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Zmeny v lipoproteinovom spekire pri
koncatinovo-cievnej ischemickej chorobe
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Sthrn: Metéda delenia lipoproteinov na polyakrylamidovom géli Lipoprint LDL systém kvantifikuje neaterogénne a aterogénne lipoproteiny
plazmy, vé¢itane malych denznych LDL, silne aterogénnych lipoproteinov. Podla prevahy neaterogénnych alebo aterogénnych lipoproteinov
v lipoproteinovom spektre metéda identifikuje neaterogénny lipoproteinovy profil fenotyp A a aterogénny lipoproteinovy profil fenotyp B.
Prinosom meté6dy je upozornenie na existenciu aterogénneho lipoproteinového profilu fenotyp B u 80% pacientov s kon¢atinovo-cievnou is-
chemickou chorobou, ale aj na jestvovanie kontrolnej podskupiny normolipemikov s aterogénnym lipoproteinovym profilom (7% probandov
kontrolnej skupiny). Ide o rizikovi populdciu. Moznosti identifikacie tychto ,rizikovych normolipemikov® st zatial obmedzené.
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Changes in lipoprotein spectrum in patients with the diagnosis of extremito-vascular ischemic disease

Summary: New method of lipoprotein determination on polyacrylamid gel with Lipoprint LDL system quantifies non atherogenic and
atherogenic plasma lipoproteins, including small dense LDL, the potent atherogenic lipoprotein subpopulations. According to majority
of non atherogenic versus atherogenic lipoprotein in the whole lipoprotein spectrum, this method distinguishes a non atherogenic lipo-
protein profile phenotype A from an atherogenic lipoprotein profile phenotype B. Definitely, the contribution of this method is focusing
on the atherogenic lipoprotein profile phenotype B in 80% of patients with an extremito-vascular ischemic disease and on the existence
of control subgroup of normolipemic subjects with an atherogenic lipoprotein profile (7% of probands of control group). These persons
represent a risk population. Till now, the facilities for identifying of these “normolipemic persons at risk” are limited.

Key words: atherogenic lipoproteins - atherogenic vs non atherogenic lipoprotein profile

Uvod

V ostatnom c¢ase nanovo narasta zau-

Mifnikom v analyze a vyuZitia v dia-  b) neaterogénne lipoproteinové entity
(IDLa, HDL)

c) lipoproteiny s neistou aterogenitou

gnostike portich metabolizmu lipopro-

jem lipidolégov a klinickych pracovnikov  teinov sa stala elektroforetickd metéda

o identifikovanie lipoproteinovych entit
v lipoproteinovom spektre plazmy, kto-
rych pritomnost v relevantnych mnoz-
stvach poskodzuje endotelové bunky,
navodzuje dysfunkciu endotélia a spolu
iniciuje spustenie multifaktoridlneho
procesu degenerativnych zmien v cieve,
¢oho désledkom je vznik ateromatdéz-
nych cievnych plakov. Ide o aterogénne
lipoproteiny [1]. Ich pocetné zastipe-
nie v plazme charakterizuje lipopro-
teinového spektrum, fenotyp B [5,6].
V rfiom sa nachddzaji malé denzné li-
poproteiny nizkej hustoty (mdLDL) vo
zvysenych koncentracidch a spoluti¢ast-
nia sa pri vzniku ischemického cievneho
poskodenia [2-4]. Pri nizkom zasttpen(
aterogénnych lipoproteinov v lipopro-
teinovom spektre dostdvame obraz
neaterogénneho lipoproteinového pro-
filu, fenotyp A [5,6].
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delenia lipoproteinov na polyakrylami-
dovom géli (PAGE), systémom Lipo-
print LDL [7-10]. UmoZiiuje analyzo-
vat 12 lipoproteinovych subpopuldcii:
VLDL, IDL 1-3, LDL 1-7, HDL.

Elektroforéza lipoproteinov
kvantitativne vyhodnocuje:

a) aterogénne (VLDL, IDLc IDLb a LDL
3-7, tzv. malé denzné LDL)

(LDL 1-2)

urcuje neaterogénny vs aterogénny
lipoproteinovy profil, fenotyp A a fe-
notyp B

Aterogénny lipoproteinovy profil je
charakterizovany pritomnostou ate-
rogénnych lipoproteinov velmi nizkej
hustoty (VLDL), intermedidrnej hus-
toty (IDLc a IDLb) a malych denznych

Tab. 1. Malé denzné LDL.

