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1. UVOD

1.1.1. Biologija trombocita

Trombociti su mali, anuklearni fragmenti stanica diskoidnog oblika. Imaju vrlo vaznu ulogu u
hemostazi, odnosno u odgovoru organizma na ozljedu krvne Zile i krvarenje. Stvaraju se u
kostanoj srzi fragmentiranjem citoplazme zrelih megakariocita, koji nastaju iz nezrelih
hematopoeznih stanica. Proces diferencijacije u megakariocite i njihovo sazrijevanje te
stvaranje trombocita nazvan je megakariocitopoeza.

Najnezrelija  morfoloski  prepoznatljiva prethodna stanica trombocitne loze jest
megakarioblast. 1z megakarioblasta redom nastaju promegakariocit, granulirani megakariocit
te zreli megakariocit. Zreli megakariociti nemaju sposobnost diferencijacije, ali zato imaju
sposobnost povecane sinteze DNA bez diobe. Trombociti nastaju iz citoplazme zrelog
megakariocita stvaranjem izduzenih protruzija nazvanih protrombocitima, a iz jednog zrelog
megakariocita mogu nastati 2000-4000 trombocita. Glavni humoralni faktor rasta
megakariocitopoeze je trombopoetin koji je odgovoran za odrzavanje stalnog broja trombocita
u perifernoj krvi, a koji iznosi 158-424 x10%L te je odreden hematoloskim brojaéem. Duljina
zivota trombocita u perifernoj je krvi 9-10 dana (McKenzie, 2004; Labar, 2007; Stavljenic i
sur., 2007).

Struktura trombocita podijeljena je u 4 zone: periferna zona, strukturalna zona, zona organela
te membranski sustav (Slika 1). Periferna zona trombocita obavijena je glikokaliksom,
omotacem koji sadrZi plazmatske proteine 1 faktore koagulacije, fibrinolize i komplementa.
Strukturalnu zonu ¢ine filamenti i mikrotubuli koji ¢ine skelet trombocita. U unutrasnjosti
trombocita, u zoni organela nalaze se alfa-granule, guste granule, lizosomi, mitohondriji i
glikogen. Alfa-granule sadrze adhezivne proteine (fibrinogen, vWF), faktore rasta (PDGF,
TGF-beta, PF4, trombospondin) i faktore koagulacije (faktor V, HMWK, fibrinogen, faktor
XI, protein S, PAI-1). Guste granule sadrze ADP, ATP, serotonin te kalcij. Ispod glikokaliksa
nalazi se negativno nabijena membrana, sastavljena od konglomerata lipidnih i proteinskih
molekula. Glavni dijelovi membranskog sustava su otvoreni kanalikularni sustav i gusti
tubularni sustav. Invaginacijom plazmatske membrane u trombocitu stvara se otvoreni
kanalikularni sustav pri ¢emu nastaje velika povrSina preko koje se adsorbiraju specificni
faktori zgrusavanja, a sadrzaj trombocitnih granula ima bolju vezu s okolicom. Gusti tubularni
sustav trombocita, kojeg ¢ine ostatci endoplazmatskog retikula, sadrzi odredenu koli¢inu

kolagena i mjesto je sinteze prostaglandina i tromboksana A, (McKenzie, 2004).
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Slika 1. Ultrastruktura trombocita (preuzeto i prilagodeno prema McKenzie, 2004)

Temeljna funkcija trombocita je stvaranje mehani¢kog, privremenog ugruska tijekom
hemostatskog odgovora na ozljedu krvne Zile. Ova je reakcija posljedica sposobnosti
trombocita da adheriraju i ¢vrsto se medusobno povezuju te luce aktivne tvari, osobito tvari s
prokoagulatnim aktivnostima. Trombociti se odmah nakon ozljede sljepljuju (adheriraju) na
slobodno vezivno subendotelno tkivo. U procesu sljepljivanja i fuzije trombocita aktivno
sudjeluje i von Willebrandov faktor. Istodobno, u kontaktu s kolagenom trombociti
oslobadaju ili lu¢e niz aktivnih metabolita kao §to su ADP, serotonin, lizosomski enzimi,
fibrinogen, beta-tromboglobulin, PF4, trombocitni faktor Az i trombocitni fosfolipidi. S jedne
strane, navedeni metaboliti pojacavaju agregaciju trombocita, a s druge dovode do
vazokonstrikcije ozlijedene krvne Zile i sudjeluju u aktivaciji sustava zgrusavanja (Cepelak i
sur., 2004).

1.1.2. Uloga trombocita u aterogenezi

U fizioloskim uvjetima trombociti cirkuliraju vaskularnim sustavom bez znacajnih interakcija
sa stijenkom krvnih Zila. Stovise, adheziju odnosno aktivaciju trombocita sprje¢ava endotel
koji lu¢i nekoliko lokalnih antitrombotickih i vazoaktivnih tvari kao §to su prostaciklini i
dusi¢ni oksid (NO). Medutim, niz rizi¢nih ¢imbenika kao §to su puSenje, dijabetes, visok
krvni tlak, niske razine HDL-kolesterola, povisene razine modificiranog LDL-kolesterola
mogu uzrokovati endotelnu disfunkciju (Fuster i sur., 2005).

Endotelna disfunkcija jedna je od pocetnih meta i okidaca dogadaja odgovornih za formiranje
aterosklerotskih lezija 1 akutnih aterotrombotickih komplikacija. Na mjestu endotelne

disfunkcije nakupljaju se cirkuliraju¢i monociti, plazmatski lipidi te trombociti. Ostecene



endotelne stanice, monociti i1 agregirani trombociti otpuStaju razne faktore koji poticu
migraciju i proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica. Proliferacija glatkih miSi¢nih stanica,
povecana receptorima posredovana akumulacija lipida te povecana sinteza vezivnog tkiva
zajedno dovode do tvorbe tipicnog ateromatoznog plaka. Ciklicko ponavljanje ovih dogadaja
u konacnici rezultira hiperplazijom intime krvne zile i razvojem aterosklerotskog plaka.
Trombociti vrlo brzo dolaze u podrucje vaskularne ozljede gdje direktno adheriraju na
oste¢eni endotel ili izlozeni kolagen i/ili makrofage. Histoloska istrazivanja trombocita
pokazala su prisustvo trombocita i trombocitnih antigena u aterosklerotskim lezijama u skoro
svima fazama aterosklerotske bolesti (Faggiotto i sur., 1984).

Molekularni mehanizmi odgovorni za aktivaciju trombocita na pocetku aterosklerotskog
procesa jo$ uvijek nisu u potpunosti razja$njeni. Pretpostavlja se da aterosklerotskom procesu
mogu pridonijeti poremecena antitrombotiC¢ka funkcija endotela, oslobadanje reaktivnih
kisikovih spojeva te znaCajan porast protrombotickih i proupalnih medijatora u cirkulaciji ili
imobiliziranih na endotel (Huo Y i Ley KF, 2004). Adherirani trombociti zajedno s
disfunkcionalnim endotelom otpustaju u cirkulaciju kemotakticki aktivne tvari (RANTES,
PF4) i faktore rasta (PDGF, TGF-p, epidermalni faktor rasta te fibroblastni faktor rasta) koji
stimuliraju migraciju, akumulaciju i proliferaciju glatkih misiénih stanica i leukocita u intimi
arterija.

Prijasnje su studije dokazale da je "kotrljanje" trombocita po oSteCenom endotelu uglavnom
posredovano trombocitnim glikoproteinom Ibo koji veze VWF i endotelnu adhezijsku
molekulu P-selektin. P-selektin se nalazi u alfa-granulama trombocita i u Weibel-Paladeovim
tjeleScima u endotelnim stanicama, a vazan je biljeg aktivacije trombocita. Trombociti
sudjelujuci u aterosklerotskom procesu eksprimiraju vise P-selektina na svojoj povrSini. Osim
ekspresije glikoproteina Iba 1 P-selektina, disfunkcionalni endotel takoder eksprimira i druge
molekule, selektine i integrine, koji pospjesuju agregaciju trombocita (Stenberg i sur., 1985).
Cirkulirajée tvari poput adrenalina, trombina, serotonina, tromboksana A, te ADP-a (lokalno
oslobodenih iz eritrocita ili trombocitnih granula) aktiviraju trombocite putem specifi¢nih
trombocitnih receptora. Jednom aktivirani, trombociti znac¢ajno mijenjaju oblik, a citosolne
koncentracije kalcija rastu. Porast citosolnih koncentracija kalcija poti¢e degranulaciju
trombocitnih granula. Degranulacijom se optustaju razne tvari koje poticu daljnju aktivaciju
trombocita. Adhezija i daljnja aktivacija trombocita dovode do ekspresije ouibp3 receptora koji

olakSavaju interakciju izmedu cirkulirajucih 1 adheriranih trombocita.



