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Deskriptorji
ffiibbrriinnoolliizzaa
lliippoopprrootteeiinnii
ppllaazzmmiinnooggeenn  aakkttiivvaattoorr  ttkkiivvnnii

IIzzvvllee~~eekk..  Lipoprotein(a) je samostojen dejavnik
tveganja za razvoj ateroskleroti~ne bolezni. Za-
radi strukturne podobnosti s plazminogenom
naj bi visoke koncentracije lipoproteina(a) v
plazmi zavirale fibrinolizo in tako pripomogle
k razvoju te bolezni. Zaviralen vpliv na fibrino-
lizo so nekatere raziskave potrdile, druge pa
ovrgle, zato smo v na{i raziskavi opazovali raz-
tapljanje strdkov in vitro dvanajstih preiskovan-
cev z normalnimi koncentracijami in dvanajstih
preiskovancev s povi{animi koncentracijami li-
poproteina(a) v plazmi. Skupini sta si bili podobni
po starosti, spolu, koncentraciji ostalih lipidov v
plazmi in fibrinoliti~nih parametrih. Merili smo
spontano raztapljanje evglobulinskih strdkov in
raztapljanje po dodatku tkivnega aktivatorja
plazminogena. Raztapljali smo tudi neretrahira-
ne in retrahirane strdke iz plazme brez in z do-
danim tkivnim aktivatorjem plazminogena. Pri-
merjali smo raztapljanje neretrahiranih strdkov
v normalni zmesni plazmi in v preiskovan~evi
lastni plazmi. Razen pri raztapljanju neretrahi-
ranih strdkov pri koncentraciji tkivnega aktivatorja
plazminogena 50 ng/ml po dveh urah v normalni
zmesni plazmi v nobenem drugem poskusu
nismo ugotovili statisti~no pomembnih razlik
med skupinama preiskovancev. Zato smo zak-
lju~ili, da visoke koncentracije plazemskega li-
poproteina(a) ne vplivajo pomembno na raztap-
ljanje strdkov in vitro.

Descriptors
ffiibbrriinnoollyyssiiss
lliippoopprrootteeiinnss
aalltteeppllaassee

AAbbssttrraacctt..  Lipoprotein(a) is an independent risk
factor for atherosclerotic disease. Because of its
structural similarity to plasminogen, lipopro-
tein(a) in high concentrations may inhibit fibri-
nolysis, thus promoting the development of ath-
erosclerosis. Since the inhibitory effect of lipopro-
tein(a) on fibrinolysis was rejected by some
studies and confirmed by others, we decided to
investigate in vitro clot lysis in 12 subjects with
elevated concentrations of lipoprotein(a) levels
and in 12 subjects with normal lipoprotein(a). The
groups were matched for age, sex distribution,
other lipid concentrations and fibrinolitic para-
meters. Spontaneous euglobulin clot lysis,
euglobulin lysis induced with tissue-type plas-
minogen activator and lysis of non-retracted
and retracted plasma clots in the absence and
in the presence of plasminogen activator were
measured. We compared lysis of non-retracted
clots incubated in normal pool plasma and of
colts incubated in the subject's own plasma. In
no experiment did we established a statistical-
ly significant difference between the two groups
with the exception of non-retracted clot lysis at
a concentration of plasminogen activator
50 ng/ml measured after two hours of incuba-
tion in normal pool plasma. The results sug-
gested that high concentrations of plasma
lipoprotein(a) have no significant influence on in
vitro clot lysis.

UUvvoodd

Bolezni srca in o`ilja so danes pomemben vzrok umrljivosti in obolevnosti v razvitem

svetu. Osnovni razlog sr~nih in mo`ganskih kapi je ateroskleroti~na sprememba `ilne

stene oziroma zapora arterije s krvnim strdkom. Posledica je delno ali popolno onemo-

go~en pretok krvi in odmrtje pripadajo~ega tkiva. Osnovo krvnega strdka tvori fibrinska

mre`a, ki jo razgrajuje plazemski fibrinoliti~ni sistem. Klju~ni encim je plazmin, ki nas-
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taja iz neaktivnega plazminogena. Najpomembnej{i aktivator plazminogena je tkivni akti-

vator plazminogena (t-PA), ki ga sintetizirajo in spro{~ajo endotelijske celice. Njegovo

delovanje zavira predvsem endotelijski hitri inhibitor t-PA (PAI). Neposredni inhibitor aktiv-

nosti plazmina pa je α-2 antiplazmin (1, 2).

Ateroskleroti~na bolezen je lahko posledica motenj v fibrinoliti~nem sistemu. V fibrino-

lizo se domnevno vpleta tudi lipoprotein(a) (Lp(a)). ^eprav je bil odkrit `e pred 25-imi

leti (3), je zanimanje zanj v zadnjih letih mo~no naraslo zaradi njegove povezanosti z ate-

rosklerozo. Lp(a) je neodvisni dejavnik tveganja za razvoj miokardnega infarkta (4, 5)

in ishemi~ne cerebrovaskularne bolezni (6).

