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Sazetak

Uvod: Familijarna hiperholesterolemija (FH) je ¢est autosomno dominantni poremeéaj metabolizma
lipida, povezan sa trajno poviSenim LDL-holesterolom i povecanim rizikom od prevremene
aterosklerotske kardiovaskularne bolesti. Uprkos jasno definisanim klini¢kim kriterijumima, FH je i
dalje nedovoljno dijagnostikovana, a genetska heterogenost znacajno utice na klinicku prezentaciju
i terapijski odgovor. Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita ucestalost patogenih genetskih varijanti
povezanih sa FH 1 njihov odnos sa klini¢kim karakteristikama i1 ishodima.

Metode: U studiju je ukljucen 101 pacijent sa klinickom sumnjom na FH. Kod svih ispitanika
sprovedeno je genetsko testiranje varijanti u genima LDLR, APOB, PCSK9 i LDLRAPL. Analizirani
su klinicki podaci, lipidni profil pre i tokom terapije, kardiovaskularni dogadaji i komponente DLCN
skora, kao i povezanost genetskog statusa sa fenotipom, terapijskim odgovorom i postizanjem ciljnih
vrednosti LDL-holesterola.

Rezultati: Patogene varijante identifikovane su kod 43,6% ispitanika, naj¢es¢e u LDLR genu.
Genetski pozitivni pacijenti imali su viSe vrednosti LDL-holesterola, ukupnog holesterola i
apolipoproteina B pre terapije. Iako je relativno snizenje LDL-holesterola bilo vece, apsolutne
postterapijske vrednosti LDL-holesterola ostale su viSe, uz rede postizanje ciljeva. Pol je
identifikovan kao jedini nezavisan prediktor kardiovaskularnih dogadaja.

Zakljucak: Genetski potvrdena FH povezana je sa tezim lipidnim fenotipom i slabijim postizanjem
terapijskih ciljeva, uz prisutan rezidualni kardiovaskularni rizik. Rezultati ukazuju na znacaj
rutinskog genetskog testiranja, rane primene intenzivne i kombinovane terapije i personalizovanog
pristupa u leCenju pacijenata sa FH.

Klju¢ne reci: familijarna hiperholesterolemija; genetske mutacije; LDL-holesterol; LDL receptor;
kardiovaskularni rizik; Dutch Lipid Clinic Network skor; PCSK9; personalizovana terapija
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POLYMORPHISMS IN THE LDLR, APOB, AND PCSK9 GENES IN PATIENTS WITH
FAMILIAL HYPERCHOLESTEROLEMIA: IMPLICATIONS FOR DIAGNOSIS, CLINICAL
CHARACTERISTICS, AND DISEASE PROGNOSIS

Abstract

Introduction: Familial hypercholesterolemia (FH) is a common autosomal dominant disorder of
lipid metabolism, characterized by persistently elevated levels of low-density lipoprotein cholesterol
(LDL-C) and an increased risk of premature atherosclerotic cardiovascular disease. Despite well-
defined clinical criteria, FH remains underdiagnosed, and genetic heterogeneity significantly
influences clinical presentation, therapeutic response, and risk assessment. The aim of this study was
to investigate the prevalence of pathogenic genetic variants associated with FH and their relationship
with clinical characteristics and outcomes.

Methods: The study included 101 patients with a clinical suspicion of FH. All participants underwent
genetic testing for variants in the LDLR, APOB, PCSK9, and LDLRAP1 genes. Clinical data, lipid
profiles before and during therapy, cardiovascular events, and components of the Dutch Lipid Clinic
Network (DLCN) score were analyzed, along with the association between genetic status and
phenotype, therapeutic response, and achievement of LDL-C target levels.

Results: Pathogenic variants were identified in 43.6% of patients, most commonly in the LDLR
gene. Genetically positive patients had higher levels of LDL-C, total cholesterol, and apolipoprotein
B prior to therapy. Although the relative reduction in LDL-C during treatment was greater in
genetically positive patients, absolute post-treatment LDL-C levels remained higher, with a lower
likelihood of achieving target values. Sex was identified as the only independent predictor of
cardiovascular events.

Conclusion: Genetically confirmed FH is associated with a more severe lipid phenotype, poorer
achievement of therapeutic targets, and persistent residual cardiovascular risk. These findings
highlight the importance of routine genetic testing, early initiation of intensive and combination lipid-
lowering therapy, and a personalized approach to the management of patients with FH.
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cardiovascular risk; Dutch Lipid Clinic Network score; PCSK9; personalized therapy
Scientific field: MEDICINE

Narrow scientific field: ENDOCRINOLOGY

UDK number:




1

SADRZAJ

UVOD cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiisssiisssssssssisssssnsssssssnsssssssssssssssssnsssssssnssssssssnsssssssnsssssss 1
1.1. Familijarna hiperholesterolemMija...cccccvcccveeiiisseeeiiiiinreisiiiree e sssase e sane 1
2 =t o o (=14 1 To] [T ] - U 2
1.3, Kardiovaskularni FIZIK......ceeeeiieeeiieeesiiensssseesssssssssssssessssssssessssssssessssnns 2
1.4, PatOfiZIOlOQiJA ceeeeereenrereeriiiensrinnnnreenesiiessssssnnneeesssssesssssnnseesessssssssssnsnsessssssssssssnnssasssssssssssnnns 2

1.4.1. Metabolizam ROIESEEIrOIQ ..........c.covveeiuiiiiiiiiiiiieesie sttt st et e s e e sbe e sabe e sabeesabeesnbaesareesn 3

J.4.2. UZFOCN GONI.cueeeaniiiiiiieiee ettt ettt ettt e s ittt e st e e at e sab e e s at e e s ab e e e bt e e sabeesabeesabeesnbeesabeesnseesateennneenn 3
1.5. Dijagnoza i klini¢a slika FH.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7

1.5.1. Dijagnoza i diferencijalna difagnoza ................oocueevuiiiiiiiiiiiiieeete ettt e 7

I ([ ol (o Y 11 e P UUPPRN 7

1.5.3. DiJAGNOSEICKE QIATKE .....cc.eeveeieeiiiiiieeeit sttt ettt ettt aae e s be e s abe e sabeesabeesabeesabeesnbaenareenn 8
1.6. Principi leCenja familijarne hiperholesterolemije..........cccoeeeriiiiiiiiiriiiiiniiinisisisisssssssssssnens 9

1.6.1. Terapijske SMerniCe i PrePOrUKe. ............ccccueeiceeeeeeieeeeeceeeeeeeeeeteeeeeitteeesstbeeeestaeesesaseessreeassssaeeeanes 9

1.6.2. Terapijske 0pCije I8CENJA FH ..........cccuueeeecuiee et eecte e e eettee e et e e e e stta e e setaaeeesabaeeeeataeeseasaseessreaaans 10

CHLI RADA ... eeeeeceseeiccetttiseesseiascessseessessssnsssssssnssssssssssssssssnnsssssssnsssssssnnnnsnnes 14

METODE ... oeeeiicereeicecreiiccesreiieseseaseessenasessssenssssssssssssssssnssssssssssssssssnnsssssssnnnns 15
T8 IR 4 o o] g 1] o1 =1 11 ¢ USSP PPPRTTO 15
3.2. Kriterijumi za ukljucivanje i iSKLjuCivanje ........cccevvriiiiiiiniiiiinininin, 15
3.3. KIiniCka evaluacija......ccceeeiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininiiiiiiinineeeneseeeseeeeeeeseeeeeeseeeseeeesteeseseesesssene 15
3.4. Odredjivanje nivoa ukupnog holesterola (h), HDL-h, LDL-h i triglicerida u serumu..... 16
3.5. Odredjivanje nivoa apolipoprotein A-1 (ApoA-I), apolipoprotein B (ApoB), lipoprotein(a)
[LP(2)] U SEIUMIU. . .uuuuuneeeeereereeesrsenreeeessassessssssnseesessasssssssnsessesssssasssssanssssssssssssssssnsssesssssssssssnnns 16
3.6. GENELSKA ANALIZA c.uvverrriirnriiiiiineiisieetiiesre s e s s ssns s sss s sane s sssssnsessssssnsasssssnnassssssanaasns 17
R AT #: 13 0 14 L1 1 21 1 72 17
R IR T 1 4 L BT 1 1< 1 5 DO 18

REZULT AT e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeiceesteiieeeseeaseessennsesssssssssssssssssssssnssssssssssssssssnnsssssssnnnns 19
4.1. Osnovne KaraKteristike PaCiJENata ...ccccceeerreeerrrcsnnreerirriesessrsnnreeesssssesssssanneesessssssssssnnnnnenes 19
4.2. Analiza postojanja naces§¢ih genetskih mutacija odgovornih za nastanak FH kod
pacijenata sa klinickom dijagnozom FH ..........cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiininieininieieeeeeeeesesesesesssssssssssssssses 20

4.2.1. Analiza postojanja patogene varijante U LDLR GENU............ccccuueeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeiiiieeeeeeeesseivaneeeeeeeans 20

Tabela 4. Spektar patogenih varijanti u genima LDLR i APOB U KOhOIti ......ccovcvvieeeiiiiiiciee e, 21

4.2.2. Analiza postojanja patogene varijante U APOB QENU ..........cccuueecueeeescveeieiieeeseieeeesieeeessseeeesnneeeens 22

4.2.3. Analiza postojanja patogene varijante u PCSK9 i LDLRAPI GENU........cc.ueeeceueeesccieeeeiiieeeeieneeeseveeeens 22



4.2.4. Analiza postojanja nacescih genetskih mutacija kod Srodnika ............cc.ccoeceueeeiciieeesciee e eeeeens 23

4.3. Ispitavanje povezanosti odredenih genskih mutacija sa klinickim karakteristikama FH 23

4.3.1. Analiza povezanosti DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija ..............cccceccveeeeccveeeeccneessnenenn, 24
4.3.2. Analiza povezanosti pojedinacnih komponeneta DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija ....... 24

4.4. Analiza povezanosti odredenih genetskih mutacija i nivoa lipida pre primene terapije.. 30

4.4.1. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa LDL-h pre primene terapije ...........cccceeeeerieeenecnnne 30
4.4.2. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa UH-h pre primene terapije...........cccccceveeeriveenncnnne 31
4.4.3. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa HDL-h pre primene terapije ............ccoceeeceveevcveennn. 31
4.4.4. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Tg pre primene terapije ...........ccccecevveeeccuneeecvenenn. 32
4.4.5. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Lp(a) pre primene terapije ............ccooueeeeeuveeecvennn. 32
4.4.6. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Apo A1 | Apo B pre primene terapije ..................... 33
4.4.7. Poredenje klinickih i biohemijskih parametara izmedu LDLR-pozitivnih pacijenata sa i bez c.858C>A
P-(SEI286AIG) VAIIJANTE ...ttt ettt ettt sttt e be ettt s at e bt e bt e beeabesatesatesbeenbeeeesateeas 34
4.5. Razlike u terapijskom odgovoru izmedu genetski pozitivnih i negativnih pacijenata .....35
4.5.1. Analiza povezanosti genetskih mutacija i efekata primenjene terapije na postizanje terapijskih
Lol 1=V e B 0 o USRS 36
4.5.2. Analiza povezanost genetskog statusa sa postizanjem ciljne vrednosti LDL-h nakon terapije uz
kontrolu starosti, pola, BMI i POCETNOG LDL-Q ...........c.oeeeeueeeeiiiieeeiiee e ecieeeeetteeeeitee e ssiteeeesatae e eeaaea e savaaeens 36
ST B 1 1] (0 N TN 39
6 ZAKLJUCCI c.uueeeeeeeeeeeeeeesireesessasissassssssasessassssassssssssassasasssssssssasassssssssass 50

T LITERATURA ccortteettticsiciiiitttetsssnssssssssesseeesssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssses 52



1 UVOD

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju jedan od najveéih javnozdravstvenih problema
savremenog drustva, sa vode¢im udelom u morbiditetu i mortalitetu Sirom sveta (1). Uprkos
zna¢ajnom napretku u dijagnostici, prevenciji i leCenju, aterosklerotske bolesti, posebno ishemijska
bolest srca, ostaju glavni uzrok smrtnosti u veéini razvijenih i mnogih zemalja u razvoju (2). Medu
brojnim faktorima rizika za nastanak ateroskleroze, povisene koncentracije lipoproteina niske gustine
(LDL-holesterola) izdvajaju se kao kljucni, nezavisni i najznacajniji etioloski Cinilac u razvoju
aterosklerotskih promena (2,3). Postoji jasno dokazana linearna veza izmedu nivoa LDL-holesterola
i rizika od kardiovaskularnih dogadaja, pri ¢emu smanjenje LDL-holesterola dovodi do
proporcionalnog smanjenja rizika za nastanak kardiovaskluarnih dogadaja (3-5).

vvvvv

interakcije genetskih faktora i faktora zivotne sredine, ali moze imati i Cisto genetsku osnovu, kao
§to je slucaj kod familijarne hiperholesterolemije (6). Razumevanje genetske determinisanosti
poremecaja lipoproteinskog metabolizma, kao i njihovog uticaja na aterogenezu, od sustinskog je
znacaja za unapredenje dijagnostike, prevencije i le¢enja kardiovaskularnih bolesti (7). Poslednjih
decenija dolazi do intenzivnog razvoja molekularne genetike i precizne medicine, §to je omogucéilo
dublje sagledavanje genetskih mehanizama koji stoje u osnovi dislipidemija 1 njihovog klinickog
ispoljavanja (8). Ovo znanje posebno dobija na znacaju kod monogenskih formi hiperlipidemija,
medu kojima familijarna hiperholesterolemija (FH) zauzima centralno mesto zbog svoje ucestalosti
i ozbiljnosti klini¢kih posledica (6,9).

1.1. Familijarna hiperholesterolemija

Familijarna hiperholesterolemija spada u najc¢e$¢e nasledne metabolicke poremecaje kod
ljudi, koja se moze javiti kod pojedince iz svih etnickih grupa (10). Prvi put je u literaturi opisana
krajem tridesetih godina proslog veka od strane Karla Milera, norveskog lekar, koji je predlozio da
je pojava hiperholesterolemije i ksantoma na tetivama povezana sa kardiovaskularnim bolestima i da
je ona genetski uslovljena (11). FH se karakteri$e povisenim vrednostima ukupnog i LDL-holesterola
(LDL-h) uz normalne vrednosti triglicerida. Ako se ne le¢i ovaj genetski poremecaj metabolizma
holesterola dovodi do prevremene ateroskleroze, kardiovaskularnih bolest i ¢esto smrt u ranom
zivotnom dobu. Posledica je mutacija u nekoliko gena koje vode smanjenom klirensu LDL cestica iz
cirkulacije od strane jetre (10). U osnovi su to autozomno dominantne mutacije gena za LDL receptor
(LDLR), apolipoproteina B100 (APOB), LDL receptorski ligand na LDL ¢estici 1 proprotein
convertazu subtilizin/kexin tip 9 (PCSK9), koji se vezuje za LDLR i promoviSe njegovu
intracelularnu degradaciju (6). Vec¢ina osoba sa FH su heterozigoti za mutacije u jednom od ovih
gena (tj. oni nose mutaciju u jedan od alela) i stoga imaju heterozigotnu formu familijarne
hiperholesterolemije (HeFH). Retko, pojedinci mogu imati homozigotnu formu familijarne
hiperholesterolemije (HoFH), sa mutacijom u oba alela (12). Drugi retki oblici koji mogu da se jave



su sjedinjeni heterozigoti (drugacija mutacija u svakom alelu) ili dvostruk heterozigoti (mutacije u
dva alela dva razli¢ita gena) (12).

1.2. Epidemiologija

Familijarna hiperholesterolemija je najverovatnije najeS¢a genetska bolest kod Iljudi
(6,12,13). Prevalenca familijarne hiperholesterolemije Cesto zavisi od dijagnosti¢kih kriterijuma koja
se koristi, a koji su u mnogim zmeljama neujednaCeni. Ranije se smatralo da je ucestalost
heterozigotne forme 1:500 stanovnika, a homozigotne forme 1:1.000.000 (10). Danasnji podaci koji
su dobijeni putem standardizovanih dijagnosti¢ki kriterijuma sugeriSu da je ucestalost HeFH mnogo
veca 1:300 stanovnika, dok je ucestalost HoFH 1:300.000 stanovnika (12). Sve klinicke procene
sugeriSu da je familijarna hiperholesterolemija izuzetno ucestao poremecaj u svetu, ali klinicko
iskustvo ukazuje na to da vecina slucajeva nije identifikovana (6,14).

1.3. Kardiovaskularni rizik

Skrining pacijenata mladih od 50 godina koji su imali infarkt miokrada pokazao je da je oko
2% ovih pacijenata imalo dijagnozu familijarne hiperholesterolemije (15). Rana pojava infarkta
miokarda, Sloga i pove¢anog sveukupnog mortaliteta su kardinalne odlike svih oblika nelecene FH
(6,12,13). Uznapredovala starost, poviseni indeks telesne mase, dijabetes melitus tipa 2, visok krvni
pritisak i prethodna upotreba duvana povecavaju rizik od KVB kod pacijenata sa heterozigotnom
familijalnom hiperholesterolemijom (6,16). Nasuprot tome, deca sa homozigotnom familijalnom
hiperholesterolemijom mogu razviti prevremenu KVB u odsustvu drugih faktora rizika (12,17).
Dodatni KVB faktori rizika kod pojedinaca sa FH uklju¢uju smanjen nivo lipoproteina velike gustine
(high-density lipoproteins; HDL), poviSene nivoe triglicerida (Tg), lipoproteina a [Lp (a)], kao i
faktori zivotnog stila, puSenje, ishrana i veZbanje (6,13,16). Dijabetes melitus dodatno povecava rizik
za KVB (16). Jo$ jedan faktor koji treba uzeti u obzir kod zena sa FH je trudnoc¢a. Holesterol se
fizioloski u trudno¢i povecava za oko 30-50%, dok je kod Zena sa FH ovo povecanje jo§ izrazenije
(18).

Glavni pokretaci rizka za KVB ukljucuju prisustvo prethodnih kardiovaskularnih bolesti, kao
1 nivo poviSenog LDL-holesterola. Osobe sa HoFH, koje od rodenje imaju izuzetno poviSene
vrednosti LDL holesterola, obi¢no > 10 mmol/L imaju veoma visok rizika od KVB, u prvoj ili drugoj
decenija Zivota. Kod njih se razvija simptomatska ateroskleroza koja zahvata koronarne, karotidne,
periferne arterije i sr¢ane valvule (6,12,19,20).

1.4. Patofiziologija

Molekularna osnova poviSenog nivoa LDL-holesterola skoro se uvek odnosi na najmanje
jedan od slede¢ih mehanizama: smanjen broj molekula LDLR ili smanjenu aktivnost LDLR u svim
¢elijama, ali uglavnom hepatocitima, $to rezultira smanjenim klirensom LDL-holesterola iz plazme;
zatim defek apo B100 molekula u okviru LDL cestici koja se ne vezuje za LDLR; i prekomerne
ekspresije PCSKO9 ili hiperaktivnosti PCSK9, §to rezultira brzom internalizacijom i1 degradacijom
LDL receptora i smanjenjem broja samih recepotora (21). Autozomno recesivna forma FH je povezan



sa mutacijom LDLR-adapter proteina, koja rezultira smanjenim transportom LDLR do plazma
membrane (22). Gen za LDL receptor se nalazi na kratkom kraku hromozoma 19 i do sada je
identifikovano vise od 2000 mutacija ovog gena. Najvece vrednosti LDL-holesterola se javljaju kod
pojedinaca sa mutacijom LDLR, dok osobe sa apoB ili PCSK9 mutacijama obi¢no imaju nesto nize
nivoe LDL holesterola (6,12). Zapazeno je da ja FH takode povezana sa poveé¢anim nivoima Lp (a)
nepoznatim mehanizmom. Lp (a) nivoi su ve¢i u HoFH nego HeFH. Poremecaj efluksa HDL
holesterola moze biti povezana sa niskim nivoom HDL holesterola koji se vida u HoFH (23).

1.4.1. Metabolizam holesterola

Holesterol je glavna lipidna komponenta c¢elijske membrane i prekursor je mnogih
bioaktivnih molekula, ukljucujuéi steroidne hormone, vitamin D, oksisterole (oksigenizovane
derivate holesterola) i Zu¢ne kiseline (24). Otprilike jedna petina cirkuliSu¢eg holesterola potice iz
hrane; dok ostatatk holesterola poti¢e od hepati¢ne sinteze (21), u kojoj 3-hidroksi-3-metilglutaril-
CoA (HMG)-CoA reduktaza katalizuje reakciju de novo sinteze holesterola.