Slika 2. Struktura trombocita u mirovanju (A) i aktivirani trombociti (B) (preuzeto i

prilagodeno prema Gresele i sur., 2008)

1.1.3. PDW i MPV- laboratorijski pokazatelji svojstva trombocita

Laboratorijski pokazatelji svojstava trombocita, odnosno konstante koje ih opisuju, jesu
trombokrit (PCT), prosje¢ni volumen trombocita (MPV), te distribucija stanica trombocita
prema volumenu (PDW). Trombocitni parametri potencijalni su rani dijagnosti¢ki biljezi
tromboembolijskih dogadaja.

MPV je najcesée koriSten parametar koji opisuje veli¢inu trombocita i potencijalni je biljeg
aktivnosti trombocita. Automatski je izraCunata veli¢ina, rutinski je dostupan te se izdaje na
nalazu krvnih pretraga kao dio kompletne krvne slike. Veci trombociti metaboli¢ki su i
enzimski aktivniji te imaju veéi protromboticki potencijal (Kamath i sur., 2001). PoviSene
vrijednosti MPV-a povezane su s drugim pokazateljima aktivnosti trombocita, ukljucujuci
poveCanu agregaciju trombocita, sintezu tromboksana, otpustanje B-trombomodulina i
ekspresiju adhezijskih molekula (Bath i Butterworth, 1996). Nadalje, poviSene vrijednosti
MPV-a opaZzene su u pacijenata s dijabetesom, hipertenzijom, hiperkolesterolemijom,
pretilo$¢u i u pacijenata koji puse (Sansanayudh i sur., 2016).

Kao i MPV, PDW je veli¢ina izraCunata pomocu automatskih hematoloskih analizatora, a
ukazuje na raznolikost trombocita u veli¢ini. Aktivirani trombociti mijenjaju oblik u sferi¢an
te formiraju karakteristi¢éne pseudopodije (Slika 2). Tako formirani trombociti, razlikuju se u

veli¢ini, utjecuci na promjenu odnosno povecanje PDW-a (Vagdatli i sur., 2010).



1.1.4. Biologija eritrocita

Eritrociti su najbrojnije krvne stanice, bikonveksnog oblika i bez jezgre. Svaki se dan u
odrasla &ovjeka stvara oko 10 novih eritrocita unutar dobro kontroliranog procesa
eritrocitopoeze u kosStanoj srzi. Morfoloski najnezrelija stanica eritrocitne loze koja se moze
prepoznati jest proeritroblast, a nastaje diferencijacijom iz pluripotentne mati¢ne stanice.
Sljedec¢a razvojna stanica je bazofilni eritroblast 1 u tom se stadiju u citoplazmi pocinje
stvarati hemoglobin. Iz bazofilnog eritroblasta nastaje polikromatofilni eritroblast, a nakon
toga ortokromni te acidofilni eritroblast. U stadiju acidofilnog eritroblasta stanica gubi jezgru
te nastaje stanica bez jezgre, retikulocit ili mladi eritrocit (McKenzie, 2004; Labar, 2007).
Proeritroblasti sazrijevaju i proliferiraju unutar kostane srzi 5-7 dana do stadija retikulocita,
kada pocinje njihovo otpustanje u perifernu krv. Zivotni vijek eritrocita je 100-120 dana.
Osnovni regulator eritrocitopoeze je glikozilirani polipeptidni hormon, eritropoetin. Oko 90%
hormona nastaje u bubregu, a 10% u jetri. Najjaci poticaj za stvaranje eritropoetina je pad
parcijalnog tlaka kiska u bubreznom tkivu, tj. hipoksija. Eritropoetin potice eritrocitopoezu i
tako povecava opskrbu tkiva kisikom (Labar, 2007; Cepelak i sur., 2004).

Eritrociti su, kako je navedeno, bikonkavne stanice promjera 7-8 um te veli¢ine 80-100 fL.
Bikonkavni oblik znatno povecava njihovu povrSinu, a time poboljSava izmjenu kisika s
tkivima. Membrana eritrocita sastoji se od bipolarnog lipidnog dvosloja koji sadrzi strukturne
1 kontraktilne proteine, te brojne enzime i povrSinske antigene. Proteini ¢ine 52%, lipidi 40%,
a ugljikohidrati 8% eritrocitne membrane. Normalna i intaktna membrana eritrocita
neophodna je za njihovu funkciju i prezivljavanje. Kemijska struktura i komponente
membrane reguliraju funkcije transporta i1 fleksibilnosti te odreduju antigenski sastav
eritrocita (Slika 3). Zreli eritrociti nemaju jezgru, mitohondrije i enzime nuZne za sintezu
novih proteina 1 lipida, stoga vece oStecenje eritrocita rezultira staniénom smrcu.
Neesterificirani kolesterol i fosfolipidi u podjednakim koli¢inama ¢ine 95% lipidnog sastava
membrane, a ostatak ¢ine slobodne masne kiseline i glikolipidi. Membranski proteini dijele se
na integralne i periferne, a sintetiziraju se za vrijeme sazrijevanja eritrocita. Ugljikohidrati se
nalaze isklju¢ivo na vanjskom dijelu membrane 1 odreduju antigensku strukturu eritrocita.
Jedan se dio ugljikohidrata nalazi na membranskim proteinima (glikoforini), a drugi su vezani
na membranu preko njezina lipidnog dijela. S unutarnje strane membrane Cetiri proteina
(spektrin, aktin, protein 4.1 i ankirin) tvore proteinsku resetku i time odreduju bikonkavan

oblik eritrocita.
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Slika 3. Organizacija eritrocitne membrane (preuzeto i prilagodeno prema McKenzie, 2004)

Metabolizam eritrocita je oskudan buduéi da nemaju jezgru, mitohondrije niti druge organele.
Iako su vezanje, transport i otpustanje kisika i1 ugljikovog dioksida pasivni procesi, koji ne
zahtijevaju energiju, eritrociti su razvili nekoliko nacina stvaranje energije: (1) Embden-
Meyerhofov put, (2) heksoza monofosfat $ant, (3) put methemoglobin reduktaze, (4)
Rapoport-Luebering $ant. Navedeni putevi doprinose stvaranju energije potrebne za
odrzavanje volumena, oblika i fleksibilnosti eritrocita te za odrzavanje hemoglobina i
glutationa u reduciranom obliku.

Temeljna funkcija eritrocita je prijenos kisika iz plu¢a u tkiva i ugljikova dioksida iz tkiva
natrag u pluca. Za prijenos kisika odgovoran je hemoglobin. Svaki eritrocit sadrzava oko 640
milijuna molekula hemoglobina. Svaka se molekula adultnog (odraslog, zrelog) hemoglobina
sastoji od 4 polipeptidna lanca. Svaki od tih lanaca sadrzava po jednu hem skupinu, a na

svaku hem skupinu veze se po jedna molekula kisika (McKenzie, 2004; Labar, 2007).

1.1.5. Uloga eritrocita u aterogenezi

Ateroskleroza je kroni¢na, upalna bolest. Brojna su istrazivanja provedena u svrhu objaSnjenja
biokemijskih puteva nastanka i razvoja aterosklerotskog plaka. Takoder, dokazano je da su
komponente periferne krvi vazni medijatori formiranja 1 progresije aterosklerotskih lezija.
Medutim, dosadasnja istrazivanja fokusirala su se uglavhom na doprinos leukocita i

trombocita aterosklerotskom procesu. Eritrociti su donedavno smatrani pasivnim



"promatrac¢ima” i samo su se poneka istrazivanja bavila njihovom ulogom i vazno$¢u u
progresiji i destabilizaciji aterosklerotskog plaka.

Roberts 1 Virmani prvi su 1983. godine ukazali na prisutnost hemoliziranih eritrocita i Zeljeza
u koronarnom aterosklerotskom plaku, a kasnije su pokazali da je koli¢ina hemoliziranih
eritrocita i zeljeza unutar plaka proporcionalna veli¢ini koronarnog aterosklerotskog plaka.
Istrazivanja koja su usljedila dokazala su eritroctine membrane u aterosklerotskim plakovima
izvan koronarne cirkulacije te u nekrotizirajucoj jezgri uznapredovalog koronarnog ateroma, a
Cija je koli¢ina korelirala s veli¢inom nekrotizirajuce jezgre (Kolodgie i sur., 2003; Arbustini i
sur., 2002). Navedena su istrazivanja dala naslutiti da kolesterol pohranjen u membranama
eritrocita, zarobljen unutar aterosklerotskog plaka, pridonosi rastu nekrotizirajuce jezgre.
Medutim, mehanizmi kojim eritrociti sudjeluju u stvaranju i napredovanju aterosklerotskog
plaka jo$ uvijek nisu potpuno jasni. Apostolakis i suradnici su 2011. godine na eritrocitima
otkrili receptore za kemokine koji posjeduju visok afinitet za odredene kemokine, a poznato je
da su kemokini jedni od najvaznijih medijatora u nastanku i progresiji aterosklerotske bolesti.
Otrkili su moguéu povezanost upalne kaskade regulirane kemokinima unutar aterosklerotskog
plaka s progresijom bolesti.