Lp(a) je eden izmed plazemskih lipoproteinskih delcev nizke gostote (LDL-lipoproteini)

(7). Zgrajen je iz hidrofobne sredice s trigliceridi in holesterolnimi estri, obdane s slo-

jem holesterola in fosfolipidov. V tem sloju se nahaja specifi~en glikoprotein apo A, ki

je z disulfidnim mosti~kom kovalentno vezan na protein apo B-100 (8). Obstaja ve~ izooblik

apo A, ki se razlikujejo v polipeptidni in ogljikohidratni verigi. Plazemski nivo posamez-

nih oblik je genetsko dolo~en (9, 10). Koncentracija Lp(a) v plazmi ne ka`e povezanosti

s plazemskimi koncentracijami celotnega holesterola, holesterola visoke gostote (HDL-

holesterola), holesterola nizke gostote (LDL-holesterola) ali trigliceridov, ni odvisna od

spola, prehrambenih navad in starosti (4).

Aminokislinski zaporedji apo A in plazminogena sta si zelo podobni. Gena za obe mo-

lekuli le`ita blizu, na dolgem kraku {estega kromosoma (3). Kljub strukturni podobnosti

med Lp(a) in plazminogenom (11), aktivatorji plazminogena ne aktivirajo Lp(a), ker je

na mestu delovanja aktivatorja v molekuli Lp(a) namesto arginina vezan serin (12).

Zaradi opisane podobnosti naj bi Lp(a) tekmoval s plazminogenom za lizinska vezav-

na mesta na fibrinu, fibrinogenu in endotelijskih celicah (13, 14). Tako bi lahko kro`e~i

Lp(a), ~e zaide v ateromsko leho, inhibiral endogeno fibrinolizo in prispeval k aterosk-

leroti~ni bolezni (15). Lp(a) deluje tudi kot kompetitivni inhibitor t-PA. Na njem zasede

aktivno mesto in tako prepre~i vezavo s plazminogenom (16). Vendar Lp(a), vezan na

t-PA, lahko prepre~i tudi njegovo inhibicijo s PAI-1 (17) in ima na ta na~in vzpodbuje-

valni vpliv na fibrinolizo. Enak u~inek Lp(a) na plazemske strdke in vitro razlagajo tudi

z inhibicijo α-2 antiplazmina z Lp(a) (18). [tevilne raziskave so torej dale razli~ne re-

zultate pri ugotavljanju vpliva povi{anega Lp(a) na fibrinolizo. Prisotnost razli~nih izooblik

Lp(a) in vivo z razli~nimi afinitetami do fibrina ima verjetno pri tem tudi pomembno vlo-

go (19, 20).

Namen na{e raziskave je bil ugotoviti, ali obstaja razlika v raztapljanju strdkov, priprav-

ljenih iz plazme z visoko in nizko koncentracijo Lp(a). Pripravili smo strdke iz evglobu-

linske frakcije plazme in ugotavljali, ali ima Lp(a) vpliv na njihovo raztapljanje. Pripravi-

li smo tudi neretrahirane in retrahirane plazemske strdke. Njihov mehanizem raztapljanja

je razli~en, zato smo ugotavljali, ali je tudi vpliv visoke koncentracije Lp(a) na ene in dru-

ge razli~en. Strdke smo inkubirali v normalni zmesni plazmi in preiskovan~evi lastni plazmi

in prou~evali morebiten vpliv Lp(a) iz okoli{ke plazme na raztapljanje. S to raziskavo smo

`eleli potrditi hipotezo o zaviralnem vplivu Lp(a) na fibrinolizo in vitro.
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PPrreeiisskkoovvaannccii  iinn  mmeettooddee

PPrreeiisskkoovvaannccii

V raziskavo smo vklju~ili 24 zdravih prostovoljcev: 7 `ensk in 17 mo{kih, starih od 22

do 59 let, srednja vrednost 43 let. V skupino z nizkimi koncentracijami Lp(a) v plazmi

smo uvrstili preiskovance s koncentracijo Lp(a) v plazmi pod 300 mg/l, v skupino z vi-

sokimi koncentracijami pa preiskovance s koncentracijo Lp(a) nad 300 mg/l. V vsaki sku-

pini je bilo 12 oseb. Nih~e od preiskovancev ni imel v anamnezi obolenj srca in o`ilja.

Obe skupini sta si bili podobni glede starosti in spola.

Preiskovance smo seznanili z namenom raziskave. Prostovoljno so privolili v sodelovanje.

Raziskavo je odobrila Republi{ka komisija za medicinsko-eti~na vpra{anja.

OOddvvzzeemm  kkrrvvii

Kri smo jemali iz vene na podlahti, med sedmo in deveto uro zjutraj, v sede~em polo-

`aju. Preiskovanci so bili te{~i. Za pripravo strdkov in za merjenje fibrinoliti~nih parametrov

smo odvzeli tri 10 ml epruvete z 1 ml 0,13 mol/l Na citrata in eno 5 ml epruveto z 0,5 ml

0,45 mol/l Na citratnega pufra. Epruvete smo postavili v ledeno kopel in nato kri 30 mi-

nut centrifugirali pri 2000 × g/min in 4°C v nihajnem rotorju. Plazmo smo razpipetirali v

plasti~ne epruvete, nato zamrznili v teko~em du{iku in shranili pri –70°C, dokler je nismo

uporabili za analize.

Kri za dolo~itev koncentracij lipidov smo odvzeli v 5 ml vakuumsko epruveto brez anti-

koagulantnega sredstva.

PPrreeiisskkaavvee  lliippiiddoovv

V serumu smo dolo~ali koncentracije celotnega holesterola (21), HDL-holesterola (22)

in trigliceride (23). LDL-holesterol smo izra~unali po ena~bi: LDL-holesterol = (celotni

holesterol – HDL-holesterol – trigliceridi)/ 2,2.