Lipoproteini sadrze jezgro koje se sastoji od hidrofobnih lipida (triglicerida i estara
holesterola) okruzenih hidrofilnim lipidima (fosfolipidi, neesterifikovani holesterol) i proteinima. U
plazmi cirkuliSe pet osnovnih klasa lipoproteina, podeljenih prema njihovoj gustini: hilomikroni,
lipoproteini vrlo male gustine (very low-density lipoproteins; VLDL), lipoproteini srednje gustine
(intermediate density liporoteins; IDL), lipoproteini male gustine (low-density lipoproteins; LDL) i
lipoproteini velike gustine (high-density lipoproteins; HDL). Unutar svake od navedenih klasa
lipoproteina dodatno postoje i varijacije u gustini, veli¢ini i sadrzaju proteina (25,26). LDL Cestitece
predstavlja najvecu klasu lipoproteina koja nosi holesterol i njihova primarna funkciju je da
transportuje holesterol do perifernih ¢elija. Vecina cirkulisu¢ih LDL cestica je katabolizovana od
strane jetre nakon internalizacije putem LDLR-a na hepatocitima (21,24). Uprkos kolokvijalnim
1zrazima kao $to su "loS holesterol" 1 "dobar holesterol" za LDL i HDL holesterol, holesterol sadrzan
u ovim Cesticama je kvalitativno identican. Umesto toga, 'loSe' 1 'dobro' odnose se na pravac
transporta lipida - ¢estice LDL-a transportuju holesterol iz jetre ka periferiji, gde ponekad dovodi do
patoloskih promena na zidovima krvnih sudova, dok HDL cestice vracaju holesterol sa periferije
nazad u jetru, koja ga zatim eliminiSe iz organizma (21,23).

Hroni¢ni prekomerni nivoi LDL cestica, kao Sto je slucaj kod familijarne
hiperholesterolemije, imaju znacajne patoloske posledice. U ovom okruzenju kompromitovan je
normalan odgovor arterija na vazodilatatorni stimulans (27). Osim toga, Cestice LDL-a koje nisu
katabolizovane u jetri su podlozne modifikaciji, ukljucujué¢i oksidaciju i kao takve bivaju
internalizovane od strane makrofaga, Sto indukuje zapaljensku reakciju na nivou artrerijskog zida
(28). Makrofagne ¢elije postaju prezasicene holesterolom i pretvaraju se penaste ¢elije koje doprinose

stvaranju aterogenog plaka, koji raste i eventualno okludira krvni sud, $to dovodi do ishemije tkiva
(28).

1.4.2. Uzrocni geni



1.4.2.1. LDLR

Gen za receptor za lipoproteine male gustine (LDLR) lociran je na kratkom kraku hromozoma
19 (19p13.2) i sastoji se od 18 egzona koji kodiraju transmembranski glikoprotein od 839
aminokiselina, klju¢an za klirens LDL cestica iz cirkulacije putem receptor-posredovane endocitoze
(10,29). LDLR se primarno eksprimira u hepatocitima i predstavlja osnovni regulator homeostaze
holesterola u plazmi(21). Procena je da 60-80% pacijenata sa heterozigotnom familijarnom
hiperholesterolemijom (HeFH) nosi patogene varijante u LDLR genu (30). Do danas je
identifikovano vise od 2000 razlic¢itih mutacija LDLR koje su registrovane u medunarodnim bazama
podataka (FH Database, ClinVar, LOVD) (31,32). Mutacije su visoko heterogene i variraju medu
populacijama zbog efekta osnivaca (founder mutations), narocito u Francuskoj Kanadi, Libanu,
Holandiji, Juznoj Africi i Severnoj Evropi (31).

Najces¢i tipovi mutacija LDLR gena ukljucuju:

o Missense mutacije (=40-50%), koje menjaju jedan aminokiselinski ostatak i najces¢e dovode
do promene afiniteta vezivanja LDLR za apoB-100 ili uticaja na transport receptora (31,33).

e Nonsense mutacije (=12-15%), koje stvaraju prevremeni stop-kodon i skracene,
nefunkcionalne protein (34).

« Male insercije/delecije (=15-20%), koje remete Citanje okvira i sintezu receptora (33).

e Splajsing mutacije (=8—10%), koje uti¢u na uklanjanje introna ili obradu pre-mRNA (35).

e Velike genomske delecije/duplikacije (=8—10%), koje zahvataju jedan ili vise egzona (36).

Patogene LDLR varijante klasifikuju se prema funkcionalnom uticaju na sintezu, transport ili
funkciju receptora u Sest klasa mutacija (10):

Klasa Funkcionalni defekt

Klasa 1 Nema sinteze receptora (,,null alleles )

Klasa 2 Defekt transporta iz endoplazmatskog retikuluma

Klasa 3 Defekt vezivanja LDL Cestica

Klasa 4 Defekt internalizacije LDL-LDLR kompleksa

Klasa 5 Defekt reciklaze receptora

Klasa 6 Defekt transporta na bazolateralnu membranu hepatocita

Klini¢ki, mutacije klase 1 1 2 uglavnom dovode do teZeg fenotipa bolesti, sa viSim nivoima LDL-
holesterola i ranijim razvojem ateroskleroze, dok mutacije klase 3-5 ¢esto dovode do blazih ili
umerenih fenotipskih ispoljavanja (37). Prema funkcionalnom efektu, one se grupisu i u dve osnovne
klinicke kategorije:

e Receptor-negativne mutacije (<2% rezidualne funkcije LDLR) — teska hiperholesterolemija,
lo§ odgovor na terapiju statinima;



o Receptor-defektne mutacije (2—25% preostale funkcije) —umereno poviseni LDL- holesterola
i bolji terapijski odgovor (38).

Stepen porasta LDL-holesterola snazno zavisi od vrste mutacije. Osobe sa receptor-negativnim
mutacijama ¢esto imaju visi LDL-h >8-10 mmol/L, dok osobe sa receptor-defektnim mutacijama
imaju nize vrednosti (5—8 mmol/L) i kasniju pojavu aterosklerotske bolesti (12). Multicentri¢ne
studije pokazale su da genotipska klasifikacija kod LDLR mutacija ima prognosti¢ki zna¢aj u
predikciji vremena pojave koronarne bolesti i odgovora na hipolipemijsku terapiju (39,40)

1.4.2.2. ApoB i PSCK9

Pored mutacija u genu za LDL receptor, znaCajan broj slucajeva familijarne
hiperholesterolemije posledica je patogenih varijanti u genima APOB i PCSK9, koji takode uéestvuju
u regulaciji metabolizma lipoproteina male gustine. U porodicama sa klinickom slikom tipi¢énom za
HeFH, ali bez potvrdenih mutacija u LDLR genu, identifikovane su mutacije u genu za
apolipoprotein B (APOB), koje remete vezivanje LDL cestica za LDL receptor (41). Ovaj oblik
bolesti poznat je kao familijarna defektna apoB-100 varijanta (FDB) i predstavlja drugi najcesci
monogenski oblik FH (42). Najc¢es¢a patogena varijanta je ¢.10580G>A (p.Arg3527GIn), ranije
oznacavana kao p.Arg3500GIn, koja se javlja sa visokom ucestaloS¢u u populacijama centralne i
zapadne Evrope zbog efekta osnivaca (founder effect) (41). FDB se u poredenju sa LDLR-
posredovanom FH obi¢no manifestuje blazim porastom LDL-holesterola, kasnijim razvojem
aterosklerotske kardiovaskularne bolesti i boljim terapijskim odgovorom na statine (43). Prevalencija
FDB u opstoj populaciji procenjuje se na 1:1000-1:5000, ali znatno varira medu populacijama (38).

Tre¢a grupa monogenskih uzroka FH odnosi se na mutacije u PCSK9 genu (proprotein
convertase subtilisin/kexin type 9), koji kodira enzim uklju¢en u razgradnju LDL receptora (44).
Gain-of-function (GoF) mutacije u PCSK9 dovode do povecanog vezivanja PCSK9 za LDLR i
ubrzane degradacije receptora u lizosomima, ¢ime se smanjuje dostupnost LDLR na povrSini
hepatocita i povecava nivo LDL-h u cirkulaciji (45). Ovaj oblik FH je redak i ¢ini manje od 1%
slucajeva heterozigotne FH. Najpoznatije patogene varijante ukljucuju p.Asp374Tyr, p.Ser127Arg i
p.Phe216Leu, koje su identifikovane u porodicama iz Francuske, Japana i Sjedinjenih Americkih
Drzava (46). Za razliku od mutacija LDLR i APOB, PCSK9 mutacije pokazuju znacajnu genotipsko-
fenotipsku heterogenost, a pojedini nosioci mutacija imaju izrazito visok rizik od prerane
aterosklerotske bolesti i slab odgovor na terapiju statinima (44,45). Znacaj PCSK9 u regulaciji
metabolizma LDL cestica potvrden je razvojem PCSK9 inhibitora (monoklonska antitela i male
interferiraju¢e RNK) kao savremene terapije kod pacijenata sa FH i visokim kardiovaskularnim
rizikom (4,47).

1.4.2.3 Retki geni



Kod znacajnog broja pacijenata sa klinickom slikom kompatibilnom sa familijarnom
hiperholesterolemijom, ali bez detektovanih mutacija u najceS¢e zahva¢enim genima LDLR, APOB
ili PCSK9, identifikovane su patogene ili potencijalno patogene varijante u drugim genima Kkoji
ucestvuju u metabolizmu LDL holesterola i homeostazi lipida (31). Medu njima se isticu mutacije u
genu APOE (apolipoprotein E) koji je ukljucen u klirens trigliceridima bogatih lipoproteina preko
interakcije sa LDL receptorom (48). Varijante APOE E2/E2 i retke varijante poput APOE
(p.Leul67del) mogu klini¢ki imitirati fenotip FH, ali obi¢no dovode do blazeg i promenljivog
fenotipa sa umerenim porastom LDL-h (49,50). lako se nekada smatralo da mutacije u APOE genu
uzrokuju ,treci tip FH®, danas se ove varijante ¢eS¢e povezuju sa disbetalipoproteinemijom (HLP tip
I11) nego sa pravom monogenskom FH (51).

Germline varijante u genu STAP1 (signal-transducing adaptor family member 1) prvobitno
su opisane kao potencijalni uzrok autosomno dominantne hiperholesterolemije, zbog prijavljenih
varijanti p.Glu97Asp, p.Leu69Ser, p.lle71Thr i p.Asp207Asn u porodicama sa fenotipom FH (52).
Medutim, kasnije studije nisu potvrdile konzistentnu povezanost izmedu STAP1 varijanti i poviSenog
LDL-holesterola, pa se smatra da STAP1 nema dokazanu patogenost u FH i da njegova uloga ostaje
kontroverzna (53).

Mutacije u LDLRAP1 genu (Low Density Lipoprotein Receptor Adaptor Protein 1) uzrokuju
autosomno recesivnu hiperholesterolemiju (ARH), retku formu teske porodi¢ne hiperholesterolemije
(54). ARH je prvi put opisana kod porodica sa teSkom hiperholesterolemijom i ksantomima, ali bez
mutacija u genu LDLR (55). LDLRAP1 je adaptor protein neophodan za klatrin-zavisnu endocitozu
LDL-LDLR kompleksa, pa njegove mutacije dovode do smanjene internalizacije LDL Cestica i teSke
hiperholesterolemije. Fenotipski ARH podse¢a na homozigotnu FH, ali obi¢no pokazuje bolji
odgovor na terapiju statinima i ezetimibom (19,38). ARH je izuzetno redak poremecaj i ravnomerno
je rasprostranjen globalno, ali je poveéana prevalencija prijavljena u izolovanim populacijama kao
Sto su Sardinija, Liban, Apeninsko poluostrvo i zajednice sa visokim stepenom konsangviniteta (56).

1.4.2.4. Poligenska hiperholesterolemija

Poligenska  hiperholesterolemija ~ (PH)  predstavlja  najce$¢i  oblik  primarne
hiperholesterolemije 1 posledica je kumulativnog efekta brojnih €estih genetskih varijanti (SNP) koje
uticu na metabolizam LDL-holesterola (57). Za razliku od monogenskih formi FH, PH ima
multifaktorsko nasledivanje sa doprinosom genetskih i spoljasnjih faktora. Studije asocijacije na
nivou genoma (GWAS) identifikovale su vise lokusa uklju¢enih u regulaciju LDL-h (SORT1, APOE,
HMGCR, ABCG5/8, PCSKD9) i ukazale da oko 30-60% pacijenata sa fenotipom FH bez mutacije u
LDLR/APOB/PCSKS genu zapravo ima poligensku osnovu (58). Klini¢ki, PH se obi¢no manifestuje
umerenim povecanjem LDL-h, normalnim trigliceridima i odsustvom tetivnih ksantoma, uz nizi
kardiovaskularni rizik i bolji terapijski odgovor nego kod monogenske FH. Evropsko drustvo za
aterosklerozu (EAS) preporucuje upotrebu poligenskog rizik skora (PRS) u diferencijaciji PH od FH
(31,39).



1.5. Dijagnoza i klinica slika FH

Ekspertska komisija za FH u vidu Nacionalne asocijacije za lipide (National Lipid
Association NLA) preporucila je univerzalni skrining za povisene vrednosti holesterol u Zivotnoj dobi
od 9-11 godina. Skrinig treba obaviti kod dece starije od 2 godine kod kojih postoji pozitivna
porodi¢na anamneza za FH ili prevremenu KVB u familiji. Nivoi lipida u detinjstvu su snazan
prediktor za vrednosti holesterola kasnije u zivotu. Skrining kod dece mlade od 2 godine se ne
preporucuje jer se nivo lipida i lipoproteina povecavaju do oko druge godine, a zatim postaju
stabilni(59).

1.5.1. Dijagnoza i diferencijalna dijagnoza

Klini¢ki suspektna FH postoji kada je nivo LDL-h >4,9 mmol/L kod odraslih ili 4,1 mmol/L
kod dece (ukljucujuéi adolescente do 18 godina). Prose¢ne vrednosti LDL i ukupnog holesterola kod
neleCenih pacijenata sa HeFH su 5,7 mmol/L i 9,1-14,2 mmol/L. Dok se kod HoFH, ukupni nivo
holesterola se kre¢e od 16,8 mmol/L do 25,9 mmol/L (60,61).

Diferencijalno dijagnosticki vazno je iskljuciti sekundarne uzroke povisenih vrednosti
holesterola kao $to su efekti dijete bogate zasi¢enim i trans mastima, hipotireoza, nefrotski sindrom
i intrahepati¢na holestaza. Treba razmotrit i druge nasledne oblike hiperlipidemije kao Sto je
sitosterolemija koja predstavlja autozmono recesivno oboljenje gde postoji akumulacija biljnih
sterola u plazmi i cirkuliSu¢im lipoproteinima uz pojavu ksantoma.

1.5.2. Klinicka slika

Jasni fizicki znaci za dijagnozu FH nisu uvek prisutni kod ovih pacijenatai treba ih trZziti.
Fizikalnim pregledom se mogu videti ksantomi, koji predstavljaju promene nastale nakupljanjem
holesterola u makrofagima koze najces¢e u predelu ekstenzornih tetiva Saka, kolena, laktova 1
Ahilove tetive 1 na mestima izloZenim pritisku. Pored navedenih klinickih parametara, u pacijenata
sa FH moze se videti i arcus corneae i ksantelazme. Arcus corneae predstavlja sivo-belicasti prsten
na rubu roZnjace, nastaje nakupljanjem lipida u ovom delu oka i ne ugrozava vid te ne zahteva
poseban tretman izuzev leCenja hiperholesterolemije. Ksantelazme su histoloSki identi¢ne
ksantomima, ali za razliku od njih nastaju uglavnom na o¢nim kapcima, imaju izgled Zzuckasto
prebojenih plakova ¢ija veli¢ina varira. U vecini sluCajeva predstavljaju samo estetski problem,
medutim u najtezim situacijama svojom veli¢inom mogu dovesti do ptoze kapka (62). Prisustvo
ovakvih tetivnih ksantoma, ksantelazmi u bilo kom Zivotnom dobu 1 arcus corneae kod pacijenata
starijih od 45 godina treba da podstakne sumnju da se radi o FH.



1.5.3. Dijagnosticke alatke

Postoje tri poznate dijagnosticke alatke za dijagnostiku FH. U njih spada Americki MedPed
program (Make Early Diagnosis To Prevent Early Death), Simon Broome Register group u Velikoj
Britaniji (62) i Dutch Lipid Clinic Network (61). Kriterijumi Simon Broome grupe i Dutch MEDPED
(Tabela 1) kriterijumi uzimaju u obzir porodi¢nu i licnu anamnezu, fizikalni nalaz, nivo LDL
holesterola 1 rezultate molekularnog genetskog testiranja. Oni klasifkuju pacijente u smislu
postojanja vjerovatnocu za FH. Glavna razlika izmedu ova dva kritrijuma je da Simon Broome
kriterijumi prepoznaje DNK dokaz o mutaciji kao definitivan znak za postojanje FH, dok je za Dutch
MEDPED kriterijume potreban jo§ jedna pozitivan kriterijum pored molekularne potvrde za
postavljanje definitivne dijagnoze FH (63).

Tabela 1. Dutch MEDPED (Dutch Lipid Clinic Network) klini¢ki kriterijumi za dijagnozu
heterozigotne FH
1. Porodicna anamneza

Kriterijum  Poeni

Prvi rodaci sa preuranjenom* 1
kardiovaskularnom bolescu

LDL-holesterol > 95. percentila (odrasli rodak) 1

LDL-holesterol > 95. percentila (rodak < 18 2
godina)

Ksantomi ili arcus cornealis kod rodaka 2

2. Li¢na anamneza
Kriterijum  Poeni

Preuranjena* koronarna bolest 2

Preuranjena* cerebralna ili periferna 1

vaskularna bolest

3. Fizikalni pregled
Kriterijum  Poeni
Prisutni ksantomi
Arcus cornealis kod pacijenta < 45 godina
4. LDL-holesterol (mmol/L)

(op}

I

Kriterijum  Poeni
285
6.5-84
50-64
4.0-4.9

= W o1 0

5. DNK analiza
Kriterijum  Poeni
Prisutna mutacija LDL receptora ili drugih FH 8
relevantnih gena
Interpretacija ukupnih poena

Ukupni skor  Dijagnoza
>8 Sigurna FH
6—-7 Verovatna FH




3-5 | Moguc¢a FH
* u osoba muskog pola mladjih od 55 god i osoba zenskog pola mladjih od 60 god
Adaptirano prema: Nordestgaard BG, Chapman MJ, Humphries SE, et al. European Heart Journal.
2013; 34:3478-3490.

Ometajuéi faktor u dijagnozi FH je istovremeno prisustvo povisenih vrednosti Lp(a) (64).
Lp(a) Cestice su varijanta LDL Cestica koja takode ukljucuju apolipoprotein (a). U okviru Lp(a)
Cestica, 20-30% mase Cini holesterol, $to je sli¢no sadrzaju LDL-holeseterola. Nasuprot tome, Lp(a)
Cestice prvenstveno se ne kataboliSu preko LDLR, ve¢ drugim slabo istrazenim putem. Najcesce
koriS¢ena Fridvaldova formula za izracunavanje LDL-holesterola oduzima HDL holesterol od
ukupnog holesterola. Na taj nacin holesterol povezan sa Lp(a) Cesticama ulazi u sklop LDL-
holesterol. Kao rezultat toga, kod pacijenata sa visokim vrednostima Lp(a) dobijaju se znacajno
poviSene vrednosti LDL holesterola koje se onda koriste za dijagnozu familijarne
hiperholesterolemije. Podaci dobijeni opsrevacijom opste danske populacije ukazuju na to da je kod
25% pacijenata dijagnoza postavljena na osnovu nerealno povisenih vrednosti do nje dobila LDL-
holesterola na racun Lp (a) (64,65). Pokazano je da poviSene vrednosti Lp(a) povecavaju rizik za
nastajanje KVB u pacijenata sa FH, zbog ¢ega je nepohodno barem jednom odrediti i vrednosti Lp(a).

1.6. Principi lecenja familijarne hiperholesterolemije

Osnovni cilj le¢enja FH je smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti srca. Terapiju treba
zapoceti §to je pre moguce nakon dijagnoze kod svih odraslih osoba i dece starosti od 8 do 10 godina
(17). Svi pacijenti sa FH, bilo da imaju heterozigotnu ili homozigotnu formu FH, treba da produ
sveobuhvatni program promene zivotnog stila. Ovaj program ima tri glavna cilja: promene u ishrani,
sprovodjenje fizicke aktivnosti 1 bihevioralna terapija. Promene u ishrani podrazumevaju smanjenje
unosa zasi¢enih masi, trans masti i holesterola. Pacijente treba uputiti kod nutricioniste, i dat savet o
prestanku pusenja. Takode jako je vaZno regulisati druge faktore rizika za KVB, kao §to su
hipertenzija, gojaznost i dijabetes (37).

1.6.1. Terapijske smernice i preporuke

Evropsko udruzenje za aterosklerozu (EAS) i Evropsko kardiolosko udruzenje (ESC)
naglaSavaju da je snizavanje LDL-holesterola osnovni terapijski cilj u leenju pacijenata sa
hiperlipidemijom, s obzirom na to da je LDL-h kljucni aterogeni faktor rizika. Terapijske preporuke
se zasnivaju na proceni ukupnog kardiovaskularnog rizika i prilagodavaju ciljne vrednosti LDL-h
prema kategoriji rizika svakog pacijenta. Kod dece i adolescenata sa heterozigotnom familijarnom
hiperholesterolemijom (HeFH) preporucuje se postizanje vrednosti LDL-h < 3,5 mmol/L. Kod
odraslih sa visokim kardiovaskularnim rizikom ciljna vrednost je LDL-h < 2,5 mmol/L, dok kod
pacijenata sa veoma visokim rizikom, kao Sto su oni sa postojecom aterosklerotskom



kardiovaskularnom boles¢u (ASCVD) ili Secernom boleséu sa organskim ostecenjem, cilj je LDL-h
< 1,8 mmol/L. Posebna grupa su pacijenti sa ekstremno visokim rizikom, kod njih se preporucuje
LDL-h < 1,4 mmol/L. Najzad, kod pacijenata koji pretrpe ponovljenje kardiovaskularne dogadaje,
koji imaju polivaskluranu arterijsku bolest, preporucuje se jos agresivniji pristup i postizanje LDL-h
< 1,0 mmol/L. U svim kategorijama rizika preporucuje se smanjenje LDL-h za >50% u odnosu na
pocetne vrednosti, dok se terapija vodi principom ,,Sto nize — to bolje* u pogledu LDL-h redukcije
(40,66).