Najnovija istrazivanja upucuju na snazan doprinos kolesterola iz membrana eritrocita
"zaglavljenih" u aterosklerotskom plaku, a to potvrduje i nalaz prethodnih istrazivanja koja
upucuju da koli¢ina kolesterola iz membrana eritrocita u aterosklerotskoj leziji pozitivno
korelira s tezinom ateroskleroze. Eritrociti bogatiji kolesterolom, rigidniji su i skloniji lizi.
Nakon njihova prsnuc¢a dolazi do oslobadanja hemoglobina te posljedi¢nog stvaranja i
nakupljanja reaktivnih kisikovih spojeva na mjestu atersklerotske lezije (da Silva Garrote-
Filho i sur., 2017).

1.1.6. RDW i MCV- laboratorijski pokazatelji svojstava eritrocita

Laboratorijski pokazatelji svojstava eritrocita, tj. konstante koje ih opisuju jesu prosjecni
volumen eritrocita (MCV), prosjecni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu (MCH), prosjecna
koncentracija hemoglobina u eritrocitu (MCHC) te distribucija stanica eritrocita prema
volumenu (RDW).

MCYV je prosjecni volumen jednog eritrocita izrazen u femtolitrima (fL), a izdaje se na nalazu
kao dio kompletne krvne slike. Obi¢no se koristi za razvrstavanje eritrocita na normocite (80-
100 fL), mikrocite (<80 fL) ili makrocite (>100 fL), odosno u klasifikaciji anemija. Postoje
istrazivanja koja upucuju da bi MCV mogao imati prognosticku ulogu u komplikaciji

ateroskleroze jer je dokazano da bolesnici s makrocitima, nakon perkutane koronarne



intervencije (koronarne angioplastike) imaju veéi rizik od komplikacije bolesti (Myoyo i sur.,
2012).

RDW je mjera varijabilnosti u veli¢ini cirkulirajucih eritrocita, te je kao i MCV, parametar
koji je rutinski dosputan kao dio kompletne krvne slike. Baziran je na krivulji raspodjele
eritrocita po veli¢ini, a viSe vrijednosti znace i vecu varijabilnost te je ekvivalent anizocitoze
promatrane u razmazu periferne krvi. RDW je tipi¢no poviSen u pacijenata s deficijentnom
proizvodnjom eritrocita (nedostatak zeljeza, B12 vitamina, folata, hemoglobinopatije), s
hemolizama (povecano uniStavanje eritrocita) i u pacijenata koji su primili transfuzije krvi.
Proteklih godina pojavio se povecan broj radova u kojima se istrazivala povezanost RDW-a s
kardiovaskularnim bolestima. Veéina njih predlaze povezanost izmedu povisenog RDW-a i
nezeljenih kardiovaskularnih dogadaja medu nizom patologija kao $to su srcano zatajenje,
metabolicki sindrom, stabilna koronarna arterijska bolest bez disfunkcije lijevog ventrikula,
mozdani udar, infarkt miokarda, periferna arterijska bolest i plu¢na hipertenzija (Tziakas,
2012). Nadena je i povezanost RDW-a sa zadebljanjem intime krvnih Zila u pacijenata s
aterosklerozom Kkarotidne arterije (Soderholm i sur., 2015; Wen, 2010) te povecanom
incidencijom sr¢anog i mozdanog udara (Wonnerth i sur., 2016).

Lippi i suradnici su 2009. predlozili inhibiciju eritrocitopoeze kao jedan od mehanizama
kojim eritrociti u aterosklerotskom plaku utjeu na poviSene vrijednosti RDW-a.
Eritrocitopoeza u upalnom procesu, kao §to je ateroskleroza, moze biti inhibirana direktno
putem citokina koji pojacavaju rezistenciju eritropoetina te indirektno, smanjenim razinama
zeljeza u krvi §to znaci da je manje Zeljeza raspolozivo za proizvodnju novih eritrocita u

kosStanoj srzi.



1.2. KARDIOVASKULARNE BOLESTI

Bolesti srca 1 krvnih Zila naj¢es¢e su uzrokovane aterosklerozom, a vodeci su uzrok smrtnosti
i velik javnozdravstveni problem u brojnim zemljama zapadne civilizacije. Stoga, mnoge
zemlje uspostavljaju nacionalne programe prevencije kardiovaskularnih bolesti. U Hrvatskoj
je prema statistickim podacima iz 2010. godine od kardiovaskularnih bolesti ukupno umrla
25 631 osoba, a opca stopa smrtnosti od ovih bolesti je iznosila 580,2/100.000 sto znaci da od
ovih bolesti umire svaki drugi stanovnik Hrvatske. Vodece dijagnosticke podskupine S
najve¢im mortalitetom u skupini kardiovaskularnih bolesti (KVB) ishemijske (koronarne) su
bolesti srca i cerebrovaskularne bolesti, zatim srcana insuficijencija te hipertenzija. Dobno-
specificne stope smrtnosti za KVB povecavaju se s dobi i viSe su u muskaraca nego u Zena u
svim dobnim skupinama. Intenzivnije povecanje smrtnosti poc¢inje u dobi od iznad 50 godina

(Straus, 2009).

1.2.1. Uloga lipida u aterogenzi

Veliko znacenje i primjenu u klinickoj praksi imaju lipoproteini zbog uloge u nastanku
koronarne sr¢ane bolesti. Promjene metabolizma lipoproteina i lipida (sinteza, transport,
katabolizam) rezultiraju bolestima koje se nazivaju dislipidemije ili dislipoproteinemije.
Lipoproteini su kompleksne biomolekule odgovorne za transport kolesterola, kolesterol
estera, triglicerida i1 fosfolipida u krvi. Dijele se na hilomikrone, lipoproteine vrlo niske
gusto¢e (VLDL), lipoproteine niske gustoce (LDL), lipoproteine visoke gustoce (HDL) te
lipoproteine srednje gustoce (IDL).

Kardiovaskularni bolesnci zahtijevaju pracenje lipidnog profila s obzirom na njihovu poznatu
ulogu u nastanku i progresiji aterosklerotske bolesti. Lipidni profil obuhvaca sljedece
pretrage: ukupni kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol te trigliceride. HDL-kolesterol i
LDL-kolesterol najvazniji su laboratorijski pokazatelji rizika KVB-a.

Povecane koncentracije triglicerida djeluju kao akcelerator aterogenze, mijenjajuci fizikalne
karakteristike lipoproteinskih ¢estica putem CETP-a (engl. cholesterol ester transfer protein),
koji omogucuje brz prijenos triglicerida i kolesterol estera izmedu subklasa lipoproteina.
Koncentracije HDL-kolesterola u krvi obrnuto su proporcionalne riziku od kardiovaskularnih
bolesti, a snizene vrijednosti HDL-kolesterola neovisan su ¢imbenik rizika KVB-a. HDL-
kolesterol djeluje pozitivno na metabolizam lipida te funkciju endotela zbog toga Sto prenosi
kolesterol iz tkiva u jetru, posjeduje protuupalna i protuoksidacijska svojstva te

protutrombotska 1 protuapoptotska svojstva. Medutim, u odredenim stanjima i pod odredenim



uvjetima dolazi do promjene HDL-Cestica koje gube svoju primarnu funkciju, Stovise
modificirane HDL-Cestice postanu aterogene.

LDL—kolesterol jedan je od uzro¢nika koronarne sréane bolesti, a brojna klinicka i
epidemioloSka ispitivanja potvrduju njegova aterogena svojstva. Od svih lipoproteina
pokazuje najsnazniju povezanost s kardiovaskularnim bolestima, a istovremeno povisene
koncentracije LDL-kolesterola i triglicerida ukazuju na posebno velik rizik. Promijenjene,
oksidirane LDL-Cestice teze prepoznaju LDL-receptori pa dulje ostaju u cirkulaciji, a buduci
da su manje brze penetriraju u intimu arterija. Makrofagi fagocitiraju velike koli¢ine
oksidiranog kolesterola. Takvi se makrofagi nazivaju pjenastim stanicama (engl. foam cells)

koje se smatraju najranijom komponentom atersklerotske lezije (Tietz, 2012).

1.2.2. Smjernice NCEP: Adult Treatment Panel (ATP) 111 Recommends

U Sjedinjenim Americkim Drzavama je 1985. godine osnovan Nacionalni program za
edukaciju o kolesterolu (engl. National Cholesterol Education Program, NCEP), koji je 1988.
godine donio prve preporuke o detekciji, evaluaciji i tretmanu visokih vrijednosti kolesterola
u krvi odraslih osoba (engl. Adult Treatement Panel I, ATP I) (Cepelak i sur., 2004). S nekim
izmjenama, 1993. godine donesen je novi ATP (ATP II), a 2002. godine NCEP je izdao trece
izvjesc¢e s novim preporukama koje vrijede i danas. Prema ovim preporukama, u tablici ispod
prikazane su vrijednosti lipida za procjenu kardiovaskularnih bolesti.