Koncentracije Lp(a) v serumu smo dolo~ili z nefelometrijo (24) in uporabili tovarni{ko

pripravljene reagente. Nefelometrija je imunokemijski postopek, pri katerem antigen iz

vzorca v kiveti reagira z raztopino protiteles. Nastanejo precipitacijski kompleksi, kate-

rih koncentracijo smo merili spektrofotometri~no. S pomo~jo umeritvene krivulje, priprav-

ljene z znanimi koncentracijami Lp(a), smo od~itali koncentracijo antigena v vzorcu. Pri

dveh preiskovancih smo zaradi motnosti seruma koncentracijo Lp(a) dolo~ili s postop-

kom raketne imunoelektroforeze (25). Najni`ja koncentracija Lp(a), ki smo jo lahko izme-

rili z obema metodama, je bila 103 mg/l. Zato smo vrednosti, ni`je od 103 mg/l, izrazi-

li kot 103 mg/l.

PPrreeiisskkaavvee  ffiibbrriinnoolliittii~~nniihh  ppaarraammeettrroovv

Aktivnost plazminogena (26) smo dolo~ali po kineti~ni metodi, ki temelji na stvarjanju

kompleksa med plazminogenom in streptokinazo, aktivaciji plazminogena v plazmin s tem

kompleksom ter razgradnji kromogenega substrata s plazminom. Aktivnost plazmina na
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kromogeni substrat smo kineti~no izmerili kot porast absorpcije pri 405 nm v dolo~e-

nem ~asu. Uporabljali smo tovarni{ko pripravljene reagente.

Aktivnost α-2 antiplazmina (27) smo dolo~ali po kineti~ni metodi in uporabljali tovarni{ko

pripravljene reagente. α-2 antiplazmin v plazmi je inaktiviral dodani plazmin. Preostalo

aktivnost plazmina smo izmerili kineti~no s kromogenim substratom kot porast absor-

pcije pri 405 nm v dolo~enem ~asu.

Aktivnost t-PA (28) smo merili s tovarni{ko pripravljenim kitom. Metoda temelji na prin-

cipu aktivacije plazminogena v plazmin in razgradnje kromogenega substrata. Upora-

bili smo kri, odvzeto v epruvete Stabilyte. V luknjice mikrotitrske plo{~e smo dali 20 μl

razred~ene, nakisane plazme. Dodali smo 0,2 ml me{anice plazminogena in kromoge-

nega substrata ter 0,01 ml stimulatorja t-PA. Plo{~o smo inkubirali pri 37°C 13 ur. Za

prekinitev reakcije smo dodali 25 μl `veplene kisline in nato izmerili absorpcijo pri

405 nm. Iz umeritvene krivulje z znanimi aktivnostmi t-PA, izra`enimi v mednarodnih eno-

tah (ME/ml), smo od~itali aktivnosti t-PA v vzorcih plazme.

Antigen t-PA (29) smo dolo~ali z encimsko-imunskim testom (ELISA) z dvojnimi proti-

telesi. Vzorce plazme smo inkubirali na mikrotitrskih plo{~ah, prekritih s protitelesi pro-

ti t-PA. Na kompleks med protitelesi, vezanimi na povr{ino plo{~e in t-PA iz vzorca plazme

smo vezali druga protitelesa proti t-PA, ozna~ena s peroksidazo. Po dodatku substrata

za peroksidazo je bil porast absorpcije pri 405 nm sorazmeren koli~ini t-PA v vzorcu plaz-

me. Koncentracijo t-PA v vzorcu smo od~itali z umeritvene krivulje, pripravljene s stan-

dardnimi raztopinami t-PA.

Aktivnost PAI (30) smo merili tako, da smo plazmi dodajali razli~ne koncentracije t-PA. PAI

je inhibiral del t-PA, preostalo aktivnost t-PA pa smo izmerili spektrofotometri~no (31). Aktiv-

nost 1 ME/ml PAI smo definirali kot koli~ino PAI, ki je inhibirala aktivnost 1 ME/ml t-PA.

Antigen PAI-1 (32) smo dolo~ali z encimsko-imunskim testom (ELISA) z dvojnimi pro-

titelesi. Vzorce smo inkubirali na mikrotitrskih plo{~ah, prekritih z mi{jimi monoklonal-

nimi protitelesi proti ~love{kemu PAI-1. Na kompleks, ki ga je tvoril PAI-1 iz vzorca plazme

z mi{jimi protitelesi, smo vezali druga mi{ja monoklonalna, anti-PAI-1 protitelesa, ozna-

~ena s peroksidazo. Po dodatku substrata za peroksidazo je bil porast absorpcije pri

492 nm sorazmeren s koli~ino PAI-1 v vzorcu. Koncentracijo PAI-1 v vzorcu smo od~i-

tali z umeritvene krivulje, pripravljene s standardnimi raztopinami PAI-1.

Koncentracijo fibrinogena (33) v plazmi smo dolo~ali v koagulacijskem aparatu. Meto-

da temelji na koagulaciji plazme z dodatkom trombina. ^as strjevanja je odvisen pred-

vsem od koncentracije fibrinogena v plazmi.

