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1. UVOD

1.1. Ateroskleroza

Ateroskleroza je najceSée oStecenje arterija obiljezeno lokalnim
zadebljanjem intime koje se sastoji od umnozenih i izmijenjenih glatkih
misi¢nih stanica, makrofaga, lipida iz serumskih lipoproteina nakupljenih u
stanicama i izvan njih te umnoZenog veziva (kolagen, elastin,
mukopolisaharidi). Rije¢ ateroskleroza potje¢e od grckih rijeci ,athera“ §to
znaCi kasa (odnosi se na kaSasto omekSanu strukturu srediSnjih dijelova
ateroskleroti¢nih nakupina na stijenkama krvnih zila) i rijeci ,scleros® sto znaci
otvrdnuo ( odnosi na otvrdnuce ateroskleroti¢nih Zila) (1).

Jedan od najvaznijih izazova suvremene medicine je proucavanje
etiopatogeneze ateroskleroze. Njezine su posljedice danas glavni uzrok
smrtnosti stanovnika razvijenih zemalja svijeta. Zapoc€inje ve¢ u djetinjstvu,
sporo napreduje, a njezine KkliniCke manifestacije obi¢no se pojavljuju u
srednjoj ili kasnijoj zivotnoj dobi. Danas je dokazan mogudéi utjecaj brojnih
¢imbenika rizika na razvoj ateroskleroze. Sli€no ostalim kompleksnim
multifaktorskim i poligenetskim poremecajima, veliki je problem razgranicenje
izmedu genetske osnove i sekundarne komponente bolesti. Zbog toga je
potrebno naglasti da je ateroskleroza slozen poremecaj, odreden
interreakcijom brojnih gena s egzogenim ¢imbenicima rizika (2).

Razvoj molekularne genetike pokazao nam je da razliiti geni direktno
ili indirektno utje€u na cimbenike rizika vazne za razvoj ateroskleroze.
Mutacije gena mogu biti odgovorne za sintezu polimorfnih proteina koji na
razne nacine djeluju na razvoj ateroskleroze. Polimorfizam gena nije znacajan
rizik, ali u kombinaciji s raznim drugim utjecajima moze potaknuti ekspresiju
rizicnog fenotipa. Ono $to se u normalnim okolnostima odnosi samo na
mogucu nasljednu osobinu vezanu za polimorfizam jednoga gena, u drugim
okolostima moZe uzrokovati promjene koje su funkcionalno znacajne.
Patofiziologija ateroskleroze odnosno njezinih manifestacija obiljezena je
mjeSavinom akutnih dogadaja, kao Sto su ruptura plaka, tromboza i



vazokonstrikcija, koji pak djeluju na &imbenike u sklopu kroni¢nog procesa,
kao Sto su dislipidemija, hipertenzija, endotelna disfunkcija, Secerna bolest, te
sr€ana i zilna hipertrofija. Svaki od tih akutnih i kroni¢nih procesa ima svoje
vlastite genetske i okoliSne odrednice. Stotine, ako ne i tisuce molekula
doprinose ovim sloZzenim patofizioloSkim procesima i moze se ocekivati Siroki
raspon odgovora, koji odrzavaju promjenjivu ekspresiju ili funkciju ovih
molekula.  Bolje  razumijevanje  doprinosa  genetike  uobi¢ajenim
kardiovaskularnim bolestima snazno ovisi o preciznoj fenotipskoj procjeni (3).
Za mnoga mijerljiva svojstva (fenotipove) postoji jasna potvrda za
relativno jaki doprinos genetike u definiranju razina, na kojima se obi¢no
procjenjuje nasljednost. Za apoproteine i vrijednosti lipida nasljedna
uvjetovanost koleba izmedu 40-60%, $to znaci da genetski ¢imbenici odreduju
oko polovice interindividualnih razlika, a za ostatak su odgovorni okoliSni
Cimbenici (3). Jedina je iznimka od ovog plazmatski lipoprotein(a) [Lp(a)],
¢imbenik Cija je razina iznimno stabilna u osoba tijekom vremena, a nasljede
ga odreduje u mjeri vecoj od 90% (4). Zanimljivo, varijabilnost lokusa za
kodiranje samoga gena za apoprotein(a) [apo(a)] odgovoran je gotovo za
sveukupnu kolebljivost plazmatskog Lp(a) u normalnim populacijama (5).
Opcenito, razine riziénih ¢imbenika koronarne bolesti ovisne su kako o
okolisnim tako i o genetskim ¢imbenicima, a u vecine jedinki genetske inadice
imaju malen ili srednji utjecaj. Tako npr. pojedinac s visokim kolesterolom u
plazmi moze imati nekoliko naslijedenih alela koji povisuju kolesterol i djeluju u
kombinaciji, ili moze imati malo takvih alela, ali se hrani dijetom koja pogoduje
poviSenju kolesterola, no najceSée rije€ je o kombinaciji obaju utjecaja.
Teoretski, otkrivanje cjelovite liste genetskih varijanti koje je pojedinac
naslijedio, moze imati dijagnostic¢ku ili prognosti¢ku vrijednost, ali buduéi da
ima mnogo funkcijskih mjesta u svakom genu, te da neki od njih mogu
povecéavati rizik, drugi smanjivati rizik, a vrlo veliki broj gena ukljuen je u
gotovo svako obiljezje rizika, nejasno je hocée li otkrivanje nekolicine ili
nekoliko stotina funkcijskih mjesta unutar gena biti od bitne vrijednosti (6).
Neke studije ukazale su da odredeni genotipovi mogu biti predisponirajuéi za
povecanu pojavnost koronarne bolesti samo u odredenom okoliSu, pa se &ini
da ¢e razumjevanje ovih intereakcija imati veliku vaznost u istrazivanjima u

budu¢nosti, buduéi da one rasvjetljavaju patofizioloSke procese (7).



Koji ¢e biti doprinos molekulske genetike u buducénosti u lije¢enju
kardiovaskularnih bolesti teSko je predvidjeti. Dugoro€no, razumijevanije
etiologije bolesti u okolnostima geneti¢kih odrednica moZze biti korisno u
otkrivanju visokoriziénih pojedinaca i prilagodbi terapijskin postupaka
pojedinacnome genskom kontekstu.

1.1.2. Epidemiologija kardiovaskularnih bolesti

Ateroskleroza i njezine komplikacije vodeCi su uzrok smrtnosti u
razvijenim zemljama svijeta (8). Nema toénih podatka o ucestalosti
ateroskleroze. Uglavnom se epidemioloSki podaci odnose na klini¢ko
oCitovanje ateroskleroze tj. njezine najvaznije posljedice: koronarnu bolest
srca, cerebrovaskularnu bolest i perifernu vaskularnu bolest. Epidemiologija
bolesti srca i krvnih Zila u suvremenom svijetu postala je jednim od najbitnijih
podrucja epidemiloSkih istraZivanja zbog kljuénog udjela tih bolesti u
sveukupnom pobolu i smrtnosti. Po¢etkom 20. stolje¢a od sréanozilnih bolesti
umiralo je manje od 10% pucanstva, a danas od ovih bolesti u razvijenim
zemljama svijeta umire svaki drugi Covjek. Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije kardiovaskularne bolesti su vodeéi uzrok smrti u
svijetu. GodiSnje u svijetu od tih bolesti umire 16,5 milijuna ljudi, a od toga pet
milijuna u Europi. Vodec¢e mjesto zauzima ishemicka bolest srca s udjelom od
43,3% na razini svijeta i 48,1% u Europi te cerebrovaskularne bolesti s
udjelom od 32,9% na razini svijeta i 29,4% u Europi (8,9). Svjetska
zdravstvena organizacija procjenjuje na osnovi pracéenja demografskih
trendova, trendova mortaliteta i morbiditeta daljnji porast kardiovaskularnih
bolesti, posebice u zemljama u razvoju. U okviru studije globalnog optereéenja
bolestima medu 15 vodecih uzroka bolesti i ozljeda u svijetu 1990. godine
ishemiCna bolest srca nalazila se na petom mijestu, a cerebrovaskularna
bolest na Sestom mjestu. U procjenama za 2020. godinu predvida se medutim
da ¢e na razini svijeta ishemi¢na bolest srca nalaziti na prvom mjestu, a
cerebrovaskularna bolest na c&etvrtom mjestu (10). U Hrvatskoj su
kardiovaskularne bolesti takoder vodec¢i uzrok smrti. U 2001. udio
kardiovaskularnih bolesti u ukupnom mortalitetu iznosio je 53,6% (11). To



prakti€no znaci da je kod svakog drugog umrlog u Hrvatskoj uzrok smrti bila
jedna od bolesti cirkulacijskog sustava.

1.1.3. Ateroskleroza i éimbenici rizika

U zadnjih nekoliko desetlie¢a mnogi su istraziva¢i nastojali objasniti
patogenezu ateroskleroze. Pretpostavljeno je viSe teorija i hipoteza od kojih
nijedna u potpunosti ne moze objasniti slozeni patogenetski proces nastanka
ateroskleroze. Danas se smatra da je ateroskleroza specifi¢ni oblik kroni¢ne
upale koja nastaje medudjelovanjem plazmatskih lipida, stani¢nih komponenti
(monocita/makrofagka, T limfocita, endotelnih stanica i glatkih miSiénih
stanica) i ekstracelularnog matriksa staniéne stijenke (12). Dosadasnja
epidemiolo$ka istraZzivanja pokazuju da postoje brojni &imbenici rizika za
nastanak ateroskleroze. Uglavnom se specificne znacajke osoba i njihovih
Zivotnih navika povezuje s nastankom ateroskleroze.

Hiperlipoproteinemija je sigurno najbolje istrazen ¢imbenik rizika. U
mnogim je istrazivanjima dokazana povezanost povecane razine ukupnoga
kolesterola, poglavito lipoproteina male gustoc¢e (engl. Low Density
Lipoprotein, LDL), te smanjenje razine lipoproteina velike gusto¢e (engl. High
Density Lipoprotein, HDL) s povec¢anom ucestalosti ateroskleroze. S druge
strane lipoprotein srednje gustoce (engl. Intermediate Density Lipoprotein,
IDL), LDL i lipoprotein vrlo male gustoce (engl. Very Low Density Lipoprotein,
VLDL) dovoljno su mali da mogu ulaziti u stijenku arterije. Nakon $to se
procesom oksidacije kemijski promjene, ostaju zarobljeni u stijenci arterije i
tako doprinose procesu aterosklerozu (1).

Hipertrigliceridemija je vazna u procesu aterogeneze poglavito zbog
toga Sto je redovito povezana s LDL-om i HDL-om na nacin da potiCu
aterosklerozu. Mali gusti LDL, koji je iznimno aterogen, pojavljuje se u plazmi
kada razina triglicerida dosegne iznad 1,4 mmol/l. S druge strane visoka
razina triglicerida pracena je niskom razinom HDL-a (1). Apoprotein B (apo B)
je glavna komponenta LDL-a, IDL-a, VLDL-a i hilomikrona. Koncentracija apo
B izravna je mjera koncentracije aterogenih lipoproteina u plazmi. Taj je
parametar osobito koristan u bolesnika s hipertrigliceridemijom ili u onih s
normalnim LDL-om. Apoproteina A1 (apo A1) je glavna sastavnica HDL-a.



Niske vrijednosti apo A1, kao i niski HDL, povezani su s poveéanim rizikom
nastanka ateroskleroze(13).

Hipertenzija i puSenje su uz hiperlipoproteinemiju najvazniji ¢imbenik
rizika za nastanaka ateroskleroze. U svijetu 15-37% odraslog stanovnistva
ima hipertenziju, a prevalencija hipertenzije u osoba starosti od 60 i vise
godina raste i iznosi oko 50% (1). Procijenjena prevalencija pu$enja je 30-
40% (1).

Prekomjerna tjelesna tezina, poglavito abdominalni tip pretilosti,
udruzena s drugim kardivaskularnim ¢imbenicima rizika kao Sto su poviSeni
krvni tlak, hiperinzulinemija i inzulinska rezistencija, poremecena tolerancija
glukoze, povisena razina triglicerida, snizena razina HDL-kolesterola cine
metaboli¢ki sindrom. Glavna je vaznost metabolickog sindroma njegova
udruzenost s poviSenim rizikom nastanka kardiovaskularnih bolesti i tipa 2
Secerne bolesti (14).

Pozitivna obiteljska anamneza, muski spol, prijevremena menopauza i
uzimanje oralnih kontraceptiva, psiholoSki profil i nacin ponasanja, te
nedostatak tjelesne aktivnosti su prihvaceni kao €imbenici rizika za nastanak
ateroskleroze (1).

Secéerna bolest znadajno poveéava rizik nastanka kardiovaskularnih
bolesti. Kardiovaskularne bolesti, poglavito koronarna bolest srca, su glavni
uzrok pobola i smrti u osoba sa Secernom bolesti. Oko 80% osoba sa
Secernom bolesti umire od aterosklerotskih promjena krvnih Zila (15).
Patofiziologija aterosklerotskih promjena u osoba sa Secernom bole$éu
ukljuuje poremecaje endotela, trombocita i glatkih miSiénih stanica.
Metaboli¢ki poremecaji karakteristi¢ni za Secernu bolest poput hiperglikemije,
povecane razine slobodnih masnih kiselina i inzulinske rezistencije, izazivaju
odredene staniCne poremecaje koji pridonose ostecenju funkcije krvne Zile.
Dalje, ti poremecaji dovode do smanjenja bioraspolozivosti dusiénog oksidida
(engl. nitrit oxide, NO), poveéanja oksidativhog stresa, poremecaja prenosa
stani¢nih signala i poremecaja aktivacije receptora za uznapredovale produkte
glukozilacije (engl. receptors for advanced glycosilation end products, RAGE).
S druge strane, oSte¢ena funkcija trombocita dovodi do povecéenja razlicitih
protrombotskih Cimbenika. Svi ti stani¢ni poremecaji imaju za posljedicu



ubrzani razvoj ateroskleroze i njezinih komplikacija u osoba sa $ecernom
bolesti (16).

Porast prevalencije kardiovaskularnog morbiditeta i mortaliteta do kojeg
je u zadnijih sto godina doS$lo u razvijenim zemljama zapada, privlaci u zadnje
vrijeme posebnu pozornost. Brojne epidemioloSke, eksperimentalne i
intervencijske studije osvijetlile su mnoge, ali ne i sve nepoznanice. Mutacija
gena koiji bi bili odgovorni za tu promjenu, moze se gotovo sigurno kao mogudi
uzrok iskljuciti jer je do znacajnih promjena dos$lo u, za evoluciju, kratkom
periodu. Zivotne navike poput neadekvatne prehrane, nedovoljne tjelesne
aktivnosti, puSenje i stres su veéim dijelom odgovorne za povecanu
kardiovaskularnu smrtnost. Istrazivanja su pokazala da utje€uci na te vanjske
¢imbenike rizika znatno mozemo smanijiti kardiovaskularni morbiditet i
mortalitet (17). No, unatoC jednakoj izloZenosti tim vanjskim ¢imbenicima
rizika nisu svi pripadnici pojedinin  populacija izloZzeni jednakom
kardiovaskularnom riziku. Cini se da je ipak genetska struktura ogito
predisponirajuéi ¢imbenik da osoba oboli od nekog oblika kardiovaskularnih
bolesti uz nazo¢nost spomenutih vanjskih ¢imbenika. U prilog tome govore
rezultati da je rizik od razvoja infarkta miokarda sedam puta veéi u osoba Ciji
su roditelji imali infarkt (18).

Novije studije pokazuje da se ukupni kardiovaskularni rizik ne moze
objasniti samo tzv. tradicionalnim &imbenicima rizika kao $to su kolesterol,
trigliceridi, povien krvni tlak, puSenje i adipozitet (19) Tako je u zadnjih
nekoliko godina posebna pozornost usmjerena na tzv. male, nove ¢imbenike
rizika kao $to su C-reaktivni protein (CRP), homocistein, fibrinogen i Lp(a).
Prilikom proucavanja tih tzv. malih ili novih ¢imbenika rizika potrebno je vidjeti
postoji li povezanost tih ¢imbenika rizika s ukupnim kardivaskularnim rizikom.
Dalie je vazno razluditi je li ta povezanost uzro€na, je li rije¢ o biljegu
poremecaja ili samo o registriranom epifenomenu. Od praktiéne je vaznosti
moze li se promatrani ¢imbenik mijenjati i rezultira li njegova promjena sa
smanjenjem kardiovaskularnog rizika.

Upalni procesi mogu igrati zna¢ajnu ulogu u patogenezi ateroskleroze i
klinicke manifestacije aterosklerotskih bolesti. CRP cirkuliraju¢i je reaktant
akutne faze upale koji se povecava nekoliko puta tijekom upale ili ozljede
tkiva. CRP se primarno sintetizira u jetri, a njegovo oslobadanje je potaktnuto



interleukinom 6 i drugim proinflamatornim citokinima. Ovaj je protein, kao
moguci pretkazatelj aterosklerotskih bolesti u zadnjih nekoliko godina,
predmet intenzivnog istrazivanja (20). Neke su prospektivne epidemioloske
studije pokazale da CRP mozZe biti bolji pretkazatelj rizika prvoga
kardiovaskularnog dogadaja nego vrijednosti LDL-kolesterola (21). CRP je
znacajno povisen u aterotrombotskom plaku krvne Zile. Na tim mjestima dolazi
do pojacane fagocitoze LDL-kolesterola od strane makrofaga Sto je kljucni
proces u nastanku ateroskleroze (22). Nakon toga dolazi do pojacane
ekspresije intercelularnih adhezijskin molekula na endotelu krvnih Zila i time
pojaCanog nakupljanje cirkuliraju¢ih monocita u aterosklerotskom plaku (23).

Postoji hipoteza o mogucoj ulozi kronicne upale u patogenezi
ateroskleroze. Moguéi uzroCnici takve upale su mikroorganizmi poput
Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori i citomegalovirus. Dokazi
povezanosti mikroorganizama Clamydia pneumoniae i koronarne bolesti nesto
su &vrdéi nego za Helicobacter pylori i citomegalovirus. Cestice Chlamidia
pneumoniae nadene su u uzorcima koronarne arterektomije ali ne i u
normalnim sréanim krvnim zilama. Nacin na koji infekcije navedenim
mikoroorganizmima utje€e na razvoj aterosklerotskih promjena i dalje ostaje
nejasan (24).

Fibrinogen, slicno kao i CRP, je reaktant akutne faze upale koji se
znacajno poveceva tijekom infekcije ili ozljede tkiva. Fibrinogen osim znacajne
uloge u procesu koagulacije djeluje na regulaciju kemotaksije, adheziju i
proliferaciju stanica, vazokonstrikciju na mjestu ostec¢enja zilne stijenke, potice
agregaciju trombocita i utje¢e na viskoznost krvi. Sve to znacéajno pridonosi
razvoju aterosklerotskog procesa (25,26). Epidemioloske studije i metanalize
pokazale su znacajnu povezanost izmedu poviSene razine fibrinogena i
kardiovaskularnog pobola i smrtnosti (26,27).

PoviSena vrijednost homocisteina povezana je sa ¢eSéim nastupom
kardiovaskularnih bolesti. Procjene rizika u tih bolesnika bolja je u kriznim
(cros sectional) i retrospektivnim studijama prema prospektivnim kontroliranim
studijama (28). Glavni uzrok poviSenja razine homocisteina u plazmi je
nedostatak kofaktora vitamina B u prehrani. Genetski ¢imbenici takoder utjecu
na razinu ukupnog plazmatskog homocisteina. NajceSée razlog za to je

mutacija gena za enzim metilenetetrahidrofolatnu redukatazu (29). Primjena



folne kiseline kod ovog genetskog nedostatka ucinkovito reducira ukupni
homocistein, ali nije poznato smanjuje li ovo rizik od koronarne bolesti (30). To
pitanje postavljeno je u nekoliko randomiziranih, kontroliranih studija koje su u
tijeku.

Cimbenika rizika je Lp(a). Unato€ brojnim studijama in vitro, animalnim
pokusima te velikim epidemioloSkim studijama koje sve konkretnije upucuju na
njegovo mjesto u procesu aterotrombogeneze, ostaju brojna pitanja od kojih je
najvaznije njegovo klinicko znacenje i da li ga uopce treba odredivati. S druge
strane otvoreno je pitanje moze li se na njega terapijski utjecati. Je li ga uopce
i potrebno snizavati ako je samo bioloski biljeg poremecaja?

1.2. LIPOPROTEIN(a)

Kare Berg je 1963. godine otkrio poseban antigenski sastojak u LDL-u i
nazvao ga Lp(a) (31). Brojna epidemioloska i klini¢ka ispitivanja ucinjena 70-ih
i 80-ih godina pokazala su da je Lp(a) poseban genetski odreden lipoprotein,
te da postoji pozitivna povezanost izmedu koncentracije Lp(a) u plazmi s
koronarnom bolesti i aterosklerozom (32). Lp(a) se ubraja u podrazred LDL
lipoproteina s kojim dijeli zajedinicku gradu $to se tiCe sastava kolesterola,
fosfolipida i apo B. Molekulska je masa 350-900 kilodaltona (kDa), a za razliku
od LDL, Lp(a) u svojoj gradi sadrzi molekulu apo(a). Otkrice velike
podudarnosti apo(a) s plazminogenom potakla je intenzivna istrazivanja o
genetici i metabolizmu Lp(a), te njegovoj ulozi u aterotrombotskim bolestima.
Unato€ brojnim literaturnim podacima koji su akumulirani unatrag Ccetiri
desetlje¢a, to¢na fizoloSka uloga Lp(a) nije ustanovljena, kao §to nije potpuno
razjasnjen njegov utijecaj na aterosklerotski proces.

