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ACE - inhibitor angiotenzin konvertiraju¢eg enzima

BMI - indeks tjelesne mase (eng. body mass index)

CAP1 - protein 1 povezan s adenilil ciklazom

CAS - endovaskularno postavljanje potpornice u karotidnu arteriju (eng. carotid artery
stenting)

CCA - zajednicka karotidna arterija

CCB - blokator kalcijevih kanala

CDFI - kolor dupleks obojeni dopler (eng. color doppler flow imaging)
CEA - karotidna endarterektomija (engl. carotid endarterectomy)

CEUS - kontrastni ultrazvuk (eng. Contrast enhanced ultrasonography)
CRP - C reaktivni protein

CTA - komjuterizirana tomografija angiografija ( eng. computed tomography angiography)
CVI - mozdani udar (eng. cerebrovascular insult, stroke)

DAPT - dvojna antiagregacijska terapija (eng. Dual antiplatelet therapy)
DM - secerna bolest (eng. diabetes mellitus)

DSA - digitalna subtrakcijska angiografija (eng. digital subtraction angiography)
ED - endotelna disfunkcija

ELISA - enzimski imunotest (engl. enzyme linked immunosorbent assay)
ECA - vanjska karotidna arterija

EDV- brzina na kraju dijastole (eng. End diastolic velocity)

ET-1- endotelin 1

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

ICA - unutarnja karotidna arterija

ICAM-1- unutarstani¢na adhezijska molekula

IL-1 - interleukin-1

IL-2 - interleukin-2

IL-6 - interleukin -6

IL-18 - interleukin-18

IL-1p - interleukin 1

IFN v - interferon- y

IMT - debljina kompleksa intime i medije (engl. intima media thickness)
kDa - kilodalton

KV - kardiovaskularne bolesti

LPS - lipopolisaharidi



MAPK- mitogen-aktivirana protein kinaza

MCP-1 - ¢imbenik privla¢enja monocita 1

MMP-1 - matriks metaloproteinaza 1

MMP-7 - matriks metaloproteinaza 7MRA - magnetska angiografija (eng. magnetic resonance
angiography)

MSCTA - viseslojna kompjutorizirana angiografija (engl. multislice computerized
tomography angiography)

mMRNA - glasnicka ribonukleinska kiselina (engl.messenger ribonucleic acid)
NF-kB - nuklearni faktor-kapaB

NO - dusi¢ni oksid

PAB - periferna arterijska bolest

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena-1 (eng.plasminogen activator inhibitor-1)
PCSKO - proprotein konvertaza subtilizin/keksin tip 9 (PCSK9)

PDGF - trombocitni ¢imbenik rasta

PPARY - receptor aktivacije proliferacije peroksisoma y

PSV - maksimalna sistolicka brzina (engl. peak sistolic velocity)

PTX3 - pentraksin 3

RELMs - molekule nalik rezistinu (eng. resistin-like molecules)

ROS - slobodni radikali kisika

SAPT- monoterapija antiagregacijskim lijekom (eng. Single antiplatelet therapy)
SUPAR - receptor urokinaznog aktivatora plazminogena topiv u plazmi

TIA - tranzitorna ishemijska ataka

TIMP-1 - tkivni inhibitor matriks metaloproteinaze 1

TNF-a - ¢cimbenik nekroze tumora-o

TLR4 - Toll-u sli¢an receptor 4(engl. Toll-like receptor 4)

VCAM - adhezijska molekula stanica zila (eng. vascular cell adhesive molecule)
VEGFR- receptor ¢imbenika rasta endotela zila

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



1. UVOD

1.1 MoZdani udar

Mozdani udar (cerebrovaskularni inzult, CVI) je, prema definiciji Svjetske zdravstvene
organizacije (WHO), klinicki sindrom brzog pocetka fokalnog ili globalnog cerebralnog
deficita, koji traje vise od 24 h ili vodi smrti, bez vidljivog uzroka osim onog vaskularnog (1).
Dijeli se na dva osnovna oblika: ishemijski udar ili cerebralni infarkt s udjelom od oko 85 %
populacije i hemoragi¢ni udar, odnosno cerebralno krvarenje s udjelom oko 15 %.

Hemoragi¢ni udar se odnosi na intracerebralno ili subarahnoidalno krvarenje (2).

U demografski razvijenim zemljama prosjecna dob u kojoj se javlja mozdani udar je oko 73

godine, a u manje razvijenim zemljama prosjecna je dob mlada (3).

U Republici Hrvatskoj, mozdani je udar drugi uzrok smrtnosti sa 6147 umrlih 2017. godine
odnosno 11,5 % svih umrlih. Od toga je 2561 umrlih muskaraca (9,9 % svih umrlih

muskaraca), a 3586 umrlih zena (13 % svih umrlih Zena) (4).

U europskoj populaciji od 715 milijuna ljudi, godis$nje 1,4 milijuna dobije mozdani udar, a 1,1
milijuna ljudi umire od posljedica mozdanog udara $to ¢ini mozdani udar drugim uzrokom
smrti u Europi. Unatrag nekoliko zadnjih desetlje¢a proslog stoljea u zemljama Zapadne
Europe povoljan je trend smanjenja pobola i smrtnosti od mozdanog udara §to je uvjetovano
dobrom prevencijom rizi¢nih ¢imbenika. Ipak, zbog starije strukture stanovnistva, postoji
trend povecanja apsolutnog broja mozdanih udara te se procjenjuje kako ¢e se pobol od

mozdanog udara do 2020. godine udvostruciti (5).

Medunarodne epidemioloske studije pokazuju kako stope rastu eksponencijalno s dobi i krecu
se izmedu 0,3 promila u treCem 1 Cetvrtom desetljecu Zivota, sve do 30 promila u osmom i

devetom desetljecu Zivota, §to u prosjeku iznosi 1 - 2 promila (6).

Rana smrt nakon mozdanog udara je najve¢im dijelom uzrokovana komplikacijom lezije
mozga odnosno ometanjem vitalnih centara. Oko 30 % bolesnika umire unutar godine dana
od mozdanog udara, a u petogodiSnjem razdoblju smrtnost nakon ishemijskog mozdanog
udara iznosi 1 do 60 %. Medu oboljelima oko 75 % slucajeva Cine prvi, a oko 25 % slucajeva
recidiviraju¢i mozdani udar. Rizik recidiva mozdanog udara je najveci u prvoj godini i krece

se oko 10 %, a svake sljedec¢e godine oko 5 % (7).

Dvadeset posto prezivjelih zahtijeva institucionalno zbrinjavanje odnosno ovisno je o tudoj

pomoci, a 15 -30 % prezivjelih trajno je nesposobno za rad (8).



1.2. Aterosklerotska bolest karotidne arterije i cerebrovaskularni simptomi

U oko 10 - 15 % sluajeva ishemijskih mozdanih udara uzrok je tromboembolija Cije je
podrijetlo 50 - 99 %-tna stenoza (suzenje) unutarnje karotidne arterije. Prema definiciji iz
velikih studija, karotidna stenoza se definira kao simptomatska ukoliko je vezana uz
cerebrovaskularne simptome unutar 6 mjeseci od dijagnoze. Asimptomatska karotidna
stenoza je ona u koje se ne mogu utvrditi prijasnji neuroloski simptomi, odnosno ukoliko su
se ti simptomi pojavili prije visSe od 6 mjeseci (9). Bolesnici sa zna¢ajnom stenozom karotidne
arterije imaju povecan rizik za mozdani udar, medutim nedavne studije naglasavaju i druge
¢imbenike koji sudjeluju u patogenezi bolesti. Osim mozdanog udara, cerebralni simptomi
koje moze uzrokovati stenoza karotidne arterije ukljucuju i tranzitornu ishemijsku ataku
(TIA). Pod pojmom tranzitorne ishemijske atake podrazumijeva se neuroloski deficit koji ne
traje dulje od 24 sata, a danas se smatra kako je uglavnom posljedica mikroembolizacija (10).
Osim ovih cerebralnih simptoma mogu se javiti i okularni simptomi u vidu amaurosis fugax
ili retinalnog infarkta. Amaurosis fugax je prolazni gubitak vida na jednom oku.
Aterosklerotski plak unutar suzene karotidne arterije je osnovni uzrok vecini ishemijskih
mozdanih udara - bolest moze biti simptomatska ili asimptomatska, a specifi¢ne karakteristike
same lezije povezane su s ishemijskom ozljedom mozga (11). S obzirom kako je
aterosklerotska bolest karotidne arterije vazan Cimbenik rizika za mozdani udar, probir
asimptomatskih bolesnika sa stenozom karotidne arterije koji imaju povecan rizik za mozdani
udar vazan je u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Unato¢ pocetnim optimisticnim i rastu¢im
trendovima endovaskularnog lijecenja odnosno postavljanja endovaskularne potpornice u
karotidnu arteriju (CAS) izmedu 2004. 1 2006. godine, randomizirana ispitivanja su pokazala
kako karotidna endarterektomija (CEA) znacajno smanjuje rizik recidiva mozdanog udara u
bolesnika s nedavnim simptomima tranzitorne ishemijske atake (TIA) ili ishemijskog
mozdanog udara sa znaCajnom stenozom odgovorne karotidne arterije (12). U svakodnevnoj
klini¢koj praksi nece svi bolesnici imati koristi od endarterektomije jer ¢e neki imati stabilne
aterosklerotske plakove koji nece uzrokovati nove tromboembolijske incidente. S druge
strane, neki su bolesnici bez znacajne bolesti karotidne arterije imali recidiv mozdanog udara
(13). U Asymptomatic Carotid Atherosclerosis Study (ACAS) i Asymptomatic Carotid
Surgery Trial (ACST) studiji, asimptomatski bolesnici sa stenozom od 60 - 80 % imali su
vecu ucestalost mozdanog udara nego oni s ve¢im stupnjem stenoze, a kod asimptomatskih
bolesnika sa stenozom karotidne arterije od 50 -60 % nakon endarterektomije postojalo je
smanjenje rizika od mozdanog udara (14,15). U ACAS studiji 5-godisnji rizik ipsilateralnog
mozdanog udara bio je 11 % dok je u ACST studiji taj rizik bio 4,7% za stenoze vise od 70 %.
Medutim, u vrijeme tih studija medikamentna terapija bila je znatno inferiornija u usporedbi s
danaSnjim smjernicama, a dana$nja medikamentna terapija uspjeSnija je u prevenciji
mozdanog udara. Prema rezultatima studije Second Manifestations of ARTerial disease study
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(SMART) godisnja incidencija ipsilateralnog mozdanog udara kod asimptomatske stenoze
karotidne arterije jest svega 0,6% (16). U North American Symtomatic Carotid
Endarterectomy Trial (NASCET) studiji nadena je znacCajna povezanost izmedu stupnja
stenoze 1 pojave mozdanog udara: nakon 18 mjeseci medikamentne terapije bez
revaskularizacije u€estalost mozdanog udara bila je 19 % za stenoze od 70 - 79 %, 28 % za
stenoze od 80 - 89 % te 33 % za stenoze od 90 - 99 % (17). Medutim, trenutna stratifikacija
rizika na temelju samo postotka stenoze ne daje dovoljno informacija o samom bolesniku i o
stvarnom riziku mozdanog udara za vecinu bolesnika s aterokslerotskom bolesti karotidnih
arterija. U prospektivnim randomiziranim studijama utvrdeno je kako ¢e samo 10 do 12 %
asimptomatskih bolesnika imati simptomatski mozdani udar u razdoblju od 5 godina, a
znacajna vecéina nikada nece imati neuroloske simptomatologije. Za asimptomatske bolesnike
potrebno je 19 postupaka kako bi se sprijeCio jedan mozdani udar (18). S obzirom na
navedeno, postoji potreba za poboljSanjem strategije lijeCenja koja je usredotoCena na
prepoznavanje visokorizi¢nih karotidnih plakova koji su odgovorni za cerebrovaskularne
incidente. Istiu se tri potencijalne skupine predskazatelja: a) op¢i pokazatelji (vezani uz
bolesnika), b) karakteristike plaka (stupanj stenoze i morfoloske karakteristke) 1 c)
biokemijski pokazatelji. U studiji Asymptomatic Carotid Stenosis and Risk of Stroke
(ACSRS) kombinacija tri ¢imbenika (90 - 99 %-tna karotidna stenoza, anamneza
kontralateralne TIA-e i kreatinin iznad 85 pumol/L) bili su predskazatelji mozdanog udara,
neovisno o spolu 1 dobi (19). Ostali rizicni ¢imbenici bili su okluzija kontralateralne karotide
te brzina progresije stenoze. Rizi¢ni Cimbenici poput arterijske hipertenzije i
hiperlipoproteinemije nemaju visoku prediktivnu vrijednost jer su prisutni u vecine bolesnika

s karotidnom bolescu.

1.3. Dijagnostika aterosklerotske bolesti karotidne arterije

1.3.1 Slikovne metode

U dijagnostici karotidne bolesti koriste se sljedece slikovne metode: ultrazvuk (eng. color
doppler flow imaging - CDFI), digitalna subtrakcijska angiografija (DSA), MSCT-
angiografija (eng. Multislice computed tomography angiography - MSCTA) i magnetska
angiografija (eng. magnetic resonance angiography - MRA). Unato¢ razvoju neinvazivnih
metoda, DSA se i dalje smatra zlatnim standardom u dijagnostici karotidne arterijske bolesti.

Ultrazvuk kombinira doplerski pulsni val ( engl. pulsed wave, PW) i B-mode sonografiju.
Maksimalna sistoli¢ka brzina (eng. peak systolic velocity, PSV) 1 omjer brzina su osnovni
elementi u dijagnozi arterijske stenoze, a kod unutarnje karotidne arterije mjeri se jos$ 1 brzina

na kraju dijastole (eng. end diastolic velocity, EDV) i ra¢una se indeks otpora (engl. resistance
3



index, RI) (20). Za pouzdanu procjenu stenoze mora se Koristiti vise kriterija, a CDFI uz B-
mode prikaz ima zadovoljavajucu senzitivnost (81 - 98 %) i specifi¢nost (82 - 89 %) te ima
mogucnost 1 uvida u morfologiju plaka Sto ima prognosti¢ku vrijednost (21). Prednosti
ultrazvuka su neinvazivnost, sigurnost, cijena te zadovoljavajuca senzitivnost i specificnost, a
nedostaci su ograni¢ene mogucénosti kod anatomskih nepogodnosti (jako zavijena i
kalcificirana arterija, konstitucija bolesnika), manja osjetljivost kod nizeg stupnja stenoza te
ovisnost o iskustvu ultrasonografi¢ara. Na temelju konsenzusa utvrdeni su kriteriji za

odredivanje stupnja stenoze karotidne arterije 1 prikazani su u tablici 1 (22).

Tablica 1. Kriteriji za utvrdivanje stupnja stenoze karotidne arterije

Primarni pokazatelji Dodatni pokazatelji

Stupanj stenoze | Maksimalna Redukcija Odnos brzina u | Maksimalna
sistolicka brzina | promjera  ICA | CCA1ICA enddijastolicka
protoka u ICA | (%) brzina protoka u
(cm/s) ICA (cm/s)

Normalno <125 Normalna <2.0 <40

<50% <125 <50 <2.0 <40

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

>70% <230 >50 >4.0 >100

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

Konvencionalna DSA u ovom trenutku nije prva metoda izbora za utvrdivanje karotidne
stenoze, no jo§ se uvijek smatra zlatnim standardom i neizostavan je dio procedure CSA.
Danas se rijetko koristi u dijagnosticke svrhe. Karotidna se arterija prikazuje u nekoliko
projekcija, a DSA omogucava prikaz 1 evaluaciju stupnja i morfologije stenoze. Nekoliko se
metoda moZe koristiti za mjerenje stupnja karotidne stenoze temeljem angiografskih prikaza.
The North American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) metoda
usporeduje stenozu sa distalnim normalnim poststenotiénim promjerom unutarnje karotidne

arterije (ICA) (23) kao S§to je prikazano na slici 1.

The European Carotid Surgery Trial (ECST) metoda usporeduje stenozu s procijenjenim
normalnim promjerom bulbusa karotide (24). The common carotid (CC) metoda mjeri ostatni
promjer lumena na dijelu Zile s najve¢om stenozom i usporeduje ga sa promjerom lumena u
proksimalnom dijelu zajednicke karotidne arterije (CC) (25). Razli¢ite tehnike mjerenja

dovode do razli¢ite procjene stupnja stenoze.




NASCET = ((b-a)/b) x 100 [%]
ECST = ((c-a)/c) x 100 [%]

CC = ((d-a)/d) x 100 [%]

Slika 1. Metode mjerenja stupnja stenoze Kkarotidne arterije: The North American
Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET), European Carotid Surgery Trial
(ESCT), and common carotid (CC) method. (a-najuzi promjer ICA, b-distalni promjer ICA, c-
procijenjeni uredan promjer na najuzoj tocci, d-promjer CCA proksimalno od bulbus, CCA-
zajednicka karotidna arterija, ICA-unutarnja karotidna arterija, ECA-vanjska karotidna
arterija).

Prednosti DSA su odli¢na vizualizacija i moguénost preciznog odredivanja stupnja suzenja i
prikaz odredenih karakteristika plaka koje mijenjaju izgled luminalne povrSine arterije kao $to
je to ulkus u podru¢ju plaka. Nadalje, angiografijom se dobiva prikaz eventualnih dodatnih
distalnih stenoza karotidnog stabla (takozvanih tandem stenoza) te odredenih urodenih
anatomskih varijacija arterijskog stabla. Nedostatak DSA je taj da je to invazivna metoda koja
zahtijeva punkciju pristupne periferne arterije sa svim komplikacijama takvog zahvata
(stvaranje hematoma, pseudoaneurizme, disekcije itd), a ne daje nam informaciju o sastavu
plaka odnosno moZe samo pokazati radi li se o izrazito kalcificiranom plaku ili ne. Vazno je
naglasiti kako sama DSA nosi rizik od mozdanog udara koji iznosi oko 1 % (26). MSCTA
omogucava vizualizaciju 1 odredivanje stupnja suZenja unutarnje karotidne arterije kako u
podruc¢ju bulbusa tako i u distalnijim dijelovima unutarnje karotidne arterije (eventualne
tandem stenoze). Ovom tehnikom moguce je mjeriti gustocu analiziranog tkiva i izrazavati je
u Hounsfieldovim jedinicama-HU (27). Evaluacija se radi na multiplim prikazima i razli¢itim
rekonstrukcijama sa mogucénoscu evaluacije morfologije samog plaka. MSCT moZe pokazati
tromb unutar lumena te ulceracije samog plaka. U klini¢koj se praksi suzenje obi¢no mjeri
koriste¢i NASCET ili ESCT kriterije. Meta-analiza je pokazala kako je senzitivnost MSCT-a
77 % 1 specificnost 94 % za suzenja od 70 do 99 % i senzitivnost od 67 % i specifi¢nost od 89
% za suzenja od 50 do 69 % (28). Najveci nedostatak MSCT-a je rendgensko zraCenje te

mogucnost nastanka kontrastom inducirane nefropatije te je iz tog razloga oStecenje bubrezne
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funkcije relativna kontraindikacija za primjenu ove metode. lako MSCT moze utvrditi male,
kalcificirane promjene bolje od DSA ili MR, opsezne kalcifikacije mogu umanjiti tocnost
interpretacije. Nekontrastni CT (NECT) moze detektirati kalcificirane plakove u karotidnoj
arteriji no ne koristi se rutinski u te svrhe (29). MRA se koristi za direktnu vizualizaciju
suzenja ili tzv. tehnikom time-of-flight (TOF-MRA) bez kontrasta ili s kontrastnom MRA
(CE-MRA) upotrebom gadolinijskog kontrasta koji ima znac¢ajno manju ucestalost nefropatije

i alergijskih reakcija nego jodni kontrast koji se koristi kod DSA.

Suzenje se mjeri koriste¢i NASCET ili ESCT metodu. Senzitivnost CE-MRA iznosi 91 - 95
%, a specifi¢nost 88 - 99 %. Prednost ove pretrage jest uvid u cijelu arteriju (ekstrakranijalni i
intrakranijalni segment) i manja ovisnost o iskustvu dijagnosti¢ara (30). Nedostaci su manja
pouzdanost za umjerene stenoze (precjenjivanje stenoza), nesposobnost razlikovanja
subokluzije i okluzije, cijena, ograni¢ena dostupnost kao i poteSskoce u provodenju kod
bolesnika u teSkom opCem stanju, klaustrofobi¢nih bolesnika te bolesnika S

elektrostimulatorom srca ili defibrilatorom. Usporedba metoda prikazana je u tablici 2.

Slikovna metoda koja ¢e se koristiti za prikaz karotidne arterije ovisi prvenstveno o klini¢koj
indikaciji 1 dostupnosti u odredenoj ustanovi. Kako bi se poboljsala tocnost dijagnosticiranja
prije revaskularizacije preporuca se koriStenje dvije slikovne metode (30). CDFI pretraga je
izbora za probir bolesnika s umjerenim rizikom bolesti, a uz odredena ograni¢enja moze se
koristiti i kao definitivna pretraga. Bolesnici sa suzenjem manjim od 50 % nastavljaju
klinicko prac¢enje kako bi se utvrdila eventualna progresija bolesti, a bolesnicima sa suzenjem
ve¢im od 50 % potrebno je napraviti dodatnu dijagnostiku s transkranijskim doplerom, MRA

ili MSCTA (31, 32).