Tablica 1. Klasifikacija vrijednosti lipida u serumu odraslih osoba prema ATP preporukama

Gotovo Jako
PoZeljno/optimalno ) Grani¢no PoviSeno
optimalno poviseno
Ukupni
kolesterol <57 - 5,7-6,18 >6,2
(mmol/L)
LDL-
kolesterol <2,58 2,58-3,33 3,36-4,11 4,13-4,88 >4,91
(mmol/L)
Trigliceridi
<1,69 - 1,70-2,25 2,26-5,64 >5,65
(mmol/L)

Pozeljne vrijednosti HDL-kolesterola su one veée od 1,5 mmol/L, a vrijednosti manje od 1,03

mmol/L ukazuju na visok rizik za kardiovaskularne bolesti.
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Najnovije su preporuke uzele u obzir nova znanja o aterogenom riziku pojedinih vrsta lipida.
Uvodenjem novih preporuka odijelio se puno veéi broj bolesnika kojima je potreban terapijski
tretman. Promjene su ukazale i na potrebu toc¢nijeg, direktnog i standardiziranog odredivanja
koncentracija lipoproteina. Preporuke su u prvom redu usmjerene na obaranje poviSenih
koncentracija LDL-kolesterola, potom na suzbijanje visokih koncentracija triglicerida te
niskih koncentracija HDL-kolesterola i metabolickog sindroma. Potrebno je takoder utvrditi
glavne rizi¢ne ¢imbenike kardiovaskularnih bolesti. U tablici ispod navedeni su glavni rizi¢ni
¢imbenici za KVB, izuzev LDL-kolesterola.
Tablica 2. Glavni rizicni ¢cimbenici kardiovaskularnih bolesti (KVB), izuzev LDL-K

Pusenje cigareta

Arterijska hipertenzija (RR >140/90 mmHg ili na antihipertenzivnoj terapiji)

Nizak HDL-kolesterol (<1,03 mmol/L)

Obiteljska anamneza rane kardiovaskularne bolesti (u prvih rodaka: <S55 godina za
muskarce, <65 godina za Zene)

Dob (muskarci >45, Zene >55 god.)

*  Koncentracije HDL-kolesterola ve¢e od 1,5 mmol/L smatraju se "negativnim" rizi¢nim

¢imbenikom, te se od ukupnog zbroja rizi¢nih ¢cimbenika oduzima jedan

1.2.3. Esencijalna hipertenzija

Ucestalost hipertenzije te uska povezanost razine arterijskog tlaka s kardiovaskularnim
bolestima, odreduje hipertenziju kao jedan od najrelevantnijih rizicnih ¢imbenika u nastanku
kardiovaskularnih bolesti (Tietz, 2012).

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije, arterijska hipertenzija je definirana kao
trajno poviseni sistoli¢ki tlak ve¢i od 140 mmHg (18,6 kPa) i dijastolic¢ki tlak vec¢i od 90
mmHg (12 kPa). Vrijednosti sistolickog tlaka izmedu 140 1 160 mmHg te dijastolickog
izmedu 90 1 95 mmHg smatraju se granicnom hipertenzijom, koja uglavnom ne zahtijeva
terapiju ve¢ pojacan lije¢nicki nadzor. Prema smjernicama Europskog drustva za hipertenziju
i Europskog kardioloskog drusva iz 2007. godine (Mancia i sur., 2007) u tablici ispod
prikazana je definicija i klasifikacija arterijskog tlaka.
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Tablica 3. Definicija i klasifikacija arterijskog tlaka

Kategorija Sistoli¢ki tlak Dijastoli¢ki tlak
arterijskog tlaka (mmHg) (mmHg)
Optimalan <120 <80
Normalan 120-129 60-80
Visoko normalan 130-139 85-89
Hipertenzija
Stupanj 1 140-159 90-99
Stupanj 2 160-179 100-109
Stupanj 3 >180 >110

Izolirana sistolicka
) N >140 <90
hipertenzija

Procjenjuje se da 15-20 % odraslih boluje od nekog oblika arterijske hipertenzije. U veéini
razvijenih zemalja arterijski se tlak u populaciji povisuje s dobi. Sistolicki tlak povisuje se za
oko 2 mmHg sa svakom godinom zivota, dok dijastolicki ima sporiju tendenciju i povisuje se
za oko 0,5-1 mmHg. Muskarci imaju vise vrijednosti arterijskog tlaka od Zena do dobi od oko
60 godina, kada se ta razlika gubi. Arterijska se hipertenzija prema etiologiji dijeli na
primarnu ili esencijalnu hipertenziju te na simptomatsku ili sekundarnu hipertenziju.

Primarna, esencijalna ili idiopatska hipertenzija prisutna je u viSe od 90% bolesnika, a
mehanizam nastajanja nije jo§ potpuno jasan. Esencijalna hipertenzija je izrazito heterogeni
poremecaj §to ukazuje na multifaktorijalnu etiologiju i poligenske varijabilnosti. Genske
varijacije mogu uciniti osobu osjetljivom na odredene faktore iz okoliSa. Utvrden je velik broj
mutacija gena odgovornih za glavne mehanizme regulacije arterijskog tlaka, ali njihova uloga
U patogenezi esencijalne hipertenzije jo§ uvijek nije razjaSnjena. Moze se re¢i da je u
bolesnika s esencijalnom hipertenzijom istodobno prisutno viSe mutacija, a iste kombinacije
mutacija ne moraju nuzno biti prisutne u svih osoba, $to pridonosi raznolikosti klinicke slike i
tijeka bolesti. Genski poremecaj, nesumljivo, neke osobe snazo predodreduje za hipertonicare,
no fenotipska slika uvelike ovisi o brojnim vanjskim ¢imbenicima, od kojih je najveca
pozornost usmjerena na unos kuhinjske soli. Sekundarna hipertenzija moze nastati zbog
bolesti bubrega, endokrinoloskih poremecaja, u trudno¢i, akutnom stresu ili zbog povecanog

intravaskularnog volumena.
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Tezina arterijske hipertenzije procjenjuje se prema vrijednostima krvnog tlaka 1 prisutnosti
promjena na ciljnim organima. Rano otkrivanje i lije¢enje hipertenzije vrlo je vazno buduci da
se lijeCenjem hipertenzije uvelike smanjuje mortalitet od koronarne bolesti i mozdanog udara

(Vrhovac i sur., 2008).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Bolesti srca i krvnih zila glavni su uzrok smrti i razlog bolnickog lije¢enja u Hrvatskoj. Od
njih umire skoro svaki drugi stanovnik zemlje. Nebrojene studije pokazale su povezanost
trombocita 1 hiperlipidemije s inicijacijom i1 komplikacijom ateroskleroti¢nih lezija. Prve
studije koje su se pojavile prije desetak godina povezuju i svojstva eritrocita S
kardiovaskularnim rizikom. Istrazivanja koja su usljedila istaknula su RDW kao rizi¢ni
¢imbenik za kardiovaskularne bolesti 1 snazan prognosticki pokazatelj nepovoljnog ishoda u
bolesnika s razli¢itim spektrom bolesti, a osobito u bolesnika s bolestima koronarnih arterija i

akutnim koronarnim sindromom,

Cilj diplomskog rada:

Ispitati povezanost koncentracije lipida u krvi sa svojstvima trombocita i eritrocita te
procijeniti jesu li njihove uloge rizi¢nih ¢imbenika neovisne. Odabrana je skupina ispitanika s
esencijalnom hipertenzijom i heterogena skupina sluc¢ajno odabranih ispitanika s razli¢itim

dijagnozama.

Specicifi¢ni ciljevi:

1. lIzmjeriti u krvi svih ispitanika koncentracije triglicerida, ukupnog kolesterola, LDL-
kolesterola i HDL-Kkolesterola

Izmjeriti u krvi svih ispitanika hematoloske parametre za eritrocite i trombocite

Povezati hematoloske s lipidnim parametrima

Usporediti nalaze izmedu dviju skupina ispitanika

o & N

Procijeniti hematoloske i lipidne parametre kao moguce ovisne ili neovisne ¢imbenike

rizika za progresiju ateroskleroze i pojavu kardiovaskularnih bolesti
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3.2.  Priprema ispitanika za uzorkovanje i uzorkovanje

Za pretrage kompletne krvne slike (KKS) i lipidnog statusa, ispitanici su se morali pridrzavati
pravila opée pripreme pacijenata za uzorkovanje krvi te pravila pripreme pacijenata za
odredivanje lipidnog statusa. Ispitanici su se radi pretraga lipidnog statusa dva tjedna prije
uzimanja krvi morali hraniti uobicajno, izbjegavajuci znacajne fluktuacije tjelesne tezine. Dva
dana (48 sati) prije uzimanja krvi zabranjena im je naporna fizicka aktivnost, uzimanje
alkohola te interferirajucih lijekova. Dan (24 sata) prije uzimanja krvi morali su izbjegavati
pretjeran unos kalorija, a 12 sati prije uzimanje krvi zapoceti post preko noci. Neposredno
prije uzimanje krvi, sjedili su 15 minuta, a krv je oduzimana uz kratku vensku stazu u trajanju
manjem od 1 minute (staza od 1 minute moze povecati koncentraciju ukupnog kolesterola ¢ak
za 5 do 10%) te je odmah dostavljena u laboratorij.

