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Sahrn: Vyichodiskd: Kardiovaskularne ochorenia st najvacsim bremenom morbidity a mortality vieobecnej populécie na Slovensku. Jednou z hlav-
nych pricin je aterosklerotické postihnutie cievneho systému - dyslipidémia, ktorého nasledkom je nezriedkavé ochorenie s ¢asto mutilujticim
désledkom na zdravie jedinca - koncatinovocievna artériova (ischemicka) choroba. Posledné dostupné data poukazuji na antagonistické Gcinky
jednotlivych subpopulacii HDL (high-density lipoprotein) cholesterolu v etiopatogenéze aterosklerdzy. Zatial ¢o velké a intermedidlne HDL castice
st vieobecne povaZované za antiaterogénne, pravdepodobna aterogenita malych HDL ¢astic je predmetom Sirokého zaujmu odbornej verejnosti.
Podla dostupnych informécii doposial neboli preskiimané subpopuldcie HDL ¢astic u pacientov s koncatinovocievnym artériovym ochorenim.
Vdaka pokroku v biochemickej analyze lipoproteinov plazmy vieme pomocou systému Lipoprint HDL kvalitativne i kvantitativne urcit jednotlivé
subpopuldcie HDL spektra a na zéklade toho vyhodnotit aterogenitu plazmy. Ciel> Vyhodnotit vztah subpopuldcif vysokodenznych lipoproteinov
a aterosklerotického poskodenia u jedincov s koncatinovocievnou artériovou (ischemickou) chorobou. Metddy: Zistovala sa koncentracia hlavnych
subfrakcif HDL-cholesterolu u 48 jedincov (29 muzov vo veku 56 + 9 a 19 Zien vo veku 61 * 7) s novodiagnostikovanym koncatinovocievnym arté-
riovym ochorenim v porovnani's kontrolnou skupinou (24 muzov vo veku 56 + 12, 24 Zien vo veku 57 + 13). Na kvantitativnu analyzu subpopuld-
cif HDL-cholesterolu sa pouZila inovativna metdda elektroforézy na polyakrylovom géli systému Lipoprint HDL, Quantimetrix. Skupina s novodia-
gnostikovanym artériovym ochorenim bola tvorend nefaj¢iarmi, nediabetikmi a bez hypolipidemickej lie¢by v anamnéze. Kontrolna skupina bola
zostavena zo zdravych normolipemickych dobrovolnikov. Vysledky: V skupine pacientov postihnutych koncatinovocievnym artériovym ochorenim
bol pozorovany signifikantny pokles ako celkového HDL-cholesterolu (p < 0,0002), tak i intermedidlnych ¢astic HDL spektra (p < 0,03). Zaroven
sa zistil signifikantne zvySeny podiel malych HDL castic (p < 0,01) v tejto skupine. Takyto ndlez podporuje koncepciu proaterogénneho pésobenia
malych (vysokodenznych) lipoproteinovych castic. Zdver: Metéda Lipoprint HDL postiva diagnostiku aterosklerotického postihnutia vyrazne vpred.
A to moznostou identifikovat subpopuldcie HDL-cholesterolu, ktoré nesti proaterogénny ticinok, a naopak, subpopuldcie HDL castic s vyraznym
antiaterogénnym tcinkom. To znamena, Ze aj osoby s vysokou hodnotou HDL-cholesterolu mézu byt ohrozené viac ako osoby s nizSou hodnotou
HDL-cholesterolu. Potvrdil sa nielen signifikantne protektivny tcinok vacsich - intermedialnych castic HDL, ale navyse sa ukdzal signifikantne
proaterogénny tic¢inok malych HDL ¢astic. Prinosom préce je poukdzanie na pritomnost aterogénneho HDL lipoproteinového profilu u pacientov
s koncatinovocievnou artériovou (ischemickou) chorobou.
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Antiatherogenic effect of HDL subpopulations in patients with newly diagnosed peripheral artery disease

