6 u kulturi humanih aortnih endotelnih
stanica (eng. human aortic endothelial cells - HAEC), dovesti do apoptoze te sluziti kao
energija za neovaskularizaciju.?*® U radu Qiu i suradnika dokazano je da endogena inhibicija
EL ekspresije kod makrofaga dovodi do smanjenje ekspresije proupalnih citokina TNF- a, IL-
6, IL-1PB, monocitnog kemotakti¢nog proteina-1 (eng. monocyte chemoattractant protein-1 -
MCP-1), te smanjene unutarstani¢ne koncentracije kolesterola i lyso-PC, razgradnog produkta
fosfatidilkolina koji nastaje kao produkt fosfolipazne aktivnosti EL.*®" Smanjenu ekspresiju
proinflamatornih citokina nakon blokiranja EL autori obja$njavaju smanjenom produkcijom
lyso—PC koji ima niz bioloskih proupalnih aktivnosti poput pojacavanja ekspresije 1L-8 i
MCP-1 u endotelnim i glatkim miSi¢nim stanicama te pojacavanja kemotaksije neutrofila,

monocita i limfocita kao i smanjenja produkcije FFA koje su aktivatori PPARy i NF-xB.?*°

Atorvastatin i simvastatin dovode do smanjene ekspresije EL u makrofazima na nacin
neovisan o reduktaznoj aktivnosti.*®® Oni inhibiraju uginak NF-kB, za kojeg je dokazano da

pojacava ekspresiju EL mRNA i proteina, ® §

to je jedan od moguéih mehanizama kako statini
smanjuju akumulaciju lipida u makrofazima neovisno o utjecaju na reduktazu (pleiotropni

ucinak).

lako je dokazano da EL ima utjecaj na razinu HDL-a u serumu, ostaje otvoreno pitanje
kakvu to ima ulogu na ukupni reverzni trasport kolesterola (RTK). EL pojacava efluks
kolesterola iz makrofaga krvnih zila putem enzima ABCAL za 63%, ali dovodi do 90%-tnog
smanjenja efluksa putem SR-BI §to posljedi¢no dovodi do smanjenja ukupnog efluksa
kolesterola iz stanica. Medutim, pod utjecajem EL dolazi do promjene sastava i fizikalnih
svojstava HDL-a i stvaranja manjih Cestica siroma$nih kolesterolom koji se brze

kataboliziraju.'*®

EL u jetri pak povecava preuzimanje HDL-kolesterola katalitickim i
nekatalitickim putem™’ za $to postoje dokazi i u animalnim studijama na genetski
modificiranim EL” miSevima.*® Pojatana ekspresija EL u endotelnim stanicama jetre dovodi
do povecanja jetrenog apoAl-katabolizma'®’ te do poveéanog prelaska HDL-kolesterola u
jetru putem SR-BI kao $to je vidljivo i u radu Nijstada i suradnika koji su na misevima

dokazali da je EL kljuéni regulator prelaska kolesterol-estera iz HDL-a u jetru.*®® Smanjujuéi
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efluks kolesterola iz makrofaga u HDL i povecavaju¢i efluks iz HDL-a u jetru, EL znac¢ajno
smanjuje ukupnu serumsku razinu HDL-a, ali nema veceg utjecaja na ukupni RTK Sto je i
pokazano u radu Browna i suradnika.®* U tom radu na HL/EL”" misevima (homozigoti koji
nemaju aktivnost niti HL niti EL) nadena je povisena razina HDL-a i povecan efluks
kolesterola iz makrofaga, ali je ukupni RTK (iz makrofaga u feces) bio nepromjenjen §to je
objasnjeno smanjenim klirensom HDL-kolesterola. Time se mogu djelomi¢no objasniti
dvojbeni rezultati studija na genetski modificiranim misevima koji nemaju EL. Moze se
predpostaviti da je za proaterogeni ucinak EL mnogo vaznija veza izmedu EL i lokaliziranog
upalnog procesa te vezna funkcija EL nego sama enzimatska funkcija EL.

Potencijalni najznacajniji mehanizmi putem kojih EL djeluje proaterogeno kao i mehanizmi

stimulacije ekspresije EL u makrofagu prikazani su na 5.2-1. (str. 80).
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Slika 5.2-1. Potencijali proaterogeni mehanizmi endotelne lipaze. Kratice: HDL — lipoprotein visoke gustoce
(eng. high density lipoprotein), SR-BI — receptor ¢ista¢ BI (eng. scavenger receptor BI), TNF-a — tumor
nekrotizirajuéi faktor-a, IL — interleukin, LDL — lipoprotein niske gustoce (eng. low density lipoprotein), NF-xB
- jezgreni faktori kapaB (eng. nuclear factor kB), HSPG — heparan-sulfat proteoglikan, HDL-PC — HDL
fosfatidilkolin (eng. HDL phosphatidylcholine), VCAM 1 - adhezijska molekula vaskularnih stanica (eng.
vascular cell adhesive molecule), MCP — 1 - monocitni kemotakti¢ni protein-1 (eng. monocyte chemotactic

protein-1.
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5.3. Plazmatska razina endotelne lipaze

Rezultati analize plazmatske razine EL odredene ELISA metodom u odredenoj mjeri Se
razlikuju od rezultata imunohistokemije EL u plaku. Zanimljivo je da nije nadena povezanost
izmedu ekspresije EL u plaku i plazmatske razine EL (tip A 448,75 +159,9 ng/mL vs. tip B
442.0 +137,9 ng/mL, T-test, p=0,868). Medutim, nadena je vrlo dobra povezanost izmedu EL
u plazmi sa simptomima bolesnika i to bez vremenske i lokalizacijske povezanosti s ciljnom
stenozom karotidne arterije. Nije bilo razlike u plazmatskoj razini EL zmedu bolesnika koji su
imali simptome izvan perioda od 4 mjeseca te bolesnika koji su imali simptome unutar 4
mjeseca u polju perfuzije karotidne arterije (p=0,459), ali su obje skupine imale znacajno visu
razinu EL u plazmi nego potpuno asimtpomatski bolesnici (p=0,015).