1.6.2. Terapijske opcije lecenja FH

Lecenje familijarne hiperholesterolemije zasniva se na intenzivnoj redukciji LDL-holesterola
kako bi se smanjio rizik od prevremene aterosklerotske kardiovaskularne bolesti. Statini predstavljaju
terapiju prvog reda i efikasno smanjuju LDL-holesterol inhibicijom HMG-CoA reduktaze, uz
dodatno smanjenje rizika od kardiovaskularnih dogadaja (67). Kada ciljne vrednosti nisu postignute
monoterapijom, preporucuje se kombinacija sa ezetimibom, inhibitorom apsorpcije holesterola u
crevu (68). Pored standardne terapije statinima i ezetimibom, u novije vreme u leCenju familijarne
hiperholesterolemije sve ve¢u ulogu ima bempedoic¢na kiselina, inhibitor ATP—citrate liaze, koja
dodatno snizava LDL-holesterol kod pacijenata sa nedovoljnim terapijskim odgovorom ili
intolerancijom na statine (69).

Kod pacijenata sa teSkim fenotipom bolesti ili nedovoljnim terapijskim odgovorom, u
heterozigotnoj FH (HeFH) i homozygotnoj FH (HoFH), uvodi se PCSK9 inhibitori, monoklonskih
antitela evolokumab ili alirokumab, koji obezbeduju dodatno smanjenje LDL-h i do 60% i zna¢ajno
smanjuju kardiovaskularne dogadaje (4,70). Nova terapijska opcija je inclisiran, mali interferirajuc¢i
RNK (siRNA) lek koji deluje na sintezu PCSK9 u hepatocitima, i odrzivo obara LDL-holesterol
dvokratnom aplikacijom godi$nje (47). Kod pacijenata sa najtezim oblicima FH ili u rezistentnim
slu¢ajevima, mogu se razmatrati lomitapid, mipomersen ili LDL afereza, mada su ove terapije
rezervisane za specifiéne indikacije zbog ograni¢ene dostupnosti i bezbednosnih pitanja (12,71).
Savremeni terapijski pristup FH bazira se na principima personalizovane lipidoloske terapije, uz
obaveznu modifikaciju faktora rizika i pracenje adherencije.

1.6.2.1. Statini

Statini su terapija prvog izbora u FH i zapo€inju se rano sa ciljem intenzivnog smanjenja
LDL-C i kardiovaskularnog rizika (13,72). Smanjuju sintezu holesterola u jetri kompetitivnom
inhibicijom enzima HMG-CoA reduktaze. Smanjenje koncentracije intracelularnog holesterola
dovodi do povecane ekspresije LDLR na povrsini hepatocita, §to dovodi do povecanog preuzimanja
LDL holesterola iz krvi i smanjene koncentracije LDL holesterola i drugih lipoproteina koji sadrze
apoB, ukljucujuéi i Cestice bogate trigliceridima. Stepen smanjena LDL holesterola zavisi od doze i
varira izmedu razlicitih statina (73). Slab odgovor na terapiju u odredenoj meri je uzrokovan loSom
komplijansom leka, ali i genetskom varijaciom kako metabolizma holesterola, tako i samim
preuzimanjem i metabolizmom statina u jetri (74).
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Visokopotentni statini, atorvastatin 40—80 mg i rosuvastatin 2040 mg, postiZu snizenje LDL-
h >50%, pri ¢emu rosuvastatin pokazuje najvecu potentnost po miligramu (7,40,72). Najces¢i
nezeljeni efekti su statin-asocirani misi¢ni simptomi (SAMS), koji se javljaju u realnoj praksi kod 5—
10% pacijenata, dok je prava miopatija retka (~0,1%), a rabdomioliza izuzetno retka (<0,01%). Blago
poviSenje transaminaza javlja se u 0,5-2% slucajeva i najces¢e je prolazno (75). Rizik od
novonastalog dijabetesa postoji, posebno kod predisponiranih pacijenata, sa relativnim uvecanjem
rizika od oko 9—-12%, ali uz zna¢ajno vecu apsolutnu kardiovaskularnu korist (76). Terapija se ne
prekida kod blagih miSi¢nih bolova ili izolovanog porasta transaminaza. Privremeni prekid ili
redukcija doze preporucuju se ako je CK >4-10xgornje granice normale uz simptome ili ako su
transaminaze >3x gornje gramice normale u dva uzastopna merenja (75). Nakon smirivanja
simptoma preporucuje se re-introdukcija statina, smanjenje doze, prelazak na drugi statin (npr.
rosuvastatin zbog duzeg poluvremena), doziranje svaki drugi dan ili kombinacija sa ezetimibom radi
bolje podnosljivosti. Potpuni prekid terapije rezervisan je samo za dokumentovanu tesku
netoleranciju ili ozbiljne nezeljene reakcije, jer je u FH kontinuirana terapija klju¢na za prevenciju
aterosklerotskih komplikacija (13).

1.6.2.2. Ezetimib

Ezetimib je selektivni inhibitor apsorpcije holesterola koji blokira njegovo preuzimanje. Ovaj
inhibitorni efekat ne utiCe na apsorbciju trigicerida i liposolubilnih vitamina (77). Inhibicija
apsorpcije holesterola u crevima dovodi do smanjenog stvaranja i sekrecije hilomikrona, pored
inhibicije reabsorpcije Zuci. Zbir ovih efekata dovodi do smanjenog skladiStenja holesterola u
hepatocitima. Smanjen sadrzaj holesterola u jetri favorizuje ekspresiju LDLR, kao i smanjeno
stvaranje VLDL. Posledica ovih dogadaja je smanjen nivo LDL-h u plazmi (78). NICE i Evropsko
drustvo za ateroskleozu (EAS) preporucuje kombinovanje statina i ezetimiba. Ova dvostruka terapija
moze da dovede do smanjenja LDL-h za 60 do 70% (7,40). IMPROVE-IT studija je pokazala
znacajno smanjenje kardivaskularne smrtnosti, koronarnog dogadaja i §loga za 6,4% u odnosu na
monoterapiju samo preparatom statina (79).

1.6.2.3. Sekvestri Zucnih kiselina

Ovi molekuli stvaraju nerastvorljive komplekse sa micelima Zuc¢ne kiseline 1 holesterola.
Micele ne preleze u eneterocite, a posledica toga je njihovo izlu€ivanje. S obzirom da je transport
holesterola izmedu enterocita i jetre je delimi¢no inhibiran, nivo holesterola u jetri je smanjen tako
da se smanjuje sekrecija LDL i VLDL, a time i njihova koncentracija u krvotoku (80). Dokazano je
da smanjuju i kardiovaskularne dogadaje, zbog cega se mogu dodati kao tre¢i agens, posebno u grupi
pacijenata sa tipo 2 dijabetesa ili LDL-h koji je ve¢i od 1.8 mmol/L (81) .

1.6.2.4. Niacin

Niacin (vitamin B3, nikotinska kiselina) bio je jedan od prvih lekova koris¢enih u leCenju
porodic¢ne hiperholesterolemije. Niacin smanjuje mobilizaciju slobodnih masnih kiselina iz masnog
tkiva inhibiranjem hormonski-zavisne lipaze, §to smanjuje dotok masnih kiselina u hepatocite i
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posledi¢no sintezu triglicerida i VLDL cCestica. Kao rezultat, dolazi do smanjenja LDL-holesterola
za oko 10-20%, smanjenja triglicerida za 20-50%, uz istovremeno povecanje HDL-holesterola za
15-35% (82,83). Uprkos povoljnim promenama lipidnog profila, velika randomizovana ispitivanja
AIM-HIGH (2011) i HPS2-THRIVE (2014) nisu pokazala smanjenje kardiovaskularnih dogadaja
kada je niacin dodat ve¢ optimalnoj statinskoj terapiji. U ovim studijama niacin je bio povezan sa
ceS¢im nezeljenim efektima: izrazenom vazodilatacijom (tzv. flushing), gastrointestinalnim
smetnjama, povecanjem hepaticnih enzima, pogorSanjem glikoregulacije i veéim rizikom od
novonastalog dijabetesa (84,85). Zbog toga ga najnovije ESC/EAS i ACC/AHA smernice viSe ne
preporucuju rutinski u lecenju hiperholesterolemije ili FH, osim u izuzetnim situacijama kada nije
moguce koristiti druge terapijske opcije (7,40)

1.6.2.5. PCSK 9 monklonska antitela

PCSK9 monoklonska antitela (evolokumab i alirokumab) predstavljaju savremenu terapiju
za pacijente sa teSkom hiperholesterolemijom, ukljucujuc¢i one sa porodicnom hiperholesterolemijom
(FH), kod kojih maksimalno tolerisana terapija statinom uz ili bez ezetimiba ne obezbeduje ciljne
vrednosti LDL-h (7,40,86). Blokiranjem PCSK9 proteina sprecava se vezivanje i razgradnja LDL
receptora u hepatocitima, ¢ime se povecava broj funkcionalnih LDL receptora na povrSini Celije i
ubrzava eliminacija LDL Cestica iz cirkulacije (87). Dodavanje PCSK9 inhibitora statinskoj terapiji
dovodi do dodatnog smanjenja LDL-h za oko 50-65% u odnosu na prethodne vrednosti. Studije
FOURIER (evolokumab) i ODYSSEY OUTCOMES (alirokumab) pokazale su zna¢ajno smanjenje
velikih aterosklerotskih kardiovaskularnih dogadaja kod pacijenata sa ve¢ postojecom
aterosklerotskom boles$¢u, uz posebno izrazen efekat kod onih sa visokim polaznim LDL-h (4,70).
Terapija se u vecini slucajeva dobro podnosi, a najéeS¢e nezeljene reakcije su lokalne reakcije na
mestu aplikacije i blage infekcije gornjih disajnih puteva (87). Najnovije ESC/EAS smernice i
ACC/AHA putokaz preporucuju upotrebu PCSK9 inhibitora kao slede¢i terapijski korak kod
bolesnika sa visokim rizikom kada ciljne vrednosti LDL-holesterola nisu postignute uprkos
maksimalnoj standardnoj terapiji (7,40).

1.6.2.6. Mala interferirajuca RNK

Inklisiran je mala interferiraju¢a RNK (siRNA) koji cilja hepatocitnu transkripciju genu za
PCSKO9 i dovodi do degradacije PCSK9 iRNK putem mehanizma RNK-interferencije, $to smanjuje
sintezu PCSK9 proteina i posredno poveéava broj LDL-receptora na povrsini hepatocita pa se
ubrzava ¢iS¢enje LDL-Cestica iz cirkulacije (88). Inklisiran se daje subkutano u Semi: doza na dan 1,
ponavljanje u 3. mesecu, a zatim svaka 6 meseci, Sto omogucava trajno potiskivanje PCSK9 nivoa i
prakticno odrzivo snizenje LDL-h (~45-52% u pivotalnim ORION studijama u poredenju s
placebom) (19,47). Indikacije obuhvataju odrasle pacijente sa aterosklerotskom kardiovaskularnom
boles¢u koji zahtevaju dodatno snizenje LDL-h pored maksimalno podnosljive statinske terapije, kao
1 pacijente sa heterozigotnom porodi¢nom hiperholesterolemijom u kojima je potrebno dodatno
snizenje LDL-h; regulatorna odobrenja (EMA, FDA i druge agencije) i lokalne smjernice definiSu
specificne indikacione okvire (89). Podaci o sigurnosti iz pooled analiza pokazuju da je inklisiran
generalno dobro podnosen — najces¢i nezeljeni dogadaj su reakcije na mestu injekcije; sistemskih
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toksiciteta nije bilo u frekventnoj stopi u odnosu na placebo u kratkoro¢nim studijama, ali praenje
ishodnih kardiovaskularnih dogadaja i dugoro¢na bezbednost prate se u vecim ispitivanjima kao Sto
su ORION-4. Evropske i medunarodne smernice i konsenzusi prepoznaju inklisiran kao prakticnu,
dvaput godi$nje opciju za dodatno smanjenje LDL-h kada dutinske terapije nisu dovoljne, uz

napomenu da konacni dokaz o smanjenju MACE dolazi iz oc¢ekivanih velikih ispitivanja ishoda
(89,90).

1.6.2.7. Ostala terapija

Lomitapid je oralni inhibitor mikrozomalnog trigliceridnog transportnog proteina (MTP), koji
sprecava sintezu i sekreciju lipoproteina koji sadrze apolipoprotein B (ApoB), Cime znacajno snizava
nivo LDL-holesterola kod pacijenata sa homoziogotnom familijarnom hiperholesterolemijom
(HoFH) (91). Mipomersen je antisens oligonukleotid koji se specifi¢no vezuje za informacionu RNK
ApoB proteina i inhibira njegovu translaciju, $§to dovodi do smanjene produkcije aterogenih
lipoproteina (92). Ovi lekovi predstavljaju dodatnu terapijsku opciju kod pacijenata sa HoFH koji ne
postizu ciljne vrednosti LDL-holesterola uprkos standardnom lecenju maksimalno podnosljivim
statinom, ezetimibom i/ili LDL-aferezom (3). FDA je odobrila upotrebu lomitapida i mipomersena
iskljucivo za pacijente sa HoFH, zbog rizika od hepatotoksi¢nosti i potrebe za pazljivim pracenjem
jetrenih enzima (7,40).

LDL-afereza predstavlja ekstrakorporalnu proceduru kojom se selektivno uklanja LDL-
holesterol iz cirkulacije 1 koristi se kod pacijenata sa teSkim oblicima HoFH, narocito kada ciljne
vrednosti LDL-holesterola nije moguce posti¢i farmakoloskom terapijom (93). Jedan tretman LDL-
afereze akutno smanjuje nivo LDL-holesterola za oko 55-75%, dok kontinuirana primena na
nedeljnom ili dvonedeljnom nivou dovodi do odrzive redukcije LDL-holesterola za 60-80% (94).
Pored toga, LDL-afereza moze doprineti smanjenju nivoa lipoproteina(a), fibrinogena, poboljsanju
reoloskih svojstava krvi 1 endotelne funkcije. U kombinaciji sa savremenim hipolipemijskim
lekovima, ukljucujuéi statine, ezetimib 1 PCSK9 inhibitore, kod odredenog broja pacijenata moguce
je postici ciljne vrednosti LDL-holesterola (93,95).
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2 CILJ RADA

Polazec¢i od navedenih saznanja, cilj ovog rada je bio da se analiziraju

(a) najcesce genske mutacije odgovorne za nastanak FH u uzorku populacije pacijenata u
Srbiji;

(b) korelacija uoc¢enih genskih mutacija sa klinickim karakteristikama FH i pojavom i/ili
progresijom KVB tokom viSegodiSnjeg pracenja;

(c) povezanost genskih mutacija i efekata primenjene terapije na postizanje terapijskog cilja
LDL-h.

Radi ostvarenja navedenog cilja u ovom radu su postavljeni slede¢i zadaci:

1. analizirati postojanje najcesc¢ih genskih mutacija odgovornih za nastanak FH kod pacijenata

sa klinickom dijagnozom FH,

2. ispitati povezanost odredjenih genskih mutacija sa klinickim karakteristikama FH;

3. analizirati povezanost odredjenih genskih mutacija i nivoa LDL-h pre primene terapije kod
pacijenata sa FH;

4. prouciti povezanost odredjenih genetskih mutacija i efekat primenjene terapije na postizanje

terapijskog cilja LDL-% tokom trogodisnjeg pracenja.
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3 METODE

3.1. Izbor ispitanika

Ova studija je sprovedena kao observaciona, retrospektivno-prospektivna analiza pacijenata
sa klinickom sumnjom na familijarnu hiperholesterolemiju, koji su bili upuceni i praé¢eni u Kabinetu
za poremecaje lipida, Klinike za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma, Univerzitestkog
Klini¢kog centra Srbije u Beogradu u period od 2015. do 2023. godine. U istrazivanje je uklju¢eno
ukupno 101 ispitanik (94 nepovezana pacijenta i 7 srodnika) koji su ispunjavali klinicke kriterijume
za mogucu, verovatnu ili sigurnu FH, definisane prema Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) skoru
, a koji prethodno nisu bili na terapiji (61).

3.2. Kriterijumi za ukljucivanje i iskljucivanje

Ukljuceni su pacijenti sa klinickom sumnjom na FH, zasnovanom na povisenim vrednostima
LDL-holesterola, li¢nom ili porodi¢cnom anamnezom prevremene aterosklerotske kardiovaskularne
bolesti, ili prisustvom fizi¢kih znakova karakteristicnih za FH (tendonksantomi, ksantelazme, arcus
cornealis).

Iskljuéeni su pacijenti sa sekundarnim uzrocima hiperlipidemije (nekompenzovan dijabetes,
hipotireoidizam, nefrotski sindrom, hroni¢na bolest jetre, hroni¢na bubrezna insuficijencija) 1 oni sa

nepotpunim biohemijskim ili genetskim podacima.

3.3. Klinic¢ka evaluacija

Za svakog ispitanika prikupljeni su podaci o demografskim karakteristikama (pol, starost u
godinama), antropometrijskim parametrima, kao i1 prisutnim komorbiditetima 1 fizickim znacima
familijarne hiperholesterolemije.

Telesna visina (TV) izrazena je u metrima (m), a telesna tezina (TT) u kilogramima (kg). Na
osnovu ovih podataka izracunat je indeks telesne mase (ITM) prema standardnoj formuli:

ITM (kg/m?) = TT (kg) / TV (m) 2
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Kod svih ispitanika evidentirano je prisustvo ili odsustvo slede¢ih komorbiditeta: arterijska
hipertenzija, Secerna bolest tipa 2 (DM2) i kardiovaskularna bolest (KVB). Prisustvo komorbiditeta
je registrovano na osnovu medicinske dokumentacije i anamnestickih podataka:

o Arterijska hipertenzija (AH) definisana je kao prethodno postavljena dijagnoza ili vrednosti
krvnog pritiska >140/90 mmHg pri najmanje dva merenja, ili kori$¢enje antihipertenzivne
terapije u trenutku ukljuc¢enja u studiju (96).

o Dijabetes melitus tip 2 (DM2) definisan je na osnovu anamneze ili laboratorijskih kriterijuma:
glikemija nataste >7,0 mmol/L, HbAlc >6,5%, ili primena antihiperglikemijske terapije (97).

o Kardiovaskularna bolest (KVB) obuhvatala je prethodno dokumentovan akutni koronarni
sindrom, infarkt miokarda, perkutanu koronarnu intervenciju (PCI), aortokoronarnu bajpas
operaciju (CABG), mozdani udar ili perifernu arterijsku bolest (7).

Takode su zabelezeni fizicki znaci karakteristi¢ni za FH, kao $to su ksantomi, ksantelazme i
arcus cornealis.

Klinicka klasifikacija familijarne hiperholesterolemije izvedena je prema Dutch Lipid Clinic
Network (DLCN) kriterijumima (61). Na osnovu ukupnog skora, pacijenti su svrstani u Cetiri
kategorije:

Sigurna FH (>8 poena)
Verovatna FH (6-8 poena)
Moguéa FH (3-5 poena)

Malo verovatna FH (<3 poena)

3.4. Odredjivanje nivoa ukupnog holesterola (h), HDL-h, LDL-h i triglicerida u serumu

Vrednost nivoa ukupnog holesterola, njegovih supfrakcija i triglicerida u serumu odredjena
je naSte, nakon 12h gladovanja, Analize su sprovedene na automatizovanom biohemijskom
analizatoru (Roche Cobas 6000, Roche Diagnostics, Nemacka) koriS¢enjem enzimskih
kolorimetrijskih metoda. Vrednoti su izrazene u mmol/L

3.5. Odredjivanje nivoa apolipoprotein A-1 (ApoA-1), apolipoprotein B (ApoB), lipoprotein(a)
[Lp(a)] u serumu

Vrednost nivoa apolipoprotein A-1 (ApoA-I), apolipoprotein B (ApoB), lipoprotein(a) [Lp(a)]
u serumu odredjena je naste, nakon 12h gladovanja. Analize su sprovedene na automatizovanom
biohemijskom analizatoru (Roche Cobas 6000, Roche Diagnostics, Nemacka) imunoturbidimetrijske
metode. Vrednosti su izrazene u mmol/L, osim za Lp(a) koji je izrazen u g/L.
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3.6. Genetska analiza

Genetsko testiranje je sprovedeno u saradnji sa Institutom za molekularnu genetiku i
geneticko inZenjerstvo Univerziteta u Beogradu, u skladu sa vazeé¢im etickim i laboratorijskim
standardima. Genomska DNK je izolovana iz uzoraka periferne krvi koriS¢enjem standardizovanih
protokola za ekstrakciju, ¢ime je obezbeden visok kvalitet i integritet genetskog materijala
neophodan za dalju analizu. Kvantitet i ¢isto¢a izolovane DNK procenjivani su spektrofotometrijski
i/ili fluorometrijski.