1.2.1. Fizikalno-kemijska svojstva lipoproteina(a)
Lp(a) priliéno nalikuje LDL-u. Sli¢i mu po svom lipidnom sastavu,

medutim omjer razine ukupnih lipida i proteina u njih se razlikuje (1:2,2 ;

1:3,5). Proteinski dio Lp(a) ¢ine samo dva proteina: apo B-100, s istim



obiljezjem kao §to ih ima apo-B u LDL-u i apo(a), koji je karakteristiCan samo
za ovu vrstu lipoproteina (33).

Razlike u fizikalno kemijskim svojstvima izmedu LDL-a i Lp(a)
prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Fizikalno kemijska svojstva €estica LDL-a i Lp(a)

_ LDL Lp(a)
Molekulska masa (Da) (2,9) x 10° (3,8-4,0) x 10°
Promjer (nm) 25,9+ 0,1 28,3+0,5
Gustoca (g/1) 1019 -1063 1006 - 1125
Vrijeme poloviénog
izlugivanja (dani) 23 304
Apolipoproteini apo B-100 apo B-100, apo (a)
Proteini (%) 26 - 31 17 -29
Slobodni kolesterol (%) 9 6-9
Esterificirani kolesterol (%) 40 - 43 35 -46
Trigliceridi (%) 4-6 4-8
Fosfolipidi (%) 20 - 22 17 - 24

Prilagodeno prema Lippi G i sur. (34)

Lp (a) ima veéu gustoCu, molekulsku masu, promjer i poluvrijeme
Zivota. Elektroforetska pokretljivost Lp(a) u agaroznom gelu u pre-p polozaju
sli¢na je VLDL-u, a pomocu ultracentrifugiranja u gradijentu gustoce izolirano
je nekoliko subfrakcija Lp(a). Razli¢ita gustoc¢a tih subfrakcija uzrok je da se
Lp(a) nalazi u podru¢ju od HDL-a do LDL-a (33). Biokemijska je struktura
veéim dijelom usporediva sa LDL-om, ali prisutnost visokoglukoziliranog
apo(a) povecava apsolutni i relativni udio ugljikohidrata. Relativha tezina



fosfolipida iznosi (17-24%), proteina (17-29%), esterificiranog kolesterola (35-
46%), slobodnoga kolesterola (6-9%) i triglicerida (4-8%) (385). Razlike u
sastavu ugljikohidrata u Lp(a) i LDL-a prikazuje tablica 2.

Tablica 2. Sastav ugljikohidrata u LDL-u i Lp(a)

Ugljikohidrati

_ LDL Lp(a)
(ug/ml proteina)
Heksoza 54,6 108,0
Heksozamini 28,2 84,0
Sijalinska kiselina 10,4 66,0

Prilagodeno prema Gaubatz YW i sur. (33)

Najzastupljeniji ugljikohidrati u Lp(a) su manoza, galaktoza,
galaktozamin, glukozamin i sijalinska kiselina, u priblizno molarnom odnosu
3:7:5:4:7. Oko 23% ukupne mase apo(a) pripisuje se N (dusSik)-glukozidima i
O (kisik)-glukozidima koji pridonose zna¢ajnom elektronegativnom potencijalu
Lp(a) Cestice (35). Sastav aminokiselina u apo B-100 iz Lp(a) gotovo je jednak
onom iz apo B-100 u LDL-u, ali se sastav aminokiselina apo(a) i apo B-100 iz
Lp(a) znacajno razlikuje. Apo (a) ima znacajno visi iznos prolina, triptofana,

tirozia, arginina, treonina i zna¢ajno manje lizina, fenilalanina i izoleucina (36).
1.2.2. Struktura lipoproteina(a)

Slika 1. prikazuje zamisljeni model Lp(a). Cestica je kuglasta oblika,
promjera 260 angstrema (A), a sastoji se od dva sloja. Jedna je hidrofobna
jezgra obogacéena esterima kolesterola i ne$to manje trigliceridima, a vanjski
sloj Cine fosfolipidi, sloj kolesterola i proteini. Lp(a) je makromolekula koja je
strukturno sliéna LDL-u, ali u svojoj gradi sadrzava visoko polimorfni

glukoprotein apo(a), koji je kovalnetno vezan na apo B-100 u LDL-u s



dvostrukom sulfidnom vezom (37). Pod elektronskim mikroskopom Cestica
Lp(a) izgleda tako da apo(a) pojasato okruzuje kuglastu ¢esticu LDL-a na koju

je svojim krajevima priévrSena na dva razlicita mjesta (38).
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Slika 1. Struktura lipoproteina(a)

Prilagodeno prema Koschinsky ML i sur. (37)
TG-trigliceridi; CE-kolesterol esterificirani, FC-slobodni kolesterol; PL-fosfolipidi; apo
B-apoprotein B; P-proteazni dio; S-S-disulfidna veza; 4,4.-petlja tip 4 1.10; 5-petlja 5

McLean i sur. su 1987. odredili to€nu strukturu apo(a) i pritom utvrdili
izuzetnu strukutrnu sliénost izmedu apo(a) i plazmonogena, i to u tri dijela:
pete petlje, Cetvrte petlje i proteaznog djela (39). Apo(a) je dio velike familije
koji u svojoj strukturi sadrzi proteine gradene od petlji nazvane kringl (K) po
danskom pecivu cringle koje su bogate cisteinom, koja osim plazminogena,
uklju€uje protrombin, faktor XllI, tkivni aktivator plazminogena (engl. tissuae
plasminogen activator, t-PA), urokinazu, protein koji stimulira makrofage i
faktor rasta trombocita (39).



Fibrinoliza je jedan od osnovnih obrambenih mehanizama kojima se
krvne Zile odrzavaju prohodnim. U plazmi se nalazi neaktivni protein
plazminogen, koji djelovanjem raznih aktivatora plazminogena postaje
serinska proteza-plazmin koja razgraduje fibrin. Shematski prikaz strukture

plazminogena prikazan na na slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz strukture plazminogena

Prilagoderno prema Lindsey i sur. (40)
Prikazana su mjesta cijepanja molekule (—) i aktivno mjesto na lakom lancu (e). Petlje su
oznacene s K. Na aminoterminalnom dijelu molekula zavrsava glutaminom (glu), a ako se

ofcijepi fragment s molekulskom masom 10 000, lizinom (liz).

Na aminoterminalnom dijelu zavrSava glutamiskom kiselinom (glu), a
ako se odcijepi fragment s molekulskom masom 10 000 zavrSava lizinom (liz).
S obzirom na to razlikujemo glu-plazminogen i liz-plazminogen. Ishodi$ni glu-
plazminogen aktivira se u dva stupnja. Cijepanjem veze nastaje dvolancani
glu-plazminogen, koji se sastoji od teskog i lakog lanca. Te8ki lanac ima pet
petlji oznacenih K1-K5. Na lizinskom dijelu aminoterminalnog dijela K4 nalazi
se vezno mjesto za fibrin. Laki lanac sadrzi serinski kataliticki dio (39).

Na slici 3. prikazana je shematska struktura Lp(a). Molekula apo(a)
vezana je dvosktukom sulfidnom vezom na LDL. Dio koji odgovara
aminoterminalnom dijelu i petllama K1-K3 plazmonogena, u apo(a) nije
prisutan. Aminoterminalni dio apo(a) zapoc€inje petljom K4 koja je jako sli¢ha
petlji K4 plazminogena i ponavlja se i do 36 puta. Cetvrta je petlja apo(a) po
sastavu aminokiselina u 75% do 85% slina Cetvrtoj petlji plazminogena.



Cetvrtu petliu slijedi petlia K5, koja je &ak u 91% sliéna petoj petlji
plazminogena. Apo(a) sadrzi i predio koji je u 94% sli€an proteaznom dijelu
plazminogena, ali kataliticka aktivnost koju ima plazminogen nije dokazana u
apo(a) (39).

 apolipoprotin a) vean 2 ipoproten malegusode (DL

Slika 3. Shematski prikaz lipoproteina (a)

Prilagodeno prema Lindsay i sur. (40)

Prikazano je mjesto gdje razni aktivatori imaju aktivni dio, a koji u Lp(a) usprkos velikoj
strukturnoj slicnosti nema liticku aktivnost (e). Prikazano je i mjesto vezivanja lipoproteina
male gustoce (LDL) za apoproteine pomocu apolipoproteina B (apo B). Petlja je oznacena s
K. Prikazano je da se u molekuli apo(a) Cetvrte petlje esto ponavijaju, a peta je petlja je samo

jedna.

Apo (a) u ljudi sadrzi deset osnovnih tipova Cetvrte petlie, oznacenih
kao K4 tip 1 do 10. Petlje K4 tip 1, K4 tip 3-10, K5 i proteazni dio prisutni su
kao pojedinacne kopije, dok se petlja K4 tip 2 ponavlja od 3 do vise od 40
identi¢nih kopija. Razli€iti broj ponavljanja petlie K4 tip 2 najvaznija je
odrednica razli¢itosti veli¢ine apo(a), Sto rezultira razli¢itim brojem izoformi u
ljudskoj plazmi, molekulske mase izmedu 300-800 kDa (41). Potencijalni kljuc
fizioloSkog djelovanja Lp(a) pripisuje se prisutnoScu lizin vezaju¢ih mjesta na
pojedinim petljama i njihovoj sposobnosti da djeluju na interakciju Lp(a) s



lizinskim ostacima na bioloSkim supstratima. Tako, petlia K 4 tip 10 ima
snazno lizin-vezaju¢e mjesto koje djeluje na inerrekaciju Lp(a) sa lizinskim
ostacima na bioloSkim supstratima kao $to su receptori na povrsini fibrina,
plazminogena, stanicama endotela i trombocita (42). Svaka apo(a) petlja
sadrzi najmanje jedno N-vezno glukozilacijsko mjesto, dok sekvencije koje
vezu susjedne petlje sadrze najmanje Sest O-veznih mjesta (43).

Lp(a) se, osim u veli€ini apo(a) izofirmi, razlikuje po lizin vezajuéim
svojstvima, sastavu lipida, uglikohidrata i apolipoproteina. S obzirom na
sastav apoliporoteina, dokazano je da osim apo(a) i apoB-100 sadrzi i 20%
apo E. Prisutnost apo E utjeCe na lipidnu strukturu i plazmatsku koncentraciju
Lp(a), kao i na sposobnost vezanja na LDL receptore. Lp(a) koji ne sadrzi apo
E je bogat esterima kolesterola, a siromasan tirgliceridima, a Lp(a), koji sadrzi
apo E, je bogat trigliceridima. Neke su studije dokazale udruzenost apo A-l s
Lp(a). Znacenje prisutnosti drugih apolipoproteina, osim apo(a) i apo B-100 s
obzirom na funkciju i metabolizam Lp(a), ostaje nepoznato (44).

1.2. 3. Sinteza i metabolizam lipoproteina (a)

Za razliku od drugih lipoproteina, o metabolizmu Lp(a) se joS uvijek
malo zna. lako je apo(a) otkiriven u plu¢ima, mozgu, nadbubreznoj Zlijezdi,
hipofizi, testisima, stijenci aorte i koronarnih arterija, najvjerovatnije se najveci
dio apo(a) prisutog u plazmi sintetizira u jetri. Prvo nastaje prekusor apo(a)
male molekulske mase, koji podlijeze daljnim metaboliCkim promjenama prije
nego Sto se izluci u zreloj formi u plazmu (45). Prvi korak u stvaranju apo(a) je
glukozilacija N i O-veza u endoplazmatskom retikulumu jetrenih stanica (46).
Potom dolazi do stvaranja viSestrukih disulfinih veza koje podlijezu ciklickom
preklapanjima u endoplazmatskom retikulumu (47). Nakon ovog sloZzenog
intracelularnog procesa, apo(a) se veze za apo B-100 koji se nalazi na
povrsini LDL-a, a zajedno ¢ine zrelu molekulu Lp(a). Nije sasvim jasno da li se
proces stvaranja zrele molekule Lp(a) dogada unutar same stanice, na
povrsni stanice, medustani¢no (intercelularno) ili u plazmi. Neka istrazivanja
upucéuju da se Lp(a) sintetizira intracelularno, a veci broj istrazivanja podupire
suprotnu hipotezu i ukazuje da se taj proces odvija ekstracelularno (48,49).

Proces se vjerovatno odvija u dva nivoa. PoCetna nekovalentna veza izmedu



petlie K4 tip 6 ili 7 u apo (a) i lizinskog ostatka u apo B-100 dovodi do
stvaranja nestabilnog rezerzibilnoga kompleksa, koji se nakon toga stabilizira
stvaranjem konacne disulfidne veze (50). Moguce mjesto kovalente veze
izmedu ova dva proteina nije sasvim jasno. Neke studije ukazuju da se ta
kovalentna veza dogada izmedu cisteinskog ostatka 4057 na petlji K4 tip 9 u
apo(a) i cisteinskog ostatka 4326 u apo B-100 (51). Druga istrazivanja ukazuju
da je sekvencija apo(a) koja odgovara petliama K4 tip 6-8, moguée mijesto
odgovorno za ovo djelovanje. Nije sasvim jasno da li se ovaj dio direktno veze
na apo B-100 ili poti¢e medudijelovanje drugih dijelova molekule apo(a) s
karboksilnim ostatkom apo B-100 (52).

Katabolizam Lp(a) je jo§ manje jasan nego proces nhjegove sinteze.
LDL receptori su minorno mjesto u katabolizmu Lp(a). To je potkrijeplieno
rezultatima kliniCkih opazanja prema kojima inhibitori 3-hidroksi-metilglutaril-
koenzima (HMG-CoA) reduktaze nemaju znacajan utjecaj na razinu Lp(a) u
serumu (53). Tomu u prilog govore rezultati Krafta i sur. koji su u skladu s
podatkom da je poluzivot Lp(a) u bolesnika s obiteljskom
hiperkolesterolemijom, dakle u osoba u kojih postoji defekt LDL receptora,
jednak onom u zdravih ispitanika (54). Lp(a) se veze na veliki broj alternativnih
receptora koji se nalaze na povrSini endotelnih stanica, makrofaga, fibroblasta
i trombocita. Nije sasvim jasno da li Lp(a) moze biti ucinkovito preuzet i
razgraden ovim alternativnim metaboli¢kim putevima (55). Keesler i sur. otkrili
su novi specifi€ni recepror za Lp(a)/apo(a) na povrSini makrofaga i pjenastih
stanica (56). Vezanje za ovaj receptor, koje je povecano na stanice koje su
prepunjene kolesterolom, poti€e preuzimanije i lizozomsku degradaciju Lp(a)
in vitro. Predio apo(a) koji odgovara petlji K4 tip 6-7 je najvjejovatnije
odgovoran za vezanje na ovaj receptor. Takvo vezivanje dovodi do
specifitnoga katabolicCkog puta za Lp(a), ali ne i za druge lipoproteine (56).
Prema eksperimentalnim rezultatima, u katabolizmu Lp(a) prvi je korak
proteolitiCka digestija N-terminalnog dijela kojom se potom oslobada, s apo(a),
prekriveno vezno mjesto za LDL receptor preko kojeg se molekula veze za
hepatocite. Preostali odcijepljeni dio razgraduje se djelovanjem proteaze koja
jos nije verificirana istrazivanjima in vivo (57). U prilog navedenom mehanizmu
govore rezultati koji ukazuju da molekula Lp(a) tretirana kolagenazom

dvostruko lakSe ulazi u hepatocite. Prema studijama na Zzivotinjama, uz jetru



koja je najvaznije mjesto katabolizma gdje se razgraduje vise od 60% ukupne
koli¢ine molekule, i bubreg znatno utje€e na razgradnju. To se temelji na
opazenoj bubreznoj arterijsko-venskoj razlici koncentracije Lp(a) (57).
ProteolitiCkom razgradnjom Lp(a) stvaraju se manji fragmentni, veli€¢ine od 85
do 215 kDa, koji se aktivno lu¢e u urin (58).

1.2.4. Genetska kontrola lipoproteina(a)

Gen za sintezu apo (a) nalazi se na koromosomu 6 (6926-27).
Polimorfizam ovoga gena odgovoran za viSe od 42% varijabilnosti koli¢ine
Lp(a) u serumu. Danas je poznato vise od 30 alela (59). Veliki broj alela na
ovom polimorfnom genskom Ilokusu odreduje veli¢inu izoformi apo(a).
Razli¢ita veli¢ina alela rezultira razliitim brojem ponavljanja sekvencija
oznacenih K4 tip 2. Najmanje 34 razliCite izoforme apo(a) otkrivene su u
ljudskoj plazmi, $to je najsnazniji uCinak pojedina¢nog polimorfizma jednoga
gena na plazmatske lipide (60). Prema Boerwinkleu i sur. varijacije ovog
genskog lokusa odgovorne su za 70-90% varijacija Lp(a) (5). Gen za apo(a)
povezan je s lokusom za plazminogen, koji se takoder nalazi na kromosomu
6. Gen za apo(a) je vrlo sli€an genu za plazminogen, tj. sadrzi sekvenciju koja
kodira plazminogensku petlju K5, a sekvencija koja kodira petlju K4,
viestruko se ponavlja. Gen za apo(a) ne posjeduje sekvencije koju posjeduje
gen za plazminogen, a koje kodiraju aminoterminalni dio i petlje K1, K2 i K3.
Unato¢ velikoj genetskoj sliCnosti, to¢kasta mutacija sekvencije apo(a) gena
za proteazni dio rezultira gubitkom katalitiCke aktivnosti Lp(a) (39).

Utvrdeni redoslijed od 4529 aminokiselin apo(a) otkriva visok postotak
podudarnosti tog proteina s &etvrtom petljom plazminogena. To vjerovatno
odreduje njegovu ulogu u zdravlju i bolesti (61). Gen za apo(a) star je viSe od
40 milijuna godina. Ranije se smatralo da se taj gen pojavio na kraju evolucije,
a da je prisutan samo u viSih primata i ljudi. Evolucijsku enigmu potencira
podatak da je nedavno apo(a) izoliran i u zivotinja i to kod jeZze i gvinejske
svinje koje su se u evolucijskom lancu javile ranije (62). Nejasno je zbog ¢ega
se Lp(a) tijekom evolucije gubi, a joS teze objasniti njegovo ponovno
pojavljivanje. Cini se da bi i objasnjenje moglo biti trajna prisutnost gena za

plazminogen s moguc¢no$c¢u dupliciranja i modificiranja.



Koncentracija Lp(a) u plazmi razlikuje se medu ljudima i do tisuc¢u puta.
To ga izdvaja od svih ostalih vrsta serumskih proteina. Plazmatska
koncentracija Lp(a) genetski je odredena, pokazuje velike individualne
varijacije i kreée se u Sirokom rasponu od <0,1-100mg/dl. Uoceno je da
koncentracija, ali i aterogenost, negativno koreliraju s molekulskom masom
apo(a). Tako je registrirana veca uc€estalost niskomolekularnih izofirmi apo(a)
u bolesnika s izrazenijim aterosklerotskim promjenama (57). Vaznost
genetske podloge u odredivanju razine Lp(a) vidi se i iz podataka o viSim
vrijednostima u djece Ciji su roditelji preboljeli infarkt miokarda prema onim s
negativnom obiteljskom anamnezom (63). Isto tako majke djece s razinom
Lp(a) u najvisem kvintilu distribucije imale su dvostruko ¢esce infarkt miokarda
u anamnezi (64). Plazmatska koncentracija Lp(a) je, prema studijama in vitro i
pokusima na zivotinjama, veéinom Kkontrolirana sintezom a manje
katabolizmom (65). Otprilike 90% varijabilnosti Lp(a) u plazmi pripisuje se
nasljednim sekvencijama koje se nalazi unutar ili su usko vezane uz apo(a)
gen. ToCan mehanizam koji odreduje plazmatsku razinu Lp(a) nije potpuno
jasan. Smatra se da veli€ina apo(a) igra glavnu ulogu u procesu stvaranja i
oslobadanja Lp(a) u plazmu, a brzina stvaranja Lp(a) slabo kolerira s veli€nom
polimorfizma gena (66). Druge sekvencije koje su usko vezane za apo(a) gen
su vjerojatno uklju¢ene u regulaciju sinteze apo(a). Naime, dokazano je da
apo(a) aleli jednake veli¢ine mogu rezultirati koncentracijom Lp(a) u plazmi
koja se razlikuju vise od 200 puta (67). Otkrice TTTTA pentanukleotidnog
polimorfizma u 5' kontrolnoj regiji apo(a) gena, jedno je od mogucih mjesta
koje ima snazni regulatorni utjecan na sintezu Lp(a). Niska je koncentracija
Lp(a) povezana s prisutnoSéu alela koji imaju manje od osam ponavljanja
TTTTA (68). Apo(a) gen je dio skupine gena koja se nalazi na kromosomu 6
(6026-27), a koja ukljuCuje sekvencije za apo(a), plazminogen i dva
pseudogena oznacena apo(a) srodni gen C i B. Sli¢nost medu sekvencijama
ovih gena je oko 70% (69). Za sada nije poznato imaju li pseudogeni C i B
neku bioloSku funkciju u ljudi. Velika slicnost u sekvencijama gena za apo(a) i
plazminogen s genima koji odreduju druge serinske proteaze ukazuje da ovi
geni, slicnom genetskom rekombinacijom, potje€u od zajedni¢kog prethodnika
(70).