Ovo je do sada prvi rad koji je usporedivao EL u plazmi simptomatskih i asimptomatskih
bolesnika s aterosklerotskom boles¢u karotidne arterije. U radu Badellina na populaciji
zdravih pojedinaca s pozitivnom obiteljskom anamnezom preuranjene koronarne bolesti,
povecana plazmatska razina EL je bila povezana sa subklinickom koronarnom boles¢u srca.’
Ispitanici su prema plazmatskoj razini endotelne lipaze bili podjeljeni na kvartile.
Kalcifikacije koronarnih arterija mjerene CT—koronarografijom bile su najviSe izraZzene u
ispitanika koji su imali EL u najvisoj kvartili (p=0,003) ¢ak i nakon prilagodbe za dob, spol,
opseg struka, hormonsku nadomjesnu terapiju i poznate ¢imbenike rizika. U istom radu
dokazana je povezanost EL u plazmi s indeksom tjelsne mase (p=0,001), puSenjem (p=0,005)
i ¢imbenicima metaboli¢kog sindroma: opsegom struka (p=0,001), krvnim tlakom (p=0,001),
trigliceridima (p=0,004) i povisenom glukozom na taste (p=0,001). Nadena je statisticki
znacajna negativna Korelacija s razinom HDL-a (p=0,001) s time da se ta povezanost
prvenstveno odnosi na velike HDL cestice, dok je korelacija s malim HDL cesticama
pozitivna. Navedena razlika uzrokovana je hidrolizom fosfolipida s povrsine velikih Cestica
HDL-a pod utjecajem EL tako da u cirkulaciji ostaju male HDL cestice siromasne
fosfolipidima.

U drugom radu, ali na istoj skupini bolesnika, Badelino i suradnici pokazali su korelaciju
izmedu koncentracije EL u plazmi i upalnih pokazatelja kao Sto su topivi tumor-
nekrotizirajuci faktor receptor II (eng. soluble tumor necrosis factor receptor I1), ICAM 1 i
leptin. Kod 20 ucesnika studije provedena je eksperimentalna endotoksemija pri ¢emu je 12

do 16 sati nakon primjene bakterijskog lipopolisaharida doslo do porasta EL koncentracije za

80



2,5 puta.!”” Kod pretilih ljudi s metaboli¢kim sindromom dokazana je kroni¢na subklinika
upala koja moZe dovesti do porasta CRP-a,'"® a zatim i do pojacane ekspresije EL. Dokazano
je da adipociti luge razli¢ite citokine ukljucujuéi IL-6%*" i TNF-o % koji uzrokuju navedenu
sistemsku upalu niskog stupnja $to se manifestira pove¢anom plazmatskom razinom CRP-a i
IL-6.2*% Paradis i suradnici pokazali su na skupini od 74 pretilih ljudi (prosje¢ni BMI
ispitanika bio je 29,8+5,2 kg/m?, opseg struka 99,1+14,8 cm) da razina EL u plazmi korelira s
upalnim pokazateljima CRP-om (p=0,003) i IL-6 (p=0,004), s plazmatskom sekretornom
fosfolipazom tip Ila (SPLA2-11a) (p=0,0002) te s indeksima pretilosti.’”® Kad su ispitanici
dogovorno podjeljeni na skupine ovisno o razini CRP-a u plazmi od 1 mg/L nadeno je da je
najvisa razina EL kod ispitanika s metabolickim sindromom i CRP-om veé¢im od 1 mg/L, a
najmanja kod onih koji nisu imali metabolicki sindrom, a imali su CRP manji od 1 mg/L.
Takoder je nadeno da je EL u plazmi ¢vrsto povezana s upalnim pokazateljima neovisno o
visceralnom adipozitetu odnosno da je poviSena razina EL u pretilih ljudi povezana
prvenstveno s prate¢im proupalnim stanjem, a ne sa samim adipozitetom.

U naSem istrazivanju nije nadena znacajna korelacija izmedu plazmatske razine EL i indeksa
tjelesne mase (p=0,684), opsega struka (p=0,955), upalnih pokazatelja hsCRP-a (p=0,647) i
IL-6 (p=0,325), HDL-a (p=0,175) i LDL-a (p=0,687) $to je u suprotnosti s o¢ekivanjem na
temelju rezultata Badellina i suradnika.'®® Odgovor moguée lezi u &injenici da je nase
istrazivanje provedeno na drugacijoj populaciji ispitanika, a to su bolesnici koji imaju
dokazanu znacajnu karotidnu bolest odnosno uznapredovalu aterosklerotsku bolest. Osim
toga, velik dio nasih ispitanika kod uklju¢ivanja u studiju ve¢ je Koristio razli¢ite lijekove koji
su direktno ili indirektno mogli utjecati na ekspresiju EL u plaku i plazmatsku razinu EL. Nije
zabiljezena povezanost sa statinom odnosno ASK, ali je nadena znacajno veca razina kod
bolesnika koji su bili lijeceni ACE inhibitorima (487,1+157,6 ng/mL) u usporedbi s onima
koji nisu (395,35£120,7 ng/mL; t-test, p=0,018). Bolesnici koji su lije¢eni kalcijskim
blokatorim imali su takoder viSu razinu EL u plazmi (491,0+158,5 ng/mL u usporedbi s
412,6+133,2 ng/mL), a razlika je bila na granici znacajnosti (t-test, p=0,052).