Tablica 2. Usporedba slikovnih metoda za evaluaciju suzenja karotidne arterije

DSA CE-MRA MSCTA DUS
Tocnost zlatni standard senzitivnost senzitivnost senzitivnost
utvrdivanja 94 % 77 % 89 %
suzenja specifi¢nost specifi¢nost specifi¢nost
93 % 94 % 84 %
Morfologija odli¢na dobra dobra ograni¢ena
suzenja
Sastav plaka ograni¢ena potrebne dobra dobra
dodatne
sekvence
Vizualizacija dobra dobra dobra ograni¢ena
aortnog luka
Intrakranijska dobra dobra dobra potreban dodatni
cirkulacija transkranijski
Doppler
Invazivnost da minimalna minimalna ne
Zralenje da ne da ne
Upotreba da da da ne
kontrasta

1.3.2 Slikovne metode odredivanja morfologije plaka

Uz odredivanje stupnja stenoze lumena karotidne arterije potrebna je dodatna evaluacija
morfologije samog aterosklerotskog plaka s obzirom kako je povezanost izmedu stupnja
stenoze karotidne arterije i simptomatologije bolesnika nekonzistentna. Vise je studija
pokazalo kako €ak 1 do 80 % bolesnika s jasno definiranim neuroloskim simptomima nema
znacajnu stenozu ICA, a ukoliko takvi bolesnici nemaju drugih uzroka nastanka embolusa
(npr. fibrilacija atrija), za pretpostaviti je kako embolizacija Cesto nastaje zbog lezija u ICA
koje ne dovode do hemodinamski znacajnih promjena u protoku (19). Slikovne metode
pomazu u razlikovanju stabilnih od nestabilnih plakova, a samim time i probiru bolesnika koji
imaju visok rizik za kardiovaskularne komplikacije. Ultrazvu¢ne karakteristike plakova
sklonih rupturi su: nepravilni rubovi plaka, heterogenost, duljina suZenja ve¢a od 1 cm,
debljina plaka veéa od 4 mm, progresija plaka i eholucencija plaka. Plakovi tipa 1
(eholucentni, uniformno hipoehogeni plakovi, osobito s eholucentnim podru¢jem neposredno
uz lumen) imaju, prema vecini studija, veci rizik za nastanak mozdanog udara i smatraju se
nestabilnim plakovima (33, 34). Pojam contrast enhanced ultrasonography (CEUS) oznacava
ultrazvuénu dijagnosticku tehniku koja upotrebom ultrazvuénog kontrastnog sredstva uz
klasi¢ne ultrazvucne modalitete moze identificirati neovaskularizaciju plaka (35, 36).

Povetano nakupljanje kontrasta povezano je s povecanom neovaskularizacijom



identificiranom histoloSkom tehnikom. Studije su potvrdile povezanost povecanog
nakupljanja kontrasta s klinickim simptomima te je potvrdeno kako eholucentni plakovi imaju
povecan stupanj nakupljanja kontrasta (37,38,39). Prednost ultrazvu¢nih kontrastnih medija
jest sigurnost njihove primjene s obzirom kako je plinska jezgra mikromjehuri¢a bioloski
inertna 1 u potpunosti se izlucuje izdisanjem unutar jednog dana nakon primjene bez
popratnih metabolita, a fosfolipidna ovojnica biva razgradena retikuloendotelnim sustavom
jetre i slezene (40,41,42). U potpunosti je izbjegnuto metaboliziranje i izlu¢ivanje kontrasta
putem bubrega Sto CEUS ¢ini sigurnim za primjenu u bolesnika s bubreznim oste¢enjem.
MRI je dobar za procjenu volumena, sastava i morfologije aterosklerotskog plaka (43,44).
MRI moze kvantificirati sve komponentne aterosklerotskog plaka ukljucujuéi fibrozno tkivo,
kalcij i lipide, a takoder se moze utvrditi i prisutnost krvarenja u plak ili tromba unutar lumena
(45,46,47,48) odnosno morfologija same fibrozne kape (FC) koja se moze opisati kao
netaknuta i gusta, netaknuta i tanka ili rupturirana. Prisutnost tanke ili rupturirane fibrozne
kape bila je povezana s mozdanim udarom, a kinetika ispiranja gadolinija u fibroznu kapu 1
lipidnu jezgru povezana je sa stupnjem neovaskularizacije (49). MSCTA daje informacije o
sastavu plaka 1 povrSinskim nepravilnostima. Nedavna je studija ukazala i na moguénost
koristenja MSCTA za usporedbu s histopatoloSskim uzorcima nakon CEA za procjenu sastava
karotidnog plaka. Ulceracije povrSine plaka mogu se dobro procijeniti s MSCTA i povezane
su sa cerebrovaskularnim simptomima (50,51,52). Postoji pozitivna povezanost izmedu tipa
masnih naslaga i simptoma te izmedu stenoze vec¢e od 70 % 1 simptoma te negativna
povezanost izmedu kalcificiranih plakova i simptoma (53). Razli¢iti modaliteti snimanja daju
dodatne informacije za karakterizaciju karotidnih plakova. CEUS, osim bolje kvantifikacije
stenoze 1 povrSinskih karakteristika plaka, moZe takoder prikazati neovaskularizaciju plaka.
Buduci da su CEUS kontrastna sredstva sigurna i komercijalno dostupna, mogu se koristiti u
klinickim uvjetima radi bolje stratifikacije rizika kod bolesnika s aterosklerotskom bolesti
karotidnih arterija. MSCTA je "zlatni standard" za utvrdivanje kalcifikacija plakova. Sastav
plaka, a time i stabilnost takoder se moze proucavati pomo¢u MRI. Sve ove tehnike zajedno
pruzaju potpune informacije o karakteristikama plaka i mogu se uzeti u obzir u planiranju

daljnjeg lijecenja bolesnika s aterosklerotskom bolesti karotidnih arterija.



1.3.3. Upalni markeri i nestabilnost plaka

Otkrivanje potencijalno nestabilnih aterosklerotskih lezija upotrebom biomarkera donijela bi
prednosti u uspostavljanju odgovarajuc¢eg plana lijeCenja u bolesnika s asimptomatskom
stenozom karotidne arterije. Pokazalo se kako su znaCajke nestabilnosti plaka, koje su
procijenjene MRI-om povezane s pove¢anom izrazenosti nekoliko proupalnih molekula, kao
Sto su citokini interleukin-6 (IL-6) i faktor nekroze tumora-alfa (TNFa), endotelni aktivacijski
markeri kao $to su E-kadherin i adhezijska molekula stanica zila-1 (VCAM-1) te upalni
markeri kao §to su visoko-senzitivni C-reaktivni protein (hs-CRP) i pentraksin 3 (PTX3) (54).
Pelisek 1 suradnici (55) utvrdili su povezanost izmedu histoloskih znacajki nestabilnosti
karotidnog plaka i razine serumske cirkulirajuée matriks metaloproteinaze-1 (MMP-1),
serumske cirkuliraju¢e matriks metaloproteinaze-7 (MMP-7), tkivnog inhibitora matriks
metaloproteinaze-1 (TIMP-1) i interleukina-8 (IL-8). MMP pripadaju obitelji proteinaza
ukljucenih u degradaciju izvanstani¢nog matriksa za koje se ¢ini da imaju kljuc¢nu ulogu u
procesu remodeliranja zile tijekom procesa bolesti, a brojna eksperimentalna istrazivanja

upucuju na to da MMP mogu biti ukljuceni u proces destabilizacije plaka (56, 57).

1.3.4. Upalni markeri i neuroloski simptomi

Najvazniji cilj lijeCenja bolesnika s asimptomatskom stenozom karotidne arterije je
sprecavanje pojave ateroembolijskih dogadaja koji dovode do pojave ishemijskog mozdanog
udara. Proucavanje bolesnika ubrzo nakon cerebrovaskularnog dogadaja koji se doveo u vezu
s aterosklerotskom bolesti karotidne arterije moZe dovesti do identifikacije serumskih markera
koji su potencijalno korisni u identificiranju bolesnika s ve¢im rizikom za recidiv. Pokazalo se
kako rezultati dobiveni u akutnoj fazi bolesti mogu biti nepouzdani. Naime, akutni proces
unutar srediSnjeg Ziv€anog sustava moze izravno utjecati na koncentraciju cirkulirajucih
biomarkera. Analiza hs-CRP dovela je do proturjeénih rezultata koji su ucinili taj marker
nepouzdanim za identifikaciju bolesnika koje bi trebalo agresivnije lijeciti (58,59). S druge
strane, pokazalo se kako je IL-6 vise povezan s prisutnoS¢u simptomatskog suzenja karotidne
arterije, ali rezultati su daleko od konaénih (60). Receptor urokinaznog aktivatora
plazminogena topiv u plazmi (suPAR) oslobada se proteolitickim cijepanjem u upalnom
okoliSu. IzraZenost topivog receptora urokinaznog aktivatora plazminogena u plazmi (suPAR)
bila je veca u bolesnika sa simptomatskom stenozom karotidne arterije te u bolesnika kod
kojih su se simptomi aterosklerotske bolesti karotidnih arterija manifestirali kao mozdani udar
ili TIA od onih kod kojih se bolest manifestirala kao amaurosis fugax (61). U skladu sa

svojom povezanoS¢u s nestabilno$¢u plaka, pokazalo se da je MMP-7 poviSen u serumu



bolesnika koji su imali mozdani udar u vremenskom razdoblju od 2 do 6 mjeseci prije analize

(62).

1.4. LijecCenje aterosklerotske bolesti karotidne arterije

LijeCenje znacajnog suzenja karotidne artreije ukljucuje karotidnu endarterektomiju (CEA),

endovaskularno postavljanje potpornice (CAS) i medikamentno lijeCenje.

1.4.1. Karotidna endarterektomija

Karotidna endarterektomija (CEA) je kirurski postupak kojim se uklanja plak unutar karotidne

arterije kako bi se uspostavio normalan protok u mozak.

1.4.1.1. Indikacije za karotidnu endarterektomiju

Simptomatski bolesnici su oni bolesnici koji su imali CVI, TIA ili amaurosis fugax unutar 6
mjeseci. Prema trenutno vaze¢im smjernicama karotidna endarterektomija treba se razmotriti
kod bolesnika sa simptomatskom stenozom karotidne arterije od 50 do 69 %, a preporuca se
kod bolesnika sa simptomatskom stenozom arterije od 70 do 99 % (63). Za stenoze manje od
50 % preporuca se medikamentna terapija ¢ak i ako su simptomatske. Novije studije pokazale
su da se kirurski zahvat moze uciniti ve¢ tijekom nekoliko sati nakon nastupa simptoma, ¢ak i
netom nakon provedene trombolize, a da se pritom periproceduralni rizik znatno ne poveca.
Preporuka americ¢kih smjernica je uciniti CEA unutar 2 tjedna od pojave simptoma, a ne
odgadati zahvat za kasnije (64, 65). U asimptomatskih bolesnika preporuca se CEA u slu¢aju
60 - 99 % suzenja karotidne arterije, ocekivanog trajanja zZivota vise od 5 godina, povoljne

anatomije i povecanog rizika mozdanog udara (63).

1.4.2. Postavljanje potpornice u karotidnu arteriju (CAS) i karotidna endarterektomija
(CEA): usporedba rezultata objavljenih studija

Tijekom posljednjeg desetljeCa metoda postavljanja potpornice u karotidnu arteriju (engl.
carotid artery stenting - CAS) razvila se kao nacin lijeCenja ekstrakranijalne stenoze karotidne
arterije s idejom da se karotidna endarterektomija zamijeni manje invazivnim postupkom
postednijim za bolesnika, a s jednakim rezultatima lijeCenja. Meta-analiza 8 prospektivnih
studija koje su usporedivale CEA i CAS pokazala je kako je CEA najbolja metoda lijeCenja za
simptomatske bolesnike (66). Relativni rizik od CAS-a za mozdani udar je prema meta-analizi
61 % veci nego kod CEA-e. Smjernice Europskoga kardioloskog drustva navode da se CAS
moze smatrati alternativom CEA-i i za simptomatske i za asimptomatske bolesnike samo u
centrima s velikim brojem zahvata i dokumentiranim niskim periproceduralnim rizikom od

smrti, mozdanog udara ili infarkta miokarda (63). U bolesnika koji se smatraju
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visokorizicnima za CEA-u prihvatljiva je alternativa CAS zajedno s protekcijom od
embolizacije. 1z studije SAPPHIRE proizlazi da je CAS indiciran kod bolesnika sa
simptomatskom stenozom karotidne arterije >50 % ako se smatraju riziénima za CEA-u (67).
To su bolesnici s teSkom koronarnom bolesti koja se ne moze revaskularizirati ili oni s teSkom
opstruktivnom pluénom bolesti. Prema americkim smjernicama, CAS je indiciran prije CEA-e
uglavnom u bolesnika koji se smatraju visokorizi¢nima za kirurgiju (68). CAS u bolesnika sa
simptomatskom suzenjem karotidne arterije >50 % ima prednost u onih s prethodnim
kirurskim zahvatima na vratu, nakon radioterapije vrata, kod lezije mozdanih Zivaca ili kod
stenoza koje su distalno od tijela drugoga vratnog kraljeska (69). U tijeku je najveca
randomizirana studija za asimptomatske bolesnike ACST-2 koja usporeduje rezultate lijeCenja
CEA-e i CAS-a. Cilj je studije obuhvatiti 5000 bolesnika, a u nju su ukljuceni i bolesnici iz
Hrvatske. Rezultati se o¢ekuju tijekom 2019. godine, a preliminarni su rezultati publicirani
krajem 2013. god. nakon prvih 986 bolesnika (70). U bolesnika starijih od 70 godina znacajno
raste rizik od mozdanog udara i smrti kod CAS-a u usporedbi s CEA-om (12 % : 5,9 %) a u
mladih od 70 godina ne postoji znacajna razlika u riziku od mozdanog udara i smrti izmedu
CAS-a i CEA-e (71). Ako se procedura provodi uz protekciju od embolizacije, CAS je
prihvatljiva alternativa u bolesnika koji se smatraju visokoriziénima za CEA-u. CAS je
indiciran u bolesnika s asimptomatskom stenozom karotidne arterije >70 % ako se smatraju
riziénima za CEA-u (72).

1.4.3. Kirurska tehnika

CEA se moze izvoditi u opcoj ili lokalnoj anesteziji, a izbor ovisi o operateru i
karakteristikama bolesnika. Sam zahvat se vrsi kroz longitudinalnu inciziju na vratu uz rub
sternokleidomastoidnog misica ili kroz poprecnu inciziju na pretpostavljenom mjestu racvista
karotidne arterije. Nakon preparacije dijela zajednicke, unutarnje 1 vanjske karotidne arterije,
davanja heparina i klemanja zila, pristupa se longitudinalnoj arteriotomiji na razini bifurkacije
prema proksimalno i distalno. Ukoliko tijekom klemanja arterija ne dode do promjene
neuroloskog statusa bolesnika, operacija ¢e se nastaviti bez postavljanja intraluminalnog
"shunta”, a u protivhom se postavlja privremeni “shunt" izmedu zajednicke i unutarnje
karotidne arterije. Sljede¢i korak je odstranjenje karotidnog plaka (izmedu medije i intime) pri
¢emu se pazi da podrudje prijelaza izmedu operiranog i neoperiranog dijela bude glatko kako
bi se izbjegla postoperativna disekcija. Nakon pazljivog pregleda povrSine endarterektomije i
odstranjenja ostatka plaka, arterija se zatvara primarno ili uporabom zakrpe (bioloski materijal
kao npr. venski presadak ili protetski materijal kao npr. dacron ili politetrafloretilen) $to je

povezano s nizim stupnjem restenoze i nizom stopom perioperativnog CVI-a (73).
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Neuroloska procjena stanja izvodi se svakog sata oporavka nakon operacije. Manipulacije oko
karotidnog stabla mogu uzrokovati hemodinamsku nestabilnost u perioperativnom periodu $to
se treba aktivno lijeciti kako bi se izbjegla cerebralna hipoperfuzija. Mortalitet CEA ovisi o
centru odnosno operateru te iznosi oko 0,5 - 3 %. Najéesce je uzrokovan sréanim nezeljenim
dogadajima, a na drugom je mjestu mozdani udar. Rizi¢ni ¢imbenici za nepovoljan ishod su:
dob iznad 80 godina, teSka sréana i plu¢na bolest, bubrezno zatajivanje, mozdani udar kao
indikacija za operaciju te otezavaju¢e anatomske okolnosti poput loSeg kirurSkog pristupa
(zadebljan vrat), ranije zracenje vrata, ranija CEA te okluzija kontralateralne karotidne arterije
(74). Restenoza je ponovno suzavanje lumena krvne zile nakon kirurSke ili endovaskularne
revaskularizacije 1 najceséa je komplikacija nakon zahvata (75, 76). Prema istrazivanjima
rizik od restenoze je najveéi u prvoj godini nakon zahvata i iznosi 10 %, 3 % u drugoj godini

i 2 % u narednom razdoblju (77).

Restenoza je obi¢no asimptomatska ili se klinicki simptomi javljaju postupno, a kad postane
znacajna, ponovna intervencija je neophodna kako bi se sprijecilo javljanje novih klini¢kih

simptoma. Preporuka je vecinu restenoza lijeciti CAS, a ne ponovnom CEA (74).
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Slika 2. Makroskopski izgled plaka nakon endarterektomije (fiksiran u formalinu). Prikazane

su zajednicka karotidna arterija, unutarnja karotidna arterija te vanjska karotidna arterija.
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Slika 3. Popre¢ni prerezi kroz plak

1.4.4. Medikamentno lijeenje

Medikamentno lijeCenje zasniva se na lijeCenju arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije,

Secerne bolesti (dijabetesa), apstinenciji od pusenja te antitrombotskim lijekovima.

1.4.4.1. Antitrombotsko lijeCenje karotidne bolesti

Prednosti lijeGenja monoterapijom (engl. single antiplatelet therapy, SAPT) za prevenciju
mozdanog udara u asimptomatskih bolesnika sa stenozom karotidne arterije veCom od 50 %
nisu dokazane u randomiziranim klini¢kim ispitivanjima, ali dozivotna terapija malim dozama
acetilsalicilne kiseline trebala bi biti dijelom optimalne medikamentne terapije s ciljem
smanjenja rizika za mozdani udar i druge kardiovaskularne dogadaje (78). U simptomatskih
bolesnika, preporuca se monoterapija acetilsalicilnom kiselinom odnosno klopidogrelom (75
mg dnevno) u slucaju nepodnosenja acetilsalicilne kiseline (79,80). U studiji CHARISMA
nije uocena prednost lijeCenja dvojnom antiagregacijskom terapijom (engl. dual antiplatelet
therapy, DAPT) u usporedbi sa SAPT (81). U studiji CARESS pokazano je kako je upotreba

DAPT-a u odnosu na SAPT smanjila rizik tthog mozdanog udara za 37 % nakon 7 dana, uz
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napomenu kako nisu zabiljeZena Zivotno ugrozavajuca velika krvarenja (82). Iz tih razloga,
uvodenje DAPT-a se moZe razmotriti unutar 24 sata od manjeg ishemijskog mozdanog udara
ili TIA-e 1 moze se nastaviti tijekom mjesec dana u bolesnika lijeCenih konzervativno. DAPT
se preporucuje u bolesnika koji se podvrgavaju CAS. Optimalno trajanje DAPT-a nakon
CAS-a nije poznato. Prema trenutno vaze¢im smjernicama, DAPT se preporuca tijekom
mjesec dana nakon postupka. DAPT se moze produljiti nakon mjesec dana u slucaju
nedavnog (<12 mjeseci) infarkta miokarda i niskog rizika od krvarenja (63). Nakon CEA se
preporuca dugotrajna SAPT (acetilsalicilna kiselina 75 - 100 mg ili klopidogrel 75 mg). Svi
bolesnici s aterosklerotskom bolesti karotidne arterije trebali bi lijeCenjem posti¢i ciljne
vrijednosti LDL ispod 1,8 mmol/L odnosno posti¢i smanjenje inicijalnih vrijednosti LDL za
50 % ukoliko su inicijalne vrijednosti izmedu 1,8 i 3,5 mmol/L (63). U randomiziranim
studijama se pokazalo kako terapija statinom smanjuje ukupni mortalitet i kardiovaskularne
dogadaje u bolesnika s aterosklerotskom bolesti karotidnih i1 perifernih arterija (83,84).
Nedavno je istrazivanje pokazalo pozitivne ucinke evolokumaba, monoklonskog protutijela
koje inhibira proprotein konvertazu subtilizin/keksin tip 9 (PCSK9) u smanjenju
kardiovaskularnih dogadaja kod bolesnika s aterosklerotskom bolesti (85). Prema trenutnim
smjernicama Europskog drustva za hipertenziju (86), preporuca se kako prvi cilj lijeCenja
arterijske hipertenzije treba biti snizavanje vrijednosti arterijskog tlaka ispod 140/90 mm Hg u
svih bolesnika, a ukoliko se lijeCenje dobro podnosi tada je potrebno daljnje snizavanje do
vrijednosti 130/80 mm Hg u vecine bolesnika. U bolesnika mladih od 65 godina preporuca se
sniZzavanje sistolickog arterijskog tlaka do vrijednosti od 120 do 129 mm Hg. Vrlo je mali broj
studija ispitivao ucinke razli¢itih antihipertenzivnih lijekova na aterosklerotski plak karotidne
arterije. SniZzenje arterijskog tlaka moze odgoditi proces ateroskleroze intime, a ¢ini se kako
razli¢iti lijekovi mogu utjecati na regresiju debljine intime i medije (IMT, intima-media
thickness), uz naglasak kako su blokatori kalcijevih kanala (CCB) i inhibitori angiotenzin
konvertiraju¢eg enzima (ACE inhibitori) djelotvorniji od diuretika i beta blokatora (87,88).
Vaznost tih spoznaja je upitna s obzirom kako je vecina bolesnika lijeCena kombinacijom

antihipertenziva.

1.5. Ateroskleroza

1.5.1. Definicija ateroskleroze

Ateroskleroza je kroni¢na upalna bolest obiljezena postupnim razvojem plaka i akutnim
kardiovaskularnim i cerebrovaskularnim komplikacijama. Toc¢na prevalencija ateroskleroze
zapravo je nepoznata, a epidemioloski se podaci odnose na njene klinicki najznacajnije

posljedice, a to su kardiovaskularne 1 cerebrovaskularne bolesti. Unato¢ napretku u prevenciji

14



1 lijecenju, kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti ostaju i dalje vodeci uzrok smrti u
svijetu i Republici Hrvatskoj. S obzirom kako su akutne komplikacije ateroskleroze Cesto i
prva manifestacija bolesti, glavni je poticaj medicinskim istrazivanjima bolja stratifikacija
rizika odnosno rano otkrivanje osoba s povisenim rizikom. Obdukcijske studije su pokazale
da je ateroskleroza sistemska bolest koja kod bolesnika zahvaca viSe ili gotovo sve arterije, a
klju¢no pitanje je zaSto u zivotu osobe samo jedan ili nekoliko plakova od vise ili mnogo njih
odnosno distalnoj embolizaciji. Zadnjih par desetlje¢a u sredistu interesa brojnih istrazivanja

je nestabilan (vulnerabilan) plak odnosno njegova pravovremena dijagnostika i lijeCenje.