Koncentracija Lp(a) razlikuje se medu rasama. NajviSa je u negroida,
manja u europeida, a najmanja u mongoloida (71). To se podudara s
opazenim rizikom od koronarne bolesti koji je najviSi u Afroamerikanaca, a
najmanji u Kineza u kojih je ¢eSc¢i cerebrovaskularni inzult u €ijoj patogenezi
neki drugi ¢imbenici igraju vazniju ulogu. Uz to se €ini da Lp(a) ima drugacije
svojstvo u Crnaca (72). U crnackoj populaciji krivulja distribucije ima pravilan
zvonolik izgled, a u Bijelaca ona ima nepravilan oblik s vrSnim vrijednostima
pomaknutim prema lijevom kraku krivulje. Jedan od mogucih razloga razli€ite
razine Lp(a) i razli¢itog aterogenog potencijala tumaci se razlicitom
distribucijom izoformi apo(a) u razli€itim etnickim skupinama. Shematska

struktura dviju izoformi razliite veli€ine prikazana je na sl. 4A i 4B.

Veliki R Apo (a) T
Apo (a) K IV. KV Proteaze K IV.
Tip 3-10 Tip 3-10
A B

Slika 4A i 4B. Shematski prikaz izoformi apo(a) razlicite veli¢ne (A- velika

izoforma apo(a); B-mala izoforma apo(a)

Prilagodeno prema Berglund i sur.(73)
K IV. Tip 1-Cetrvta petlja tip 1; apo A-apoprotein A; Apo B-apoprotein B; KV-kovalentna veza

Proteaze



U crnackim populacijama nadena je znatno veca zastupljeno izoformi

apo(a) srednje veli¢ine (71).

1.2.5. Steceni ¢imbenici koji utjec¢u na razini lipoproteina(a)

lako je plazmatska koncentracija Lp(a) dominantno pod genetskom
kontrolom, odedeni metabolic¢ki poremecaji i bolesti mogu utjecati na sintezu i
katabolizam Lp(a). Buduéi da se Lp(a) sintetizira u jetri, kroni¢ne bolesti jetre,
sa znacajno ostecenom funkcijom, povezane su sa znatno nizim vrijednostima
Lp(a) u plazmi (74). Male varijacije od oko 10%, javljaju se u stanjima u kojima
je prisutna pojac¢ana reparacija tkiva, pa se postavlja pitanje ne ponasa li se
Lp(a) kao reaktant akutne faze upale. Povezanost upale s razinom Lp(a)
pokazuju neka istraZivanja. Prema tim istrazivanima neki posrednici upale
poput interleukina-6 znacajno povisuju, a transformirajuci faktor rasta -1
(engl. transforming growth factor B3,TGF- B) i faktor nekroze tumora-a (engl.
tumor necrosis factor-a, TNF- a) snizuju razinu Lp(a). Suprotno tome drugi
citokini poput interleukina-2, interleukina-8, te faktora rasta hepatocita ne
utje€u na serumsku razinu Lp(a) (75). Povisena razina Lp(a) opazena je u
trudnoéi, u maratonaca, malignih bolesnika, nakon kardiovaskularnih
operacija, dakle u stanjima koja upucuju na njegovu mogucu ulogu u tkivnoj
sintezi i cijelijenu. SniZzena razina Lp(a) uo€ena je u bolesnika s cirozom jetre,
u septiCkim stanjima i opeklinama, a $to se moze objasniti disfunkcijom jetre,
hemodilucijom ili njihovom kombinacijom (57).

Utjecaj bolesti bubrega na razine Lp(a) u plazmi za sada nije potpuno
jasan. U urinu osoba s osteéenom funkcijom bubrega izolirani su razliciti
metaboliti apo(a), veli€ine izmedu 85 i 215 kDa. U tkivu bubrega nije izolirana
MRNA (eng. messenger Ribonucleic Acid) za apo(a), pa je za pretpostaviti da
je u plazma vjerovatno porijeklo ovih fragmenata (76). PoviSena plazmatska
razina Lp(a) nadena je u bolesnika s nefrotskim sindromom i zavrSnim
stadijem oSte¢enja bubrega, a transplantacija bubrega i dijaliza vrlo su
efikasne u smanjenu razine Lp(a) u plazmi (77,78). Sve skupa ukazuje da
bubrezi imaju znacajnu ulogu u metabolizmu Lp(a). Nije sasvim jasno je li
poviSena razina Lp(a) u osoba s ostecenom funkcijom bubrega posljedica
smanjenoga klirensa ili povec¢ane sinteze Lp(a) u jetri koja moZze biti potaknuta



selektivnim gubitkom proteina koja je prisutha kod nefrotskog sindroma
(57,79).

Metabolizam lipoproteina moze biti promijenjen u raznim hormonalnim
poremecajima. Spolni hormoni imaju imaju odredeni utjecaj na razinu Lp(a).
Lp(a) raste u postmenopauzi, a hormonska nadomjesna terapija snizava Lp(a)
i to je ve¢ potvrdeno kao terapijska mogucnost u nekoliko prospektivnih studija
(80,81). Testosteron i anabolni steroidi snizuju razinu Lp(a) u plazmi (82).
Bolesti S§titnjaCe utjeCu na metabolizam Lp(a) tako da su osoba s
hipertireozom zabiljezene nize vrijednosti Lp(a) u serumu, a koje se
normaliziraju nakon terapije (83). Suprotno u hipotireozi prati se poviSena
razina Lp(a) u serumu koja se snizava nakon postizanja eutireoze (84). U
bolesnika s akromegalijom primijecen je porast razine Lpa(a), koji se snizuje
nakon odgovarajuce terapije (85). PoviSena rizina Lp(a) registrirana je kao dio
metaboliCkih poremecaja u osoba s metaboliCkim sindromom (86).

Odredeni cimbenici iz okoline utje€u na razinu Lp(a) u serumu.
Umjerena tjelesna aktivnost nema znacajnijeg utjecaja na razinu Lp(a), dok se
kod intenzivhog i dugotrajnog tjelesnog optereéenja razina Lp(a) u serumu
povecava (87). Podaci o utjecaju razliCitih dijeta na razinu Lp(a) su
kontroverzni. Primjena standardnih dijetnih mjera lijeCenja nije pokazala
znacajniji utjecaj na razinu Lp(a) (88). Primjena posebnih dijetnih rezima koje
sadrZe jednostruko nezasi¢ene masne Kiseline povisuju, dok dijete obogacene
sa n-3 viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama snizuju razinu Lp(a) u
serumu (89). Umjerena konzumacija alkohola, poglavito crnog vina, povoljno
utjece na lipidni profil i sklonost oksidaciji i dovodi do snizenja razine Lp(a) u
serumu, a apstinencija u kroni¢nih alkoholi¢ara dovodi do porasta serumske
razine Lp(a) (90,91).

1.2.6. Razina lipoproteina(a) u osoba sa Secernom bolesti

Rezultati brojnih klini¢kih istazivanja o utjecaju $ecerne bolesti na
razinu Lp(a) i odnosu izmedu reguliranosti glikemije i razine Lp(a) nisu nam
dali jasne odgovore. U nekim istrazivanjima, u osoba s tipom 1 Seéene bolesti,
nadena je poviSena razina Lp(a) u serumu prema osobama bez Seéerne

bolesti, dok u drugima to nije potvrdeno (92,93). Diabetes Control and



Complications Trial ( DCCT) studija, koja je provedena na velikom broju osoba
s tipom 1 Secerne bolesti, nije pokazala razliku u serumskoj razini Lp(a) prema
kontrolnoj skupini nedijabetiCkih bolesnika. U istoj studiji skupina osoba sa
tipom 1 Secéerne bolesti i boljiom kontrolom glikemije postignutom
intenziviranom inzulinskom terapijom, imala je nize razine Lp(a) u serumu
(94). Pretpostavlja se da inzulin ko€i sintezu apo(a) u jetrenim stanicama S§to
je i potvrdeno u Zivotinjskim modelima (95). Rezultati drugih istrazivanja nisu
sukladni ovima i ukazuju da inzulinska terapija nema nikakvog utjecaja na
razinu Lp(a) u serumu (96). Nedavno su Kronenberg i sur. pokazali
povezanost izmedu razine Lp(a) serumu i fenotipa apo(a) u osoba s tipom 1
Secerne bolesti. Osobe s manjim apo(a) izoformama imali su puno viSe razine
Lp(a) u serumu (97). Nadene su i znac¢ajne rasne razlike u koncentraciji Lp(a)
u tipu 1 8ecerne bolesti. Crnci imaju znatno veéu koncentraciju Lp(a) u odnosu
na Bijelce. Povezanost izmedu glukoziliranog hemoglobina A1c (HbA1c) i
Lp(a) potvrdena je samo u Bijelaca, §to se tumaci vecom zastupljeno$cu
manjih izoformi apo(a) u bjelackoj populaciji (98).

U vecini istrazivanja u osoba s tipom 2 Secerne bolesti nije nadena
znacajna razlika u serumskoj razini Lp(a) prema opc¢oj populaciji, dok maniji
broj istrazivanja ukazuje na poviSene vrijednosti Lp(a) prema osobama bez
Secerne bolesti (99,100). Rainwater i sur. nasli su obrnutu povezanost izmedu
razine Lp(a) i inzulina u serumu osoba tipom 2 Secerne bolesti (101). Takav je
nalaz u skladu s rezultatima in vitro studija koje ukazuju da inzulin suprimira
sintezu apo(a) u jetri. U tipu 2 Secéerne bolesti nije nadena povezanost izmedu
reguliranosti glikemije i razine Lp(a) u serumu, bez obzira radi li se o terapiji
inzulinom ili oralnim hipoglikemicima (102,103). Jedno istrazivanje u malom
broju Japanaca s tipom 2 Secéerne bolesti pokazalo da terapija troglitazonom
znaCajnije podize razinu Lp(a) u serumu (104). Ti se rezultati slazu s
podacima koj ukazuju da hiperinzulinemija, koja je €esto prisutna u osoba s
tipom 2 Secerne bolesti, dovodi do sniZenja razini Lp(a).

Prema dosada$njim saznanjima moze se zakljuciti da Secerna bolest
nema nekog znacajnijeg utjecaja na metabolizam Lp(a), te su potrebna daljnja
istrazivanja sa znatno vec¢im brojem ispitanika i jasno definiranim
populacijama da bi se utvrdio odnos izmedu razine i fenotipskih obiljezja Lp(a)

i Se¢erne bolesti.



1.2.7. FizioloSka uloga lipoproteina(a)

Tocna fizioloSka uloga Lp(a) danas joS nije poznata. Raspon
koncentracije serumskog Lp(a) je velik. Postoje osobe s nemjerljivom razinom
Lp(a) u serumu koje nemaju dokazani sindrom deficijencije i s time povezane
bolesti. S obzirorm na te €injenice postavlja se pitanje koja je njegova stvarna
fizioloSka uloga (105). Vedéi udio kolesterola i fosfolipida koje sadrzava Lp(a)
¢ine ga vaznim u sintezi stani¢ne stijenke i bazalnih membrana. U prilog tome
govori i histoloski nalaz prisutnosti Lp(a) u intaktnim dijelovima intime arterija
(106). Cini se vaznim i njegova uloga u cijeljenju osteéenih tkiva. Mehanizam
tog procesa mogao bi biti kompeticija s plazminogenom zbog njihove velike
strukturne sli€nosti. Time se vjerovatno ometa proces fibrinolize i pospjesuje
stvaranje fibrina koji je vazan u procesu cijeljenja tkiva (107). Ovu hipotezu
podupiru podaci da je apo(a) kao reaktivni materijal naden na povrsini fibrozne
kape i u granulacijskom tkivu tijekom procesa cijeljenja rane (108). Lp(a) se
veze na razliite proteine subendotelnog matriksa krvne zile i posjeduje
hormonu rasta sliCan utjecaj na razliCite stanicne komponetne krvne Zile
(109,110). Sve to ukazuje na njegovu mogucéu ulogu u cijeljenju ostecenih
tkiva i vaskularnih lezija. Neka, in vitro, istrazivnja su pokazala da apo(a) zbog
svoje slinosti s angiostatinom dovodi do inhibicije neovaskularizacije u
tumoru i time ko i stvaranje metastaza (111). U posljednje vrileme teoretizira
se 0 njegovoj mogucoj ulozi u razvoju spongiformne encefalopatije, gdje bi Lp
(a) mogao sluziti kao nosac priona (112).

S obzirom na postajnje i ulogu Lp(a) postavlja se pitanje jesu li tijekom
evolucije pozitivnom selekcijom odabrani oni s viSom razinom Lp(a). Naime,
za produzenje vrste vaznije je ucinkovito cijeljenje rane od povecane
kardiovaskularne smrtnosti u dobi od 40 godina. Je li onda prirodna zadaca
Lp(a) kontraregulacija aktivnosti plazminogena i olakaSavanje stvaranje
plazmina? Veliki porast kardiovaskularnih bolesti koji se prati u posljednjem
stolje¢u zasigurno je odraz promjenjenog nacina Zzivota i utjecaja vanjskih
¢imbenika. Naime, za genetske promjene treba viSe vremena i ne mogu u
tako kratko vrijeme tako dramati€no utjecati na promjenu fenotipa. Pogoduju li
dakle ti vanjski ¢imbenici za prelazak fizioloSke uloge prema patofizioloskoj?
Postaju li upravo oni pojedinci koji su ranije bili odabrani kao povlasteni, a



sada zbog promijenjenih vanjskih okolnosti i produzenog trajanja Zivota

ugrozeniji? Sve su to otvorena pitanja o utjecaju Lp(a) na ljudsku vrstu.

1.2.8. Lipoprotein(a) i aterotrombogeneza

Prema dosadasnjim saznanjima najbolje je istrazena uloga Lp(a) u
aterotrombogenezi. Veliki broj raspolozivih podataka ukazuje na znacajnu
ulogu Lp(a) kako u ranoj fazi nastanka i progresije ateroskleroze, tako i u
kasnoj, trombotskoj fazi okluzivne bolesti arterija. Opravdano se smatra da se
moguéi mahanizam proaterogenog i protormbogenog djelovanja temelji na
njegovu alternativnom fizioloSkom ucinku. Procesu nastanka aterosklerotskog
plaka mogu pridonose obje glukoproteinske molekule prisutne u Lp(a), tj i
apo(a) i apo B. Velika strukturna sli¢nost Lp(a) s LDL kolesterolom doprinosi
njegovu velikom aterogenom potencijalu. Istovremeno, sli¢nost apo(a) s

plazminogenom prepostavlja se da dovodi do ko€enja fibrinolize.

1.2.8.1. Lipoprotein(a) i aterogeneza

Direktni dokaz aterogenosti Lp(a) je otkrice imunorekativhog materijala
apo(a) u aterotrombotskim lezijam koronarnih, karotidnih i perifernih arterija, te
venskim premosnicama i u oS$te¢enim krvnim Zzilama nakon balonske
angioplastike (113,114,115). Koli¢ina Lp(a) koja je otkrivena u aterosklerotskoj
leziji u direktnoj je povezanosti s razinom Lp(a) serumu. Jednom kada se
nade u subintimalnom prostoru ima prednost zadrzavanja u odnosu na LDL
kolesterol. Prvi korak kojim Lp(a) pridonosi kompleksnom procesa
ateroskleroze je pojaCano nakupljanje u subendotelnom procesu. Nakon
pocetnog ostecenja endotela molekula Lp(a) se preko apo(a) veze se na
razliCite komponetne subentotelnog matriksa poput glukozaminoglikana,
proteoglikana, fibronektina, fibrina, heparan sulfata, laminina i actina
(62,109,116). U istrazivanjim in vitro dokazano je da se cijepanjem molekule
apo(a) mogu dobiti pojedini funkcionalni fragmenti koji vezanjem na razli¢ite
komponente subendotelnog matrikasa izazivaju odredene patofizioloske
promjene. Tako pojedini fragmetni pokazuju proupalne i proaterogene ucinke,
dovode do inhibicije angiogeneze i fibrinolize ili su upleteni u sam proces



sinteze Lp(a). S druge strane, proaterogeni LDL-u sli¢an dio Lp(a), vezanjem
fragmenta apo(a) koji odgovara petljama K4 tip 6 i 7 na specificne receptore
na povrSini makrofaga ubrzava nastanka pjenastih stanica (37). Moguci
patogenetski u€inci Lp(a) prikazani su na slici 5.

proaterogeni
dio
razliCite veli¢ine izoformi
/manje izoforme mogu biti
aterogenije/ . _
cijepanje B
elastaza nekovalentno Inhibicija aktivacije
* vezivanje Lp(a)’ plazminogena

4 "( 45 )' 43 | 42 | 45 | 46 | 47 | 48 | 40 | 40| B
.

P
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1 vezanje za receptore l apo(a)

vezivanje za DANCE i pjenastih stanica
beta-2 glikoprotein GMS p_rolife_racija
i migracija .
proizvodnja IL-8
(makrofag)

| ]
anti angiogeneza

zadrzavanije u stijenci krvne Zile
i
poticanje kemoatraktantne aktivnosti monocita

Slika 5. Mogu¢i patogenetski mehanizmi Lp(a)

Prilagodeno prema Koschinsky ML i sur. (37)
DANCE-[engl. Developmental Arteries and Neural Crest Epidermal growth factor (EGF)-like]-

epidermalni faktor rasta razvoja arterija i neuralne osnove,GMS-glatke misicne stanice

Prisutnost Lp(a) na mjestu ostec¢enja krvne Zile pridonosi pojacanom
nakupljanju drugih aterogenih lipoproteina, posebno LDL i VLDL od kojih neki
¢ine netopljive komplekse s Lp(a) u serumu (117). Istovremeno Lp(a)

pridonosi pojaanom nakupljanju monocita u stijenci oStecene krvne Zile,




potiCe proliferaciju endotelnih stanica te poti€e proliferaciju, migraciju i
aktivaciju glatkih misi¢nih stanica. To su klju€ni procesi u ranoj fazi stvaranja
aterosklerotskog plaka (118). Poja¢ano nakupljanje monocita potaknuto je
pojac¢anom sintezom i ekspresijom adhezijskih molekula na povs$ini endotela
kao Sto su intercelularne adhezijske molekule-1 (engl. intercellular adhesion
molecule-1, ICAM -1), P-selektin, faktor rasta trombocita (engl. platelet-derive
growth factor, PDGF) i monocitno kemoatraktantni protein 1 (engl. monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1) u osoba s visokim vrijednostima Lp(a)
(119,120). Dio molekule Lp(a) koji je podlozan oksidaciji veze se preko apo B
na elastin. To je potreban korak za prihvat Lp(a) od strane makrofaga (119).
Oksidirana cCestica Lp(a) se lakSe preko receptora cistata nakuplia u
makrofazima. Te stanice prelaze u stanje tzv. pjenastih stanica. One su bitno
obiljezje rane faze ateroskleroze (120).

Proliferacija glatkin misi¢nih stanica i njihova migracija iz medije u
intimu je drugo vazno obiljezje rane faze aterosklerotskog procesa. TGF-f je
multi funkcionalni citokin koji posjeduje izmedu ostalih funkciju aktivacije i
inhibicije rasta. TGF-B inhibira rast razli€itin stanica uklju€ujuéi i glatke misi¢ne
stanice krvnih zila. Plazmin je fizioloSki aktivator latentnog TNF-B. Lp(a)
izravnom kompenticijom s plazminogenom dovodi do smanjene sinteze
plazmina i time smanjuje aktivaciju TGF-B. To pogoduje proliferaciji stanica
glatke muskulature i njihovoj migraciji iz medije prema intimi (121). Pojacano
nakupljanje Lp(a) i drugih lipoproteina u aktiviranim glatkim miSiénim
stanicama i makrofazima dovodi do pozitivne povratne sprege koja rezultira
pojacanim lokalnim nakupljanjem Lp(a) na mjestu oStecene krvne Zile (122). U
eksperimentalnim istrazivanjima na kulturama ljudskih i Zivotinjskih stanica
dokazano je da oksidirana Cestica Lp(a), pojacanim stvaranjem slobodnih
kisikovih radikala uzrokuje apoptozu stanica i stimulira oslobadanje
interleukina-8 iz makrofaga, citokina sa snaznim proinflamatornim svojstvima,
Sto moze pospjesti razvoj aterosklerotskog plaka (123,124). Lp(a) jednom
prisutan u stijenci oste¢ene krvne Zile, inhibicijom NO-sintetaze i posljedi¢nom
smanjenom sintezom NO dovod do oS$tecenja edotela i o endotelu ovisne
vazodilatacije (125).

HistoloSki rezultati potvrduju navedena eksperimentalna opazanja i

razmiSljanja. Naime, opazeno je da je u zoni oStecene krvne Zile gdje je



prisutan apo(a) snizena koli¢ina TNF-B, a povecano je nakupljanje
osteopontina, markera aktiviranih stanica glatke muskulature (119). Lp(a) je u
aterosklerotskom plaku naden u makrofazima, a koncentracija Lp(a) je u
aterosklerotski promijenjenoj krvnoj zili ve¢a od one u intaktnoj (119,106).
Koncentracija Lp(a) u aortnom trombu bolesnika s aneurizmom aorte pet puta
je veca od one u stijenci krvne Zile. Zajedno, uz opazenu povezanost razine
Lp(a) u stijenci sa serumskom koncentracijom, govori u prilog pretpostavci da
je registrirani Lp(a) u aterosklerotskoj krvnoj zili zaista posljedica vezanja iz
sistemske cirkulacije (126,127).

1.2.8.2. Lipoprotein(a) i fibrinoliza

Zbog velike strukturne sli€nosti apo (a) s plazminogenom, Lp(a) se na
vise nacina upliée u proces fibrinolize i na taj nacin podupire i ubrzava
nastanak ugruska u krvnim zilama.