U naSoj studiji 69% bolesnika lije¢eno je nekim od statina (atorvastatin 19 bolesnika,
simvastatin 23 bolesnika, fluvastatin 3 bolesnika) koji podizu plazmatsku razinu HDL-a na
nacin da reguliraju razli¢ite ¢imbenike koji sudjeljuju u revezrnom transportu kolesterola kao
§to su apo-Al, SR-BI, ili ABCAl. Nadalje, dokazano je za statine da smanjuju razinu

ekspresije EL*®

Sto ukazuje da je za povecanje razine HDL-a tijekom terapije statinom barem
jednim dijelom odgovorna snizena ekspresija EL. Uzimajuéi u obzir da je povecanje HDL-a

uz terapiju statinima rezultat pleiotropnih ucinaka statina na EL ovisni, ali i EL neovisni

81



mehanizam, te da su koriSteni razliCiti statini u razli¢itim apsolutnim i ekvipotentnim dozama,
logi¢no je zakljuciti da je u naSem istrazivanju nedostatak korelacije izmedu EL ekspresije u
plaku i plazmatske razine EL s razinom HDL-a upravo uzrokovan primjenom statina.
Zanimljivo je usporediti rezultate izmedu EL u plazmi i imunohistokemije u plaku. Nije
nadena statisticki znacajna razlika u plazmatskoj razini EL medu skupinama s tip A 1 tip B
plakom (tip A 448,75 £159,9 ng/mL vs tip B 442,0 £137,9 ng/mL, T-test, p=0,868). Kad se
odredivala povezanost izmedu simptomatologije i ekspresije EL u plaku odnosno plazmatske
razine EL primjec¢ene su odredene znacajne razlike. Klju¢na razlika prisutna je u skupini
bolesnika koji su imali simptome, ali izvan perioda od 4 mjeseca i bez lokalizacijske
povezanosti s ciljnom karotidom (skupina stari simptomi). U usporedbi s bolesnicima koji su
imali simptome unutar 4 mjeseca (skupina svjezi simptomi), nije bilo znacajne razlike u
plazmatskoj razini EL u plazmi, ali je nadena razlika u ekspresiji EL u plaku (jacu ekspresiju
je imalo 58,3% bolesnika iz skupine stari simptomi i 70,8% bolesnika iz skupine svjezi
simptomi. Na temelju toga mozemo zakljuciti da je EL u plazmi op¢i marker povecanog rizika
za cerebrovaskularne dogadaje neovisno o dotiénom plaku odnosno da razina EL ovisi o
cijeloj endotelnoj povrSini (i na dotiénom plaku i izvan njega). S druge strane, pozitivna
povezanost izmedu ekspresije EL u karotidnom plaku sa simptoma i s histoloSkim
pokazateljima vulnerabilnosti plaka ukazuje na potencijalnu ulogu EL u lokalnom upalnom
procesu, koji je kljuéni mehanizam destabilizacije plaka, na na¢in da sama aktivno sudjeluje,
poti€e i podrzava upalu. Ta lokalno povecana ekspresija ima utjecaja na destabilizaciju plaka i
pojavu simptoma, ali o€ito nema znacajnijeg utjecaja na porast EL u plazmi na koju veci
utjecaj imaju ¢imbenici koji djeluju na endotel cijelog arterijskog stabla. Tako smo u nasem
strazivanju nasli znacajno povisenu razinu EL u bolesnika s arterijskom hipertenzijom u
usporedbi s bolesnicima koji nisu imali hipertenziju (459,4+157,7 vs. 376,4+38,1 ng/mL; t-
test; p= 0,004). Bivsi i sadasnji pusaci imali su takoder poviSenu razinu EL u usporedbi s
nepusacima, razlika je gotovo dosegla statistiCku znacajnost (485,3+156,5 vrs 409,6+£132,8,
T-test, p=0,058).

U clanku Khera i suradnika nedavno objavljenom u asopisu New England Journal od
Medicine (NEJM)'?® utvrdeno je da je puSenje znalajni predskazatelj efluksa kolesterola
(p=0,004) s time da je nadena obrnuto proporcionalna veza izmedu kapaciteta efluksa
kolesterola i zadebljanja karotidne intime. Autori su pripisali negativni uc¢inak pusenja na
efluks kolesterola iz makrofaga oksidaciji apolipoproteina A-I, medutim moguce je da se

mehanizam odvija i preko pojacane ekspresije EL te posljedicnog blokiranja SR-BI.
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Ovisnost plazmatske razine EL o arterijskoj hipertenziji i puSenju nadena je i u ranijim
istrazivanjima u kojima je nadena i povezanost s drugim klasi¢nim &imbenicima rizika.*
Arterijska hipertenzija i pusenje ¢imbenici Su rizika koji mogu dovesti do oStecenja endotela i
endotelne disfunkcije s posljedi¢énim upalnim odgovorom, a time i s poja¢anom ekspresijom
EL. Tesko je objasniti, na temelju mehanizma djelovanja lijeka, zaSto smo kod bolesnika
lijeCenih ACE inhibitorima i kalcijskim blokatorima nasli povecanu razinu EL u plazmi.
Jedan od mogucéih razloga je da se radi o bolesnicima s tezim oblikom arterijske hipertenzije
ili s viSe ¢imbenika rizika koji su zbog toga imali viSe antihipertenzivnih lijekova (pretezno
blokatore kalcijskih kanala i ACE inhibitore).