Uzorci venske krvi za pretrage KKS-a uzeti su u epruvete s ljubicastom bojom ¢epa koje
sadrze K3EDTA-a kao antikoagulans, a u epruvete s crvenom bojom ¢epa koje ne sadrze
antikoagulans, a sadrZe aktivator zgruSavanja uzeta je krv za pretrage lipidnog profila.

Odmah nakon venepunkcije epruvete bez antikoagulansa bilo je potrebno inverzno promjesati

5-6 puta, a epruvete s antikoagulansom 8-10 puta.

3.3.  Priprema uzorka

Nakon uzorkovanja uzorci su upisani u laboratorijski informacijski sustav (LIS) kako bi im se
dodijelio jedinstveni barkod kojim se oznacava epruveta. Na taj se nacin smanjuje moguénost
zamjene uzorka te omogucava sigurna identifikacija uzorka tijekom analize.

Analiti¢ki uzorak za kompletnu krvnu sliku je puna krv. Uzorci su dostavljeni u Odjel za
laboratorijsku hematologiju i koagulaciju gdje je analiza u¢injena unutar zadanog vremena
koje za kompletnu krvnu sliku iznosi do 6 sati.

Analiticki uzorak za pretrage lipidnog statusa je serum. Nakon uzorkovanja, uzorci su
dostavljeni u Odjel za medicinsku biokemiju i analitiCku toksikologiju. Uzorci su
centrifugirani, a analiza je uc¢injena unutar zadanog vremena koje za pretrage lipidnog statusa

iznosi do 6 sati.

3.4. Automatizirane metode

Pretrage kompletne krvne slike izvedene su na hematoloskom analizatoru Beckman—Coulter,

sustav DxH. Beckman-Coulter DxH je hematoloski sustav za in vitro dijagnostiku u klinickim
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hematoloSkim laboratorijima. Analiticki sustav odreduje 26 hematoloskih parametra pri cemu
se broj leukocita (WBC), broj eritrocita (RBC), koncentracija hemoglobina (HGB), broj
trombocita (PLT), srednji volumen eritrocita (MCV), srednji volumen trombocita (MPV),
postotak retikulocita (Rtc), postotak eritroblasta (NRBC) direktno mjere. Ostali parametri:
HCT, MCH, MCHC, RDW, PCT, PDW, IRF (udjel nezrelih retikulocita) kao i apsolutni broj
leukocitnih populacija izracunavaju se iz podataka o izmjerenim veli¢inama. Analiticka
jedinica koristi Coulterovu metodu po nacelu impedancije i volumetrijskog brojenja krvnih
stanica. Razrijedena suspenzija stanica prolaskom kroz strujni krug izaziva promjene otpora
koji izazivaju promjene napona $to se biljezi detektorima, a nastali signali se prevode u
elektri¢ne impulse koji se broje. Koli¢ina volumena izotoni¢ne elektrolitne otopine (diluenta)
koju stanice istisnu svojim prolaskom, analogna je wveliini elektricnog impulsa
proporcionalnog stani¢cnom volumenu.

Ukupni  kolesterol, HDL-kolesterol te trigliceridi odredeni su direktnim metodama na
biokemijskom analizatoru Abbott Architect c8000.

Ukupni kolesterol odreden je enzimskom metodom s kolesterol esterazom. Kolesterol esteraza
enzimski hidrolizira kolesterol estere do kolesterola i slobodnih masnih kiselina. Slobodni je
kolesterol potom oksidiran kolestrol oksidazom do kolest-4-en-3-ona i vodikovog peroksida.
Vodikov peroksid potom u reakciji s hidroksibenzojevom kiselinom i 4-aminoantipirinom
formira kinoniminsku boju (kromofor) koja se kvantificira fotometrijski na valnoj duljini 500
nm. Intenzitet svjetlost razmjeran je koli€ini kolesterola.

HDL-kolesterol odreden je homogenom enzimskom metodom u dva koraka. U prvom koraku
sav neesterificirani Kkolesterol, izuzev HDL-kolesterola, podlijeze enzimskoj reakciji te je
naposljetku preveden u bezbojan produkt. U drugom koraku solibiliziraju¢i detergent,
kolesterol esteraza i kromogeni supstrat reagiraju s HDL-kolesterolom dajuci obojeni spoj
koji se fotometrijski kvantificira kao i ukupni kolestrol.

Trigliceridi se odreduju enzimskom metodom s glicerol-fosfat oksidazom. Najprije lipaza
hidrolizira trigliceride na slobodne masne kiseline i glicerol. Glicerol je fosforiliran u reakciji
s ATP-om i glicerol-kinazom. Glicerol-3-fosfat je potom oksidiran do dihidroksiaceton-
fosfata u reakciji koju katalizira glicerol-fosfat oksidaza, a kao produkt nastaje i vodikov
peroksid. Vodikov peroksid potom reagira s 4-aminoantipirinom i 4-klorfenolom u reakciji
koju katalizira peroksidaza dajuéi obojeni spoj. Apsorbancija nastalog spoja proporcionalna je
koncentraciji triglicerida u uzorku.

Koncentracija LDL-kolesterola dobivena je ra¢unski pomoc¢u Friedwaldove jednadzbe:
LDL-kolesterol= kolesterol — trigliceridi/2,2 — HDL-kolesterol.
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3.5.  Statisticke metode

Za statisticku obradu podataka koriSteni su racunalni programi Microsoft Excel 2013 (©
Microsoft Corporation) i MedCalc v.17.4 (© 1993-2017 MedCalc Software). KoriStenjem
deskriptivne statistike dobiveni su podaci o aritmetickoj sredini, njezinom 95%-tnom
intervalu pouzdanosti, standardnoj devijaciji, medijanu i njegovom 95%-tnom intervalu
pouzdanosti, minimumu i maksimumu te interkvartilnom rasponu (25-75 P). Normalna
distribucija podataka ispitivana je D'Agostino-Pearsonovim testom, na temelju kojeg se
opredjeljujemo za parametrijske ili neparametrijske testove za usporedivanje skupova
podataka. Svi su rezultati interpretirani s razinom znacajnosti P< 0,05.

Za grafic¢ki prikaz rezultata koristili su se dijagrami rasprostiranja (Slike 5-13) te box and
whisker dijagrami (Slike 14-20). U box and whisker dijagramu centralni zeleni kvadrat
predstavlja vrijednosti izmedu 1. 1 3. kvartila, a sredi$nja zelena linija u kvadratu predstavlja
medijan. Vertikalna zelena linija proteze se od minimlne do maksimalne vrijednosti s time da
su iskljucene ,,outside* vrijednosti, koje su 1,5 puta vece od interkvartilnog raspona, te far out
vrijednosti koje su 3 puta vece od interkvartilnog raspona. Narancasti kruzi¢ oznacava
medijan, a plava linija predstavlja 95%-tni interval pouzdanosti za medijan.

Za usporedbu varijabli izmedu A i B skupine ispitanika koriSten je neparametrijski Mann-
Whitneyjev test. Ovim testom ispitujemo postoji li statisti€¢ki znafajna razlika izmedu
medijana dviju ispitivanih skupina, a koristimo ga kada imamo podatke koji nemaju normalnu
distribuciju (raspodjelu).

Za ispitivanje korelacije izmedu varijabli koje su normalno distribuirane racunao se
Pearsonov koeficijent korelacije i njegova neparametrijska verzija, Spearmanov koeficijent
korealcije ranga s pridruZzenom statistickom znacajnosti P. Koeficijent korelacije moze
poprimiti vrijednost izmedu -1 1 1, a $to je ona bliza nuli, to je korelacija slabija. Ako se jedna
varijabla povecava povecavanjem druge, korelacija ¢e biti pozitivna, a ako se jedna varijabla
smanjuje dok se druga povecava, korelacija ¢e biti negativna. Koeficijent korelacije tumacen
je prema Coltonu (Tablica 4).

Tablica 4. Tumacenje koeficijenta korelacije prema Coltonu

Koeficijent korelacije Povezanost
0 do £ 0,25 Nema povezanosti
+0,26 do £ 0,50 Slaba povezanost
0,51 do £+ 0,75 Umjerena do dobra povezanost
+0,76 do £ 1 Dobra do izvrsna povezanost
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Deskriptivna statistika rezultata mjerenja

Statisticki obradeni rezultati mjeranja za prvu, heterogenu skupinu ispitanika (A) 1 drugu
skupinu ispitanika (B) s esencijalnom hipertenzijom, prikazani su u tablicama 5 i 6. Opisani
su parametri statistickog skupa koji obuhvaéaju mjere centralne tendencije (aritmeticka
sredina, medijan, raspon izmedu 25. 1 75. percentila) te mjere rasipanja (varijanca, standardna
devijacija). Nadalje, opisan je 95-%-tni interval pouzdanosti za aritmeticku sredinu, odnosno
medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti varijabli te P- vrijednosti dobivene D'Agostino-
Pearsonovim testom. Ispitana je normalnost raspodjele za sve varijable na temelju ¢ega se
opredjeljujemo za parametrijsku ili neparametrijsku statistiku. D’Agostino-Pearsonov test
normalnosti raspodjele izracunava iskosSenost (engl. skewness) i spljostenost (engl. kurtosis),
kako bi izrazio koliko su podaci udaljeni od normalne raspodjele po pitanju asimetrije i
oblika. Nadalje, on izra¢unava koliko se svaka od tih vrijednosti razlikuje od vrijednosti koja
je ocekivana u slucaju normalne raspodjele, te racuna P vrijednost iz zbroja tih odstupanja.
Kod rezultata P—vrijednosti ve¢ih od 0,05, odnosno veéih od zadane razine znacajnosti,
pretpostavljamo da varijable slijede Gaussovu normalnu razdiobu. Varijable za koje P-
vrijednost iznosi manje od razine znacajnosti (0,05) nisu normalno distribuirane.