Malé denzné LDL st viac aterogénne pre [2,3]:
zniZené rozpozndvanie LDL-receptormi (konfiguraéné zmeny Apo B) —
zvysend pohotovost k oxiddcii a acetylacii —
oxid-LDL — uvoltiovanie pro-zdpalovych cytokinov — apoptdza svalovych buniek
oxid-LDL — uvoltiovanie metaloproteindz — odblravanie kolagénu

oxid-LDL — zvy3end pohotovost k vychytavaniu makrofagami (scavenger-recep-
tory) — stimuldcia tvorby penovych buniek

[ahsie vnikanie do subendotelidlneho priestoru a vytvdranie cholesterolovych depozit
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lipoproteinov nizkej hustoty (mdLDL)
vo vysokych koncentrdcidch. V pripade
tzv. malych denznych LDL (tab. 1),
,small dense LDL“, ide o silne atero-
génne subpopuldcie LDL [1], ktoré
migruji v oblasti LDL 3-7. Ako ich
ndzov naznacuje, st mensie, s prieme-
rom mensim nez 26,5 nm, resp.
265 Angstromov a flotujd v hustot-
nom rozmedzi d = 1,048-1,065g/ml,
t.j. vy88om nez LDL 1, LDL 2. Na de-
liacom polyakrylamidovom géli (PAG)
ich mozno identifikovat ako jemné
pasy na anodickej strane gélu, hned za
HDL frakciou, ktora putuje na cele de-
lenych lipoproteinov.

Pacienti a metédy
V nasej klinickej studii bolo vy3etre-
nych 100 pacientov s novozistenou,
klinicky manifestnou diagnézou kon-
¢atinovo-cievnej ischemickej cho-
roby (KICH). Subor tvorilo 55 muzov
a 45 Zien, (priemerny vek Zien 52,5

I+

+

+ 14,0, priemerny vek muzov 56,0
+ 11,0) v klaudikac¢om 3tadiu C2a, pro-
ximalny typ (AP), prvé stddium (P1)
s dyslipidémiou. Pacienti boli exfajciari.

Diagnostika ochorenia sa vykonala
na zdklade anamnézy, zakladného
a funkéného fyzikdlneho vySetrenia
(polohovy ndmahovy test podfa Rat-
schowa v modifikacii podfa Linharta).
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Z pomocnych vySetreni sa uréoval ¢len-
kovo-brachidlny index [11,12].

V plazme sa testovala koncentrécia
celkového cholesterolu (TC), triacylgly-
cerolov (TAQ), urcilo kvantitativne za-
stlpenie aterogénnych a neaterogén-
nych lipoproteinov a fenotyp lipopro-
teinového profilu: neaterogénny fe-
noty A vs aterogénny fenotyp B.

Kontrolnd skupinu tvorilo 150 nor-
molipemickych probandov bez klinic-
kych a laboratérnych zndmok ochore-
nia kardiovaskuldrneho systému.

Krv sa odobrala po 12-hodinovom
lacnenf a ziskala sa EDTA-K, plazma,
ktora sa pouzila na analyzu bioche-
mickych parametrov.

Celkovy cholesterol sa analyzoval
enzymatickou metédou CHOD-PAP
a stanovila sa jeho koncentracia
v plazme (Roche, SRN), triacylglyce-
roly sa analyzovali enzymatickou me-
tédou a stanovila ich koncentracia
v plazme (Roche, SRN).

K uréeniu lipoproteinového profilu
sa pouzil System Lipoprint LDL, firma
Quantimetrix, CA, USA, ktory simul-
tdnne analyzoval 12 lipoproteinovych
tried a ich subpopuldcii. Koncentra-
cia lipoprotefnov systémom Lipoprint
LDL sa vyjadrila obsahom choleste-
rolu v jednotlivych lipoproteinovych
triedach, resp. entitdch: napr. VLDL-

-cholesterol. Prinosom metddy je kvan-
titativne hodnotenie aterogénnych li-
poproteinov plazmy, véitane malych
denznych LDL (mdLDL), ktort pred-
stavuju subpopulécie LDL 3-7.

Prostanoidy: Prostacyklin (PGl,),
resp. jeho chemicky stabilnd forma,
6-keto-PGF, , a tromboxan A, (TxA,),
resp. jeho chemicky stabilnd forma,
tromboxan B, (TxB,), sa analyzo-
vali v plazme, metédou ELISA (DGR,
USA).

V nasej Stadii sa zaviedol vypocet
Skére Aterogénneho Rizika (SAR), ¢o
predstavuje pomer neaterogénnych
a aterogénnych lipoproteinov plazmy.
SAR nad 10,8 deklaruje neaterogénne
lipoproteinové spektrum, hodnota pod
9,8 aterogénne lipoproteinové spek-
trum. Hodnota medzi 9,8-10,8 je in-
terval Sedej zény.