1.5.2. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak ateroskleroze

Cimbenike rizika za kardiovaskularne bolesti tradicionalno i jednostavno moZzemo podijeliti
na nepromjenjive i promjenjive. Nepromjenjivi ¢imbenici rizika jesu spol i dob (muskarci
iznad 45 godina, Zzene iznad 55 godina, ili Zene u prijevremenoj menopauzi bez nadomjesne
terapije estrogenom) i pozitivna obiteljska anamneza (prijevremena smrt uslijed koronarne
bolesti srca, infarkta miokarda ili iznenadne smrti u dobi prije 55 godina starosti bliskih
muskih srodnika ili 65 godina starosti Zenskih ¢lanova obitelji). Najznacajniji promjenjivi
¢imbenici rizika su: arterijska hipertenzija, hiperlipidemije, puSenje, pretilost, nepravilna
prehrana, tjelesna neaktivnost 1 dijabetes. Medu njima su najraSireniji pusenje, arterijska
hipertenzija i hiperlipidemija, a prevalencija pretilosti i dijabetesa posljednjih desetljeca je u
porastu (4). Oni ubrzavaju taloZenje lipoproteina niske gustoce (eng. low density lipoprotein -
LDL) mijenjajuéi aterogenost LDL-a ili direktno oStecuju¢i endotel krvne Zile. Medu
zaStitnim ¢imbenicima koji sprjecavaju razvoj ateroskleroze su fizicka aktivnost, alkohol,
lipoproteini visoke gustoce (eng. high density lipoprotein - HDL) i njegov glavni
apolipoprotein apo-Al. HDL i apoAl sprjeavaju aterogenu modifikaciju LDL-a (89, 90).
Promjenjivi ¢imbenici rizika upucuju na vaznost primarne prevencije u spre¢avanju njihova
nastanka, a samim time i smanjenju smrtnosti od kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih
bolesti. Preporuka trenutno vaze¢ih smjernica za prevenciju kardiovaskularnih bolesti je
procjena ukupnog kardiovaskularnog rizika s obzirom kako je ateroskleroza posljedica niza
¢imbenika rizika. Dostupne su brojne tablice procjene kardiovaskularnog rizika, a od 2003.
godine europske smjernice preporucuju upotrebu SCORE ( Systematic Coronary Risk
Evaluation) sustava. Procjena individualnog ukupnog kardiovaskularnog rizika temelji se na
procjeni 10-godisnjeg rizika od smrtnosti na osnovi izraGunavanja sljedec¢ih ¢imbenika rizika:
spol, dob, pusenje, sistolicki krvni tlak i ukupni kolesterol. Osobe se svrstavaju u tri
kategorije: visok rizik - SCORE 5 %, srednji rizik od 1 - 5% i niski rizik <1 % (91). Udruzeno
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djelovanje viSe Cimbenika rizika rezultira viSim ukupnim kardiovaskularnim rizikom, a
prednost procjene ukupnog kardiovaskularnog rizika temelji se na Cinjenici kako se ipak
uklanjanjem jednog od ¢imbenika rizika, ukoliko nije moguce djelovati i na druge ¢imbenike
rizika, ukupni kardiovaskularni rizik snizava. Unato¢ dobrom poznavanju rizi¢nih i zaStitnih
¢imbenika ne moze se na temelju danas poznatih tablica procjena rizika sa sigurnoséu

predvidjeti brzina razvoja ateroskleroze i klinicki tijek.

1.5.3. Patofiziologija ateroskleroze

Najznacajnije stani¢ne komponente u razvoju ateroskleroze su endotelne stanice, leukociti 1
glatke miSi¢ne stanice. Stijenka krvne Zile gradena je od tri sloja (92). Sloj najbliZi lumenu
zile naziva se tunica intima ili tunica interna, a gradena je od jednoga sloja endotelnih stanica
ispod kojih se nalazi bazalna membrana. Ispod tunice intime je tanki subendotelni sloj
vezivnoga tkiva €ija je potporna uloga vazna na mjestima grananja krvnih Zila. Sljede¢i sloj je
membrana elastica interna koji obuhvaca cijeli opseg krvne Zile. Tunica media sredis$nji je
misiéni sloj graden od glatkih miSi¢nih stanica koje su medusobno povezane u jedinstvenu
funkcionalnu cjelinu preko tijesnih spojeva (nexus ili eng. gap junction). Osim glatkih
miSiénih stanica u ovome sloju nalaze se kolagena i elasticna vlakna. Slijedi membrana
elastica externa koja ima dodatnu potpornu ulogu, uglavnom u o¢uvanju oblika arterije. Sloj
najudaljeniji od lumena je tunica adventitia ili externa koja je gradena od vezivnoga tkiva te
sadrzi obilje malih krvnih Zila (vasa vasorum) koje prehranjuju tu krvnu zilu. Adventicija daje
mehanicku potporu ¢ime Cuva integritet krvne Zile. Oko ovoga sloja nalazi se perivaskualrni
prostor (92). Funkcionalnosti krvne Zile u jednakoj mjeri pridonose sva tri sloja. Najvaznije
funkcije endotelnih stanica su kontrola tonusa krvne Zile, inhibicija agregacije trombocita,
modulacija migracije leukocita, regulacija proliferacije glatkih misi¢nih stanica i moduliranje
propusnosti stijenke krvne zile (93,94). Endotelna disfunkcija (ED) pojam je koji opisuje
stanje poremecene funkcije endotela i predstavlja najraniji stadij ateroskleroze odnosno njenu
prodromalnu fazu. PatofizioloSki ¢imbenici koji dovode do nastanka ED su: 1) aktivacija
citokina u upalnim procesima, 2) slobodni radikali kisika (ROS) i/ili oksidativni stres te
glikozilacija metabolita koji su prisutni u dijabetesu i procesu starenja, 3) puSenje i
hipertenzija, 4) kroni¢na hiperhomocisteinemija i/ili hiperkolesterolemija i 5) poviSena
koncentracija plazmatskih oksidiranih lipoproteina male gustofe i njihova akumulacija u
stijenku krvne Zile, kao i infekcije bakterijama, virusima ili drugim patogenima. Naime, u
segmentima arterija podloZnim aterosklerozi pod djelovanjem mehanickih, kemijskih,
infektivnih ili imunoloskih ¢imbenika, endotelni sloj postaje propustan, aktiviran i

disfunkcionalan (95). Ostecenje moze biti pravo propadanje i deskvamacija endotelnih stanica
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ili samo poremecaj funkcije tih stanica ili njithove aktivacije. Aktivaciju poti¢e proizvodnja
slobodnih radikala kisika u njima do ¢ega dolazi zbog hiperkolesterolemije odnosno povecane
koli¢ine LDL-a u krvi. Hiperkolesterolemija se smatra jednim od glavnih okidaca
ateroskleroze. Povecana koli¢ina kolesterola u plazmi povecava propusnost endotela, a zbog
aktivacije endotelnih stanica dolazi do luCenja citokina iz njih 1 izraZzenosti adhezijskih
molekula na njima kao $to su adhezijske molekule stanica zila-1 (VCAM-1) i unutarstani¢ne
adhezijske molekule (ICAM-1) i selektini: selektin P i selektin E. Ove adhezijske molekule
vezu cirkuliraju¢e upalne stanice u krvi u svrhu njihovog regrutiranja na mjesto aktivacije
endotela. Slobodni radikali kisika oksidiraju 1 LDL cestice te se one zadrzavaju u
subendotelnom prostoru i postaju kemotakti¢ne za monocite. Aktivirani endotel luci velike
koli¢ine c¢imbenika rasta kao $to je trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF) koji potice
proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica i odlaganje izvanstani¢nog matriksa. Nakupljanje glatkih
miSi¢nih stanica i izvanstanicnog matriksa bogatog proteoglikanima u intimi je proces koji se
naziva hiperplazija odnosno zadebljavanje intime. Smatra se kako unutar tih lezija
proteoglikani koji imaju negativan naboj vezu pozitivno nabijene Cestice LDL-a povecavajuci
time koli¢inu LDL-a unutar intime i omogucavajuc¢i fagocitozu LDL-a od strane makrofaga
(96,97,98). Upalni odgovor ima vaznu ulogu u razvoju ateroskleroze (94,95). U aterosklerozi
postoji abnormalna aktivacija upalnih stanica koje su uglavnom usmjerene prema lipidima
koji se nalaze u stijenci krvnih zila. Opcenito, Sto je vec¢i sistemski upalni odgovor, veca je
vjerojatnost upalnih reakcija od strane Zila te se time objaSnjava cinjenica kako je
ateroskleroza izrazenija kod osoba s kroni¢nim upalnim bolestima kao §to je npr. reumatoidni
artritis ili sistemski lupus eritematodes (SLE). CRP je cirkuliraju¢i reaktant akutne faze upale
¢ija razina raste nekoliko puta tijekom upale ili ozljede tkiva. Vrijednosti cirkuliraju¢eg CRP-
a povezane su s kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika (99). Sinteza CRP-a potaknuta je
citokinima, u prvom redu interleukinom--6 (IL-6) te interleukinom-1 (IL-1) koji se luce iz
upalnog tkiva, a indirektno i faktorom nekroze tumora-a (TNF-a). Na samom pocetku,
leukociti koji su primarno monociti aktivacijom postaju tkivni makrofagi. Ova je aktivacija
potaknuta citokinima koje Iuce endotelne stanice. Oksidirane LDL cestice nemaju
regulacijske mehanizme nadzora ulaska kolesterola, nego se LDL veZze i za uobic¢ajene LDL
receptore i za ,,receptore Cistace™ (engl. scavenger receptors) makrofaga te se potom obilno
nakuplja unutar stanica. Makrofagi u kojima se nagomilao kolesterol iz LDL ¢estica nazivaju
se pjenaste stanice. Oksidirani LDL ometa i sintezu dusicnog monoksida (NO) Sto se ocituje
lu¢enjem vazokonstrikcijskih ¢imbenika kao §to je endotelin 1. Aktivirane endotelne stanice i
makrofagi lu¢e ¢imbenike rasta koji poticu migriranje glatkih miSi¢nih stanica iz medije u

intimu, a trombocitni ¢imbenik rasta (PDGF) luce 1 trombociti koji prijanjanju 1 nakupljaju se

17



na mjestima oStecenog endotela (94). Samo nakupljanje trombocita potice 1 pojacana sinteza
inhibitora aktivacije plazminogena-1 (PAI-1) u endotelnim stanicama. PAI-1 smanjuje
fibrinoliticku aktivnost te poti¢e stvaranje tromba. Pjenaste stanice imaju abnormalnu
aktivnost te ne mogu izaci iz sloja intime 1 migrirati u limfne ¢vorove. Makrofagi prepunjeni
lipidima podloZni su apoptozi koja doprinosi nakupljanju trombogenog materijala unutar
intime, ukljucujuci fosfolipide i tkivni faktor. Nastojeci ukloniti lipide, pjenaste stanice poti¢u
nakupljanje drugih proupalnih stanica kao Sto su pomoc¢nicki limfociti tip 1 (Thl). Thl
limfociti luce citokine kao $to su interferon-y (IFN vy) i interleukin 2 (IL-2) koji stimuliraju
monocite na stvaranje polariziranih upalnih makrofaga. S druge strane, ovi upalni makrofagi
luée velike koli¢ine slobodnih kisikovih radikala i kataboli¢kih izvanstani¢nih enzima
ukljucujuéi metaloproteinaze matriksa (MMP) i mijeloperoksidazu (MPO) (100). Kako se
nastavlja nakupljanje leukocita, nastaje viSe pjenastih stanica s posljedicnim lucenjem vecih
koliCina citokina, proteaza i slobodnih kisikovih radikala. Takva izrazenost citokina pokrece
proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica i fibroblasta te takoder potice aktivaciju endotela,
stvaraju¢i pozitivhu povratnu spregu. Osim toga, MMP mogu degradirati izvanstani¢ni
matriks u stijenci krvnih zila poticu¢i daljnju disfunkciju krvnih Zzila s pogorSanjem
proliferacije stanica glatkih miSica 1 fibroblasta. Slobodni radikali kisika i1 duSika oksidiraju
LDL unutar makrofaga, §to dalje poti¢e unos makrofaga putem "receptora Cistaca" (engl.
scavenger receptors). Nastali uvjeti pogoduju dodatnom taloZenju trombocita i promjeni u
sintezi tromboksana 1 prostaciklina Sto aktivira koagulacijske mehanizme 1 potice stvaranje
fibrina koji stabilizira trombocitne nakupine. Nastavak nakupljanja lipida, endotelne
aktivacije, upale i proliferacije glatkih miSi¢nih stanica dovodi do rasta aterosklerotskog
plaka. U nekim se slucajevima spomenuti proces moze stabilizirati dok se u drugim moze
ubrzati, a ravnoteza spomenutih procesa na razli¢itim anatomskim mjestima dovest ¢e do

klini¢kih posljedica (100).

1.5.4. Aterosklerotski plak

Nakupine makrofaga i glatkih miSi¢nih stanica koje sadrze velike koli¢ine LDL-a pretvorenih
u pjenaste stanice nazivamo ,,masnim prugama”. Masne pruge rani su stupanj razvitka
ateroskleroze i one mogu nestati, osobito ako se obnovi endotel (94,95). Kljucni korak u
prijelazu iz masne pruge u napredniji aterosklerotski plak je trajno povecana koli¢ina LDL-a u
krvi. Kako lezija napreduje, izvanstani¢ni lipidi spajaju se tako da tvore velike bazene koji
postaju jezgra ateroma. Jezgra takoder sadrzi nekroti¢ni materijal iz apoptoti¢nih pjenastih
stanica 1 makrofaga i1 tako se Cesto naziva nekroticnom lipidnom jezgrom. Aterosklerotski

plakovi Cesto pokazuju znakove krvarenja. Krv Cesto dolazi iz malih krvnih Zila (vasa
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vasorum) koje se nalaze u adventiciji. Fibroblasti se regrutiraju u plak, mozda iz adventicije
ili iz prekursora koji cirkuliraju. Te stanice izluCuju velike koli¢ine kolagena, uzrokujuci
fibrozu ili oziljke. Kako plak sazrijeva, nekroti¢na lipidna jezgra i okolni oziljno promijenjeni
matriks stvaraju karakteristican fibroaterom. Sadrzaj lipida i kolagena u aterosklerotskim
plakovima razlicit je ¢ak i1 kod istog pojedinca (101,102). Fibroaterom se smatra prvom
naprednom aterosklerotskom lezijom, a njegova je znacajka prisustvo nekroti¢ne lipidne
jezgre koju prekriva fibrozno tkivo odnosno tzv. ,fibrozna kapa®“. (103). Fibroaterom moze
uzrokovati znacajno suzenje lumena krvne Zzile i podlozan je komplikacijama kao S§to su
krvarenje, osteCenje povrsine, tromboza ili sloZzena kalcifikacija. Karotidni plakovi koji sadrze
makrofage, odnosno imaju tanke fibrozne kape ili ulceracije povrsine i trombe unutar lumena
ili je prisutno krvarenje unutar plaka klinicki su povezani s cerebrovaskularnim dogadajima.
Krvarenje unutar karotidnog plaka znacajno je povezano s brzom progresijom lezija te je
prac¢eno rastom nekroti¢ne jezgre bogate lipidima i ubrzanom progresijom suzenja lumena
krvne zile (104,105,106). Nekoliko je istrazivanja sugeriralo kako je krvarenje unutar plaka
povezano s povecanom gustocom malih krvnih zila (vasa vasorum) (107,108). Patoloska
angiogeneza stijenke krvne Zile znacajka je razvoja aterosklerotskog plaka i progresije bolesti
no podrijetlo neovaskularizacije nije jo§ u potpunosti utvrdeno (109). Smatra se kako je
angiogeneza u adventiciji glavni izvor neovaskularizacije odnosno novih krvnih zila, ali
utvrdeno je kako je angiogeneza prisutna 1 na endotelu. Ove novostvorene zile mogle bi imati
vaznu ulogu u metabolickoj aktivnosti plaka i kontrolirati proces same progresije lezije (110).
Nekoliko je istrazivanja pokazalo kako je krvarenje unutar plaka vaZzan proces povezan s
progresijom plaka i razvojem neuroloskih simptoma sugerirajuc¢i kako krvarenje moZe biti
povezano s eventualnom rupturom i/ili kriticnom stenozom (111, 112, 113). Prisutnost
fibrinogena takoder je zajednicki nalaz naprednih aterosklerotskih lezija 1 vrlo vjerojatno
predstavlja krvarenje unutar plaka. Fibrinogen je reaktant akutne faze upale, a osim znacajne
uloge u procesu koagulacije, fibrinogen djeluje na regulaciju kemotaksije, adheziju i
proliferaciju stanica, vazokonstrikciju na mjestu oSteCenja stijenke krvne zile, potice
agregaciju trombocita 1 utje¢e na viskoznost krvi (114). Fibroaterom s tankom fibroznom
kapom sinonim je za Sire koriSten termin vulnerabilnog odnosno nestabilnog plaka koji se
odnosi na prekursorske lezije koje pokazuju sklonost rupturi. Promatranjem rupturiranih
aterosklerotskih lezija koronarnih arterija uo€eno je kako je jedina razlikovna morfolosSka
znaCajka bila odsutnost luminalnog tromba zajedno s tankom, netaknutom, neprekinutom
fibroznom kapom (96). Klini¢ki ¢imbenici rizika povezani s prisutnoséu fibroateroma s
tankom fibroznom kapom ukljucuju bolesnike s visokim serumskim ukupnim kolesterolom 1

visokim omjerom ukupnog kolesterola i lipoproteina visoke gustoce (high density lipoprotein,
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HDL), pusace, zene iznad 50 godina te bolesnike s povisenim vrijednostima hsCRP-a (114).
Fibroaterom s tankom fibroznom kapom opcenito sadrzi velike nekroti¢ne jezgre prekrivene
tankom netaknutom fibroznom kapom sastavljenom pretezno od kolagena tipa I te razliCite
koli¢ine makrofaga i limfocita, a glatke miSi¢ne stanice nedostaju ili su prisutne u maloj
koli¢ini (110). Debljina fibrozne kape fibroateroma smatra se znac¢ajkom nestabilnih lezija te
su Maureillo i sur. (115) definirali nestabilan (vulnerabilan) plak kao onaj koji ima debljinu
fibrozne kape <165 pum s pridruzenom infiltracijom makrofaga uz odsutnost rupture plaka.
Debljina fibrozne kape od 165 pm kao Kriterij nestabilnosti (vulnerabilnosti) bila je
retrospektivno odredena na temelju analize rupturiranih karotidnih plakova gdje je srednja
granica debljine bila 70 £ 47 pum. Najbolji morfoloski pokazatelji pomocu kojeg se
fibroaterom s tankom fibroznom kapom mogao razlikovati od rupturiranih plakova bila je
debljina fibrozne kape i stupanj infiltracije makrofagima. U istom istraZivanju pokazano je
kako je distribucija nestabilnih (vulnerabilnih) plakova bila relativno neovisna o klinickoj
slici. U nastavku istrazivanja od istih autora (116) pokazano je kako je samo 36,7 % akutnih
trombotskih plakova nastalo u segmentu maksimalnog suzenja lumena krvne zile, a 53,3 %
proksimalno i samo 10 % distalno. U ovoj studiji je, naime, vise od 60 % asimptomatskih
bolesnika imalo stabilan plak, dok je 11,6 % imalo plak s trombom, a 26,8 % je imalo jedan
ili viSe fibroateroma s tankom fibroznom kapom. Ovi podaci upuéuju na to kako se odgovorne
lezije 1 prekursori tih lezija ceSce javljaju u podru¢jima gdje je lumen krvne Zile manje suzen
te ukazuje kako stupanj suzenja lumena krvne zile to¢no ne definira rizik za
cerebrovaskularne dogadaje. Incidencija tromboze bila je viSe nego dvostruko vecéa kod
bolesnika s mozdanim udarom (66,9 %), zatim u TIA (36,1 %), a najmanje u asimptomatskih
pojedinaca (26,8 %). U istom istrazivanju ruptura plaka bila je najces¢i uzrok tromboze u
svim podskupinama (mozdani udar = 63,6 %, TIA = 31 % i asimptomatska = 24,5 %), a
ulcerirane lezije su bile naj¢eS¢a morfologija (mozdani udar = 32,2 %, TIA = 15,1 % 1
asimptomatsko = 13,6 %) (116). Ruptura plaka se definira kao lezija s rupturiranom
fibroznom kapom s luminalnim trombom 1 nekroticnom jezgrom. Akutni tromb sastoji se od
nakupina trombocita s razli¢itim koli¢inama nakupljenog fibrinogena, eritrocita i upalnih
stanica. Rupturirani plak obi¢no ima veliku nekroti¢nu jezgru (117). Ruptura plaka s
ulceracijom dominantni je mehanizam koji dovodi do stvaranja tromba i naknadne
embolizacije ¢ija su posljedica cerebrovaskularni dogadaji. S obzirom na visoke brzine
protoka u Kkarotidnoj arteriji, ulceracija plaka se CeSc¢e pojavljuje u aterosklerotskom plaku
karotidne arterije nego li na drugim mjestima, npr. koronarnoj arteriji (118). Erozije se
javljaju u odsutnosti rupture, a luminalni trombi su u izravnom kontaktu s povr§inom intime

koja se sastoji od glatkih miSi¢nih stanica 1 proteoglikanskog matriksa (119). U ovom trenutku
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nisu definirane jasne morfoloske karakteristike lezija koje bi bile sklone eroziji. Erozija plaka
opisana je u karotidnoj trombozi, no njena je prevalencija znatno manja nego li u koronarnoj
bolesti, a ¢es¢a je kod populacije mlade od 50 godina (120). Povezanost nestabilnih plakova u
koronarnim arterijama s akutnim koronarnim sindromom znatno je bolje istraZzena nego li
povezanost nestabilnih karotidnih plakova s cerebrovaskularnom simptomatologijom. Naime,
plakovi koji su uklonjeni iz karotidne arterije nakon cerebrovaskularnog dogadaja pokazuju
vecu sklonost upali dok oni koji su uklonjeni nakon vise od 30 dana od akutnog dogadaja
poCinju pokazivati karakteristike stabilnosti kao rezultat cijeljenja. Za razliku od pregleda
lezije nakon obdukcije bolesnika preminulog od iznendane koronarne smrti, karotidna
endarterektomija obi¢no se radi nakon vise od 2 tjedna od akutnog cerebrovaskularnog
dogadaja. U tom je vremenu ve¢ poceo proces cijeljenja te lezija moze pokazivati sklonost
fibrozi 1 manje reprezentativna kao odgovorna lezija za cerebrovaskularni dogadaj. Klinicka
slika karotidne aterosklerotske bolesti ne mora nuzno biti povezana s tipom plaka s obzirom
kako su i stabilni i nestabilni plakovi nadeni kod simptomatskih odnosno asimptomatskih
bolesnika. Rupturirani plakovi koji su povezani s asimptomatskom bolesti karotidnih arterija
imaju minimalne pukotine fibrozne kape s manjim ulceracijama, manjom koli¢inom
makrofaga, manjim nekroti¢nim lipidnim jezgrama i ve¢im stupnjem kalcifikacija (121).
Morfoloske karakteristike koje su uglavnom povezane s visokorizi¢nim plakovima sklonim
nestabilnosti ukljuuju prisutnost nekroti€ne jezgre i1 tanke fibrozne kape infiltrirane
makrofagima $to se moze dodatno komplicirati nakupljanjem Zeljeza ili mikrokalcifikacijama.
Smatra se kako ove morfoloske karakteristike zajedno s pove¢anim silama smicanja (engl.
shear stress) uzrokuju rupturu fibrozne kape (122). Upala je vazna odrednica nestabilnosti
plaka jer doprinosi veli€ini nekroti€ne jezgre, neovaskularizaciji plaka 1 stanjivanju fibrozne
kape. Nedavna su istrazivanja pokazala kako su makrofagi heterogena stani¢na populacija te
se mogu podijeliti u M1 skupinu koja je klasi¢na, proupalna i M2 skupina koja je alternativna,
antiupalna. Podijeljeni su ovisno o stupnju izrazenosti pojedinih molekula (123). Vazno je
naglasiti kako su makrofagi sposobni mijenjati svoja aktivacijska stanja kao odgovor na
podrazaje poput Cimbenika rasta i1 citokina (124). HistoloSkom analizom plak se moze
klasificirati u jedan od VIII tipova (AHA -American Heart Association klasifikacija) kao $to
je prikazano u tablici 3 (125). Plak tipa I sadrzi razbacane pjenaste makrofage ("foam cells").
Plak tipa Il plaka sadrzi nakupine pjenastih makrofaga i mastima ispunjenih ("lipid-laden”)
glatkih miSi¢nih stanica, koje se oznacavaju kao masne pruge ("fatty streaks"). Plak tipa III je
prijelazni oblik izmedu tipa II i tipa IV tj. lezije koja potencijalno moze uzrokovati simptome.
Pored mastima ispunjenih stanica prethodnih tipova, ovaj tip plaka sadrzi i izvanstani¢ne

masne kapljice koje su prekursor vecih nakupina - masnih jezgri, koje karakteriziraju plak tipa
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IV. Plak tipa V sadrZi najviSe masti, ponekad i vise masnih jezgri, odijeljenih fibroznim
slojem te tada govorimo o viSeslojnom fibroateromu. Plakovi tipa IV 1 V koji pored opisanih
karakteristika imaju disrupciju luminalne povrsine, krvarenje unutar plaka odnosno hematom
ili trombotske naslage klasificiraju se kao plak tipa V1. Plak tipa VIl predstavlja kalcificiranu
leziju gdje mineralni depoziti zamjenjuju stani¢ni detritus 1 izvanstanicnu mast. Plak tipa VIII
predstavlja fibroziranu leziju u kojoj je debela naslaga vezivnog tkiva zamijenila intimu, a

sadrzaj masti je minimalan.