PPrriipprraavvaa  iinn  mmeerrjjeennjjee  rraazzttaapplljjaannjjaa  eevvgglloobbuulliinnsskkiihh  ssttrrddkkoovv

Evglobuline (34), ki vsebujejo sestavine fibrinoliti~nega sistema, smo oborili iz plazme

po razred~enju plazme z destilirano vodo in nakisanju z ocetno kislino na pH 5,9. Inhi-

bitorji fibrinolize so ostali po centrifugiranju v supernatantu, ki smo ga odlili. Evglobuli-

ne smo raztopili v boratnem pufru enake prostornine, kot je bila za~etna prostornina plaz-

me, iz katere smo pripravili evglobuline. Evglobuline smo koagulirali z enako prostor-
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nino raztopine CaCl
2
. Po koagulaciji smo merili ~as, v katerem se je strdek raztopil.

Rezultate smo izrazili v minutah.

Pripravimo {e evglobulinske strdke z rekombinantnim tkivnim aktivatorjem plazminoge-

na (rt-PA). Evglobuline smo pripravili na zgoraj opisan na~in. Raztopili smo jih v enaki

prostornini Tris-pufra, kot je bila za~etna prostornina plazme, iz katere smo pripravili evglo-

buline, in dodali 10 μl raztopine rt-PA tako, da je bila kon~na koncentracija 25 ng/ml. Evglo-

buline smo koagulirali z enako prostornino raztopine CaCl
2
, kot je bila za~etna prostor-

nina plazme. ^as raztapljanja strdkov smo izrazili v minutah.

PPrriipprraavvaa  iinn  mmeerrjjeennjjee  rraazzttaapplljjaannjjaa  ppllaazzeemmsskkiihh  ssttrrddkkoovv

Plazemske strdke smo pripravljali tako, kot so opisali [abovi~ in sodelavci (35). Zmrz-

njeno plazmo smo odtajali v kopeli pri 37°C in jo preme{ali v vibratorju. 2 ml plazme smo

dodali po 10 μl 125-I fibrinogena, raztopine CaCl
2

in trombina. Preden je plazma koagu-

lirala, smo jo vsrkali v silikonizirane plasti~ne cevke notranjega premera 4 mm. Po uri

inkubacije pri 37°C smo razrezali cevke na 1 cm dolge ko{~ke in iz cevk iztisnili strdke,

ki so imeli povpre~no prostornino 0,13 ml. Nekatere strdke smo stisnili in tako dobili retra-

hirane. Retrahirane in neretrahirane strdke smo nato 60 minut spirali v petrijevkah s Tris-

pufrom pri sobni temperaturi. Pripravili smo epruvete z 1 ml normalne zmesne plazme

ali lastne plazme preiskovancev. Epruvete so bile name{~ene v vodni kopeli pri 37°C.

Tik preden smo strdke, ozna~ene s 125-I fibrinom, potopili v plazmo, smo dodali 20 μl

rt-PA v razli~nih koncentracijah. V poizkusih, v katerih smo merili obseg spontanega raz-

tapljanja, pa aktivatorja nismo dodali. V dolo~enih ~asovnih razmikih (2-8 ur) smo

odvzeli vzorec 100 μl plazme, v katerem je bil strdek. Izmerili smo vsebnost 125-I z ga-

ma {tevcem in iz vrednosti radioaktivnosti izra~unali dele` raztapljanja strdkov v odsto-

tkih glede na za~etno radioaktivnost strdka. Vse poizkuse smo opravili v trojniku in kot

rezultate vzeli povpre~je treh meritev.

SSttaattiissttii~~nnee  mmeettooddee

Rezultate raztapljanja evglobulinskih strdkov, evglobulinskih strdkov z rt-PA, aktivnosti t-

PA, antigena t-PA, aktivnosti PAI in antigena PAI-1 smo prikazali kot mediane in razpone.

Razlike med skupinama smo testirali z Mann-Whitneyevim U testom. Rezultate ostalih

fibrinoliti~nih parametrov, koncentracij lipidov in raztapljanja plazemskih strdkov pa smo

prikazali kot srednje vrednosti s standardnimi odkloni. Razlike med skupinama smo tes-

tirali s Studentovim t-testom. Pri iskanju razlik smo vrednosti p < 0,05 imeli za statisti~no

zna~ilne. Povezavo med spremenljivkami smo testirali s koeficientom korelacije (r) po

Pearsonu. Za statisti~no obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SPSS/PC+.

RReezzuullttaattii

VVrreeddnnoossttii  lliippiiddoovv

Koncentracije lipidov za obe skupini so prikazane v tabeli 1. Glede na izbor preiskovan-

cev sta se po pri~akovanju skupini mo~no razlikovali v koncentracji Lp(a) v plazmi. Pri

koncentracijah ostalih lipidov pa med skupinama ni bilo statisti~no pomembnih razlik.
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ppaarraammeetteerr eennoottaa vviissookk  LLpp((aa)) nniizzeekk  LLpp((aa)) pp

LLpp((aa)) mmgg//ll 778833,,22 ±± 334477,,66 111111,,11 ±± 1155,,88 00,,000000

CCeelloottnnii  hhoolleesstteerrooll mmmmooll//ll 77,,66 ±± 11,,55 77,,77 ±± 22,,00 00,,991122

HHDDLL ––  hhoolleesstteerrooll mmmmooll//ll 11,,11 ±± 00,,33 11,,22 ±± 00,,44 00,,556666

LLDDLL ––  hhoolleesstteerrooll mmmmooll//ll 55,,1199 ±± 11,,3377 44,,3322 ±± 11,,1199 00,,112277