Summary: Objective: To assess the relationship of high-density lipoprotein subfractions to newly diagnosed lower extremity artery disease (LEAD) in
individuals without diabetes mellitus (DM). Background: The high-density lipoprotein (HDL) family forms a protective part of plasma lipoproteins.
It consists of large HDL, intermediate HDL, and small HDL subclasses. The large HDL and intermediate HDL subclasses are widely considered as
anti-atherogenic parts of the HDL family. The atherogenicity of the small HDL subclass is currently the subject of wide interest. The association of
HDL cholesterol (HDL-C) spectrum abnormality with lower extremity artery disease has not been investigated yet. In the patients with this vascular
impairment (LEAD) were identified the HDL subclasses. Patients with peripheral artery disease - lower extremity artery disease as a consequence
of atherosclerosis may be often affected by lower extremity pain, worsen ambulation and in addition mutilating wounds. In addition patients with
LEAD are affected by normal-to-high HDL atherogenic dyslipidemia. Thus, there is significantly higher risk of cardiovascular morbidity and morta-
lity. Methods: This clinical study involving 96 subjects: 48 were newly diagnosed LEAD patients (29 men of average age 56 + 9, 19 women of average
age 61 = 7) and no DM anamnesis and were not on hypolipidemic therapy; another 48 subjects - control group (24 men of average age 56 + 12, 24
women of average age 57 + 13) were without clinical presentation of LEAD and were normolipidemic. Quantitative and qualitative analysis of HDL
subclasses were performed by an innovative electrophoresis method on polyacrylamide gel (PAGE), the Lipoprint HDL system, Quantimetrix. Results:
In LEAD patients, HDL-C levels as well as intermediate HDL subfraction levels were significantly decreased (p < 0.0001 and p < 0.03 respectively).
The small HDL particles subfraction was significantly higher (p < 0.01). Conclusion: These findings pointed out that the reduction of HDL-C and
intermediate HDL subpopulation and even the increase of small HDL subclass may be considered as important predictors of cardiovascular events
in newly diagnosed LEAD. There are undisputable advantages of using Lipoprint HDL to identificate HDL subfractions. The presence of a high
concentration of small HDL particles in patients with LEAD emphasize that the atherogenic subclass of HDL family is comparable with small HDL.

Keywords: cardiovascular diseases - peripheral artery disease - lower extremity artery disease - HDL cholesterol - small HDL particles -
pro-atherogenic effect of small high-density lipoprotein particles
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Uvod

Lipoproteiny plazmy predstavujd mi-
celdrne komplexy lipidov s proteinmi
tvorené heterogénnou zmesou ta-
kychto castic o Specifickej velkosti,
hustote a flotalite [1-3]. Fyziologicky
sprostredkovavaju transport tukov
medzi orgdnmi a tkanivami, avsak pri
nerovnovaznom zastdpeni jednotli-
vych frakcif, respektive porusenom me-
tabolizme lipidov sa vyrazne podielaju
na degenerativnom procese v cievach -
aterogenéze. Nizka hladina lipoprotei-
nov o vysokej hustote (high-density li-
poprotein - HDL) predstavuje jeden
z najzavaznejsich kardiovaskuldrnych
rizikovych faktorov - znamy tiez ako
rezidudlne riziko a podiefa sa na ate-
rogénnej dyslipidémii [4], ktord pred-
stavuje poruchu optimalnej rovnovéhy
spektra lipidov v cirkuldcii (tab. 1) cha-
rakterizovantd nizkym HDL-cholestero-
lom, vysokymi triacylglycerolmi (TAG)
a posunom zloZenia LDL-choleste-
rolu k malym denznym casticiam. Po-
stihuje viac ako 30 % dospelej populd-
cie, ¢o je podmienené ¢astym vyskytom
obezity, inzulinovej rezistencie, fyzic-
kej inaktivity, diabetes mellitus a me-
tabolického syndrému. Podla stddie
INTERHEART [5] predstavuje dyslipi-
démia az polovicu celkového vaskular-
neho rizika v populdcii, pricom treba
zdbraznit, Ze nielen na Slovensku, ale
aj v Eurépe sa na celkovej mortalite