Tablica 3. American Heart Association (AHA) klasifikacija aterosklerotskih plakova.

AHA )
klasifikacija oRis
I Razbacani pjenasti makrofagi (“"foam cells")
. Nakupine pjenastih makrofaga i mastima ispunjenih ("lipid-laden™) glatkih
miSi¢nih stanica, koje se oznac¢avaju kao masne pruge ("fatty streaks").
Il Tip Il uz izvanstani¢ne masne kapljice
v Izvanstani¢ne masne jezgre
\Y Viseslojni fibroaterom
Plakovi tipa IV i V koji pored opisanih karakteristika imaju disrupciju
V! luminalne povr$ine , hematom ili trombotske naslage
VIl PreteZno klacificirani plak
VI Pretezno fibrozni plak sa malo ili nimalo masti ili kalcija

1.6. Dosadasnje spoznaje o rezistinu

1.6.1. Otkriée i molekularni sastav rezistina

Rezistin su otkrile tri neovisne skupine znanstvenika 2001. godine. Kim i suradnici
identificirali su rezistin kao sekrecijski ¢cimbenik specifican za masno tkivo (126). Holcomb i
suradnici identificirali su rezistin kao "naden u zoni upale 3" (engl. “found in inflammatory
zone 3” FIZZ3) prilikom istrazivanja proteina povezanog s upalom plu¢a kojeg su definirali
kao “naden u zoni upale 1” (engl.” Found in inflammatory zone 1” FI1ZZ1) (127). Steppan i
suradnici identificirali su rezistin prilikom istrazivanja gena aktivnih tijekom diferencijacije
adipocita te otkrili kako je aktivnost rezistina smanjena u zrelim adipocitima koji su izlozeni

tiazolidindionima. Oni su rezistinu i dali ime jer su vjerovali kako uzrokuje inzulinsku
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rezistenciju. U miSeva, rezistin je bio izrazen u adipocitima, a serumske razine rezistina bile
su znacajno poviSene u miSeva koji su bili pretili (128). Tiazolidindioni su agonisti receptora
aktivacije proliferacije peroksisoma y (PPARy), ligand aktivirajuc¢eg transkripcijskog
¢imbenika stani¢ne jezgre koji modulira izrazenost gena i smanjuje koncentraciju glukoze u
plazmi prvenstveno povecavajuci osjetljivost perifernih tkiva na inzulin (129,130). Rezistin je
polipeptid molekularne tezine 12,5 kD koji se sastoji od 108 aminokiselina. Bogat je
cisteinom, pripada obitelji adipokina, a ¢lan je i male obitelji sekretornih proteina naziva
RELMs (engl. resistin-like molecules, molekule nalik rezistinu) kojima je karakteristika
jedinstvena kombinacija od 10 do 11 cisteinskih ostataka na karboksilnom kraju. Postoje ¢etiri
¢lana u obitelji misjeg RELMs: rezistin, RELMa, RELMf i RELMy dok su kod ljudi
pronadena samo dva c¢lana: rezistin i RELMB. Gen (Retn) koji u miseva kodira rezistin
lokaliziran je na 8A1 kromosomu, a u ljudi je lokaliziran na 19p13.3 kromosomu na sli¢noj
udaljenosti od gena za receptor inzulina (131). Cirkuliraju¢i rezistin pomoc¢u disulfidnih 1
nedisulfidnih veza iz monomera se moze povezivati u dimere, trimere i heksamere, a
¢imbenici koji utjecu na to povezivanje nisu do kraja razjasnjeni, no moguce je kako su vazni
za bioloSku aktivnost i selektivnost tkiva za rezistin (132). Ljudski je rezistin samo 64 %
homologan i 59 % identican s misjim na razini aminokiselina i mMRNA (133). Migji rezistin
luce iskljucivo adipociti, a ljudski rezistin dominantno luce monociti i makrofagi i njegova je
sekrecija pojacana proupalnim poticajima koji povecavaju koncentraciju cirkulirajuceg
rezistina, a izrazenost u masnom tkivu posredovana je stromalnim stanicama. Serumska
koncentracija rezistina kod ljudi je od 7 do 22 ng/mL (134, 135). Izrazenost rezistina u misjim
adipocitima stimulirana je visokim razinama glukoze, ali potisnuta faktorom nekroze tumora
o (TNF-a), dok je izrazenost ljudskog rezistina potaknuta upalnim podrazajima, ukljucujuci
lipopolisaharide , TNF- o, IL-6 i IL-1B (136). Nekoliko je potencijalnih kandidata za receptor
za rezistin. Hsieh i suradnici u svom su istrazivanju sugerirali kako se na ljudskim
mijelodinim, epitelnim i endotelnim stanicama, rezistin veze na Toll-u sli¢an receptor 4 (engl.
Toll-like receptor 4, TLR4) kako bi aktivirao mehanizme nizvodne signalizacije posredstvom
jezgrinog ¢imbenika kappa B (engl. nuclear factor kappa B, NF-kB) i mitogen-aktiviranim
protein kinazama (MAPK) (137). Benomar i suradnici takoder su predlozili TLR4 kao
receptor za rezistin koji se nalazi u hipotalamusu i posrednik je u aktivaciji proupalnih puteva
i inzulinske rezistencije u Stakora (138). Izoforma dekorina (delta-dekorin) u progenitornim
stanicama adipocita takoder je predlozena kao receptor za rezistin u miSeva (139). Lee i
suradnici (140) predlozili su protein 1 povezan s adenilil ciklazom (CAP1) kao funkcionalni
receptor za upalnu aktivnost posredovanu rezistinom u monocitima kod ljudi. S obzirom kako

do sada nije pronaden jedinstven receptor za rezistin, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
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se utvrdilo je 1i receptor za rezistin uistinu samo jedan ili rezistin moze djelovati posredstvom

viSe receptora.

1.6.2. Uloga rezistina u inzulinskoj rezistenciji i dijabetesu

Inzulinska rezistencija definirana je kao poremecaj signalnih puteva posredovanih inzulinom
u ciljnim tkivima, kao $to su jetra, skeletni miSi¢ 1 masno tkivo, $to rezultira produzenom
sistemskom hiperglikemijom (141). Kad je prvi put opisan, rezistin je i dobio svoje ime jer se
vjerovalo kako uzrokuje inzulinsku rezistenciju (engl. ,resistant to insulin®). U prvom
istrazivanju, dva klju¢na zapazanja ukazala su na ulogu rezistina u metabolizmu glukoze i
inzulinske rezistencije. Prvo, cirkulirajuée razine rezistina "in vivo" i njegova izrazenost u
adipocitima "in vitro" su smanjene s rosiglitazonom, lijekom iz obitelji tiazolidindiona koji
poveéava osjetljivost na inzulin. Drugo, pokazalo se kako eksperimentalna manipulacija
cirkulirajuée razine rezistina u miSeva utjeCe na funkciju glukoze u krvi i inzulina (128).
Mogu¢i patofizioloski i1 klinicki znacaj ovog otkri¢a potaknuo je istrazivanja kako bi se
utvrdila specificna uloga rezistina u inzulinskoj rezistenciji i dijabetesu kod ljudi. Za razliku
od miSeva gdje su glavni izvor cirkuliraju¢eg rezistina adipociti, kod ljudi su to monociti,
makrofagi i stanice koStane srzi (134). Pokazalo se kako je biologija rezistina u ljudi znatno
sloZzenija nego li se ispocetka smatralo. Povezanost izmedu visokog indeksa tjelesne mase
(BMI) i inzulinske rezistencije do danas je predmet rasprava, a povezanost izmedu vrijednosti
rezistina, pretilosti i inzulinske rezistencije potvrdena je u nekim studijama (142 -145), dok
druge studije nisu uspjele utvrditi tu povezanost (146, 147). U nekoliko je studija sugerirano
kako se do 70 % varijacija u vrijednostima rezistina u serumu moZe pripisati genetskim
¢imbenicima (148). Pokazalo se kako su specifiéni polimorfizmi nukleotida u genu Retn
povezani s pretilos¢u, inzulinskom rezistencijom i dijabetesom (149 — 152). Medutim, s
obzirom na etnic¢ku pripdanost, status bolesti te veli¢inu uzorka, pokazalo se kako ta
povezanost nije ¢vrsta (153,154,155). Finska (156) 1 japanska istrazivanja (157) usredotocila
su se na polimorfizam —420 C / G (rs1862513) na promotorskom mjestu za rezistin koja
sadrzi kriti¢na mjesta vezanja za transkripcijski faktor 1 i moze regulirati izrazenost viSe gena.
Nadena je povezanost izmedu visceralnog masnog tkiva, dijabetesa i inzulinskog odgovora.
Medutim, nedavna meta-analiza (158) nije pokazala nikakvu povezanost izmedu
polimorfizma Retn-420 C/G i rizika za dijabetes. Takve razlike u rezultatima istrazivanja
mogla bi objasniti ¢injenica kako se cirkuliraju¢i rezistin nalazi u viSe izooblika koji se mogu
detektirati trenutno dostupnim imunotestovima na trzistu. lako jo§ uvijek nije razjasnjena

uloga rezistina u pretilosti 1 inzulinskoj rezistenciji kod ljudi, rezistin ima znacajnu ulogu u
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proupalnim procesima koji su u konacnici povezani s razvojem pretilosti 1 inzulinske

rezistencije (159).

1.6.3. Uloga rezistina u aterosklerozi

Rezistin ima vaznu regulacijsku ulogu u upalnom odgovoru. Izrazenost rezistina je povecana
tijekom diferencijacije monocita u makrofage, a proupalni posrednici kao Sto su TNF-a, IL-
1B, IL-6 ili lipopolisaharidi (LPS) mogu znatno povecati izraznost rezistina u monocitima
(160). Rezistin povecava stvaranje proupalnih citokina kao Sto su TNF-a, IL-6, IL-12 i
¢imbenika privlaéenja monocita 1 (MCP-1) u monocitima, makrofagima i zvjezdastim
stanicama jetre putem NF-xB (161). Rezistin poti¢e aktivaciju endotelnih stanica
oslobadanjem endotelina 1 (ET-1) te potice izrazenost VCAM-1, ICAM-2, receptora
¢imbenika rasta endotela zila (VEGFR), MMP i MCP-1 te PTX3. Istovremeno smanjuje
izrazenost ¢imbenika vezanog uz receptor 3 (TRAF3) koji je povezan s TNF receptorima, a
klju¢ni je inhibitor signaliziranja CD40 u endotelnim stanicama (162,163). Rezistin potice
proliferaciju i migraciju glatkih miSi¢nih stanica. Jiang i suradnici pokazali su kako u
zajednickoj kulturi glatkih misiénih stanica i adipocita, adipociti u kojima je nakupljen
homocistein olakSavaju migraciju glatkih miSi¢nih stanica te kako rezistin ima vaznu ulogu u
tom procesu. Povecanje proliferacije i migracije glatkih misi¢nih stanica potaknuto rezistinom
pruza daljnji dokaz medudjelovanja adipokina 1 Zilnih stanica, a to moZe predstavljati vazan
¢imbenik u patoloSkim promjenama krvnih Zzila (164). Endotelna disfunkcija povecava
stvaranje 1 izrazenost rezistina. Rezultati viSe studija pokazali su kako rezistin smanjuje
izrazenost endotelne sintetaze duSi¢nog oksida (eNOS) u endotelnim stanicama ljudskih
koronarnih arterija te povecava njihovu propusnost (165). Poti¢u¢i infiltraciju monocitima,
rezistin ubrzava rast aterosklerotskog plaka (166), a takoder povecava nakupljanje
oksidiranog LDL-a u makrofagima doprinose¢i time stvaranju pjenastih stanica (167) te
potice aktivaciju trombocita povecavanjem izrazenosti P-selektina. Trenutno nema dokaza o
direktnom sudjelovanju rezistina u stvaranju tromba, medutim moguce kako rezistin sudjeluje
u stvaranju tromba regulacijom eNOS-a (168). S obzirom na navedeno, rezistin ima vaznu
ulogu u medudjelovanju endotelnih stanica, monocita, makrofaga i glatkih miSiénih stanica u
patogenezi i razvoju ateroskleroze. Langheim i suradnici su objavili kako visoke
koncentracije rezistina podrijetla iz epikardijalnog masnog tkiva (EAT) u bolesnika s akutnim
koronarnim sindromom utjeu na funkciju endotelnih stanica povecavaju¢i njihovu
propusnost (169). Chen i suradnici pokazali su kako je imunoreaktivnost rezistina povecana u
aterosklerotskim podru¢jima aorte i karotidnih arterija. U istrazivanju mehanizama na kojima

se temelji djelovanje rezistina, utvrdili su kako rezistin izravno smanjuje djelovanje endotelne
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dusi¢ne sintetaze (eNOS) prekomjernim stvaranjem Kkisikovih slobodnih radikala

prekomjernom aktivacijom signalnih puteva mitogenom aktivirane protein kinaze p38 i c-Jun

NH2 terminalne kinaze (JNK) (170). Biolosko djelovanje rezistina prikazano je na slici 4.
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Slika 4. Biolosko djelovanje rezistina (131).

LPS - lipopolisaharid; TNFa. - faktor nekroze tumora a; IL-6 - interleukin 6; IL-1p - interleukin 1,
ICAM-1 - unutarstani¢na adhezijska molekula 1, VCAM-1 - Zilna adhezijska molekula 1, MCP1 -

¢imbenik privla¢enja monocita 1, ET-1 - endotelin 1, NFxB - jezgrin ¢imbenik «B.
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2. HIPOTEZA

Ocekuje se kako ¢e izrazenost rezistina u serumu i aterosklerotskom plaku karotidne arterije
biti povezana s histoloskom slikom karotidnog plaka.

S obzirom na ukazanu uzro¢no-posljedi¢nu vezu rezistina i aterosklerotskog procesa, ocekuje
se kako e izraZenost rezistina u serumu i aterosklerotskom plaku karotidne arterije biti veca
kod plakova klasificiranih prema AHA Kklasifikaciji kao VI (kompleksni plak sa defektom

povrsine, krvarenjem ili trombom) odnosno kod histoloski nestabilnih plakova.
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3. CILJEVI

3.1. Opéi cilj

1) Istraziti povezanost izrazenosti rezistina u serumu i aterosklerotskom plaku karotidne

arterije s histoloskom slikom plaka.

3.2. Specificni ciljevi

1) Istraziti razliku u izrazenosti rezistina kod razli¢itih histoloskih slika plaka (AHA
klasifikacija) odnosno razliku u izrazenosti rezistina kod nestabilnih (vulnerabilnih) i stabilnih

(nevulnerabilnih) plakova.

2) Istraziti razliku u koncentraciji rezistina u serumu kod bolesnika ovisno o histoloskoj slici

plaka.

3) Istraziti povezanost koncentracije rezistina u serumu sa simptomima bolesnika, rizi€nim

¢imbenicima 1 upalnim pokazateljima.

4) Istraziti povezanost izraZenosti rezistina u aterosklerotskom plaku karotidne arterije sa

simptomima bolesnika, rizi¢nim ¢imbenicima i upalnim pokazateljima.

5) Istraziti povezanost rezistina s drugim c¢imbenicima: CRP, fibrinogen, HDL, LDL,

kolesterol i leukociti.
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4. MATERIJALI I METODE

U istrazivanje su ukljuceni simptomatski i asimptomatski bolesnici hospitalizirani u Klinici za
kirurgiju Klinicke bolnice Dubrava koji su imali znacajno suzenje karotidne arterije te time
indikaciju za endarterektomiju i odstranjenje aterosklerotskog plaka. Istrazivanje je provedeno
prema principima Dobre klinicke prakse i odredbama Helsinske deklaracije. Svi bolesnici koji
su bili potencijalni kandidati za uklju¢ivanje u studiju obavijesteni su o karakteru i ciljevima
istrazivanja te su ukljuceni nakon davanja pisanog pristanka. LijeCenje bolesnika koji su bili
ukljuceni u studiju bilo je u potpunosti jednako lijeCenju bolesnika koji nisu bili ukljuceni u
studiju. Bolesnici su mogli u bilo kojem trenutku, bez dodatnih objasnjenja, odustati od
sudjelovanja u istrazivanju. Svi klini¢ki, laboratorijski, histoloski i imunohistokemijski
rezultati uneseni su u medicinski dosje svakog pojedinog bolesnika. Istrazivanje je odobreno
od strane Eti¢kog povjerenstva Klini¢ke bolnice Dubrava i Eti¢kog povjerenstva Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.1. Plan istrazivanja

U istrazivanje je uklju¢eno 78 asimptomatskih i simptomatskih bolesnika s dokazanim
znacajnim suzenjem karotidne arterije hospitaliziranih u Klinici za kirurgiju Klini¢ke bolnice
Dubrava.

Kriterij za uklju¢ivanje u istrazivanje bila je prisutnost simptomatskog ili asimptomatskog 60-
99 %-tnog suzenja (stenoze) zajednicke (CCA) ili ekstrakranijalnog segmenta unutarnje
karotidne arterije (ICA) zbog Cega je u tih bolesnika indicirana karotidna endarterektomija
(CEA). Suzenje karotidne arterije smatrano je simptomatskim ukoliko je bolesnik imao naglo
nastali Zari$ni neuroloSki simptom (moZdani udar), a koji je po svojoj lokalizaciji odgovarao
distribuciji pripadaju¢e karotidne arterije unutar 2 mjeseca od ucinjene endarterektomije. U
ovoj je studiji arbitrarno uzet vremenski interval od 2 mjeseca s obzirom kako su u duljem
vremenskom periodu u plaku mogle nastupiti promjene koje su mogle dovesti do stabilizacije
odnosno destabilizacije plaka. Simptomi koji odgovaraju ishemiji odnosno infarktu u
distribucijskom podrucju desne karotidne arterije su slabost (ili plegija) te parestezija ili
gubitak osjeta lijeve strane tijela i desnostrana homonimna hemianopsija, dok simptomi ili
znakovi koji odgovaraju distribucijskom podru¢ju lijeve ICA su slabost (ili plegija),
parestezija ili gubitak osjeta desne strane tijela, ljevostrana homonimna hemianopsija i afazija.
Suzenje je utvrdeno ultrazvuénom metodom odnosno kolor-doplerom (eng. Color Dopler
Flow Imaging - CDFI) sa strane iskusnog sonograficara u Klini¢koj bolnici Dubrava. U

slucajevima gdje gdje je bilo nuzno bolje prikazati anatomske odnose, ucinjena je digitalna
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subtrakcijska angiografija (DSA), kontrastna MR angiografija (engl. Contrast Enhanced
Magnetic Resonance Angiography - CEMRA) ili MSCT-angiografija (eng. Multislice
computed Tomography Angiography - MSCTA). Klini¢ka indikacija za Kkarotidnu
endarterektomiju postavljena je na temelju klinicke prezentacije i rezultata slikovnih metoda
(CDFI i/ili DSA, CEMRA, MSCTA) prema vazeéim smjernicama za lijeCenje
ekstrakranijalne bolesti karotidne arterije, a nakon pregleda neurologa i vaskularnog kirurga.
U studiju nisu bili ukljuceni bolesnici koji nisu dali pisani pristanak za sudjelovanje u studiji,
bolesnici s akutnom i/ili kroni¢nom infektivnom ili autoimunom boleséu, bolesnici s
malignom boles¢u, bubreznom insuficijencijom III-IV stupnja prema medunarodnoj
klasifikaciji (klirens kreatinina 200 mmol/L), jetrenom insuficijencijom umjerenog ili tezeg
stupnja (prema Klasifikaciji Child Pugh razred B ili C), nedavno traumom ili operacijom te
stanjem nakon ve¢ ucinjene endarterektomije karotidne arterije na istoj strani. Iskljuceni su i
bolesnici na antikoagulantnoj terapiji, bolesnici sa sumnjom na kardiogeni uzrok embolije
temeljenom na anamnezi i elektrokardiogramu (fibrilacija atrija) te ehokardiografiji
(aneurizma lijevog ventrikula, raniji veliki infarkt miokarda prednje stijenke, dilatacijska

kardiomiopatija, aneurizma interatrijskog septuma, otvoreni foramen ovale).