TTrriigglliicceerriiddii mmmmooll//ll 33,,33 ±± 22,,77 66,,88 ±± 88,,44 00,,118866

Tabela 2. Rezultati meritev (aritmeti~na sredina ± standardna deviacija) aktivnosti plazminogena, aktiv-
nosti α-2 antiplazmina in fibrinogena za skupino preiskovancev z visokimi (> 300 mg/l) in skupino z nizki-
mi koncentracijami lipoproteina(a) (Lp(a)) (< 300 mg/l) ter rezultati meritev (mediana in razpon) aktivnosti
tkivnega aktivatorja plazminogena (t-PA), antigena t-PA, aktivnosti inhibitorja tkivnega plazminogena (PAI)
in antigena PAI-1 pri istih preiskovancih.

ppaarraammeetteerr eennoottaa vviissookk  LLpp((aa)) nniizzeekk  LLpp((aa)) pp

PPllaazzmmiinnooggeenn::  aakkttiivvnnoosstt rreell 00,,9977 ±± 00,,1133 00,,9900 ±± 00,,1100 00,,118877

α--22 aannttiippllaazzmmiinn::  aakkttiivvnnoosstt rreell 00,,8833 ±± 00,,0088 00,,8888 ±± 00,,1133 00,,229900

FFiibbrriinnooggeenn gg//ll 33,,4422 ±± 00,,5555 33,,5533 ±± 00,,6677 00,,665577

tt--PPAA::  aakkttiivvnnoosstt MMEE//mmll 00,,8822  ((00,,4411--11,,3377)) 00,,8811  ((00,,5500––11,,4488)) 00,,993311

tt--PPAA::  aannttiiggeenn nngg//mmll 88,,22  ((55,,11––1122,,44)) 1133,,11  ((55,,33––1199,,33)) 00,,008855

PPAAII::  aakkttiivvnnoosstt MMEE//mmll 77,,88  ((11,,00––2299,,88)) 1122,,66  ((11,,66––3399,,66)) 00,,224488

PPAAII--11::  aannttiiggeenn nngg//mmll 1133,,33  ((55,,00––4433,,55)) 1188,,33  ((22,,22––7733,,77)) 00,,660033

VVrreeddnnoossttii  ffiibbrriinnoolliittii~~nniihh  ppaarraammeettrroovv

Vrednosti izmerjenih fibrinoliti~nih parametrov so prikazane v tabeli 2. Razlike med sku-

pinama niso bile statisti~no zna~ilne. V tabeli 3 so prikazane povezave med fibrinoliti~-

nimi parametri in koncentracijo Lp(a) v plazmi. Koncentracija Lp(a) v plazmi ni kazala

pomembne povezave z nobenim od fibrinoliti~nih parametrov. Pomembne povezave pa

so bile med koncentracijo antigena t-PA, aktivnostjo PAI ter koncentracijo antigena PAI.

Tabela 1. Rezultati meritev (aritmeti~na sredina ± standardna deviacija) koncentracij lipoproteina(a)
(Lp(a)), celotnega holesterola, HDL in LDL-holesterola ter trigliceridov za skupino preiskovancev z viso-
kimi (> 300 mg/l) in skupino z nizkimi koncentracijami Lp(a) (< 300 mg/l) v plazmi.

RRaazzttaapplljjaannjjee  eevvgglloobbuulliinnsskkiihh  ssttrrddkkoovv

Iz plazme preiskovancev z visokimi in nizkimi koncentracijami Lp(a) smo pripravili

evglobulinske strdke in merili ~as njihovega raztapljanja. V skupini z visokimi koncentra-

cijami Lp(a) v plazmi so se strdki raztopili v 330 (240–420) minutah, v skupini z nizkimi

koncentracijami Lp(a) v plazmi, pa v 305 (75–420) minutah. Razlika med skupinama ni

bila statisti~no pomembna (p = 0,269). Evglobulinskim strdkom smo nato dodajali rt–PA

in merili ~as raztapljanja. Rezultati so bili naslednji: 20 (10–25) minut v skupini z visokimi

koncentracijami Lp(a) v plazmi in 20 (15–24) minut v skupini z nizkimi koncentracijami

Lp(a) v plazmi (rezultati so mediane in razponi). Tudi tu ni bilo statisti~no pomembnih

razlik (p = 0,685). Povezave med raztapljanjem evglobulinskih strdkov, raztapljanjem evglo-

bulinskih strdkov z rt-PA in koncentracijo Lp(a) niso bile pomembne (tabela 3).
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RRaazzttaapplljjaannjjee  ppllaazzeemmsskkiihh  ssttrrddkkoovv

Strdke iz normalne zmesne plazme smo raztapljali pri razli~nih koncentracijah rt-PA. Iz

dobljenih rezultatov smo dolo~ili koncentracije rt-PA, pri katerih so se strdki raztapljali

pribli`no 50 %. Pri teh koncentracijah smo v nadaljnjih poskusih raztapljali strdke prei-

skovancev z visokimi in nizkimi koncentracijami Lp(a) v plazmi. Neretrahirani strdki iz

normalne zmesne plazme so se brez dodanega rt-PA po 4 urah raztapljali najve~ 8 %,

pri dodajanju rt-PA pa se je topnost pove~evala z ve~anjem koncentracije in z dalj{im