a morbidite vSeobecného obyvatelstva
najviac podielaju kardiovaskularne
ochorenia [6,7]. HDL castice tak
mozu chranit pred kardiovaskuldrnymi
ochoreniami ako muzov, tak i Zeny, ne-
zavisle od veku a ostatnych rizikovych
faktorov. Tato ochrana je sprostredko-
vand antiaterogénnym a taktiez antio-
xidaénym déinkom HDL ¢astic [8-10].

Je zndme, Zze HDL v plazme zahtia
mnoZstvo subpopuldcif ¢astic o réznej
velkosti, hustote, rbézneho zlozenia,
a tak je mozné, Ze sa subfrakacie HDL
vo svojich protektivnych ucinkoch
prave pre svoju heterogenitu budd
[i8it. HDL subfrakcia bohata na lipo-
protein A-l (LpA-1) ma vacsi efekt spat-
ného transportu cholesterolu [11].
Naopak lipoprotein A-Il (LpA-Il) vy-
kazuje tento efekt v znac¢ne men3ej
miere a dokonca v urcitych pripad-
och sa ukdzal byt asociovany s vy33im
vyskytom kardiovaskuldarnych ocho-
reni [12,13]. Apolipoprotein A (apo A)
je najzastipenejsi proteinovy podiel
HDL castice, pricom prave Apo A-I,
ktory sa najviac tcastni tvorby velkych
a stredne velkych castic (lipoproteiny
A-l), sa vyrazne podiefa aktivaciou le-
citin-cholesterol acyltransferazy (Le-
cithin-cholesterol acyltransferase -
LCAT) na transporte cholesterolu
z periférie do pecene [11,14] a ako su-
¢ast cholesteryl-ester transferového
proteinu (CETP) md antitromboticky

a protizapalovy ucinok [9,10]. Podla
dostupnej literattiry velké a interme-
didlne HDL castice vykazuji vyznamny
antiaterogénny efekt. Naopak, malé st
povazované za aterogénne [15-18].

Vzhladom k uvedenému najcastej-
Sie pouzivana hodnota celkového cho-
lesterolu, ktord je sice odporicana na
vypocet totalneho kardiovaskuldrneho
rizika systémom SCORE, moéze byt
zavadzajica.

Referenéné hodnoty krvnych lipi-
dov [19] st na zaklade evidence-based
medicine dané len pre celkovy chole-
sterol a LDL-cholesterol, a zaroveri ani
pri vefmi nizkych hodnotach nebola
preukdzana negativna korelacia s kar-
diovaskuldrnym rizikom. V pripade
HDL-cholesterolu a triacylglycerolov
sa zohladruje ich vztah ku globdlnemu
kardiovaskuldrnemu riziku, a sice, ze
zvySend hladina TAG a znizené HDL st
nezavislymi rizikovymi faktormi kardio-
vaskuldrnych ochorent.

Jednou z najéastejsich komplika-
cii aterosklerézy [20] je prdve konca-
tinovocievna artériova (ischemickd)
choroba, alebo tiez extremitovasku-
ldrna artériovd choroba, pre ktort je
aterogénna dyslipoproteinémia inici-
adtorom i prométorom. Extremitovas-
kuldrna artériova choroba dolnych
koncatin je vyznamnou organovovas-
kuldrnou artériovou chorobou, ktora
je vyznamnym prediktorom kardiovas-

Hlavné triedy
lipoproteinov
lipoproteiny velmi niz-
kej hustoty (VLDL)

lipoproteiny nizkej
hustoty (LDL)

nych tkaniv
lipoproteiny vysokej
hustoty (HDL)

Charakteristika

Tab. 1. Tri hlavné triedy lipoproteinov v krvi a ich vztah ku kardiovaskuldrnemu systému.