U naSoj studiji nismo nasli povezanost izmedu EL ekspresije u plaku i serumskih pokazatelja
upale. To se moze objasniti profilom bolesnika koji su ukljuceni u studiju, a to su bolesnici
koji dokazano imaju uznapredovalu aterosklerotsku bolest na barem jednom mjestu
arterijskog stabla. Difuzna priroda ateroskleroze odnosno pojac¢ano otpustanje s vise razlictih
mjesta u arterijskom sustavu moze kod takvih bolesnika prikriti ucinak lokalno pojacane
proizvodnje upalnih citokina u dotiénom nestabilnom plaku te na taj nacin izbrisati razliku
izmedu bolesnika sa stabilnim i nestabilnim plakom. Razina hsCRP-a nije se razlikovala
izmedu skupina simptomatski i asimptomatski (Mann-Whitney U test, p=0,138 za hsCRP i
p=0,308 za IL-6), ali je u obje skupine bila visa nego u zdrave populacije. Prema rezultatima
velikih populacijskih studija, Centar za kontrolu bolesti 1 prevenciju americkog kardioloskog
drustva (American Heart Association - AHA) 2003. godine objavio je klinicke smjernice za
CRP prema kojem razina manja od 1 pg/mL predstavlja niski kardiovaskularni rizik, razina
od 1 do 3 pg/mL umjereni, a razina veca od 3 pg/mL visoki kardiovaskularni rizik u
kontekstu prisutnosti ostalih klasicnih &imbenika rizika.®® U Framinghamskoj studiji, na
populaciji od 591 zdravih muskaraca i 871 zdravih Zena tijekom 14-godiSnjeg pracenja osobe
s CRP-om u trecoj i Cetvrtoj kvartili (razina visa od 3 pg/mL) imali su dvostruki relativni rizik
za razvoj cerebrovaskularnih dogadaja. CRP nasih ispitanika bio je povisen, svrstavajuci ih u
kategoriju umjerenog i visokog rizika za razvoj kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih

dogadaja.

Mozemo zakljuéiti da se, kod bolesnika s uznapredovalom aterosklerozom, plazmatska razina

hs-CRP-om i IL-6 i da bi kao takva mogla biti koriStena kao dodati pokazatelj (uz klasi¢ne

¢imbenike rizika) u stratifikaciji bolesnika s osobitim rizikom za cerebrovaskularne (a
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moguce i kardiovaskularne) dogadaje. EL bi nam mogla pomoéi, poput CRP-a, u
identificiranju vulnerabilnog bolesnika odnosno onog koji je pod rizikom ne samo za
moroflosku 1 kini¢ku progresiju karotidne bolesti ve¢ za nezeljene cerebrovaskularne i
kardiovaskularne dogadaje. Pri tome znacajnija je njena uloga pokazatelja, dok je za samu
patogenezu ateroskleroze i konkretnu klini¢ku manifestaciju vaznija lokalizirana pojacana
ekspresija EL u nekom plaku koja ne mora nuzno dovesti do znacajnijeg povecanja
plazmatske EL. Ta ¢injenica zajedno s gore spomenutim rezultatom da nije nadeno razlike u
EL u plazmi izmedu tip A i tip B plakova govori u prilog hipoteze da je EL u plazmi
pokazatelj opceg cerebrovaskularnog rizika te da se ipak vjerovatno ne moze Koristiti u
stratifikaciji bolesnika s karotidnom stenozom koji bi imali koristi od CEA. Medutim,
bolesnici s uocenom karotidnom stenozom i povisenom plazmatskom razinom EL mogli bi
biti prepoznati kao bolesnici s poviSenim rizikom ukupnih cerebrovaskularnih dogadaja 1 kao
takvi biti lijeCeni s osobito strogim mjerama sekundarne prevencije odnosno agresivhom
medicinskom terapijom (npr. visoke doze statina neovisno o lipidogramu, dvojnu
antiagregaciju terapiju, antihipertenzivna terapija s ciljnim vrijednostima tlaka 120/70 mmHg,
lije¢enje rezidualnog rizika). Naravno da je ovo samo hipoteza za koju su potrebni dokazi
temeljeni na veéem prospektivnom istrazivanju.

Navedeni rezultati pokazuju da je EL u plaku pozitivno povezana s histoloskim pokazateljima
nestabilnosti plaka, ali i klinickom prezentacijom bolesnika. EL je u plaku pojacano izrazena
u makrofazima zahvaljujuéi lokalnim upalnim procesima. Medutim EL i sama aktivno
sudjeluje, podrzava i potice lokalni upalni milje u aterosklerotskom plaku. Obzirom da nam je
za odredivanje EL u plaku nuzna kirurSka ekstirpacija cijelog plaka u kojem ekspresija EL
moze biti lokalizirano povecana i ne mora predstavljati eventualno pojac¢anu ekspresiju EL u
ostalim dijelovima arterijskog sustava, razumljivo je da nam ta metoda ne moze posluziti kao
predskazatelj buduc¢ih cerebrovaskularnih dogadaja neovisnih o dotiénom plaku. Medutim,
stupanj ekspresije EL u plaku mogao bi biti novi korisni marker u histoloskoj odnosno
imunohistoloskoj klasifikaciji plaka u smislu stabilnosti/vulnerabilnosti, a osobito zato jer je u

pozitivnoj vezi i sa simptomima bolesnika koji su surogat nestabilnog plaka.
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6. ZAKLJUCCI
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1) Rezultati studije potvrdili su hipotezu da je EL jace izrazena u karotidnim plakovima

simptomatskih bolesnika u usporedbi s Kkarotidnim plakovima asimptomatskih
bolesnika. Obzirom da je za pojavu simptoma nuzna destabilizacija aterosklerotskog
plaka s erozijom ili ulceracijom povrsine plaka, trombozom na oSte¢enoj povrsini ili
krvarenjem unutar plaka te da u destabilizaciji plaka klju¢nu ulogu ima lokalni upalni
proces zaklju¢ujemo da postoji povezanost izmedu pojacane ekspresije EL 1 upalnog

procesa.