EEvvggll  ssttrr  zz rrtt--PPAA PPllgg::  aakk α--22 aapp::  aakk FFbbgg tt--PPAA::  aakk tt--PPAA::  aagg PPAAII::  aakk PPAAII--11::  aagg KKoonncc  LLpp((aa))

EEvvggll  ssttrr ––00,,0033 00,,2244 ––00,,4411 ––00,,0077 00,,0088 ––00,,2277 ––00,,2222 ––00,,1177 00,,1177

EEvvggll  ssttrr  zz rrtt--PPAA 00,,3333 00,,1144 00,,5533** ––00,,1166 ––00,,0011 ––00,,0022 ––00,,0099 00,,0033

PPllgg::  aakk ––00,,0022 ––00,,0011 ––00,,2255 ––00,,2200 00,,0033 00,,0000 00,,2299

α--22 aapp::  aakk 00,,1122 ––00,,2288 ––00,,1133 ––00,,0033 ––00,,1111 00,,0000

FFbbgg ––00,,2299 00,,1177 00,,3322 00,,2222 ––00,,0088

tt--PPAA::  aakk 00,,1111 ––00,,1155 00,,1122––00,,0044

tt--PPAA::  aagg 00,,7744**** 00,,7799**** ––00,,4466

PPAAII::  aakk 00,,9933**** ––00,,2233

PPAAII--11::  aagg ––00,,2233

Tabela 3. Korelacijski koeficienti (r) za povezave med raztapljanjem evglobulinskih strdkov (evgl str), raz-
tapljanjem evglobulinskih strdkov z rekombinantnim tkivnim aktivatorjem plazminogena (evgl str z rt-PA),
aktivnostjo plazminogena (pgl: ak), aktivnostjo α-2 antiplazmina (α-2 ap: ak), fibrinogena (fbg), aktivnostjo
tkivnega aktivatorja plazminogena (t-PA: ak), antigenom t-PA (t-PA: ag), aktivnostjo inhibitorja tkivnega plaz-
minogena (PAI: ak), antigenom PAI-1 (PAI: ag) in koncentracijo lipoproteina(a) (konc Lp(a)) vseh preiskovancev.
*p < 0,01; **p < 0,001
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Slika 1. Odvisnost raztapljanja neretrahiranih strdkov iz normalne zmesne plazme od koncentracije rekom-
binantnega tkivnega aktivatorja plazminogena (rt-PA). Prikazani so rezultati raztapljanja po 2 in 4 urah.



~asom inkubacije. Pribli`no 50 % raztapljanje po 4 urah smo dosegli s 50 ng rt-PA/ml,

do popolnega raztapljanja v tem ~asu pa je pri{lo s 400 ng/ml rt-PA (slika 1). Retrahi-

rani strdki so se brez dodanega rt-PA po 4 urni inkubaciji raztapljali najve~ 3 %. Pri do-

dajanju rt-PA se je topnost pove~evala z ve~anjem koncentracije in z dalj{im ~asom inku-

bacije. Pribli`no 50 % raztapljanje po 4 urah inkubacije smo dosegli z 200 ng rt-PA/ml.

Do najve~jega raztapljanja v tem ~asu (81 %) je pri{lo z 800 ng rt-PA/ml (slika 2).
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Slika 2. Odvisnost raztapljanja retrahiranih strdkov iz normalne zmesne plazme od koncentracije rekombi-
nantnega tkivnega aktivatorja plazminogena (rt-PA). Prikazani so rezultati raztapljanja po 2 in 4 urah.

Spontano raztapljanje neretrahiranih in retrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev z vi-

sokimi in nizkimi koncentracijami Lp(a) v normalni zmesni plazmi smo merili po 4, 24 in

48 urah. Neretrahirani strdki so se po 48 urah v obeh skupinah preiskovancev raztap-

ljali pribli`no 15 % (slika 3). Razlika med skupinama ni bila statisti~no pomembna. Retra-

hirani strdki so se v obeh skupinah po 48 urah raztapljali le do 3 %.

Raztapljanje neretrahiranih in retrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev z visokimi

in nizkimi koncentracijami Lp(a) v normalni zmesni plazmi smo merili pri razli~nih kon-

centracijah rt-PA. Raztapljanje neretrahiranih strdkov smo merili pri koncentraciji rt-PA

50 in 100 ng/ml po 2 in 4 urah. Pri koncentraciji rt-PA 50 ng/ml smo dobili statisti~no zna-

~ilno razliko (p < 0,05) med obema skupinama po 2-urni inkubaciji, razlika po 4 urah je

bila na meji statisti~ne pomembnosti (p = 0,057). Bolje so se topili strdki skupine z niz-

kimi koncentracijami Lp(a) v plazmi. Pri koncentraciji rt-PA 100 ng/ml med skupinama

skoraj ni bilo razlik niti po 2 niti po 4 urah (slika 4). Raztapljanje retrahiranih strdkov smo

merili pri rt-PA 200 ng/ml. Po 2, 4, 6 in 8 urni inkubaciji je bilo raztapljanje nekoliko bo-

lj{e v skupini z nizkimi koncentracijami Lp(a) v plazmi (17–55 %) kot v skupini z viso-

kim koncentracijami Lp(a) v plazmi (14–52 %), vendar razlike med skupinama niso bi-