sférické lipido-proteinové komplexy velmi vefkého priemeru a druhej naj-
men3ej denzity (pomer hmota k objemu); ich zloZenie je ~10 % apolipo-
protein, ~40 % cholesterol, ~50 % TAG a PL; ich fyziologickou funkciou je
transport TAG a inych lipidov pecene a enterocytov do ostatnych tkaniv

sférické lipido-proteinové komplexy velkého priemeru a Stvrtej najmensej
denzity; tvoria 40-60 % lipoproteinov plazmy; ich zloZenie je ~25 % apoli-
poprotein, ~45 % cholesterol, ~30 % TAG a PL; ich fyziologickou funkciou
je transport cholesterolu a inych lipidov pecene a enterocytov do ostat-

sférické lipido-proteinové komplexy malého priemeru a najvy3sej denzity;
tvoria 40-60 % lipoproteinov plazmy; ich zloZenie je ~45 % apolipopro-
tein, ~25 % cholesterol, ~30 % TAG a PL; ich fyziologickou tlohou je trans-
port cholesterolu a inych lipidov tkaniv do pecene

KVS - kardiovaskuldrny systém, VLDL - very low-density lipoprotein, TAG - triacylglyceroly, LDL - low-density lipoprotein,
HDL - high-density lipoprotein, PL - fosfolipidy

Vplyv na KVS

zvy$end hladina VLDL je
asociovand s narastom rizika
kardiovaskuldrneho ochorenia

zvy$ena hladina LDL je asocio-
vana s narastom rizika kardio-
vaskuldrneho ochorenia

hladina HDL obratene kore-
luje so vzrastajticim kardiovas-
kuldrnym rizikom
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kuldrnych, cerebrovaskularnych, reno-
vaskuldrnych a dalsich orgdnovovas-
kuldrnych choréb [21-25]. Spésobuje
poskodenie tkaniv dolnych konca-
tin désledkom nedostato¢ného pre-
krvenia, a teda nedostatoéného pri-
vodu kysliku a Zivin potrebnych k ich
fyziologickej funkcii. Pre postihnutého
nesie so sebou znacnu zataz v zmysle
bolesti, rizika vzniku defektov postih-
nutych tkaniv, aZz straty koncatiny.
Ciefom predkladanej klinickej stadie
je vyhodnotit vztah subpopulacii vy-
sokodenznych lipoproteinov a ate-
rosklerotického poskodenia u jedin-
cov s koncatinovocievnou artériovou
chorobou.

Metodika a subor pacientov

Pozorovany stibor obdobného veku
a pohlavia (tab. 2) tvorili pacienti
s novozistenou, klinicky manifestnou
kon¢atinovocievnou chorobou dol-
nych koncatin (48 oséb) v klaudikaé-
nom $tddiu - C2 podfa Sekcie angi-
olégov Slovenskej lekarskej komory
[21-24]; II. $tddia podfa Fontainea
[5], kombinovanej etiopatogenézy na
podklade aterosklerézy (E1) a arterio-
losklerézy (E2), zmieSany proximdlny
a mikrovaskularny typ (AAP; AAMV)
v druhom patofyziologickom $tddiu
vaskuldrneho poskodenia (P2). Z nich
bolo 29 muZov (priemerny vek 56 + 9)
a 19 Zien (priemerny vek 61 + 7). V3etci
boli nefajciari, bez diabetes mellitus
a bez hypolipidemickej farmakote-
rapie v liekovej anamnéze. Diagnéza
koncatinovocievnej (extremitovasku-
larnej) artériovej ischemickej choroby
bola stanovena na zédklade anamnézy,
zdkladného a funkéného fyzikal-
neho vysetrenia (polohovy ndmahovy
test podfa Ratschowa v modifikécii
podfa Linharta). Z pomocnych vyse-
treni sa urcoval ¢lenkovo-brachidlny
index [25]. V plazme sa kvantitativne
a kvalitativne analyzovali subfrakcie
HDL-cholesterolu. Kontrolnud skupinu
(48 os6b) tvorili normolipemicki je-
dinci, bez zndmok kardiovaskuldarneho
ochorenia klinickym ¢i laboratérnym
vyetrovanim. Z nich bolo 24 muzov
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Tab. 2. Demografickd charakteristika jedincov s KICH a kontrolného
suboru.