Dob ispitanika skupine A ne slijedi normalnu raspodjelu jer je D'Agostino-Pearsonovim
testom dobivena P-vrijednost od 0,0001. Raspon godina je od 14 do 96, a medijan iznosi 65.
Dob ispitanika skupine B slijedi normalnu raspodjelu jer je D'Agostino-Pearsonovim testom
dobivena P-vrijednost od 0,2706. Raspon godina je od 21 do 57, a aritmeticka sredina iznosi
39.
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Tablica 5.

Deskriptivna statistika za A skupinu ispitanika

N x 95% CI o? SD M 95% ClI Min Max 25-75P P
Dob 122 62,0 59,0 - 65,1 29368 | 17,14 65,5 62,0 - 69,0 14,0 96,0 54,0 - 74,0 0,0001
Kolesterol 122 5,2 5,0-55 1,57 1,25 5,4 50-56 2,1 7,8 43-6,1 0,3692
(mmol/L)
HDL-K 122 1,3 12-14 0,17 0,41 1,2 11-13 0,1 2,5 1,0-15 0,2005
(mmol/L)
LDL-K 122 33 3,1-35 1,06 1,03 34 32-36 1,2 5,6 2,6-4,0 0,1261
(mmol/L)
TG 122 1,4 1,3-1,6 0,76 0,87 1,3 12-14 0,4 7,0 1,0-16 <0,0001
(mmol/L)
MCHC 122 | 328,6 327,1-330,3 81,23 9,01 329,0 327,0 - 331,0 297,0 | 363,0 323,0-334,0 0,0067
(/L)
MCV (fL) 122 89,4 88,4 - 90,5 36,49 6,04 89,9 89,0 - 90,8 65,9 106,0 86,50 - 92,7 <0,0001
RDW (%) 122 14,3 13,8-14,8 6,90 2,63 13,6 13,5-13,8 12,1 35,7 13,3-14,4 <0,0001
MPV (fL) 122 9,2 9,0-9,4 1,09 1,04 9,0 8,8-9.2 7,4 13,9 8,4-99 <0,0001

A-heterogena skupina ispitanika, N-broj ispitanika, = -aritmeticka sredina, 95% CI -95%-tni interval pouzdanosti za aritmeticku
sredinu, odnosno medijan, o®>-varijanca, SD-standardna devijacija, M-medijan, Min-minimum, Max-maksimum, 25-75 P-raspon

izmedu 25. i 75. percentila, P-vjerojatnost normalne distribucije, HDL-K- HDL-kolesterol, LDL-K-LDL-kolesterol, TG-trigliceridi,

MCHC-prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu; MCV — prosjecni volumen eritrocita, RDW- distribucija stanica
eritrocita prema volumenu, MPV — prosjecni volumen trombocita
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Tablica 6.

Deskriptivna statistika za B skupinu ispitanika

N x 95% CI ¢’ SD M 95% ClI Min Max 25-75P P
Dob 40 39,8 37,4-42,3 58,97 7,68 40,0 39,0 - 43,0 21,0 57,0 35,0 - 45,0 0,2706
Kolesterol 40 5,4 51-57 0,79 0,89 5,4 52-5,6 3,8 7,6 48-57 0,3495
(mmol/L)
HDL-K 40 1,2 11-13 0,09 0,30 1,2 1,0-13 0,7 1,8 1,0-15 0,1779
(mmol/L)
LDL-K 40 34 32-37 0,56 0,75 34 3,1-36 2,0 5,5 29-40 0,0801
(mmol/L)
TG 40 1,7 1,3-20 1,15 1,07 1,4 12-18 0,4 6,4 11-21 <0,0001
(mmol/L)
MCHC 40 329,0 326,7 - 331,3 50,95 7,14 328,5 326,0 - 331,0 3150 | 347,0 325,0- 333,5 0,5948
(9/L)
MCV (fL) 40 88,8 87,4 - 90,2 19,13 4,37 89,1 87,7 - 90,5 74,0 95,3 86,4 - 92,2 0,0034
RDW (%) 40 13,7 13,4-14,0 0,92 0,96 13,5 13,2-13.8 12,3 18,1 13,2-13,9 <0,0001
MPV (fL) 40 8,9 8,6-92 0,83 0,91 8,9 8,5-9,2 7,1 11,1 82-93 0,3951

B-skupina ispitanika s esencijalnom hipertenzijom, N-broj ispitanika, = -aritmeticka sredina, 95% CI -95%-tni interval pouzdanosti za
aritmeticku sredinu, odnosno medijan, o®>-varijanca, SD-standardna devijacija, M-medijan, Min-minimum, Max-maksimum, 25-75 P-raspon
izmedu 25. i 75. percentila, P-vjerojatnost normalne distribucije; HDL-K- HDL-kolesterol, LDL-K-LDL-kolesterol, TG-trigliceridi, MCHC-

prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu;, MCV — prosjecni volumen eritrocita, RDW- distribucija stanica eritrocita prema
volumenu, MPV — prosjecni volumen trombocita
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4.2. Ispitivanje korelacija

Na temelju dobivenih P-vrijednosti odabran je test za ispitivanje korelacije izmedu varijabli.
Za normalno distribuirane varijable odabrana je Pearsonova analiza korelacije dok je za ostale
odabrana Spearmanova analiza korelacije kako bi otkrili postoji li povezanost izmedu dviju
varijabli.

Kada smo ispitivali povezanost izmedu hematoloskih i lipidnih varijabli za A skupinu
ispitanika, utvrdeno je da za vecinu ispitivanih varijabli nema znacajne medusobne korelacije.
Ispitivanjem korelacije izmedu RDW-a i lipidnih parametara, pronadena je statisticki
znacajna, ali slaba korelacija izmedu RDW-a i LDL-kolesterola (r=-0,251, P=0,0053) te
RDW-a i ukupnog kolesterola (r=-0,231, P=0,0105). Prikazana je na Slikama 5 i 6.
Ispitivanjem korelacije izmedu MCV-a 1 lipidnih parametara, utvrdena je statisticki znacajna,
slaba povezanost izmedu MCV-a i LDL-kolesterola (r=0,273, P=0,0023), te MCV-a i
ukupnog kolesterola (r=0,276, P=0,0021). Rezultati su prikazani i graficki pomocu dijagrama
rasprostiranja (Slike 7-8).
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Slika 5. Korelacija izmedu RDW-a i LDL-kolesterola (LDL-K) za A skupinu ispitanika; r=-
0,251; P=0,0053 (A-heterogena skupina, RDW — raspodjela eritrocita po volumenu)
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Slika 6. Korelacija izmedu RDW-a i kolesterola za A skupinu ispitanika; r=-0,231; P=0,010

(A-heterogena skupina, RDW — raspodjela eritrocita po volumenu)
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Slika 7. Korelacija izmedu MCV-a i LDL-kolesterola (LDL-K) za A skupinu ispitanika; r=

0,273; P=0,0023(A-heterogena skupina, MCV — prosjecni volumen eritrocita)
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Slika 8. Korelacija izmedu MCV-a i ukupnog kolesterola za A skupinu ispitanika; r=0,276;

P=0,0021 (A-heterogena skupina, MCV — prosjecni volumen eritrocita)

Za B skupinu ispitanika, odnosno za ispitanike s esencijalnom hipertenzije, utvrdena je

povezanost izmedu dobi i ukupnog kolesterola (r=0,458; P=0,0029), LDL-kolesterola
(r=0,353; P=0,0253) te triglicerida (r=0,362; P=0,0219). Ispitivaju¢i postoji li korelacija

izmedu hematoloskih i lipidnih parametara, pronadena je slaba povezanost izmedu MCV-a i

kolesterola (r=0,251; P=0,1177) te izmedu RDW-a i kolesterola (r=0,273; P=0,0880).