Na povrSini endotelnih stanica nalaze se brojni receptori za
plazminogen. Funkcija je tih receptora ubrzavanje aktivacije plazminogena,
lokaliziranje aktivnosti plazmina na stani¢nu povrSinu i zastita plazmina
vezanog na stanicu od inaktivacije alfa-2 antiplazminom. Plazminogen se
specificno veZe na endotelne stanice, zbog cega se povecava lokalna
koncentracija tog enzima na Zilnoj stijenci (128). Pokazalo se da se Lp(a)
pomocu apo(a) veze na sva mjesta uz koja se inaCe veze plazminogen jer
sadrzi Cetvrtu petlju, koja je potrebna za vezivanje uz receptor. Ako imamo na
umu da je regulacija vezivanja plazminogena za zilnu stijenku vazna za
pocetak fibrinolitickog procesa, onda vezivanje Lp(a) za te receptore moze biti
vazan poremecaj koji koCi proces fibrinolize (129).

Regulacija vezivanja plazminogena za fibrin jedan je od &imbenika
regulacije fibrinolize. Plazminogen se veze za fibrinogen i fibrin prili€no slabo.
Za aktivaciju plazminogena, a time i fibrinolizu, klju¢an je nastanak kompleksa
fibrina, plazminogena i t-PA. Dokazano je da se Lp(a) takmiéi s
plazminogenom za vezna mjesta na fibrinu i fibrinogenu (130).

Utvdeno je da Lp(a) produzuje otapanje euglobulinskog ugruska
streptokinazom (131). S obzirom na kineti¢ka ispitivanja smatra se da Lp(a)

moze biti kompetitivni i nekompetitivni inhibitor aktivacije plazminogena



streptokinazom (132). S druge strane vidljivo je da se ubrzanje aktivacije
plazminogena prouzro€ene s t-PA inhibira fibrinogenom, fibrinom i razgradnim
produktima fibrinogena u prisutnosti Lp(a) (128). Aktivacija plazminogena s t-
PA ubrzavaju i glukozaminoglikani, kao $to su heparin i heparan-sulfat do 25
puta (133). Heparinsko ubrzanje aktivacije plazminogena s t-PA koce Lp(a) i
LDL. Inhibicija je tu vjerovatno uvjetovana kompetitivnom inhibicijom zbog
velike sliénosti Lp(a) i plazminogena, a LDL inhibira aktivaciju plazminogena
kao nekompetitivni inhibitor tako $to ko€i dostupnost plazminogena na aktivno
mjesto za t-PA. Iz vrijednosti inhibicijskih konstanti pretpostavlja se da oba
lipoproteina ve¢ u fiziolo§kim koncentracijama mogu utjecati na fibrinolizu koju
reguliraju heparin i heparan-sulfat (133). Utvrdeno je da se aktivacija
plazminogena urokinazom u prisutnosti heparina, hondroitin-sulfata i heparin
sulfata znatno ubrzava. Lp(a) se takmici s plazminogenom za vezanje uz
kompleks urokinaza-glikozaminoglikan i tako koc&i aktivaciju plazminogena
(134).

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (engl. plasminogen activatior
inhibitro 1, PAI-1), vazan je Cimbenik rizika za nastanak kardiovaskularnih
bolesti jer ko€i fibrinolizu. Aktivnost t-PA nadzire PAI-1, koji se ireverzibilno
veze za t-PA. U nekim istrazivanjima je dokazano da Lp(a) dovodi do
pojacane ekspresije PAI-1, dok istovremno dovodi smanjenog lu¢enja t-PA iz
endotelnih stanica i na taj se nacin zna€ajno upli¢e u proces fibrinolize
(135,136).

Aterogenom potencijalu Lp(a) u osoba sa Secernom boleSéu znacajno
pridonosi neenzimska glukozilacija lipoproteina. Opseg glikozilacije Lp(a)
znacajno je veci u osoba sa Secernom bole$¢u u odnosu na nedijabeti¢are i
znacajno je povezan s razinom glukoziliranag hemoglobina Alc (137).
Takoder je primijeCeno da je razina glukoziliranog Lp(a) zna¢ajno veca u
osoba s razvijenim mikro- i makrovaskularnim komplikacijama prema onima
bez komplikacija (138). Zhang i sur. nedavno su u in vitro istrazivanju pokazali
da glukozilirani Lp(a) dovodi do pojacanog luCenje PAI-1 i istovremnog
manjeg oslobadanja t-PA iz humanih endotelnih stanica $to nesumnjivo
pvecava njegov antifibriniolitiCki u€inak (139).

Danas imamo dosta podataka koji nam ukazuju da istovremena

prisutnost viSe kardivaskularnih &imbenika rizika potenciraju ukupni



kardiovaskularni rizik. Neka su istraZivanja pokazala da se kardiovaskularni
rizik Lp(a) znac¢ajno povecava samo ako je udruzen s drugim &imbenicima
rizika kao Sto su LDL i homocistein. U jednom istrazivanju Lp(a) je bio
pretkazatelj loSijeg kadiovskularnog ishoda samo ako je i razina LDL bila
poviSena (43). Pokazano je da homocistein vezanjem za Lp(a) pojaCava
njegova antifibrinolitiCki svostva, tako §to promjenom strukture Lp(a) pojatava
vezivanje Lp(a) uz fibrin (140). PoviSena razina Lp(a) i homocistena
blokiranjem NO-sintetaze dovode do smanjene sinteze NO i na taj oStecuju
endotel i o endotelu ovisnu vazodilataciju (141).

Premda je mehanizam moguce uloge Lp(a) eksperimentalnim radovima
u nekim segmentima rasvijetljen do razine citokina, za $to postoje i histoloske
potvrde, jo$ je otvoreno pitanje u kojoj se mijeri ti procesi zbivaju u humanom
organizmu te kolika je stvarna kliniCka vaznost poviSene razine Lp(a) u
kardiovaskularnom riziku. Rezultati velikih epidemioloskih studija objavljeni u

zadnje vrijeme pokazuju da je to sve izvjesnije.

1.2.9. Velic¢ine izoformi apo(a) i kardiovaskularni rizik

Budu¢i da je primijeceno znatno veéa ucestalost niskomolekularnih
izoformi apo(a) u bolesnika s tezim oblicima kardiovaskularne bolesti,
postavljeno je pitanje korisnosti odredivanja veli€ine izoformi u procjeni
kardiovaskularnog rizika. Oko tog pitanja znanstvena je literatura podijeljena.
Dok neki pridaju veliko znacenje veliini apo(a) izoformi i stime povezane
koncentracije Lp(a), te posljedi¢nim kardiovaskularnim rizikom, drugi autori ne
nalaze povezanosti kardiovaskularnog rizika s fenotipskim obiljezjima apo(a)
(142,143,144,145). Neka su istrazivanja pokazala povezanost veliine apo(a)
izoformi samo s uznapredovalim ali ne i po€etnim oblicima ateroskleroze, $to
je skladu s podacima da su uznapredovali oblici ateroskleroze uglavhom
povezani s trombotskim komplikacijama i da je antifibrinolitiCki potencijal Lp(a)
jako povezan s veli€¢inom izoformi apo(a) (146). Koncentracija Lp(a) u serumu
je genetski odredena, a izrazita varijabilnonst koncentracije Lp(a) primarno je
posljedica velikog polimorfizma gena za apo(a), dok vanjski ¢imbenici nemaju
velikog utjecaja na razinu ovog lipoproteina. Odredivanje apo(a) fenotipa
teorijski moglo bi biti jako korisno u otkrivanju osoba sklonih razvoju tezih



oblika aterosklerotskih bolesti. Za sada nemamo jasnih klini¢kih podataka koji
bi ukazali na prednost odredivanje polimorfizma apo(a) prema mijerenju
serumske koncentracije Lp(a). Odredivanje visokorizi€nog apo(a) fenotipa u
prvim godinama zivota nema nikakvog smisla buduéi da ne postoje relevantni
podaci koji bi ukazali na korist lije€enja u tako ranoj dobi neovisno o
kardiovaskularnom riziku (147). Odredivanjem veli¢ine izoformi apo(a) u
odrasloj dobi ne dobiva se puno, buduci da aterotrombotski potencijal Lp(a)
uglavhom ovisi 0 masenoj koncentraciji molekule a ne o biokemijskoj
razliCitosti. Osim toga odredivnje genotipa i fenotipa apo(a) zahtijeva vrlo
skupe i komplicirane metode odredivanja koje su dostupne malom broju
klinickih laboratorija. Stoga u ovom trenutku nemamo dovoljno &vrstih dokaza i
klinickih podataka koji bi podrzali odredivanje polimorfizma apo(a) u procijeni
kardiovaskularnog rizika.

1.2.10. Indikacije za odredivanje lipoproteina(a)

Premda postoje znanstvene i KkliniCke indicijie o opravdanosti
odredivanja Lp(a) u bolesnika u kojih su prisutni ¢imbenici koji povecavaju
kardiovaskularni rizik, ni najbogatije zemlje svijeta ne preporu€aju njegovu
rutinsku primjenu. Zbog kontradiktornih rezultata klini¢kih studija i nedostatka
u€inkovitih lijekova koji bi smanijili njegov aterotrombotski potencijal, nema ni
jasne strategije za njegovo rutinsko mjerenje. Neki autori na temelju svojih
rezultata Cak predlazu da se Lp(a) uvrsti uz bok ostalih veé¢ etabliranih
Cimbenika kardiovaskularnog rizika (148).

Danas$nji je stav da Lp(a) nije opravdano rutinski odredivati, a prema
vecini autora potrebno ga je odredivati u bolesnika koji su prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Potencijalni kandidati za odredivanje Lp(a)

1. Bolesnici s pojavom kardiovasklarnih bolesti prije 55. godine Zivota,

2. Bolesnici s pozitivnom obiteljskom anamnezom kardiovaskularnih
bolesti, posebno ako se bolest u obitelji javila u ranijoj Zivotnoj dobi

3. Bolesnici kod kojih su prisutni drugi €¢imbenici rizika, posebno onih koji

povecavaju patogenost Lp(a):



- poviSeni LDL kolesterol,

- poviSeni homocistein,

- hipertenzija,

- Secerna bolest,
Bolesnici s ustanovljenom prijevremenom aterosklerotskom boleséu,
Bolesnici podvrgnuti endovaskularnim procedurama,
Zene u posmenopauzalnom periodu,

Bolesnici s oSte¢enom funkcijom bubrega,

© N o O &

Bolesnici s okluzijom retinalnih arterija i vena.

Vecina autora smatra da Lp(a) treba odrediti u bolesnika koji su imali
kardiovaskularni incident u dobi manjoj od 55 godina ili s pozitivhom
obiteljskom anamnezom prerane kardiovaskularne bolesti, zatim u osoba
kojima je verificirana koronarna bolest i imaju normalni lipidogram (62,149).
Assaman i sur. smatraju da je odredivanje korisno u bolesnika s ishemic¢kom
bolesti srca i poviSenim i LDL kolesterol, Sto je u skladu s rezultatima drugih
autora koji smatraju da je snizenje LDL ispod 2,6 mmol/l najvazniji postupak u
osoba s poviSenim Lp(a) (150,151).

Arterijska hipertenzija sama, a posebno udruzena s Lp(a) i drugim
C¢imbenicima rizika znacajno pridonosi ostecenju ciljnin organi u ubrzanom
razvoju ateroskleroze (152). Buduci da je Lp(a) genski determiniran, njegovo
odredivanje u bolesnika s esencijalnom arterijskom hipertenzijom bez
ostecéenja ciljnih organa mogao bi biti koristan prognosti¢ki marker u otkrivanju
osoba sklonih razvoju kardivaskularnim komplikacijama. Poznato je da osobe
sa Secernom bolesti imaju veci kardiovaskularni rizik, te se u cilju zapodinjanja
8to ranije prevencije i agresivnijeg lije€enja kardiovaskularnih komplikacija
savjetuje rutinski odredivati Lp(a) (153). Dobro je poznata biokemijska veza
izmedu Lp(a) i homocisteina i danas imamo dovoljo podataka koji nam
ukazuju da poviSena vrijednost u serumu obiju molekula sinergisticki
povecavaju rizik od koronarne i periferne vaskularne bolesti (140). U osoba s
umjerenom i teSkom hiperhomocisteinemijom ¢ini se opravdanim odredivanje
Lp(a), jer se povecani kardiovaskularni rizik moze znaajno smanijiti

pravovremenom primjenom folne kiseline koja vrlo ucinkovito snizava razinu



homocisteina. Lp(a) se pokazao prediktorom progresije angiografski utvrdenih
aterosklerotskin promjena, te se i u ovoj skupini bolesnika savjetuje
odredivanje Lp(a) (154). UvrStavanje Lp(a) u standardni set kardiovaskularnih
Cimbenika rizika savjetuje se u bolesnika koji podrvrgnuti razlicitim
edovaskularnim procedurama, radi prevencije restenoze i reokluzije krvnih zila
(155). Povecani kardiovaskularni rizik kod Zena u menopauzi je posljedica
snizenja endogenog estradiola Sto uzrokuje razliite poremecaje lipoproteina,
medu ostalim i porast Lp(a). Primjena hormonske nadomjesne terapije vrlo
uspjesno korigira navedeni metaboliCki poremecaj (156). Stoga se ovoj
skupini bolesnika opravdanim ¢ini odredivanje Lp(a). Budu¢i da su apo(a) i
apo B imunoflorescencijom dokazani u glomerulima raznih oblika
glomerulopatije, te kako su u bolesnika s terminalnom bubreznom bolesti
dovedene u vezu prisutne atersklerotske promjene s niskomolekularnim
izofirmama, Cini se da je i u bolesnika s bubreznom bolesti opravdano zbog
prognostiCke vaznosti odrediti uz razinu Lp(a) i njegove izoforme (77,157). S
obzirom na povezanost poviSene razine Lp(a) i okluzije retinalnih krvnih Zila,
neki autori smatraju da Lp(a) moze biti koristan prognosti¢ki marker i
potencijalni omogucitelj identifikacije osoba sklonih ovom ostecenju (158).

1.2.11. Mjere za snizavanje lipoproteina(a) u serumu

Uz dilemu kod koga je i kada opravdano odredivati Lp(a), mnogo je teZi
zadatak kojim postupcima snizavati povisene vrijednosti. Neke supstancije
koje su pokazale odredene ucinke u smislu snizenja razine Lp(a), zbog
neucinkovitosti, slabije podnosljivosti i nezeljenih uc€inaka nisu prihvacena kao
ljekovi prikladni za sniZenje razine Lp(a) u serumu. Za sada nemamo
publiciranih podataka o povoljnom uc€inku snizenja razine Lp(a) na posljedice
aterosklerotske bolesti krvnih Zila (159). Osim povoljnog ucinka hormonske
nadomjesne terapije danas jo§ nemamo nacina na koji bi se uspjesSno
djelovalo na poviSene vrijednosti Lp(a) (81). Razina Lp(a) tijekom Zivota
minimalno se mijenja i razmjerno malo na nju mogu utjecati uobiajene dijetne
mijere i tjelesna aktivnost (160). Uobicajeni antilipemici kao $to su inhibitori
HMG-CoA-reduktaze i izmjenjivaci iona pokazali su vrlo slab ili nikakava
u€inak na razini Lp(a) u serumu (161). Buduci da molekula apo(a) prekriva



vezno mjesto za LDL receptor §to je vjerovatni razlog terapijske
neucinkovitosti statina na Lp(a). Pronalazak specificne proteaze koja bi
odcijepila ovaj dio molekule Lp(a) u buduénosti moze donijeti ocekivani
terapijski pomak. Odredeni radovi upucuju da derivati fibrine kiseline kao Sto
su gembifrozili i bezafibrat mogu dovesti do smanjena razine Lp(a), stoga su
potrebna dodatna istraZivanja koja bi potvrdila povoljni u€inak ovih lijekova na
metabolizam Lp(a) (162,163). lako je nedvojbeno dokazano da standardna
hipolipemicka trerapija znacajno smanjuje kardiovaskularni rizik, rutinska
primjena tih lijekova u osoba s izolirano poviSenim Lp(a) za sada se ne
preporucuje.

Primjenom visokih doza derivata i analoga nikotinske kiseline kao $to
su alfa tokoferol-nikotinat, niceritrol, niacin i N-acetilcistein postignuto je
znacCajno snizenje razine Lp(a) i fibrinogena u serumu, medutim zbog
nezeljnih popratnih pojava njihova primjena nije prikladna u rutinskom
klinickom radu (164,165,166). Pretpostavlja se da navedene supstancije, zbog
svog jakog reduktivnog potencijala, dovode do cijepanja disulfidnih veza
unutar samog apo(a) te disulfidnih veza izmedu apo(a) i apo B Sto rezultira
gubitkom integriteta molekule Lp(a). Noviji podaci ukazuju da preparati
nikotinske kiseline sa sporim otpustanjem zbog prihvatljive razine nuspojava,
osim §to su ucinkoviti u lije€enju pojedinih oblika hiperlipidemije, pridonose
znacajnom sniZzenju Lp(a) (167). Uzimanjem neomicina samog ili u kombinaciji
s nikotinskom kiselinom dovela je do snizenja razine Lp(a) u serumu (168).
Primjenom posebnih imunoadsoropcijskih metoda LDL-afereza postize se
snizenje razina Lp (a) ¢ak do 57% (169). Taj se ucinak zadrzava do dva
tiedna i identi¢an je uCinku LDL-afereze na razinu LDL kolesterola (170). U
nekim in vitro i in vivo istraZivanjima pokazano da kaptopril mozZe u odredenim
uvjetima dovesti do snizenja Lp(a) u serumu, medutim za potvrdu ovog
specificnog uc€inka potrebna su daljnja istrazivanja (171).

Buduci da acetilsalicilna kiselina zbog svojih antiagregacijskih svojstava
Siroko primjenjuje u prevencije i lije€enje kardiovaskularnih bolesti, u novije se
vrijeme ispituje njezin utjecaj na razinu Lp(a). Pokazano da acetilsalicilna
kiselina supresijom sinteze apo(a) u jetrenim stanicama i snizava razina Lp(a)
za 15-20% (172). Kako Lp(a) ima antifibrinoliti¢ka svojstva, niske doze

acetilsalicilne kiseline trebale bi se ordinirati tim osobama u preventivne svrhe.



Uz to danas postoje dokazi da hiperhomocisteinemija povecava aterogenost
Lp(a) te se kao dodatna terapija mogu rabiti i vitamini B-skupine koji snizavaju
razinu homocisteina (140).

U klinickom radu danas nam povisena razina ovog lipoproteina
pokazuje da je rije€ o bolesniku s povisenim kardiovaskularnim rizikom
neovisno o tome je li Lp(a) samo marker ili aktivni ¢imbenik patofizioloSkog
procesa. PoviSena razina Lp(a) dodatno pomice jezi€ac na vagi kod
donoS$enja odluke o vremenu zapocdinjanja i agresivnosti lije¢enja tih bolesnika
metodama i lijekovima koji su danas raspoloZivi. Uz lijekove koji mogu
prevenirati poCetak aterosklerotskog procesa ili smanijiti aterogenost Lp(a) kao
8to su niske doze aspirina i vitamin B, potrebno je energi¢no snizavati povisen
arterijski tlak, dislipidemiju i hiperglikemiju.

U osoba s izrazitom hiperlipidemijom, hiperhomocisteinemijom i
poviSenom razinom Lp(a) a koje su refraktorne na standarnu konzervativnu

terapiju savjetuje se agresivniji nacin lije€enja poput LDL-afereza (169).

1.2.12. Lipoprotein(a) i karotidna ateroskleroza

Prikazom lumena krvne Zile ultrazvuénim sustavom visoke rezolucije,
tehnikom B-moda, mogu se jasno razlikovati slojevi krvih Zzila. Mjerenje
debljine intime-medije (engl. intima-media thickness, IMT) i prikaz plakova
zajednickih karotidnih arterija danas je dobro standardizirana neinvazivna
metoda za praéenje ranih stadija ateroskleroze.

Mnoga istraZzivanja pokazala su znacajnu povezanost izmedu karotidne
ateroskleroze, mjerene IMT i brojem plakova karotidnih arterija i razli€itih
kardiovaskularnih ¢imbenika rizike, te incidencije kardiovaskularnih bolesti
(173). Vedi broj istrazivanja ucinjenih u osoba bez Secerne bolesti pokazao je
znacajnu povezanost poviSene serumske razine Lp(a) s IMT i brojem plakova
karotidnih arterija (174,175,176).

Dosadasnja izvjeS¢a o povezanosti Lp(a) i karotidne ateroskleroze u
osoba s tipom 2 Secerne bolesti su oskudna, a rezultati su proturjeéni. Noviji
rezultati nekih studija, kao i naSe prijasnje istrazivanje ukazuju da osobe s
tipom 2 Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) imaju znatno izrazenije

aterosklerotske promjene karotidnih arterija (177,178).



Postoji razmjerno mali broj istrazivanja koji su pratili utjecaj
kardiovaskularnih ¢imbenika rizika na progresiju IMT karotidnih arterija u
osoba s tipom 2 Secerne bolesti. Nedavno su Yamasaki i suradnici pokazali
da su pretkazatelji progresije IMT karotidnih arterija u populaciji Japanaca s
tipom 2 Secerne bolesti, pra¢enih tri godine, bili poCetna vrijednost IMT tih
arterija i prosjecna vrijednost HbA1c (179).