2) EL je pojacano izrazena upravo na mjestu u plaku gdje se najvise nalaze makrofazi, a

to je u podru¢ju izmedu fibrozne kape i nekrotine srzi S$to je potvrdeno
kolokalizacijom imunohistokemijske reakcije za EL i za specifi¢ne biljege makrofaga
(CD 163). Makrofazi su klju¢na efektorna stanica u procesu upale i destabilizacije
plaka. Oni pojacavaju upalni proces jednim dijelom 1 vlastitom pojac¢anom
ekspresijom EL na povrsini. EL dovodi do razgradnje HDL-fosfatidil kolina na
slobodne masne kiseline i lizo-fosfatidil kolin koji su sposobni modulirati inflamatorni
odgovor mnogih gena ukljucuju¢i gene za VCAMI, E-selektin, IL-6, dovesti do

apoptoze te sluziti kao energija za neovaskularizaciju.

3) EL izrazaj se pojacava sa stupnjem kompleksnosti plaka. Najmanje je izrazena u

fibroznim (stabilnim) plakovima, nesto jace u ulceriranim, ali nekompliciranim
plakovima (bez tromboze i krvarenja), a najjate u plakovima koji su ulcerirani te

imaju znakove tromboze odnosno krvarenja.

4) U ovoj studiji nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu klini¢ke slike i

histoloskog tipa plaka. Medutim, ultrazvuéni nalaz karotida bio je u statisticki
znaajnoj povezanosti s klinickom slikom; simptomatski bolesnici su c¢esée imali
visoki stupanj stenoze (95-99%) te su cesSce imali hipoehogene meke zone Kkoji su
pokazatelji vulnerabilnosti. Pri tome ipak treba uzeti u obzir potencijalni bias obzirom

a su istrazivaci koji su provodili ultrazvuk karotida imali uvid u klini¢ke podatke.
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5) Uzroci zasto nije bilo povezanosti izmedu histoloSke slike i klini¢ke prezentacije

6)

7)

8)

9)

mogu biti viSestruki. SadaSnji histoloski kriteriji za klasifikaciju 1 odredivanje
nestabilnosti plaka su manjkavi, nedovoljno odredeni, subjektivni odnosno ovisni o
istrazivacu. Arteficijalno (laboratorijsko) ostecenje povrsine plaka moze stvoriti dojam
ulceracije. Neki bolesnici imaju nestabilne plakove koji produ svoju vulnerabilnu fazu
subklinicki odnosno asimtpomatski. Nadalje, neki od ishemickih dogadaja su
vjerovatno uzrokovani embolijom iz srca i sa stijenke aorte. Nije samo vulnerabilni
plak taj koji bolesnika ¢ini vulnerabilnim ve¢ i vulnerabilna krv, sklona trombozi, $to

moze imati znacajnu ulogu u ukupnom ishodu.

Obzirom na dosadasnje spoznaje o medusobnoj dvosmjernoj povezanosti EL i
lokaliziranog upalnog procesa u plaku, te u ovoj studlji dokazanom pojacanoj
ekspresiji EL u plakovima simptomatskih bolesnika zaklju¢ujemo da bi se EL mogla

koristiti kao jedan od pokazatelja nestabilnog plaka, poput npr. metaloproteinaze.

Plazmatska razina EL povisena je kod bolesnika koji su imali neuroloske simptome u
usporedbi s asimptomatskim bolesnicima, bez obzira da li se simptomi vremenski
odnosno lokalizacijski mogu ili ne mogu povezati uz ciljni karotidni plak. Nadalje, EL
u plazmi nije bila u povezanosti s EL u plaku §to ukazuje da na razinu EL u plazmi ne
utjeCe povecana ekspresija na jedom lokusu ve¢ ona vjerovatno ovisi 0 ekspresiji na
kompletnom vaskularnom stablu. U tom smislu EL je odraz viSe generalizirane
ateroskleroze i moguéi opé¢i pokazatelj rizika za nezeljene cerebrovaskularne i
kardiovaskularne dogadaje (kao npr. CRP), a ne pokazatelj koji bi ukazao da je doti¢ni

aterosklerotski plak rizian za cebrovaskularni incident.

Niti EL u plazmi niti EL u plaku nisu bili u vezi s koncentracijom CRP-a i IL-6 u
plazmi §to bi se moglo ocekivati obzirom na rezultate prijaSnjih radova. Takoder, CRP
i IL-6 nisu bili veci kod simptomatskih bolesnika u usporedbi s asimptomatskim $to je
vjerovatno uzrokovano ¢injenicom da svi ukljuceni bolesnici po definiciji ve¢ imaju
uznapredovalu aterosklerozu. U prilog tome ide ¢injenica da bolesnici ukljuceni u

studiju imaju prosjecno visi CRP i IL-6 u usporedbi sa zdravom populacijom.

EL u plazmi nije ovisila o terapiji statinom odnosno ASK, ali je nadena znacajno veca
razina kod bolesnika koji su lijeceni ACE inhibitorima i granicno znacajna kod

bolesnika koji su lijeCeni blokatorima kalcijskih kanala. Te rezultate tesko je
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10)

11)

interpretirati obzirom na dokazani protuupalni u¢inak ASK i Cinjenicu da je za statine
dokazano da smanjuju razinu ekspresije EL. Jedan od moguc¢ih odgovora je upitno
redovito uzimanje lijekova, subdozirana terapija statinima (bolesnici nisu imali
postignute ciljne vrijednosti LDL-a isod 2.5 mmol/L) te moguénost da su za
pleiotropni ucinak statina potrebne vise doze od nih koji se primjenjuju za reguliranje
masnoc¢a. Tesko je objasniti, na temelju mehanizma djelovanja, zasto smo kod
bolesnika lijeCenih ACE inhibitorima i blokatorima kalcijskih kanala nasli poveé¢anu
plazmatsku razinu EL. Jedan od potencijalnih razloga je da se radi o kompleksnijim
bolesnicima s tezim oblikom arterijske hipertenzije ili s viSe faktora rizika koji su zbog
toga imali vise antihipertenziva (pretezno blokatore Kkalcijskih kanala i ACE
inhibitore).