le statisti~no zna~ilne (slika 5).
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Slika 3. ^asovni potek spontanega raztapljanja neretrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev z visokim
koncentracijami lipoproteina(a) (Lp(a)) (> 300 mg/l) in z nizkim koncentracijami Lp(a) (< 300 mg/l) v nor-
malni zmesni plazmi.
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Slika 4. ^asovni potek raztapljanja neretrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev z visokim koncentraci-
jami lipoproteina(a) (Lp(a)) (> 300 mg/l) in nizkim koncentracijami Lp(a) (< 300 mg/ml) pri koncentraci-
ji rekombinantnega tkivnega aktivatorja plazminogena (rt-PA) 50 in 100 ng/ml v normalni zmesni plazmi.
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Slika 5. ^asovni potek raztapljanja retrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev z visokim koncentracija-
mi lipoproteina(a) (Lp(a)) (> 300 mg/l) in nizkim koncentracijami Lp(a) (< 300 mg/l) v normalni zmesni
plazmi pri koncentraciji rekombinantnega tkivnega aktivatorja plazminogena (rt-PA) 200 ng/ml.
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Slika 6. Raztapljanje retrahiranih strdkov iz plazme preiskovancev obeh skupin (z visokimi koncentracijami
lipoproteina(a) (Lp(a)) (> 300 mg/ml) in z nizkimi koncentracijami Lp(a) (< 300 mg/ml)) v normalni zme-
sni plazmi in v preiskovan~evih lastnih plazmah, po 2 in 4 urah inkubacije.
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Raztapljanje retrahiranih strdkov v preiskovan~evi lastni plazmi in v normalni zmesni plazmi

smo opazovali pri enakih koncentracijah rt-PA (200 ng/ml). V tem poizkusu smo ugo-

tavljali morebitni vpliv Lp(a) iz okoli{ke plazme na fibrinolizo. Rezultate raztapljanja smo

merili po 2 in 4 urah (slika 6). Pri~akovali smo razlike med raztapljanjem v normalni zme-

sni plazmi in raztapljanjem v plazmi preiskovancev z visoko koncentracijo Lp(a) v plaz-

mi, v skupini z nizkio koncentracijo Lp(a), ki nam je slu`ila za kontrolo, pa razlik nismo

pri~akovali. Statisti~no pomembnih razlik ni bilo niti v eni niti v drugi skupini.

RRaazzpprraavvaa

Lp(a) je samostojen dejavnik tveganja bolezni srca in o`ilja. Pri koncentracijah Lp(a) v

plazmi nad 300 mg/l je verjetnost razvoja teh bolezni dva do petkrat ve~ja (4, 5). Meha-

nizem njegovega delovanja {e ni raziskan.

Dosedanje laboratorijske raziskave so vpliv visoke koncentracije plazemskega Lp(a) na

fibrinolizo in vitro preu~evale na zelo razli~ne na~ine. Rezultati teh raziskav se razliku-

jejo med seboj, saj so nekatere pokazale zaviralen (19, 36, 37), druge pa pospe{eva-

len vpliv Lp(a) na fibrinolizo (18). V na{i raziskavi smo zato uporabili dva razli~na po-

skusna »sistema«: raztapljanje evglobulinskih strdkov in raztapljanje plazemskih strdkov.

Pri obeh vrstah strdkov smo preu~evali vpliv Lp(a) na spontano raztapljanje in raztap-

ljanje, izzvano z rt-PA.

Evglobulinski strdki so pripravljeni iz evglobulinske frakcije plazme in vsebujejo vse ses-

tavine fibrinoliti~nega sistema, razen inhibitorjev (PAI-1 in α-2-antiplazmina), ki jih med

postopkom priprave evglobulinov odstranimo. Taki strdki se zaradi odsotnosti inhibitor-

jev sami raztopijo v sorazmerno kratkem ~asu (v nekaj urah). V nasprotju s tem se pla-

zemski strdki spontano skoraj ne raztapljajo. Posebno slabo se raztapljajo retrahirani

plazemski strdki, ker vsebujejo zelo malo plazminogena (38). V na{i raziskavi smo ugo-

tovili, da so se v 48 urah neretrahirani strdki spontano raztopili v najve~ 8 %, retrahirani

pa najve~ v 3 %. Raztapljanje obeh vrst strdkov pospe{imo, ~e damo v okolico strdka

t-PA. Pri tem je ~as raztapljanja obratno sorazmeren koli~ini dodanega t-PA (slika 1, 2).

Retrahirani strdki so verjetno bolj podobni strdkom, ki nastanejo in vivo kot neretrahira-

ni, saj predvidevamo, da pride po nastanku strdka v ̀ ili do njegove retrakcije. Zaradi retrak-

cije je mehanizem raztapljanja retrahiranih strdkov druga~en od raztapljanja neretrahi-

ranih. Pri neretrahiranih t-PA najprej aktivira vezani in nevezani plazminogen v strdku,

kar pri teh strdkih `e zado{~a za raztapljanje. Pri retrahiranih, ki vsebujejo zelo malo

plazminogena, pa se z aktivacijo plazminogena, vezanega na fibrin, le ta delno razgra-

di. Razkrijejo se nova vezavna mesta, na katera se ve`ejo nove molekule plazminoge-

na iz okoli{ke plazme, in proces se nadaljuje po mehanizmu pozitivne povratne zveze

(38). Tako bi pri neretrahiranih strdkih Lp(a) lahko vplival na vezavo plazminogena na

fibrin ob nastanku strdkov, pri retrahiranih strdkih pa tudi ob poteku njihovega raztap-

ljanja. Na podlagi tega smo se odlo~ili preizkusiti, ali na raztapljanje strdkov vpliva tudi

Lp(a) iz okoli{ke plazme. V ta namen smo strdke, pripravljene iz plazem preiskovancev

z visoko koncentracijo Lp(a), raztapljali v njihovi lastni plazmi.