U literaturi nema objavljenih istrazivanja koji prospektivno prate utjecaj
poviSene razine Lp(a) u serumu na progresiju IMT i na broj plakova karotidnih
arterija osoba s tipom 2 Seéerne bolesti. Za o€ekivati je da u osoba s tipom 2
Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) dolazi do brzeg razvoja
aterosklerotskog plaka, na $&to ukazuju vlastiti preliminarni rezultati.
Posljedi¢no tome za ocekivati je veci pobol i smrtnost od kardiovaskularnih
bolesti u osoba s tipom 2 Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) u
serumu.

Iz toga su izvedeni ciljevi ovoga rada.



2. CILJEVI I HIPOTEZA RADA

Cilj nam je:

1. Utvrditi imaju li osobe s tipom 2 Secéerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a)
u serumu znacajno izrazeniju (vecu) progresiju IMT i znacajno veéi broj
plakova karotidnih arterija prema osobama s tipom 2 Secéerne bolesti i
normalnom razinom Lp(a) u serumu, u razdoblju praéenja tijekom Cetiri

godine.

2. Uz pretpostavku nadene povezanosti, utvrditi imaju li osobe s tipom 2
Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) u serumu veéi pobol i smrtnost od
kardiovaskularnih bolesti (sr€ani infarkt, mozdani udar), prema osobama s
tipom 2 Secerne bolesti i normalnom razinom Lp(a) u serumu, u razdoblju

pracenja kroz Cetiri godine.

Hipoteza:
PoviSena razina Lp(a) u serumu povezana je s brzim razvojem karotidne

ateroskleroze u osoba s tipom 2 Secerne bolesti.



2.1. Plan istrazivanja

Istrazivanje je provedeno u SveuciliSnoj Kklinici za dijabetes,
endokrinologiju i bolesti metabolizma Vuk Vrhovac, Dugi dol 4a, u Zagrebu,
gdje je i zapocelo 1. rujna 2000. godine. Tijekom pocetnog razdoblja
uklju€ivanja ispitanika u studiju, koje je trajalo malo viSe od Cetiri mjeseca,
pregledano je ukupno 180 bolesnika s tipom 2 Secéerne bolesti da bi se
obuhvatilo 146 ispitanika koji su u potpunosti zadovolji kriterije istraZivanja.
Naime, u istrazivanje su uklju¢ene osobe s tipom 2 Secerne bolesti oba spola,
u rasponu dobi od 40 do 70 godina. Dijagnoza $ecerne bolesti postavljena je
na temelju dijagnostickih kriterija Svjetske zdravstvene organizacije (180). Iz
istrazivanja su isklju€eni su svi oni bolesnici kod kojih je bolest trajala manje
od jedne godine. Detaljnim klinickim pregledom i anamnezom skupljeni su
podaci na temelju kojih su iz istrazivanja iskljuceni svi oni dijabeticki bolesnici
koji su preboljeli mozdani udar, infarkt miokarda ili su bolovali od neke teSke
kroni¢ne ili zlo¢udne bolesti. Sa svim preostalim ispitanicima koji su zadovoljili
navedene kriterije obavljen je razgovor prilikom kojega su detaljno upoznati s
planom istraZivanja. Ispitanici koji su pristali na sudjelovanje potpisivanjem
pismenog pristanka, uklju¢eni su odmah u istrazivanje i odmah svrstani u
jednu od dvije stratifikacijske skupina temeljem izmjerene razine Lp(a) u
serumu. Uzimajuéi u obzir rezultate velikog broja objavljenih znanstvenih
istraZivanja o ulozi Lp(a) u razvoju ateroskleroze postavila se tzv. grani¢na
vrijednost od 30 mg/dl iznad koje je rizik razvoja kardiovaskularnih bolesti
povecan (181).

Kod svakog ispitanika u trenutku uklju€ivanja u studiju izmjerena je, uz
odredivanje Lp(a) u serumu, IMT karotidnih arterija i pobrojani su plakovi
karotidnih arterija. Na IMT i broj plakova karotidnih arterija mogu, osim Lp(a),
utjecati i neki drugi kardiovaskularni ¢imbenici rizika, kao §to su dob, spol,
reguliranost Secerne bolesti, razina lipidi u serumu, hipertenzija, prekomjerna
tielesna masa, pusenje i mikroalbuminurija. Stoga su vrijednosti tih
pokazatelja odredene svim bolesnicima na pocetku istrazivanja, te su i oni
istodobno uklju€eni u statistiCku obradu podataka.

Tijekom razdoblja pracenja, prilikom redovitih godidnjih kontrolnih

pregleda, pazljivom anamnezom, klini¢kim pregledom i uvidom u medicinsku



dokumentaciju registrirani su svi oni bolesnici koji su prebolili mozdani udar ili
infarkt miokarda. Ukoliko su bolesnici tijekom prac¢enja umrli, podatke o uzroku
smrti dobili smo iz medicinske dokumentacije koja je zatrazena od najblizih
¢lanova obitelji, nadleznog obiteljskog lije€nika ili, ako je bolesnik umro u
bolnici, dokumenti su dobavljeni iz medicinske arhive navedene medicinske
ustanove u kojoj je bolesnik umro. Svi su bolesnici, tijekom perioda pracenja,
dobivali odgovarajuée lijekove za lijeCenje Secerne bolesti, hipertenzije i
hiperlipidemije.

Na kraju razdoblja pra¢enje od Cetiri godine + jedan mjesec, to¢no od
datuma ukljucivanja u istrazivanje svakog pojednica posebno, ucinjeno je
kontrolno mjerenje IMT i pobrojani plakovi ekstrakranijalnih karotidnih arterija.
Ovo prospektivno istrazivanje zavrSeno je u zadnjem kvartalu 2004. godine.



3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanjem je obuhvaceno 146 bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti
koji su ispunjavali ranije navedene kriterije. Prvu skupinu sacinjavalo je prvih
86 bolesnika s razinom Lp(a) >30 mg/dl, a drugu prvih 60 bolesnika s razinom
Lp(a) <30 mg/dl u serumu.

Kod svakog ispitanika na pocetku istrazivanja bili su odredeni slijedeci

klinicko-laboratorijski pregledi:

-anamneza i klini¢ki status,

-izmjeren IMT i pobrojani plakovi karotidnih arterija,

-nakon 12-satnog prekonoc¢nog gladovanja uzeta je krv iz prekubitalne vene
za laboratorijske pretrage: Lp(a), ukupni kolesterol, HDL, LDL, trigliceridi,
HbA1c,

-odreden pusacki status,

-izmjeren krvni tlak,

-odreden indeks tjelesne mase i omjer opsega stuka i bokova,

-sakupljen 24-satni urin za odredivnje albumina u 24-satnoj mokraci.

Na kraju istrazivanja kod svakog ispitanika ponovno je izmjeren IMT i pobrojan
broj plakova karotidnih arterija.

U periodu praéenja od Cetiri godine od 146 bolesnika uklju¢enih u istrazivanje
umrlo je 8, tako da je kontrolno mjerenje IMT i brojanje plakova ucinjeno u 138
bolesnika.

3.2. Metode

3.2.1. Debljina intime-medije i broj plakova karotidnih arterija

IMT i broj plakova karotidnih arterija mjerili smo ultrazvuénim sustavom

visoke rezolucije (Panther 2002 B&M Medical) s elektronickom linearnom



sondom frekvencije 8,0 MHz. Ekstrakranijalne karotidne arterije snimali smo
obostrano na vratu u uzduznim (prednja-kosa, straznja-kosa i lateralna) i
poprecnoj projekciji, prema dosad standardiziranoj metodi po Pignoliu i sur.
(182,183). Suvremenim ultrazvu¢nim uredajima sa sondama frekvencije 8 ili
viSe MHz u moguénosti smo razlikovati granicu izmedu Zilnog lumena i intime,
te izmedu medije i adventicije. Debljina intime-medije, kako je definirao Pignoli
i sur., je wudaljenost izmedu vodec¢ih rubova dviju ehogenih linija.
KarakteristiCan uzorak IMT karotidnih arterija na dvodimenzionalnom prikazu
vidi se kao dvije paralelne ehogene linije odvojene s hipoehogenim prostorom
(slika 6.). Prvu liniju €ini granica lumena krvne Zile i intime, a drugu granica

medije i tunike adventicije.
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Slika 6. Ultrazvu&ni prikaz debljine intime-medije zajedni¢ke karotidne

arterije u uzduznom presjeku

Snimanje karotidnih arterija uinili smo obostrano u tri razli¢ita uzduzna
prikaza (prednji kosi, lateralni i straznji kosi prikaz) i u popre¢nom prikazu.
Prvo, ispitanik je sjedio s glavom uspravno, a zajedni¢ka karotidna arterija se



tada prikaze u prednjem kosom prikazu. Nakon toga naginjanjem sonde
zajedniCka karotidna arterija i unutarnja karotidna arterija prikazu se u
lateralnoj projekciji. Naginjanjem glave lagano naprijed i na ispitivanu stranu
prikazu se zajedniCka karotidna arterija i unutranja karotidna arterija u
straznjoj kosoj projekciji. | na kraju, ponovnim podizanjem glave, zajednitka
unutarnja i vanjska karotidna arterija prikazu se u poprecnoj projekciji. Ovim
projekcijama prikazali smo zajedni¢ku karotidnu arteriju, karotidni bulbus i
dijelovi unutarnje i vanjske karotidne arterije. Kada se postigao najbolji
dvodimenzionalni prikaz, slika na ekranu se zamrzne na kraju dijastole, da se
smanji varijabilnost tijekom kardijalnog ciklusa. Sve smo prikaze fotografirali ili
zabiljeZili na videozapis.

U svakom uzduznom prikazu ucinili smo jedno mjerenje i to na mjestu
najveceg difuznog zadebljanja, te jedan centimetar iznad i ispod te to¢ke. Kod
svakog ispitanika ucinili smo 12 mjerenja u uzduznim projekcijama (svaka
strana Sest mjerenja na blizoj i daljoj stijenci karotidne arterije). Najveca
izmjerena srednja vrijednost od svih projekcija s obje strane vrata, uzeta je
kao mjera IMT karotidnih arterija.

Salonen i sur. definiranali su plak kao jasnu povrSinu s mineralizacijom

ili fokalnim izbo€enjem u lumen krvne Zile (184).

Slika 7 A'i 7 B. Ultrazvuéni prikaz plaka karotidnih arterija u uzduznom (A) i
poprec¢nom (B) presjeku



Ovapnjenja se prikazuju ultrazvukom kao hiperehogena podrucja s distalnom
akustickom muklinom. U podruc€ju karotidnih arterija prikazali smo i izbrojili
aterosklerotske plakove. KarakteristiCan prikaz plaka karotidnih arterija u
uzduznoj i poprecnoj projekciji vidi se na slikama 7 Ai 7 B.

Reproducibilnost mjerenja IMT procijenili smo isti ili drugi dan,
ponovnim mijerenjem IMT kod 35 ispitanika od strane drugog ispitivaca na
istom aparatu. Nijedan od ispitivaca nije znao vrijednosti Lp(a) na osnovi ¢ega
su ispitanici podijeljeni u skupine, niti vrijednosti IMT izmjerene od drugog

ispitivaca.
3.2.2. Koncentracija lipoproteina(a) u serumu

Lp(a) u serumu odredili smo imunoturbidimetrijskom metodom, pomocu
reagensa koji sadrzi poliklonska protutjela protiv Lp(a) (Unimate Lp(a),
Hoffman-LeRoche, Basel, Svicarska). Postupak je kalibriran komercijalnim
kalibratorom (Immuno AG, Be¢, Austrija). Sva su mjerenja obavljena na
analizatoru Olympus AU600 (Olympus Optical Co.,Tokyo, Japan) (185).
Referentno podrugje (M/Z):<30 mg/dl.

3.2.3. Mjerenje lipida u serumu

Ukupni kolesterol u serumu odredili smo standardnim enzimatskim
metodama na analizatoru Olympus (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)
(186).

Za direktno odredivanje ukupnog kolesterola rabili smo TRACE reagenciju za
kolesterol.

Rezultati su oditavani automatski na samom instrumentu kao:

Ukupni kolesterol (mmol/L)= apsorbancija uzorka X vrijednost kalibratora
apsorbancija kalibratora

HDL-kolesterol u serumu mijerili smo direktno, homogenim enzimskim
postupkom, komercijalnim reagensima (Olympus Diagnostica, Co. Clare,
Irska) na analizatoru Olympus AU 600 (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)
(187).



LDL-kolesterol u serumu odredivli smo racunski, koristenjem formule po
Friedwaldu (188).

LDL = ukupni kolesterol —HDL kolesterol — trigliceridi
2,2

Trigliceride smo odredivli direktno standardnim enzimatskim metodama
na analizatoru Olympus (Olympus Optical Co., Tokyo, Japan), koristrenjem

TRACE reagencije za trigiliceride (186).
3.2.4. Odredivanje hemoglobina A1c

Hemoglobin A1c u lizatu eritorcita mijerili smo automatiziranim
imunoturbidimetrijskim postupkom na analizatoru Olympus AU600 (Olympus
Optical Co., Tokyo, Japan) (189).

3.2.5. Mjerenje albumina u 24-satnom urinu

Koncentraciju albumina u  24-sathom  urinu  mjerili  smo
imunoturbidimetrijski, komercijalnim reagensima (Microalbumin test, Olympus
Diagnostica, Co. Clare, Irska) na analizatoru Olympus AU600 (Olympus
Optical Co., Tokyo, Japan). Za kalibraciju se rabilo komercijalni kalibrator
(Microalbumin  Calibrator, Olympus Diagnostica, Co.Clare, Irska),
standardiziran prema primarnom standardu albumina (190).

Referentno popdrugje (M/Z) < 30 mg/24h.

3.2.6. Mjerenje krvnog tlaka

Krvni smo tlak mijerili Zivinim sfingomanometrom. Nakon pet minutna
mirnog lezanja, ucinjena su tri mjerenja u sjedec¢em polozaju na svakoj ruci.
Srednja vrijednost uzeta je kao mjera krvnog tlaka. Prema najnovijim
ameri¢kim i europskim smjernicama hipertenzijom se smatra vrijednost tlaka >
140/80 mmHg u opcoj populaciji, a u osoba sa Se¢ernom bolesti vrijednosti >
130/80 mmHg (191,192).



3.2.7. Indeks tjelesne mase

Naj¢eSce rablieno antropometrijsko mijerilo za izraCunavanje stanja
uhranjenosti jest ideks tjelesne mase (engl. Body Mass Index, BMI). To je
omjer tjelesne mase i tjelesne visine. IzraCunava se tako da se tjelesna masa
u kilogramima podijeli s kvadratom tjelesne visine u metrima (kg/m?2).
Normalna je uhranjenost pri BMI 18,5-24,9, prekomjerna tjelesna masa
izmedu 25,0-29,9, pretilost kod BMI >30,0. BMI izrazava samo opce stanje
uhranjenosti a ne nacin raspodiele tjelesne masti (193).

3.2.8. Omjer opsega struka i bokova

Odgovorajuca klinicka metoda koja se u posljednjih desetak godina rabi
za utvrdivanje abdominalne pretilosti jest odredivanje omjera opsega struka i
bokova (engl. Waist to Hip Ratio, WHR). Omjer opsega koji je za muskarce
veci od 1, a u zene veci od 0,85 izrazava abdominalnu (androidnu ili musku)
pretilost i upozorava na visok rizik za zdravlje ¢ak kod samo blago prevelike
tielesne mase. Opseg pojasa mjeri se u srednjoj to¢ki izmedu donjeg ruba
rebranog luka i gornjeg dijela zdjeli¢ne kosti. Opseg bokova uzima se najveci
opseg u podrucju bokova (193).

3.2.9. Podaci o pobolu i smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti

Podatke o kardiovaskularnom pobolu (sréani infarkti i mozdani udar)
dobiveni su iz medicinske dokumentacije ispitanika. Podatke o smrtnosti od
mozdanog udara i infarkta miokarda dobili iz medicinske dokumentacije koja
je zatraZzena od najblizih ¢lanova obitelji umrlog bolesnika, nadleznog

obiteljskog lije€nika ili arhiva medicinskih ustanova u kojima su bolesnici umrli.



3.2.10. Statisticka analiza podataka

Vrijednosti broj¢anih varijabla su u istrazivanju prikazane aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom za one pokazatelje u kojih smo prethodno
Kolmogorov-Smirnovljevim testom utvrdili normalnost raspodjele. Centralna
tendencija svih ostalih varijabli prikazana je medijanom i rasponom
(minimumom i maksimumom) mjerenja. Usporedba vrijednosti izmedu dviju
skupina testirana je t-testom ili Mann-Whitneyevim neparametrijskim testom,
ovisno o normalnosti distribucije varijabli. Vrijednosti ponavljanih mjerenja
usporedene su parnim t-testom.

Raspodjele kategorickin pokazatelja prikazane su apsolutnim (N) i
relativnim (%) frekvencijama, a medusobno su usporedene hi-kvadrat testom,
tj. Fisherovim egzakinim testom kada se prethodni zbog ogranic¢enja nije
mogao primijeniti.

Zavisnost viSe pokazatelja na mogucu promjenu vrijednosti brojéanog
pokazatelja koji je bio mjeren dvaput (IMT i broj plakova) ispitana je analizom
varijance za ponavljana mjerenja (engl. repeated measures ANOVA).

Da bismo istodobno ispitali razliku ponavljanih mjerenja IMT i broja
plakova unutar skupina ispitanika s niskim i visokim vrijednostima Lp(a), te
utjecaj na tu razliku onih varijabla koje se statistiCki znac¢ajno razlikuju u
vrijednostima u ispitanika s niskim i visokim vrijednostima Lp(a), u statisti¢koj
smo obradbi upotrijebili i tzv. generalni linearni model multivarijatne analize
varijance za ponavljana mjerenja (engl. General Linear Model, GLM Repeated
Measured ANOVA). Pritom su faktori koji mogu utjecati na varijable s
ponavljanim mjerenjima (IMT i broj plakova) razmatrani kao faktori koji se
razlikuju unutar ispitanika (engl. within-subject factors), dok su svi ostali
razmatrani kao faktori koji populaciju dijele ili je mogu dijeliti u skupine (engl.
between-subjects factor).

Reproducibilnost mjerenja ispitana je mjerenjem IMT u 35 istih
ispitanika od strane dvaju nezavisnih istraZzivaca. Prvi je istraziva¢ u skupini
izmjerio prosje¢nu debljinu IMT 1,13+0,19 mm (granice 95% pouzdanosti
aritmeticke sredine 1,06-1,19 mm), a drugi 1,12+0,17 mm (granice 1,07-1,18
mm), S§to nije statisticki znacajno razli€ito (parni t-test, t=-0,48, df=34,
p=0,633).



4. REZULTATI

4.1. Spolna stuktura ispitivanih skupina bolesnika s tipom 2 Secerne
bolesti

Od ukupno 146 bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti ukljuéenih u
istrazivanje, 60 bolesnika je imalo serumsku razinu Lp(a) < 30 mg/dl, a 86
bolesnika imali su razinu Lp(a) > 30 mg/dl. Kao $to je vidljivo iz tablice 1.,
ispitivane se skupine nisu bitno razlikovale s obzirom na spol. U obje
ispitivane skupine i sveukupno bilo je nesto vise musSkaraca (64,4%) nego

Zena (35,6%), ali razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,202).

Tablica 3. Ispitivane skupine bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti s obzirom na

spol
Lipoprotein (a) (mg/dl) Ukupno
_ . Statistika?
< 30 > 30 N (%)
N(%)| sene | 25(17,1) | 27(18,5) 52 (35,6) | X*=163
p = 0,202
Ukupno
N (%) 60 (41,1) 86 (58,9) 146 (100,0)

2 Hj-kvadrat test

4.2. Dobna stuktura ispitivane skupine bolesnika s tipom 2 Secerne

bolesti

Kada se gleda dobna struktura ispitivane skupine bolesnika, onda je iz
slike 8. vidljivo da je najveci udio bolesnika bio u dobi uzmedu 60 i 70 godina,
dok je maniji udio bolesnika bio u dobi izmedu 45 i 60 godina. Neznatan broj

ispitanika bio je stariji od 70 godina.
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Slika 8. Dobna raspodijela ispitivane skupine bolesnika s tipom 2 Secerne

bolesti

4.3. Osnovne klinicke oznake ispitivanih skupina bolesnika s tipom 2

Secerne bolesti

U tablici 4. vidljivo je da se ispitivane skupine bolesnika nisu zna¢ajno
razlikovale po dobi, tjelesnoj masi iskazanoj kao BMI i WHR, vrijednosti
albumina u 24-satnom urinu, vrijednosti ukupnog i LDL-kolesterola,
reguliranosti glikemije iskazanoj razinom HbA1c, te udjelu hipertenzije i
pusaca. Za sve njih nije dokazana statistiCki znacajna razlika (p>0,05).
Serumska razina HDL kolesterola u skupini bolesnika s razinom Lp(a) < 30
mg/dl iznosila je 1,4 + 0,8 mmol/l, §to se znacajno razlikovalo od razine HDL
kolesterola u skupini bolesnika s razinom Lp(a) >30 mg/dl koja je iznosila 1,2
+ 0,3 mmol/l (p=0,007). Ispitivane skupine bolesnika razlikovale su se u razini
triglicerida u serumu. Skupina bolesnika s visokom vrijednostima Lp(a) imala
je znacajno visu vrijednost triglicerida i iznosila je 2,5 + 1,5 mmol/l, dok je u

80




Tablica 4. Klinicke oznake ispitivanih skupina bolesnika s tipom 2 Secéerne

bolesti
Lipoprotein (a
PoP @) Statistika
(mg/dl)
Parametri
<30 > 30
t/x? p
(N =60) (N = 86)
Dob (godine)? 63 (45-69) 64 (46-70) |-0,35| 0,730
Indeks tjelesne mase
b 27,5+3,3 27,7+3,0 |-0,43| 0,668
(kg/m?)
Povisen omjer
_ 28 (19,2) 51 (35,9) 2,27 | 0,132
struk/bokovi N (%)°
Albumini u 24 h urinu
b 35,6 £ 56,9 56,5+86,3 |-1,64 | 0,103
(mg/24/h)
Ukupni kolesterol
b 57 £1,0 58 £1,2 -0,83 0,41
(mmol/l)
LDL-kolesterol (mmol/)’| 3,5 +0,9 3,6 £1,1 -0,44 | 0,659
HDL-kolesterol
b 1,4+04 1,2+0,3 2,63 | 0,007
(mmo/l)
Trigliceridi (mmo/l)® 1,7 £0,8 25 15 -3,86 | < 0,001
Hemoglobin Alc (%)° 79 14 7,9 £1,1 -0,18 | 0,859
PoviSen krvni tlak
39 (26,7) 67 (45,9) 2,96 | 0,085
N (%)°
Pusenje N (%)° 10(6,9) 19 (13,0) 0,65 | 0,419

@ Medijan (raspon), usporedeno Mann-Whitneyevim testom

® Aritimeticka sredina + standardna devijacija, usporedeno t-testom

° Frekvencije, usporedeno hi-kvadrat testom




skupini s niskom vrijednosti Lp(a) u serumu prosjena vrijednost triglicerida
iznosilia 1,7 £ 0,8 mmol/l (p<0,001).