Plazmatska razina EL povisena je kod bolesnika s arterijskom hipertenzijom i kod
pusaca. Dokazan negativni u€inak puSenja na efluks kolesterola iz makrofaga moguce
je uzrokovan pojacanom ekspresijom EL te posljedicnim blokiranjem SR-BI.
Arterijska hipertenzija i pusenje ¢imbenici Su rizika koji mogu dovesti do ostecenja
endotela i endotelne disfunkcije koja je povezana s upalnim odgovorom, a time

potencijalno i s poja¢anom ekspresijom EL.

Razina HDL-a u plazmi nije bila u vezi niti s ekspresijom EL u plaku niti s razinom
EL u plazmi $to je moguée uzrokovano Cinjenicom da je vise od 2/3 bolesnika bilo na
terapiji statinima koji podiZzu plazmatsku koncentraciju HDL na nacin da reguliraju
razli¢ite enzime Kkoji sudjeljuju u reverznom transportu kolesterola kao $to su apo Al,
SR-BI, ili ABCA1. Uzimajuéi u obzir da je povecanje HDL-a uz terapiju statinima
rezultat pleotropnih ucinaka statina na EL ovisni, ali i EL neovisni mehanizam, te da
su koriSteni razliciti statini u razli¢itim apsolutnim i ekvipotentnim dozama, moze se
zakljuciti da je nedostatak veze izmedu EL 1 HDL-a u naSem radu upravo uzrokovan

primjenom statina.

12) Plazmatska razina EL nije se zna¢ajno razlikovala u ovisnosti o indeksu tjelesne mase,

opsegu struka kao 1 prisutnosti tri ili viSe metabolicka ¢imbenika S§to se moglo
ocekivati na temelju ranijih radova gdje je kod pretilih ljudi nadena povisena razina
EL §to se objasnilo kronicnom upalom niskog stupnja. U ranijim radovima, naime,
dokazano je da adipociti luce razlicite citokine ukljucujuc¢i IL-6 i TNF-a i dovode do
poveéanja CRP-a i IL-6. Medutim, u radovima gdje je dokazana povezanost EL s

metaboli¢kim sindromom ispitivana populacija bili su zdravi muskarci s ¢imbenicima
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rizika dok su u naSoj studiji ispitanici imali dokazanu znacajnu karotidnu bolest
odnosno uznapredovalu aterosklerotsku bolest. Osim toga, velik dio tih bolesnika kod
ukljucivanja u studiju ve¢ su imali ukljucene razlicite lijekove koji su mogli direktno

ili indirektno mogli utjecati na endotelnu ekspresiju EL i koncentraciju EL u plazmi.



7.SAZETAK

Ateroskleroza je kroni¢na fibro-proliferativna i imuno-inflamatorna bolest arterija,
karatkerizirana endotelnom disfunkcijom, lokalnom oksidacijom cirkulirajucih lipoproteina,
njihovom akumulacijom u stijenku i aktivacijom gena za proinflamatorne citokine. Klinicka
prezentacija ateroskleroze nastaje uslijed destabilizacije plaka pod djelovanjem lokaliziranog
upalnog procesa. EL je nova ¢lanica skupine lipaza koja zbog svoje povezanosti s upalnim
procesom moze imati vaznu ulogu u destabilizaciji plaka. Njena ekspresija povecana je pod
utjecajem upalnih citokina, oksidiranog LDL-a i lipopolisaharida i to u makrofazima,
klju¢nom celularnom elementu destabilizacije plaka. S druge strane, EL ima adhezivnu ulogu
za monocite te svojom lipolitickom aktivno$¢u oslobada slobodne masne kiseline 1 lizo-
fosfatidilkolin koji aktiviraju upalne citokine. Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je istraziti
povezanost ekspresije EL u karotidnom plaku i plazmatske razine EL s klinickom slikom
bolesnika i s histoloskim izgledom plaka. U istrazivanje je uklju¢eno 66 bolesnika sa
znacajnom (>70%) unilateralnom stenozom karotidne arterije hospitaliziranih radi karotidne
endarterektomije. Bolesnici su podijeljeni na dvije osnovne skupine: 1) asimptomatski
bolesnici (n=42) i 2) simptomatski (n=24). Karotidna stenoza smatrana je simptomatskom
ako je bolesnik imao zaris$ni neuroloski simptom (CVI, TIA ili amaurosis fugax) unutar
perioda od 4 mjeseca koji po karakteru pripadaju podrucju ciljne karotide. Na temelju
histoloSke analize plakovi su prema svojim znacajkama nestabilnosti podijeljeni u tri skupine:
1) fibrozni (F) prekriveni glatkom luminalnom povr$inom, 2) ulcerirani — nekomplicirani
(UNC) s ulceriranom i tankom fibroznom kapom i 3) ulcerirani-komplicirani (UC) s
ulceriranom i tankom fibroznom kapomm, krvarenjem unutar plaka i/ili trombom.
Imunhistokemija je ucinjena sa ze¢jim klonskim anti-humanim protutijelim na CD163
(specificnim za makrofage) i sa ze¢jim anti-EL protitijelima. Ekspresija EL izraZena je
semikvantitativno kao: (A) slabije bojanje (0—25% stanica pozitivno) i (B) jace bojanje (>25%
stanica pozitivno). Plazmatska razina EL odredena je ELISA metodom u 55 bolesnika.