Ciljana analiza gena ukljué¢enih u metabolizam lipoproteina niske gustine (LDL), konkretno LDLR,
APOB, PCSK9 i LDLRAP1, sprovedena je primenom tehnologije sekvenciranja nove generacije
(next-generation sequencing, NGS). Biblioteke za sekvenciranje pripremljene su prema uputstvima
proizvodaca, uz prethodnu amplifikaciju ciljnih regiona gena, a sekvenciranje je izvrSeno na
platformi Illumina NextSeq 550DX. Dobijeni sirovi podaci podvrgnuti su bioinformatickoj obradi
koja je obuhvatala kontrolu Kkvaliteta, mapiranje sekvenci na referentni humani genom
(GRCh37/hg19 ili GRCh38, u zavisnosti od protokola), detekciju varijanti i njihovu anotaciju
koriS¢enjem relevantnih baza podataka (npr. ClinVar, dbSNP, gnomAD).

Identifikovane genetske varijante interpretirane su u skladu sa smernicama American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG), uz primenu standardizovanih Kriterijuma za procenu
njihove klinicke znacajnosti. Na osnovu dostupnih dokaza (frekvencija u populaciji, in silico
predikcije, funkcionalni podaci, segregacija u porodici i literatura), varijante su klasifikovane u pet
kategorija: patogene, verovatno patogene, varijante nepoznatog znacaja (VUS), verovatno benigne i
benigne. Kada je bilo potrebno, rezultati su dodatno potvrdeni Sanger sekvenciranjem kao
referentnom metodom (98).

3.7. Statisticka analiza

StatistiCka obrada podataka izvrSena je koriS¢enjem programa IBM SPSS Statistics for Windows,
verzija 30.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Normalnost raspodele podataka proverena je Shapiro—
Wilk testom, koji je pokazao da vecina varijabli ne prati normalnu raspodelu. Zbog toga su koris¢eni
neparametrijski testovi, ukljucujuci: Mann—Whitney U-test za poredenje medijana izmedu dve grupe,
* test i Fisher-ov egzaktni test za analizu povezanosti kategorijalnih varijabli. Vrednosti su izrazene
kao medijana i interkvartilni raspon (IQR), a statisticka zna€ajnost je definisana za p < 0.05. Za
ispitivanje nezavisnih prediktora genetski potvrdene FH, postizanja ciljne vrednosti LDL-holesterola
I prisustva kardiovaskularnih dogadaja koris¢ena je multivarijantna logisticka regresiona analiza.
Rezultati su prikazani kao odnos Sansi (odds ratio, OR) sa 95% intervalom pouzdanosti (CI).
Statisticka znacajnost je odredena na nivou p < 0.05.
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3.8. Eticki aspekti

Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Univerzitetskog Klinickog centra Srbije i
sprovedeno u skladu sa Deklaracijom iz Helsinkija (2013). Svi ucesnici (ili njihovi zakonski
zastupnici) potpisali su informisani pristanak za ucesce u studiji i genetsko testiranje.
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4 REZULTATI

Prema postavljenim ciljevima i zadacima istrazivanja, a primenom navedenih metoda u radu
su dobijeni sledeéi rezultati:

4.1. Osnovne karakteristike pacijenata

U istrazivanje je ukupno ukljuceno 101 ispitanik. Prose¢na starost populacije iznosila je 55,1
+ 15,8 godina, a vecinu su c¢inile zene (56,4%). Nisu uocCene znacajne razlike u osnovnim
demografskim i antropometrijskim parametrima izmedu muskaraca i zena, osim u obimu struka, te
su rezultati prikazani objedinjeno za celu grupu. Prosecan indeks telesne mase (ITM) ukazuje na
prekomernu uhranjenost ispitanika (25,0 £ 3,7 kg/m?). U pogledu biohemijskih parametara, ukupni i
LDL-holesterol su bili poviseni, dok su prose¢ne vrednosti HDL-holesterola i triglicerida bile
umereno promenjene u odnosu na referentne vrednosti. Dijabetes melitus je registrovan kod 14,9%
pacijenata, a arterijska hipertenzija kod 32,7%. Fizicki znaci karakteristicni za familijarnu

hiperholesterolemiju (ksantomi, ksantelazme, arcus corenalis) zabeleZeni su kod 11 ispitanika
(Tabela 2).

Tabela 2. Osnovne karakteristike ispitivanih pacijenata

Ukupan broj pacijenata 101
Prosecna starost (godine) 55,1+ 15,8
Pol % (Zene/muskarci) 56,43%/43,57%
Indeks telesne mase (kg/m?) 25+ 3,7
Prosecna koncentracija triglicerida (TG) (mmol/L) 19+11
Prosecna koncentracija LDL-h (mmol/L) 54+22
Prose¢na koncentracija HDL-h (mmol/L) 1,3+0,34
Prose¢na koncentracija ukupnog holesterola (mmol/L) 7,8+28
Prose¢na koncentracija Lp(a) (g/L) 0.31+0.37
Dijabetes 14,9%
Hipertenzija 32,7%
Fizic¢ki znaci FH 11
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4.2. Analiza postojanja nace$c¢ih genetskih mutacija odgovornih za nastanak FH kod pacijenata
sa klinickom dijagnozom FH

Genetska osnova FH naj¢esée je povezana sa mutacijama u genima koji ucestvuju u regulaciji
metabolizma LDL-holesterola, medu kojima dominiraju patogene varijante u genu LDLR, a u
manjem procentu u genima APOB, PCSK9 i LDLRAPL. Iako je klini¢ka dijagnoza vazna pocetna
tacka u prepoznavanju obolelih, genetska potvrda bolesti predstavlja zlatni standard za definitivnu
dijagnozu, omogucava primenu kaskadnog testiranja kod srodnika i doprinosi proceni individualnog
kardiovaskularnog rizika.

U nameri da se ispita postojanja nac¢es$¢ih genetskih mutacija odgovornih za nastanak FH kod
pacijenata sa klinickom dijagnozom FH u radu je sprovedeno genetsko testiranje na prisustvo
patogenih varijanti u genima asociranim sa FH, i to nagenima za LDLR, APOB, PCSK9i LDLRAPL.
Ispitivanje je obavljeno kod svih 101 pacijenata. Patogene varijante su identifikovane kod 44 od 101
pacijenta, $to je rezultiralo ukupnom stopom detekcije od 43,6%.

4.2.1. Analiza postojanja patogene varijante u LDLR genu

Patogenu varijantu u LDLR genu imalo je 93,2% (41/44) pacijenata. Detektovano je trinaest
razlicitih varijanti, a sve osim dve bile su heterozigotne. Samo jedan pacijent je imao homozigotnu
varijantu, a drugi je imao dve heterozigotne varijante u LDLR genu. Naj¢e$¢e primeéena varijanta
bila je c.858C>A p.(Ser286Arg), koja je bila prisutna kod 26% LDLR-pozitivnih pacijenata. Ova
varijanta bila prisutna i kod jedinog pacijenta sa homozigotnom varijantom i kod jednog sa dve
heterozigotne varijante. Druga naj¢eSca varijanta bila je ¢.81C>G p.(Cys27Trp), koja je pronadena
kod 17,1% LDLR-pozitivnih pacijenata (Tabela 3, Tabela 4).

Tabela 3. Genetske varijante u LDLR genu kod pacijenata (N = 44)

Varijanta (cDNA / Protein) Broj pacijenata (n) Procenat (%) Tip varijante
€.858C>A p.(Ser286Arg) 11 26 Heterozigot / homozigot*
€.81C>G p.(Cys27Trp) 7 17,1 Heterozigot
Ostale 11 varijanti 23 52,3 Heterozigot (osim jednog)
Dve varijante kod istog pacijenta 1 2,3 Heterozigot
Homozigotna varijanta 1 2,3 Homozigot

*Varijanta c.858C>A bila je prisutna i kod pacijenta sa homozigotnom varijantom i kod pacijenta
sa dve heterozigotne varijante.
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Tabela 4. Spektar patogenih varijanti u genima LDLR i APOB u kohorti

Br.
.. [IEgzon . Promena .
bacue) = Gen || Zigotnost Nukleotidna na Tip ACMG Prethodni opis
nata |. promena - varijante || klasifikacija
(N) intron proteinu
7 Egzon LDLR ||Heterozigot ||c.81C>G _FIJ_-r(pC)y327 ms Patogena ClinVar 226304
Egzon . p.(Cys34 Clinvar 251018, PMID:
1 2 LDLR ||Heterozigot |(|c.100T>C Arg) ms Patogena 33231818
2 5920” LDLR ||Heterozigot |[c.622G>A ESS')“ZO ms Patogena  [[ClinVar 251328
1 5920“ LDLR ||Heterozigot |[c.672C>A géﬁs)pzz ms Patogena  [[ClinVar 375790
11 ggzon LDLR||Heterozigot ||c.858C>A &S)e 286 ms Patogena ClinVar 251488
1 5920“ LDLR ||Homozigot |[c.858C>A %;‘”286 ms Patogena  [[ClinVar 251488
1 Egzon LDLR Komp._ c.858C>A p.(Ser286 ms Patogena ClinVar 251488
6 heterozigot Arg)
. p.(Glu20 .
4 — LDLR ||Heterozigot |[c.622G>A 8Lys) ms Patogena Clinvar 251328
2 ggzon LDLR ||Heterozigot ::.1207_1209de ga(;r)]e‘m ifd Patogena Clinvar 251731
1 5920“ LDLR ||Heterozigot |/c.1291G>A %f)"a‘m ms Patogena  [[ClinVar 3695
5 Egzon LDLR||Heterozigot ||c.1646G>A p-(Gly54 ms Patogena Clinvar 3698
11 9Asp)
4 |[F99" || pLR|Heterozigot ||c.1690A>G  |[P-{ASNE || Patogena  [[ClinVar 251973
11 4Asp)
1 '1”1”0” LDLR|[Heterozigot ||c.1706-1G>A || s Patogena  ||ClinVar 251992
1 quo” LDLR ||Heterozigot ||c.1775G>A %%’59 ms Patogena  |[ClinVar 161271
1 Egzon LDLR ||Heterozigot ::.1871_1873de g.e(ll)le624 ifd Patogena Clinvar 250297
2 igzon LDLR||Heterozigot ||c.1946C>T E.és)r0649 ms Patogena ClinVar 252122
3 Egzon APOB |[Heterozigot [c.10580G>A 27(2{3)35 ms Patogena  |[ClinVar 17890

Napomene: N — broj pacijenata koji nose datu varijantu, Referentne sekvence gena: LDLR —NM_000527.4;
APOB — NM_000384.2, ACMG klasifikacija: sve varijanteklasifikovane kao patogene, Tipovi varijanti: ms-
Missense, ifd-delecije u okviru citanja (in-frame), ss-varijante mesta splajsinga

Varijante otkrivene u LDLR genu bile su rasporedene po skoro svim eksonima. Konkretno,

pet varijanti mapirano je na eksonima 2-6, koji kodiraju domen koji vezuje ligand, dok je osam
varijanti lokalizovano na eksonima 7—13, obuhvataju¢i domen slican EGF-u (Slika 1).
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* ¢.858C>A

P c.1646G>A i
c.81C>Gi c6226-a (Najcesca €.1207_1209del C.1690A>G  ¢.1871_1873del
c.100T>C ic.672c>A  varijanta) ic.1291G>A i c.1946C>T
c.1775G>A

l l J L i | ll_l_Jllll_l_l

Signalna Domen za EGF-slican domen Domen sa Transmembranski
sekvenca vezivanje liganda O-vezanim domen |
Secerima Citoplazmatski
domen

Slika 1. Sematski prikaz LDLR gena sa oznaéenim egzonima i intronima. Prikazane su detektovane
varijante i njihove pozicije u genu. * oznacava pacijenta sa kompozitno heterozigotnim varijantama

€.858C>A 1 C.622G>A,;

4.2.2. Analiza postojanja patogene varijante u APOB genu

Analiza gena APOB otkrila je prisustvo jedne patogene varijante, ¢.10580G>A p.
(Arg3527GlIn), dobro poznate u literaturi kao najceS¢e mutacije povezane sa heterozigotnom
porodi¢nom hiperholesterolemijom. Ucestalost ove varijante u ispitivanoj kohorti prikazana je u

Tabeli 5.

Tabela 5. Genetske varijante u APOB genu kod pacijenata (N = 44)

Broj pacijenata
(n)
€.10580G>Ap.(Arg3527GlIn) 3 6,8 Heterozigot

Varijanta (cDNA / Protein) Procenat (%) Tip varijante

4.2.3. Analiza postojanja patogene varijante u PCSK9 i LDLRAP1 genu

Nisu otkrivene patogene varijante u PCSK9 ili LDLRAP1 genima.
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4.2.4. Analiza postojanja nacescih genetskih mutacija kod srodnika

Medu sedam srodnih osoba ukljuc¢enih u ovu studiju, koje poticu iz pet razlicitih porodica,
uzro¢na varijanta je identifikovana u tri porodice (c.81C>G p.(Cys27Trp) je pronadena u dve
porodice, a ¢.1646G>A p.(Gly549Asp) u jednoj porodici), dok u preostale dve porodice nije mogla
biti otkrivena uzrocna varijanta (Tabela 6).

Tabela 6. Uzro¢na varijanta u LDLR genu medu sedam srodnih osoba iz pet porodica

Broj srodnih  Identifikovana varijanta

Porodica 0soba (cDNA / Protein) Status uzrocnosti
Porodica 1 2 €.81C>G p.(Cys27Trp) Uzro¢na
Porodica 2 1 €.81C>G p.(Cys27Trp) Uzro¢na
Porodica 3 2 €.1646G>A p.(Gly549Asp) Uzro¢na
Porodica 4 1 Nije identifikovana Neodredeno
Porodica 5 1 Nije identifikovana Neodredeno

4.3. Ispitavanje povezanosti odredenih genskih mutacija sa klini¢kim karakteristikama FH

Ispitivanje odnosa izmedu genetskih varijanti i1 klinickog fenotipa kod pacijenata sa FH
predstavlja vazan korak ka razumevanju heterogenosti ove bolesti. Poznato je da razli¢ite mutacije u
genima ukljuéenim u metabolizam lipoproteina, pre svega u LDLR, APOB i PCSK9, dovode do
varijabilne ekspresije bolesti i razliCitog stepena kardiovaskularnog rizika (6,8,99). Dosadasnja
istrazivanja pokazala su da odredene varijante ovih gena mogu biti povezane sa teZim biohemijskim
profilom, viSim koncentracijama LDL-holesterola, ranijjom pojavom simptoma i prisustvom klinickih
manifestacija kao $to su ksantomi i prevremena ateroskleroza (37). Stoga analiza povezanosti
genotipa 1 fenotipa ima klju¢nu ulogu u preciznijoj proceni rizika i individualizaciji terapijskog
pristupa kod pacijenata sa FH.

Imaju¢i to u vidu, cilj naseg istrazivanja nije bio samo identifikacija patogenih varijanti u
genima LDLR i APOB, ve¢ i procena njihove povezanosti sa klinickom prezentacijom bolesti kroz
primenu Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) skora. Ovakav pristup omogucava integraciju genotipa
u procenu verovatnoce bolesti, $to je od sustinske vaznosti za pravovremeno postavljanje dijagnoze,
procenu ukupnog kardiovaskularnog rizika i individualizaciju terapije.
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4.3.1. Analiza povezanosti DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija

Analiza povezanosti DLCN skora i prisustva patogenih varijanti pokazala je o¢ekivani trend
— visi dijagnosticki skor bio je povezan sa veCom verovatnocom genetske potvrde bolesti. Najveci
udeo patogenih varijanti registrovan je medu pacijentima sa kategorijom ,,sigurna FH “, dok je
genetska potvrda bila reda u grupama ,,verovatna“i ,,moguc¢a FH®. Znac¢ajan broj genetski pozitivnih
slucajeva zabelezen je i medu pacijentima sa nizim DLCN skorom, §to ukazuje na ograni¢enu
dijagnosticku preciznost klinickih kriterijuma kada se koriste samostalno (Tabela 7).

Tabela 7. Distribucija genetski pozitivnih i negativnih pacijenata u odnosu na DLCN
kategorije

i : 5 : 5 :
DLCN kategorija Geqets_kl G_er_lets_kl Yo ger}ets_kl %) g_er_1ets:k|
negativni (n) pozitivni (n) negativnih pozitivnih
g)'g“ma FH (DLCN > 4 26 13,3% 86,7%
%/_eg;)vatna FH (DLCN 8 5 80,0% 20.0%
lg’)["guca FH (DLCN 3- 24 9 72,7% 27,3%
Malo verovatna FH 0 0
(DLCN < 3) 21 7 75,0% 25,0%
Ukupno 57 44 56,4% 43,6%

Napomena: DLCN — Dutch Lipid Clinic Network skor za dijagnostiku familijarne
hiperholesterolemije.

4.3.2. Analiza povezanosti pojedinacnih komponeneta DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija

Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) skor je najceS¢e koriS¢en alat za klinicku procenu
verovatno¢e postojanja familijarne hiperholesterolemije. Sastoji se od vise komponenti koje
obuhvataju porodi¢nu anamnezu, li¢nu anamnezu kardiovaskularnih dogadaja, fizicke znake bolesti,
nivoe lipida u serumu i genetske nalaze. Dosada$nja istrazivanja pokazala su da pojedine komponente
DLCN skora, narocito koncentracija LDL-holesterola i1 prisustvo fizickih znakova poput ksantoma,
imaju jacu povezanost sa verovatnoc¢om otkrivanja patogenih mutacija (6,37,99).

U ovom delu rada analizirana je povezanost svake od komponenti DLCN skora sa prisustvom
genetski potvrdenih mutacija kod ispitanika, kako bi se identifikovale klinicke karakteristike koje
najpouzdanije predvidaju genetski pozitivan status.4.3.2. 1. Analiza povezanosti porodicne anamneze
prematurne koronarne bolesti DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija
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Analiza povezanosti porodicne anamneze prevremene koronarne bolesti sa genetskim
statusom pokazala je statisticki znaCajnu vezu izmedu ova dva parametra. Ispitanici sa pozitivnom
porodi¢nom anamnezom ¢eSc¢e su imali potvrdenu patogenu varijantu u poredenju sa onima bez takve
anamneze (p = 0.045), Sto ukazuje da porodi¢na anamneza predstavlja vazan klinicki prediktor
genetski potvrdene bolesti (Tabela 8)

Tabela 8. Povezanost porodi¢ne anamneze prematurne koronarne bolesti sa prisustvom
genskih mutacija

Porodi¢na anamneza prematurne Genetski status: Genetski status: Ukupno
koronarne bolesti Pozitivno n (%) Negativno n (%) n

30 (52,6%) *+

Prisustvo (1) 27 (47,4%) 57
Odsustvo (0) 14 (31,8%) 30 (65,9%) 44
Ukupno 44 57 101

*x p <0.05

4.3.2.2. Analiza povezanosti vrednosti LDL-4 kod odraslog rodaka DLCN skora sa prisustvom
genskih mutacija

Analiza je pokazala da ispitanici koji imaju odraslog rodaka sa poviSenim vrednostima LDL-
holesterola znacajno ceS¢e nose patogenu gensku varijantu u poredenju sa onima kod kojih takav
podatak ne postoji. Prisustvo hiperholesterolemije kod ¢lana porodice pokazalo se kao dobar klinicki
pokazatelj potencijalne monogenske etiologije, a statisticka analiza je potvrdila postojanje znacajne
povezanosti izmedu ovog porodi¢nog kriterijuma i pozitivnog genetskog nalaza (p = 0,003). Ovaj
rezultat ukazuje da porodi¢na anamneza, posebno u kontekstu visoke vrednosti LDL-holesterola kod
odraslog rodaka, moze biti koristan element u selekciji pacijenata za genetsko testiranje (Tabela 9).

Tabela 9. Povezanost poviSenog LDL-h kod odraslog rodaka (>95. percentil) sa prisustvom
genskih mutacija

LDL-h kod odraslog Genetski status:  Genetski status:

rodaka (>95. percentil)  Pozitivho n (%)  Negativno n (%) Ukupnon
Ne (0) 13 (27,7%) 34 (72,3%) 47

0, **
Da (1) 31 (57,4%) 23 (42,6%) -
Ukupno 44 57 101
*xp<0.01
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4.3.2.3. Analiza povezanosti vrednosti LDL-4 kod rodaka mladih od 18 godina DLCN skora sa
prisustvom genskih mutacija

Analiza podataka je pokazala da povisene vrednosti LDL-holesterola kod srodnika mladih od
18 godina nisu bile znacajno povezane sa prisustvom patogene genske varijante kod ispitanika. Tako
je poviSen LDL-h u mladem zivotnom dobu vazna komponenta klini¢kih kriterijuma za dijagnozu
FH, u naSem uzorku ovaj parametar nije imao prediktivnu vrednost za genetski pozitivan status (p =
0.869) (Tabela 10).