4.4. Krivulja raspodjele Lp(a) u ispitivanoj skupini bolesnika s tipom 2
sSecerne bolesti

Slika 9. prikazuje krivulju raspodjele Lp(a) u ispitivanoj skupini od 146
bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti. Krivulja ima karakteristiCan asimetri¢an
oblik prema vec¢im vrijednostima (kosa u desno), $to je karakteristiCan oblik

krivulje za bijelacku populaciju.
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Slika 9. Krivulja raspodijele Lp(a) u serumu u ispitivanoj skupini bolesnika s
tipom 2 Secerne bolesti



4.5. Porast debljine intime-medije u ispitivanim skupinama bolesnika s
tipom 2 Secerne bolesti u periodu pracenja od cetiri godine

U ispitivanim skupinama bolesnika s niskim i visokim vrijednostima
Lp(a) nisu nadenje statisticki zna€ajne razlike u IMT na pocetku istraZivanja
(1,03 £ 0,15) vs: (1,07 = 0,18); (p=0,112). Nakon Cetiri godine pracenja u
skupini bolesnika sa serumskom razinom Lp(a) <30 mg/dl doslo je do
povecanja IMT prema poc€etnim vrijednostima tj. s vrijednosti IMT 1,03 £ 0,15
mm na vrijednost 1,15 £ 0,17 mm, §to je statisti¢ki zna¢ajno (p<0,001).

Tablica 5. Debljina intime-medije na pocetku i nakon Cetiri godine u ispitivanim
skupinama bolesnika s tipom 2 Sec¢erne bolesti

Lipoprotein (a)

Debljina intime- Statistika®
) (mg/dl)
medije
<30 > 30
(mm) t P
(N = 58) (N = 80)

. a 1,03+£0,15 1,07 £0,18 -1,6 0,112
Na pocetku 2

1,15+0,17 1,24 + 0,22 -2,82 0,005

Nakon 4 godine?

t -9,26 -9,82
Statistika®

p < 0,001 < 0,001

@ Svi podaci prikazani su aritimetickom sredinom i standardnom devijacijom
® Neparni t-test
¢ Parni t-test

Takoder u skupini bolesnika s povisenom razinom Lp(a) u serumu prati
se znacajna porast IMT tj. s vrijednosti od 1,07 + 0,18 mm na vrijednost od
1,24 + 0,22 mm (p<0,001). lako se ispitivane skupine na pocetku istrazivanja
nisu znacajno razlikovale u IMT, nakon Cetiri godine IMT u bolesnika razinom

Lp(a) >30 mg/dl iznosila je 1,24 + 0,22 mm i bila je zna¢ajno visa od IMT



bolesnika s razinom Lp(a) < 30 mg/dl koja je iznosila 1,15 £ 0,17 mm
(p=0,005). Rezultati su prikazani u tablici 5.

Prosje¢no povecéanje IMT u skupini s niskom razinom Lp(a) u serumu
iznosilo je 0,12 mm (0.030 mm/god.); (prosje€na debljina intime medije na
kraju istrazivanja minus prosjecna debljina intime-medije na pocetku
istrazivanja; 1,15 -1,03=0,12), dok je prosjecno povecanje IMT u skupini s
visokim Lp(a) iznosilo 0,17 (0,043 mm/god.); (prosje€na debljina intime medije
na kraju istraZzivanja minus prosjeCna debljina intime-medije na pocetku

istraZivanja; 1,24 — 1,07=0,17). Podaci nisu pokazani tabli¢no.

4.6. Multivarijatna analiza ponavljanih mjerenja debljine intime-medije u
ovisnosti o varijablama koje se znacajno razlikuju u ispitivanim
skupinama prikazane generalnim linearnim modelom analize varijance

za ponavljana mjerenja

U tablici 6. prikazana je multivarijatna analiza faktora koji su prema
podacima u tablici 4. i 5. medusobno povezani. |1z tablice 6. slijedi da je IMT
varijabla koja se mijenja u prvom i drugom mijerenju (p=0,004) a da na tu
promjenu utje€e samo razina Lp(a) (p=0,018). Promjena IMT na pocetku i na
kraju istrazivanja ne ovisi o razini triglicerida (p=0,661) i HDL-kolesterola
(p=0,797). Nezavisno od ponavljanih mjerenja vrijednost IMT ovisi jedino o
razini Lp(a) (p=0,014), a ne ovisi o razini triglicerida (p=0,361) i razini HDL-
kolesterola (p=0,764).



Tablica 6. StatistiCke vrijednosti multivarijatne analize ponavljanih mjerenja
debljine intime-medije u ovisnosti o vrijednostima lipoproteina (a), triglicerida i
HDL kolesterola prikazane generalnim linearnim modelom analize varijance

za ponavljana mjerenja

Faktori utjecaja
, faktori koji se razlikuju unutar |faktori koji populaciju dijele na
Pokazatel]
ispitanika (ovise o IMT) skupine (ne ovise o IMT)
F p F p

Debljina intime

) 8,46 0,004 - -
medije
Lipoprotein (a)
(skupine < i =30 5,72 0,018 6,26 0,014
mg/dL)
Trigliceridi 0,19 0,661 0,84 0,361
HDL kolesterol 0,09 0,767 0,09 0,764

4.7. Porast broja plakova u ispitivanim skupinama bolesnika s tipom 2
Secerne bolesti u periodu pracenja od cetiri godine

U tablici 7. prikazan je broj plakova medijanom i rasponom mjerenja u
ispitivanim skupinama na pocetku istrazivanja i na kraju nakon c&etiri godine
pracenja. Broj plakova na pocetku istrazivanja nije se bitno razlikovao medu
ispitivanim skupinama (p=0,276), a isto tako niti na kraju istrazivanja
(p=0,355). U periodu pracenja od Cetiri godine prati se signifikantno povecanije
broja plakova u skupini s niskom razinom Lp(a) od prosje¢no jednog (raspon
0-6) na prosjecno jedan (raspon 0-8); (p<0,001), kao i u skupini s visokom
razinom Lp(a) gdje se prati porast broja plakova s prosje¢no jednoga (raspon
0-8) na prosje€no dva (raspon 0-8), §to je statisti¢ki znacajno (p<0,001).




Tablica 7. Broj plakova na pocetku i nakon cetiri godine u ispitivanim

skupinama bolesnika s tipom 2 Sec¢erne bolesti

Lipoprotein (a
Pop @) Statistika®
Broj plakova (mg/dl)
(N)
<30 > 30
t P
(N =58) (N=80)
Na pocetku? 1(0-6) 1(0-8) -1,09 | 0,276
Nakon 4 godine? 1(0-8) 2(0-8) -9,3 | 0,355
t -4,15 -5,69
Statistika® _
p < 0,001 < 0,001

@ Svi podaci prikazani medijanom i rasponom mjerenja
® Neparni t-test

¢ Parni t-test

U slikama 10. i 11. jo§ je bolje vidljiva razlika u broju plakova na
poCetku i na kraju istrazivanja nakon Cetiri godine u ispitivanoj skupini
bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti. U slici 10. vidi se da je na pocetku
istrazivanja najveéi udio bolesnika imao jedan plak, dok je neS§to maniji broj
ispitanika imao dva do Cetiri plaka, a neznatan je broj bolesnika imao vise od
Cetiri plaka. Nakon Cetiri godine prati se smanjenje udjela bolesnika s jednim
plakom, uz znacajan porast udjela bolesnika koji imaju dva do pet plakova
(slika 11.).



Frekvencija

1 2 3 4 5 6 7 8 9
broj plakava na pocetku istrazivanja

Slika 10. Raspodjela bolesnika prema broju plakova na pocetku istrazivanja u

ispitivanoj skupini bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti



Frekvencia

broj plakeva nakon 4 god.

Slika 11. Raspodjela bolesnika prema broju plakova na kraju istrazivanja u
ispitivanoj skupini bolesnika s tipom 2 Seéerne bolesti

4.8. Multivarijatna analiza ponavljanih mjerenja broja plakova u ovisnosti
o varijablama koje se znacajno razlikuju u ispitivanim skupinama
prikazane g¢eneralnim linearnim modelom analize varijance za

ponavljana mjerenja

U tablici 8. prikazana je multivarijatna analiza faktora koji su prema
podacima u tablici 4. i 7. medusobno povezani. |z tablice 8. slijedi da je broj
plakova varijabla koja se mijenja u prvom i drugom mjerenju (p=0,011).
Promjena broja plakova na pocetku i na kraju istrazivanja ne ovisi o razini Lp
(@) (p=0,937), triglicerida (p=0,434) i razini HDL-kolesterola (p=0,275).
Nezavisno od ponavljanih mjerenja broj plakova ovisi o razini Lp(a) (p=0,047) i
razini triglicerida (p<0,001) i ne ovisi o razini HDL-kolesterola (p=0,257).



Tablica 8. StatistiCke vrijednosti multivarijatne analize ponavljanih mjerenja
broja plakova u ovisnosti o vrijednostima lipoproteina (a), triglicerida i HDL
kolesterola prikazane generalnim linearnim modelom analize varijance za

ponavljana mjerenja

Faktori utjecaja
faktori koji se razlikuju faktor koji populaciju dijele na
Pokazatel] unutar ispitanika (ovise o skupine (ne ovise o broju
broju plakova) plakova)

F P F P
Broj plakova 6,66 0,011 - -
Lipoprotein(a)
(skupine <i =30 0,007 0,937 4,03 0,047
mg/dL)
Trigliceridi 0,62 0,434 13,60 <0,001
HDL kolesterol 1,12 0,275 1,29 0,257
4.9. Kardiovaskularni pobol i smrtnost u ispitivanim skupinama

bolesnika s tipom 2 Sec¢erne bolesti u periodu pracenja od ¢etiri godine

U tablici 9. prikazani su kardiovaskularni pobol i smrtnost u skupinama
s niskim i visokim serumskim vrijednostima Lp(a). U skupini ispitanika sa
serumskum razinom Lp(a) > 30 mg/dl oboljelih od infarkta miokarda bilo je
vise (2,7%) prema skupini sa serumskom razinom Lp(a) < 30 mg/dl (0,7%), no
razlika nije bila statistiCki znacajna. (p=0,649).



Tablica 9. Preboljeli infarkt miokarda, mozdani udar, kardiovaskularna smrt i
kombinirani ishodi u ispitivanim skupinama bolesnika s tipom 2 Secerne

bolesti

Lipoprotein (a) (mg/dl) Statistika?
Nepovoljni ishodi N (%) <30 T
Infarkt miokarda| "¢ 59 (40,4) 82 (56,2)
N (% 0,649
) da 1(0,7) 4(2,7)
Mozdani udar ne 59 (40,4) 85 (98,6)
N (% 1,000
) da 1(0,7) 1(0,7)
ne 58 (39,7) 80 (94,5)
KV smrt® (N%) 0.471
da 2 (1,4) 6 (5,5)
Kombinirani ne 56 (38,4) 75 (51,49)
ishod® N (% 0,296
Shod™ N (% da 4 (2,7) 11 (10,2)

@ Ficherov egzaktni test
bkv (kardiovaskluarna) smrt - (umrli od mozZdanog udara i sréanog infarkta)

°Kombinirani ishod - (infarkt miokarda + mozdani udar + kardiovaskularna smrt)

Pojava mozdanog udara nije znacajno razli€ita u ispitivanim skupinama
(p= 1,000).

Postotak umrlih od kardiovaskularnih dogadaja (smrt od mozZdanog
udara i infarkta miokarda) nije se znac€ajno razlikovao u skupini sa serumskom
razinom Lp(a) <30 mg/dl prema skupini sa serumskom razinom Lp(a) >30
mg/dl (p=0,471).

S obzirom na mali postotak kardiovaskularnih dogadaja u ispitivanom
periodu u Cetiri godine, usporedili smo postotak kombiniranog ishoda tj. zbroj



infarkta miokarda, mozdanih udara i kardiovaskularne smrti u ispitivanim
skupinama. Postotak kombiniranog ishoda bio je veéi (10,2%) u skupini s
razinom Lp(a) > 30 mg/dl prema skupini sa Lp(a) < 30 mg/dl (2,7%), no razlika
nije bila statisti¢ki znacajna (p=0,296).



5. RASPRAVA

Lp(a) je u zadnja Cetiri desetlie¢a u srediStu pozornosti kao novi
kardiovaskularni ¢imbenik rizika. Rezultati studija o njegovoj ulozi u razvoju
kardiovaskularnih bolesti su kontradiktorni. Dobro je poznata €injenica da se u
interpretaciji epidemioloskih studija, zbog njihova razli¢itog dizajna, nacina
uzimanja, Cuvanja i kemijske analize uzoraka te statisticke analize kriju brojne
zamke, a zaklju¢ci mogu biti dijametralno suprotni. NajéeS¢e se oprecni
zaklju€ci donose usporedujuci rezultate prospektivnih s rezultatima presjeénih
studija (cross-sectional). Ni Lp(a) nije poSteden takvih kontradiktornositi.

Vec¢ je u istraZzivanjima 60-ih i u ranim 70-im godinama nadena
povezanost izmedu razine Lp(a) u serumu i koronarne bolesti, §to je bilo
povod za mnoga daljnja istrazivanja o Lp(a) i njegovoj ulozi u aterogenezi i
trombogenezi (194,195). U daljnjim je istraZivanjima uoeno da je Lp(a)
pretkazatelj ponovnih stenoze venskih premosnica kornarnih arterija,
koronarnih arterija nakon ucinjene dilatacija a i korelira s debljinom intime
medije karotidnih arterija (127,196,197,198). Tri velike studije nisu pokazale
povezanost Lp(a) s kardivaskularnim bolestima i ostavile su odredenu sumnju
0 njegovoj ulozi u procesu ateroskleroze (199,200,201). Odredene nejasnoce
razjasnile su rezutati nedavno objavljene metanalize u kojoj su analizirani
rezultati 27 prospektivnih studija na oko 5400 bolesnika s koronarnom bole$¢u
pracenih vise od 10 godina (202). Prema toj analizi bolesnici s povisenim
vrijednostima Lp(a) imali su znacajno vedéi relativni rizik koronarne bolesti
prema bolesnicima s niskim vrijedostima Lp(a). U samo pet studija nije
nadena znacajna razlika u relativnom riziku za pojavu koronarne bolesti.
Promatrajuc¢i dizajn i nacin provodenja studija s negativnim rezultatima,
primjecuje se nekoliko mogucih razloga koji mogu biti odgovorni za taj
nerazmjer. Prvo, u studijama koje nisu nasle povezanost kardiovaskularnog
rizika s poviSenim razinama Lp(a) uzorak krvi bio je pohranjen na -20°C, a ne
na -70°C. Naime, pokazalo se da se upravo niskomolekularne izoforme koje
su aterogenije brze razgraduju ovim nacinom pohrane (203). Druga
manjkavost studija s negativhim rezultatima je kratak period praéenja
bolesnika. Ateroskleroza je spor proces, a medijan pracenja je u tim studijama
bio oko pet godina. Cini se da je glavni uzrok negativnih rezultata u ovim



studijama nacin odabira bolesnika. U Cetiri studije s negativnim rezultatom
odabrani su bolesnici s niskim kardiovaskularnim rizikom, a u jednoj studiji
praéene su osobe sa Seéernom bolesti kod kojih i inace postoje kontradiktorni
rezultati o Lp(a) kao neovisnom Cimbeniku kardiovaskularnog rizika (202,204).

Neka su istrazivanja pokazala da poviSena razina Lp(a) dodatno
povecava kardiovaskularni rizik samo u prisutnosti drugih kardiovaskularnih
¢imbenika rizika poput hipertenzije, povisene vrijednosti LDL kolesterola i
snizene vrijednosti HDL kolesterola (203,205). S druge strane, Framingham
Heart Study pokazuje da je poviSena vrijednost Lp(a) znacajan prediktor
kardiovaskularnog rizika u muskaraca (206). Ti su rezultati sukladni
rezultatima studije u kojoj je pokazano da poviSena vrijednost Lp(a) povecava
populacijski kardiovaskularni rizik za 27%, dok drugi autori zakljuuju da bi se
populacijski rizik infarkta miokarda smanjio za 15% kada bi se vrijednosti
Lp(a) mogle spustiti ispod 20. percentile (207,208). Kontraverzni rezultati
dobiveni ispitivanjima u Zena, ukazuju da za procjenu kardiovaskularnog rizika
Lp(a) u ovoj populaciji treba uzeti u obzir i utjecaj promjene zenskih spolnih
hormona koje se javljaju u menopauzi (209). Manje kontradiktornih podataka
nalazimo kod retrospektivnih i case-control studija (210). Najveéa poteSkoca
pri tumacenju rezultata retrospektivnih studija je razlikovanje je li poviSena
vrijednost Lp(a) uzrok patogenog procesa ili se poviSena vrijednost javlja
sekundarno kao posljedica prisutne bolesti.

U metaanalizi Milionisa i sur. prikazani su rezultati 16 epidemioloskih
studija u kojima je ispitivana povezanosti Lp(a) i cerebrovaskularnih bolesti
(211). Dobiveni rezultati, iz viSe razloga, a poglavito zbog nemogucnosti
odredivanja tipa mozdanog udara, nisu jednoznaéno mogli potvrditi
pretkazateljsku vrijednost Lp(a) za ishemicki mozdani udar. Primijeceno je da
osobe s povisenom razina Lp(a) imaju znacajno vedi relativni rizik za mozdani
udar, osobito ako su istovremeno prisutni i drugi metaboli¢ki poremedaji
poglavito hiperlipidemija i hiperhomocisteinemija. Lp(a) se pokazao kao
znacCajan pretkazatelj ishemiCkog mozdanog udara u bolesnika u kojih je
mozdani udar uzrokovan ateresklerotskim promjenama karotidnih arterija
(212). U istrazivanjima je potvrdena pozitivnha povezanost povisene vrijednosti
Lp(a) i periferne vaskularne bolesti (210,213).



Unato¢ &vrstim dokazima protrombotske aktivnosti Lp(a) u arterijama,
uloga Lp(a) u razvoju trombotskih bolesti venskog sustava je joS uvijek
kontraverzna. Zbog kocenja fibronolize, Lp(a) se u nekim istrazivanjima
pokazao kao rizi€ni ¢imbenik za nastanak venske tromboembolije i okluzije
retinalnih vena (214). Druga sli¢na istrazivanja nisu potvrdila povezanost
poviSene razine Lp(a) i venske tromboembolijske bolesti (215,216). Zbog ovih
razloga vjerojatna povezanost izmedu Lp(a) i venske tromboembolijske bolesti
viSe je spekulativna i nije potpuno razjasnjena. lako je direktni i neovisni
utjecaj Lp(a) na razvoj trombotske bolesti venskog sustava manje vjerojatan,
ne moze se iskljuciti mogucnost da Lp(a) djeluje u sinergizmu s drugim dobro
poznatim protrombotskim stanjima kao S$to su nasljedna trombofilija,
autoimune bolesti i antifosfolipidni sindrom (217,218).

Etnicka je pripadnost od velike vaznosti u istrazivanjima povezanosti
genetskih ¢imbenika rizika i bolesti. Genetski ¢imbenik koji se ponasa kao
riziCni ¢imbenik u jednoj populaciji ne mora obavezno biti i u drugoj etni¢koj
skupini. Drugi geni mogu djelovati na ulogu Lp(a) kao kardiovaskularnog
¢imbenika rizika (72). Marcovina i sur. su u svojim istrazivanjima nasli
znacajnu razliku u koncentraciji Lp(a) u plazmi izmedu populacija ameri¢kih
Bijelaca i Crnaca (71). U ovom istrazivanju Bijelci su imali zna¢ano nize
vrijednost Lp(a) a krivulja raspodjele bila je asimetricCna prema vecéim
vrijednostima (kosa u desno). Crnci su imali znatno viSe razine Lp(a) u plazmi
i pravilnu, zvonoliku krivulju distribucije. Dobro poznata obrnuta povezanost
izmedu veli€ine izoformni apo(a) i koncentracije Lp(a) nije nadena u americkih
Crnaca. Unato¢ vecoj razini Lp(a) u serumu Crnci nisu imali zna¢ajno veci
rizik od razvoja koronarne bolesti. Manji aterotrombogeni potencijal Lp(a),
unato¢ viSim vrijednostima Lp(a) prema Bijelcima, objasnjen je veéom
zastupljenos¢u izoformi apo(a) srednje veli€ine. Sli¢ni podaci dobiveni su i u
drugim istrazivanjima. Toc¢ni uzroci razliCite vrijednosti i razliitog aterogenog
potencijala Lp(a) medu rasama ostaju nepoznati (219,220).