Jedinci s KICH (48) Kontrola (48) P
vek 58+8 56+13 0,46
pohlavie (M/Z) 29/19 24/24 0,15

KICH - kon&atinovocievna ischemické choroba, M - muzi, Z - Zeny, p - hladina signi-
fikantnosti (p < 0,05)

(priemerny vek 56 + 12) a 24 Zien (prie-  Vysledky

merny vek 57 £ 13). Zistena HDL charakteristika pozorova-
Odber vzorky krvi zv. cubiti bol zrea-  nej skupiny 48 jedincov s kon¢atinovo-
lizovany rano po 12-hodinovej periéde
bez jedla, nédsledne ziskand plazma
(EDTA-K2) bola analyzovand systé-
mom Lipoprint HDL system (Quan-
timetrix Corp., CA, USA) [26-28],

pouzitim inovativnej linedrnej elektro-

cievnou artériovou chorobou je zobra-
zend na obr. 1. Podobne je na obr. 2
zobrazend analyza 48-¢lennej kont-
rolnej skupiny. Statistické porovna-
nie skimanej skupiny jedincov trpia-
cich na KICH s kontrolnou skupinou
foretickej metédy na polyakrylami-
dovom géli (PAGE). Takto boli kvan-
titativnou a kvalitativnou analyzou

ukdzalo v sulade so sti¢asnymi pozo-
rovaniami signifikantny pokles celko-
vého HDL-cholesterolu (p < 0,0001).
lipoproteinového spektra ziskané sub-  Velké HDL ¢astice ostali bez signifi-
populdcie HDL: velké HDL, stredne

velké - intermedidlne HDL a malé

kantnej zmeny. Vyznamnym zistenim
viak bolo preukazanie znizenej hladiny
HDL intermedidlnych ¢astic (p < 0,03)
a predovietkym signifikantny narast

HDL. Statisticka analyza bola vyko-
nand za pomoci nepdrového t-testu,
pricom za hladinu signifikantnosti  poctu malych ¢astic HDL cholesterolu

bolo zvolené p < 0,05. (p <0,01) (tab. 3).

SAMPLE: LEAD Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
27/10/2011
¥LDL HDL Subfractions Albumin
+
LDL
1 2 3|4 s 6 7le 9 10
/ \.m_,-"“‘—’“‘\\
area % 9 R E R ] (el R 6
Large Intermediate Small
area % 25 53 22
chol. [mgidl] 1 24 10

HDL Chol.[mgtdl] 46 240

Obr. 1. Skupina os6b s koncatinovocievnou ischemickou chorobou, HDL
subfrakcie.
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/092611 | SAMPLE: control Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
¥LDL HDL Subfractions Albumin
+
LDL
1 2 314 5 6 w#l8.9 10
/\ J\\\\»
1 l
area 32BN — A8 4]
Large Intermediate Small
area® 56 36 3
chol. [mgtdl] 34 22 S
HOL Chol.[mgtdl] 61 240

Obr. 2. Kontrolna skupina, HDL subfrakcie.

Diskusia
Inovativna diagnostickd metéda, Lipo-
print systém, pontika moznost efektiv-
nej a vypovednej analyzy, kvantifikdcie
jednotlivych subfrakcii HDL-choleste-
rolu. To prindsa velkd vyhodu, vo svetle
stcasného trendu diferencovania lipo-
proteinov na aterogénne a neatero-
géne subpopuldcie, skuto¢nej stratifi-
kacie kardiovaskuldrneho rizika, resp.
vymazania rezidudlneho rizika. Okrem
antiaterogénneho poésobenia vadésich -
intermedidlnych ¢astic HDL sa poda-
rilo poukazat na potencidlne proate-
rogénny charakter malych ¢astic HDL.
Az 65 % jedincov s koncatinovociev-
nou artériovou chorobou malo pri-
tomny aterogénny profil HDL chole-
sterolu v zmysle znizeného mnoZstva
vefkych denznych castic a zvyse-
ného mnozstva malych denznych ¢as-
tic HDL. Na zdklade zistenych vysled-