Tabela 10. Povezanost povisenog LDL-h kod rodaka mladih od 18 godina sa prisustvom
genskih mutacija

LDL-h kod mladih (<18 godina) Genetski status: Genetski status: Ukupno
(>95. percentil) Pozitivno n (%) Negativno n (%) n
Ne (0) 42 (43,8%) 54 (56,3%) 96
Da (1) 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5
Ukupno 44 57 101
NS

4.3.2.4. Analiza povezanosti prisustvo ksantoma ili arcus cornealis kod rodaka DLCN skora sa
prisustvom genskih mutacija

Prisustvo ksantoma ili arcus cornealis kod srodnika prvog stepena pokazalo je znacajnu
povezanost sa genetskim statusom pacijenata sa sumnjom na porodi¢nu hiperholesterolemiju. U
grupi ispitanika koji su u porodi¢noj anamnezi imali ove klinicke znakove, genetski pozitivni rezultati
bili su znatno ¢e$¢i u poredenju sa pacijentima koji nisu imali takav porodi¢ni podatak (p < 0.05).
Ovaj nalaz ukazuje da prisustvo ksantoma ili arcus cornealis u porodici moze predstavljati pouzdan
fenotipski marker naslednog porekla bolesti i dodatno opravdava primenu kaskadnog genetskog
skrininga kod srodnika obolelih (Tabela 11).

Tabela 11. Povezanost ksantoma ili arcus cornealis u srodnika sa prisustvom genskih
mutacija

Ksantomi ili arcus Genetski status: Genetski status: Ukupno
cornealis Pozitivno n (%) Negativno n (%) n
Ne (0) 38 (40,43%) 56 (59,57%) 94
Da (1) 6 (85,7%) * 1 (14,3%) 7
Ukupno 44 57 101
*(p<0.05)
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4.3.2.5. Analiza povezanosti prisustvo prematurene koronarne bolesti DLCN skora sa prisustvom
genskih mutacija

Prisustvo liéne anamneze prematurene koronarne bolesti pokazalo je znacajnu povezanost sa
genetskim statusom ispitanika. Pacijenti koji su imali zabeleZzene rane kardiovaskularne dogadaje,
poput infarkta miokarda ili angine pektoris pre 55. godine kod muskaraca i pre 60. godine kod Zena,
¢esce su bili genetski pozitivni u poredenju sa osobama bez takve anamneze (p = 0.008). Ovaj nalaz
je u skladu sa poznatom prirodnom istorijom porodi¢ne hiperholesterolemije, budu¢i da produzeno
izlaganje poviSenim vrednostima LDL-holesterola dovodi do ubrzane ateroskleroze i ranog razvoja
koronarne bolesti (Tabela 12). Rezultati potvrduju da prisustvo line anamneze prematurene
koronarne bolesti predstavlja vazan klinic¢ki pokazatelj koji doprinosi prepoznavanju pacijenata sa
genetski potvrdenom FH. Ovaj parametar, kao sastavni deo DLCN skora, pokazao se kao jedan od
znacajnijih prediktora za identifikaciju visokorizi¢nih pacijenata i moze imati prakticnu vrednost u
procesu ranog otkrivanja i ciljanog lecenja.

Tabela 12. Povezanost licne anamneze prematurene koronarne bolesti sa prisustvom genskih
mutacija

Li¢na anamneza Genetski status: Genetski status: Ukupno
prematurene KVB Pozitivno n (%o) Negativno n (%) n
Ne (0) 33 (39.3%) 52 (60.7%) 85
Da (1) 11 (68.8%) * 5 (31.2%) 16
Ukupno 44 57 101
*(p<0.05)

4.3.2.6. Analiza povezanosti prisustvo cerebralne vaskularne bolesti ili periferne arterijske bolesti
(CVB/PAB) DLCN skora sa prisustvom genskih mutacija

Prisustvo licne anamneze prethodnog cerebralne vaskularne bolesti ili periferne arterijske
bolesti (CVB/PAB) analizirano je kao potencijalni klini¢ki prediktor genetski potvrdene porodi¢ne
hiperholesterolemije. lako se ocekuje da dugotrajno izlaganje poviSenim vrednostima LDL-
holesterola moze doprineti razvoju aterosklerotskih komplikacija, u ovom istraZivanju nije potvrdena
statisticki znacajna povezanost izmedu postojanja ranog CVB/PAB 1 pozitivnog genetskog nalaza (p
= 0.455). Ovaj nalaz ukazuje da prisustvo ovih manifestacija samo po sebi nije dovoljno senzitivno
da predvidi genetski potvrdenu FH, posebno imajuci u vidu da aterosklerotske komplikacije, poput
periferne arterijske bolesti, mogu biti posledica i drugih metabolickih poremecaja ili komorbiditeta.
Stoga ova komponenta DLCN skora ima ograni¢enu diskriminatornu vrednost u izolovanom
posmatranju i ve¢i znacaj dobija tek u kombinaciji sa drugim klinickim i biohemijskim parametrima
(Tabela 13).
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Tabela 13. Povezanost licne anamneze CVB/PAB sa prisustvom genskih mutacija

Li¢na anamneza Genetski status: Pozitivno n Genetski status: Negativno n  Ukupno

CVB/PAB (%) (%) n
Ne (0) 38 (42.7%) 52 (57.3%) 90
Da (1) 6 (54.5%) 5 (45.5%) 11
Ukupno 44 57 101

NS

4.3.2.7. Analiza povezanosti prisustvo ksantoma i arcusa cornealis DLCN skora sa prisustvom
genskih mutacija

Prisustvo tetivnih ksantoma, kao klasi¢nog klini¢kog znaka porodi¢ne hiperholesterolemije,
analizirano je kao potencijalni fenotipski marker za predikciju genetski potvrdene bolesti. lako se
ksantomi tradicionalno smatraju visoko specificnim znakom FH, u ovom istrazivanju nije utvrdena
statisticki zna¢ajna povezanost izmedu njihovog prisustva i pozitivnog genetskog nalaza (p = 0.202).
Ovakav rezultat moze se objasniti Cinjenicom da se ksantomi najce$¢e javljaju kod nelecenih
pacijenata sa dugogodiSnjom, izrazito teSkom hiperholesterolemijom, pa je njihova prevalenca opala
u savremenim populacijama usled ranije dijagnostike i primene statinske terapije. Stoga, iako
ksantomi predstavljaju vazan klini¢ki znak, njihovo odsustvo ne iskljuuje postojanje monogenske
FH (Tabela 14).

Tabela 14. Povezanost prisustva ksantoma sa prisustvom genskih mutacija
Ksantomi Genetski status: Pozitivno n (%) Genetski status: Negativno n (%) Ukupno n

Ne (0) 41 (42.7%) 56 (57.3%) 97
Da (1) 3 (75.0%) 1 (25.0%) 4
Ukupno 44 57 101
NS

Prisustvo arcus cornealis kod pacijenata mladih od 45 godina pokazalo se kao znacajan
klinicki marker povezan sa genetski potvrdenom familijarnom hiperholesterolemijom. U ovom
istrazivanju, svi pacijenti kod kojih je zabeleZen arcus cornealis bili su genetski pozitivni, Sto je
rezultovalo statisti¢ki znaajnom povezanos$cu sa genetskim statusom (p = 0.021). Ovaj nalaz je u
skladu sa ranijim istrazivanjima koja su pokazala da prisustvo arcus cornealis u mladem uzrastu
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odrazava dugotrajnu izloZenost poviSenim vrednostima LDL-holesterola i ubrzano talozenje lipida u
roznjaci. lako se arcus cornealis moze javiti 1 kod starijih osoba bez FH, njegova pojava kod mladih
od 45 godina ima visoku dijagnosti¢ku specifi¢nost za monogensku hiperholesterolemiju. Stoga se
ovaj znak moze smatrati klinicki znacajnim pokazateljem koji doprinosi proceni verovatnoce
genetskog porekla bolesti (Tabela 15).

Tabela 15. Povezanost prisustva arcus cornealis kod pacijenata mladih od 45 godina sa
genetskim statusom

Genetski status: Pozitivho n Genetski status: Negativno n

Arcus cornealis (%) (%) Ukupno n
Ne (0) 40 (41.7%) 57 (58.3%) 97

Da (1) 4 (100%) * 0 (0%) 4
Ukupno 44 57 101

*(p<0.05)

4.3.2.8. Analiza prediktora genetski potvrdene familijarne hiperholesterolemije

Radi procene klini¢kih faktora koji doprinose verovatnoci otkrivanja patogenih genetskih
varijanti, sprovedena je logisticka regresiona analiza. Medu analiziranim klinickim parametrima,
jedini nezavisni prediktor pozitivnog genetskog nalaza bio je povisen LDL-holesterol kod odraslog
srodnika prvog stepena (LDL-h > 95. percentila), koji je pokazao statisticki znacajnu povezanost sa
prisustvom monogenske forme FH (p = 0.029). Suprotno tome, ostali ispitivani klini¢ki pokazatelji
— ukljucujuéi porodi¢nu 1 licnu anamnezu prevremene kardiovaskularne bolesti, povisen LDL-
holesterol kod mladih od 18 godina, prisustvo ksantoma ili arcus cornealis — nisu se izdvojili kao
znacajni prediktori genetski potvrdene bolesti (p > 0.05) (Tabela 16). Ovi nalazi ukazuju da porodi¢ni
lipidni status, posebno prisustvo znacajne hiperholesterolemije kod srodnika, ima vecu dijagnosti¢ku
vrednost u predikciji FH od pojedinih klini¢kih manifestacija bolesti u ovoj populaciji.

Tabela 16. Faktori povezani sa pozitivnim genetskim nalazom kod pacijenata sa FH

DLCN kriterijum OR (Exp(B)) 95% CI p

Prematurna koronarna bolest u porodici 1,24 0,49 — 3,17 0,654
LDL-h > 95. percentila kod odraslog rodaka 2,86 1,11 -7,32 0,029 *
LDL-h > 95. percentila kod mladih od 18 godina 0,72 0,10 - 5,26 0,750
Ksantomi ili arcus cornealis u porodici 3,47 0,30 - 39,51 0,317
Li¢na anamneza prevremene koronarne bolesti 3,32 0,72 — 15,29 0,123
Li¢na anamneza CVB/PAB 0,63 0,11 - 3,65 0,604
Prisustvo ksantoma 3,84 0,26 — 56,05 0,325
Arcus cornealis < 45 god. n/a* -

*p <0.05 ** mali broj slucajeva
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4.4. Analiza povezanosti odredenih genetskih mutacija i nivoa lipida pre primene terapije

Analiza lipidnih parametara u odnosu na genetski status omogucava poredenje biohemijskih
karakteristika izmedu pacijenata sa genetski potvrdenom i onih sa klinicki suspektnom, ali genetski
nepotvrdenom porodi¢nom hiperholesterolemijom. U ovom delu rada ispitana je povezanost
prisustva patogenih mutacija sa vrednostima osnovnih komponenti lipidnog profila pre zapoc¢injanja
terapije, ukljuuju¢i ukupni holesterol, LDL-h, HDL-h, trigliceride, apolipoprotein A-I,
apolipoprotein B i lipoprotein(a).

4.4.1. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa LDL-h pre primene terapije

Kod pacijenata sa genetski potvrdenom familijarnom hiperholesterolemijom utvrdene su
znacajno viSe vrednosti LDL-h pre zapocinjanja terapije u poredenju sa pacijentima bez
identifikovane mutacije (p < 0.001). Ovaj rezultat ukazuje da prisustvo patogene varijante u genima
povezanima sa FH prati teZi lipidni fenotip i izraZeniju hiperholesterolemiju jo§ pre primene terapije
(Tabeli 17).

Tabela 17. Poredenje vrednosti LDL-holesterola pre terapije izmedu pacijenata sa i bez
genetski potvrdene mutacije

Medijan
Grupa (genetika) N LDL-h Z p-vrednost Grupa (genetika)
(mmol/L)
Bez mutacije 57 4.8 -4551  <0.001* Bez mutacije
Sa mutacijom 44 6.2 Sa mutacijom

N-broj ispitanika, Z —standardizovana vrednost test statistike, * p < 0.05

Ovaj nalaz potvrduje da genetski potvrdena FH mutacija ima izrazen uticaj na stepen
hiperholesterolemije pre primene terapije, Sto ukazuje na znacaj uklju¢ivanja genetskog testiranja u
rutinsku dijagnostiku i procenu rizika kod pacijenata sa sumnjom na FH.
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4.4.2. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa UH-h pre primene terapije

Pacijenti sa genetski potvrdenom porodicnom hiperholesterolemijom imali su znacajno vise
vrednosti ukupnog holesterola pre zapocinjanja terapije u poredenju sa pacijentima bez
identifikovane mutacije (p < 0.001). Ovaj nalaz potvrduje da prisustvo patogenih varijanti u genima
povezanima sa FH znacajno doprinosi povisenju ukupnog holesterola, Sto odrazava izrazeniji lipidni
disbalans kod genetski pozitivnih pacijenata (Tabela 18).

Tabela 18. Poredenje vrednosti ukupnog holesterola pre terapije izmedu pacijenata sa i bez
genetski potvrdene mutacije

Grupa (genetika) N M(?ngT/IL_J)H Z p-vrednost
Bez mutacije 57 6.8 -4.387 <0.001
Sa mutacijom 44 8.9

N-broj ispitanika, Z —standardizovana vrednost test statistike,* p < 0.05

4.4.3. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa HDL-h pre primene terapije

Ispitivanje vrednosti HDL-holesterola pre terapije nije pokazalo znacajnu razliku izmedu
pacijenata sa i bez genetski potvrdene mutacije (p = 0.350). Ovaj rezultat ukazuje da prisustvo
patogenih varijanti povezanih sa FH nije imalo znacajan uticaj na vrednosti HDL-holesterola u
ispitivanoj populaciji (Tabela 19).

Tabela 19. Poredenje vrednosti HDL-holesterola pre terapije izmedu pacijenata sa i bez
genetski potvrdene mutacije

Grupa (genetika) N Srednjha (\r/:rer(njgl(ljlit) HDL- z p-vrednost
Bez mutacije 57 1.28 -0.935 0.350
Sa mutacijom 44 1.27

N-broj ispitanika, SD — standardna devijacija, Z —standardizovana vrednost test statistike, NS- nije
statisticki znacajno
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4.4.4. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Tg pre primene terapije

Vrednosti triglicerida pre zapo€injanja terapije razlikovale su se izmedu analiziranih grupa.
Pacijenti bez genetski potvrdene mutacije imali su viSe vrednosti triglicerida u odnosu na pacijente
sa prisutnom monogenskom mutacijom, pri ¢emu je utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu
grupa (p < 0,001). Ovakav nalaz je u skladu sa ocekivanim fenotipskim obrascem, gde su vise
vrednosti triglicerida ¢eS¢e udruzene sa poligenskom ili metabolickom etiologijom, dok su kod
monogenske FH dominantno poviSene vrednosti LDL-holesterola (Tabela 20).

Tabela 20. Poredenje vrednosti triglicerida (Tg) pre terapije izmedu pacijenata sa i bez
genetski potvrdene mutacije

Grupa (genetika) N Medijan Tg (mmol/L) Z p-vrednost
Bez mutacije 57 1.98 -3.380 <0.001
Sa mutacijom 44 1.41

N — broj ispitanika; Z — standardizovana vrednost test statistike,* p < 0.05

4.4.5. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Lp(a) pre primene terapije

U analiziranoj populaciji vrednosti lipoproteina(a) [Lp(a)], poznatog nezavisnog
kardiovaskularnog faktora rizika, nisu pokazale znacajnu razliku izmedu pacijenata sa genetski
potvrdenom porodi¢nom hiperholesterolemijom i onih bez detektovanih mutacija (p = 0.421). Ovo
ukazuje da koncentracija Lp(a) nije direktno zavisila od prisustva mutacija u genima LDLR, APOB,
PCSKO9 ili LDLRAP1. Dobijeni rezultat je u skladu sa ¢injenicom da je Lp(a) uglavnom pod snaznom
genetskom kontrolom LPA gena, nezavisno od klasi¢nih FH mutacija, tako da povisene vrednosti
mogu postojati i kod osoba bez monogenske FH. Suprotno tome, kod odredenog broja pacijenata sa
genetski potvrdenom FH registrovane su visoke vrednosti Lp(a), Sto moze doprineti dodatnom
povecanju aterogenog rizika i objasniti varijabilnost klini¢ke slike medu genetski pozitivnim
pacijentima. Ovaj nalaz podrzava preporuke da Lp(a) bude deo pocetne procene kardiovaskularnog
rizika kod svih pacijenata sa sumnjom na FH, bez obzira na genetski status (Tabela 21).
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Tabela 21. Poredenje vrednosti Lp(a) pre terapije izmedu pacijenata sa i bez genetski
potvrdene mutacije

Grupa Medijan Lp(a) i
(genetika) N (/L) 4 p-vrednost
Bez mutacije 57 0.142 —0.805 0.421
Sa mutacijom 44 0.116

N — broj ispitanika; Z — standardizovana vrednost test statistike, NS- nije statisticki zna¢ajno

4.4.6. Analiza povezanosti genetskih mutacija i nivoa Apo Al | Apo B pre primene terapije

U analizi povezanosti izmedu genetskog statusa i nivoa apolipoproteina pre zapocinjanja
terapije, nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentracijama apolipoproteina A-1 (ApoA-I1)
izmedu pacijenata sa genetski potvrdenom FH i onih bez detektovane mutacije (p = 0.413). Ovo
ukazuje da ApoA-I, kao marker HDL frakcije, nije bio znacajno povezan sa prisustvom patogenih
varijanti u analiziranoj kohorti (Tabeli 22).

Tabela 22. Poredenje vrednosti ApoA-I pre terapije izmedu pacijenata sa i bez genetski
potvrdene mutacije

Grupa

Medijan

(genetika) N Apo A (g/L) Z p-vrednost
Bez r 57 1.639 -0.819 0.413
mutacije

a 44 1523

mutacijom

N — broj ispitanika; Z — standardizovana vrednost test statistike, NS- nije statisticki znacajno

Nasuprot tome, vrednosti apolipoproteina B (ApoB) bile su znacajno vise kod pacijenata sa
genetski potvrdenom FH u poredenju sa genetski negativnim ispitanicima (p = 0.001). Ovo je
oc¢ekivano, imaju¢i u vidu da ApoB predstavlja strukturnu komponentu svih aterogenih
lipoproteinskih ¢estica (LDL, IDL, VLDL), te direktno odrazava broj cirkuliSu¢ih aterogenih Cestica
u plazmi. PoviSene vrednosti ApoB pre terapije kod genetski pozitivnih pacijenata potvrduju
izrazeniji aterogeni lipidni profil u ovoj grupi (Tabeli 23).
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Tabela 23. Poredenje vrednosti ApoB pre terapije izmedu pacijenata sa i bez genetski
potvrdene mutacije

Grupa Medijan

(genetika) N Apo B (g/L) z p-vrednost
Bez mutacije 52 1.221 -3.284 0.001*
Sa mutacijom 38 1.672

N — broj ispitanika; Z — standardizovana vrednost test statistike,* p < 0.05

4.4.7. Poredenje klinickih i biohemijskih parametara izmedu LDLR-pozitivnih pacijenata sa i bez
€.858C>A p.(Ser286Arg) varijante

U okviru grupe pacijenata sa potvrdenom patogenom varijantom u LDLR genu izvrSena je
dodatna analiza sa ciljem procene eventualnih fenotipskih razlika izmedu nosilaca i nenosilaca
varijante c.858C>A p.(Ser286Arg). Pacijenti sa ovom varijantom bili su prose¢no nesto stariji u
odnosu na LDLR-pozitivne pacijente bez nje, ali bez uocljive klinicke razlike. Vrednosti ukupnog
holesterola i LDL-holesterola bile su nesto nize kod nosilaca ¢.858C>A varijante, dok su HDL-
holesterol i trigliceridi bili gotovo identi¢ni izmedu grupa. Sa druge strane, primeéene su vise
vrednosti indeksa telesne mase u grupi nosilaca varijante, $to ukazuje na potencijalni uticaj telesne
mase na ukupni lipidni profil u ovoj podgrupi.

lako razlike nisu bile statisticki znacajne, ovi nalazi mogu ukazivati na suptilne fenotipske

razlike medu LDLR-pozitivnim pacijentima u zavisnosti od prisustva specifi¢ne varijante c.858C>A
(Tabela 24).

Tabela 24. Klini¢ki i biohemijski parametri LDLR-pozitivnih pacijenata u zavisnosti od
prisustva varijante c.858C>A p.(Ser286Arg)

LDLR-pozitivni bez

LDLR-pozitivni sa c.858C>A

, >
Parametar c(&:]SSCZZSSA (n=13)
Godine (Mean £ SD) 47.8 +16.3 50.0 £ 9.26
UH (mmol/L) 9.7+35 85+24
LDL-h (mmol/L) 6.9+24 6.2+2.2
HDL-h (mmol/L) 1.4+0.43 1.4+0.39
TG (mmol/L) 1714 1.5+0.75
ITM (kg/m?) 24.0+4.3 27.0+£4.90

NS- nije statisti¢ki znac¢ajno
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4.5. Razlike u terapijskom odgovoru izmedu genetski pozitivnih i negativnih pacijenata

Procena efekta hipolipemijske terapije pokazala je da su pacijenti sa genetski potvrdenom FH
postigli ve¢i relativni procenat snizenja LDL-holesterola u poredenju sa pacijentima bez detektovane
mutacije (p = 0.017). Ovaj rezultat ukazuje da genetski pozitivni pacijenti, koji po pravilu imaju vise
pocetne vrednosti LDL-holesterola, ostvaruju izraZeniji terapijski odgovor u smislu procentualnog
smanjenja LDL-h (Tabela 25).