Ker je raztapljanje strdkov odvisno od koli~ine encimov (t-PA in drugih aktivatorjev plaz-

minogena ter plazminogena) in inhibitorjev (predvsem PAI-1 in α-2 antiplazmina) ter kon-

centracije fibrina, nanj pa poleg Lp(a) domnevno vplivajo tudi serumski lipidi, smo se

najprej `eleli prepri~ati, da se skupini razlikujeta samo po koncentraciji Lp(a) v plazmi.

Rezultati so pokazali, da se vrednosti lipidov, razen Lp(a) in fibrinoliti~nih parametrov

med skupinama niso statisti~no pomembno razlikovale (tabela 1, tabela 2), iz ~esar smo

predvidevali, da bomo vse morebitne razlike v raztapljanju strdkov lahko pripisali Lp(a).

Na{i rezultati spontanega raztapljanja evglobulinskih strdkov, ki vsebujejo skoraj toliko

(pribli`no 70 %) Lp(a) kot plazma, iz katere so pripravljeni (36), niso pokazali razlik med

raztapljanjem strdkov z visokimi plazemskimi koncentracijami Lp(a) v primerjavi z niz-

kimi plazemskimi koncentracijami Lp(a). Ti rezultati so v skladu z rezultati Aznarja in so-

delavcev (36) ter Szczeklika in sodelavcev (39). Manj podobnosti pa ka`e primerjava

med na{imi rezultati in rezultati Aznarja in sodelavcev (36) pri evglobulinskih strdkih, ki

smo jim dodajali t-PA. Aznar in sodelavci so pokazali, da se taki strdki pomembno slab{e

raztapljajo pri preiskovancih z visoko plazemsko koncentracijo Lp(a) kot pri preiskovancih

z nizko plazemsko koncentracijo Lp(a), na{i rezultati pa te razlike niso potrdili. Ker je bil

na~in pripravljanja strdkov v obeh primerih zelo podoben in zato ni mogel vplivati na re-

zultate, smo razliko med na{imi rezultati in rezultati Aznarja in sodelavcev pripisali razli-

kam v izboru preiskovancev. Razli~ne izooblike Lp(a) pri razli~nih ljudeh imajo namre~

razli~no afiniteto do fibrina (20) in lahko tako domnevno razli~no vplivajo na fibrinolizo.

Pri raztapljanju evglobulinskih strdkov nismo ugotovili povezave med ~asom raztapljanja

in koncentracijo Lp(a). Raztapljanje teh strdkov je bilo pomembno povezano samo s kon-

centracijo fibrinogena v plazmi, iz katere smo pripravljali evglobuline, vendar samo pri

strdkih, katerim smo dodajali rt-PA. Koncentracija Lp(a) ni bila povezana z nobenim od

merjenih fibrinoliti~nih parametrov (tabela 3).

Na{i rezultati raztapljanja neretrahiranih in retrahiranih plazemskih strdkov z rt-PA so

pokazali, da so se v ve~ini poizkusov strdki iz plazem preiskovancev z visoko plazem-

sko koncentracijo Lp(a) topili nekoliko slab{e kot tisti iz plazem preiskovancev z nizko

plazemsko koncentracijo Lp(a). Vendar statisti~no pomembnih razlik nismo dokazali (sli-

ka 4, 5). Lp(a) iz okoli{ke plazme prav tako ni vplival na topnost retrahiranih strdkov (sli-

ka 6). Edino statisti~no pomembno razliko (p < 0,05) smo dobili pri raztapljanju neretra-

hiranih strdkov po 2 urah pri koncentraciji rt-PA 50 ng/ml (slika 5). Strdki iz plazem z vi-

sokim Lp(a) so se raztapljali slab{e. Po 4 urah pa je bila razlika na meji statisti~ne zna-

~ilnosti (p = 0,06). Pri ve~ji koncentraciji aktivatorja (100 ng/ml) pa razlik v raztapljanju

ni bilo. Iz tega smo sklepali, da pri vi{jih koncetracijah t-PA, Lp(a) kot njegov kompeti-

tivni inhibitor nima vpliva na raztapljanje. To je v svoji raziskavi prikazal tudi Terres s so-

delavci (19), ki je ugotovil, da so se strdki, pripravljeni iz polne krvi, ki so jim dodali ~isti

Lp(a), raztapljali slab{e kot strdki brez dodanega Lp(a) le, ~e za raztapljanje ni upora-

bil kon~nih koncentracij t-PA, ve~jih od 400 ng/ml.

Iz rezultatov na{e raziskave, ki je pokazala, da je raztapljanje strdkov, pripravljenih iz

plazme preiskovancev z visokimi koncentracijami Lp(a), sicer nekoliko slab{e, kot raz-

tapljanje strdkov iz plazme preiskovancev z nizkim koncentracijami Lp(a), vendar sta-
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tisti~no nezna~ilno, smo zaklju~ili, da Lp(a) nima pomembnega vpliva na raztapljanje

teh strdkov in vitro. Pri evglobulinskih strdkih pa je bila razlika med skupinama {e bolj

neznatna, iz ~esar smo zaklju~ili, da Lp(a) ne vpliva na raztapljanje teh strdkov.
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