K 3tatistickému vyhodnoteniu name-
ranych hodnoét sa pouZil neparovy Stu-
dentov t-test.

Ciel prace

Zmapovat zastipenie aterogénnych li-
poproteinov, urdit fenotyp lipoprotei-
nového profilu u pacientov s diagné-
zou koncatinovo-cievne] ischemicke;
choroby (KICH) a analyzou prosta-
noidov v plazme hodnotit integritu
cievneho endotelu.

Tab. 2. Pacienti s KICH.
Chol PGI,
(mmol/l TAG VIDL LDL, LDL, LDL HDL (pg/ml TxA, PG/Tx Skére
+SD) + SE)
KICH
ter 5,37 1,81 0,86 1,82 0,10 3,18 1,33 3174 872 3,9 17,4
(nezizrop, +0,95 +0,51 +026 +0,54 +0,03 +0,82 +029 +364  +70 +1,7 +6,5
profil, n = 20)
KICH
— 5,28 2,31 0,98 1,52 0,46 3,09 1,18 3305 963 4,2 4,6
o 805)5' Profib, 1128 +£118 +0,39 +050 +034 +099 +032 +199  +94 £20  +40
spriemerované hodnoty: neatero- a atero- podskupiny
:(IC”:-I  bodet 5,29 2,21 0,96 1,58 0,39 3,11 1,21 3284 948 41 7,2
nci 1‘(’)‘(’)y) POCEt 4121 £105 +0,37 +051 +0,28 +096 +031 +232  +89 +1,9 +45
neat. vs at. p <0,01 p < 0,05 p<0,0001 p <0,0001
aterogénny 80 % vs neaterogénny 20 %
Zastlpenie aterogénneho lipoproteinového profilu u ischemickej choroby dolnych kon¢atin je 80,0 %.
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Tab. 3. Kontrolna skupina.

neaterogénny 93,3 % vs aterogénny 6,7 %

probandov.

Chol
(mmol/l TAG VIDL LDL, LDL, LDL  HDL
+SD)
LEETelE 428 115 0,60 1,29 0,03 2,31 1,35
(neaterog.
£+0,60 +039 0,16 +0,38 +0,003 +0,53 +0,32
profil, n = 140)
'(‘;’t”trm'a G 425 144 068 116 0,22 224 1,32
' :8? Profi 4,054 +0,40 +014 +024 +0,08 +036 +0,31
spriemerované hodnoty: neatero- a atero- podskupiny
korl'ltro'? B 117 0,61 1,28 0,04 2,30 1,34
ﬁcz ;Z‘g) POCEt 10,60 +039 0,16 +0,37 +0,004 +0,52 +0,32
neat. vs at. p <0,05 p <0,0001

Vysoko signifikantny rozdiel (p < 0,0001) v koncentracii malych denznych LDL (LDL3-7) odli3uje aterogénny lipoproteinovy pro-
fil od neaterogénneho profilu u pacientov s koncatinovo-cievnou ischemickou chorobou, ale aj v kontrolnej skupine zdravych

PGlI,
(pg/ml  TxA, PG/Tx  Skére
+SE)

5194 1277 4,4 37,9

+ 604 + 107 +2,7 +19,7
2 467 868 4,1 6,0
+384 +362 £1,6 £2,0
4967 1243 4,4 35,8
+589 +£124  +£26 +18,5

p < 0,0001

Tab. 4. Hodnoty biochemickych parametrov, kontrolna skupina vs pacienti s koncatinovo-cievnou ischemickou chorobou.

Chol PGlI,
(mmol/l  TAG VLDL LDL,, LDL,, LDL HDL (pg/ml TxA, PG/Tx  Skére

+SD) + SE)
kontrola 4,27 1,17 0,61 1,28 0,04 2,30 1,34 4967 1243 4,4 35,8
(n=150) +0,60 +0,39 0,16 +0,37 +0,004 +0,52 +0,32 + 589 + 124 +2,6 +18,5
KICH 5,29 2,21 0,96 1,58 0,39 3,11 1,21 3284 948 41 7,2
(n=100) +1,21 +1,05 +0,37 + 0,51 +0,28 +0,96 + 0,31 +232 + 89 +1,9 +4,5
kontr. vs dg. < p<0,0000 ——MmM8M8M8 > p <0,001 p<0,01 p<0,02 n.s. p<0,0001

Rozdiely v zloZeni lipoproteinov u pacientov s konéatinovo-cievnou ischemickou chorobou oproti kontrolnej skupine su Statisticky vy-
soko signifikantné (p < 0,0001), pre HDL je rozdiel koncentrdcifi Statisticky signifikantny pri p < 0,001.