Tabela 25. Procenat snizenja LDL-holesterola u odnosu na genetski status

Genetski status N Srednji rang p-vrednost
Bez mutacije 57 55,52
Sa mutacijom 44 68,91 0,017*

N — broj ispitanika,* p < 0,05

Medutim, uprkos vecem relativnom padu, apsolutne vrednosti LDL-holesterola nakon
primene terapije ostale su znacajno vise u grupi genetski pozitivnih pacijenata (p = 0.043). Ovakav
nalaz ukazuje na izraZeniji rezidualni kardiovaskularni rizik kod ove grupe, Sto je ocekivano s
obzirom na tezi poremecaj metabolizma lipoproteina koji prati monogensku FH. Dobijeni rezultati
potvrduju da konvencionalna terapija statinima, ¢ak i u kombinaciji sa ezetimibom, Cesto nije
dovoljna da obezbedi postizanje ciljnih vrednosti LDL-holesterola kod pacijenata sa genetski
potvrdenom bolesc¢u, te da je u ovoj populaciji neophodno razmatrati intenzivniji terapijski pristup i
ranije uklju¢ivanje kombinovane ili bioloske terapije (Tabela 26).

Tabela 26. Postterapijske vrednosti LDL-holesterola i razlike prema genetskom statusu

Genetski status N Srednja vrednost £ SD (mmol/L) p-vrednost
Bez mutacije 57 3,45+1,42
Sa mutacijom 44 4,02 £1,53 0,043*

N — broj ispitanika, SD — standardna devijacija,* p < 0,05
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4.5.1. Analiza povezanosti genetskih mutacija i efekata primenjene terapije na postizanje
terapijskih ciljeva LDL-h

Postizanje ciljnih vrednosti LDL-holesterola nakon primene hipolipemijske terapije
analizirano je u odnosu na genetski status ispitanika, pri cemu su ciljne vrednosti definisane prema
kardiovaskularnom riziku. Za pacijente bez prethodnog kardiovaskularnog dogadaja cilj je bio LDL-
h < 3,0 mmol/L, dok je za pacijente sa dokumentovanom aterosklerotskom kardiovaskularnom
boles¢u cilj bio LDL-h < 1,8 mmol/L, u skladu sa vaze¢im preporukama Evropskog kardioloskog
drustva (ESC/EAS).

Rezultati su pokazali da je verovatnoca postizanja ciljnih vrednosti LDL-holesterola bila
znacajno niza kod pacijenata sa genetski potvrdenom FH u poredenju sa pacijentima bez
identifikovane mutacije (p = 0.004). Ovaj nalaz ukazuje na to da genetski pozitivni pacijenti
predstavljaju terapijski zahtevniju populaciju, kod koje standardni rezimi lecenja ¢esto nisu dovoljni
da obezbede adekvatnu kontrolu LDL-holesterola (Tabela 27).

Tabela 27. Ostvarivanje ciljnih vrednosti LDL-holesterola u zavisnosti od genetskog statusa

Genetski  Postignuta ciljna vrednost Nije postignuta ciljna Ukupno p-
status LDL-h (n) vrednost LDL-h (n) (n) vrednost
Bez mutacije 34 23 57
sa 13 31 44 0,004
mutacijom
Ukupno 47 54 101
*p<0,05

4.5.2. Analiza povezanost genetskog statusa sa postizanjem ciljne vrednosti LDL-h nakon terapije
uz kontrolu starosti, pola, BMI i pocetnog LDL-a

Multivarijantna logisticka regresija koriS¢ena je u cilju procene nezavisnog uticaja genetskog
statusa na verovatno¢u postizanja ciljnih vrednosti LDL-holesterola nakon terapije, uz kontrolu
potencijalnih klinickih faktora (pocetni LDL-holesterol, starost, pol i indeks telesne mase). Rezultati
su pokazali da je genetski status bio jedini znacajan prediktor terapijskog uspeha, pri ¢emu su
pacijenti sa genetski potvrdenom FH imali zna¢ajno manju verovatnoc¢u da postignu ciljnu vrednost
LDL-holesterola u poredenju sa genetski negativnim pacijentima (p = 0.025).
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Nasuprot tome, pocetni nivo LDL-h, starost, pol i BMI nisu imali statisti¢ki znacajan uticaj
na postizanje terapijskog cilja u ovom modelu. Ovaj nalaz ukazuje da genetsko poreklo bolesti
predstavlja klju¢ni faktor koji otezava postizanje adekvatne kontrole LDL-holesterola uprkos primeni
standardne terapije (Tabela 28).

Tabela 28. Logisticka regresija — faktori povezani sa postizanjem ciljne vrednosti LDL-h

Varijabla B koeficijent Exp(B) (OR) 95% CI za OR p-vrednost
Pocetni LDL-h (mmol/L) -0.292 0.75 0.54-1.04 0.083
Starost (godine) -0.035 0.97 0.93-1.00 0.073
Pol(1=M,2=17) 0.087 1.09 0.81—1.47 0.565
ITM (kg/m2) 0.020 1.02 0.88-1.19 0.796
Genetski status (mutacija prisutna)  -1.549 0.21 0.06 - 0.82 0.025*
Konstanta 2.027 7.59 - 0.412

OR - odds ratio (odnos $ansi); CI — interval pouzdanosti, * p < 0.0

4.6. Analiza povezanosti klinickih i genetskih faktora sa prisustvom kardiovaskularnih
dogadaja

Kako bi se procenio doprinos genetskih i klini¢kih faktora na pojavu kardiovaskularnih
dogadaja kod pacijenata sa familijarnom hiperholesterolemijom, sprovedena je multivarijantna
logisti¢ka regresiona analiza. U model su uklju¢eni pocetni nivo LDL-holesterola, starost, pol, indeks
telesne mase i genetski status. Rezultati su pokazali da je pol bio jedini statisticki znacajan prediktor
prisustva kardiovaskularnog dogadaja (p = 0.002), pri ¢emu su muskarci imali manju verovatnocu za
pojavu KVB u poredenju sa Zenama, kada se kontroliSu ostali faktori. Genetski status je pokazao
trend ka vecoj verovatnoc¢i kardiovaskularnih dogadaja (p = 0.306), ali taj efekat nije bio statisticki
znacajan. Pocetni nivo LDL-holesterola, starost i ITM takode nisu imali znacajan uticaj na pojavu
KVB (p > 0.05).

Ovi nalazi ukazuju da u okviru analizirane populacije pol predstavlja nezavisan prediktor

prisustva kardiovaskularnih dogadaja, dok genetski status, iako povezan sa tezim lipidnim profilom,
sam po sebi nije bio dovoljan da znacajno predvidi pojavu KVB (Tabela 29).
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Tabela 29. Logisti¢ka regresija — prediktori kardiovaskularnih dogadaja

Varijabla B koeficijent Exp(B) (OR) 95% CI za OR p-vrednost
Pocetni LDL-h (mmol/L) 0.289 1.34 0.99-1.80 0.056
Starost (godine) 0.031 1.03 0.98 -1.09 0.219
Pol (1=M,2=17) —2.307 0.10 0.02-0.42 0.002*
ITM (kg/m?) 0.060 1.06 0.92-1.23 0.415
Genetski status (mutacija prisutna)  0.780 2.18 0.49-9.72 0.306
Konstanta —-3.556 0.03 — 0.149

*p < 0.05, OR - odnos $ansi (odds ratio); CI — interval pouzdanosti
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S  DISKUSIJA

vvvvv

familijarne hiperholesterolemije, analizom gena LDLR, APOB, PCSK9 i LDLRAP1 kod ukupno 101
ispitanika sa klinickom dijagnozom FH. Patogene ili verovatno patogene varijante detektovane su
kod 43,6% pacijenata, Sto predstavlja stopu detekcije uporedivu sa onom prijavljenom u ranijim
studijama u Evropi i svetu, gde se dijagnosticka efikasnost klinicki usmerenog genetskog testiranja
kre¢e u rasponu od 30% do 60% (14,31). Ovaj rezultat potvrduje znacaj i opravdanost genetske
dijagnostike u evaluaciji pacijenata sa sumnjom na FH, posebno imajuc¢i u vidu da klini¢ki kriterijumi
sami po sebi nisu dovoljni za potvrdu bolesti i razlikovanje monogenskih od poligenskih oblika
hiperholesterolemije. Dodatno, studije Khere i saradnika (100) kao i Benna i saradnika (43) ukazale
su da se prisustvo patogenih varijanti u ovim genima povezuje sa znac¢ajno vis§im nivoima LDL-
holesterola i ve¢im kardiovaskularnim rizikom u poredenju sa pacijentima bez potvrdene genetske
mutacije, Sto naglasava vaznost molekularne dijagnostike u preciznoj klasifikaciji 1 daljem
terapijskom vodenju pacijenata sa FH.

U naSem uzorku, LDLR je dominantni genetski uzrok FH: ¢ak 93,2% (41/44) genetski
potvrdenih slucajeva nosilo je patogenu/verovatno patogenu varijantu u LDLR genu. Ovakva
dominacija LDLR-pozitivnih sluc¢ajeva u kohortama selektovanim po klini¢kim kriterijumima u
skladu je sa literaturom, u kojoj LDLR najcesce ¢ini najveci udeo molekularno potvrdenih FH (Cesto
>60-80%, a u pojedinim serijama i vise kada je selekcija stroga) (101). Spektar od 13 razli¢itih LDLR
varijanti, sa pretezno heterozigotnim stanjem (samo jedan homozigot i jedan kombinovani
heterozigot), tipi¢an je za visoku alelnu heterogenost FH i podudara se sa istorijskim i savremenim
bazama podataka/serijama koje prikazuju stotine do hiljada jedinstvenih LDLR promena Sirom sveta
(34,102).

Detektovane varijante u LDLR genu rasporedene duz gotovo celog receptora, ali uz jasno
klasterisanje u funkcionalno znacajnim domenima. Konkretno, pet varijanti locirano je u eksonima
2-6, koji kodiraju domen za vezivanje liganda (LDLR-A/LA) bogat cisteinskim ponavljanjima, dok
je osam varijanti identifikovano u eksonima 7-13, koje obuhvataju EGF-sli¢ni domen i (3-propeler
regiju, odgovorne za reciklazu receptora. Ovakva distribucija u skladu je sa dosadasnjim nalazima u
literature, prema kojima se patogene varijante naj¢e$ée grupiSu upravo u ovim domenima zbog
njihove kljuéne uloge u funkciji LDL receptora (103). Mutacije u LA domenu, naroc¢ito one koje
menjaju cisteinske ostatke, remete formiranje disulfidnih veza i stabilnost strukture receptora, dok
varijante u EGF-prekusor domenu naruSavaju pH-zavisnu disocijaciju LDL-LDLR kompleksa i
reciklazu receptora, $to je dobro opisano u i klasi¢énim (104) i savremenijim funkcionalnim studijama
(101).

U naSoj studiji varijjanta Cc.858C>A p.Ser286Arg u LDLR genu bila je najcesce
identifikovana, prisutna kod 26% svih LDLR-pozitivnih pacijenata, ukljucujuc¢i i jedinog
homozigotnog ispitanika kao i jednog kombinovanog heterozigota. Ovakva ucestalost ukazuje da ova
varijanta moze imati poseban znacaj u strukturi FH u naSoj populaciji. Aminokiselinski polozaj
Ser286 nalazi se u eksonu 6, u okviru domena za vezivanje liganda (LDLR-A domen), sto je
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funkcionalno kriti¢na regija bogata cisteinskim ponavljanjima i osetljiva na strukturne poremecaje.
Prethodne studije su pokazale da promene u ovoj regiji ¢esto dovode do narusene sposobnosti LDL
receptora da pravilno veze LDL Ccestice ili da se efikasno transportuje do ¢elijske membrane, §to
podrzava patogenost ove varijante (34,102). Pored toga, ponovljena detekcija iste varijante medu
nepovezanim pacijentima, kao u nasem slucaju, moze ukazivati na mogu¢i ,,founder“efekat u nasoj
populaciji, fenomen koji je ranije opisan i u drugim regionalnim FH kohortama (101). Dalje
haplotipske analize bile bi opravdane kako bi se ispitao potencijalni zajednicki genetski izvor ove
varijante kod nasih pacijenata.

Druga najcesce detektovana varijanta u naSem istrazivanju bila je ¢.81C>G p.(Cys27Trp) u
LDLR genu, prisutna kod 17,1% LDLR-pozitivnih pacijenata. Ova varijanta menja konzervirani
cisteinski ostatak u eksonu 2, koji je deo prvog ligand-vezuju¢eg domena (LA1) LDL receptora.
Cisteinski ostaci u LA domenima imaju klju¢nu ulogu u formiranju disulfidnih veza koje stabilizuju
tercijarnu strukturu receptora, pa su upravo zamene cisteina medu najc¢es$ée patogenim promenama u
LDLR genu (34). Sli¢no kao i prethodno diskutovana varijanta p.Ser286Arg, i p.Cys27Trp se nalazi
u funkcionalno kriti¢cnom regionu, a funkcionalne studije su pokazale da mutacije koje remete
disulfidne veze dovode do pogresnog savijanja receptora, zadrzavanja u endoplazmatskom
retikulumu i smanjene ekspresije na povrsini Celije (21,105). Pored toga, ova varijanta je ranije
prijavljena u vise evropskih populacija sa FH i klasifikovana je kao patogena ili verovatno patogena
u klini¢kim bazama podataka (UCL LDLR, ClinVar), §to dodatno potvrduje njen doprinos fenotipu
bolesti (106). Visoka ucestalost ove varijante u nasoj studiji moze ukazivati na njen potencijalni
epidemioloski znacaj u nasoj populaciji, to je vazno za buduce genetsko profilisanje FH u regionu.

U naSem istraZivanju, patogena varijanta u APOB genu identifikovana je kod troje
nepovezanih pacijenata (6,8%), pri ¢emu je u sva tri slu¢aja detektovana ista varijanta c.10580G>A
p.(Arg3527GIn), poznata i kao p.Arg3500GIn prema starijoj numeraciji. Ovo je u skladu sa
literaturom koja navodi da je upravo ova varijanta najéesci uzrok familijarne defektne apolipoprotein
B-100 (FDB), monogenskog oblika FH koji se nasleduje autosomno dominantno (41,107). Patogeni
mehanizam ove varijante zasniva se na smanjenoj afinitetu ApoB-100 za LDL receptor, sto dovodi
do smanjene klirense LDL cestica iz cirkulacije uprkos normalnoj sintezi ApoB (108). Nasi rezultati
dodatno potvrduju da je ova mutacija prisutna i u naSoj populaciji u udelu slicnom onom u drugim
evropskim studijama, gde je FDB prijavljena u 2-10% molekularno potvrdenih FH slucajeva
(109,110). Ujedno, uocen nedostatak porodi¢ne povezanosti medu nosiocima ove varijante u nasoj
kohorti mozZe ukazivati na sporadi¢nu distribuciju bez jasnog founder efekta, $to se razlikuje od
nalaza u srednjoj Evropi, gde je p.Arg3527GIn identifikovana kao osniva¢ka mutacija (49). Ovi
podaci ukazuju na znacéaj uklju¢ivanja APOB analize u standardni FH genski panel, narocito zbog
postojanja blazih i fenotipski zamaskiranih slucajeva FDB koji se mogu prevideti ako se dijagnostika
zasniva samo na LDLR genu.

U nasoj studiji nisu detektovane patogene varijante u genima PCSK9 ili LDLRAPL, $to je u
skladu sa podacima iz literature koji navode da su varijante u ova dva gena redi uzrok FH u poredenju
sa mutacijama u LDLR i APOB genima. Prema dostupnim genetskim studijama, PCSK9 gain-of-
function mutacije odgovorne su za manje od 1-3% slucajeva heterozigotne FH, sa znacajnim
geografskim razlikama u ucestalosti (111,112). Na primer, mutacije poput p.Asp374Tyr i
p.Serl27Arg identifikovane su kao regionalno specificne u pojedinim populacijama, ali se retko
srecu u opstoj evropskoj populaciji (113). Sli¢no tome, mutacije u LDLRAP1 genu, koji se nasleduje
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autosomno recesivno, izuzetno su retke i opisane pre svega u populacijama sa visokim stepenom
konsangvinisiteta, ukljucuju¢i Srednji istok i delove Mediterana (54,114,115). Stoga, odsustvo
varijanti u PCSK9 i LDLRAPI u nasoj kohorti odrazava oc¢ekivanu genetsku distribuciju FH u
evropskim populacijama, gde LDLR ostaje dominantni genetski uzrok, dok su PCSK9 i LDLRAP1
zastupljeni tek sporadi¢no.

Analiza porodi¢nih slucajeva u nasoj studiji dodatno naglaSava genetsku heterogenost FH u
okviru populacije. Kod sedam srodnika iz pet razli¢itih porodica, uzro¢na varijanta je potvrdena u tri
porodice, pri ¢emu je varijanta ¢.81C>G p.(Cys27Trp) detektovana u dve nepovezane porodice, dok
je ¢.1646G>A p.(Gly549Asp) identifikovana u jednoj porodici. Ovakav nalaz potvrduje tipican
autosomno dominantni obrazac nasledivanja FH, sa vertikalnim prenosenjem mutacije u vise
generacija, §to je u skladu sa ranijim studijama koje su pokazale da vec¢ina patogenih varijanti LDLR
ima porodi¢nu segregaciju koja prati fenotip hiperholesterolemije (22,102). Ipak, u dvema
porodicama sa klini¢kom slikom kompatibilnom sa FH nije identifikovana patogena varijanta u
analiziranim genima, $to moze ukazivati na poligensku osnovu bolesti, prisustvo mutacija u jos$
neotkrivenim ili retkim genima, ili na strukturne varijante (npr. velike delecije/duplikacije) u LDLR
genu koje nisu detektovane standardnim sekvenciranjem (116,117). Ovaj nalaz je u skladu sa
rezultatima prethodnih genetskih studija koje su pokazale da se kod 20—40% pacijenata sa klinickom
slikom kompatibilnom sa FH ne moze identifikovati monogenska mutacija u genima LDLR, APOB
ili PCSK9 primenom standardnog sekvenciranja (116,118). Ovakvi slufajevi se najcesce
objasnjavaju poligenskom osnovom hiperholesterolemije, prisustvom mutacija u regulatornim il
nekodiraju¢im regijama, kao i mogucno$éu postojanja velikih delecija i duplikacija u LDLR genu
koje se ne mogu detektovati metodama sekvenciranja, ve¢ zahtevaju dodatnu analizu tehnikom
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (119).

Nasi nalazi stoga potvrduju vaznost porodi¢nog genetskog testiranja, kako za potvrdu
dijagnoze kod asimptomatskih srodnika, tako i za diferencijalnu dijagnozu izmedu monogenske i
poligenske hiperholesterolemije, $to ima prakti¢ne terapijske implikacije.

Rezultati nase studije pokazuju da postoji jasna povezanost izmedu DLCN (Dutch Lipid
Clinic Network) skorova i verovatnoc¢e genetske potvrde FH, pri ¢emu je najveci udeo patogenih
varijanti detektovan u grupi pacijenata koji su prema DLCN kriterijumima svrstani u kategoriju
,sigurna FH . Ovo je u skladu sa ranijim studijama koje su potvrdile da je DLCN sistem Kkoristan
kao inicijalni klini¢ki alat za selekciju pacijenata za genetsko testiranje (30,61). Ipak, prisustvo
genetski potvrdenih slucajeva i u grupama ,,verovatna“i ,mogu¢a FH* ukazuje da oslanjanje
isklju¢ivo na klini¢ke kriterijume mozZe rezultovati potcenjivanjem broja pacijenata sa monogenskom
osnovom bolesti, posebno kod osoba sa blazim ili atipi¢nim fenotipskim izrazom.

Sliéna zapazanja opisana su i u drugim populacionim studijama, gde je ¢ak 15-30%
pacijenata sa genetski potvrdenom FH imalo samo umereno povisene LDL vrednosti i DLCN skor
ispod praga za ,,sigurnu FH“(120). Ova pojava se delom moze objasniti genetskom heterogenoséu
bolesti, ali i uticajem modifikatora fenotipa, ukljucujuéi poligenski rizik, faktore sredine i
istovremeno prisustvo metabolickih faktora poput gojaznosti 1 insulinske rezistencije. Rezultati nase
studije takode ukazuju da DLCN kriterijumi imaju ograni¢enu specifi¢nost, posebno u diferencijaciji
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monogenske FH od poligenskog fenotipa hiperholesterolemije, $to je vise puta istaknuto i u
preporukama Evropskog udruzenja za aterosklerozu (EAS).

Stoga nasi nalazi potvrduju da kombinacija klinickih kriterijuma i1 genetskog testiranja
predstavlja optimalan dijagnosti¢ki pristup, jer omoguéava precizniju identifikaciju obolelih i
njihovih srodnika, ¢ime se unapreduje sprovodenje kaskadnog skrininga, kao i donose ciljane
terapijske odluke. Posebno je vazno naglasiti da deo pacijenata sa nizim DLCN skorom, ali
potvrdenom mutacijom, spada u populaciju sa pove¢anim kardiovaskularnim rizikom, $to opravdava
njihovo rano ukljucivanje u hipolipemijsku terapiju i pracenje.