4.2. Klinicke karakteristike i dijagnosticka obrada bolesnika

Nakon utvrdivanja op¢ih podataka i antropometrijskih ¢imbenika (dob, spol, tjelesna visina i
teZina te opseg struka) svim bolesnicima uzeta je detaljna anamneza.

U svih bolesnika utvrdeno je prisustvo promjenjivih i nepromjenjivih ¢imbenika rizika za
aterosklerozu: arterijske hipertenzije, SeCerne bolesti, puSenja, hiperlipoproteinemije 1
nasljeda. Pozitivna obiteljska sklonost definirana je kao prisutnost preuranjene ateroskleroze u
Clanova obitelji, muskaraca prije 55 1 Zena prije 65 godina starosti. Krvni tlak je mjeren
zivinim sfingomanometrom (Riester, Jungingen, Njemacka) kao srednja vrijednost od tri
mjerenja u standardiziranim uvjetima u leZe¢em polozaju. Arterijska hipertenzija definirana je
prema Kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health Organization-WHO)
(171) kao krvni tlak jednak ili veéi od 140/90 mmHg ili ako je ve¢ ranije uvedena
antihipertenzivna terapija. Hiperlipoproteinemija definirana je LDL kolesterolom veéim od
3,5 mmol/L ili ako je bolesnik veé¢ bio na antilipemiénoj terapiji. Seéerna bolest (dijabetes)
definirana je kod bolesnika koji ve¢ jesu na antihiperglikemijskoj terapiji odnosno imaju od
ranije utvrden dijabetes ili ako im je glukoza u krvi nakon osamsatnog gladovanja bila veca

od 7,0 mmol/L odnosno nakon jela ve¢a od 11,1 mmol/L.
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Opseg struka je mjeren fleksibilnom mjernom trakom u horizontalnoj ravnini na razini
zdjelicnog grebena. Indeks tjelesne mase (eng. body mass indeks - BMI) izracunat je prema
Outletovoj formuli kao omjer tjelesne tezine u kilogramima i kvadrata tjelesne visine
izrazene u metrima (kg/m?).

U svih bolesnika utvrdena je dosadasnja medikamentna terapija: antihipertenzivna,
antilipemicka, antiagregacijska i antihiperglikemijska. Antihipertenzivna terapija klasificirana
je prema skupinama lijekova (ACE inhibitori, AT inhibitori, blokatori kalcijevih kanala i beta
blokatori), antilipemicka terapija klasificirana je prema dozi i vrsti primjenjenog statina,
antiagregacijska takoder prema vrsti (acetilsalicilna kiselina ili klopidogrel), a vazno je
naglasiti kako bolesnici koji su u antihiperglikemijskoj terapiji imali rosiglitazon nisu bili
ukljuceni u studiju.

U bolesnika se utvrdilo 1 postojanje dosadasnjih akutnih odnosno kroni¢nih komplikacija
ateroskleroze kao Sto su koronarna bolest srca, periferna arterijska bolest ili ateroskleroza
intraabdominalnih ogranaka aorte.

Svi bolesnici su kardioloski pregledani te im je u¢injena ehokardiografija kako bi se iskljucio
kardijalni uzrok embolizma. Iskljuceni su bolesnici s paroksizmalnom, perzistentnom i
permanentnom fibrilacijom atrija kao i bolesnici s jasnom patologijom interatrijskog septuma
(atrijski septalni defekt, aneurizma interatrijskog septuma (veéa od 10 mm) te kontrastnom
pretragom dokazan otvoren foramen ovale), dokazanim trombom u lijevom ventrikulu ili
atriju, aneurizmom lijevog ventrikula bez vidljivog tromba, dilatacijom lijevog ventrikula
(promjer na kraju dijastole iz parasternalne projekcije >65 mm) i ejekcijskom frakcijom <35
% mjerenoj prema Simpson metodi. Ehokardiografski pregled je u¢injen na aparatu Vivid E9
(GE Healthcare). CDFI obje karortidne arterije izvrSen je na komercijalno dostupnom aparatu
GE LOGIQ E9 Doppler ( SAD) s linearnom sondom od 9 MHZ.

Stupanj suzenja karotidne arterije utvrden je sukladno angiografskim kriterijima North

American Symptomatic Carotid Endarterectomy Trial (NASCET) (23).

4.3. Laboratorijska analiza krvi

4.3.1. Standardna laboratorijska analiza krvi

Uzorci periferne venske krvi za laboratorijske testove uzeti su neposredno prije operacije, oko
8 sati ujutro, nakon prekono¢nog gladovanja.

Uzorci pune krvi za kompletnu analizu krvne slike uzorkovani su u epruvete s K3EDTA
antikoagulansom te su analizirani neposredno nakon uzorkovanja na ADVIA 2120i

analizatoru (Siemens, County Dublin, Irska).
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Uzorci krvi za biokemijske pretrage dobiveni su uzorkovanjem u epruvete bez antikoagulansa
te su centrifugirani na 1370 x g 10 minuta nakon ¢ega su iz seruma izradene analize na AU
2700 plus analizatoru (Beckman Coulter, Tokyo, Japan)

Uzorci krvi za koagulacijske pretrage dobiveni su uzorkovanjem u epruvete s 3,8% natrij
citratom kao antikoagulansom te su centrifugirani na 1790 x g 10 minuta nakon ¢ega su iz

plazme izradene analize na BCS XP analizatoru (Siemens, Schwalbach, Njemacka).

4.3.2. Rezistin u serumu

Uzorci seruma dobiveni su centrifugiranjem na 1370 x g tijekom 10 minuta u 34 R Rottina

Hettich centrifugi (Tuttligen, Njemacka) te su pohranjeni na -80°C do trenutka analize.

Rezistin je odreden komercijalnom ELISA metodom (eBioscience, Vienna, Austria). Svi su
reagensi pripremljeni prema uputama proizvodaca i cijeli postupak je izraden prema uputama
proizvodaca. Metoda se zasniva na specificnoj reakciji rezistina koji je prisutan u serumu
bolesnika s protutijelima kojima je oblozena mikrotitarska plo¢ica. Biotinom konjugirano
anti-humano protutijelo na rezistin se dodaje na kompleks rezistin-protutijelo. Nakon
ispiranja, dodaje se streptavidin-HRP (streptavidin vezan na peroksidazu iz hrena) te se veze
na humani rezistin vezan na primarno protutijelo. Nakon inkubacije mjeSavine, nevezano
biotinom konjugirano anti-humano protutijelo na rezistin se uklanja ispiranjem.

HRP reagira s otopinom supstrata i stvara se obojani produkt koji se stvara proporcionalno s
koncentracijom rezistina prisutnog u kalibratoru ili uzorku seruma. Reakcija se zaustavlja
dodatkom fosforne kiseline i mjeri se apsorbancija na 450 nm s referentnom valnom duljinom
od 620 nm. Za izradu kalibracijske krivulje koristena su razrjedenja standarda rezistina koji je
sastavni dio ELISA kita. Originalni standard od 4000 pg/mL koriSten je za izradu sedam
uzastopnih razrjedenja pa je kalibracijska krivulja sadrzavala 7 kalibracijskih to¢aka (2000
pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 63 pg/mL i 31 pg/mL). Svako
razrjedenje testirano je u duplikatu 1 kalibracijska krivulja izradena je nanoSenjem srednjih
vrijednosti apsorbancija za svaku koncentraciju kalibratora na ordinatu i koncentracija
kalibratora na apscisu grafa.

Za izraCun rezultata koriStena je prilagodba krivulje s 5 parametara. Prema podacima
proizvodaca, limit detekcije definiran je kao koncentracija analita koja rezultira
apsorbancijom koja je znacajno visa od srednje vrijednosti razrjedenja (srednja vrijednost + 2
standardne devijacije) i iznosi 3,1 pg/mL. Izraunata laboratorijska medupreciznost iznosila je

5,1% a ukupna preciznost za test iznosila je 8,1%.
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4.4. Sakupljanje uzoraka i histoloska analiza karotidnih plakova

Neposredno nakon ucinjene endarterektomije, aterosklerotski je plak ispran s 0,9 %-tnom
fizioloskom otopinom te fiksiran kroz 24 sata u 5 mL 10 %-tnog puferiranog formalina.
Ukoliko se radilo o izrazito kalcificiranom plaku, uz pomo¢ kemikalije za dekalcinaciju
histoloskih uzoraka (Osteosoft®, Merck) eliminirali su se kalcifikati, dok je preostali
histoloski sastav ostao nepromijenjen.

Morfologija plaka odredena je standardnom histoloSkom analizom 4 pm debelih rezova
preparata bojanih hematoksilinom i eozinom (iz podrucja maksimalnog suZenja ili s najve¢om
koli¢inom plaka ) i karakterizirani prema histoloskoj klasifikaciji American Heart Association
(AHA) te se utvrdila prisutnost krvarenja, tromboze, pjenastih stanica (makrofaga), fibroznog
tkiva, neovaskularizacije, rupture fibrozne kape, kalcifikacija, veli¢ine lipidne jezgre, ukupna

infiltracija plaka upalnim stanicama (broj prisutnih makrofaga) (125).

4.5. Imunohistokemijska analiza

Za imunohistokemijsku analizu koristeni su dodatni 4 pm debeli rezovi reprezentativnih
dijelova karotidnog plaka.

Materijal je fiksiran u 10 %-tnom puferiranom formalin i uklopljen u parafinske blokove.
Preparati su rezani na kliznom mikrotomu, na debljinu reza od 4 um. Epitopi ciljanih antigena
demaskirani su kuhanjem preparata u citratnom puferu (pH 6) u mikrovalnoj pecnici.
Asimptomatski i simptomatski karotidni plakovi su obojeni primjenom primarnog
poliklonalnog protutijela (razrjedenje 1:200, vrijeme inkubacije 60 minuta) za ljudski rezistin
(Resistin/RETN antitijela, eBioscience) nakon ¢ega je slijedio EnVision seundarno antitijelo-
HRP  (peroksidaza hrena-kompleks konjugata (DAKO) Hamburg, Njemacka).
Diaminobenzidin (DAB) je koriSten kao kromogen. Bojenje je provedeno u automatskom
bojacu (Autostainer, DAKO; Hamburg, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Preparati su
kontrastirani hematoksilinom. Izostavljanje primarnog protutijela sluzilo je kao negativna
kontrola, dok su uzorci pozitivne kontrole predstavljali masno tkivo oko bubrega s
ksantogranulomatoznom upalom i pozitivnim pjenastim stanicama. IzraZenost rezistina
procjenjivana je na temelju semi-kvantitativne ljestvice od strane dva iskusna vaskularna
patologa koji nisu znali klini¢ke i1 histoloske podatke o bolesniku. Bodovanje je bilo
proizvoljno, kako slijedi: 0 - bez bojenja, 1 - rijetko, fokalno bojenje (<25 % pozitivnih
stanica), 2 - visoko bojanje (>25 % pozitivnih stanica)
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4.6. Statisticke metode

Rezultati su izrazeni kao brojevi (n) i postotci (%) za kategoricke varijable 1 kao srednja
vrijednost = standardna devijacija (SD) za kontinuirane varijable s normalnom raspodjelom
ili kao medijan i interkvartilni raspon (IQR) za kontinuirane varijable koje nisu pokazale
normalnu raspodjelu. Analiza raspodjele kontinuiranih varijabli u¢injena je Shapiro-Wilk
testom. Razlike u kontinuiranim varijablama koje su imale normalnu raspodjelu izmedu
skupina procjenjivane su parametrijskim statistickim metodama: neovisnim uzorcima t testa
za 2 skupine i/ili analizom varijance (ANOVA) za 3 ili viSe skupina. Razlike u kontinuiranim
varijablama koje nisu imale normalnu raspodjelu izmedu skupina procjenjivane su
neparametrijskim statistickim metodama: Mann-Whitneyevim testom za 2 skupine i/ili
Kruskal-Wallisovim testom za 3 ili viSe skupina. Kvalitativne i kategori¢ke varijable
usporedene su Pearsonovim chi-kvadrat testom ili Fisherovim to¢nim testom. Sve statisticke
analize provedene su u SPSS, Verzija 22 (IBM, Armonk, New York, SAD). Dvostrana

vjerojatnost manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom (p<0.05).
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5. REZULTATI

5.1. Klinicke i demografske karakteristike bolesnika

Od moguca 84 kandidata za ukljucivanje u studiju, u konacnici je uklju¢eno 78 bolesnika.
Sest bolesnika je bilo iskljueno iz studije zbog sljedeéih razloga: dva bolesnika su odbila
potpisati pisani pristanak, dva bolesnika su imala perzistentnu odnosno permanentnu
fibrilaciju atrija, jedan bolesnik je imao kroni¢nu bubreznu insuficijenciju III stupnja, a jedan
je bolesnik imao kontrastnom pretragom dokazan otvoren foramen ovale.

Bolesnici su bili prosjecne dobi od 67 godina. Od 78 bolesnika 48 (61,5 %) su bili muskarci.
Ukupno je 40 bolesnika imalo simptomatsko suzenje karotidne arterije.

U 64 bolesnika (82 %) prisutna je bila arterijska hipertenzija, u 45 bolesnika (58 %) Secerna
bolest tip 2, u 69 bolesnika (69 %) dislipidemija.

PusSenje je bilo prisutno u 43 (55 %) bolesnika, 25 (32 %) bolesnika je imalo perifernu
arterijsku bolest, 18 (23 %) bolesnika je imalo koronarnu bolest, a 46 (59 %) bolesnika imalo
je jasnu obiteljsku sklonost kardiovaskularnim bolestima u anamnezi.

Na terapiji inhibitorima angiotenzin konvertiraju¢eg enzima (ACE inhibitori) i blokatorima
angiotenzinskih Il receptora (eng. angiotensin Il receptor blockers - ARB) bilo je ukupno 63
bolesnika (80,8 %), dok je blokatore kalcijskih kanala koristilo 33 bolesnika (42,3 %), a beta
blokatore 31 bolesnik (39,7 %).

Na terapiji statinima bilo je 58 bolesnika (74,4 %), a u skupini simptomatskih bolesnika 30
(75 %) ih je u terapiji imalo statin dok je u skupini asimptomatskih bolesnika njih 28 (73,3 %)
u terapiji imalo statin.

Na terapiji acetilsalicilnom kiselinom bilo je 69 bolesnika (80,5 %). Antihiperglikemijske
lijekove uzimalo je 18 bolesnika (23,1 %), od kojih je 16 uzimalo metformin (88,8 %).

Klinic¢ke 1 demografske karakteristike bolesnika uklju€enih u studiju prikazane su u tablici 3.
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Tablica 3. Klini¢ke 1 demografske karakteristike bolesnika

Svi bolesnici (N = 78) SV +SD
Dob (godine) 66,83 + 8,455
Muski spol, N (%) 48 (61,5)
Zenski spol, N (%) 30 (38,5)
BMI (kg/m?) 28,10 + 3,40
Pusenje, n (%) 43 (55,1)
Opseg struka (cm) 101,27 + 10,82
Sistolicki tlak (mmHg) 135 (130-140)
Dijastolicki tlak (mmHg) 80 (80-90)
Stabilnost plaka, nestabilan, N (%) 53 (67,9)
Pozitivna obiteljska anamneza, N (%) 46 (59,0)
Hipertenzija, N (%) 64 (82,1)
CAD, N (%) 18 (23,1)
PAB, N (%) 25 (32,1)
Aortna stenoza, N (%) 12 (15,4)
Dijabetes, N (%) 45 (57,7)
Hiperlipidemija, N (%) 69 (88,5)

BB, N (%) 31 (39,7)
Antihiperglikemik, N (%) 18 (23,1)
Inzulin, N (%) 11 (14,1)
ACE inhibitor, N (%) 63 (80,8)
CCB, N (%) 33 (42,3)
Statin, N (%) 58 (74,4)
Acetilsalicilna kiselina, N (%) 69(88,5)

Kratice: BMI - indeks tjelesne mase (eng. body mass index) , CAD - koronarna bolest srca
(eng. Coronary artery disease), PAB - periferna arterijska bolest, BB - beta blokator, ACE -
angiotenzin konvertirajuci enzim (eng. angiotensin Il converting enzyme), CCB - blokator
kalcijskih kanala, SV - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija
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Tablica 4. Klinicke karakteristike 1 terapija bolesnika podijeljenih u skupine prema

simptomima

Simptomatski

Asimptomatski

(n =40) (n=38) P

SV + SD SV + SD
Dob (godine) 66,38 + 9,298 67,32 + 7,563 0,626
Muski spol, N (%) 28 (70,0) 20 (52,6) 0,115
BMI (kg/m? 27,80 £ 2,87 28,42 + 3,90 0,422
Pusenje, N (%) 25 (62,5) 18 (47,4) 0,179
Opseg struka (cm) 100,50 £ 10,61 102,08 £ 11,12 0,523
Sistolicki tlak (mmHg) 140 (130-140) 130 (123,75-140) 0,065
Dijastolic¢ki tlak mm Hg 80 (80-90) 82.5 (80-90) 0,817
Stabilnost plaka, 35 (87,5) 18 (47,4) 0,0002
nestabilan, N (%)
CAS, 80 - 99%, N (%) 19 (47,5) 14 (36,8) 0,341
Ultrazvuk, meki plak, N(%) | 37(69,8) 11(44) 0,029
Pozitivna obiteljska 28 (70,0) 18 (47,4) 0,042
anamneza, N (%)
Hipertenzija, n(%) 35 (87,5) 29 (76,3) 0,198
CAD, N (%) 7 (17,5) 11 (28,9) 0,23
PAB, N (%) 10 (25,0) 15 (39,5) 0,171
Aortna stenoza, N (%) 7 (17,5) 5(13,2) 0,595
Dijabetes, N (%) 22 (57,9) 23 (57,5) 0,972
Hiperlipidemija, N (%) 36 (90,0) 33 (86,8) 0,663
BB, N (%) 14 (35,0) 17 (44,7) 0,38
Antihiperglikemik, N (%) 11 (27,5) 7 (18,4) 0,341
Inzulin, N (%) 6 (15,0) 5(13,2) 0,815
ACE inhibitor, N (%) 33 (82,5) 30 (78,9) 0,691
CCB, N (%) 18 (45,0) 15 (39,5) 0,621
Statin, N (%) 30 (75,0) 28 (73,7) 0,894
ASK, N (%) 36(90,0) 33(86,8) 0,663

Kratice: BMI - indeks tjelesne mase (eng. body mass index) , CAD - koronarna bolest (eng.
Coronary artery disease), PAB - periferna arterijska bolest, BB - beta blokator, ACE -
angiotenzin konvertirajuci enzim (eng. angiotensin Il converting enzyme), CCB - blokator

kalcijskih kanala, KV bolesti - kardiovaskularne bolesti,

standardna devijacija

S - srednja vrijednost, SD -
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Tablica 5. Klinicke karakteristike bolesnika podijeljenih u skupine prema stabilnosti

aterosklerotskog plaka

Stabilan plak Nestabilan plak

(N =25) (N =53) p

SV +SD SV +SD
Dob (godine) 67,52 £ 6,83 66,51 £ 9,16 0,625
Muski spol, N (%) 11 (44,0) 37 (69,8) 0,029
BMI, (kg/m? 28,47 3,70 27,93 + 3,28 0,52
Pusenje, N (%) 12 (48,0) 31 (58,5) 0,385
Opseg struka, (cm) 103,16 + 10,26 100,38 + 11,06 0,292
Sistoli¢ki tlak, (mmHg) 140 (130 - 142,5) | 130 (130 - 140) 0,426
Dijastolic¢ki tlak, (mmHg) 90 (80 - 90) 80 (80 - 90) 0,795
Mozdani udar, N (%) 5 (20,0) 35 (66,0) 0,0002
goblgst'llskla o KV 11 (44,0 35 (66,0) 0,065
CAS, 80 -99 %, N (%) 11 (44,0) 22 (41,5) 0,835
Ultrazvuk 37 (69,8) 11(44,0) 0,029
Hipertenzija, N (%) 20 (80,0) 44 (83,0) 0,746
CAD, N (%) 6 (24,0) 12 (22,6) 0,894
PAB, N (%) 7 (28,0) 18 (34,0) 0,598
Seéerna bolest, N (%) 15 (60,0) 30 (56,6) 0,777
Hiperlipidemija, N (%) 22 (88,0) 47 (88,7) 0,93

Kratice: BMI - indeks tjelesne mase (eng. body mass index), CAD - koronarna bolest (eng.
Coronary artery disease), PAB - periferna arterijska bolest, KV bolesti - kardiovaskularne
bolesti, SV - srednja vrijednost, SD - standardna devijacija
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Tablica 6. Laboratorijski pokazatelji svih bolesnika

Svi bolesnici (N = 78) SV +SD
Ukupni kolesterol (mmol/L) 494 + 1,45
HDL (mmol/L) 1,26 £ 0,29

LDL (mmol/L)

2,78 (1,89 - 3,30)

Trigliceridi (mmol/L)

1,59 (1,15 - 2,11)

hsCRP (mg/L)

2,45 (1,18. -4,43)

Fibrinogen (g/L)

4,21 +£0,95

HbAlc (%) 6,30 (5,70 - 7,23)
Leukociti 7,60 (6,13 - 9,03)
Limfociti 2,10 (1,50 - 2,53)
Neutrofili 4,65 (3,40 - 6,33)

Rezistin (ng/mL)

6,643 (4,413 - 10,213)

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
HbA1c - glikirani hemoglobin; LDL - lipoprotein male gustoée, SV - srednja vrijednost, SD -

standardna devijacija

Tablica 7. Laboratorijski pokazatelji bolesnika podijeljenih u skupine prema simptomima

Simptomatski

Asimptomatski

(N = 40) (N =38) p

SV + SD SV + SD
k’n'](r‘:]%rl‘/'l_';o'e“ero" 4,94 + 1,43 4,94 +1,48 0,989
HDL, (mmol/L) 1,23+0,24 1,29 +0,33 0,384
LDL, (mmol/L) 2,71 (1,83 - 3,75) 2,87 (1,97 - 4,01) 0,861
Trigliceridi, (mmol/L) 1,60 (1,35 - 2,02) 1,52 (1,52 - 2,17) 0,436
hsCRP, (mg/L) 2,00 (1,10 - 3,56) 2.90 (1,20 - 5,28) 0,31
Fibrinogen, (g/L) 4,05+ 0,86 4,39 +1,02 0,108
HbA1C, (%) 6,25 (5,70 - 7,58) 6,40 (5,70 - 7,16) 0,753
Leukociti 7,65 (6,05 - 9,575) 7,60 (6,13 - 8,80) 0,764
Limfociti 2,20 (1,43 - 2,50) 2,10 (1,78 - 2,60) 0,892
Neutrofili 4,70 (3,33 - 6,78) 4,45 (3,48 - 5,90) 0,515
Rezistin, (ng/mL) 8789 (5933 - 11105) | 4683 (3876 - 8487) | 0,0003

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
HbA1c - glikirani hemoglobin; LDL - lipoprotein male gustoce, SV - srednja vrijednost, SD -

standardna devijacija
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Tablica 8. Neprilagodeni i prilagodeni Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu serumske

koncentracije rezistina i laboratorijskih pokazatelja u svih bolesnika

Svi bolesnici

Neprilagodeni koeficijenti | Prilagodeni koeficijenti

I's P I's p
Opseg struka 0,197 0,083 0,274 0,017
HDL -0,104 0,367 -0,014 0,903
LDL 0,153 0,181 0,165 0,157
Trigliceridi 0,171 0,135 0,040 0,734
Ukupni kolesterol 0,111 0,335 0,175 0,132
Leukociti 0,342 0,002* 0,287 0,012
Neutrofili 0,350 0,002* 0,270 0,019
hsCRP 0,059 0,609 -0,065 0,555

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
LDL - lipoprotein male gustoce; rs - Spearmanov korelacijski koeficijent.