Rezultati: Simptomatski bolesnici ces¢e su imali visoko-signifikantnu (95-99%) stenozu

(p=0,027) te hipoehogene (meke) zone u plaku (p=0,039), medutim nije bilo znacajne razlike
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u histoloskoj slici (p=0,213). U F plakovima imunohistokemija za EL bila je slaba (tip A) i
smjeStena U endotelnom sloju i u stanicama unutar fibrozne kape. Kod UC plakova
imunohistokemija za EL bila je jaca (tip B) i smjestena izmedu nekroti¢ne srzi i fibrozne kape
gdje su se dominantno nalazili makrofazi. Jace EL imunobojanje (tip B) bilo je ¢es¢e kod UC
plakova nego kod UNC, a osobito F plakova (79:50:33%, p=0,004). Plazmatska razina EL
bila je izraZenija kod hipertonic¢ara (p=0,004) i pusaca (p=0,058) te kod bolesnika lije¢enih
ACE inhibitorima (p=0,018) i kalcijskim blokatorima (p=0,05). Nije bilo povezanosti izmedu
ekspresije EL u plaku i plazmatske razine EL. Korelacijskim testom nije nadena znacajna
povezanost plazmatske razine EL s hsCRP-om, IL6, HDL-om i LDL-om. U usporedbi sa
skupinom bez simptoma skupine svjezi simptomi (Simptomi unutar 4 mjeseca i Ssa
lokalizacijskom povezano$¢u s ciljnom karotidnom arterijom) i stari simptomi (preostali
simptomatski bolesnici) imali su znac¢ajno vec¢u plazmatsku razinu EL (p=0,011), dok izmedu

te dvije skupine simptomatskih bolesnika nije bilo razlike (p=0,459).

Potvrdena hipoteza da je EL jace izrazena u karotidnim plakovima simptomatskih bolesnika i
u histoloski vulnerabilnim plakovima ukazuje na njenu povezanost s procesom destabilizacije
plaka. Tu povezanost dodatno uc¢vrscuje i ¢injenica da je EL u aterosklerotskom plaku najvise
izrazena izmedu fibrozne kape i nekroti¢ne srzi odnosno na mjestu gdje su najzastupljeniji
makrofazi. U ovom radu nije nadena povezanost izmedu histoloske slike plaka i simptoma $to
je prisutno i u ranijim istrazivanjima i ukazuje na nedostatak dovoljno specifi¢nih i senzitivnih
kriterija kojima bi se mogla procjeniti vulnerabilnost plaka. Zna¢ajna povezanost EL i s
histoloskom slikom plaka i sa simptomatologijom upucuje da bi se EL potencijalno mogla
koristiti kao jedan od histoloSkih markera vulnerabilnosti plaka. Plazmatska EL bila je
povisena kod simptomatskih bolesnika bez obzira na vrijeme i lokalizaciju simptoma, a nije
bila povezana s ekspresijom EL u plaku. Navedeno ukazuje da na razinu plazmatske EL ne
utjeCe povecana ekspresija na jedom lokusu ve¢ ona mogucée ovisi 0 globalnoj endotelnoj
disfunkciji i opcenito pojac¢anoj ekspresiji u svim arterijama. Pusenje i arterijska hipertenzija,
¢imbenici Koji oste¢uju endotel na kemijski i mehani¢ki nacin i na taj naé¢in dovode do
endotelne disfunkcije, bili su pozitivho povezani s plazmatskom razinom EL. HsSCRP i IL-6
bili su iznad razine nadene kod normalne populacije, ali nije bilo ofekivane povezanosti s
klinickom prezentacijom S$to je vjerovatno uzrokovano ¢injenicom da svi bolesnici ve¢ imaju

uznapredovalu aterosklerozu. To implicira da je u toj fazi bolesti EL u plazmi osjetljiviji

pokazatelj rizika za cerebrovaskularne (a mozda i za kardiovaskularne) dogadaje nego hsCRP.
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8. SUMMARY

Atherosclerosis is a chronic fibro-proliferative and immuno-inflammatory artery disease
characterized by the endothelial dysfunction, local oxidation of circulating lipoproteins, their
accumulation in the vascular wall and activation of proinflammatory cytokine genes. Clinical
presentation of atherosclerosis is initiated by plaque destabilization due to a local
inflammatory process. EL is a new member of triglyceride lipase gene family which is likely
to have an important role in plaque destabilization by way of local inflammation. EL
expression is increased under the influence of proinflammatory cytokines, oxidized LDL and
lipopolisacharides in essential cellular agents of plaque destabilization, macrophages. On the
other hand, EL promotes monocytes/macrophages adhesion and cleaves HDL-
phosphatidylcholine (HDL-PC) into bioactive molecules, lysophosphatidylcholines (lyso-PC)
and free fatty acids (FFA) capable to activate inflammatory cytokines, via its phospholipase
Al activity. The main objective of this study was to evaluate the relationship between the
following: the expression of EL in human carotid atherosclerotic plague and serum level of
EL versus clinical presentation and degree of plaque instability. Final study population
included 66 patients with proven significant (>70%) unilateral stenosis of carotid artery
admitted for carotid endarterectomy (CEA). Patients were grouped as follows: 1)
asymptomatic group (42 pts) and 2) symptomatic group (24 pts). The carotid stenosis was
considered symptomatic if a patient had suffered a focal neurological symptom (ipsilateral
stroke, transient ischemic attack or monocular blindness), sudden in onset and referable to the
respective carotid artery within 4 months of CEA. Histological examination was performed in
order to find features indicative of plaque vulnerability. Plagues were defined as: 1) fibrous
(F) covered by a smooth luminal surface, 2) ulcerated non-complicated (UNC) with thin,
fissured or ruptured cap, and 3) ulcerated-complicated (UC) with thin fissured or ruptured
cap, intra plaque hemorrhage and/or thrombus. Immunohistochemistry was performed using
the rabbit clonal anti-human CD163 (specific for macrophages) and rabbit anti-EL antibody.
The expression of EL was evaluated on a semi-quantitative scale as follows: 1) (A) low
staining (0-25% positive cells), and 2) (B) high staining (>25% positive cells). EL plasma
protein levels were analyzed in 55 patients by ELISA method.