Navedeni su rezultati prikazani i pomocu dijagrama rasprostiranja na slikama (Slike 9-13).
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Slika 9. Korelacija izmedu kolesterola i dobi za B skupinu ispitanika; r=0,458; P=0,0029 (B—

skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 10. Korelacija izmedu LDL-kolesterola (LDL-K) i dobi za B skupinu ispitanika;
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Slika 11. Korelacija izmedu TG i dobi za B skupinu ispitanika; r=0,362; P=0,0219

(B—skupina s esencijalnom hipertenzijom, TG-trigliceridi)
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Slika 112. Korelacija izmedu MCV-a i kolesterola za B skupinu ispitanika; r=0,251;

P=0,1177 (B—skupina s esencijalnom hipertenzijom, MCV-prosjecni volumen eritrocita)
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Slika 13. Korelacija izmedu RDW-a i kolesterola za B skupinu ispitanika; r=0,273; P=0,0880
(B—skupina s esencijalnom hipertenzijom, RDW-raspodjela stanica eritrocita prema

volumenu)

26



4.3. Usporedba mjerenih veli¢ina izmedu skupina ispitanika

Mann-Whitney test za nezavisne uzorke koristen je za usporedbu varijabli (rezultata mjerenja)
izmedu dviju skupina ispitanika (A i B). Ovim testom ispitujemo postoji li statisticki
znacajna razlika izmedu medijana dviju ispitivanih skupina, a ¢ije varijable ne slijede
normalnu distribuciju. P-vrijednost manja od 0,05 ukazuje da postoji statisticki znacajna
razlika izmedu medijana varijabli dviju ispitivanih skupina.

Glavni cilj bila je usporedba MCV-a, RDW-a, MPV-a s lipidima izmedu A i B skupine

ispitanika. Rezultati testa nisu pokazali statisticku znacajnu razliku izmedu skupina.
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Slika 14. Usporedba MCV-a izmedu A i B skupine ispitanika; P=0,6183 (MCV-prosjecni

volumen eritrocita, A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 15. Usporedba RDW-a izmedu A i B skupine ispitanika; P=0,1186 (RDW-raspodjela
stanica eritrocita prema volumenu, A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom

hipertenzijom)
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Slika 16. Usporedba MPV-a izmedu A i B skupine ispitanika, P=0,2539 (MPV-prosjecni

volumen trombocita, A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 17. Usporedba kolesterola izmedu A i B skupine ispitanika;, P=0,6559 (A-heterogena
skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 18. Usporedba HDL-kolesterola izmedu A i B skupine ispitanika, P=0,3571

(A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 19. Usporedba LDL-kolesterola izmedu A i B skupine ispitanika; P=0,6151

(A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)
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Slika 20. Usporedba triglicerida izmedu A i B skupine ispitanika, P=0,0794

(A-heterogena skupina, B-skupina s esencijalnom hipertenzijom)



4.4. Rasprava

Hipertenzija je neovisan ¢imbenik kardiovaskularnog rizika (MacMahon i sur., 1990). Unato¢
tome Sto su u hipertenzivnih pacijenata krvne zile izlozene povisenom krvnom tlaku,
paradoksalno, komplikacije hipertenzije ¢eS¢e su tromboticke (sréani i mozdani udar) nego
hemoragijske. Aktivirani trombociti imaju kljuénu ulogu u patofiziologiji trombotickih
komplikacija povezanih s hipertenzijom (Lip, 2003). Kao §to je ve¢ spomenuto, aktivacijom
trombocita dolazi do promjene njihova oblika, mase, veli¢ine te dolazi do degranulacije
njihova sadrzaja, a posljedicno do adhezije i agregacije, odnosno formiranja nakupina
trombocita. Postoje dokazi da su MPV vrijednosti povisene u nekoliko kardiovaskularnih
bolesti, ukljuujuéi esencijalnu hipertenziju, dijabetes melitus i mozdani udar (Sansanayudh i
sur., 2016). Prijasnje su studije pronasle povezanost izmedu MPV-a i rizi¢nih faktora za
kardiovaskularne bolesti, medu kojima su najcesée bili proucavani dijabetes i metabolicki
sindrom. Nadalje, poviSene vrijednosti MPV-a povezane su s lo§ijim Klinickim ishodom u
bolesnika s KVB (Greisenegger i sur., 2004; Martin i sur., 1991). Medutim, rezultati ovih
istrazivanja nisu u potpunosti ubjedivi, a neki su ¢ak i proturje¢ni. Vecina je istrazivanja
ukljucivala mali broj ispitanika pa su prema tome manje pouzdana. U ovom smo radu ispitali
koreliraju li vrijednosti MPV-a u odabranim skupinama ispitanika s lipidnim parametrima,
budu¢i da je nepovoljan lipidni profil neovisan ¢imbenik rizika za kardiovaskularne bolesti.
Za istrazivanje je bilo vazno da su svi uzorci pacijenata odredivani na istim analizatorima i
istim metodama jer su u literaturi zabiljezena znacajna odstupanja MPV vrijednosti mjerenih
na razli¢itim analizatorima (Qiao i sur., 2014; Van den Bossche i sur., 2002). U naSim
odabranim skupinama, heterogenoj skupini slu¢ajno odabranih ispitanika (A) te u skupini
ispitanika s esencijalnom hipertenzijom (B), nismo pronasli korelaciju izmedu MPV-a i lipida.
Sansanayudh i suradnici su 2016. godine utvrdili povezanost MPV-a i hipertenzije. Otkrili su
da su u hipertenzivnih ispitanika MPV vrijednosti priblizno 1,0169 fL vece nego u
normotenzivnih ispitanika. Mi smo usporedili MPV vrijednosti u nas§im odabranim skupinama
ispitanika, ali nismo pronasli statisticku znacajnu razliku (Slika 16; P=0,2539). Medutim, nasa
A skupina ispitanika ukljucivala je heterogenu populaciju pacijenata, bez ograni¢avajucih
kriterija ukljucenja ili iskljucenja, $to znaci da je medu njima moglo biti i hipertenzivnih
ispitanika, premda njihova glavna dijagnoza nije bila hipertenzija.

Donedavno se smatralo da je sudjelovanje eritrocita u procesu ateroskleroze vrlo malo
vjerojatno. Novije studije su ukazale da ipak nije tako. Stovise, eritrociti imaju vaznu ulogu u

procesu ateroskleroze, a nekoliko je mehanizama kojim to ostvaruju. Eritrociti mogu
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preuzimati kolesterol u interakciji s LDL-kolesterolom, takoder mogu i predati kolesterol u
interakciji s HDL-kolesterolom (Quarfordt i Hilderman, 1970). Promjene lipidnog sastava
membrane eritrocita dovode do promjena u fluidnosti membrane. Neznatno povecanje
kolesterola u membrani eritrocita uzrokuje pove¢anu osmotsku rezistenciju stanice (Marks i
Johnson, 1958). U zdravih ispitanika, stabilnost eritrocita direktno je povezana s
koncentracijama LDL-kolesterola (de Freitas i sur., 2014; Bernardino i sur., 2013). Medutim,
znacajan porast kolesterola u membrani eritrocita, ¢ini stanicu rigidnijom, odnosno manje
fleksibilnom. Eritrociti s rigidnim membranama manje su stabilni i skloniji lizi tijekom
prolaska kroz uske kapilare ili slezenu (Lee i sur., 2004; Hui i sur. 1980.) Lizirani eritrociti
oslobadaju hemoglobin. Zeljezo je u hemoglobinu u reduciranom obliku, stoga molekula
kisika moze uzeti elektron iz zeljeza Cime postaje visoko nestabilna i reaktivna molekula
(superoksid radikal). Slobodni radikali ulaze u interakcije s polinezasi¢enim masnim
kiselinama lipidnih membrana, uzrokuju¢i njihovu peroksidaciju, odnosno oSte¢enje
membrane (Cimen, 2008; Puntarulo, 2005). U eritrocitu akumulacija reaktivnih kisikovih
spojeva je minimalizirana antioksidacijskim sustavima, enzimima: superoksid dismutazom,
katalazom 1 glutation peroksidazom. Medutim nakon lize eritrocita, navedeni enzimi gube
svoju funkciju, a posljedicno dolazi do nakupljanja reaktivnih kisikovih spojeva. Prijasnje
studije otkrile su korelaciju izmedu povisenog RDW-a i prisutnosti reaktivnih kisikovih
spojeva (Bujak i sur., 2015). Nakon lize eritrocita, makrofagi fagocitiraju ostatke liziranih
stanica. Takvi makrofagi postaju sporiji te lakSe infiltriraju u endotel krvnih zila (Melder i sur.
2000).