U na8em istraZivanju na 146 ispitanika s tipom 2 Secerne bolesti
krivulja raspodijele Lp(a) je asimetricna prema vec¢im vrijednostima (kosa u
desno), §to se slaze s podacima epidemioloskih istrazivanja ucinjenih u

populacijama Bijelaca (slika 9.). Za to€nu procjenu raspodijele Lp(a) u nasoj



populaciji potrebno je uciniti epidemiolosko istrazivanje na daleko veéem broju
ispitanika.

U posljednjih desetak godina interes epidemiologa i klini¢kih istrazivac¢a
preusmjeren je s kliniCkog procjenjivanja aterosklerotskin komplikacija (infarkt
miokarda, mozdani udar i kardiovaskularna smrt) na neinvazivhe metode koje
su vrlo osjetljive u otkrivanje subklini¢kih oblika ateroskleroze. Populacijski
utemeljene studije pokazale su povezanost tezine ateroskleroze u jednom
arteriskom podru€ju s aterosklerotskim promjenama drugih arterija u
organizmu (221). Otkrivanje aterosklerotskih promjena na karotidnim
arterijama ili arterijama nogu, mnogo je prikladnije i manje invazivho nego
otkrivanje tog procesa u koronarnim i cerebralnim arterijama. Stoga je rano
otkrivanje arterijske bolesti usmjereno na periferno arterijsko podrucje i
karotidne arterije. Ultrazvuéna pretraga povrSinskih arterija je pouzdana,
visoko reproducibilna i relativno jeftina metoda neinvazivnog prikazivanja
lumena i stijenki arterija koje su uklju¢ene u aterosklerotski proces. Prikazom
lumena krvne zile ultrazvuénim sustavom visoke rezolucije, tehnikom B-moda,
moze se jasno razlikovati IMT karotidnih arterija od ostalih slojeva Zilne
stijenke (179,183). Suvremenim ultrazvuénim uredajima, sondama frekvencije
8 ili viSe MHz, u moguénosti smo razlikovati granicu izmedu zilnog lumena i
intime, kao i izmedu medije i adventicije. Smatra se da jednoliko IMT, koje se
obi¢no interpretira samo kao povecenje intime, odgovora ranom formiranju
aterosklerotskog plaka. Premda se biljezi postupan porast kardiovaskularnog
rizika s rastu¢om IMT, vrijednost veéa 1,3 mm smatraj se patoloSkom. Osobe
bez poznate kardiovaskularne bolesti u kojih je povac¢ana IMT imaju poviSen
rizik od razvoja infarkta miokarda i mozdanog udara (173). Ultrazvuk kao
metoda probira ima veliku prednost jer se moze primijeniti kod osoba u kojih
su prisutni ¢imbenici rizika, a jo$ nije doSlo do aterosklerotskog procesa u
veéem razmjeru.

Ultrazvuénim sustavom moze se takoder jasno razlikovati fokalna
aterosklerotska nakupina (plak), kao znak uznapredovalog procesa
ateroskleroze. Nedavno je za svojstvo plaka procijenjene karotidnim
ultrazvukom utvrdeno da mogu pretkazivati budu¢e mozdane ishemijske
dogadaje (174). Bolesnici sa stenotiCkim plakovima niske ehoreflektivnosti
imaju bitno vedi rizik mozdanog udara i cerebrovaskularnin dogadaja nego



osobe s plakovima visoke ehoreflektivnosti. Pri procjenjivanju B-mode
ehokardiografijom, lipidi, trombi i hemoragije u plaku koji su sastavnice
nestabilnog aterosklerotskog plaka prikazuju se kao strukture niske
ehoreflektivnosti.

Raspolozivi epidemioloski podaci ukazuju na znacajnu povezanost
povecane IMT Kkarotidnih arterija i razliCitih klasi¢nih Cimbenika rizika, te
incidencije kardiovaskularnih bolesti (222). Prospektivna istrazivanja ukazuju
da je povecana IMT snazan prediktor kardiovaskularnih dogadaja (179).
Dobro je poznato da osobe sa Se¢ernom bolesti imaju dva do Cetiri puta veci
rizik od kardiovaskularnih bolesti prema opc¢oj populaciji i da je smrtnost od
kardiovaskularnih bolesti u ovoj populacij gotovo 80% (15). S druge strane
neka su istrazivanja pokazala da osobe sa $ecernom boleS¢u imaju znacajno
viSu IMT karotidnih arterija prema opcoj populaciju (176,177).

Budu¢i da je primije¢eno da se ukupni kardiovaskularni rizik ne moze
objasniti samo klasicnim cimbenicima rizika, zadnjih je godina posebna
pozornost usmjerena na tzv. nove, male cimbenike rizika. Jedan od
najintrigantnijin tzv. malih ¢imbenika rizika je Lp(a). Veci je broj istraZivanja
pokazao izravnu povezanost poviSene serumske razine Lp(a) i vrijednosti IMT
karotidnih arterija u osoba bez Secéerne bolesti (174,177,212) U literaturi
nalazimo srazmjerno malo istraZivanja o povezanosti Lp(a) i IMT karotidnih
arterija u osoba s tipom 2 Secerne bolesti. Nedavno su Yamamoto i sur.
dokazali znaajnu povezanost poviSene razine Lp(a) u serumu i karotidne
ateroskleroze u osoba s tipom 2 Secerne bolesti (177). Bolesnici s poviSenim
vrijednostima Lp(a) imali su zna€ajno vecu prosjecnu IMT i znacajno vedi
prosjecni broj plakova na karotidnim arterijama. U tom istrazivanju srednja
vrijednost IMT i serumaska razina Lp(a) bila su znac¢ajno ve¢a u osoba s
cerebrovaskularnom boleS¢u. Osim toga prevalencija je ishemicke bolesti srca
i cerebrovaskularne bolesti bila znaajno povezana je s brojem plakova
karotidnih arterija. Prema naSem ranijem istrazivanju, osobe s tipom 2
Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) imaju zna¢ajno vecu vrijednost IMT
karotidnih arterija i zna€ajno veci prosjecni broj plakova prema osobama s
niskom razinom Lp(a) (178).

U ovom smo istrazivanju pratili moguci utjecaj Lp(a) na progresiju IMT i
broj plakova u osoba s tipim 2 Secerne bolesti. Ispitivanjem je obuhvaceno



146 osoba s tipom dva Secéerne bolesti koji su bili podijeljeni u dvije skupine s
obzirom na grani¢nu vrijednost Lp(a) od 30 mg/dL, iznad koje je rizik za razvoj
ateroskleroze povecan.

Ispitivane skupine bolesnika na pocetku istrazivanja nisu se znacajno
razlikovale s obzirom na vrijednost IMT karotinih arterija (tablica 5.). U periodu
pracenja od Cetiri godine doslo je znacajnog porasta IMT karotidnih u obje
ispitivane skupine. U skupini bolesnika s vrijednostima Lp(a) < 30 mg/dL
prosje€no povecanje IMT u ispitivanom periodu iznosilo je 0,12 mm (0,030
mm/god.), a u skupini s vrijednostima Lp(a)>30 mg/dl iznosilo je 0,17 mm
(0,043 mm/god.). lako se ispitivane skupine bolesnika na pocetku istrazivanja
nisu razlikovale u vrijednostima IMT karotidnih arterija, nakon Cetiri godine
pracenja u skupini bolesnika s visokim vrijednostima Lp(a) prate se znacajno
veée prosjecno povecanje IMT karotidnih arterija prema skupini ispitanika s
niskim vrijednostima Lp(a) (p=0,005). Ovi rezultati ukazuju da IMT karotidnih
arterija u osoba s tipom 2 Secerne bolesti zna€ajno brze progredira u osoba s
visokom prema osobama s niskim vrijednostima Lp(a) u serumu. Prema
nasim saznanjima ovo je prvo prospektivno istrazivanje koje prati utjecaj Lp(a)
na progresija IMT karotidnih arterija u osoba s tipom 2 Secéerne bolesti. U
jednoj drugoj prospektivnoj studiji koja je trajala tri godine praceno je 287
osoba s tipom 2 Secerne bolesti. Pretkazatelji progresije IMT karotidnih arterija
bili su poc€etna vrijednost IMT i reguliranost glikemije procijenjena razinom
HbA1c (179). Klinicke oznake ispitavane skupine bolesnika bile su usporedive
s oznakama ispitanika u nasem istraZivanju. Prosje¢no godiSnje povecéanje
IMT u njihovu istrazivanju bilo je 0,04 mm, Sto je sli€¢no dobivenim rezultatima
u naSem istrazivanju. Ti su rezultati usporedivi s rezultatima istrazivanja
Salonena i sur. koji su u populaciji pretezno nedijabeti¢kih bolesnika nasli da
je prosje¢no dvogodiSnje povecanje IMT karotidnih arterija iznosilo 0,08 mm
(228). Suprotno u jednom drugom istrazivanju nadena je znacajno niza
godisnja progresiju IMT karotinih arterija u nedijabeti¢ara prema osobama sa
Secernom bolesti (224).

Rezultati mutivarijatne analize mogucdih utjecaja drugih ¢imbenika rizika
koji se statisticki zna€ajno razlikuju u ispitivanim skupinama [Lp(a), HDL-
kolesterol i trigliceridi] pokazali su da na IMT varijablu koja se mijenja u prvom

i drugom mjerenju, utjeCe samo razina Lp(a), a da na tu promjenu ne utjecu



razina tirglicerida i HDL-kolesterola. Neovisno o ponavljanim mjerenjima
vrijednost IMT, ponovno ovisi samo o razine Lp(a), a ne o razini triglicerida i
HDL-kolesterola (tablica 6).

U literaturi nalazimo srazmjerno malo istrazivanja o povezanosti Lp(a) s
brojem plakova karotidnih arterija. U nekim istrazivanjima bolesnici s tipom 2
Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) imali su zna€ajno veci broj plakova
prema osobama s niskom razinom Lp(a) (177,178). Suprotno tome, u ovom
istrazivanju ispitivane skupine bolesnika nisu se znacajno razlikovale u broju
plakova u vrilemu uklju€ivanja u studiju (tablica 7.) Nakon Cetiri godine, prati
se znaCajan porast broja plakova u obje skupine bolesnika prema broju
plakova na pocetku istrazivanja. Broj plakova na kraju istrazivanja u
ispitivanim skupinama bolesnika s tipom 2 Secéerne i visokom vrijednosti Lp(a)
u serumu nije se znacajno razlikovao prema onima s niskom vrijednosti Lp(a).
Rezultati multivarijatne analize ponovljenih mjerenja broja plakova, u ovisnosti
o varijablama koje se znacajno razlikuju u ispitivanim skupinama, pokazali su
da promjenu broja plakova na pocetku i na kraju istrazivanja ne ovise o razini
Lp(a), triglicerida i HDL-kolesterola. Neovisno o ponavljanim mjerenjima broj
plakova ovisi o0 razini Lp(a) i razini triglicerida, a ne ovisi o razini HDL-
kolesterola (tablica 8.).

Serumski su trigliceridi vazan ¢imbenik rizika za razvoj aterosklerotskih
promjena krvnih Zzila. Neka su prospektivna istraZivanja pokazala da je
hipertrigliceridemija znacajan, neovisni Cimbenik rizika za razvoj ishemicke
bolesti srca (225). PoviSena razina triglicerida u osoba s tipom 2 Secéerne
bolesti moze biti bolji pretkazatelj ishemicke bolesti srca nego poviSena razina
LDL-kolesterola (226). Razina serumskih triglicerida povecana je 3-6 h nakon
uzimanja jela i obiéno se podrzava uzimanjem slijedeéih obroka (227).
Najces¢i oblik hiperlipidemije u osoba s tipom 2 Secerne bolesti je povisena
razina triglicerida i snizena razina HDL kolesterola. Nedavno su Teno i sur.
pokazali da je postprandijalna hipertrigliceridemija, neovisno o0 razini
triglicerida nataste, neovisni &imbenik rizika razvoja rane ateroskleroze
procijenjene IMT karotidnih arterija (228). Stoga je u osoba s tipom 2 Secéerne
bolesti osim vrijednosti nataste, izuzetno vazno odredivanje triglicerida i

postprandijalno.



Neka prijasnja istrazivanja ukazuju da progresija IMT karotidnih arterija
ovisi 0 pocetnoj vrijednosti IMT ili o prisutnosti lokaliziranih aterosklerotskih
plakova u stijenci krvne Zile (184). Vinson i sur. u svom su istrazivnju nasli da
osobe s tipom 2 Secéerne bolesti i prisutnim mikrovaskularnim komplikacijama
imaju znacajno vec¢u IMT i CeSce lezije racvista karotidnih arterija prema
skupini bez mikovaskularnih komplikacija te kontrolnoj skupini ispitanika koji
nisu imali Sec¢ernu bolest (229). NaSe prijasSnje istrazivnje pokazalo je da
osobe s tipom 2 Secéerne bolesti i prisutnim mikrovaskularnim komplikacijama
imaju zna€ajno veéu IMT karotidnih arterija prema osobama bez
mikrovaskularnih komplikacija. Ispitivane se skupine nisu razlikovale u
prosjeénom broju plakova (178). NaSi prijasnji rezultati i rezultati navedenih
autora potvrduju da je Seéerna bolest neovisni Cimbenik rizika za razvoj
karotidne ateroskleroze. Takoder se moze reci da razvojem mikrovaskularnih
komplikacija pridonosi daljnjem pogorsanju aterosklerotskih promjena u osoba

s tipom 2 Secerne bolesti.

Nedavno su uvedene nove ultrazvuéne metode za procjenu sastava
plaka. Primjenom posebne tehnike videodenzitometrijske analize
ehoreflektivnosti plaka moguée je razlikovati pojedine komponente
aterosklerotskog plaka. Visoka je ehoreflektivnost povezana s visokim
stupnjem sadrzaja fibroznog tkiva unutar plaka, dok visoki stupanj lipidnog

sadrzaja odgovara niskoj ehoreflektivnosti.

Najnovije istrazivanje od lwamota i sur. iz 2004. godine ucinjeno u 208
Japanaca starijin od 80 godina pokazuje znacajno veci udio hipoehogenih,
lipidima bogatih, nestabilnih aterosklerotskih plakova karotidnih arterija u
osoba s visokim vrijednosima L(a), prema onima s normalnim vrijednostima
Lp(a) u serumu. Srednja veli€ina plaka bila je takoder znacajno veéa u osoba

s poviSenom prema onima s normalnom razinom Lp(a ) u serumu (230).

Rezultati naSeg istrazivanja kao i rezutati drugih autora ukazuju da
Lp(a) predstavlja znacCajan, neovisni pretkazatelj progresije IMT karotidnih

arterija u osoba s tipom 2 Seéerne bolesti.

U drugom dijelu istrazivanja cilj nam je bio istraziti imaju li osobe s

tipom 2 Secerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) u Cetverogodisnjem



razdoblju prac¢enja veci pobol i smrtnost od kardiovaskularnih bolesti (mozdani
udar i infarkt miokarda) prema osobama s tipom 2 Seéerne bolesti i
normalnom razinom Lp(a). Prema ovom je istraZzivanju skupina bolesnika s
visokim vrijednostima Lp(a), prema onoj s niskom razinom Lp(a) imala
znacajno vecu progresiju IMT tijekom Cetiri godine i nesto viSe oboljelih od
infarkta miokarda, ali razlika nije dostigla razinu statisticke znacajnosti. Medu
ispitivanim skupinama tijekom c¢etiri godine nije bilo znacajne razlike u
pojavnosti mozdanog udara (tablica 9.). Sli€no, neka ranija istrazivanja
ukazuju da osobe s tipom 2 Secéerne bolesti i ishemi¢kom bolesti srca imaju
vecu IMT i viSe vrijednosti Lp(a) prema osobama bez ishemicke bolesti srca.
Ta razlika nije bila statisticki znacajna. U istom istrazivanju osobe koje su
preboljele mozdani udar imale su statisticki znacajno vecu IMT i vece
vrijednosti Lp(a) u serumu prema osobama bez preboljelog mozdanog udara
(177).

U ovom istraZivanju kardiovaskularna smrtnost (smrt od infakta
miokarda i mozdanog udara) bila je nesto veéa u skupini bolesnika s ve¢im
vrijednostima Lp(a), ali razlika nije bila statisticki znac¢ajana (tablica 9.). S
obzirom na mali broj kardiovaskularnih dogadanja u analizu su uklju€eni
kombinirani ishodi kardiovaskularnih dogadanja (infarkt miokarda, mozdani
udar i kardiovaskularna smrt). U skupini je bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti
i poviSenom razinom Lp(a) zabiljezen veci udio bolesnika s kombiniranim
ishodom prema bolesnicima s nizom razinom Lp(a). Tu takoder razlika nije
bila statistiCki znacajna (tablica 9.). Tijekom C&etiri godine pracenja tendencija
je veceg broja kardiovaskularnin dogadanja i kardiovaskularne smrti u
bolesnika s tipom 2 Seéerne bolesti koji su imali vec¢e vrijednosti Lp(a). Moguci
razlog statisticki neznaCajne razlike za te analize je relativno mala skupina
ispitanika. Na$8i rezultati ukazuju na znacajnu povezanost poviSene razine
Lp(a) s brzom progresijom plaka karotidnih arterija i tendenciju ve¢eg pobola i
smrtnosti od sréanog infarkta i mozdanog udara. Za c¢vrSée stavove o
znacajnosti Lp(a) kao vaznog kardiovaskularnog ¢imbenika rizika potrebna su
daljnja istrazivanja u veceg broja osoba s tipom 2 Secerne bolesti.

U prilog tim tvrdnjama govore rezultati velikin prospektivnih studija u
opc¢oj populaciji. Naime, tu su istrazivadi pokazali da osobe s veéim



vrijednostima Lp(a) imaju znacajno vecu IMT Kkarotidnih arterija. Isto tako
osobe koje su razvile infarkt miokarda ili mozdani udar imali su zna¢ajno vece
vrijednosti Lp(a) i vecu IMT karotidnih arterija (174,231). U poznatoj Bruneck
studiji vrijednost Lp(a) bila je pretkazatelj kako ranih, tako i uznapredovalih
aterosklerotskih promjena karotidnih arterija kao i klinickih manifestacija
kardiovaskularnih bolesti (212).

Detaljna analiza spolne i rasne razlike u jacini povezanosti Lp(a) s IMT
karotidnih arterija je ve¢ prije naglasena (72, 209). lako je u Crnaca nivo Lp(a)
bio dva puta veéi nego u Bijelaca, IMT karotidnih arterija je bila manja u
Crnaca (232). Ovaj se paradoksalni utjecaj objasnjava ve¢im udjelom izoformi
apo(a) srednje i visoke molekulske mase i viSom razinom zastitnog HDL
kolesterola u Crnaca (233). U brojnim istraZzivanjima nadena je znacajna
povezanost niskomolekularnih izoformi apo(a) s tezinom ateroskleroze i
proSirenoScu kardiovaskularnih bolesti u bijelackoj populaciji (143,144,234).
Rezultati ARIC (the Atherosclerosis Risk in Communities) studije u kojoj je bila
zastuplienja mijeSana populacija Bijelaca i Afroamerikanaca, nadena je
znacCajna povezanost Lp(a) s IMT karotidnih arterija u Bijelaca i muskih
Crnaca. Povezanost je Lp(a) s IMT u crnih Zena bila prisutna samo u pusaca i
dijabeti¢ara (232). Jedno drugo istrazivanje u multietni¢koj populaciji Bijelaca,
Hispanaca i Afroamerikanaca, nije naslo znacajne povezanosti Lp(a) i debljine
karotidnog plaka s razinom ukupne vrijednosti Lp(a). Medutim, u Bijelaca je
nadena znac¢ajna povezanost niskomolekularnih izoformi apo(a) s debljinom
aterosklerotskog plaka. U druge dvije etnicke skupine, unato¢ viSim
vrijednostima Lp(a), povezanost Lp(a) s debljinom karotidnog plaka nije bila
znacajna. Krivulja distribucije u Hispanaca i Afroamerikanaca bila je vise
pravilna, §to je rezultat veée zastupljenosti izoformi srednje veli€ine (235).
Rezultati tih istraZivanja ukazuju da su molekularna svojstva, odnosno veli¢ina

izoformi apo(a) vazni u odredivanju aterogenosti Lp(a).

lako je klinitko znacenje Lp(a) prepoznato u nedijabeti¢koj populaciji,
podaci o ulozi Lp(a) u osoba s tipom 2 Seéerne bolesti su ograniceni.
RaspoloZivi podaci o razini Lp(a) u serumu u osoba s tipom 2 Sec€erne bolesti
su proturje¢ni. U nekim istraZivanjima u osoba s tipom 2 Secerne razina Lp(a)

u serumu znacajno je visa prema opc¢oj populaciji, dok u drugim istrazivanjima



to nije potvrdeno (236). S obzirom na veliki kardiovaskularni pobol i smrtnost u
osoba s tipom 2 Secerne bolesti, istrazivanja o povezanosti Lp(a) i IMT
karotidnih arterija je od velikoga klinickog znacaja. U ovom radu istrazivali
smo je li Lp(a) pretkkazatelj progresije atertosklerotskih promjena karotidnih
arterija i posljediéno vecega kardiovaskularnog pobola i smrtnosti. Nasi su
rezultati u skladu s ranijim istraZivanjima koja su ucinjena na populacijma
Japanaca i Indijaca (177,237). U jednom drugom prospektivnom istrazivanju u
populaciji dijabeti¢kih bolesnika pracenih prosje€no 2,5 godina incidencija
kardiovaskularnih dogadaja bila je znafajno visa u osoba s povisenom
razinom Lp(a) prema osobama s niskom razinom Lp(a) (238). Dobiveni
rezultatu sugeriraju da je Lp(a) neovisan pretkazatelj progresije IMT karotidnih
arterija u osoba s tipom 2 Seéerne bolesti.