Porodi¢na anamneza prevremene koronarne bolesti jedna je od osnovnih komponenti DLCN
skora i odavno je prepoznata kao vazan klini¢ki marker u proceni rizika za postojanje familijarne
hiperholesterolemije. Brojne studije pokazale su da prisustvo prevremenih aterosklerotskih dogadaja
kod bliskih srodnika znacajno poveéava verovatnocu da pacijent nosi patogenu varijantu u jednom
od FH-genskih lokusa, posebno u LDLR genu (104). Ovaj nalaz se tumaci time $to FH pokazuje
autosomno dominantan obrazac nasledivanja, pa se mutacija i klinicka manifestacija ¢esto mogu
pratiti kroz viSe generacija iste porodice.

Rezultati nase studije potvrduju ovaj trend, jer je postojala statisticki znacajna povezanost
izmedu pozitivne porodi¢ne anamneze i prisustva genetski potvrdene FH (p = 0.045). Ovaj nalaz je
u skladu sa ranijim istrazivanjima u evropskim populacijama, gde je porodi¢na anamneza opisana
kao nezavisan prediktor mutacionog statusa, naro¢ito u kombinaciji sa visokim LDL-holesterolom i
prisustvom klinickih znakova bolesti (61). Medutim, iako porodi¢na anamneza ostaje koristan
orijentir u inicijalnoj proceni pacijenata, njena dijagnosticka ta¢nost moze biti ograni¢ena — posebno
u sluc¢ajevima kada su podaci o srodnicima nepotpuni, kada je bolest subklinicka, ili kada je prisutan
poligenski oblik hiperholesterolemije.

Nasi rezultati potvrduju da porodi¢na anamneza prevremene KVB, u kombinaciji sa drugim
komponentama DLCN skora, predstavlja vazan klinicki pokazatelj koji opravdava indikaciju za
genetsko testiranje. Ipak, sama po sebi, ona nije dovoljna da diferencira monogensku od poligenske
forme hiperholesterolemije, te se njena dijagnosticka vrednost povecava jedino u kontekstu
integrisanog klinicko-genetskog pristupa (121).

Analiza povezanosti vrednosti LDL-h kod odraslih rodaka sa prisustvom patogenih varijanti
od posebnog je znacaja u dijagnostickom pristvu FH, budu¢i da bolest ima autosomno dominantan
obrazac nasledivanja i ¢esto se javlja u viSe generacija iste porodice. Nasi rezultati pokazuju da je
prisustvo povisenih vrednosti LDL-h kod odraslog srodnika bilo statisti¢ki znacajno povezano sa
verovatno¢om genetski potvrdene FH kod ispitanika (p = 0.003). Ovo je ocekivan nalaz koji je u
skladu sa prethodnim studijama, koje su pokazale da lipidni profil u rodaka, naro¢ito povisen LDL-
h kod prvostepenih srodnika, predstavlja jedan od klju¢nih klinickih pokazatelja monogenskog
porekla bolesti (9).

Prethodne genetske studije su potvrdile da se u velikom broju porodica sa FH moze pratiti
vertikalna transmisija poviSenih vrednosti LDL-h, ¢esto pra¢ena ranim nastankom aterosklerotske
kardiovaskularne bolesti (2). Umans-Eckenhausen i saradnici su pokazali da je porodi¢na distribucija
hiperlipidemije jedan od najznacajnijih kriterijuma u otkrivanju novih slu¢ajeva FH putem
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kaskadnog skrininga (61). Sli¢no tome, Damgaard i saradnici su istakli da prisustvo povisenih
vrednosti LDL-h u porodici skrac¢uje dijagnosticki put i povecava verovatno¢u identifikacije
patogenih mutacija, ¢ak i kod osoba sa grani¢nim klini¢kim fenotipom (120).

Nasi nalazi podrzavaju klinicku upotrebu podataka o vrednostima LDL-h u rodaka, Koji
doprinose boljem razgrani¢enju monogenske FH od poligenskih ili sekundarnih dislipidemija. Ipak,
treba naglasiti da oslanjanje isklju¢ivo na ove podatke ima svoja ograni¢enja, budu¢i da su lipidni
profili rodaka Cesto nepoznati ili pod uticajem terapije ili faktora Zivotne sredine, zbog cega je
genetsko testiranje i dalje neophodan korak u potvrdi dijagnoze.

Povisene vrednosti LDL-h u detinjstvu predstavljaju vazan rani pokazatelj moguceg
postojanja familijarne hiperholesterolemije i uklju¢ene su kao komponenta DLCN skora kako bi se
podstaklo rano otkrivanje obolelih kroz porodiéni skrining. Medutim, rezultati nase studije pokazuju
da povisene vrednosti LDL-h kod srodnika mladih od 18 godina nisu bile znac¢ajno povezane sa
prisustvom patogene genske varijante kod ispitanika. Ovo je u skladu sa nalazima nekih prethodnih
studija koje su ukazale na znacajnu fenotipsku varijabilnost u decijem uzrastu, ¢ak i kod nosilaca
mutacije, kao i na potencijalno odloZeno ispoljavanje lipidnog fenotipa (122).

Razlog za odsustvo statisticki znacajne povezanosti moze se objasniti ¢injenicom da lipidni
profil dece moze biti pod uticajem brojnih faktora sredine, ukljucujuéi telesnu masu, ishranu i
pubertetski status, Sto moZe da zamaskira genetski determinisan porast LDL holesterola. Takode,
dokazano je da kod nosilaca blazih ili receptor-defektnih mutacija u LDLR genu moze do¢i do
postepenog porasta LDL-h tokom adolescencije, §to umanjuje dijagnosticku vrednost ovog
kriterijuma u mladem Zivotnom dobu (123). Ovo potvrduju i rezultati medunarodnih registara za FH
kod dece, gde je istaknuto da se oslanjanje isklju¢ivo na lipidni profil u detinjstvu moze dovesti do
propustanja dijagnoze kod znaCajnog broja nosilaca mutacija, dok genetsko testiranje povecava
senzitivnost dijagnostike (17).

Stoga se nasi rezultati uklapaju u sve veci broj dokaza koji ukazuju da skrining vrednosti
LDL-h u detinjstvu ne bi trebalo koristiti izolovano, ve¢ u kombinaciji sa porodicnom anamnezom 1,
gde je moguce, genetskim testiranjem. Evropsko udruzenje za aterosklerozu (EAS) zato naglasava
vaznost genetskog potvrdivanja FH u ranoj dobi kako bi se omogucilo blagovremeno zapocinjanje
terapije i prevencija aterosklerotskih komplikacija.

Analiza naSih podataka pokazala je da prisustvo ksantoma ili arcus cornealis kod srodnika
prvog stepena ima znacajnu povezanost sa genetski potvrdenim slu¢ajevima FH, §to je u skladu sa
nalazima drugih studija koje isticu da su ovi fizicki znaci vaZan fenotipski marker bolesti. Prema
nedavno objavljenim rezultatima, prisustvo tendinoznih ksantoma i arcus cornealis znacajno
povecéava verovatnocu otkrivanja patogene varijante u genima povezanima sa FH (124,125). Ovi
nalazi potvrduju da klini¢ki znaci, posebno kada su prisutni u viSe clanova porodice, mogu
predstavljati pouzdan pokazatelj naslednog porekla bolesti i koristan kriterijum pri selekciji
kandidata za genetsko testiranje. Ipak, treba naglasiti da odsustvo ovih manifestacija ne iskljucuje
mogucnost postojanja mutacije, buduc¢i da fenotipska ekspresija moze varirati u zavisnosti od tipa
mutacije, dobi pacijenta i uticaja faktora okoline. Stoga kombinacija klinickih podataka i genetske
analize ostaje optimalni pristup za preciznu dijagnozu FH.
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Rezultati ove studije potvrduju da prisustvo prematurene koronarne bolesti predstavlja
znacajan klini¢ki marker koji povecava verovatnocu identifikacije patogene varijante kod pacijenata
sa sumnjom na FH. Ova povezanost je u skladu sa nalazima multicentri¢nih analiza koje su pokazale
da su nosioci FH mutacija, posebno u genu LDLR, izlozeni znatno ve¢em riziku od ranog razvoja
aterosklerotske bolesti, ukljucujuci infarkt miokarda i anginu pektoris pre 55. godine kod muskaraca
i pre 60. kod Zena (50,57).

Savremene studije ukazuju da genetski potvrdeni FH pacijenti u proseku razvijaju koronarnu
bolest 10-20 godina ranije od osoba sa poligenim ili sekundarnim oblicima dislipidemije, $to dodatno
potvrduje vaznost klinickog pra¢enja ovog parametra kao dijagnostickog i prognosti¢kog pokazatelja
(30). U skladu s tim, najnovije evropske i japanske preporuke isticu potrebu da se anamneza
prematurene KVB uvrsti medu klju¢ne kriterijume za trijazu pacijenata za genetsko testiranje i za
procenu ukupnog kardiovaskularnog rizika kod FH (7).

U naSem istraZivanju nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost izmedu prisustva periferne
arterijske bolesti (PAB) i genetski potvrdene porodi¢ne hiperholesterolemije (p = 0.455). Ovaj nalaz
je u saglasnosti sa prethodnim studijama koje ukazuju da je PAB znatno reda manifestacija FH u
poredenju sa koronarnom boles$¢u i da ima ograni¢enu dijagnosticku vrednost kao izolovani klini¢ki
kriterijum (126).Iako je poznato da produZena izlozenost povisenom LDL-h dovodi do progresije
ateroskleroze 1 moguceg razvoja PAB, istrazivanja pokazuju da je PAB ceS¢i pokazatelj tezine
aterosklerotske bolesti nego pouzdan indikator prisustva monogenske mutacije (50). Pored toga,
razvoj PAB zavisi od brojnih drugih faktora — ukljucujuc¢i pusenje, dijabetes, hipertenziju i
inflamatorne procese — koji mogu znac¢ajno doprineti njenom nastanku bez prisustva FH.

Stoga ovi rezultati potvrduju da PAB, kao komponenta DLCN skora, nema dovoljnu
diskriminatornu mo¢ za predikciju genetski potvrdene FH kada se posmatra samostalno. Njena
klinicka vrednost je viSe prognosticka nego dijagnosticka, posebno u proceni ukupnog
aterosklerotskog optereCenja i stratifikaciji kardiovaskularnog rizika kod ve¢ potvrdenih FH
pacijenata.

Analiza povezanosti prisustva tetivnih ksantoma i arcus cornealis sa genetski potvrdenom FH
u naSem istrazivanju ukazuje na razli¢it dijagnosticki znacaj ova dva fenotipska markera. Tetivni
ksantomi se tradicionalno smatraju specifiénim klinickim znakom monogenske FH 1 ostaju sastavni
deo savremenih dijagnosti¢kih algoritama kao $to su Dutch Lipid Clinic Network (DLCN). Ipak, u
naSoj studiji nije potvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu prisustva ksantoma 1 patogene
genetske varijante (p = 0.202), Sto je u skladu sa novijim istraZzivanjima koja ukazuju da je
prevalencija ksantoma u savremenim FH populacijama znacajno opala usled ranijeg postavljanja
dijagnoze i Siroke upotrebe statina (50).

Nasuprot tome, prisustvo arcus cornealis kod osoba mladih od 45 godina pokazalo je znacajnu
povezanost sa genetski potvrdenom FH (p = 0.021) u naSem ispitivanju. Ovo je u skladu sa
rezultatima novijih studija koje naglasavaju da rani arcus cornealis moze biti vredan fenotipski
indikator FH, naroc¢ito u populacijama u kojima su izrazeni znaci kao $to su tetivni ksantomi redi
(127). Smatra se da rana pojava arcus cornealis odrazava dugotrajnu ekspoziciju povisenim
vrednostima LDL-holesterola i ubrzano talozenje lipida u roznjaéi, ¢ak i kada drugi klini¢ki znaci
izostaju.
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Ovi nalazi potvrduju da odsustvo tetivnih ksantoma ne iskljucuje monogensku etiologiju bolesti
1 naglaSavaju potrebu da se FH prepoznaje 1 u blazim fenotipskim oblicima. Istovremeno, prisustvo
ranog arcus cornealis moze imati praktican klinicki znacaj, naro€ito u zemljama sa ograni¢enim
pristupom genetskoj dijagnostici, jer moze doprineti ranijoj identifikaciji kandidata za genetsko
testiranje i kaskadni skrining u porodici.

Analiza na$ih rezultata pokazala je da su pacijenti sa genetski potvrdenom familijarnom
hiperholesterolemijom imali znafajno viSe vrednosti LDL-holesterola pre pocetka terapije u
poredenju sa genetski negativnim pacijentima. Ovaj nalaz je oc¢ekivan i dosledan prirodnoj istoriji
monogenske FH, gde prisustvo patogene varijante, posebno u LDLR genu, dovodi do trajno
poviSenih koncentracija LDL-holesterola od ranog detinjstva.

Sliéni rezultati zabeleZeni su i1 u velikim medunarodnim registrima, gde je pokazano da
mutacijom-pozitivni bolesnici sa FH imaju znacajno vise vrednosti LDL-holesterola u odnosu na
pacijente sa klinickom, ali genetski nepotvrdenom dijagnozom. Studije koje uporeduju monogensku
i poligensku/sekundarnu hiperholesterolemiju dosledno pokazuju da nosioci patogenih varijanti u
genima LDLR, APOB ili PCSK9 imaju vi$e bazalne nivoe LDL-h u proseku za oko 1,5-2,5 mmol/L
u odnosu na osobe sa poligenskom ili metabolicki uslovljenom hiperholesterolemijom. Noviji
podaci dodatno ukazuju da genetski status uti¢e ne samo na nivo LDL-holesterola, ve¢ 1 na tezinu
klinickog fenotipa 1 rizik od prevremenih aterosklerotskih komplikacija, pri cemu
mutacijom-pozitivni bolesnici imaju viSu dozivotnu ekspoziciju LDL-h i viSestruko veéi rizik za
ranu koronarnu bolest u poredenju sa genetski negativnim osobama sa sliénim vrednostima LDL-h
(8,128-130).

Nasi nalazi ukazuju da odredivanje LDL-h pre terapije moze doprineti razlikovanju monogenske
od poligenske hiperholesterolemije 1 ima vaznu klinicku vrednost u selekciji kandidata za genetsko
testiranje. U skladu sa preporukama Evropskog udruzenja za aterosklerozu, integrisanje genetskog
testiranja u dijagnosticki algoritam moze doprineti boljoj stratifikaciji rizika, personalizaciji terapije
i ranijem uklju¢ivanju ¢lanova porodice u kaskadni skrining (40,66)

Nasi rezultati dodatno potvrduju da genetski pozitivni pacijenti imaju znatno izrazeniji aterogeni
lipidni profil, §to je jasno vidljivo kroz znacajno vise vrednosti ukupnog holesterola u poredenju sa
genetski negativnim ispitanicima. Ovaj nalaz je u skladu sa prethodno diskutovanim rezultatima o
razlikama u vrednostima LDL-holesterola, buduc¢i da je LDL-holesterol dominantna frakcija
ukupnog holesterola 1 kljuéni patofizioloSki faktor u razvoju ateroskleroze kod FH. Prisustvo
patogenih varijanti, posebno u LDLR genu, dovodi do kompromitovanog klirensa LDL ¢estica iz
cirkulacije, $to rezultuje progresivnim nakupljanjem holesterola u plazmi i njegovom akumulacijom
u vaskularnom endotelu (31).

Ovakav nalaz ima 1 klinicki znacaj, jer ukazuje da ukupni holesterol, iako manje specifi¢an
marker od LDL-holesterola, zadrzava prognosticku vrednost u razlikovanju monogenske FH od
drugih oblika dislipidemije. Studije sprovedene u okviru medunarodnih registara, kao §to je
SAFEHEART, pokazale su da su pacijenti sa genetski potvrdenom FH imali viSe bazalne vrednosti
ukupnog i LDL-holesterola, kao i veci aterosklerotski rizik u poredenju sa genetski negativnim
osobama sa slicnim klini¢kim fenotipom (131,132). Time se potvrduje da vrednosti ukupnog
holesterola pre terapije, zajedno sa LDL-holesterolom, predstavljaju indikator tezine poremecaja i
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doprinose ranoj identifikaciji visokorizi¢nih pacijenata koji zahtevaju agresivniju terapijsku
strategiju 1 uklju¢ivanje ¢lanova porodice u kaskadni skrining.

U kontekstu nase studije, ovi rezultati dodatno naglaSavaju znacaj integracije biohemijskih
markera sa genetskom analizom kako bi se postigla preciznija dijagnostika i efikasnija stratifikacija
rizika kod pacijenata sa sumnjom na FH.

Rezultati nase studije pokazali su da vrednosti HDL-h pre zapocinjanja terapije nisu bile
znacajno razli¢ite izmedu pacijenata sa genetski potvrdenom porodi¢nom hiperholesterolemijom i
onih bez identifikovane mutacije (p = 0.350). Ovaj nalaz je u skladu sa prethodnim studijama koje
su ukazale da HDL-holesterol nema znacajnu dijagnosticku niti diferencijalnu vrednost u
razgranicenju monogenske FH od drugih oblika dislipidemije, jer FH primarno zahvata LDL
receptor—posredovani metabolizam, a ne HDL put holesterola (31,57). Genetski pozitivni pacijenti
Cesto imaju normalne ili blago sniZzene vrednosti HDL-h, pri ¢emu se HDL-h ne smatra metabolickim
obelezjem FH i zato nije ukljuéen u kriterijume za dijagnozu bolesti prema EAS ili DLCN
preporukama (7,40).

Vrednosti triglicerida pre zapocinjanja terapije u naSem uzorku bile su znacajno vise kod
pacijenata bez genetski potvrdene mutacije u odnosu na one sa monogenskom FH, $to je u skladu sa
ocekivanim fenotipskim razlikama izmedu poligenske/metabolicke i monogenske dislipidemije.
Poligenska ili metaboli¢ka hiperholesterolemija ¢esto je udruzena sa insulinskom rezistencijom,
gojaznoscu, metaboli¢kim sindromom 1 drugim faktorima koji doprinose hipertrigliceridemiji, dok
je za monogensku FH karakteristicno dominantno i izolovanije poviSenje LDL-holesterola uz
relativno normalne ili samo blago povisene trigliceride. Ovakav obrazac podrzavaju i studije koje
ukazuju da poligenska predispozicija za hiperholesterolemiju ili hipertrigliceridemiju u kombinaciji
sa metabolickim faktorima vodi ka fenotipu mesane dislipidemije, uz vise vrednosti triglicerida nego
kod klasi¢ne monogenske FH (133,133,134).

Nasi nalazi stoga sugeri$u da visi trigliceridi u genetski-negativnoj grupi odrazavaju verovatniji
poligenski ili sekundarni (metaboli¢ki) mehanizam dislipidemije, dok je u genetski-pozitivnoj grupi
primarni patofizioloski supstrat trajno povisen LDL-holesterol usled poremecaja LDL receptora, u
skladu sa dosadasnjim opisom monogenskog FH fenotipa. Ovakva diferencijacija ima prakticni
znacaj u klinickoj praksi, jer ukazuje da kod PV-negativnih bolesnika akcenat terapije, pored
snizavanja LDL-C, treba snaznije usmeriti na korekciju kardiometabolic¢kih faktora i1 redukciju
triglicerida, dok se kod monogenske FH prioritetno cilja agresivno snizenje LDL-holesterola
visokointenzivnom i kombinovanom hipolipemijskom terapijom (135,136).

Rezultati ove studije pokazali su da vrednosti lipoproteina(a) [Lp(a)] nisu bile statisticki
znacajno razli¢ite izmedu pacijenata sa genetski potvrdenom porodi¢nom hiperholesterolemijom i
onih bez detektovanih mutacija (p = 0.421). Ovaj nalaz je u skladu sa aktuelnim saznanjima da je
koncentracija Lp(a) uglavnom odredena varijantama u LPA genu i da je njen nivo nezavisan od
mutacija u genima LDLR, APOB, PCSK?9 ili LDLRAP1 koje uzrokuju monogensku FH (137,138).
Zbog toga je moguce da osobe bez monogenske FH imaju povisene koncentracije Lp(a), kao i da
genetski pozitivni FH pacijenti imaju normalne ili grani¢ne vrednosti Lp(a), Sto obja$njava odsustvo
razlike izmedu grupa u naSoj analizi.
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Ipak, primeceno je da deo pacijenata sa genetski potvrdenom FH ima povisene vrednosti
Lp(a), Sto je u skladu sa ranijim studijama koje ukazuju da zajednicko prisustvo FH 1 visokog Lp(a)
znacajno povecava rizik od prevremene aterosklerotske kardiovaskularne bolesti (65). Smatra se da
Lp(a) deluje sinergisticki sa LDL-holesterolom, doprinose¢i jacem proaterogenom 1
proinflamatornom efektu, §to moze objasniti fenotipsku varijabilnost i razlike u klini¢koj ekspresiji
bolesti medu FH pacijentima sa istim mutacijama.

Na osnovu ovih nalaza, nasi rezultati podrzavaju aktuelne preporuke Evropskog udruzenja za
aterosklerozu (EAS) i Evropskog kardioloskog udruzenja (ESC), prema kojima se merenje Lp(a)
preporucuje kao deo pocetne procene ukupnog kardiovaskularnog rizika kod svih pacijenata sa
sumnjom na FH, bez obzira na genetski status (7,40)

Analiza nivoa apolipoproteina pre zapoCinjanja terapije u nasoj studiji pokazala je da
koncentracija apolipoproteina A-1 (ApoA-I) nije bila znacajno povezana sa genetskim statusom
pacijenata, $to je u skladu sa ¢injenicom da ApoA-I odrazava HDL frakciju, koja u patofiziologiji
porodi¢ne hiperholesterolemije ima ogranicen dijagnosticki znacaj. Sli¢ni rezultati zabelezeni su iu
drugim studijama koje su pokazale da se vrednosti HDL-holesterola i ApoA-I ne razlikuju zna¢ajno
izmedu monogenske i poligenske hiperholesterolemije, niti predstavljaju diskriminatorni marker za
genetsku potvrdu bolesti (57,139).