Results: Symptomatic patients more frequently had highly significant (95-99%) stenosis
(p=0,027) and echolucent zones in plaques (p=0,039), but there was no significant difference
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between the groups in histological features (p=0,213). In F plaques the EL immunostaining
was weak (typ A) and detected in endothelial layer and in cells within the fibrous cap. In
contrary, in UC plaques the EL immunostaining was more pronounced (type B) and localized
between the necrotic core and the fibrous cap where macrophages dominated. The intensity of
the EL immunostaining type B was most frequently observed in UC plaques, followed by the
UNC and F plaques (79:50:33%, p=0,004). EL plasma levels were significantly higher in
patients with arterial hypertension (p=0,004), smokers (p=0,058), patients taking ACE
inhibitors (p=0,018) and Ca blockers (p=0,05). EL plasma levels were similar in patients with
the EL immunostaining A and B (p= 0,378) and were not significantly correlated with hsCRP,
IL-6, HDL and LDL plasma levels. Compared to the no symptoms group the new symptoms
group (symptoms present within 4 month referable to carotid artery) and the old symptoms
group (other symptomatic patients) had significantly higher EL plasma level (p=0,011)

whereas the two symptomatic groups of patients showed no significant difference.

The confirmation of hypothesis that the EL is more expressed in carotid plaques of
symptomatic patients and in vulnerable plagues proves its connection with plaque
destabilization. This connection is also supported by the fact that EL is mostly expressed in
region between the necrotic core and the fibrous cap of vulnerable plaques where
macrophages dominate. In line with some previous studies, there was no correlation between
histological type and symptoms, which suggests the lack of sensitive and specific histological
criteria to confirm plaque vulnerability. The significant relationship between the EL
immunostaining and histologic features as well as the EL immunostaining and symptoms
suggests that EL could be used in future as one of the markers of plaque vulnerability. EL
plasma levels were increased in symptomatic patients irrespective to time of occurrence and
localization of symptoms. Furtermore, EL plasma levels were not associated with the intensity
of EL immunostaing within carotid plaques. This suggests that EL plasma level is not
significantly influenced by increased focal expression of the EL in one plaque. Rather it is
influenced by global endothelial disfunction and generally increased expression in all arteries.
Higher levels of EL plasma levels were found in patients with arterial hypertension and
smoking as two risk factors capable of inducing endothel disfunction, the former
mechanically and the latter chemically. HSCRP and IL-6 levels where higher than in healthy
population, but there was noconnection to symptoms, probably due to the advanced stage of
atherosclerosis. This implicates that EL plasma level is at this stage of disease probably a

more sensitive marker of cerebrovascular (and possible cardiovascular) events than hsCRP.
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10.4. Popis kratica

ABCA1l = adenozin-trifosfat vezajuci kasetni protein (eng. adenosine triphosphate —
binding membrane cassette trasport protein Al)

ACI = unutarnja karotidna arterija (lat. arteria carotis interna)

ApoB = apolipoprotein B

APTV = aktivno parcijalno trombplastinsko vrijeme

CDFI = obojeni dopler (eng. color doppler flow imaging)

CEA = karotidna endarterektomija (eng. carotid endarterectomy)

CEMRA = magnetska angiografija s kontrastom (eng. contrast enhanced magnetic

resonance angiography)

CETP = kolesterol-ester transferirajuci protein (eng. cholesterol ester transpher
protein)

CRP = C- reaktivni protein

CTA = komjuterizirana tomografija angiografija ( eng. computed tomography
angiography)

CVi = mozdani udar (eng. cerebrovascular insult)

DSA = digitalna subtrakcijska angiografija

EL = endotelna lipaza

FFA = slobodne masne kiseline (eng. free fatty acid)

HDL = lipoprotein visoke gustoce (eng. high-density lipoprotein)

HDL-PC = HDL-fosfatidil-kolin (eng. high-density lipoprotein phosphatidylcholine)

HsCRP = visoko senzitivni C-reaktivni protein (eng. high sensitiv C-reactiv protein)

HSPG = heparin sulfat proteo-glikan

IL-6 = interleukin-6

IL1-B = interleukin 1-B

LDL = lipoprotein niske gustoce (eng. low-density lipoprotein)

Lp-PLA2 = lipoprotein povezana fosfolipaza A2 (eng. lipoprotein associated

phospholipase A2

LCTP = lecitin-kolesterol acil-transferaza (eng. lecitin cholesterol acil-transpherase)
LPS = lipopolisaharid
MRNA = glasnicka ribonukleinska kiselina (eng. messanger ribonucleid acid)
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PV
RTK
SE
SR-B1
TG
TIA
TNF-a
VCAM

VLDL

112

protrombinsko vrijeme

reverzni transport kolesterola

sedimentacija

receptor ¢ista¢ B1 (eng. scavenger receptor B1)

trigliceridi

tranzitorna ishemicka ataka

tumor-nekrotiziraju¢i faktor-a

adhezijska molekula vaskularnih stanica (eng. vascular cell adhesive
molecule)

lipoprotein izrazito niske gustoce (eng. very low-density lipoprotein)
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