Ateroskleroza je proces Kkoji zapoclinje u djetinjstvu, razvija se
neupadljivo tijekom viSe desetlje¢a, da bi se klini¢ki ocitovala nekom od
kardiovaskularnim komplikacija u srednjoj ili starijoj Zivotnoj dobi. Prvi znak
ateroskleroze je masna pruga koja se stvara u intimi sistemskih arterija.
Brzina napredovanje ateroskleroze tijekom Zivota, od masne pruge pa do
uznapredovalog aterosklerotskog plaka, ovisna je o brojnim kardiovaskularnim
¢imbenicima rizika. Zato je izuzetno vazno osim ranog otkrivnja
kardiovaskluranih ¢imbenika rizika, $to ranije otkrivanje i subklini¢kih oblika
ateroskleroze, a s ciliem prvencije razvoja kardiovaskularnih komplikacija.
Otkri¢e novih neinvazivnih metoda omogucilo nam je rano otkrivanje i lijecene
visokorizi¢nih bolesnika. Jedna od najpreciznijih, neinvazivnih metoda, koja se
Siroko primjenjuje u zadnji nekoliko desetlie¢a, svakako je ultrazvucéni prikaz
stijenke krvnih zila kojom procjenjujemo stupnja ateroskleroze. Danasnjim
ultrazvuénim uredajima visoke rezolucije, tehnikom B-moda, omogucuje se
vrlo precizno mjerenje IMT na razini submilimetarskih vrijednosti. Studije
ucinjene u odrasloj populaciji pokazale su da mjerenje IMT predstavlja dobar
pretkazatelj subkliniCke ateroskleroze (183,184). U nekim istraZivanjima
uCinjenin u djece s hiperkolesterolemijom ultrazvuénim prikazom IMT
dobivena je znacajna razlika u debljini plaka u odnosu na kontrolu (239). U

drugom istrazivnanju u mladoj popluaciji osoba s tipom 1 Secerne bolesti



mjerenjem IMT moguce je bilo razlikovati bolesnike s dobrom u odnosu na
loSu regulaciju glikemije (240).

IMT kao metoda procjene asimptomatske ateroskleroze i njezine
progresije do sada je Siroko primjenjivana u mnogim opservacijskim i
intervencijskim studijama. Od prvih originalnih rukom mjerenih IMT, koja su
uveli Pignoli i sur. do danas, postoji vise nacina mjerenja i prikaza debljine
aterosklerotskog plaka (183,184). Neki autori mjere debljinu plaka na vise
mijesta i to na prednjoj ili sraznjoj stijenci karotidne artrerije, drugi su ogranicili
mjerenje na straznji zid distalnog dijela karotidne arterije. U naSem smo
istraZivnju preuzeli metodu Pignolia i sur. koja je ranije detaljno prikazana
(183). Noviji ultrazvuéni uredaji s poboljSanjem rezolucije i primjenom
posebnih kompjutorskin programa omoguculi su nam automatsko mjerenje
IMT s moguénos$cu rezolucije od 0,01 mm. Dosadasnja istrazivanja potvrdila
su visoku reproducibilnost navedene metode bez obzira radi ili o ru¢nom ili
kompjutorskom mjerenju debljine plaka. Opcenito greSka izmedu razli€itih
ispitivaCa (inter-observer) ili istog ispitivaca (intra-observer) vrlo je prihvatljiva i
iznosi manje od 4%. U na8em istraZzivnju reproducibilnost mjerenja
procijenjena je mjerenjem IMT u 35 bolesnika od strane dva neovisna
istrazivaca. Dobivena je vrlo visoka reproducibilnost koja je prikazana u
poglavlju 3.2.9.

Za sada nemamo jedinstvenu definiciju IMT karotidnih arterija.
Usporedba dviju ili vie razli€itih ultrazvuénih metoda prikaza IMT dobivena u
razliCitim studijama ponekad je problematicna. Naime, dobivene apsolutne
vrijednosti IMT nisu uvijek usporedive. Drugi problem predstavlija tocno
odredivanje granice lumena krvne Zile i intime na koju utjee sam proces
ateroskleroze, dok na granicu medije i tunike adventicije viSe utjecCe
hipertrofija i remodeliranje krvne Zile. Prilikom mjerenja IMT preporuca se
mijerenje u dijelu krvne zile bez lokaliziranog plaka $to je u nasem istrazivanju
i ucinjeno. Nakon prikaza lumena krvne Zile u uzduznoj projekciji IMT
izmjerena je u podrucju zajedniCke karotidne arterije bez vidljivog lokaliziranog
plaka. Plakovi su posebno prikazani. Postoje odredene dvojbe vezane uz
tumacenje samog znacenja IMT. Neki autori ukazuju da su promjene IMT

uglavnom posljedica remodeliranja krvne Zile (tzv. arterioskleroza), dok se



vecéina slaze da se radi o ranoj, subklinickoj aterosklerozi (241). Danas je
prihvacen stav da jednoliko zadebljanje intime-medije, koje se obi¢no
interpretira kao povecanje intime, odgovara ranom formiranju aterosklerotskog
plaka. Odnosi izmedu ultrazvuénog i histoloSkog odredivanja IMT prikazan je
u razliitim opseravacijskim studijama (242). Dobivene su vrlo usporedive
vrijednosti, iako su vrijednosti IMT dobivene ultrazvuénim prikazom nesto vecée
u odnosu na patohistoloSke nalaze. Moze se re¢i da nam IMT daje
vjerodostojnu sliku o promjenama u stijenci krvne Zile uzrokovnih razli€itim
C¢imbenicima rizika. RaspolozZivi epidemiolo$ki podaci ukazuju nam da je
povecana vrijednost IMT znacajno povezana s povecanim rizikom od
koronarne i cerebrovaskularne bolesti (221). Isto tako dokazano je da postoji
znacajna povezanost IMT karotidnih arterija s razli€itim tradicionalnim ali i
novim, malim kardivaskularnim ¢imbenicima rizika, te povezanost s markerima
o8tecenja ciljnih organa kao Sto  hipertrofija lijevog ventrikula,
mikroalbuminurija, indeks glezanj/ruka (ankl/brahial index) i oStec¢enja mozga
(222,243). U brojnim epidemioloskim i klinickim studijama IMT se pokazao kao
snazni intermedijarni fenotipi u istrazivanjima o utjecaju genetskih i ste¢enih

¢imbenika rizika na razvoj ateroskleroze.

U literaturi nalazimo znacajan broj istrazivanja u kojima su usporedivani
razliCiti terapijski protokoli s progresijom ili regresijom aterosklerotskog plaka.
Europska studija o lacidipinu u aterosklerozi najve¢a je prospektivna,
randomizirana, dvostruko-slijepa studija koja je Kkoristila debljinu stijenke
karotide tj. IMT kao primarni cilj istraZivanja (244). U njoj su usporedeni ucinci
visoko lipofilnog dihidropiridin kalcijeva antagonista lacipidina i beta blokatora
atenolola na razvitak ateroskleroze karotida. Nasumice je rasporedeno 2255
hipertenzivnih  bolesnika na terapiju atenololom ili lacidipinom.
Cetverogodidnje lijedenje dovrsilo je 1519 bolesnika. Statisticka analiza
pokazala je znacajno bolji u€inak lije€enja lacipidinom od onog atenololom na
smanjenje CetverogodiSnje progresije maksimalne mase karotidne bifurkacije.
Godisnji postotak porasta IMT tijekom lije€enja bio je u bolesnika lijeCenih
lacipidinom od 23 do 40% nizi nego u bolesnika lijeCenih atenololom. Broj
bolesnika u kojih je doSlo do poveéanja aterosklerotskih plakova bio je manii,
a broj bolesnika u kojih je doSlo do smanjenja plakova bio je veéi u bolesnika



lje€enih lacipidinom nego u onih lije€enih atenololom. Ucestalost
kardiovaskularnih incidenata i smrtnih ishoda bila je niza u objema skupinama,
a analiza sigurnosti nije pokazala zna€ajnu razliku medu lije€enim skupinama
kako s veéim tako i s manjim kardiovaskularnim dogadanjima. Zaklju¢eno je
da vecéa ucinkovitost lacipidina unato€¢ manjem smanjenju krvnog tlaka
ukazuje na antiateroskleroti¢no djelovanje lacipidina nezavisno od njegova
antihipertenzivnog ucinka. Neke novije intervencijske studije pokazale su da
primjena odredenih anihipertenziva dovodi do zna¢ajno manje progesije IMT u
odnosu na placebo (245,246). U EDICT (Intensive Diabetes Therapy and
Sest godina pracéeno je 1229 osoba s tipom 1 Secéerne bolesti. Nadena je
znacajno niza progresija IMT u bolesnika lijeenih intenziviranom inzulinskom

terapijom u odnosu na konvencionalni nacin lijecenja (240).

lako je u presjeCnim studijama nadeno da IMT znacajno korelira s
rizikom od kardiovaskularnih bolesti, podaci koji ukazuju na povezanost
progresije plaka s kardiovaskularnim dogadanjima su oskudni (175). Stoga su
potrebna daljnja istrazivnja, na puno vec¢em broju ispitanika i zna¢ajno duzem
periodu praéenja, koja ¢e pokazati je li progresija plaka ili primjena odredenijih
terapijskih protokola koji usporavaju progresiju plaka, zna¢ajno povezana s
rizikom od kardiovaskularnih dogadaja.

Koncem 2000. i pocetkom 2001. godine objavljeni su rezultati
prospektivnih studija i metaanaliza koje pokazuju da je Lp(a) ¢imbenik koji
povecava kardiovaskularni rizik primarno u bolesnika u kojih su prisutni i drugi
Cimbenici rizika (202,203,205). Unato¢ tim rezultatima, u najnovijim
preporukama Lp(a) nije prihvacéen kao znacajni kardiovaskularni ¢imbenik
rizika na kojeg je moguce terapijski utjecati (247,248). Moguci razlog za to je
nedostatak dokaza intervencijskih studija koje bi nam pokazale da uspjeSno
ljeCenje poviSene razine Lp(a) rezultra smanjenjem rizika od
kardiovaskularnih bolesti. Unato€ rezultatima temeljne znanosti i brojnih
epidemiolo$kih istraZivanja koja sve viSe ukazuju na njegovu vaznu ulogu u
aterotrombogenezi, zbog nekih oprecnih rezultata potrebna su daljnja
istrazivanje prije nego li bude uvrSten u set rutinskih Cimbenika rizika.

Danasnji je stav da Lp(a) nije opravdano rutinski odredivati. Prema vedéini



autora od koristi ga je odrediti u osoba s osobnom ili obiteliskom anamnezom
kardiovaskularne bolesti u dobi ispod 55 godina, u osoba kojima je verificirana
kardiovaskularna bolest i imaju normalni lipidogram, u osoba sklonih
rekurentnim stenozama nakon endovaskularnih zahvata, u dijabeti¢ara, u
bolesnika s oStecenom bubreznom funkcijom i u Zena u postmenopauzalnom
periodu (62, 149,153,157).

U procjeni primjerenih kardiovaskularnih preventivnih mjera postavlja
se pitanje ima li snizenje Lp(a) u serumu Kklinicku znacajnost. Brojne
nepoznanice vezane uz njegovu sintezu i katabolizam predstavljaju prilican
izazov u definiranju uspjesSne strategije lijeCenja poviSene razine Lp(a) u
serumu. Budu¢i da je razina Lp(a) u serumu veéim dijelom odredena
njegovom sintezom, uplitanje u proces stvaranje Lp(a) predstavlja potencijalnu
moguénost za uspjesSno snizenje njegove razine u serumu (249). Medutim,
dok se ne otkrije to¢an put metabolizma Lp(a) u ljudskom tijelu, vjerovatno

necée biti mogucée naéi ucinkovito sredstvo za snizenje Lp(a) u serumu.

Nikotinska kiselina i neomicin primijenjeni u visokim dozama dovode do
znacajnog smanjivanja razine Lp(a) u serumu (165,168). Njihova klinicka
primjena onemogucena je zbog znacajnih nuspojava. Uobicajene dijetne
mjere i antilipemici ne dovode do snizavanja vrijednosti Lp(a) u serumu
(160,161,162,163). Osim povoljnog ucinka hormonske nadomijesne terapije
danas nema nacina kojim bi se uspje$no djelovalo na poviSenu razinu Lp(a)
(81). Zbog nedefiniranog odnosa rizika i dobiti uporaba hormonske
nadomjesne terapije za sada se rutinski ne preporuca. Zbog antifibrinolitickog
ucinka od koristi mogu biti niske doze aspirina. Uz to, danas postoje dokazi da
hiperhomocisteinemija povecava aterogenost Lp(a) te se kao dodatna terapija

mogu koristiti vitamini B-skupine.

PragmatiCan terapijski pristup bolesniku s povisenim vrijednostima
Lp(a) danas se temelji na striktnijoj regulaciji ostalih ¢imbenika rizika poput
hipertenzije, hiperglikemije, dislipidemije, prekomjerne tjelesne tezine i
pusenja. PoviSena razina Lp(a) moze biti smjernica ranijeg pocetka lije€enja,
uCestalijeg pracenja te postavljanja joS strozih terapijskih cilieva u tih
bolesnika.



Dokazi o vaznosti Lp(a) u aterogenezi i trombogenezi dolaze od
ogromnog broja istrazivanja koja uklju€uju: istraZivanja na Zivotinjama i
kulturama tkiva, kontrolirana klinicka istrazivanja, istrazivanja o tezini i
progresiji bolesti i velika epidemioloska istrazivanja. S obzirom na rezultate
ovog istrazivanja te dosada$njih sli¢nih istrazivanja moze se zakljuciti da je
Lp(a) znacajan, neovisni, genetski odreden c¢imbenik rizika za razvoj

ateroskleroze u populaciji bolesnika s tipom 2 Secerene bolesti.



6. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata zakljucili smo:

1. Osobe s tipom 2 Sec¢erne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) u serumu imaju
znacajno vecu progresiju intime-medije karotidnih arterija prema osobama s

niskom razinom Lp(a) u serumu.

2. Debljina intime-medije karotidnih arterija mijenja se u prvom i drugom
mijerenju i na tu promjenu znacajno utjeCe samo razina Lp(a), dok promjene

intime-medije ne ovise o razini triglicerida i HDL-kolesterola.

3. U obje skupine bolesnika prati se znaCajan porast broja plakova nakon
Cetiri godine, ali medu skupinama nije nadena znacajna razlika u broju

plakova na pocetku i na kraju istrazivanja.

4. Broj plakova karotidnih arterija mjenja se u prvom i drugom mjerenju i na tu
promjenu ne utje€e znacajno razini Lp(a), triglicerida i HDL-kolesterola.

5. Udio bolesnika s preboljelim infarktom miokarda i mozdanim udarom u
skupni bolesnika s tipom 2 Secéerne bolesti i poviSenom razinom Lp(a) u
serumu nije se znacajno razlikovao prema skupini bolesnika s tipom 2

Secerne bolesti i niskom razinom Lp(a).

6. Kardiovaskularna smrtnost (smrt od mozdanog ili sr€anog udara) nije bila
znacajno razli¢ita u skupini bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti i povisenom

razinom Lp(a) serumu prema skupini s niskom razinom Lp(a) u serumu.



7. Statisticka analiza kombiniranog ishoda (infarkt miokarda, mozdani udar i
kardiovaskularna smrt) nije pokazala znaCajne razlike u udjelima izmedu

ispitivanih skupina bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti.

8. Lp(a) je neovisni, genetski odreden ¢imbenik rizika koji znacajno utje€e na
brzinu progresije intime-medije karotidnih arterija u osoba s tipom 2 Secerne

bolesti.



7. SAZETAK

Cilj je ovog istrazivanja utvrditi je li povisena razina Lp(a) u serumu
riziCni Cimbenik koji pridonosi povecanju IMT i broja plakova karotidnih arterija,
a i s time povezanog povecanog rizika od kardiovaskularnog pobola i

smrtnosti u osoba s tipom 2 Seéerne bolesti.

Analizirano je 146 bolesnika s tipom 2 Secéerne bolesti bez znakova
cerebrovaskularne i ishemicke bolesti srca. Na pocetku istrazivanja odredena
je razina Lp(a), IMT i broj plakova karotidnih arterija. Nakon cetiri godine
pracenja mijerili smo IMT i broj plakova karotidnih arterija. Ispitanici su
podijeljeni u dvije skupine s obzirom na razinu Lp(a) u serumu. Jednu skupinu
su sacinjavali bolesnici s razinom Lp(a)<30 mg/dL, a drugu skupinu bolesnici s
razinom Lp>30mg/dL.

IMT prikazan je ultrazvu€nim sustavom visoke rezolucije tehnikom B-

moda. Razina Lp(a) u serumu odredena je imunoturbidimetrijskom metodom.

Ispitivane skupine bolesnika s visokom i niskom razinom Lp(a) u
serumu nisu se znacajno razlikovale u IMT na pocetku istrazivanja (p=0,112).
Nakon cetiri godine prac¢enja IMT u bolesnika s razinom Lp(a)>30 mg/dl
iznosila je 1,24 + 0,22 mm i bila je zna¢ajno viSa od IMT bolesnika s razinom
Lp(a)<30 mg/dl koja je iznosila 1,15+0,17 mm (p=0,005). Prosje€no povecanje
IMT u Cetiri godine u skupini s niskom razinom Lp(a) iznosilo je 0,12 mm
(0,030 mm/god.), dok je prosje¢no povecanje IMT u skupini s viskom razinom
Lp(a) iznosilo 0,17 mm (0,043 mm/god.). Multivarijatna analiza ukazuje da
vrijednost IMT ovisi o0 Lp(a) a ne ovisi o razini triglicerida i HDL-kolesterola. U
ispitivanim skupinama bolesnika nije bilo znac¢ajne razlike u broju plakova na
pocetku istrazivanja (p=0,276). Nakon cetiri godine u objema skupinama
bolesnika prati se znafajan porast broja plakova u odnosu na pocetne
vrijednosti (p<0,001), no medu njima nije bilo znacajne razlike (p=0,355). U
ispitivanim skupinama bolesnika nismo nasli znaCajane razlike u pobolu i
smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti. Udio bolesnika s preboljelim infarktom

miokarda, mozdanim udarom, umrlih od kardiovaskularnih bolesti i



kombiniranim ishodom (infarkt mokarda, mozdani udar i kardivaskularna smrt)

nije se statisti¢ki zna€ajno razlikovao medu ispitivanim skupinama (p>0,05).

Ovi rezultati sugeriraju da je Lp(a) neovisni, genetski odreden ¢imbenik
rizika koji je povezn s progresijom IMT u osoba s tipom 2 Sec¢erne bolesti.



8. SUMMARY

The aim of this study was to establish whether increased serum Lp(a)
level is a risk factor which significantly contributes to an increase in intima-
media thickness (IMT) and the number of carotid artery plaques, and the
related increased risk of cardiovascular morbidity and mortality in patients with
type 2 diabetes mellitus.

The study included 146 type 2 diabetic patients without signs of
cerebrovascular and ischaemic heart disease. The levels of Lp(a) and IMT, as
well as the number of carotid artery plaques were determined at the beginning
of the study. IMT and the number of carotid artery plaques were again
determined after four years of follow-up. Subjects were divided into two
groups according to their serum Lp(a) levels: patients with Lp(a) level of <30
mg/dL and those with Lp level >30 mg/dL.

IMT was assessed by high-resolution B-mode ultrasound. Serum Lp(a)
level was determined using immunoturbidimetric method.

The studied groups of patients with high and low serum Lp(a) levels did
not reveal significant differences in baseline IMT (p=0.112). After a 4-yr follow-
up IMT was significantly greater in patients with Lp(a) level >30 mg/dL as
compared to those with Lp(a) level of <30 mg/dL (1.24 + 0.22 mm vs.
1.15+0.17 mm, respectively ; p=0.05). Mean increase in IMT over four years in
the group with low Lp(a) level was 0.12 mm (0.030 mm/yr.), whereas in the
group with high Lp(a) level it was 0.17 mm (0.043 mm/yr.). Multivariate
analysis indicated that IMT value depended on Lp(a), and not on triglyceride
and HDL-cholesterol levels. The studied patients from both groups did not
show significant difference in baseline number of plaques (p=0.276). A
significant increase in the number of plaques (p<0.001) was found after the 4-
yr follow-up as compared to baseline values. There were no significant
differences in the number of plaques between the two groups at the end of the
study (p=0.355). No statistically significant between-group differences were
established either in cardiovascular morbidity and mortality or in the proportion

of patients who had myocardial infarction or stroke, those who died from



cardiovascular diseases or a combined outcome (myocardial infarction, stroke

and cardiovascular death) (p>0.05).

These results point to Lp(a) as an independent, genetically determined
risk factor associated with IMT progression in type 2 diabetes mellitus.
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