*Znacajne p vrijednosti za prilagodene 1 neprilagodene Spearmanove korelacije za serumske
koncentracije rezistina. Prilagodbe su u¢injenje za dob, spol i indeks tjelesne mase.

Tablica 9. Neprilagodeni i prilagodeni Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu serumske
koncentracije rezistina i laboratorijskih pokazatelja ovisno o simptomomima

Ishemijski mozdani udar

Neprilagodeni koeficijenti Prilagodeni koeficijenti

I's P I's p
Opseg struka 0,470 0,002* 0,485 0,002*
HDL -0,293 0,067 -0,227 0,177
LDL 0,221 0,171 0,075 0,657
Trigliceridi 0,395 0,012 0,225 0,181
Ukupni kolesterol 0,170 0,295 0,093 0,585
Leukociti 0,463 0,003 0,315 0,058
Neutrofili 0,451 0,004 0,242 0,149
hsCRP 0,275 0,086 -0,055 0,747

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
LDL - lipoprotein male gustoce; rs - Spearmanov korelacijski koeficijent.

*Znacajne p vrijednosti za prilagodene 1 neprilagodene Spearmanove korelacije za serumske
koncentracije rezistina. Prilagodbe su ucinjenje za dob, spol i indeks tjelesne mase.
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Tablica 10. Neprilagodeni 1 prilagodeni Spearmanovi korelacijski koeficijenti izmedu
serumske koncentracije rezistina i laboratorijskih pokazatelja ovisno o stabilnosti plaka

Bolesnici s plakom nestabilnog fenotipa

Neprilagodeni koeficijenti Prilagodeni koeficijenti

I's P I's p
Opseg struka 0,504 <0,001* 0,550 <0,001*
HDL -0,165 0,237 -0,177 0,418
LDL 0,132 0,347 0,095 0,510
Trigliceridi 0,465 <0,001* 0,305 0,032*
Ukupni kolesterol 0,146 0,298 0,137 0,342
Leukociti 0,469 <0,001* 0,379 0,007*
Neutrofili 0,420 0,002* 0,317 0,025*
hsCRP 0,170 0,224 0,134 0,353

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
LDL - lipoprotein male gustoce; rs - Spearmanov korelacijski koeficijent.
*Znacajne p vrijednosti za prilagodene i1 neprilagodene Spearmanove korelacije za serumske
koncentracije rezistina. Prilagodbe su ucinjenje za dob, spol i indeks tjelesne mase.
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Tablica 11. Multipla linearna regresijska analiza izmedu serumske koncentracije rezistina i

laboratorijskih pokazatelja + dob, spol i indeks tjelesne mase u svih bolesnika

Svi bolesnici

p P
Opseg struka 0,216 0,046*
HDL 0,100 0,392
LDL 0,139 0,184
Trigliceridi -0,051 0,639
Kolesterol 0,155 0,145
Leukociti 0,231 0,036*
Limfociti -0,194 0,119
Neutrofili 0,128 0,586
hsCRP -0,104 0,327
HbAlc 0,008 0,940
Dob 0,112 0,318
Spol 0,258 0,016*
BMI -0,160 0,332
R? 0,212

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;

LDL - lipoprotein male gustoce; HbAlc - glikirani hemoglobin, BMI - indeks tjelesne mase
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Tablica 12. Multipla linearna regresijska analiza izmedu serumske koncentracije rezistina i
laboratorijskih pokazatelja + dob, spol i indeks tjelesne mase u bolesnika s mozdanim udarom

Bolesnici s mozdanim udarom

p p
Opseg struka 0,509 0,001*
HDL -0,206 0,147
LDL -0,003 0,982
Trigliceridi 0,015 0,962
Kolesterol -0,038 0,800
Leukociti 0,281 0,052
Limfociti 0,139 0,346
Neutrofili 0,273 0,052
hsCRP 0,038 0,788
HbAlc -0,008 0,958
dob -0,066 0,660
spol 0,256 0,770
BMI -0,298 0,955
R? 0,259

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;

LDL - lipoprotein male gustoce; HbAlc - glikirani hemoglobin, BMI - indeks tjelesne mase
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Tablica 13. Multipla linearna regresijska analiza izmedu serumske koncentracije rezistina i

laboratorijskih pokazatelja + dob, spol i1 indeks tjelesne mase u bolesnika s plakom

nestabilnog fenotipa

Bolesnici s nestabilnim plakom

p P

Opseg struka 0,727 <0,001
HDL 0,040 0,736
LDL 0,015 0,891
Trigliceridi 0,002 0,988
Kolesterol 0,035 0,752
Leukociti 0,284 0,013*
Limfociti -0,084 0,496
Neutrofili 0,088 0,676
hsCRP 0,080 0,473
HbAlc -0,038 0,735
dob 0,92 0,403
spol 0,059 0,625
BMI -0,357 0,023*
R? 0,452

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;
LDL - lipoprotein male gustoce; HbAlc - glikirani hemoglobin, BMI - indeks tjelesne mase
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Tablica 14. Multipla linearna regresijska analiza izmedu serumske koncentracije rezistina i

laboratorijskih pokazatelja + dob, spol i indeks tjelesne mase u bolesnika s dijabetesom

Bolesnici s dijabetesom

B P

Opseg struka 0,847 0,001*
HDL -0,076 0,580
LDL 0,146 0,281
Trigliceridi -0,095 0,489
Kolesterol 0,113 0,405
Leukociti -0,044 0,760
Limfociti -0,078 0,571
Neutrofili -0,005 0,974
hsCRP -0,137 0,317
HbAlc 0,023 0,872
dob 0,96 0,490
spol 0,162 0,271
BMI -0,644 0,003*
R? 0,308

Kratice : HDL - lipoprotein visoke gustoce; hsCRP - visoko senzitivan C-reaktivni protein;

LDL - lipoprotein male gustoce; HbAlc - glikirani hemoglobin, BMI - indeks tjelesne mase
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Slika 5. IzraZenost rezistina u serumu kod plakova kategoriziranih prema AHA klasifikaciji.

Koncentracija rezistina u serumu statistiCki se znaCajno razlikovala izmedu razlicitih
kategorija stabilnosti plaka (ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Medijan
koncentracije rezistina za kategorije V, VI i VII bio je 4702, 13724 i 3630 sa statisticki
znacajnom razlikom izmedu sve tri kategorije u medusobnim usporedbama (p <0,016, post-

hoc test prema Conoveru).

Tablica 15: Serumska koncentracija rezistina u odnosu na plak kategoriziran prema AHA
klasifikaciji

AHA 'V AHA VI AHA VII p vrijednost
Aritmeticka
sredina .
standardna 5120 +1235 | 10605+3497 |3558+2088 | Ukupni

*
devijacija p <0,001
p <0,016** za

Medijan i sve tri
interkvartilni 4702 10219 2780 medusobne
raspon (4382 -5861) | (8394 - 13724) | (2223 -3630) | usporedbe

*statisticki znacajno na razini p <0,05

**statisticki znacajno na razini p <0,05 uz Bonferronijevu korekciju za tri istovremene
usporedbe

Koristen je Kruskal Wallis ANOVA test s naknadnim testom po Conoveru. Gledano u
usporedbi AHA VIl vs. AHA V i VI, koncentracija rezistina statisticki se znacajno
razlikovala (Medijan 2780 vs 7201, p <0,001, Mann Whitney U test).
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Slika 6. Povezanost koncentracije rezistina sa simtomima bolesnika.

U usporedbi simptomatskih (CVI) i asimptomatskih bolesnika, bila je prisutna statisticki

znacajna razlika u koncentraciji rezistina s time da su simptomatski bolesnici imali viSu

koncetraciju rezistina u serumu (medijan 8788 vs 4683, p <0,001, Mann Whitney U test).
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Slika 7. Usporedba koncentracije rezistina u serumu u bolesnika s i bez arterijske hipertenzije.

U bolesnika s i1 bez arterijske hipertenzija nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji

rezistina u serumu (medijan 6642 vs 6637, p = 0,896, Mann Whitney U test).
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Slika 8. Usporedba koncentracije rezistina u bolesnika s i bez Seferne bolesti tip 2
(dijabetesa).
U bolesnika s i bez Se¢erne bolesti nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji

rezistina u serumu (medijan 6787 vs 5209, p = 0,457, Mann Whitney U test).
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Slika 9. Usporedba koncentracije rezistina u serumu u bolesnika s i bez hiperlipoproteinemije.
U bolesnika s i bez hiperlipoproteinemije nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji

rezistina u serumu (medijan 6591 vs 6901, p = 0,766, Mann Whitney U test).

48



20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Rezistin (ng/L)

|lzrazenost u plaku

Slika 10. Usporedba koncentracije rezistina u serumu u bolesnika s imunohistokemijskom

izrazenoSc¢u rezistina u aterosklerotskom plaku.

IzraZenost rezistina u plaku statisticki znafajno je pozitivno korelirala sa serumskom

koncentracijom rezistina (P<0.001, Rho=0.74, Spearmanova rank korelacija).
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Tablica 15. Prevalencija histoloskih karakteristika plaka ovisno o simptomima bolesnika

Svi bolesnici Simptomatski Asimptomatski p
(N=78) (N = 40) (N =38)
AHA Klasifikacija plaka
V 28 (35,9) 12 (30,0) 16 (42,1) 0,025*
VI 38 (48,7) 25 (62,5) 13 (34,2
VII 12 (15,4) 3(7,5) 9(23,7)
Krvarenje
Nema krvarenja 41 (52,6) 14 (35,0) 27 (71,1) 0,0004*
Malo krvarenje 16 (20,5) 8 (20,0) 8(21,1)
Veliko krvarenje 21 (26,9) 18 (45,0) 3(7,9
Tromb
Bez tromba 62 (79,5 28 (70,0 34 (89,5 0,049*
Mali tromb 16 (20,5) 12 (30,0) 4 (10,5)
Veliki tromb 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Lipidna jezgra
No lipid core 12 (15,4) 3(7,5 9 (23,7) 0,002*
Small lipid core 32 (41,0) 12 (30,0) 20 (52,6)
Large lipid core 34 (43,6) 25 (62,5) 9 (23,7)
Fibrozno tkivo
Vrlo malo fibroznog tkiva 26 (33,3) 14 (35,0) 12 (31,6) 0,520
~50 % fibroznog tkiva 45 (57,7) 24 (60,0) 21 (55,3)
Predominantno fibrozan 7(9,0) 2 (5,0) 5 (13,2)
Pjenaste stanice
Nema 33 (42,3 14 (35,0) 19 (50,0 0,455
<50 stanica 40 (51,3) 23 (57,5) 17 (44,7)
Najmanje 50 stanica 5(6,4) 3(7,5 2053
Neovaskularizacija
Nema 60 (76,9) 31 (77,5) 29 (76,3) 1,000
<10 po rezu 18 (23,1) 9 (22,5) 9 (23,7)
Najmanje 10 po rezu 0 (0,0 0 (0,0 0(0,0)
Kalcifikacije
Nema 53 (67,9) 29 (72,5) 24 (63,2) 0,143
Mjestimiéni kalcifikati 13 (16,7) 8 (20,0) 5 (13,2)
Kalcificirani ¢vorici 12 (15,4) 3(7,5) 9 (23,7)
Upalne stanice
Nema 12 (15,4) 2 (5,0) 10 (26,3) 0,037*
Pojedinaéne stanice 19 (24,4) 9 (22,5) 10 (26,3)
2 - 5 skupine od >50 stanica 23 (29,5) 13 (32,5) 10 (26,3)
>5 skupina od >50 stanica 24 (30,8) 16 (40,0) 8 (21,1)
Inflitracija kape
Nema 18 (23,1) 5(12,5) 13 (34,2 0,006*
<10 stanica u kapi 29 (37,2) 15 (37,5) 14 (36,8)
10 - 50 stanica u kapi 16 (20,5) 7 (17,5 9 (23,7)
>50 stanica u kapi 15 (19,2) 13 (32,5) 2(53)
Ruptura
Intaktna kapa 39 (50,0) 16 (40,0) 23 (60,5) 0,001*
Vjerojatno intaktna 13 (16,7) 3(7,5) 10 (26,3)
Vjerojatno rupturirana 12 (15,4) 9 (22,5) 3(7,9
Definitivno rupturirana 14 (17,9) 12 (30,0) 2(53)
Ukupna nestabilnost
Definitivno stabilan 10 (12,8) 2 (5,0) 8 (21,1) 0,0002*
Vjerojatno stabilan 15 (19,2) 3(7,5) 12 (31,6)
Vjerojatno nestabilan 37 (47,4) 21 (52,5) 16 (42,1)
Definitivno nestabilan 16 (20,5) 14 (35,0) 253
Imunohistokemija
Visoka(>25 % pozitivnih stanica) 31 (39,7) 20 (50,0) 11 (28,9) 0,068*
Niska (0 - 25% pozitivnih stanica) 47 (60,3) 20 (50,0) 27 (71,1)
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Slika 11. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o AHA klasifikaciji plaka.

Izrazenost rezistina statistic¢ki je (p = 0,025) znacajno bila veéa u plakovima kategoriziranim

kao VI prema AHA klasifikaciji.

40
35
30
25
20
15

10

Krvarenje u plaku

nema krvarenja  malo krvarenje  vece krvarenje

M Niska izraZzenost

 Visoka izrazenost

Slika 12. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o stupnju krvarenja u plaku.

Izrazenost

rezistina u plaku bila je statisticki znacajno povezana sa stupnjem

krvarenja(ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znacajna razlika bila je

prisutna izmedu niske i visoke izrazenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru).

Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend veceg stupnja krvarenja s viSim stupnjem

izrazenosti rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 13. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o kalcificiranosti plaka.

Izrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znac¢ajno povezana sa stupnjem kalcifikacija
(ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znacajna razlika bila je prisutna
izmedu niske i visoke izrazenosti rezistina u plaku (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru).
Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend manjeg stupnja kalcifikacija s viSim

stupnjem izrazenosti rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 14. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno u rupturi plaka.

IzraZenost rezistina u plaku bila je statisti¢ki znacajno povezana sa stupnjem rupture (ukupni
p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znacajna razlika bila je prisutna izmedu
niske i visoke izraZzenosti rezistina u plaku (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru). Bio je
takoder prisutan statistiCki znacajan trend veceg stupnja rupture s visSim stupnjem izrazenosti

rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Tromboza plaka
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Slika 15. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o trombozi plaka.

IzraZenost rezistina u plaku nije bila statisticki znafajno povezana sa stupnjem tromba
(ukupni p = 0,052, Kruskal Wallis ANOVA test; p = 0,093, Jonckheere-Terpstra test za
trend).
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Slika 16. Imunohistokemijska izraZzenost rezistina u plaku ovisno o prisustvu i veli¢ini lipidne
jezgre. Izrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znacajno povezana s veli¢inom lipidne
jezgre (ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znacajna razlika bila je
prisutna izmedu niske i visoke izraZenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru).
Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend veceg stupnja lipidne jezgre s viSim stupnjem

izraZenosti rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 17. Imunohistokemijska izraZenost rezistina u plaku ovisno o koli¢ini fibroznog tkiva u
plaku. Izrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znacajno povezana sa stupnjem fibroznog
tkiva (ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisti¢ki znacajna razlika bila je
prisutna izmedu niske i visoke izrazenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru).
Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend manjeg stupnja fibroznog tkiva s viSim

stupnjem izrazenosti rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 18. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o stupnju
neovaskularizacije. IzraZenost rezistina u plaku nije bila statisticki znacajno povezana sa
stupnjem neovaskularizacije (ukupni p = 0,109, Kruskal Wallis ANOVA test; p = 0,172,
Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 19. Imunohistokemijska izraZenost rezistina u plaku ovisno o stupnju infiltracije
fibrozne kape plaka upalnim stanicama. Izrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znac¢ajno
povezana sa stupnjem infiltracije povrSine odnosno fibrozne kape plaka (ukupni p <0,001,
Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znaCajna razlika bila je prisutna izmedu niske 1
visoke izrazenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru). Bio je takoder prisutan
statisticki znaCajan trend veceg stupnja infiltracije povrSine s vi§im stupnjem izrazenosti

rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 20. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisno o koli¢ini pjenastih stanica
u plaku. Izrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znafajno povezana s koli¢inom
pjenastih stanica u plaku (ukupni p = 0,006, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki
znacajna razlika bila je prisutna izmedu niske 1 visoke izraZenosti rezistina u plaku (p <0,016,
post-hoc test prema Conoveru). Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend vece koli¢ine
pjenastih stanica s viSim stupnjem izraZenosti rezistina u plaku (p = 0,015, Jonckheere-

Terpstra test za trend).
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Slika 21. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisna o koli¢ini upalnih stanica u
plaku.lzrazenost rezistina u plaku bila je statisticki znacajno povezana sa stupnjem upale
(ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisti¢ki znacajna razlika bila je prisutna
izmedu niske i visoke izraZenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema Conoveru). Bio je
takoder prisutan statisticki znacajan trend veceg stupnja upale s viSim stupnjem izraZenosti

rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra test za trend).
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Slika 22. Imunohistokemijska izrazenost rezistina u plaku ovisna o ukupnoj stabilnosti plaka.

IzraZenost rezistina u plaku bila je statistiCki znaCajno povezana sa stupnjem sveukupne
nestabilnosti (ukupni p <0,001, Kruskal Wallis ANOVA test). Statisticki znacajna razlika bila
je prisutna izmedu niske i visoke izrazenosti rezistina (p <0,016, post-hoc test prema
Conoveru). Bio je takoder prisutan statisticki znacajan trend veceg stupnja sveukupne
nestabilnosti s viSim stupnjem izraZenosti rezistina u plaku (p <0,001, Jonckheere-Terpstra

test za trend).
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Slika 23. Povezanost imunohistokemijske izrazenosti rezistina u plaku s mozdanim udarom.
IzraZenost rezistina u plaku bila je statisticki znac¢ajno povezana sa simptomatskom bolesti
(CVIu 25 %, 48,6 % i 64,5 % bolesnika s negativnom, slabom i jakom izrazenosti rezistina u

plaku, p = 0,019, ? test za trend).0 - asimptomatski, 1- simptomatski

Slika 24. Stijenka arterije s aterosklerotskim plakom  proZetim srednje gustim
mononukleranim upalnim infiltratom (crne strelice) sa sitnim vaskularnim prostorima (plave
strelice). HE, x 200.
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Slika 25. Aterosklerotski plak prozet oskudnim mononuklearnim upalnim infiltartom s
mjestimiCnim pjenastim makrofagima (crna strelica), oskudnim zariStima ekstravazata

eritocita i neovaskularizacijom (plava strelica). HE x400.

Slika 26. Aterosklerotski plak sa pukotinama kolesterolskih kristala (plava strelica), zaristima
krvarenja (crvena strelica) i reakcijom orijaskih stranica tipa stranog tijela (crna strelica). HE

x400.
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Slika 27. Aterosklerotski plak prozet zariSnim gustim mononukleranim upalnim infiltratom
(crna strelica) uz mjestimi¢no formiranje vaskularnih prostora (plave strelice) i podrucjima

krvarenja (crvene strelice). HE, x 400.

Slika 28. Aterosklerotski plak s dilatiranim vaskularnim prostorima obloZenima urednim
endotelom (plave strelice), zariSnim srednje gustim mononukleranim upalnim infiltratom

(crne strelice) i mjestimi¢nim kalcifikatima (crvene strelice). HE x200.
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Slika 29. Stijenka krvne zile s aterosklerotskim plakom. Pozitivno bojenje na rezistin u plaku

(plave strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x40.

Slika 30. Stijenka krvne zile s aterosklerotskim plakom. Pozitivno bojenje na rezistin u plaku

(plave strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x40.
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Slika 31. Pozitivno bojenje na rezistin u pjenastim stanicama (makrofagima) aterosklerotskog
plaka (plave strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x400.

Slika 32. Stijenka krvne zile s aterosklerotskim plakom. Pozitivno bojenje na rezistin u
lipidima plaka (plave strelice). Negativna reakcija u vezivno promijenjenom dijelu plaka sa
neovaskularizacijom (Zute strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x100.
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Slika 33. Stijenka krvne zile s aterosklerotskim plakom. Pozitivnho bojenje na rezistin u
lipidima plaka (plave strelice). Negativna reakcija u vezivno promijenjenom dijelu plaka (zute
strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x100.

Slika 34. Pozitivno bojenje na rezistin u pjenastim stanicama (makrofagima) aterosklerotskog
plaka (plave strelice) i ekstracelularnim lipidima (zute strelice). Imunohistokemijsko bojenje,

rezistin, x400.
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Slika 35. Pozitivno bojenje na rezistin u ekstracelularnim lipidima aterosklerotskog plaka
(plave strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x400.