Za razliku od ApoA-I, vrednosti apolipoproteina B (ApoB) bile su znacajno vise kod
pacijenata sa genetski potvrdenom FH, $to je u skladu sa prirodom bolesti. ApoB se nalazi u jednoj
kopiji na svakoj aterogenoj lipoproteinskoj Cestici, ukljuc¢uju¢i LDL, IDL i VLDL, pa njegova
koncentracija predstavlja direktan pokazatelj ukupnog broja aterogenih Cestica u cirkulaciji. Zbog
toga se smatra preciznijim markerom aterogenog rizika od samog LDL-holesterola (140).
Apolipoprotein B odrazava broj aterogenih lipoproteinskih ¢estica i Cesto je poviSen kod FH, pa moze
pruziti dodatnu informaciju u proceni rizika i fenotipa, iznad LDL-holesterola. Smernice i konsenzus
dokumenti sve ¢eSc¢e preporucuju merenje ApoB kao dopunski ili alternativni cilj terapije, posebno
kada postoji diskordansa izmedu LDL-h i broja Cestica (140-142).

Ovi nalazi dodatno potvrduju vaznost merenja ApoB u inicijalnoj proceni pacijenata sa
sumnjom na FH, imaju¢i u vidu da Evropsko udruzenje za aterosklerozu (EAS) i najnovije ESC
smernice preporucuju ApoB kao dodatni parametar za procenu rezidualnog aterogenog rizika i
optimizaciju terapije (7,40).

Nasi rezultati ukazuju da pacijenti sa genetski potvrdenom familijarnom hiperholesterolemijom
ostvaruju veci relativni procenat snizenja LDL-holesterola tokom hipolipemijske terapije u odnosu
na osobe bez detektovane patogene varijante, iako apsolutne vrednosti LDL-h nakon lecenja ostaju
znacajno viSe kod genetski pozitivnih bolesnika. Ovakav nalaz ukazuje na postojanje znacajnog
rezidualnog kardiovaskularnog rizika u PV-pozitivnoj grupi i potrebu za intenzivnijim, Cesto
kombinovanim terapijskim pristupom. Sli¢an obrazac je opisan u studiji GENRE-FH, u kojoj je
pokazano da je prilagodeni odgovor na hipolipemijsku terapiju (postignuti procenat ocekivanog
snizenja LDL-h) bio nizi kod nosilaca patogenih varijanti nego kod genetski-negativnih pacijenata,
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a da su genetski-pozitivni bolesnici imali vi$i rezidualni LDL-h i visi kardiovaskularni rizik
(143,144).

Medu relevantnim studijama, Kim i saradnici su analizirali kohortu korejskih pacijenata sa FH
i pokazali da genetski pozitivni bolesnici imaju viSe bazalne vrednosti LDL-holesterola u odnosu na
pacijente bez identifikovanih patogenih varijanti, kao i da je postignuta redukcija LDL-h nakon
intenzivne hipolipemijske terapije bila izrazenija kod genetski-negativnin u odnosu na
genetski-pozitivne bolesnike (143). Sli¢no tome, pregledna analiza Jarauta i saradnika ukazuje da
prisustvo patogene varijante u genima LDLR, APOB ili PCSK9 samo po sebi predstavlja marker
tezeg lipidnog fenotipa, slabijeg odgovora na standardnu terapiju i veéeg rezidualnog
kardiovaskularnog rizika usled trajnog poremecaja funkcije LDL receptora (145).

Na osnovu navedenog, nasi nalazi potvrduju da standardna terapija (statin + ezetimib) Cesto nije
dovoljna kod genetski pozitivnin FH pacijenata i da je kod njih neophodno razmotriti ranije
ukljucivanje kombinovanih ili bioloskih terapija poput inhibitora PCSK9 ili siRNA pristupa, kako bi
se smanjio rezidualni LDL-h i kardiovaskularni rizik.

Nasi rezultati pokazuju da je verovatnoca postizanja ciljnih vrednosti LDL-h znacajno niza kod
pacijenata sa genetski potvrdenom FH nego kod genetski negativnih, uprkos primeni standardne
hipolipemijske terapije. Ovakav nalaz je u skladu sa real-world podacima iz SAFEHEART registra,
gde je pokazano da i uz visoko-intenzivne statine i dodatak ezetimiba znacajan deo bolesnika ne
dostize preporucene ciljeve, posebno oni sa ve¢im pocetnim LDL-h i genetski potvrdenom boles¢u
(16). Slicno, GENRE-FH studija je pokazala da prisustvo patogene varijante u FH genima prati
slabije ,,0stvarenje o¢ekivane® redukcije LDL-h i manju verovatnoc¢u dostizanja ciljeva u odnosu na
genetski negativne pacijente, i pored viSeg intenziteta terapije (143). Ovi nalazi odrazavaju temeljni
patofizioloski problem monogenske FH — trajno kompromitovan klirens LDL cestica — zbog Cega
standardni rezimi (statin + ezetimib) Cesto nisu dovoljni za ciljnu kontrolu LDL-h, naro¢ito u
sekundarnoj prevenciji gde su ciljevi strozi prema ESC/EAS preporukama (7,40).

Randomizovane studije kod pacijenata sa heterozigotnom familijarnom hiperholesterolemijom
pokazale su da dodatak PCSK9 inhibitora standardnoj terapiji znaCajno poboljSava terapijski
odgovor. U studiji RUTHERFORD-2, evolokumab je doveo do priblizno 60% vecéeg snizenja
LDL-holesterola u odnosu na placebo 1 ve€eg procenta bolesnika koji su dostigli ciljne vrednosti
LDL-h. U studijama ODYSSEY FH I/Il, alirokumab je obezbedio oko 50-60% redukcije LDL-h i
znacajno visu stopu dostizanja cilja LDL-h (<1,8 mmol/L) u poredenju sa standardnom terapijom
(146,147).

Za pacijente kod kojih je potrebno dugorocno odrZavanje sniZzavanja LDL-h uz rede
doziranje, terapija inklisiranom (siRNA koja inhibira sintezu PCSK9) pokazala je znacajne i
postojane efekte. U multicentri¢noj, randomizovanoj, dvostruko slepoj studiji ORION-9, koja je
obuhvatila odrasle pacijente sa heterozigotnom porodicnom hiperholesterolemijom, inklisiran je
primenjivan potkoZno (300 mg prvog dana, 90. dana, a zatim na svakih 6 meseci), Sto je dovelo do
smanjenja LDL-holesterola za 39,7% u poredenju sa porastom od 8,2% u placebo grupi nakon 510
dana pracenja (p < 0,001)(148). Ovi rezultati potvrduju da inhibicija PCSK9 sinteze putem siRNA
tehnologije omogucava dugotrajnu kontrolu LDL-holesterola sa svega dva davanja godiSnje, §to
predstavlja vaznu terapijsku opciju za pacijente sa genetski potvrdenom FH koji ne dostizu ciljne
vrednosti uprkos optimalnoj terapiji statinom i ezetimibom.
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Sveukupno, rezultati dostupnih klinickih studija podrzavaju strategiju rane terapijske
eskalacije kod genetski potvrdene FH — kombinovanjem statina, ezetimiba i PCSK9-usmerenih
lekova — kako bi se smanjio rezidualni LDL-holesterol i povecala verovatnoa postizanja
preporucenih ciljnih vrednosti, ¢ime se dugoro¢no smanjuje aterosklerotski rizika.

Nasi rezultati multivarijantne logisticke regresije pokazali su da je pol bio jedini statisticki
znacajan prediktor pojave kardiovaskularnih dogadaja kod pacijenata sa sumnjom na FH, dok
genetski status, pocetni nivo LDL-holesterola, starost i indeks telesne mase nisu imali nezavisan
uticaj. Ovakav nalaz ukazuje da u posmatranoj populaciji analizirani klini¢ki i genetski parametri
nisu dovoljni da samostalno objasne ukupni kardiovaskularni rizik, ve¢ da na manifestaciju bolesti
znacajno utiCu dodatni faktori, poput kardiometabolickih komorbiditeta, zivotnih navika i
potencijalnih genetskih modifikatora. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz velikih FH registara,
koji pokazuju da je rizik od aterosklerotskih kardiovaskularnih dogadaja heterogen i da muski pol,
zajedno sa klasi¢nim faktorima rizika (hipertenzija, dijabetes, pusenje), predstavlja jedan od
klju¢nih determinanti nepovoljnog ishoda kod bolesnika sa FH (149,150).

Literatura potvrduje da pacijenti sa FH imaju heterogen rizik od aterosklerotskih dogadaja
¢ak 1 kod sliénih LDL-h vrednosti, te da identifikacija mutacije povecava rizik, ali da taj efekat nije
uniformno prediktivan u svim populacijama. Na primer, Séguro i saradnici (2018) ukazali su da
pacijenti sa identifikovanom mutacijom imaju visi rizik ali da postoje velike razlike medu studijama
(129). Takode, klinicki pregled Berta i sar. (2022) isti¢e da faktori poput pol, hipertenzije, dijabetesa
1 pusenja znacajno modulisu rizik kod FH, ponekad nadjacavajuci samotnu ulogu genetskog statusa
(152).

NaSa studija je zanimljiva u tome §to je u modelu pol, a ne genetski status, bio jedini znacajan
prediktor — $to moze ukazivati na specifi¢nosti nase populacije (etni¢ka struktura, tretman, pritisak
nadzornih programa) ili na moguc¢nost da su klinicki faktori i terapijski pristup ve¢ smanjili razliku
izmedu mutiranih i nemutiranih pacijenata. Ovaj nalaz naglasava potrebu za dodatnim istraZivanjima
koja bi integrisala genetske, biohemijske, klini¢ke i zivotno-stilne informacije u modelima predikcije
KVB za FH populaciju.

Za prakti¢nu klinicku implikaciju, rezultat sugeriSe da se kod pacijenata sa sumnjom na FH paznja
ne sme usmeriti isklju¢ivo na genetski status, ve¢ 1 na sistemsku procenu rizika (ukljucujuéi pol,
arterijsku hipertenziju, dijabetes, pusenje) i da su personalizovane strategije nadzora i terapije
neophodne.
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6 ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeéi zakljucci:

10.

Genetsko testiranje kod pacijenata sa klinickom dijagnozom familijarne hiperholesterolemije
omogucava identifikaciju patogenih varijanti u genima LDLR i APOB, ¢ime se potvrduje klju¢na
dijagnosticka i prognosticka uloga molekularne analize u ovoj bolesti.

Najveci broj patogenih varijanti nalazi se u LDLR genu, dok su mutacije u APOB genu retke, a
promene u PCSK9 i LDLRAP1 genu u nasoj kohorti nisu zabeleZene.

Uzro¢ne genetske varijante mogu se identifikovati i kod srodnika obolelih, $to potvrduje znacaj
kaskadnog testiranja za prevenciju i ranu dijagnostiku u porodici.

Povezanost genetskih varijanti sa Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) skorom pokazuje da visi
skor prati vecu verovatno¢u genetske potvrde FH, ali istice 1 ogranienu senzitivnost samih
klinickih kriterijuma bez genetskog testiranja.

Najvazniji klini¢ki pokazatelji prisustva patogenih mutacija su poviSene vrednosti LDL-
holesterola kod odraslog srodnika, pozitivna porodi¢na anamneza prevremene koronarne bolesti
1 prisustvo fizickih znakova poput ksantoma ili arcus cornealis kod rodaka.

Arcus cornealis kod osoba mladih od 45 godina pokazuje visoku dijagnosti¢ku specifi¢nost za
monogensku FH, dok tetivni ksantomi, zbog uticaja savremene hipolipemijske terapije, sami po
sebi nisu dovoljan prediktor bolesti.

Povisen LDL-holesterol kod odraslog srodnika izdvojio se kao nezavisan klinicki prediktor
monogenske FH, naglaSavaju¢i vecu dijagnosticku vrednost porodi¢nog lipidnog statusa u
odnosu na pojedinacne klinicke manifestacije.

Nosioci patogenih mutacija imaju znacajno vecée vrednosti LDL-holesterola i ukupnog
holesterola pre pocetka terapije, dok vrednosti HDL-holesterola i lipoproteina(a) ne zavise
znacajno od genetskog statusa.

Pacijenti bez potvrdenih monogenskih mutacija ¢eS¢e imaju povisene trigliceride, Sto upucuje na
poligensku ili metabolicku pozadinu hiperholesterolemije u ovoj podgrupi.

Vrednosti apolipoproteina B su viSe kod genetski pozitivnih pacijenata, §to odraZava izraZeniji
aterogeni lipidni profil, dok koncentracije apolipoproteina A-I ne pokazuju vezu sa genetskim
statusom.
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11.

12.

13.

14.

Razlike izmedu LDLR-pozitivnih pacijenata sa i bez varijante c.858C>A p.(Ser286Arg)
uglavnom su suptilne i bez jasnih klinickih implikacija, osim tendencije ka ve¢em indeksu telesne
mase kod nosilaca ove varijante.

Genetski pozitivni pacijenti postizu veci relativni pad LDL-holesterola tokom terapije, ali ¢esto
ne dostizu ciljnu vrednost LDL-holesterola, te ostaju u grupi sa visokim rezidualnim
kardiovaskularnim rizikom.

Genetski status predstavlja kljuéni prediktor uspeSnosti postizanja terapijskih ciljeva LDL-
holesterola, $to ukazuje na potrebu za individualizovanim, intenzivnijim terapijskim pristupom
kod genetski pozitivnih bolesnika.

Multivarijantna analiza pokazuje da je pol jedini nezavisni prediktor prisustva kardiovaskularnih
dogadaja u ispitivanoj populaciji, dok genetski status, pocetni LDL-holesterol, starost i indeks
telesne mase ne ostvaruju samostalan znacajan uticaj na pojavu kardiovaskularnih komplikacija.

U celini nalazi ovog istrazivanja imaju znacajne implikacije za klini¢ku praksu u dijagnostici, proceni
rizika 1 leCenju pacijenata sa familijarnom hiperholesterolemijom. Genetski status ima klju¢nu ulogu
u definisanju lipidnog fenotipa i1 terapijskog odgovora, pri ¢emu genetski pozitivni pacijenti
predstavljaju posebno riziénu grupu sa trajno vi$im vrednostima LDL-h i apolipoproteina B uprkos
adekvatnoj terapiji. Ovi nalazi snazno podrzavaju uvodenje genetskog testiranja kao standardnog
dijagnostickog alata u evaluaciji pacijenata sa sumnjom na FH, radi tacnije klasifikacije bolesti,
identifikacije nosilaca mutacija i planiranja ciljane terapije.
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Spisak skracenica

FH
LDLR
APOB
PCSK9
LDLRAP1
LPA
FDB
LDL-h
HDL-h
VLDL
IDL
Lp(a)
ApoB
ApoA-I|
TG

UH

KV

KVB
ASCVD
ASKVB
ACS

IM

PCI
CABG
CvB

PAB
HTA / AH

Familijarna hiperholesterolemija

Receptor za lipoprotein niske gustine
Apolipoprotein B

Proprotein konvertaza subtilizin/kexin tip 9
Adaptor protein 1 LDL receptora

Gen za lipoprotein(a)

Familijarna defektna ApoB-100
Lipoprotein male gustine / LDL-holesterol
Lipoprotein velike gustine / HDL-holesterol
Lipoprotein vrlo male gustine

Lipoprotein srednje gustine
Lipoprotein(a)

Apolipoprotein B

Apolipoprotein A-I

Trigliceridi

Ukupni holesterol

Kardiovaskularni

Kardiovaskularna bolest

Aterosklerotska kardiovaskularna bolest
Aterosklerotska kardiovaskularna bolest
Akutni koronarni sindrom

Infarkt miokarda

Perkutana koronarna intervencija
Aortokoronarno premosc¢avanje
Cerebrovaskularna bolest

Periferna arterijska bolest

Hipertenzivna bolest / Arterijska hipertenzija

DM/ DM2 Dijabetes melitus / Dijabetes melitus tip 2



DLCN Dutch Lipid Clinic Network
MEDPED Make Early Diagnosis to Prevent Early Deaths

SIRNA Small interfering RNA/mala interferirijau¢a RNK
EAS European Atherosclerosis Society

ESC European Society of Cardiology

ACMG American College of Medical Genetics and Genomics
GenRE-FH Genetic Registry FH

DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

NGS Sekvenciranje nove generacije

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

PV Patogena varijanta

VPV Verovatno patogena varijanta

VUS Varijanta nejasnog znacaja

EGF Epidermal Growth Factor domen LDLR

LA/LA1l Ligand-binding domen /LAl region LDL receptora
LB Vezivanje liganda
ITM/BMI Indeks telesne mase / Body Mass Index

TT Telesna tezina
TV Telesna visina
TA Krvni pritisak

ATP Adenozin trifosfat
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W3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIaHE H €JIEKTPOHCKE BEP3Hj€ NOKTOPCKOTr paja
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Cryaujcku nporpav ENDOKRINOLOGIJA

Hacnos paga POLIMORFIZMI U GENIMA LDLR, APOB, PCSK9 KOD PACIJENATA SA
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Mentop PROF DR KATARINA LALIC

U3jaBipyjeM Ia je WTaMmaHa Bep3uja Mor JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA ENIEKTPOHCKOj BEP3HjH KOjy
caM npeiao/na paay MoxpamnBama y JIHFHTAIHOM Peno3HTOPHjyMy YHHBEP3HTETA y
Beorpany.
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1. AyTopcTBo. Jl03BOJbaBaTeE YMHOXaBame, QUCTPHOYLHjy H jaBHO CaomIUTaBame Jeia, H
npepaze, ako ce HaBeJie HMe ayTopa Ha HauMH ofpeljeH o cTpaHe ayTopa MM JaBaola JIMLEHIE,
4ak H y komepuujanHe cepxe. OBo je Hajcno6o HH]ja 01 CBHX JIMLICHLIH.

2 AyTOpCTBO - HeKOMepuHjaJHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBaibe, AUCTPUOYLHjy H jaBHO
caonuiTaBame ela,  Mpepajie, ako ce HaBelle HMe ayTopa Ha HauHH ojipeljeH ol cTpaHe ayTopa HilH
nasaona nxueHne. OBa JHIEHNa He J03B0JbaBa KOMepLHjalHy ynotpeby aena.

3 AyTOpcTBO - HeKoMepuHjaJHO - 6Ge3 mnpepaaa. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBaibe,
IMCTPHOYIIMjy M jaBHO caomuTaBame jaena, Oe3 nmpoMeHa, MpeoOIMKOBamba HIH ynoTpede nena y
CBOM JIeJly, aKo ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HauHH oJipeljeH o] cTpaHe ayTopa HJIM JaBaolia JIHLEHLE.
Osa NHILIEHNA He N03B0JbaBa KOMEpLHjaHy ynotpedy aena. Y oqHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMLECHIIE, OBOM
JIMIIEHIIOM ce orpaHH4aBa HajBehn oOnuM npaBa kopuinhema aena.

4. AyTOpCTBO - HEeKOMepLHjaJHO - JEJIMTH MOoJ HMCTHM ycjaoBuMma. Jlo3BospaBare
yMHOJKaBabe, AMCTPHOYIHjy H jaBHO caomUTaBaibe Aeia, H pepaie, ako ce HaBeJe HMe ayTopa Ha
HauHH ozipel)eH of1 cTpaHe ayTopa HIIH JaBaola JHILEHIIE H aKo Ce npepaaa AUCTpHOyHpa 1o HCTOM
HIIH CTHYHOM JIHUeHoM. OBa JiHIeHIa He 103B0JbaBa KOMEpLHjaTHy ynoTpeby nena u npepana.

5. AyTopcTBOo - 6e3 npepaja. [lo3BosraBaTe yMHOXaBame, AUCTPHOYLH)Y M jaBHO
caonuraBame Jena, 6e3 npoMeHa, npeobiHKoBamka HIH yoTpebe fena y CBoM ey, ako ce HaBesie
HMeE ayTopa Ha Ha4uH ofipeljeH oX cTpaHe ayTopa WiH JaBaola aHueHue. OBa JHIEeHIa 103B0JbaBa
KOMepIHjaTHy ynoTpeby zena.

6. AyTOpCTBO - €/IMTH N10J HCTHM YCJIOBHMaA. J[03B0JbaBaTe yMHOXaBambe, JHCTPHOYLIH)Y
H JaBHO CaOMNILTaBame JeNa, U Ipepaje, ako Ce HaBe[e HME ayTopa Ha HauMH oxpeljeH Of cTpaHe
ayTopa HJIH 1aBaoLa JIMLIEHLE H aKo ce nmpepaja AUCTpHOYHpa MOA HCTOM MIIH CIIMYHOM JIMLIEHLIOM.
OBa JIHIeHIa J03B0JbaBa KOMEpLHjaHy ynotpely Aena u npepaja.

CnuyHa je cohTBEpCKHM JIHLIEHIIaMa, ONHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