Veza izmedu eritrocita 1 ateroskleroze ne uklju¢uje samo sadrzaj kolesterola u membranama
eritrocita, ve¢ 1 varijabilnost u volumenima izmedu samih eritrocita. Zadnjih godina
zabiljezen je rastuci broj studija u vezi RDW-a i razli€itih patologija, medu kojima se isti¢u
kardiovaskularne bolesti. RDW je povezan sa zadebljanjem intime krvnih Zila u
hipertenzivnih pacijenata s aterosklerozom karotidne arterije (Soderholm i sur., 2015, Wen,
2010), ali i s ucestalijom smrtno$¢u od sréanog i mozdanog udara. Lippi i suradnici su 2013.
godine dokazali da su poviSene vrijednosti RDW-a povezane s nepovoljnim lipidnim
profilima u studiji koja je ukljucivala 4 874 pacijenta iz op¢e populacije. Dokazali su da RDW
vrijednosti koreliraju s ukupnim kolesterolom (P<0,01 za muskarce, P<0,01 za zene), LDL-
kolesterolom (P<0,01 za muskarce, P<0,01 za Zene), HDL-kolesterolom (P=0,04 za
muskarce, P<0,01 za Zene) te trigliceridima (P=0,11 za muskarce, P<0,01 za Zene). U ovom
radu pronasli smo povezanost, iako slabu, izmedu RDW-a i kolesterola (r= 0,231, P=0,01) te

RDW-a i LDL-kolesterola (r=-0,251, P<0,01) za heterogenu skupinu ispitanika. Nismo
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pronasli statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu RDW-a i HDL-kolesterola te triglicerida. U
skupini ispitanika s esencijalnom hipertenzijom nasli smo povezanost izmedu RDW-a i
kolesterola (r=0,273; P=0,0880), ali ne i povezanost s ostalim lipidnim parametrima.

Prijasnje studije upuéuju na vise vrijednosti RDW-a u prehipertenzivnih i hipertenzivnih
ispitanika u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom (Tanindi i sur., 2012). U naSem
radu, usporedujuci vrijednosti RDW-a A i B skupine ispitanika nije nadena statisticki
znacajna razlika (P=0,1186). U studiji koja je proucavala povezanost RDW-a u hipertenzivnih
pacijenata (N=100), utvrdeno je da u tih pacijenata RDW-vrijednosti rastu s dobi (Bilal i sur.,
2016). U naSoj skupini ispitanika s esencijalnom hipertenzijom (N=40), nismo pronasli
statisticki znacajnu vezu izmedu RDW-a i dobi (P=0,0467).

Povezanost lipidnih komponenti s zivotnom dobi nasli smo samo u skupini B koja je imala
raspon godina od 21 do 57. Nalaz odgovara u literaturi pokazanoj pozitivnoj povezanosti
kolesterola i triglicerida sa Zivotnom dobi (Anderson i sur., 2013; Carroll i sur., 2005). No, u
skupini A nismo nasli povezanost, a starosna je dob u rasponu od 14 do 96 godina. Budu¢i da
u skupini prevladava starija dob (medijan = 65,5 godina), a rasponi vrijednosti lipida izrazito
su §iroki, pretpostavka je da je poremecen odnos, a uz to je moguée da dio ispitanika uzima

hipolipemike.
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5. ZAKLJUCCI

1. U heterogenoj skupini ispitanika u Sirokom rasponu zivotne dobi od 21 do 96 godina
pronadena je statisticki znacajna, ali slaba povezanost izmedu eritrocitnih pokazatelja i
lipida. Odnosi se na povezanost RDW-a i LDL-kolesterola, RDW-a i ukupnog kolesterola,
MCV-a i LDL-kolesterola te MCV-a i ukupnog kolesterola.

2. U skupini ispitanika s esencijalnom hipertenzijom pronadena je statisticki znacajna, ali
slaba povezanost izmedu eritrocitnih pokazatelja s ukupnim kolesterolom.

3. Nije pronadena povezanost izmedu trombocitnih pokazatelja i lipidnih parametara ni u
jednoj od skupina.

4. Nije pronadena statisticki znacajna razlika usporedbom hematoloskih i lipidnih
parametara izmedu heterogene skupine ispitanika i skupine ispitanika s esencijalnom
hipertenzijom.

5. U ispitanika s esencijalnom hipertenzijom pronadena je dobra i statisticki znacajna
pozitivna korelacija izmedu zivotne dobi i lipida (ukupni kolesterol, LDL-kolesterol,
trigliceridi).

6. Pozitivna povezanost zivotne dobi i lipida u ispitanika s esencijalnom hipertenzijom
upucuje na zakljucak da su lipidi zna¢ajan i neovisan ¢imbenik rizika u tih bolesnika te da

porast zivotne dobi pracene hipertenzijom pridonosi kardiovaskularnom riziku.
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7. SAZETAK

Bolesti srca i krvnih zila glavni su uzrok smrti i razlog bolnickog lije¢enja u Hrvatskoj. Od
njih umire skoro svaki drugi stanovnik zemlje. Nebrojene studije pokazale su povezanost
trombocita i hiperlipidemije s inicijacijom i komplikacijom ateroskleroti¢nih lezija, a novije

studije ukazale su i na ulogu eritrocita u aterosklerotskom procesu.

Cilj ovog rada bio je ispitati povezanost koncentracije lipida u krvi sa svojstvima trombocita i
eritrocita te procjeniti jesu li njihove uloge riziénih ¢imbenika neovisne. Povezanost je
ispitana u skupini ispitanika s esencijalnom hipertenzijom te u heterogenoj skupini slu¢ajno

odabranih ispitanika, a nakon ¢ega su usporedeni nalazi izmedu ovih dviju skupina.

U heterogenoj skupini ispitanika pronadena je statisticki znacajna, ali slaba povezanost
izmedu eritrocitnih pokazatelja i lipida. Odnosi se na povezanost RDW-a i LDL-kolesterola,
RDW:-a i ukupnog kolesterola, MCV-a i LDL-kolesterola te MCV-a i ukupnog kolesterola.

U skupini ispitanika s esencijalnom hipertenzijom pronadena je statisti¢ki znacajna, ali slaba

povezanost izmedu eritrocitnih pokazatelja s ukupnim kolesterolom.

Nismo pronasli povezanost izmedu trombocitnih pokazatelja i lipidnih parametara ni u jednoj
od skupina. Nadalje, nije pronadena statisticki znac¢ajna razlika usporedbom hematoloskih i

lipidnih parametara izmedu ispitivanih skupina.

U ispitanika s esencijalnom hipertenzijom pronadena je dobra 1 statisticki znacajna pozitivna
korelacija izmedu zivotne dobi i lipida (ukupni kolesterol, LDL-kolesterol, trigliceridi) koja
upucuje da su lipidi znacajan i neovisan ¢imbenik rizika u tih bolesnika te da porast Zivotne

dobi pracen hipertenzijom pridonosi kardiovaskularnom riziku.
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7. SUMMARY

Cardiovascular diseases are the main cause of death and the reason for hospital treatment in
Croatia. Nearly every second resident of the country dies because of these diseases. Numerous
studies have shown the association between platelets and hyperlipidemia with initiation and
complication of atherosclerotic lesions and recent studies have also shown the role of

erythrocytes in the atherosclerotic process.

The aim of this study was to examine the correlation between blood lipid levels with platelet
and erythrocyte indices and to assess whether their roles of risk factors are independent. The
correlation was tested in the group of patients with essential hypertension and in the
heterogeneous group of randomly selected patients. Thereafter, findings between these two

groups were compared.

In the heterogeneous group of patients, statistically significant, but poor correlation between
erythrocyte indices and lipids was found. It refers to the association of RDW and LDL-
cholesterol, RDW and total cholesterol, MCV and LDL-cholesterol, and MCV and total
cholesterol. In the group of patients with essential hypertension, statistically significant, but
poor correlation between erythrocyte indices and total cholesterol was found.

We haven't found correlation between platelet indices and lipid parameters in any of the
groups. Furthermore, no statistically significant difference was found comparing hematologic
and lipid parameters between the examined groups.

In patients with essential hypertension, good and statistically significant positive correlation
between age and lipids (total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides) was found. This
suggests that lipids are significant and independent risk factor in these patients and that

increase in age in patients with hypertension contributes to the cardiovascular risk.

42



8. PRILOZI

8.1. Popis kratica

ATP —engl. Adult Treatment Panel

ATP — adenozin-trifosfat

ADP - adenozin-difosfat

HCT — hematokrit

HDL — lipoprotein visoke gustoc¢e

HMWK - kininogen velike molekularne mase

KKS — kompletna krvna slika

KVB — kardiovaskularne bolesti

K3EDTA — kalijeva sol etilendiamintetraoctene Kiseline
LDL — lipoprotein niske gustoce

NO — dusikov oksid

MCH — prosjec¢ni sadrzaj hemoglobina u eritrocitu
MCHC — prosjecna koncentracija hemoglobina u eritrocitu
MCV - prosjecni volumen eritrocita

MPV — prosjecni volumen trombocita

NCEP — Nacionalni program za edukaciju o kolesterolu (engl.

Education Program)

PAI-1 — inhibitor aktivatora plazminogena -1

PCT — trombokrit

PDGF — trombocitni faktor rasta

PDW - distribucija stanica trombocita prema volumenu
PF4 — trombocitni faktor 4

National Cholesterol

RANTES - engl. regulated on activation, normal T cell expressed and secreted

RDW — distribucija stanica eritrocita prema volumenu
TGF-beta - transformirajuci faktor rasta beta
VWF — von Willebrandov faktor

HMWK — kininogen velike molekularne mase
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