Vysledky

Hodnoty biochemickych parametrov
neaterogénny vs aterogénny lipopro-
tefnovy profil, u pacientov s KICH popi-
suje tab. 2 a u kontrolnej skupiny tab. 3.

Vysoko signifikantny rozdiel (p <
< 0,0001) v koncentracii malych denz-
nych LDL (LDL3-7) odli3uje aterogénny
lipoprotefnovy profil od neaterogén-
neho profilu u pacientov s kon¢éati-
novo-cievnou ischemickou chorobou,
ale aj v kontrolnej skupine zdravych
probandov (tab. 4).

Rozdiely v zloZeni lipoproteinov
u pacientov s koncatinovo-cievnou is-
chemickou chorobou oproti kontrol-
nej skupine su Statisticky vysoko signi-

622

fikantné (p < 0,0001), pre HDL je
rozdiel koncentrdcifi Statisticky signifi-
kantny pri p < 0,001.

Diskusia

Nova diagnostickd metdéda elektro-
foretického delenia lipoproteinov na
polyakrylamidovom géli identifiko-
vala aterogénny lipoproteinovy profil
u 80% pacientov s koncatinovo-ciev-
nou ischemickou chorobou (KICH),
¢o je v sulade s klinickym obrazom
silnej aterogénnej aktivity u vySet-
rovanych oséb s KICH [13,14]. Vy-
soko signifikantné rozdiely medzi
kontrolnou skupinou a skupinou pa-
cientov s KICH zaznamendvame pri

vietkych lipidovych a lipoproteinovych
parametroch.

Metéda prekvapivo odhaluje aj pri-
tomnost aterogénneho profilu li-
poproteinov u kontrolnej skupiny zdra-
vych probandov a rozdeluje kontrolnd
skupinu na dve podskupiny:

a) s aterogénnym
b) s neaterogénnym lipoprotefnovym
profilom

To, ¢oich odlisuje, je rozdiel vkoncen-
tracii mdLDL, ktory je vysoko Statisticky
signifikantny (p < 0,0001). Temer 7%
podskupina zdravych probandov kon-
trolnej skupiny s aterogénnou konsteld-
cie lipoproteinov ddva podnet k spris-
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neniu kritérii vyberu probandov pri
tvorbe kontrolnej skupiny.

V predkladanej $tudii sa analyzo-
vala koncentracia prostacyklinu (PGl,)
a tromboxanu A, (TxA)) v plazme,
ako index miery dysfunkcie endotelu
[15]. Intaktny endotel je charakterizo-
vany neporusenou endotelovou sekré-
ciou prostanoidov, vyjadrenou pome-
rom molarnej koncentracie PGl /TxA,,
a predstavuje hodnotu 1,5 a vy3siu.
Hodnoty koncentrécie prostacyklinu
a tromboxanu kontrolnej skupiny a pa-
cientov s KICH st zhrnuté v tab. 2-4.
Endotelova sekrécia prostanoidov
u pacientov s KICH oproti kontrol-
nej skupine je znizena (p < 0,01, resp.
p < 0,02) a potvrdzuje dysfunkciu en-
dotelu u vySetrovanych pacientov.
Rovnakou mierou je porusend syntéza
(a tym aj sekrécia) oboch prosta-
noidov: prostacyklinu aj tromboxanu,
takze pomer PGl /TxA, = 4,1 u testo-
vanych pacientov nie je signifikantne
odlisny od pomeru prostacykin/trom-
boxan = 4,4 u kontrolnej skupiny.

Ako daldi parameter na testovanie
aterogenity lipoproteinového profilu
sme novo zaviedli ,Skére Aterogén-
neho Rizika“ (SAR). Ide o index, ktory
porovndva mnozstvo neaterogénnych
a aterogénnych lipoproteinov v celom
lipoproteinovom spektre. Ako vidiet
v tab. 2-4, jeho informativna hodnota
je porovnatelna s testovanymi sub-
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populdciami LDL 3-7 = mdLDL. Ako
sa uvddza v tab. 2-4, rozdiely v skére
aterogénneho rizika medzi aterogén-
nym a neaterogénnym lipoproteino-
vym profilom v skupine pacientov, ale
aj v ramci kontrolnej skupiny: atero-
génna vs neaterogénna subskupina,
st 3Statisticky vysoko signifikantnné
(p < 0,0001). Siréie pouzitie SAR v kli-
nickej praxi vyZzaduje dalSie testovania
v klinickych $tadiach.
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