Slika 36. Pozitivno bojenje na rezistin u ekstracelularnim lipidima aterosklerotskog plaka
(plave strelice). Imunohistokemijsko bojenje, rezistin, x400.
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6. RASPRAVA

Prosjecna dob ispitivanih bolesnika (66,83 + 8,455 ) kao 1 odnos spolova (muski spol : Zenski
spol=61,5:38,5 %) sli¢na je prosje¢noj dobi i odnosu spolova bolesnika uklju¢enih u
NASCET studiju (prosjecna dob 65 godina, muski:Zenski = 69:31 %) (23).

U nasSoj studiji je veéina bolesnika (82,1 %) imala arterijsku hipertenziju. Naime, prevalencija
arterijske hipertenzije u opcoj populaciji je izmedu 30 i 40 %, a prevalencija raste s dobi
bolesnika te se procjenjuje kako je prevalencija arterijske hipertenzije >60 % u bolesnika
starijih od 60 godina (171,172).

S obzirom kako su bolesnici u nasoj studiji bili prosjecne dobi iznad 60 godina, ovako visok
postotak nije iznenadujuci. Arterijska hipertenzija jedan je od znacajnijih ¢imbenika rizika za
aterosklerotsku bolest karotidnih arterija. Snazna pozitivna povezanost izmedu vremenski
integriranog mjerenja sistolickog tlaka 1 aterosklerotske bolesti karotidnih arterija je
podsjetnik na vaznost sistolickog tlaka u odredivanju rizika za vaskularne bolesti (173).
Framinghamska studija je takoder pokazala povezanost izmedu arterijske hipertenzije i
ateroskleroze karotidnih arterija (174), a u skladu s Framinghamskom studijom je i studija
Systolic Hypertension in the Elderly Program (SHEP) u kojoj je arterijski tlak bio
najznacajniji predskazatelj suzenja karotidne arterije (175).

Povezanost izmedu pravilnog lijeCenja hipertenzije 1 smanjenja rizika od moZdanog udara
poznata je ve¢ niz godina. Projekt INDANA (INdividual Data ANalysis of Antihypertensive
intervention trials) analizirao je ucinke lijekova koji sniZavaju krvni tlak kod prezivjelih od
mozdanog udara ili TIA-e, i pokazao kako je pravilno lije¢enje arterijske hipertenzije
povezano s 30 % manjom ucestalosti ponove pojave mozdanog udara (176).

Ovi podaci su u skladu s onima koji su objavljeni u meta-analizi, §to ukazuje na to kako je
smanjenje rizika uglavnom posljedica smanjenja sistolickog arterijskog tlaka i kako je
vaskularna prevencija pozitivno povezana sa stupnjem smanjenja sistolickog arterijskog tlaka
(177). U studiji INTERSTROKE u kojoj su ispitivani rizi¢ni ¢imbenici za mozdani udar u 22
zemlje, arterijska hipertenzija je bila daleko najvazniji ¢imbenik rizika za mozdani udar:
koriStenjem definicije hipertenzije koja je ukljucivala anamnesticki podatak o hipertenziji, kao
I mjerenje krvnog tlaka od 160/90 mm Hg, rizik koji se moze pripisati populaciji ili udio
mozdanog udara u populaciji koji se moze pripisati hipertenziji bio je 54 % (178).

PoviSen arterijski tlak povecava rizik od mozdanog udara u op¢oj populaciji za 2 - 4 puta, a
rizik raste s porastom vrijednosti arterijskog tlaka iznad 140/90 mm Hg (179,180).

Arterijska hipertenzija ubrzava proces ateroskleroze, a ateroksleroza ima znacajnu ulogu u

samoj patogenezi arterijske hipertenzije te njenih posljedica.
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U ovoj je studiji Sec¢ernu bolest tip 2 imalo ukupno 45 bolesnika (57,7 %), za razliku od
studije NASCET gdje je Sec¢ernu bolest imalo 23 % bolesnika (20) §to je u skladu s porastom
prevalencije Seerne bolesti u svijetu u posljednih nekoliko desetljeca.

Procijenjuje se kako ¢e do 2030. godine u svijetu 439 milijuna ljudi imati Se¢ernu bolest. Ovo
globalno povecanje ukljucuje povecanje porast broja oboljelih za 69 % u zemljama u razvoju i
porast broja oboljelih za 20 % u razvijenim zemljama. Ovo znacajno povecanje prevalencije
Secerne bolesti tip 2 moze se pripisati porastu prevalencije pretilosti (181).

Secerna bolest tip 2 koja je ¢e§éa od Seéerne bolesti tip 1 povezana je s pretilo§éu, perifernom
arterijskom bolesti, aterosklerozom velikih arterija i mozdanim udarom (182).

Vrijednosti glikiranog hemoglobina (HbAlc) u ovoj studiji nisu se znacajno razlikovale
izmedu asimptomatskih i simptomatskih bolesnika (6,4 % : 6,25 %) Sto je u skladu s
dosada$njim spoznajama kako sama stroga regulacija glikemije nije dovoljna za smanjenje
cerebrovaskularnog rizika §to je velikim dijelom povezano s istovremenom prisutno$éu
drugih ¢imbenika rizika. Naime, u studiji United Kingdom Transient Ischemic Attack (UK-
TIA) dokazano je kako je lijeCenje arterijske hipertenzije u osoba sa Se¢ernom bolesti tip 2
vaznije od kontrole glikemije (183).

Nedavno objavljena meta-analiza 11 randomiziranih kontroliranih ispitivanja u kojima je
sudjelovalo vise od 1500 bolesnika s akutnim ishemijskim mozdanim udarom nije ukazala na
koristi od intenzivne kontrole glikemije. Bolesnici uklju¢eni u ispitivanja bili su nasumic¢no
rasporedeni u skupinu s intenzivnim promatranjem inzulinske terapije ili u kontrolnu skupinu.
Nije bilo razlike u kombiniranim ishodima smrti ili ovisnosti izmedu ispitivane i kontrolne
skupine, a nije bilo ni razlike u kona¢nom neurolo§kom deficitu. Ispitivana je skupina imala
viSu stopu simptomatske hipoglikemije (184).

U ovom istrazivanju bolesnici su takoder imali ve¢u ucestalost hiperlipoproteinemije u
usporedbi s NASCET studijom (88,5 % vs 37,0 %), a nije nadeno statisti¢ki znacajne razlike
izmedu asimptomatskih 1 simptomtaskih bolesnika (86,8 % vs 90 %) (20).

Opservacijske studije o povezanosti hiperlipoproteinemije 1 mozdanog udara nisu
jednoznacne, a ta se razlika moZe objasniti razli¢itim podtipovima mozdanog udara.

Odnos izmedu hiperlipoprteinemije i aterotrombotskih dogadaja koji ukljuCuju ishemijski
mozdani udar dobro je poznata, medutim povezanost hiperlipoproteinemije s drugim
podtipovima mozdanog udara nije do kraja razjasnjena. U studiju Eurostroke Project bilo je
ukljuceno 22183 bolesnika te se nije nasla znacajna povezanost izmedu vrijednosti ukupnog

kolesterola i ishemijskog mozdanog udara (185).

66



U studiju The Atherosclerosis Risk in Communities bilo je uklju¢eno 14175 muskaraca i Zena
srednje zivotne dobi bez ranije klinicki poznatih kardiovaskularnih bolesti te se nije utvrdila
znacajna povezanost izmedu vrijednosti LDL-a i ishemijskog mozdanog udara (186).

U meta-analizi 45 prospektivnih studija u koju je bilo ukljuc¢eno 450000 osoba od kojih je
13000 imalo mozdani udar nije nadena znacajna povezanost povisenih vrijednosti ukupnog
kolesterola i mozdanog udara (187). Medutim, u studiji Asia Pacific Cohort Studies
Collaboration u koju je bilo ukljuc¢eno 2352033 osoba iz Azije i Novog Zelanda dokazano je
kako za svaki porast kolesterola za 1 mmol/L raste vjerojatnost za ishemijski mozdani udar za
25 % (188).

U studiju Women’s Health Study bilo je uklju¢eno 27937 Zena starijih od 45 godina, te je
dokazano kako su ukupne vrijednosti kolesterola i LDL-a snazan rizi¢ni ¢imbenik za
ishemijski mozdani udar (189).

Povezanost izmedu lipida i cerebrovaskularne bolesti je sloZena te se moze zakljuciti kako
postoje naznake izravne povezanosti vrijednosti kolesterola i ishemijskog mozdanog udara
odnosno aterosklerotske bolesti, osobito u medudjelovanju s drugim riziénim ¢imbenicima
poput arterijske hipertenzije kako je i dokazano u najvecoj meta-analizi u koju je bilo
uklju€eno 61 studija i ukupno 900000 osoba u dobi izmedu 40 i 59 godina (190).

Mathiesen i suradnici su objavili kako su vrijednosti ukupnog kolesterola, LDL-a, sistoli¢ki
arterijski tlak 1 puSenje povezani s aterosklerotskom bolesti karotidnih arterija u muskaraca i
zena (191).

U ovom trenutku nema randomiziranih studija u koje su ukljuceni samo bolesnici s
aterosklerotskom bolesti karotidnih arterija u kojima bi se pratilo da li terapija statinima
smanjuje ucestalost ishemijskog mozdanog udara kod takvih bolesnika. Medutim, u studiji
The Stroke Prevention by Aggressive Reduction in Cholesterol Levels (SPARCL)
identificirana je podgrupa od 1007 bolesnika sa suZenjem karotidne arterije te je dokazano
kako terapija atorvastatinom dovodi do apsolutnog smanjenja rizika za mozdani udar za 33 %
(192).

U bolesnika sa Secernom bolesti tip 2 uofeno je smanjenje IMT karotidne arterije sa
smanjenjem vrijednosti LDL-a i sistolickog arterijskog tlaka (193).

Kitagami i suradnici (194) objavili su su kako su povisene vrijednosti triglicerida neovisan
¢imbenik rizika za napredovanje aterosklerotske bolesti karotidnih arterija u bolesnika s
umjerenom do teSkom stenozom karotidne arterije koji su lije€eni CEA, CAS ili
medikamentnom terapijom s dobro kontroliranim vrijednostima LDL-a. Rezultati upucuju na
to kako je kontrola vrijednosti triglicerida barem unutar normalnih granica vaZna za

sprecavanje napredovanja aterosklerotske bolesti karotidnih arterija.
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Pusaca je u nasoj studiji bilo 55,1 %, a u simptomatskoj je skupini bilo 62,5 % pusaca.
PusSenje je dokazan znacajan Cimbenik rizika za mozdani udar i za aterosklerotsku bolest
karotidnih arterija.

U studiji u koju je bilo ukljuc¢eno 93695 osoba iz 8 europskih zemalja dokazano je kako je
pusenje znacajan ¢imbenik rizika za mozdani udar (195). Babiker i suradnici (196) pokazali
su kako pusenje ima znaCajan utjecaj na napredovanje aterosklerotske bolesti karotidnih
arterija i samu hemodinamiku karotidne arterije.

Unato¢ rastu¢em broju kampanja za smanjenje pusenja u posljednjih dvadesetak godina i
nedvojbeno 1 u mnogim studijama dokazane povezanosti izmedu puSenja i mozdanog udara te
aterosklerotske bolesti karotidnih arterija, puSenje i dalje predstavlja velik javno-zdravstveni
problem.

U ovoj je studiji 82,1 % bolesnika bilo lije€eno antihipertenzivnom terapijom. Najcesce
koriSteni antihipertenzivi u ovoj studiji su bili ACE inhibitori 1 blokatori angiotenzin II
receptora (ukupno 80,8 %), blokatori kalcijskih kanala (42,3 %) te beta blokatori (39,7 %).

S obzirom kako trenutne smjernice preporucuju razmatranje uvodenje spomenutih lijekova s
naglaskom na ACE inhibitore i blokatore angiotenzin Il receptora ovakva raspodjela terapije
medu bolesnicima u ovoj studiji je ocekivana.

Prosjecne vrijednosti sistoliCkog arterijskog tlaka bile su 135 mm Hg, a dijastolickog 80 mm
Hg. U simptomatskoj skupini bolesnika prosjecne vrijednosti arterijskog tlaka bile su nesto
viSe nego li u asimptomatskoj te su vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka bile 140 mm Hg, a
dijastolickog 80 mm Hg. Prema trenutno vazeéim smjernicama (86), ciljne vrijednosti
sistolickog arterijskog tlaka u bolesnika starijih od 65 godina su od 130 do 139 mmHg, a
dijastolickog arterijskog tlaka <80 mm Hg.

Mali broj studija pokazao je ucinak razli¢itih antihipertenziva na IMT karotidne arterije i
samo nekoliko na karotidni plak. Smanjenje arterijskog tlaka smanjuje IMT i1 moze odgoditi
initmalni aterosklerotski proces. Medutim, ucinak vrste lijeka na IMT 1 smanjenje
aterosklerotskog procesa nije posve jasan s obzirom kako je vecéina bolesnika lijeCena
kombinacijom razli¢itih antihipertenziva. U studiji Systolic Hypertension in the Elderly
Program (SHEP) pokazalo se kako lijeCenje izolirane sistolicke hipertenzije u osoba starijih
od 60 godina dovodi do smanjenja ucestalosti mozdanog udara za 36 % (175).

Meta-analiza 14 randomiziranih klini¢kih studija pokazala je kako smanjenje dijastolickog
arterijskog tlaka od 5 - 6 mmHg uzrokuje zna¢ajno smanjenje ucestalosti mozdanog udara za
42 % (197).

U ovoj je studiji statinima lijeceno 74,4 % bolesnika, a nije bilo znacajne razlike u upotrebi

statina izmedu asimptomatskih 1 simptomatskih bolesnika.
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Nedavna ispitivanja su pokazala kako statini mogu smanjiti rizik od mozdanog udara u
bolesnika s i bez koronarne bolesti. Donedavno su podaci o potencijalnoj koristi statina u
smanjenju rizika od recidiva mozdanog udara bili ograniCeni i neperspektivni, a to se moze
objasniti ¢injenicom kako su u ispitivanjima koriStene nize doze statina nego li se sada
preporucuju. Prema trenutnim smjernicama kod visokorizi¢nih bolesnika (63) preporuca se
smanjenje vrijednosti LDL <1,8 mmol/L odnosno smanjenje od 50 % u odnosu na incijalne
vrijednosti prije pocetka terapije statinima. U ovoj studiji prosjecna je vrijednost LDL-a bila
2,78 mmol/L, a nije bilo znacajne razlike izmedu asimptomatskih i simptomatskih bolesnika.
OgraniCenja ove studije su ta da nisu svi bolesnici bili lijeCeni maksimalnom tolerabilnom
dozom statina, te bi u sljede¢im ispitivanjima svakako bilo potrebno ispitati ucinak
maksimalne tolerabilne doze statina na ishode bolesnika kao i na samu morfologiju
aterosklerotskog plaka. Budu¢i da statini imaju izvrstan profil sigurnosti i jednostavnu
primjenu, lijeénici bi trebali razmotriti primjenu statina, u dozama koje su pokazale
ucinkovitost u klini¢kim ispitivanjima, u svih visokorizi¢nih bolesnika.

Acetilsalicilnom kiselinom (ASK) lijeCeno je 88,5 % bolesnika. Simptomatski bolesnici
lijecenti su acetilsalicilnom kiselinom u 90 % slucajeva, a asimptomatski u 86,8 % slucajeva.
Razlog zasto svi bolesnici nisu lijeceni acetilsalicilnom kiselinom iako to trenutno vazece
smjernice preporucuju je suradljivost bolesnika u uzimanju terapije. Naime, vazno je naglasiti
kako je svim bolesnicima terapija propisana, no nisu je svi uzimali, a razlozi nisu bili
medicinske (npr. kontraindikacija za uzimanje lijeka) nego osobne prirode (vecina ih je navela
strah od krvarenja). lako u randomiziranim studijama nije dokazana Kkorist antiagregacijske
terapije u prevenciji mozdanog udara u bolesnika s asimptomatskom aterosklerotskom bolesti
karotidnih arterija, prema trenutnim smjernicama kod tih se bolesnika preporuca dozZivotno
uzimanje antiagregacijske terapije u svrhu prevencije mozdanog udara (63).

U ovoj studiji nije nadena znacajna povezanost izmedu stupnja stenoze karotidne arterije 1
klinickih simptoma. Bolesnici su podijeljeni u dvije skupine. U jednoj su skupini bili
bolesnici sa stenozom karotidne arterije od 60 do 80 %, a u drugoj oni sa stenozom karotidne
arterije od 80 do 99 %. U skupini simptomatskih bolesnika 47,5 % ih je imalo stupanj stenoze
od 80 do 99 %, a u skupini asimptomatskih bolesnika stupanj stenoze od 80 do 99% je imalo
njih 36,8 %. Ovi su rezultati u skladu s dosadasnjim istrazivanjima jer je vise studija
pokazalo kako ¢ak 1 do 80 % bolesnika s jasno definiranim neuroloskim simptomima nema
znacajno suzenje ICA, a ukoliko se u takvih bolesnika ne moze naci drugi uzrok nastanka
embolusa (npr. Fibrilacija atrija), za pretpostaviti je kako embolizacija ¢esto nastaje zbog

lezija u ICA koje ne dovode do hemodinamski znacajnih promjena u protoku (30).
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Trideset i sedam (69,8 %) simptomatskih i 11 (44 % ) asimptomatskih bolesnika imalo je
meke (hipoehogene) plakove $to je takoder statisticki znacajna razlika (p = 0,029). U ranijim
studijama dokazano je kako je ultrazvuk korisna metoda za razlikovanje stabilnih od
nestabilnih plakova. Hipoehogenost plaka potencijalni je ultrazvu¢ni marker vulnerabilnosti
plaka i prediktor simptomatologije, a nalaz dobro korelira s upalnim pokazateljima (198).
Ding i suradnici (199) u svojoj su studiji pokazali kako su plakovi simptomatskih bolesnika
bili uglavnom hipoehogeni, a asimptomatskih uglavnom hiperehogeni.

Zakljucak je kako povezanost izmedu stupnja stenoze karotidne arterije i simptomatologije
nije tako jasna i jednozna¢na kako bi se moglo ocekivati.

U ovoj studiji, svi kirurski uzorci dobiveni iz CEA bili su reprezentativni za napredne (tip V -
V1) aterosklerotske lezije te je nadena znaCajna povezanost izmedu klinicke prezentacije i
histoloske slike plaka indikativne za nestabilnost. Plakovi su podijeljeni u skupine sa
stabilnim i nestabilnim fenotipom te su analizirani ovisno o prisutnosti krvarenja u plak,
tromba na povrSini plaka, lipidne jezgre, fibroznog tkiva, pjenastih stanica,
neovaskularizacije, kalcifikacija, infiltracije kape i upalnih stanica. Medu simptomatskim
bolesnicima, 30 % ih je imalo plak klasifikacije AHA V, 62 % plak klasifikacije AHA VI, a3
% plak Kklasifikacije AHA VII. Rezultati predstavljaju statisticki znac¢ajnu razliku u usporedbi
s asimptomatskim bolesnicima.

Van Lammeren i suradnici su u svom radu pokazali kako se karakteristike aterosklerotskog
plaka mijenjaju s dobi (200). Naime, pokazali su kako stariji bolesnici ¢eS¢e imaju
aterosklerotske plakove s nestabilnim fenotipom te time pokusali objasniti porast incidencije
mozdanog udara nakon implantacije potpornice u karotidnu arteriju s dobi.

U meta-analizi 21 studije Gollegdge i suradnici su pokazali kako je ulceracija plaka vidljiva u
48 % simptomatskih bolesnika te 31 % asimptomatskih bolesnika Sto je bilo statisticki
znacajno (201).

U vecini studija je pokazano da je u simptomatskih bolesnika fibrozna kapa tanja te time
sklonija rupturi Sto je sukladno s rezultatima nase studije (202).

Takoder je pokazano kako je u simptomatskih bolesnika veca infiltracija plaka upalnim
stanicama §to je sukladno s rezultatima nase studije (203).

Komplicirani tip AHA VI bio je rupturirani plak s povr§inskim oSte¢enjima, krvarenjem i
trombozom. Ova vrsta lezija kod zna¢ajnog suzenja karotidne arterije bila je podloZzna ve¢em
protoku krvi u karotidnoj bifurkacijskoj regiji. Sile smicanja (eng. shear stress) potaknule su
pucanje fibrozne kape, a visok tlak u lumenu zile vrlo vjerojatno je uzrokovao puknuce vasa
vasorum 1 krvarenje unutar plaka. S obzirom na navedeno statisticki neznacajna razlika u

neovaskularizaciji izmedu stabilnog 1 nestabilnog plaka moZe se objasniti tehnickim
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ogranienjima za detekciju neovaskularizacije uslijed ve¢ formiranog tromba odnosno
krvarenja odnosno vremenskim razdobljem uzimanja plaka. Za naglasiti je kako su svi
simptomatski bolesnici u studiji operirani unutar 2 mjeseca od pojave simptoma, no to
vremensko razdoblje nije bilo jednako za sve bolesnike.