kov sa da predpokladat, Ze subfrakcie
HDL cholesterolu, $pecidlne malé ¢as-
tice HDL, zohrdvaju doleZitejsiu tlohu
v patogenéze aterosklerotického po-
Skodenia, nez je vieobecne akcepto-
vané. Predpoklad je v stlade s pozoro-
vanim Aboyans et al [29], ktory ukazal,
Ze aj u jedincov bez pritomnosti vieo-
becne akceptovanych rizikovych fakto-
rov vaskuldrneho aterosklerotického
poskodenia (fajcenie, hypertenzia, dia-
betes mellitus, tradi¢ne ponimand dys-
lipidémia) je koncatinovocievna cho-
roba castd. Prave akceptovanie ulohy
malych vysokodenznych lipoproteino-
vych ¢astic v procese aterosklerézy po-
méha objasnit spojitost aterogénnej
dyslipidémie a aterosklerotického po-
Skodenia ciev.

Vyzvou pre dalSie badanie zostava
objasnit vztah medzi HDL subpopula-
ciami a dal$imi ischemizujdcimi/skle-

Tab. 3. Hladiny jednotlivych subfrakcii HDL-cholesterolu.

Celkové HDL HDL velké HDL stredne HDL malé
mmo/| £ SD Castice velké castice Castice
jedinci s KICH 1,07 £ 0,17 0,48 + 0,15 0,52 + 0,09 0,23 +0,10
(n=48)
kontrola 1,26 +0,28 0,51 +0,22 0,55+ 0,09 0,19 £ 0,06
(n=48)
kontrola vs p <0,0001 ns p <0,03 p <0,01
KICH

HDL - vysokodenzné lipoproteiny, KICH - kon¢atinovocievna ischemickd choroba,
p - hladina signifikantnosti (p < 0,05), SD - standardnd odchylka
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rotizujlicimi procesmi cievnej steny ako
je arterioloskleréza ¢ mediokalcinéza,
ktora taktiez zohrava vyznamnu dlohu
pri vyhodnocovani globalneho kardio-
vaskuldrneho rizika [30-33].

Zaver

V predkladanej klinickej $tadii sa ukd-
zali byt malé ¢astice HDL spektra sig-
nifikantne asociované s koncatino-
vocievnou artériovou chorobou, ¢o
naznacuje ich proaterogénny vplyv.
Toto zistenie doplfia a potvrdzuje tie
literdrne zdroje, ktoré predpokladaju
tcast malych castic HDL subpopu-
lacif v zloZitom procese aterogenézy.
HDL subfrakcia malych castic sa tak
stdva nezdvislym prediktivnym fak-
torom cievneho poskodenia. V pri-
pade stredne velkych a velkych ¢as-
tic HDL spektra mozZno povedat, ze
st tou protektivnou zlozkou ,,dob-
rého“ HDL-cholesterolu. Pre klinicku
prax je dolezity poznatok, Ze podobne
ako v pripade LDL-cholesterolu je
dolezitejsia kvalita, v zmysle zastutpe-
nia jednotlivych frakcii, ako celkové
mnozstvo HDL-cholesterolu. Vznikd
tak priestor na poli terapeutickej in-
tervencie lipidového metabolizmu,
ktory bude potrebné venovat moz-
nostiam ovplyvnenia jednotlivych sub-
frakcii HDL-cholesterolu. To samo-
zrejme musi byt podporené rozsirenim
a uplatnenim takych vySetrovacich
metéd, ktoré umoziuji analyzovat
a kvantifikovat komplexné lipoprotei-
nové spektrum.
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