Gasbarrino i suradnici (204) takoder nisu na$li statisticki znacajnu razliku u stupnju
neovaskularizacije izmedu stabilnog i nestabilnog fenotipa plaka. Medutim, u tom istrazivanju
nestabilnost plaka nije bila povezana sa cerebrovaskularnom simptomatologijom. Utvrdeno je
kako je relativno visok udio stabilnih plakova simptomati¢an (64,6 %), samo za oko 10 % nizi
od nestabilnih plakova. Veéina ispitanika sa simptomatskim stabilnim plakovima u studiji
koju su proveli Gasbarrino i suradnici (204) imala je simptome uzrokovane TIA-om, dok je
vecéina ispitanika koji su imali simptomatske nestabilne plakove imala mozdani udar. U nasu
su studiju bili uklju€eni bolesnici samo s ishemijskim mozdanim udarom, a s obzirom kako je
i u spomenutoj studiji nestabilan fenotip plaka bio povezan s mozdanim udarom moZemo reci
kako su rezultati sukladni. Upala i neovaskularizacija su prepoznata obiljeZja nestabilnosti
plaka. Demeure i suradnici (205) u svom su radu pokazali kako upala nije sustavno povezana
sa stupnjem neovaskularizacije unutar plaka, §to upucuje na vremensko odvajanje tih procesa.
Takoder su utvrdili kako je upala unutar plaka povezana sa simptomatologijom dok
neovaskularizacija nije. S obzirom na dobivene rezultate, mozemo naglasiti vaznost
prepoznavanja neovaskularizacije prije same histoloSke analize. U novije vrijeme doslo je do
znafajnog poboljSanja neinvazivnih metoda odnosno CEUS za identificiranje
neovaskularizacije plaka. Povecano nakupljanje kontrasta povezano je s povecanom
neovaskularizacijom identificiranom histoloskom tehnikom. Studije su potvrdile povezanost
povecanog nakupljanja kontrasta s klinickim simptomima te je potvrdeno kako eholucentni
plakovi imaju povecan stupanj nakupljanja kontrasta (35, 36, 37). Mauriello i suradnici (206)
u svom su istrazivanju, u kojem je sudjelovalo 127 bolesnika, pokazali kako se akutni
trombotski plakovi koji su uglavnom promatrani na bifurkaciji karotidne arterije u 65 %
slucajeva pojavljuju kod bolesnika sa stenozom karotidne arterije <70 %. U nasem je
istrazivanju vise od 60 % asimptomatskih bolesnika imalo fenotipski stabilan plak dok je
11,6 % imalo plak s trombom, a 26,8 % pokazali su neke od karakteristika potencijalne
nestabilnosti. Howard i suradnici (207) u svojoj su studiji pokazali kako je nastabilnost plaka
povezana s cerebrovaskularnom simptomatologijom te kako nekoliko znacajki, ukljucujuci
prisutnost upalnih stanica unutar plaka i veliku lipidnu jezgru, imaju vremensku povezanost s
budu¢im rizikom od mozdanog udara jer je najvec¢a povezanost utvrdena u plakovima

uklonjenim unutar 30 dana od cerebrovaskularnog dogadaja.
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Opisano je kako je upala, s naglaskom na makrofage, vazna odrednica nestabilnog
aterosklerotskog plaka jer ista doprinosi veli¢ini nekroti¢ne jezgre, neovaskularizaciji, te
stanjivanju fibrozne kape uslijed otpustanja MMP (208, 209, 210).

Utjece i terapija statinima na morfologiju karotidnog plaka nije do kraja razjasnjeno. Kunte i
suradnici (211) u svom su radu sugerirali kako upotreba statina smanjuje upalni odgovor u
aterosklerotskom plaku karotidne arterije te kako su pozitivni ucinci statina u prevenciji
cerebrovaskularnih dogadaja uzrokovani protuupalnim ucinkom statina na aterosklerotski
plak. Makris i suradnici (212) navode kako bi statini mogli imati pozitivan ucinak na
morfologiju plaka i smanjenje upalnog odgovora. Verhoeven i suradnici (213) u svojoj su
studiji ukazali na potencijalne pleotropne ucinke statina na fenotip plaka, no upotreba statina
ne smanjuje samu prisutnost makrofaga nego se njihova aktivacija mozda moze smanjiti
upotrebom statina.

U studiji koju su proveli Howard i suradnici (207) prethodna terapija statinima pokazala je
minimalan u¢inak na povezanost histoloskih karakteristika plaka s predvidenim rizikom za
mozdani udar. Vazno je napomenuti kako i dalje ostaje neizvjesno moze li bilo koja
individualna karakteristika plaka predvidjeti budu¢e mozdane udare neovisno o dobi, spolu i
tradicionalnim ¢imbenicima rizika. Za buduca istrazivanja vazno je imati na umu kako je
potrebno dodatno razvijati trenutan koncept nestabilnosti plaka. Poznato je kako su prisutna
izrazenost rezistina u aterosklerotskom plaku i njegova proaterogena djelovanja
najvjerojatnije povezana s pove¢anom infiltracijom makrofaga, pove¢anjem proinflamatornih
citokina 1 adhezijskih molekula u Iljudskim endotelnim stanicama te povecanom
proliferacijom glatkih misi¢nih stanica i stvaranjem pjenastih stanica (163, 166, 214, 215).
Rezultati imunohistokemije za rezistin u aterosklerotskom plaku karotidne arterije u ovom
istrazivanju dokazuju kako je rezistin povezan s nestabilnoS¢u aterosklerotskog plaka.

Kljuéni stani¢ni element u plaku odgovoran za vezu izmedu upale, povecane izrazenosti
rezistina i destabilizacije plaka je makrofag: stanica za koju se od ranije zna da svojim
djelovanjem i odnosom s ostalim vrstama stanica, upalnim citokinima i faktorima rasta
zauzima srediSnje mjesto u patogenezi destabilizacije plaka. Rezultati ovog istrazivanja
takoder podupiru dosadasnje spoznaje o vaznoj ulozi makrofaga u razvoju nestabilnog plaka.
Povecana infiltracija makrofagima i leukocitima te povisen stupanj upale sve su ¢es¢i kod
nestabilnih, simptomatskih plakova. Takoder je pokazana pozitivha povezanost izmedu
serumske koncentracije rezistina 1 njegove imunohistokemijske izraZenosti u
aterosklerotskom plaku. Visoka imunohistokemijska izrazenost rezistina prisutna je u
nestabilnim plakovima, a dijelovi plaka s najvec¢om izrazenoscu su lipidna jezgra i makrofagi.

Prema intenzitetu imunofluorescentnog bojenja plakovi su semikvantitativno podijeljeni u tri
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skupine: nema izrazenosti rezistina, niska izrazenost rezistina (<25 % pozitivnih stanica) i
visoka izrazenost rezistina (>25 % pozitivnih stanica). U nestabilnom fenotipu
aterosklerotskog plaka visoka izrazenost rezistina bila je prisutna u 56,6 % plakova, a u
stabilnom fenotipu plaka u 4 % plakova §to je statisticki znacajna razlika. U skupini
simptomatskih bolesnika 50 % bolesnika je imalo plak s visokom izrazenoS§¢u rezistina dok
je u skupini asimtomatskih bolesnika 28,9 % bolesnika imalo plak s visokom izrazenos$¢u
rezistina. Znacajna razlika u intenzitetu imunofluorescentnog bojenja rezistina takoder je
opazena ovisno o AHA klasifikaciji plaka. Visoki (>25 % pozitivnih stanica) intenzitet
bojenja najces¢e je opazen u plakova Kklasificiranih kao AHA VI. Nadalje, prema
semikvantitativnoj ljestvici histoloskih obiljezja plaka, znacajna razlika u imunobojanju
rezistina takoder je primijeéena u vezi prisutnosti/odsutnosti krvarenja u plak, tromba, lipidne
jezgre, fibroznog tkiva, kalcifikacija, upalnih stanica, infiltracije fibrozne kape i rupture.
Niska izraZenost rezistina opazena je u karotidnim plakovima s kalcificiranim ¢vori¢ima (bez
izrazenosti ) i predominantno fibroznim plakovima (0 - 25 % pozitivnih stanica), dok je
najveca (>25 % pozitivnih stanica) izrazenost opazena u plakovima s velikom lipidnom
jezgrom i ve¢om infiltracijom upalnim stanicama.

Povezanost makrofaga s upalom, pojacanom imunohistokemijskom izraZzenosti rezistina i
destabilizacijom plaka dokazana je u viSe radova, medutim, prema pregledanoj literaturi, do
sada nije objavljen klini¢ki rad koji bi pokazao vezu izmedu klinicke prezentacija nestabilnog
plaka i imunohistokemijske izraZenosti rezistina u plaku. Kushiyama i suradnici (216) u
svojoj su studiji pokazali kako rezistinu sliéna molekula RELMp poti¢e pretvaranje
makrofaga u pjenaste stanice doprinose¢i time napredovanju aterosklerotske lezije i
nestabilnosti plaka. Zhang i suradnici (217) u svojoj su studiji pokazali kako je rezistinu
slicna molekula RELMa izrazena u aterosklerotskim plakovima aorte te su sugerirali kako
izrazenost RELMo ima znacajan utjecaj na razvoj ateroskleroze. Rezultati analize serumskih
vrijednosti  rezistina odredene ELISA metodom povezane su s rezultatima
imunohistokemijske analize rezistina u aterosklerotskom plaku. Nadena je statisticki znacajna
razlika u vrijednostima rezistina izmedu simptomatskih i asimptomatskih bolesnika odnosno
vrijednosti rezistina u serumu bile su znaCajno povezane s cerebrovaskularnom
simptomatologijom. ViSe je dokaza koji povezuju poviSene vrijednosti rezistina s
aterosklerotskom bolesti. U nekoliko je studija dokazana povezanost rezistina s koronarnom
arterijskom bolesti kao 1 s predvidanjem akutnih komplikacija ateroskleroze u koje je
ukljucujen i ishemijski mozdani udar i ukupna kardiovaskularna smrtnost (218, 219, 220).
Efstathiou i suradnici (221) u svojoj su studiji ukazali na povezanost visokih vrijednosti

rezistina u plazmi s loSom prognozom nakon mozdanog udara. No u toj studiji nije
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razjasnjeno je li rezistin samo ¢imbenik stupnja upalnog zbivanja te posljedi¢ne prognoze
mozdanog udara ili je rezistin uzro¢ni ¢imbenik u mozdanom udaru. Kako vrijednosti
rezistina prije mozdanog udara nisu bile dostupne, ostalo je nejasno rastu li vrijednosti
rezistina kao odgovor na ishemijsko zbivanje ili je rezistin ¢imbenik koji kod pojedinca
predvida vjerojatnost mozdanog udara. S obzirom kako je limitacija 1 ove studije
nedostupnost vrijednosti rezistina u serumu simptomatskih bolesnika prije mozdanog udara,
ne mozemo sa sigurno$éu tvrditi kako je rezistin stvaran ¢imbenik rizika za mozdani udar.
Medutim, kako vrijednosti rezistina u serumu nisu odredivane u samoj akutnoj fazi nego
unutar 2 mjeseca od akutnog ishemijskog mozdanog udara, ostaje pitanje jesu li one i ranije
bile visoke ili samo ostaju visoke kroz neko vrijeme nakon akutnog dogadaja.

U cilju dobivanja daljnjeg uvida u ulogu visoke koncentracije rezistina u serumu/plazmi koja
prethodi ili slijedi ishemijske dogadaje potrebne su kohortne studije koje bi utvrdile
vrijednosti rezistina kod bolesnika s visokim kardiovaskularnim rizikom prije i nakon akutnih
komplikacija ateroskleroze. Kako bi se utvrdilo koliko dugo vrijednosti rezistina ostaju
povisene i predvidaju li potencijalnu ponovnu pojavu akutnih komplikacija ateroskleroze
potrebno je dugogodisnje pracenje takvih bolesnika. U ovoj su studiji serumske koncentracije
rezistina bile statisticki znacajno vise kod muskaraca nego li kod Zena (8,509 [4.915 - 11,105]
ng/mL vs 4,778 [4,275 - 7,306] ng/mL, p = 0,01). He i suradnici (222) u svom su radu
istrazivali povezanost vrijednosti rezistina u serumu sa subkliniCkom aterosklerozom kod
muskaraca koji puSe. U studiju je bilo uklju¢eno 50 musSkaraca, trenutnih puSaca, te je
pokazano kako su serumske vrijednosti rezistina povezane s prisustvom znakova subklinicke
ateroskleroze kod muskaraca, a ta je povezanost bila neovisna o ostalim ¢imbenicima rizika
za kardiovaskularne bolesti.

U nasu je studiju bilo ukljuceno 43 pusaca, od cega je 76,7 % bilo muskaraca. Nije se nasla
statistiCki znacajna razlika izmedu serumskih koncentracija rezistina kod muSkaraca puSaca 1
kod muskaraca koji nisu pusili §to mozZe dijelom biti 1 zbog relativno malog broja bolesnika
koji nisu pusili. S druge strane, u studiji koju su proveli Hsu i suradnici (223) nije bilo
znacajne razlike u vrijednostima rezistina izmedu muskaraca 1 Zena, a ta je studija pokazala
kako je rezistin prognosti¢ki ¢imbenik za perifernu aterosklerotsku bolest u bolesnika s
arterijskom hipertenzijom. U nasoj su studiji muskarci takoder ¢eS¢e imali mozdani udar, ali
ta se razlika nije pokazala statisticki znacCajnom. Badoer i suradnici (224) u svom su
istrazivanju pokazali kako su vrijednosti cirkulirajueg rezistina povezane s arterijskom
hipertenzijom u ljudi. Takata i suradnici (225) u svom su istrazivanju nasli kako su serumske
vrijednosti rezistina povisene u bolesnika s arterijskom hipertenzijom i Se¢ernom bolesti tip 2

za razliku od bolesnika s arterijskom hipertenzijom koji nisu imali Secernu bolest.
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Papadopoulos i suradnici pokazali su kako su vrijednosti rezistina u plazmi povecane U
mladog zdravog potomstva pojedinaca s esencijalnom arterijskom hipertenzijom u usporedbi
s mladim zdravim potomcima bez obiteljske anamneze arterijske hipertenzije (226). Precizni
mehanizmi utjecaja rezistina na arterijski tlak nisu razjasnjeni. U nasoj je studiji 82,1 %
bolesnika imalo arterijsku hipertenziju, a primijeceno je kako su ti bolesnici imali nesto vise
vrijednosti rezistina u usporedbi s bolesnicima bez arterijske hipertenzije, no ta razlika nije
bila statistiCki znaCajna te se ista moZze objasniti malom veli¢inom uzorka. Povezanost
povisenih vrijednosti rezistina i inzulinske rezistencije u ljudi nije do kraja razjaSnjena.

Iako je u nekoliko studija objavljena pozitivha povezanost izmedu vrijednosti rezistina,
pretilosti i inzulinske rezistencije (227, 228), druge studije nisu dokazale povezanost izmedu
vrijednosti rezistina i pretilosti, inzulinske rezistencije i Secerne bolesti tip 2 (229, 230). U
nasoj su studiji prosjec¢ne vrijednosti rezistina u serumu bolesnika sa Se¢ernom bolesti bile
vise (7821,0 ng/L vs 7185,93 ng/L), no ta razlika nije bila statisticki znacajna. Velika
populacijska studija pokazala je snaznu pozitivnu povezanost izmedu vrijednosti
cirkulirajuceg rezistina i serumskih koncentracija triglicerida (231). U nasoj studiji prosje¢ne
vrijednosti triglicerida su bile 1,59 mmol/L $§to predstavlja vrijednosti koje su unutar
referentnih prema naSem laboratoriju te nije nadena znacajna povezanost izmedu vrijednosti
triglicerida i serumskih vrijednosti rezistina. Owecki i suradnici (232) u svom su istrazivanju
pokazali kako su vrijednosti rezistina u serumu povezane s vrijednostima HDL-a te obrnuto
povezane s vrijednostima LDL-a u pretilih bolesnika sa Seernom bolesti tip 2. U nasoj studiji
vrijednosti rezistina nisu bile statisti¢ki znacajno povezane s vrijednostima LDL-a, HDL-a i
kolesterola, a moguci razlog takvim rezultatima koji nisu u korealciji sa spomenutima je taj da
se radi o razli¢itim populacijama bolesnika odnosno u nase su istrazivanje bili ukljuceni
bolesnici s dokazano znacajnim suzenjem karotidne arterije, a za takvu populaciju do sada
nema objavljenih rezultata o povezanosti rezistina i lipidnog profila. Osim toga, velik dio
naSih ispitanika kod uklju¢ivanja u studiju ve¢ je koristio statine te su prosjecne vrijednosti
kolesterola bile 4,94 mmol/L $to je unutar referentnih vrijednosti naseg laboratorija. Prosje¢ne
vrijednosti LDL-a bile su 2,78 mmol/L $to je takoder unutar referentnih vrijednosti naseg
laboratorija iako viSe od preporuc¢enih 1,8 mmol/L za visokorizi¢ne bolesnike. Prosjecne
vrijednosti HDL-a bile su 1,26 mmol/L §to je takoder unutar referentnih vrijednosti naSeg
laboratorija. Zhang i suradnici (233) pokazali su kako su vrijednosti rezistina u serumu u
bolesnika s kronicnom bubreznom bolesti na hemodijalizi bile pozitivho povezane s
vrijednostima CRP-a. U nasem istrazivanju vrijednosti CRP-a nisu bile znacajno povezane sa
serumskim vrijednostima rezistina, a razlog moze biti taj S$to je isklju¢ni kriterij za nasu

studiju bila kroni¢na bubrezna bolest na hemodijalizi. Vecéina bolesnika u nasSoj studiji u
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terapiji je imala acetisalicilnu Kiselinu koja je mogla utjecati na vrijednosti CRP-a. Naime,
ucinak acetilsalicilne kiseline na vrijednosti CRP-a u studijama nije dao jednoznacne
rezultate. Neke su studije pokazale kako acetilsalicilna kiselina snizava vrijednosti CRP-a
(234 -239) dok se u drugim studijama acetilsalicilna kiselina pokazala neu¢inkovitom u
snizavanju CRP-a (240-243). De Luis i suradnici (244) u svom su istrazivanju, u koje je bilo
uklju¢eno 46 pretilih bolesnika (BMI >40 kg/m?), pokazali kako su vrijednosti serumskog
rezistina povezane s vrijednostima fibrinogena. U nasem istrazivanju vrijednosti serumskog
rezistina nisu bile statisticki znacajno povezane s vrijednostima fibrinogena. Razlog opre¢nim
rezultatima je taj kako je iskljuéni kriterij za nasu studiju bila pretilost (BMI >35 kg/m?) te
kako se radilo o razli¢itim populacijama bolesnika, prosjecni indeks tjelesne mase u nasoj je
studiji bio 28,1 kg/m?). Norata i suradnici (245) pokazali su pozitivnu povezanost izmedu
vrijednosti rezistina u serumu i opsega struka. Ti su rezultati u skladu s nasim istrazivanjem
jer su i u nasem istrazivanju, u kojem su prosjecne vrijednosti opsega struka bile 101,27 *
10,82 cm, vrijednosti rezistina bile povezane s opsegom struka. Za naglasiti je kako ovaj
podatak ukazuje da je vecina naSih bolesnika imala veée vrijednosti opsega struka od
pozeljnih (prema trenutnim smjernicama pozeljna vrijednost za muskarce je <94 cm, a za
zene <80 cm).

U na$oj su studiji vrijednosti rezistina u serumu bile pozitivno povezane s vrijednostima
leukocita $to je u skladu sa studijom koju su proveli Kunnari i suradnici (246). U toj je studiji
broj leukocita najsnaznije predvidao vrijednosti rezistina u serumu u linearnoj regresijskoj
analizi. S obzirom kako su kod ljudi glavni izvor rezistina monociti i makrofagi, ovakav

rezultat je oc¢ekivan.
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7. ZAKLJUCAK

1) Povisene vrijednosti, odnosno izraZzenost rezistina u serumu, povezane su s klinickim
simptomima ishemijskog mozdanog udara. U ovoj se studiji potvrdila statisticki znacajna

razlika vrijednosti rezistina u serumu izmedu simptomatskih i asimptomatskih bolesnika.

2) Vrijednosti rezistina u serumu bile su vece u bolesnika koji su temeljem patohistoloske
analize imali plakove klasificirane kao AHA V1.

3) Vec¢a imunohistokemijska izrazenost rezistina u aterosklerotskom plaku karotidne arterije

povezana je s povisenim vrijednostima rezistina u serumu.

4) Veca imunohistokemijska izrazenost rezistina u aterosklerotskom plaku karotidne arterije
povezana je s vefom vjerojatnoSéu za nestabilan fenotip plaka. U ovoj je studiji
imunohistokemijska izrazenost rezistina bila povezana sa stupnjem Kkrvarenja u plak, rupturom
plaka, velicinom lipidne jezgre, infiltracijom kape plaka, kolicinom pjenastih stanica te

koli¢inom upalnih stanica u plaku.
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8. KRATKI SADRZAJ NA HRVATSKOM JEZIKU

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je istraziti povezanost izrazenosti rezistina u serumu i
aterosklerotskom plaku karotidne arterije s klini¢kom slikom 1 histoloskim izgledom plaka.

U istrazivanje je ukljueno 78 bolesnika sa znaCajnim (>60 %) unilateralnim suZenjem
karotidne arterije hospitaliziranih radi karotidne endarterektomije. Bolesnici su podijeljeni na
dvije skupine: asimptomatski i simptomatski bolesnici. Na temelju histoloske analize i
karakteristika plakovi su prema svojim znacajkama podijeljeni temljem AHA klasifikacije u
skupine od I - VIII, odnosno na one s nestabilnim i stabilnim fenotipom.

Imunohistokemija je u€injena s primarnim protutijelom za ljudski rezistin (Resistin/RETN
antibody, eBioscience), a izrazenost rezistina utvrdena je semikvantitativno. Serumska
koncentracija rezistina odredena je ELISA metodom.

Potvrdena hipoteza kako je rezistin viSe izrazen u karotidnim plakovima simptomatskih
bolesnika i u histoloski nestabilnim plakovima ukazuje na njegovu povezanost s procesom
destabilizacije plaka. ZnaCajna povezanost rezistina s histoloskom slikom plaka i sa
simptomatologijom upucuje na to kako bi se rezistin potencijalno mogao koristiti kao jedan
od histoloskih markera nestabilnosti plaka. ZnaCajna povezanost rezistina sa simptomima
bolesnika takoder ukazuje na potencijalnu iskoristivost rezistina U stratificiranju
visokorizi¢nih bolesnika. S obzirom na navedeno, bit ¢e potrebna daljnja istrazivanja u svrhu
otkrivanja potencijalnih lijekova ¢ija bi svrha bila smanjivanje vrijednosti rezistina u serumu

te posljedi¢no smanjenje kardiovaskularnog rizika.
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9. KRATKI SADRZAJ I NASLOV DISERTACIJE NA ENGLESKOM JEZIKU

Ivana Jurin, MD: Expression of resistin in atherosclerotic plaque; 2019

The principal aim of this study was to investigate the correlation between serum and
atherosclerotic plaque expression of resistin and clinical symptomatology as well as
histological features of atherosclerotic plaque. The study included 78 patients with significant
(>60 %) unilateral stenosis of carotid artery hospitalized due to carotid endarterectomy.
Patients were divided into two groups based on clinical symptoms. Based on the histological
features, the plaques were divided into groups I-VI1I according AHA classification and into
groups with unstable and stable plaque phenotype.

Immunohistochemistry was performed with the primary antibody for human resistin
(Resistin/RETN antibody, eBioscience), and the resistin expression was determined semi-
quantitatively. The serum concentration of resistin was determined by the ELISA method.

A confirmed hypothesis that expression of resistin is higher in unstable plaques indicates its
association with the plaque destabilization process and suggests that resistin could potentially
be used as one of the histological markers of plaque instability. Significant correlation of
resistin with the symptoms of the patient also indicates potential utilization of resistin to
stratify high-risk patients. Further research will be required to detect potential drugs whose
purpose would be to reduce serum resistin values and consequently reduce cardiovascular

risk.
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